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Und aufgeräumt und redensartlich begann er zu schildern, […] wie also das Blut nicht 

unmittelbar an die Zellen herankomme, sondern wie der Druck, unter dem es stehe, einen 

Extrakt und Milchsaft davon durch die Gefäßwände schwitzen lasse und ihn in die Gewebe 

presse, so daß er überall hindringe, als Gewebeflüssigkeit jedes Spältchen fülle […]. 
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Zusammenfassung 
Pleuraergüsse sind definiert als eine pathologische Ansammlung von Flüssigkeit in der 

Pleurahöhle. Sie können als Komplikation nach kardiochirurgischen Operationen pädiatrischer 

Patienten auftreten und verschlechtern das klinische Outcome. Die Entstehung von 

Pleuraergüssen ist assoziiert mit systemischen immunologischen Veränderungen, die in Folge 

kardiochirurgischer Operationen auftreten. Jedoch fehlen bis dato grundlegende 

Informationen sowohl über Charakteristika lokaler Immunreaktionen in Pleuraergüssen           

als auch deren Zusammenhang mit systemischen Immunreaktionen im Blut. 

Folglich wurde in vorliegender Arbeit pädiatrischen Patienten bei Vorhandensein eines 

Pleuraergusses nach kardiochirurgischer Operation bei angeborenem Herzfehler simultan je 

eine Blut- und Pleurapunktatprobe entnommen. Daraufhin wurden in beiden Bioproben sich 

ergänzende immunologische Analysen auf Zell-, Protein- und Genexpressionsebene 

durchgeführt: Mittels Durchflusszytometrie wurden 37 Leukozytensubpopulationen detektiert, 

Multiplex-Immunoassays dienten der Quantifizierung von 12 Zytokinen und mittels quantitativer 

real-time Polymerasekettenreaktion wurde die Expressionsstärke von 5 Genen untersucht. 

Insgesamt wurden Blut- und Pleurapunktatproben von 30 Kindern mit einem medianen Alter 

von 22 Monaten akquiriert. Zunächst erfolgte die Etablierung einer Methode zur Aufarbeitung 

von Pleurapunktatproben, die eine Grundvoraussetzung für anschließende immunologische 

Analysen darstellte. Daraufhin konnten Subpopulationen von T-Zellen, B-Zellen, Natürlichen 

Killerzellen und Monozyten in korrespondierenden Blut- und Pleurapunktatproben 

nachgewiesen werden. Der Fokus lag dabei auf der Analyse von T-Zellen und es konnten 

signifikante Erhöhungen von T-Helferzellen Typ 1 und T-Helferzellen Typ 17 in 

Pleurapunktatproben gegenüber Blutproben festgestellt werden. Ein ebensolcher Trend 

konnte bei Gedächtnis Effektor T-Helferzellen, Gedächtnis Effektor Zytotoxischen T-Zellen und 

doppelt-negativen T-Zellen beobachtet werden. Zudem konnten proinflammatorische Zytokine 

wie TNF, IL-6 und IL-8 in Pleurapunktatproben in signifikant höheren Konzentrationen als in 

Blutproben detektiert werden. Gleichzeitig lag auch eine antiinflammatorische Komponente in 

Pleurapunktatproben in Form von IL-4, IL-10, IL-13 und Regulatorischen T-Zellen vor. 

Zusätzlich deutete eine Analyse klinischer Patientendaten auf eine Assoziation des 

Patientenalters und der Verwendung einer Herz-Lungen-Maschine mit immunologischen 

Charakteristika von Pleuraergüssen hin.  

Die vorliegende Arbeit stellt immunologische Charakteristika von Pleuraergüssen dar, die 

sowohl auf lokale Immunreaktionen hindeuten als auch einen Zusammenhang mit der 

systemischen Immunantwort nahelegen. Die hier gewonnenen Erkenntnisse dienen primär 

dem grundlegenden Verständnis der Immunologie von Pleuraergüssen pädiatrischer 

Patienten. Darauf aufbauend könnten zukünftige Verbesserungen in der Diagnostik und 

Therapie von Pleuraergüssen erzielt werden. 
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Abstract 
Immunological characterization of pleural effusions in pediatric patients after        
cardiac surgery 
 

Pleural effusions are defined as pathological accumulations of fluid in the pleural cavity. They 

can occur as a complication after cardiac surgery in pediatric patients and worsen the clinical 

outcome. The development of pleural effusions is associated with systemic immunological 

changes that occur as a result of cardiac surgery. However, basic information on both the 

characteristics of local immune reactions in pleural effusions and their connection with 

systemic immune reactions in the blood is still lacking. 

Consequently, in the present study, pediatric patients with pleural effusion after cardiac surgery 

for congenital heart disease underwent simultaneous blood and pleural effusion sampling. 

Both specimens were subjected to complementary immunological analyses at the cellular, 

protein and gene expression levels: Flow cytometry was used to detect 37 leukocyte 

subpopulations, multiplex immunoassays were used to quantify 12 cytokines and real-time 

polymerase chain reaction was used to investigate the expression levels of 5 genes. 

In total, blood and pleural effusion samples were acquired from 30 children with a median age 

of 22 months. Initially, a method for processing pleural effusion samples was established, 

which was a fundamental requirement for subsequent immunological analyses. Then 

subpopulations of T cells, B cells, natural killer cells and monocytes were detected in 

corresponding blood and pleural effusion samples. The focus was on the analysis of T cells 

and significant increases in T helper cells type 1 and T helper cells type 17 were found in 

pleural effusion samples compared to blood samples. A similar trend was observed for   

memory effector T helper cells, memory effector cytotoxic T cells and double-negative T cells. 

In addition, pro-inflammatory cytokines such as TNF, IL-6 and IL-8 were detected in 

significantly higher concentrations in pleural effusion samples than in blood samples. 

Simultaneously, an anti-inflammatory component was also present in pleural effusion samples, 

represented by IL-4, IL-10, IL-13 and regulatory T cells. Moreover, an analysis of patient data 

indicated an association of patient age and use of cardiopulmonary bypass with immunologic 

characteristics of pleural effusions. 

The present study describes immunological characteristics of pleural effusions that indicate 

both local immune reactions and suggest a connection with the systemic immune response. 

The findings primarily serve to enhance the fundamental understanding of the immunology of 

pleural effusions in pediatric patients. Based on this, future improvements in the diagnosis and 

treatment of pleural effusions could be achieved. 
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1 EINLEITUNG 

1.1 Pleuraerguss 

1.1.1 Anatomie pleuraler Strukturen 

Die Pleurahöhle ist ein schmaler Raum zwischen Lungenoberfläche und Innenseite des 

Thorax. Die Pleurahöhle wird von einer dünnen Gewebeschicht, der Pleura, ausgekleidet. Die 

Pleura lässt sich in zwei Bereiche unterteilen, die ineinander übergehen: Die Pleura visceralis 

bedeckt die Lungenoberfläche; die Pleura parietalis bedeckt die Innenseite des Thorax 

(22,111) (Abbildung 1). Histologisch besteht die Pleura aus zwei Schichten. Die Grundlage 

bildet die Tela subserosa. Sie ist eine bindegewebige Verschiebeschicht und liegt der 

Lungenoberfläche bzw. der Innenseite des Thorax direkt an. Der Tela subserosa nach luminal 

aufgelagert ist die Tunica serosa. Sie besteht aus den Schichten Lamina propria und Lamina 

epithelialis. Die Lamina propria ist eine bindegewebige Schicht, die Kapillaren und 

Lymphgefäßen enthält. Die Lamina epithelialis besteht aus einschichtig angeordneten 

Mesothelzellen. Die Mesothelzellen sind durch Tight Junctions verbunden und stellen die 

luminale Begrenzung der Pleurahöhle dar (111). Trotz des strukturell gleichen histologischen 

Aufbaus von Pleura visceralis und parietalis unterscheiden sie sich in ihrer Dicke. Die Dicke 

der Pleura visceralis beträgt 100 μm, die der Pleura parietalis 20 μm (29,195). 

 

 
 

Abbildung 1: Anatomie pleuraler Strukturen 
Die Pleurahöhle (Cavitas pleuralis) wird von Pleura visceralis und Pleura parietalis gebildet. Die Pleura 
viszeralis umgibt die Lungenoberfläche, die Pleura parietalis kleidet die Innenseite des Thorax aus. 
Weiterhin sind verschiedene Strukturen der Thoraxwand aufgeführt. (Abbildungsquelle 1) 
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1.1.2 Physiologie pleuraler Strukturen  

Die Hauptfunktionen pleuraler Strukturen sind die Verhinderung des Kollaps der Lunge und 

die Ermöglichung der Gleitfähigkeit der Lunge während der Atmung. Die Lunge hat das 

Bestreben, sich zusammenzuziehen. In der Pleurahöhle besteht ein subatmosphärischer 

Druck, der den Retraktionskräften der Lunge entgegenwirkt. Trotz des subatmosphärischen 

Drucks berühren sich Pleura visceralis und parietalis nicht. Dies wird durch die gleichartige 

Ladung polarer Phospholipide auf der gesamten Pleura verursacht. Die Gleitfähigkeit 

zwischen Lunge und Thorax wird durch das Vorhandensein von Flüssigkeit in der Pleurahöhle 

gewährleistet. Im physiologischen Zustand enthält die Pleurahöhle 0,3 ml/kg KG 

Pleuraflüssigkeit. Es besteht ein Gleichgewicht zwischen Produktion und Resorption der 

Pleuraflüssigkeit (105,106,111). 

Die unterschiedlichen Dicken von Pleura visceralis und parietalis haben Auswirkungen auf den 

pleuralen Flüssigkeitsumsatz. Ältere Hypothesen gingen davon aus, dass die pleurale 

Flüssigkeit durch die Pleura parietalis produziert und durch die Pleura visceralis resorbiert 

wird. Neuere Studienergebnisse deuten darauf hin, dass die Pleura visceralis aufgrund ihrer 

circa fünfmal größeren Dicke und damit niedrigen Flüssigkeitsleitfähigkeit am pleuralen 

Flüssigkeitsumsatz nicht beteiligt ist. Produktion und Resorption der Pleuraflüssigkeit erfolgen 

somit im physiologischen Zustand durch die Pleura parietalis (29,106). 

An der Produktion beteiligte pleurale Strukturen sind Kapillaren, Interstitium und 

Mesothelzellen (Abbildung 2). Aufgrund hydrostatischer und onkotischer Druckunterschiede 

gelangt Flüssigkeit aus den Kapillaren zunächst in das die Kapillaren umgebende Interstitium 

und von dort in die Pleurahöhle. Beim Transport vom Interstitium in die Pleurahöhle wird die 

Mesothelzellschicht durchquert. Dies geschieht aufgrund der die Mesothelzellen verbindenden 

Tight junctions transzellulär (106,111). 

Die Resorption erfolgt über Lymphgefäße, die als sogenannte Stomata in der Pleura parietalis 

blind beginnen (175). Die Stomata kommen innerhalb der Pleura parietalis in unterschiedlicher 

Dichte vor. Mediastinale und diaphragmale Bereiche haben die höchste Dichte an Stomata. 

Folglich unterscheiden sich die Lokalisationen von Produktion und Resorption innerhalb der 

Pleura parietalis. Kranial gelegene Bereiche sind vorrangig für die Produktion zuständig; 

diaphragmale und mediastinale für die Resorption (104,106). 

Im physiologischen Zustand liegt zwischen Produktion und Resorption ein Gleichgewicht vor. 

Die Flussrate der Resorption kann um den Faktor 20 gesteigert werden. So wird das Volumen 

der Pleuraflüssigkeit im physiologischen Zustand konstant gehalten (103).  

 

 

Einleitung 

2 



 

  

 
Abbildung 2: Physiologischer Flüssigkeitsumsatz pleuraler Strukturen  
Flüssigkeit gelangt aus den Kapillaren in das umgebende Bindegewebe (1). Im Bindegewebe wird sie 
entweder von Lymphgefäßen resorbiert (2) oder sie gelangt transzytotisch durch die Mesothelzellschicht 
der Pleura parietalis in die Pleurahöhle (3). Stomata sind blind beginnende Lymphgefäße in der Pleura 
visceralis und resorbieren die Flüssigkeit der Pleurahöhle (4). Die Pleura visceralis ist aufgrund ihrer 
fünffach größeren Dicke nicht am pleuralen Flüssigkeitsumsatz beteiligt (5). (Abbildungsquelle 2) 

1.1.3 Pathophysiologie des Pleuraergusses 

Bei Störung des Gleichgewichts zwischen Produktion und Resorption mit Überschreitung der 

Kompensationsmechanismen, kommt es zur Akkumulation von Pleuraflüssigkeit in der 

Pleurahöhle. Die Akkumulation von Flüssigkeit in der Pleurahöhle wird als Pleuraerguss 

bezeichnet. Pathophysiologisch werden zwei Arten von Pleuraergüssen unterschieden: 

Transsudat und Exsudat (87,105) (Abbildung 3). 

Ein Transsudat entsteht durch die Erhöhung des hydrostatischen Drucks oder die Erniedrigung 

des onkotischen Druck in den Kapillaren der parietalen Pleura. Die veränderten 

Druckverhältnisse führen zum Austritt protein- und zellarmer Flüssigkeit aus den intakten 

Kapillaren. Die Flüssigkeit gelangt zuerst in das die Kapillaren umgebende Interstitium und 

dann durch die intakte Mesothelzellschicht in die Pleurahöhle. Bei diesem Vorgang liegt keine 

Schädigung pleuraler Strukturen vor (81,195).  

Ein Exsudat entsteht durch eine Schädigung pleuraler Strukturen. Dadurch erhöht sich die 

Permeabilität des Endothels der Kapillaren und der Mesothelzellschicht. Die erhöhte 

Permeabilität führt zum Austritt protein- und zellreicher Flüssigkeit. Die Flüssigkeit gelangt 

zuerst in das die Kapillaren umgebende Interstitium und dann durch die geschädigte 

Mesothelzellschicht in die Pleurahöhle. Im Gegensatz zum hauptsächlich transzellulären 

Flüssigkeitstransport intakter Mesothelzellen, ist der Flüssigkeitstransport bei Exsudaten  

parazellulär (81,105,195).  
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Abbildung 3: Pathophysiologie von Transsudaten und Exsudaten  
Im physiologischen Zustand (A) liegt ein Gleichgewicht zwischen hydrostatischem und onkotischem 
Druck in Blutgefäßen vor, sodass sich Flüssigkeitseintritt und -austritt ausgleichen. Bei Transsudaten 
(B) führt ein erhöhter hydrostatischer oder erniedrigter onkotischer Druck zum Austritt protein- und 
zellarmer Flüssigkeit. Bei Exsudaten (C) führt eine Schädigung des Endothels zur erhöhten 
Permeabilität mit Austritt protein- und zellreicher Flüssigkeit. (Abbildungsquelle 3) 

1.1.4 Klinisches Management des Pleuraergusses 

Pleuraergüsse (PE) sind mit über 50 Krankheitsbildern assoziiert (172). Patienten mit PE 

können ein breites Spektrum an Symptomen aufweisen. Es reicht unter anderem von 

asymptomatischen Verläufen, über Hustenreiz und Schmerzen im Brustkorb bis hin zu 

ausgeprägter Dyspnoe (69,158). Die Stärke der Symptome korreliert nur leicht mit der Größe 

des PE (127).  

Anamnestisch sind neben den aktuellen Beschwerden Informationen zu eruieren bezüglich 

Vorerkrankungen, Infekt- und B-Symptomatik und zeitlichem Verlauf der Symptome. Die 

körperliche Untersuchung kann folgende Auffälligkeiten zeigen: asymmetrische 

Thoraxexkursion in der Inspektion, verminderter Stimmfremitus in der Palpation,       

gedämpfter Klopfschall in der Perkussion, abgeschwächte bis fehlende Atemgeräusche und 

verminderte Bronchophonie in der Auskultation. Die sichere Diagnosestellung eines PE erfolgt 

mittels bildgebender Verfahren. Standardmäßig werden Sonografie und Röntgen eingesetzt, 

bei speziellen Fragestellungen auch CT oder MRT (102,158). 

Die Punktion des PE hat diagnostischen und therapeutischen Wert. Diagnostisch dient sie der 

Charakterisierung des PE. Therapeutisch dient sie vor allem der Druck- und damit 

Symptomentlastung durch Verringerung des Ergussvolumens. Daneben zielt die Therapie von 

PE insbesondere auf die Behandlung der verursachenden Grunderkrankung ab (69,146).  
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1.1.5 Klinisch etablierte Analysen von Pleuraergüssen 

Die makroskopische Beurteilung des Pleurapunktats kann erste Hinweise auf die Art und 

Ätiologie des Pleuraergusses geben. So deutet beispielsweise ein milchig-weißes 

Erscheinungsbild auf einen Chylothorax hin, eine Rotfärbung auf einen Hämatothorax und eine 

gelb-grünliche Trübung auf ein Pleuraempyem. Eine sichere Einteilung ist mittels 

makroskopischer Beurteilung jedoch nicht möglich. Beispielsweise können sich Chylothoraces 

nach Nahrungskarenz klar-serös darstellen und die Rotfärbung eines Pleurapunktats auf eine 

iatrogene Blutung durch die Punktion zurückzuführen sein (69). 

Die sichere Beurteilung eines Pleurapunktats gelingt anhand Kriterien der Mikrobiologie, 

Pathologie und Klinischen Chemie. Die explizite Durchführung hängt von der klinischen 

Situation ab. Die Mikrobiologie erlaubt die Anlage einer Bakterienkultur. In der Pathologie kann 

ein zytologischer Ausstrich zur Detektion neoplastischer Zellen erfolgen. In der Klinischen 

Chemie werden Parameter wie Gesamtprotein, Laktatdehydrogenase (LDH), Triglyzeride, 

Cholesterin, Lipase, Glucose, pH-Wert, Tumormarker und Zellzahl bestimmt (102,158). 

Die Klinische Chemie erlaubt die Einteilung des Pleurapunktats in Transsudate und Exsudate 

(87). Diese Einteilung gibt Hinweise auf die zugrunde liegende Pathophysiologie und Ätiologie 

und beeinflusst maßgeblich das klinische Vorgehen. Vor allem bei Vorliegen eines Exsudats 

ist eine intensive Diagnostik indiziert. Diese gilt insbesondere der Feststellung maligner oder 

infektiöser Ursachen (61,69).  

Transsudat und Exsudat lassen sich anhand der Light-Kriterien unterscheiden (87). Bei 

Vorliegen mindestens eines Light-Kriteriums, handelt es sich um ein Exsudat (Tabelle 1). Die 

ursprünglich aufgestellten Light-Kriterien wurden 1997 leicht modifiziert und sind in dieser 

Form bis heute gültig (88,132). 
 

Tabelle 1: Light-Kriterien 
Die Light-Kriterien dienen der Differenzierung von Transsudaten und Exsudate. LDH = 
Laktatdehydrogenase 
 Light-Kriterien 

1. Pleura-Gesamtprotein / Serum-Gesamtprotein > 0,5 

2. Pleura-LDH / Serum-LDH > 0,6 

3. Pleura-LDH  > 2/3 des normwertigen Serum-LDH 
 

Die Light-Kriterien diagnostizieren ein Exsudat mit einer Sensitivität zwischen 90 - 99 %, einer 

Spezifität zwischen 80 - 85 % und einer Accuracy von circa 95 % (102,158,168). 

Neben den Light-Kriterien gibt es noch weitere Kriterien, die die Unterscheidung von 

Transsudat und Exsudat ermöglichen. So weisen ein Gesamtproteingehalt von > 30 mg/dl, ein 

Cholesterinwert > 60 mg/dl oder ein spezifisches Gewicht > 1016 g/l des Punktats auf das 

Vorliegen eines Exsudat hin (151). 
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1.2 Immunologie 

Das Immunsystem des Menschen ist ein komplexes Netzwerk aus Zellen, Proteinen und 

Molekülen. Es vermittelt die Abwehrreaktion des Organismus auf potentielle Noxen. 

Immunreaktionen hervorrufende Faktoren sind unter anderem Krankheitserreger wie Viren, 

Bakterien, Helminthen oder Pilze. Auch nicht-infektiologische Ursachen können eine 

Aktivierung des Immunsystems auslösen. Dazu gehören u.a. chronische Erkrankungen, 

Traumata, Operationen oder der Kontakt zu körperfremden Materialien. Unterschieden wird 

zwischen dem angeborenem und dem erworbenem Immunsystem. Beide umfassen zelluläre 

und humorale Abwehrmechanismen (40,99). 

1.2.1 Zytokine 

Zytokine sind eine inhomogene Gruppe von Proteinen die als Mediatoren der dynamischen 

Interaktion zwischen Zellen dienen. Sie sind neben Antikörpern und Komplementfaktoren der 

humoralen Immunantwort zuzurechnen. Zytokine werden von Immunzellen und Nicht-

Immunzellen produziert und beeinflussen das Verhalten von Zellen mit passenden 

Zytokinrezeptoren. Manche Zytokine stammen von einem spezifischen Zelltyp, andere von 

vielen unterschiedlichen Zelltypen. Manche Zytokine beeinflussen nur einen spezifischen 

Zelltyp, andere viele unterschiedliche Zelltypen. Zytokine können auf drei Arten wirken: Sie 

können auf die Zelle wirken, von der sie freigesetzt wurden (autokrin), oder sie wirken auf 

Zellen in ihrer nahen Umgebung (parakrin), oder sie wirken auf weiter entfernte Zellen 

(endokrin) (91,101). 

Die Einteilung der Zytokine ist anhand unterschiedlicher Kriterien möglich, beispielsweise 

Struktur, Funktion, Ursprungszelle, Zielzelle, pro- oder anti-inflammatorischer Wirkung. Eine 

häufig genutzte Einteilung differenziert Interleukine (IL), Interferone (IFN), 

Tumornekrosefaktoren (TNF), Koloniestimulierende Faktoren (CSF) und Chemokine. Es ist 

jedoch zu beachten, dass innerhalb der Gruppen eine große Heterogenität bezüglich 

Ursprungszelle, Zielzelle und Wirkung der Zytokine besteht. Weiterhin führt die Inhomogenität 

der Nomenklatur einiger Zytokine auch zu Überschneidungen bei der Gruppeneinteilung. So 

ist z.B. Interleukin-8 alias CXCL8 zwar nomenklatorisch gleichermaßen den Interleukinen und 

den Chemokinen zuteilbar, funktionell agiert es aber eher als Chemokin (101). 

Chemokine sind eine spezialisierte Untergruppe der Zytokine, die bei Immunzellen zu einer 

Wanderungsbewegung, der sogenannten Chemotaxis führt. Dabei bewegen sich die 

Immunzellen entlang des Konzentrationsgradienten in Richtung des Ortes der Inflammation, 

an dem die Chemokinkonzentration am höchsten ist (6,64). 

Die Über- oder Unterproduktion von Zytokinen ist mit Krankheiten assoziiert. Zum Beispiel 

können zu niedrige TNF Level bei Lupus erythematodes vorzufinden sein (8), während zu 

hohe TNF Level bei chronisch entzündlichen Darmerkrankungen vorliegen (125,155).  
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1.2.2 Zellen des Immunsystems 

Die Zellen des Immunsystems (Leukozyten) stammen wie Erythrozyten und Thrombozyten 

von pluripotenten hämatopoetischen Stammzellen ab. Es existieren zwei Arten von Stammzell-

linien. Aus der lymphatischen Stammzelllinie entwickeln sich B- und T-Zellen, Natürliche 

Killerzellen (NK) und dendritische Zellen. Aus myeloischen Stammzellen entwickeln sich 

Granulozyten, Mastzellen, dendritische Zellen, Thrombozyten und Erythrozyten (178,186). 

 
Abbildung 4: Entwicklung von Blutzellen 
Stammzellen können sich zu lymphatischen oder myeloischen Stammzellen entwickeln. Über multiple 
in der Abbildung nicht dargestellte Zwischenschritte entwickeln sich Erythrozyten, Thrombozyten und 
Leukozyten. Während große Teile der Reifung von Leukozyten im Knochenmark ablaufen, halten sich 
reife Leukozyten in Blut, lymphatischen Organen oder peripheren Geweben auf. (Abbildungsquelle 4) 
 

Leukozyten besitzen Oberflächenmoleküle, die sich anhand des Clusters of Differentiation 

(CD) einteilen lassen. Das Präsenz von Oberflächenmolekülen auf einer Zelle, ermöglicht die 

Zuordnung zu einer spezifischen Leukozytensubpopulation. Zudem kann sich im Laufe des 

Differenzierungsprozesses von Leukozyten die Expression von Oberflächenmarkern 

verändern und lässt Rückschlüsse auf das Entwicklungsstadium zu (196).  

Leukozyten lassen sich entsprechend ihrer Funktionen der angeborenen oder der adaptiven 

Immunantwort zurechnen. Monozyten, Granulozyten, Mastzellen, dendritische Zellen und NK 

gehören der angeborenen Immunantwort an. T- und B-Zellen sind Teil der adaptiven 

Immunantwort. Angeborene und adaptive Immunantwort sind jedoch keineswegs isoliert 

fungierende Einheiten. So aktivieren antigenpräsentierende Zellen der angeborenen 

Immunantwort die adaptive Immunantwort. Umgekehrt rekrutieren Zellen der adaptiven 

Immunantwort durch Zytokine wiederum Zellen der angeborenen Immunantwort (99,186).  
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1.2.2.1 T-Zellen 

T-Zellen sind Lymphozyten, die dem Knochenmark entstammen und im Thymus ausreifen. Sie 

sind charakterisiert durch den Oberflächenmarker CD3. T-Zellen werden anhand der 

Oberflächenmarker CD4 und CD8 unterteilt. Cytotoxische T-Zellen (CTL) sind CD8 positiv. 

T-Helferzellen (TH) und Regulatorische T-Zellen (Treg) sind CD4 positiv (15,196). TH lassen 

sich weiter in die Subtypen TH1, TH2 und TH17 aufteilen (1). Zudem existieren 

doppelt-negative T-Zellen (DN T-Zellen), die weder CD4 noch CD8 exprimieren (184). 

T-Zellen entstammen dem Knochenmark und reifen im Thymus aus. Dabei bildet jede T-Zelle  

durch somatische Rekombination einen individuellen T-Zell-Rezeptor (TCR), der für ein 

bestimmtes Antigen hochspezifisch ist. Während der Reifung erfolgt eine positive und negative 

Selektion. Nur T-Zellen, die einerseits auf MHC-Molekülen präsentierte Antigene erkennen 

können und andererseits gegenüber körpereigenen Antigene tolerant sind, überleben die 

Selektion und verlassen als naive T-Zellen den Thymus (15,160).  

Naive T-Zellen zirkulieren zwischen Blut und sekundären lymphatischen Organen. In den 

sekundären lymphatischen Organen treffen sie auf antigenpräsentierende Zellen, die über 

MHC-Moleküle Antigene präsentieren. Bei Kontakt einer naiven T-Zelle mit dem für sie 

spezifischen Antigen/MHC-Komplex erfolgt eine Aktivierung der T-Zelle. Antigene die über 

MHC-Klasse-II-Moleküle präsentiert werden interagieren mit TH. Bei Präsentation via MHC-

Klasse-I-Molekülen erfolgt die Interaktion mit CTL. Die aktivierte T-Zelle proliferiert im Sinne 

einer klonalen Expansion. Nach erfolgter Immunabwehr bleiben Gedächtnis T-Zellen zurück. 

Diese exprimieren den Oberflächenmarker CD45RO und lassen sich dadurch von den 

CD45RO negativen Naiven T-Zellen unterscheiden (32,171). 

Entsprechend ihres Aufenthaltsortes lassen sich T-Zellen in zwei Gruppen unterteilen: In 

sekundären Lymphorganen lokalisierte T-Zellen werden Zentrale T-Zellen genannt und sind 

exprimieren CD62L. Der Oberflächenmarker CD62L wird als „homing factor“ bezeichnet und 

erlaubt die Migration durch hochendotheliale Venolen in Lymphknoten. Im Gegensatz dazu 

halten sich Effektor T-Zellen in Blut oder peripheren Geweben auf und sind CD62L negativ 

(53,67). 

1.2.2.1.1 Zytotoxische T-Zellen 

Aktivierte Zytotoxische T-Zellen (CTL) sind vor allem für die Bekämpfung virusinfizierter oder 

tumoröser Zellen verantwortlich. Alle kernhaltigen, körpereigene Zellen exprimieren auf ihrer 

Oberfläche MHC-I-Moleküle, an die Antigene aus dem Zellinneren gebunden sind. Tumoröse 

Zellen präsentieren auf MHC-I ein verändertes Antigenmuster; virusinfizierte Zellen 

präsentieren Viruspartikel. CTL erkennen mit ihrem T-Zell-Rezeptor pathologische Zellen. Die 

Induktion der Apoptose erfolgt entweder durch die Aktivierung des Todesrezeptors oder die 

Freisetzung zytotoxischer Enzyme wie Perforine oder Granzyme. Folglich ähneln sie 

funktionell den Natürlichen Killerzellen der angeborenen Immunantwort. Jedoch besitzt jede 
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CTL einen einzigartigen T-Zell-Rezeptor und ist somit für ein bestimmtes Antigen 

hochspezifisch. Nach erfolgter Immunreaktion verbleiben Gedächtnis CTL. Es besteht eine 

enge Assoziation zwischen der Aktivierung von CTL und der TH1-Immunantwort (11,30,136). 

1.2.2.1.2 T-Helferzellen 

CD4+ subsumieren unter anderem TH1, TH2, TH17 und Treg. Die Differenzierung naiver 

T-Zellen zur jeweiligen Subpopulation ist abhängig von den auf sie einwirkenden Zytokinen. 

Die Entwicklung von TH1 wird via IL-12 und IFN-γ gefördert, TH2 via IL-4, TH17 via IL-6 und 

IL-23, Treg via IL-2 und TGF-ß (Abbildung 5). Zudem wird die Entwicklung der eigenen 

Subpopulation durch Sezernierung der entsprechenden Zytokine im Sinne einer positiven 

Rückkopplung gefördert (1,76).  

 
Abbildung 5: Entwicklung von T-Helferzellen 
Zytokine regulieren die Aktivität von Transkriptionsfaktoren der STAT-Familie. Die Transkriptionsfaktoren 
induzieren die Expression der Gene TBX21, GATA3, RORγT bzw. FoxP3, die entsprechend die 
Entwicklung naiver T-Zellen zu TH1, TH2, TH17 bzw. Treg regulieren. (Abbildungsquelle 5) 
 

Die Entwicklung von TH wird über Kreuz reguliert (Abbildung 6). Das heißt, dass die 

Sezernierung von Zytokinen einer Subpopulation die Differenzierung anderer Subpopulationen 

hemmt. Das von TH1-Zellen produzierte IFN-γ hemmt die Proliferation von TH2-Zellen. Das 

umgekehrte gilt für TH2-Zellen: Sie induzieren über die Produktion von IL-4 eine Hemmung 

der Entwicklung von TH1-Zellen. Sowohl TH1- als auch TH2-Zellen hemmen via IFN-γ bzw. 

IL-4 die Entwicklung von TH17-Zellen. Treg sezernieren das antiinflammatorische Zytokin 

TGF-β. Dieses hemmt wiederum sowohl TH1- als auch TH2-Zellen, sodass diese die 

Entwicklung von TH17-Zellen nicht mehr hemmen können (117,123). 
 

TH1 TH2 TH17 Treg

T-bet GATA3

STAT6

IL-4

GATA3GATA3

STAT5STAT3STAT1 STAT4

IFN-γ IL-12 IL-6 IL-23

TGF-β

IL-2 TGF-β
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Abbildung 6: Gegenseitige Regulation der Differenzierung von T-Helferzellen 
TH1 und TH2 hemmen durch Produktion von Zytokinen die Differenzierung der jeweils anderen 
Subpopulation. Zudem hemmen beide TH17. Treg wirken sowohl auf TH1 als auch TH2 hemmend 
(Abbildungsquelle 6) 
 

Die klassische Funktion der TH1-Immunantwort besteht in der Bekämpfung intrazellulärer 

Pathogene, wie Viren oder Mykobakterien. Zur Erreichung dieses Ziels koordinieren TH1-

Zellen die Aktivierung von CTL und NK und fördert in B-Zellen den Antikörperwechsel zu IgG-

Antikörpern. Zudem wird in Makrophagen die Fähigkeit verstärkt, intrazellulär persistierende 

Pathogene zu eliminieren. Bei der TH1-Immunantwort spielen die Zytokine IFN-γ und IL-12 

eine zentrale Rolle, da diese sowohl von aktivierten Zellen der TH1-Immunantwort produziert 

werden als auch die TH1-Immunantwort im Sinne einer positiven Rückkopplung verstärken 

(1,25). Die TH1-Immunantwort tritt jedoch nicht nur bei Infektionen auf, sondern liegt auch bei 

nicht-infektiologischen Pathologien wie Autoimmunerkrankungen z.B. bei M. Crohn vor (124). 

Die TH2-Immunantwort wird durch Infektionen mit extrazellulären Parasiten, wie Helminthen 

ausgelöst. Sie tritt aber auch bei nicht-infektiologischen Erkrankungen wie Allergien auf. TH2-

Zellen produzieren die Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13. An der TH2-Immunantwort sind neben 

TH2-Zellen Eosinophile, Basophile, Mastzellen und IgE-Antikörper produzierende B-Zellen 

beteiligt (78,173). Mastzellen und Basophile setzen nach Aktivierung Histamin und 

Prostaglandine frei, die beispielsweise im Rahmen der Typ I Allergie nach Coombs und Gell 

zu Vasodilatation und Permeabilitätserhöhung von Gefäßen mit Flüssigkeitsaustritt ins 

Interstitium führt (83). 

Die TH17-Immunantwort ist zuständig für die Bekämpfung extrazellulärer Bakterien und Pilze. 

Durch Sezernierung der Zytokine IL-17 und IL-22 werden Neutrophile und IgG-produzierende 

B-Zellen aktiviert. Zudem steigt die Produktion antimikrobieller Substanzen durch 

Epithelzellen. Im Gegensatz zu TH1 und TH2 induzieren TH17 die Differenzierung weiterer 

TH17 aus naiven T-Zellen nicht direkt. Das von TH17 produzierte IL-17 fördert jedoch die 

TH1 TH2

TH17

Treg

IL-4 IL-2IFN-γ IL-12 IL-6 IL-23
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Sezernierung von IL-6 durch Makrophagen und induziert auf diesem Weg indirekt die 

Differenzierung weiterer TH17 (45,76,149). 

Regulatorische T-Zellen (Treg) wirken supprimierend auf die Aktivierung des Immunsystems 

bzw. regulieren nach erfolgter Immunantwort das Ende derselben. Dafür produzieren Treg 

antiinflammatorische Zytokine wie TGF-β und IL-10. IL-10 hemmt die Produktion von IL-12 und 

IL-23 durch Monozyten und vermindert damit indirekt die Ausdifferenzierung naiver T-Zellen 

zu Effektorzellen der TH1- bzw. TH17-Immunantwort. Die Bedeutung von Regulatorischen T-

Zellen und IL-10 wird durch Zustände ihrer quantitativen Verminderung deutlich, die zu 

Autoimmunerkrankungen wie zum Beispiel chronisch entzündlichen Darmerkrankungen 

führen können (54,167).  

1.2.2.2 Natürliche Killerzellen 

Natürliche Killerzellen (NK) sind Teil des angeborenen Immunsystems. Ähnlich den 

Zytotoxischen T-Zellen reagieren sie auf Tumorzellen, virusinfizierte Zellen und zellulären 

Stress. Auf Grundlage der Expression von MHC-Klasse-I-Moleküle unterscheiden NK 

zwischen gesunden und pathologischen Zellen. Bei verminderter oder veränderter Expression 

von MHC-Klasse-I-Molekülen erfolgen Degranulation zytotoxischer Enzyme, die zur Apoptose 

der Zielzelle führen (93,169,180).  

NK können unter anderem durch die Expression der Oberflächenmarker CD16 und CD56 

identifiziert werden. Während die Expression von CD16 erst in reifen Stadien von NK vorliegt, 

ist die Stärke der Expression von CD56 mit der Funktion der NK assoziiert. NK mit schwacher 

Expression von CD56 (CD56dim) halten sich präferiert im Blut auf und sind vor allem an der 

Abtötung von Zellen mittels Perforin und Granzymen beteiligt. NK mit starker Expression von 

CD56 (CD56bright) sind in Knochenmark, sekundären Lymphorganen und Leber lokalisiert und 

produzieren Zytokine, wie beispielsweise IFN-γ (35,126,182). 

Die Aktivität der NK wird durch Kontakt mit Zytokinen wie IL-12 und Interferone verstärkt. IL-12 

führt in Kombination mit IL-18 zur Freisetzung von IFN-γ durch NK. Das von NK produzierte 

IFN-γ ist im Gegensatz zu dem durch CD8+Zellen IFN-γ bereits in einer sehr frühen Phase der 

Immunantwort vorhanden. IFN-γ wirkt auf die angeborene Immunabwehr indem es 

Makrophagen aktiviert. Diese Aktivierung wird weiterhin durch die von NK-Zellen sezernierten 

Zytokine GM-CSF und TNF gefördert. Zudem führt das von NK produzierte IFN-γ zur 

Differenzierung naiver TH zu TH1, wobei Letztere wiederum durch Freisetzung von IL-12 die 

Aktivierung weiterer NK fördern (93,169). 

1.2.2.3 Monozyten und Makrophagen 

Die drei Hauptfunktionen von Monozyten bzw. Makrophagen sind Phagozytose, 

Antigenpräsentation und Zytokinproduktion von u.a. IL-1β, TNF, IL-6 und IL-8. Sie stellen eine 

Schnittstelle zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem dar (55,68). 
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Der Oberflächenmarker CD14 ist spezifisch für Monozyten. Zudem exprimieren bestimmte 

Subpopulationen von Monozyten auch CD16 wodurch sich folgende drei Subpopulationen 

unterscheiden lassen: Klassische Monozyten (CD14+CD16-), Intermediäre Monozyten 

(CD14+CD16+) und Nicht-Klassische Monozyten (CD14dimCD16+) (37,194). 

Hämatopoetische Stammzellen des Knochenmarks können sich unter Einwirkung von 

Zytokinen wie GM-CSF und M-CSF über Monoblasten zu Monozyten differenzieren. Daraufhin 

zirkulieren Monozyten für 1-3 Tage im Blut bis sie in periphere Gewebe auswandern und sich 

dabei zu Makrophagen differenzieren. Bei Vorliegen einer Infektion werden Monozyten durch 

lokale Konzentrationserhöhungen von Chemokinen wie MCP-1 zum Infektionsherd dirigiert 

(64,65). Weiterhin existieren geweberesidente Makrophagen, die sich während der 

Embryonalentwicklung in Geweben wie Peritoneum oder Pleura ansiedeln und dort dauerhaft 

lokalisiert sind (43,96,183). 

1.2.2.4 B-Zellen 

B-Zellen sind in der Lage Antikörper zu produzieren und tragen damit zur humoralen 

Immunantwort des adaptiven Immunsystems bei. Sie entwickeln sich im Knochenmark und 

besitzen bereits in frühen Stadien einen unreifen B-Zell-Rezeptor, dessen Autoreaktivität 

ähnlich dem T-Zell-Rezeptor via positiver und negativer Selektion getestet wird. Nicht-

autoreaktive B-Zellen wandern in sekundär lymphatische Organe und entwickeln sich zu 

naiven B-Zellen. Naive B-Zellen zirkulieren zwischen sekundär lymphatischen Organen und 

Blut, bis sie auf ein für sie spezifisches Antigen treffen.   B-Zellen sind neben Makrophagen 

und Dendritischen Zellen zur Antigenpräsentation fähig. Körperfremde Antigene werden vom 

B-Zell-Rezeptor gebunden, intrazellulär prozessiert und schließlich mittels MHC-Klasse-II-

Molekülen auf der Oberfläche von B-Zellen präsentiert. T-Helferzellen (TH) binden an das 

präsentierte Antigen und aktivieren über diese Interaktion B-Zellen. Weiterhin sezernieren TH 

Zytokine, insbesondere IL-4, die die Entwicklung von B-Zellen fördern. Schließlich 

differenzieren sich B-Zellen über Plasmablasten zu Plasmazellen, welche für das initial 

gebundenen Antigen spezifische Antikörper produzieren. Dabei werden die fünf Antikörper-

Klassen IgM, IgG, IgD, IgE und IgA unterschieden (82,129).  

In der frühen Phase der adaptiven Immunantwort werden IgM produziert, die eine tendenziell 

geringe Affinität aufweisen. Daraufhin erfolgt ein Klassenwechsel, der durch Zytokine 

beeinflusst wird. Beispielsweise hemmen sowohl IFN-γ als auch IL-4 die Bildung von IgM; 

gleichzeitig fördert IFN-γ die Bildung der Antikörper-Isotypen IgG2a und IgG3, während IL-4 

die Bildung von IgG1 und IgE verstärkt. Ergebnis des Klassenwechsels sind somit 

spezialisierte, hochaffine Antikörper (42,156). 

Neben antikörperbildenden Plasmazellen bilden sich auch B-Gedächtniszellen aus, die im 

Falle einer Reinfektion mit dem gleichen Antigen proliferieren und somit eine schnelle und 

spezifische Immunantwort auslösen (3,66). 
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1.3 Immunologie des Pleuraergusses 

1.3.1 Immunologische Analysen von Pleuraergüssen 

Die Bestimmung von Laborparameter der Klinischen Chemie, wie Gesamtprotein, LDH, 

Glucose oder Amylase ist in der Diagnostik von Pleuraergüssen (PE) ein etabliertes Vorgehen 

(102,158). Im Gegensatz dazu haben immunologische Analysen von PE in der klinischen 

Praxis bisher keine Bedeutung. Nichtsdestotrotz gibt es eine steigende Anzahl an 

Untersuchungen, die immunologische Parameter zur diagnostischen Differenzierung von PE 

nutzen. Dabei wird hauptsächlich die Differenzierung von malignen, tuberkulösen und 

parapneumonischen PE angestrebt. Im Rahmen dessen werden meist Zytokinanalysen von 

PE durchgeführt, während Analysen von Immunzellen in PE seltener sind. 

So wurden zur Differenzierung maligner und tuberkuloser PE in verschiedenen Studien unter 

anderem die Zytokine IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-31, IL-36, TNF, INF-γ herangezogen 

(51,154,191). Eine von Zeng et al. veröffentlichte Metaanalyse analysierte Muster von 

Zytokinen in PE und ergab, dass die TH1-Immunantwort in tuberkulösen PE prädominant ist, 

während maligne Pleuraergüsse eher eine TH2-spezifische Immunantwort aufweisen (191).  

Auch durch Pneumonien verursachte parapneumonische PE lassen sich durch 

Zytokinanalysen von anderen Arten von PE differenzieren (2,7,115). Zudem ist die 

Unterscheidung von Transsudaten und Exsudaten via Zytokinanalyse möglich (2,115). 

Eine Sonderform von PE sind Chylothoraces, die durch Verletzungen des Ductus thoracicus 

zum Beispiel während Operationen im Thorax entstehen. Die im Ductus thoracicus 

transportierte Lymphe sammelt sich daraufhin in der Pleurahöhle an (100,148). Die 

Akkumulation spezifischer Leukozytenpopulationen im Chylus führt zur Depletion ebendieser 

Leukozytenpopulationen in Blut (116,133). Ob der Verlust immunologischer Faktoren wie 

Leukozyten durch die Drainage eines PE zu einer klinisch relevanten Einschränken des 

Immunsystems führt ist noch nicht abschließend geklärt. 

1.3.2 Immunologie von Pleuraergüssen nach kardiochirurgischer Operation 

Die Prävalenz angeborener Herzfehler in Deutschland liegt bei circa 1 Prozent (59,90). Bei 

hämodynamisch relevanten Herzfehler sind kardiochirurgische Operationen oder 

interventionelle Eingriffe indiziert. Kardiochirurgische Operationen sind im Kindesalter mit einer 

hohen Morbidität bzw. Mortalität assoziiert, die im Neugeborenenalter 30 bzw. 10 Prozent 

beträgt (73). Pleuraergüsse (PE) treten als Komplikation nach kardiochirurgischer Operation 

pädiatrischer Patienten mit einer Inzidenz von bis zu 25 Prozent auf (63,80). Im Vergleich dazu 

lag die Inzidenz von PE bei Erwachsenen nach kardiochirurgischer Operationen in einer Studie 

mit mehr als 2800 Patienten bei nur circa 7 Prozent (80). Anhaltende PE nach 

kinderkardiochirurgischen Operationen führen zu längeren Aufenthalten auf der Intensivstation 

und erhöhen das Morbiditäts- und Mortalitätsrisiko (92). 
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Die Entstehung von PE nach kinderkardiochirurgischen Operationen wird unter anderem durch 

immunologische Faktoren bedingt. So führen kardiochirurgische Operationen zu einer 

Ausschüttung von Zytokinen und Komplementfaktoren (49). Zudem zeigt sich eine 

Verschiebung der Anteile von Leukozytensubpopulationen und es treten Veränderungen von 

Oberflächenmarkern auf Leukozyten auf (112,141). Im Rahmen angeborener Herzfehler 

können immunologische Veränderungen auftreten, welche Auswirkungen auf die Permeabilität 

des Gefäßsystems haben und zu peripheren Ödemen, Aszites und Pleuraergüssen führen 

können (16,17,161).  

Auch im präoperativen Zustand liegen immunologische Risikofaktoren für die Entwicklung von 

Pleuraergüssen nach kinderkardiochirurgischer Operation vor. So weisen erhöhte Werte von 

TNF, C3, C5 und sE-Selektin auf eine bereits präoperativ vorliegende, erhöhte Vulnerabilität 

des Endothels mit erhöhtem Risiko postoperativer PE hin (16). Auch die präoperative 

Erhöhung von Aktivitäts- und Adhäsionsmarkern auf Monozyten, Neutrophilen und 

Eosinophilen sind unabhängige Risikofaktoren für postoperative PE kinderkardiologischer 

Patienten (161).  

Somit bewirken prä- und intraoperative immunologische Veränderungen die Entstehung von 

PE. Umgekehrt werden die Auswirkungen postoperativer PE kinderkardiologischer Patienten 

auf das Immunsystem diskutiert.  
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1.4 Ziele der Arbeit 

Pleuraergüsse sind ein in der klinischen Praxis häufiges Phänomen und bedürfen akkurater 

Diagnostik. Diagnostische Aufarbeitung von Pleuraergüssen in der Klinischen Chemie, der 

Mikrobiologie und der Pathologie sind alltägliche Standardverfahren. 

Im Gegensatz dazu haben immunologische Analysen von Pleuraergüssen noch keinen 

Stellenwert in der Klinik, sondern bisher nur in der Forschung. Bis dato lag der Fokus 

immunologischer Analysen von Pleuraergüssen auf der Differenzierung maligner und 

tuberkulöser Pleuraergüsse. Dabei wurden meist erwachsene Patienten untersucht; Studien 

pädiatrischer Patienten mit Pleuraergüssen umfassten nur kleine Stichproben. Zudem wurden 

bisher fast ausschließlich isoliert entweder Zell- oder Zytokin- oder Genanalysen durchgeführt. 

Weiterhin wurden diese Analysen entweder nur in Pleuraergüssen oder nur in Blutproben von 

Patienten mit Pleuraergüssen durchgeführt. 

Die vorliegende Arbeit soll sich in folgenden Aspekten von der bisher publizierten Literatur 

unterscheiden: 
 

1. Das untersuchte Patientenkollektiv soll pädiatrische Patienten umfassen und dabei ein 

vergleichsweise großes Patientenkollektiv darstellen. 

2. Die untersuchte Art von Pleuraergüssen soll Folge kardiochirurgischer Operationen sein. 

3. Die immunologischen Analysen sollen sich ergänzende Zell- und Zytokin- und 

Genanalysen umfassen. 

4. Die immunologischen Analysen sollen sowohl in Pleuraergüssen als auch in Blutproben 

durchgeführt werden. 
 

Zur grundlegenden immunologischen Charakterisierung von Pleuraergüssen pädiatrischer 

Patienten nach kardiochirurgischer Operation wurden folgende Ziele angestrebt: 
 

A) Etablierung einer Methode zur Aufarbeitung von Pleuraergüssen, die konsekutive 

immunologische Analysen ermöglicht 

B) Biochemische Charakterisierung der Pleuraergüsse zur Einteilung in Trans- und Exsudate 

C) Simultaner Vergleich von Leukozytensubpopulationen in Blut und Pleuraerguss 

D) Simultaner Vergleich von Zytokinen in Blut und Pleuraerguss 

E) Simultaner Vergleich von Genexpressionen in Blut und Pleuraerguss 

F) Messung der Korrelation zwischen Leukozytensubpopulationen in Blut und Pleuraerguss 

G) Messung der Korrelation zwischen Zytokinen in Blut und Pleuraerguss 

H) Messung der Korrelation zwischen Leukozytensubpopulationen und Zytokinen in Blut bzw. 

Pleuraerguss 

I) Beurteilung des Einflusses demographischer und klinischer Faktoren auf immunologische 

Charakteristika von Pleuraergüssen  

Einleitung 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte 

In Tabelle 2 sind die in vorliegender Arbeit verwendeten Geräte, Verbrauchsmaterialien und 

Softwares aufgelistet.  
Tabelle 2: Geräte, Verbrauchsmaterialien und Software 
Hersteller Geräte / Verbrauchsmaterialien / Software 

ATMOS MedizinTechnik GmbH, Lenzkirch C 051 Thorax 

Bandelin electronic GmbH, Berlin Sonorex RK 255 H 

Becton, Dickinson and Company, Franklin 
Lakes, USA 

FlowJoTM v10 Software 

FACSCelestaTM Cell Analyzer 

FACSDIVATM Software 

Benchmark Scientific, Sayreville, USA Microplate Microcentrifuge 

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim Einkanal-Mikroliterpipetten Transferpette® S  

Eppendorf SE, Hamburg 

Centrifuge 5415 R 

Centrifuge 5810 R 

Mastercycler® gradient 

ThermoMixer® C 

GraphPad Software, Inc., San Diego, USA GraphPad Prism Software, Version 10.0.2 

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Zentrifugenröhrchen 

Cellstar® 96 Well Cell Culture Plate 

Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen Zentrifuge EBA 12 

logos biosystems, Anyang, Südkorea 
LUNA-FLTM Dual Fluorescence Cell Counter 

LUNATM Cell Counting Slide 

Luminex Corporation, Austin, USA MAGPIX® System 

Merck KGaA, Darmstadt BelysaTM Curve Fitting Software 

neoLab Migge GmbH, Heidelberg Cellcamper® Mini 

SAP SE, Walldorf C21 Produktiv System 

Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht Reaktionsgefäß 5 ml, 15 ml und 50 ml 

 S-Monovette® K3 EDTA, 4,9 ml 

 Micro-Probengefäß K3 EDTA, 1,3 ml 

Tecan Group AG, Männedorf, Schweiz Infinite® 200 ProM Plex 

Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, 
USA 

NanoDropTM One Microvolume UV-Vis 
Spectrophotometer 
7500 Fast Real-Time PCR System 
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2.1.2 Chemikalien 

In Tabelle 3 sind die in vorliegender Arbeit verwendeten Chemikalien aufgelistet. 
Tabelle 3: Chemikalien 
Hersteller Gerät / Software 

BD Biosciences, San Diego, USA 

BDTM CellWash 

BDTM FACSRinse 

BDTM FACSClean 

BD PharmingenTM Stain Buffer (BSA) 

BD HorizonTM Brilliant Stain Buffer 

BD FACSuiteTM CS&T Research Beads 

BD FACSTM Lysing Solution (1:10) 

BD Horizon™ Fixable Viability Stain 780 

Linaris, Wertheim-Bettingen FicoLite-H 

logos biosystems, Anyang, Südkorea Acridin Orange / Propidium Iodide Stain 
F23001 

Merck KGaA, Darmstadt 

Milliplex® Human High Sensitivity T Cell 
Magnetic Bead Panel 
Milliplex® Human 
Cytokine/Chemokine/Growth Factor Panel A 
Magnetic Bead Panel 
Phosphate-buffered saline (PBS) 

Dimethylsulfoxid (DMSO) 

Quantabio, Beverly, USA qScript® cDNA Supermix 

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim High Pure RNA Isolation Kit 

Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, USA 

ProcartaPlexTM Human Th1/Th2/Th9/Th17 
Cytokine Panel, 18plex 
TaqManTM Multiplex Master Mix 

PierceTM BCA Protein Assay Kit 

Gibco® Qualified Fetal Bovine Serum (FBS) 

 

2.1.3 Antikörper 

Im Rahmen der Durchflusszytometrie wurden die in Tabelle 4 und Tabelle 5 aufgelisteten 

Antikörper verwendet. Tabelle 4 listet die Detektionsantikörper auf, welche für Probenanalysen 

und FMO-Kontrollexperimente verwendet wurden. Tabelle 5 stellt die verwendeten Antikörper 

der Isotyp-Kontrollexperimente dar. Alle Antikörper stammen von Becton, Dickinson and 

Company, BD Biosciences, San Jose, USA. 

 
 

Material und Methoden 

17 



 

  

Tabelle 4: Detektionsantikörper für durchflusszytometrische Analysen 

Marker Fluorochrom Klon Spezies Isotyp  Katalog-
nummer  RRID-Nummer 

CD3 BV786 SK7 Maus IgG1 563800 AB_2744384 

CD4 PE-CF594 SK3 Maus IgG1 566317 AB_2739679 

CD8 FITC SK1 Maus IgG1 347313 AB_400279 

CD14 BV421 MΦP9 Maus IgG2b 563743 AB_2744289 

CD16 PE 3G8 Maus IgG1 555407 AB_395807 

CD19 APC-R700 HIB19 Maus IgG1 564977 AB_2744308 

CD20 BB700 2H7 Maus IgG2b 745889 AB_2743319 

CD25 BV421 M-A251 Maus IgG1 562442 AB_11154578 

CD27 BV650 L128 Maus IgG1 563228 AB_2744352 

CD38 FITC HB7 Maus IgG1 340927 AB_400180 

CD43 BV605 1G10 Maus IgG1 563378 AB_2738166 

CD45RO BV605 UCHL1 Maus IgG2a 562791 AB_2744411 

CD56 APC  B159 Maus IgG1 555518 AB_398601 

CD62L BB700 SK11 Maus IgG2a 745995 AB_2743396 

CD127 Alexa-Fluor 647 HIL-7R-M21 Maus IgG1 558598 AB_647113 

CD183 BV480 CXCR3 Maus IgG1 746283 AB_2743613 

CD194 PE 1G1 Maus IgG1 551120 AB_394054 

CD196  APC-R700 CCR6 Maus IgG1 565173 AB_2739092 

CD294 BV650 BM16 Ratte IgG2a 740616 AB_2740314 

IgD PE-CF594 IA6-2  Maus IgG2a 562540 AB_11153129 

IgM BV480 G20-127 Maus IgG1 566146 AB_2739544  
 
Tabelle 5: Isotyp-Antikörper für durchflusszytometrische Kontrollexperimente 

Klon Spezies Isotyp Fluorochrom 

X-40 mouse IgG1 BV421 

X-40 mouse IgG1 BV480 

G155-178 mouse IgG2a BV605 

R35-95 rat IgG2a BV650 

X-40 mouse IgG1 BV786 

MOPC-21 mouse IgG1 FITC 

MOPC-21 mouse IgG1 PE 

X-40 mouse IgG1 PE-CF594 

G155-178 mouse IgG2a BB700 
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Tabelle 5 (Fortsetzung): Isotyp-Antikörper für durchflusszytometrische Kontrollexperimente 

Klon Spezies Isotyp Fluorochrom 

MOPC-21 mouse IgG1 Alexa-Fluor 647 

X-40 mouse IgG1 APC-R700 

X-40 mouse IgG2b BV421 

X-40 mouse IgG1 BV480 

X-40 mouse IgG1 BV605 

R35-95 mouse IgG2a BV650 

X-40 mouse IgG1 BV786 

MOPC-21 mouse IgG1 FITC 

MOPC-21 mouse IgG1 PE 

G155-178 mouse IgG2a PE-CF594 

27-35 mouse IgG2b BB700 

MOPC-21 mouse IgG1 Alexa-Fluor 647 

X-40 mouse IgG1 APC-R700 

2.1.4 Beads 

In Tabelle 6 sind die in im Rahmen der Zytokinanalysen (Multiplex- und Singleplex-

Immunoassays) verwendeten Kits inklusive Beads aufgelistet.  
 

Tabelle 6: Beads für Multiplex- und Singleplex-Immunoassays 
Kit; Hersteller Beads 

Milliplex® Human High Sensitivity T Cell 
Magnetic Bead Panel;  
Merck KGaA, Darmstadt 

Anti-Human IL-4  

Anti-Human IL-5  

Anti-Human IL-6  

Anti-Human IL-7  

Anti-Human IL-8  

Anti-Human IL-10  

Anti-Human IL-12p70 

Anti-Human IL-13  

Anti-Human IL-17A  

Anti-Human INF-y  

Anti-Human TNF 

Anti-Human GM-CSF  

Milliplex® Human Cytokine / Chemokine / 
Growth Factor Panel A Magnetic Bead Panel 
HCYTA-60K-1; 
Merck KGaA, Darmstadt    

Anti-Human IL-6  
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Tabelle 6 (Fortsetzung): Beads für Multiplex- und Singleplex-Immunoassays 
Kit; Hersteller Beads 

ProcartaPlexTM Human Th1/Th2/Th9/Th17 
Cytokine Panel,18-Plex;  
Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, USA 

Anti-Human IL-1b 

Anti-Human IL-2 

Anti-Human IL-4 

Anti-Human IL-5 

Anti-Human IL-6 

Anti-Human IL-9 

Anti-Human IL-10 

Anti-Human IL-12p70 

Anti-Human IL-13 

Anti-Human IL-17A 

Anti-Human IL-18 

Anti-Human IL-21 

Anti-Human IL-22 

Anti-Human IL-23 

Anti-Human IL-27 

Anti-Human TNF 

Anti-Human INF-γ 

Anti-Human GM-CSF 
 

2.1.5 Primer 

Die in Tabelle 7 aufgelisteten Primer (DNA-Oligonukleotide) wurden für die qRT-PCR 

verwendet. Alle Primer stammen von Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, USA. 
Tabelle 7: Primer für die qRT-PCR 
Ziel-Gen Fluoreszenzfarbstoff Assay ID 

TNF FAM Hs00174128_m1 

TBX21 JUN Hs00894392_m1 

IL-8 VIC Hs00174103_m1 

IL-17 ABY Hs99999082_m1 
GATA3 JUN Hs00231122_m1 
ACTB VIC Hs00357333_g1 
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2.2 Studiendesign 

Im Zeitraum von Juni 2021 bis September 2022 erfolgte die Patientenrekrutierung an den 

Kliniken für Kinder- und Jugendmedizin des Universitätsklinikums des Saarlandes. 

Einschlusskriterien waren das Vorliegen eines Pleuraergusses und ein Alter zwischen 0 und 

18 Jahren. Es gab keine Ausschlusskriterien. Die Einwilligung zur Teilnahme an der Studie 

erfolgte bei Patienten im Alter von 0 bis 13 Jahren durch die Eltern. Bei Patienten über 13 

Jahren erfolgte eine gemeinsame Einwilligung von Patient und Eltern. Die Durchführung der 

Studie erfolgte in Übereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki und wurde von der Ethik-

Kommission der Ärztekammer des Saarlandes bewilligt (Kenn-Nr. 57/20). 

2.3 Methoden 

2.3.1 Erhebung von Patientendaten 

Klinische Daten der Patienten wurden mithilfe des Datensystems „SAP C21 Produktiv System“ 

erhoben. Laborparameter entstammten der klinischen Routinediagnostik. Die Auswertung der 

Daten erfolgte in pseudonymisierter Form (vgl. 3.2). 

2.3.2 Probengewinnung 

Bei Vorliegen eines Pleuraergusses (PE) wurde den Patienten zeitgleich eine venöse 

Blutprobe und eine Pleurapunktatprobe entnommen. Die Gewinnung der Blutprobe erfolgte im 

Rahmen einer ohnehin stattfindenden Blutentnahme. Die Blutprobe wurde in eine EDTA-

Monovette gefüllt. Das maximal entnommene Volumen der Blutprobe wurde an das 

Körpergewicht des Patienten adaptiert (Tabelle 8). 
Tabelle 8: Volumen der Blutprobe in Abhängigkeit vom Körpergewicht des Patienten 
Körpergewicht [kg] Volumen der Blutprobe [ml] 

< 2 0,5 

≥ 2 bis < 5 1,0 

≥ 5 bis < 10  2,0 

≥ 10  4,0 
 

Zur Gewinnung einer Pleurapunktatprobe erfolgte die Drainage eines Pleuraergusses mittels 

des Thoraxdrainagesystems Atmos C 051 Thorax. Ein Teil der Pleurapunktatprobe wurde für 

die klinische Routinediagnostik verwendet. Der Rest der Pleurapunktatprobe wird 

normalerweise als Abfallprodukt verworfen. Dieser Rest wurde im Rahmen dieser Arbeit für 

immunologische Analysen genutzt. Blut- und PE-Probe wurden bis zur weiteren Aufarbeitung 

am selben Tag bei 4 °C gelagert. 
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2.3.3 Aufarbeitung der Blutproben 

Die Blutproben wurden entsprechend dem Ausgangsvolumen wie folgt aufgeteilt: Aus einem 

oder mehreren 500 μl Aliquots erfolgte die Isolierung von PBMC (peripheral blood 

mononuclear cells) (2.3.3.1). Volumina zwischen 100 - 500 μl wurden für die Isolierung von 

Blutplasma genutzt (2.3.3.2). 

2.3.3.1 Isolierung von PBMC  

Die Isolierung der PBMC entsprach dem Prinzip der Dichtegradientenzentrifugation. Dazu 

wurden 500 μl Aliquots der Blutprobe 1:1 mit PBS verdünnt. 750 μl FicoLite-H wurden in 

Reaktionsgefäße vorgelegt. Das FicoLite-H wurde mit der verdünnten Blutprobe beschichtet. 

Anschließend erfolgte eine Zentrifugation (15 min, 300 g). Da Blut als heterogene Flüssigkeit 

Bestandteile unterschiedlicher Dichte aufweist, ordneten sich diese Bestandteile durch die 

Zentrifugation in voneinander abgrenzbaren Schichten an (Abbildung 7). FicoLite-H, ein 

Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer mit einen Dichtewert von 1077 g/ml, fungierte dabei als 

Trennschicht. 
 

 
 

Abbildung 7: Dichtegradientenzentrifugation von Blutproben 
Durch die Zentrifugation wurden die Bestandteile der Blutprobe entsprechend ihrer Dichte aufgetrennt. 
Aufgrund der hohen Dichte sammelten sich u.a. Erythrozyten, Granulozyten und Debris am Boden des 
Reaktionsgefäßes. Die Dichte von PBMC liegt zwischen der von FicoLite-H (1,077 g/ml) und Blutplasma 
(1,026 g/ml). Folglich sammelten sich PBMC in einer abgrenzbaren Schicht und konnten isoliert werden. 
Im Rahmen der Dichtegradientenzentrifugation anfallendes Blutplasma wurde nicht zu Analysezwecken 
verwendet. Abbildung erstellt mit BioRender.com 
 

Die PBMC wurden in ein neues Reaktionsgefäß transferiert und mit 1 ml PBS gewaschen (10 

min, 200g). Der Überstand wurde verworfen, das Zellpellet in 1 ml PBS resuspendiert.  

Anschließend wurde eine Bild-basierte automatische Zellzählung durchgeführt und der 

Waschschritt wiederholt. Das nach dem zweiten Waschschritt entstandene Zellpellet wurde in 

einem Einfriermedium aus 900 μl Dimethylsulfoxid und 100 μl Fetalem Kälberserum 

resuspendiert und bei -80 °C in einem Cellcamper® bis zur weiteren Analyse gelagert.  

Doktorandenseminar 725.01.22

Dichtegradienten-
zentrifugation

300 g, 15 min

Blutprobe

FicoLite-H

Blutplasma

PBMC

Erythrozyten, 
Debris etc.

FicoLite-H
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2.3.3.2 Separation von Blutplasma 

Die Separation von Blutplasma erfolgte durch Zentrifugation der Blutprobe (10 min, 4.800 g) 

und anschließendes Abpipettieren des Blutplasmas. Bis zur weiteren Analyse wurde es 

bei -80°C gelagert. Das während der Dichtegradientenzentrifugation separierte Blutplasma 

wurde aufgrund der Verdünnung mit FicoLite-H nicht zu Analysezwecken verwendet. 

2.3.4 Aufarbeitung der Pleurapunktatproben 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunächst eine Methode zur Aufarbeitung und Gewinnung von 

Pleurapunktatproben etabliert. Ziel der Methode war die Gewinnung von Immunzellen aus 

Pleurapunktatproben für zellbiologische und molekularbiologische Analysen und die 

Gewinnung von zellfreiem Pleurapunktatüberstand für proteinbiochemische Analysen. Die 

Methode wird im Ergebnisteil beschrieben (3.4). 

2.3.5 Zellbiologische Analysemethoden 

2.3.5.1 Bild-basierte automatische Zellzählung 

Mittels Bild-basierter automatischer Zellzählung konnte die Anzahl lebender, kernhaltiger 

Zellen gemessen werden. Dazu wurden 10 μl der zu analysierenden Probe mit 1,2 μl des 

Fluoreszenzfarbstoffs Acridin Orange / Propidium Iodid (AO/PI) gemischt. AO/PI ermöglicht die 

Differenzierung toter und lebender kernhaltiger Zellen. 10 μl der mit AO/PI gefärbten Probe 

wurden auf LUNATM Cell Counting Slides pipettiert. Durch Anregung mit Licht der Wellenlänge 

470 nm emittierten tote Zellen rote und lebende Zellen grüne Fluoreszenzsignale, die 

automatisiert ausgewertet wurden. Die automatische Zellzählung erfolgte mittels LUNA-FL™ 

Automated Cell Counter im Fluoreszenz-Modus.  

2.3.5.2 Durchflusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Analyse struktureller und morphologischer 

Eigenschaften von Zellen. In dieser Arbeit wurde die Durchflusszytometrie verwendet, um 

Subpopulationen von PBMC und PEC zu identifizieren. Dafür wurden Oberflächenmarker von 

PBMC und PEC mit fluoreszenzmarkierten, monoklonalen Detektionsantikörpern gekoppelt. 

Anschließend erfolgte die Analyse mittels Durchflusszytometer. 

Die bei -80 °C gelagerten PBMC bzw. PEC wurden auf Eis akklimatisiert (5 min) und dann in 

Raumtemperatur-warmem Wasser aufgetaut (2 min). Die Zellen wurden anschließend jeweils 

im Verhältnis 1:5 in PBS resuspendiert und zentrifugiert (500 g, 10 min). Das entstandene 

Zellpellet wurde in adäquatem Volumen PBS resuspendiert und eine Bild-basierte 

automatische Zellzählung durchgeführt (2.3.5.1). Entsprechend den gemessenen Zellzahlen 

wurde die Zellsuspension wie in Tabelle 9 dargestellt aufgeteilt. 

Material und Methoden 

23 



 

  

Tabelle 9: Aufteilung von PBMC und PEC für die Durchflusszytometrie und qRT-PCR 
Wenn die vorhandene Zellzahl einer Probe nicht für alle drei Experimente ausreichte, wurde folgende 
Priorisierung durchgeführt: 1. Durchflusszytometrie: Analyse von T-Zellen, 2. RNA-Isolation für qRT-
PCR, 3. Durchflusszytometrie: Analyse von Monozyten, Natürlichen Killerzellen (NK) und B-Zellen. Die 
angegebene Zellzahlen stellen Mindestangaben für die valide Auswertung der entsprechenden 
Experimente dar.  
Priorisierung Experiment Zellzahl 

1. Durchflusszytometrie: T-Zellen 100.000 – 300.000 

2. RNA-Isolation für qRT-PCR 50.000 – 300.000 

3. Durchflusszytometrie: Monozyten, NK, B-Zellen 600.000 
 

Die für die Durchflusszytometrie vorgesehenen Zellen wurden mit je 0,5 μl / 1 Mio. Zellen des 

Lebend-/Totfarbstoffs FVS780 inkubiert (15 min, RT, unter Lichtausschluss). Es folgte eine 

Waschzentrifugation (10 min, 500 g) mit jeweils 1 ml BDTM CellWash, um überschüssiges 

FVS780 zu entfernen. Die entstandenen Zellpellets wurden auf Grundlage ihrer Zellzahl in 

einem entsprechenden Volumen der jeweiligen Antikörpermixe resuspendiert und inkubiert (30 

min, RT, unter Lichtausschluss; Tabelle 10). Beiden Antikörpermixen wurden jeweils 50 μl BD 

HorizonTM Brilliant Stain Buffer und BD PharmingenTM Stain Buffer (jeweils ad 100 μl 

Gesamtvolumen) hinzugefügt. 
Tabelle 10: Pipettierschema Antikörpermixe Durchflusszytometrie 
Antikörpermix A ermöglichte die durchflusszytometrische Analysen von T-Zellen. Antikörpermix B 
ermöglichte die durchflusszytometrische Analyse von Subpopulationen von Monozyten, Natürlichen 
Killerzellen und B-Zellen. Die dargestellten Konzentrationen beider Antikörpermixe sind exemplarisch 
für jeweils 300.000 Zellen dargestellt. 
Antikörpermix A Antikörpermix B 

Kanal 
Volumen [μl] Antikörper [anti-] Volumen [μl] Antikörper [anti-] 

1,0 CD25  0,75 CD14 BV421 

2,0 CD183  1,50 IgM BV480 

3,0 CD45RO  1,50 CD43 BV605 

6,0 CD294  0,75 CD27 BV650 

0,5 CD3  0,75 CD3 BV786 

0,5 CD8  3,00 CD38 FITC 

5,0 CD194  6,00 CD16 PE 

0,2 CD4  1,50 IgD PE-CF594 

1,0 CD62L  3,00 CD20 BB700 

6,0 CD127  7,50 CD56 APC 

1,0 CD196 15,0 CD19 APC-R700 
 

Nach der Inkubation wurde pro Zellsuspension 1 ml BD FACSTM Lysing Solution (1:10 mit H20 

verdünnt) hinzugefügt (5 min, RT, unter Lichtausschluss), um restliche störende Erythrozyten 

zu lysieren. Es folgte eine weitere Waschzentrifugation (10 min, 500 g) mit BDTM CellWash zur 

Entfernung lysierter Erythrozyten und ungebundener Detektionsantikörper. Das Zellpellet 
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wurde in 200 μl PBS resuspendiert und die Messung mit dem Durchflusszytometer 

FACSCelestaTM Cell Analyzer durchgeführt.  

Im Durchflusszytometer wurden die mit Detektionsantikörpern gekoppelten Zellen durch einen 

Hüllstrom fokussiert. Dadurch passierten sie einzeln und nacheinander einen Messbereich, 

der Laser verschiedener Wellenlängen enthält. Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete 

Durchflusszytometer besitzt einen violetten (405 nm), blauen (488 nm) und roten (640 nm) 

Laser. Während die Zellen die Laser durchquerten, erfolgte eine Anregung der Fluorochrome 

der Detektionsantikörper. Die daraufhin emittierten Fluoreszenzsignale haben definierte 

Wellenlängen und sind für die jeweiligen Detektionsantikörper spezifisch. Anhand der 

emittierten Fluoreszenzsignale konnte auf Oberflächenmarker einer Zelle geschlossen 

werden. Die Kombination von Oberflächenmarkern ermöglichte die Differenzierung 

spezifischer Subpopulation. Die Auswertung erfolgte mittels FlowJoTM v10 (BD Biosciences) 

Software. Die Gating-Strategien für T-Zellen (Abbildung 8), B-Zellen (Abbildung 9) sowie 

Monozyten und NK (Abbildung 10) sind im Folgenden dargestellt. 

 
Abbildung 8: Gatingstrategie T-Zell-Populationen 
Die Gatingstrategie von T-Zellen und deren Subpopulationen ist anhand einer repräsentativen PBMC-
Probe eines Studienteilnehmers aufgeführt. Das Gating basierte im ersten Schritt auf morphologischen 
Parametern (FSC-H/FSC-A). Daraufhin wurden FVS780 negative Zellen als lebende Zellen definiert. 
Die CD3+ Fraktion wurde in CD4+ T-Helferzellen (TH) und CD8+ Zytotoxische T-Zellen (CTL) unterteilt. 
Beide Zellfraktionen wurden weiterhin in naive (CD45RO-CD62L+), EMRA (Effector memory re-
expressing CD45RA, CD45RO-CD62L-), Gedächtnis Effektor- (CD45RO+CD62L-) und Gedächtnis 
Zentrale T-Zellen (CD45RO+CD62L+) unterteilt. CD4+ T-Helferzellen wurden zudem unterteilt in TH1 
Zellen (CD183+CD196-), TH2 Zellen (CD194+CD294+) und TH17 (CD183-CD196+). Regulatorische T-
Zellen wurden als CD25+ CD127- und doppelt-negative T-Zellen (DN T-Zellen) als CD3+CD4-CD8- 
definiert. (Daten dieser Abbildung wurden veröffentlicht in Flögel et al., 2024, Inhalt durch „Creative 
Common Attribution 4.0 International License“ geschützt). 
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Abbildung 9: Gatingstrategie B-Zell-Populationen 
Die Gatingstrategie von B-Zellen und deren Subpopulationen ist anhand einer repräsentativen PBMC-
Probe eines Studienteilnehmers aufgeführt. Das Gating basierte im ersten Schritt auf morphologischen 
Parametern (FSC-H/FSC-A). Daraufhin wurden FVS780 negative Zellen als lebende Zellen definiert. 
Innerhalb der lebenden Zellen wurden CD19+ und CD20+ Zellen bestimmt. Die CD19+ Fraktion wurde 
unterteilt in CD27+ und CD27- B-Zellen. CD27+ Zellen wurden weiter unterteilt in Marginalzonen-
ähnliche Gedächtnis B-Zellen (IgD+IgM+), Klassengewechselte Gedächtnis B-Zellen (IgD−IgM−), Späte 
Gedächtnis B-Zellen (CD38+IgM+) und Plasmablasten (CD38++IgM−). CD27− wurden unterteilt in 
angeborene B-Zellen (IgD−IgM−), naive B-Zellen (IgD+IgM+), and Transitionale B cells (CD20+CD38+). 
CD20+ wurden unterteilt in B1 Zellen (CD27+CD43+) und B2 Zellen (CD27+CD43−). (Daten dieser 
Abbildung wurden veröffentlicht in Flögel et al., 2024, Inhalt durch „Creative Common Attribution 4.0 
International License“ geschützt). 
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Abbildung 10: Gatingstrategie Monozyten bzw. Natürliche Killerzellen und jeweilige 
Subpopulationen  
Die Gatingstrategie von Monozyten und Natürliche Killerzellen (NK) und deren Subpopulationen ist 
anhand einer repräsentativen PBMC-Probe eines Studienteilnehmers aufgeführt. Das Gating basierte 
im ersten Schritt auf morphologischen Parametern (FSC-H/FSC-A); daraufhin wurden FVS780 negative 
Zellen als lebende Zellen definiert. Zum einen wurden die lebenden Zellen in die folgenden Monozyten-
Subpopulationen unterteilt: Monozyten (CD14+), Klassische Monozyten (CD14+CD16-), Intermediäre 
Monozyten (CD14+CD16+) und Nicht-Klassische Monozyten (CD14dimCD16+). Des Weiteren erfolgte 
nach Ausschluss von CD3+, CD14+, CD19+ und CD20+ Zellen die Identifikation von NK (Gesamtheit 
der CD16+CD56bright und CD16+CD56dim und CD16-CD56bright) und deren einzelne Subpopulationen 
CD16+CD56bright NK, CD16+CD56dim NK und CD16-CD56bright NK. (Daten dieser Abbildung wurden 
veröffentlicht in Flögel et al., 2024, Inhalt durch „Creative Common Attribution 4.0 International License“ 
geschützt). 

2.3.5.3 Durchflusszytometrische Kontrollexperimente  

Zur validen Auswertung der durchflusszytometrischen Daten wurden zwei Arten von 

Kontrollexperimenten durchgeführt. Dafür wurden PBMC eines gesunden, erwachsenen 

Spenders verwendet.  

Fluorescence Minus One (FMO) – Kontrollexperimente dienten dem Ausschluss eines 

Spillover-Effekts der Fluoreszenzsignale anderer Detektionsantikörper und folglich der 

exakten Differenzierung positiver und negativer Populationen. Pro Antikörpermix (A bzw. B; 

siehe Tabelle 10) wurden 12 Kontrollexperimente durchgeführt. Dazu wurden die 

Antikörpermixe wie oben aufgeführt angesetzt; jedoch abzüglich jeweils eines Antikörpers. Der 

jeweils fehlende Antikörper fungierte als richtig-negative Kontrolle. Die weitere Vorbereitung 

und die Färbung von jeweils 300.000 Zellen pro Kontrollexperiment entsprachen dem oben 

beschriebenen Vorgehen. 
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Isotyp-Kontrollexperimente ermöglichten den Ausschluss unspezifischer Bindungen von 

Antikörpern. Isotyp-Antikörper gleichen einem Detektionsantikörper bezüglich Spezies, 

Fluoreszenzfarbstoff, schwerer und leichter Kette. Jedoch sind Isotyp-Antikörper spezifisch für 

Antigene, die auf den zu untersuchenden Zellen nicht vorhanden sind. Eine dennoch 

vorkommende Bindung ist folglich unspezifisch. Jedem Detektionsantikörper wurde ein 

entsprechender Isotyp-Antikörper zugeordnet. Die relativen Konzentrationen der Isotyp-

Antikörper entsprachen denjenigen der korrespondierenden Antikörpermixe der 

Probenanalysen (Tabelle 10). Die Volumina der Isotyp-Antikörpermixe wurden auf 100.000 

Zellen angepasst. Die sonstige Vorbereitung und Färbung der Zellen glichen dem oben 

beschriebenen Vorgehen.  

Das Cytometer Setup and Tracking Module (CS&T, BD Biosciences) wurde verwendet, um die 

Performance, die Stabilität, die Fluoreszenzkalibrierungen des Durchflusszytometers und die 

Reproduzierbarkeit der Daten zu überprüfen und zu erhalten. Zur Überprüfung der 

Reproduzierbarkeit der Daten, wurden Sphero™ Rainbow Calibration Particles (BD 

Biosciences) verwendet und die Einstellungen für jede Erfassung genutzt. Die 

Kompensationseinstellungen wurden mit BD™ CompBeads (BD Biosciences) berechnet. 

2.3.6 Proteinbiochemische Analysemethoden 

2.3.6.1 Bicinchoninsäure-Assay  

Der Bicinchoninsäure- Assay (BCA-Assay) diente der Bestimmung der Proteinkonzentration 

in Blutplasma und Pleurapunktatüberstand. Er beruht auf zwei Reaktionen und einer 

anschließenden kolorimetrischen Messung. Die erste Reaktion ist eine durch Proteine 

vermittelte Reduktion von Kupfer(II)-Ionen zu Kupfer(I)-Ionen. In einer zweiten Reaktion 

binden die entstandenen Kupfer(I)-Ionen an Bicinchoninsäure (BCA). Der violette Komplex 

aus Kupfer(I)-Ionen und BCA hat ein Absorptionsmaximum bei 562 nm. Mit steigender 

Proteinkonzentration nimmt das Ausmaß der Absorption linear zu. 

Die Durchführung erfolgte mithilfe des PierceTM BCA Protein Assay Kits entsprechend den 

Herstellerangaben. Auf Grundlage von Vorversuchen wurden die Proben 1:100 mit 

destilliertem Wasser verdünnt, da sie sonst oberhalb des messbaren Bereichs lägen. Die 

verdünnten Proben und Standards mit bekannten Proteinkonzentrationen wurden in 

Triplikaten à 1 μl mittels NanoDropTM One im Modus „Protein - BCA“ gemessen. Aus den 

Absorptionswerten der Standards erstellte der NanoDropTM automatisiert eine Standardkurve, 

anhand derer die Proteinkonzentration der Proben bestimmt wurde.  
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2.3.6.2 Multiplex-Immunoassay 

Multiplex-Immunoassays ermöglichen die simultane Bestimmung mehrerer Analyten in einer 

einzelnen Probe. In der vorliegenden Arbeit dienten sie der Messung von Zytokin-

Konzentrationen in Blutplasma und Pleuraerguss (PE).  

Grundlage der verwendeten Methode sind magnetische, 6,5 μm große Polystyrolkugeln, 

sogenannte Beads. Die Beads sind mit zwei Fluoreszenzfarbstoffen gefärbt. Beide 

Fluoreszenzfarbstoffe liegen in bis zu zehn Konzentrationsstufen vor. Dadurch ergeben sich 

bis zu 100 verschiedene Kombinationsmöglichkeiten. Jede Kombinationsmöglichkeit definiert 

eine gleichartig gefärbte Bead-Gruppe. Auf jeder Bead-Gruppe sind monoklonale Fänger-

Antikörper immobilisiert, die sowohl für die jeweilige Bead-Gruppe als auch für einen Analyten 

spezifisch sind. Bei Vorhandensein des zu messenden Analyten bildet sich ein Komplex aus 

Fänger-Antikörper und Analyten. Dieser Komplex wird ergänzt durch die Bindung eines 

fluoreszenzmarkierten Detektionsantikörpers an den Analyten. Ungebundene 

Detektionsantikörper werden entfernt, um falsch-positive Ergebnisse zu vermeiden. Aufgrund 

der magnetischen Eigenschaften der Beads lassen sich diese in einer eindimensionalen 

Schicht positionieren. Daraufhin werden Beads und Detektionsantikörper durch LEDs zur 

Emission von Fluoreszenzsignalen angeregt. Die Spektralbereiche der Fluoreszenzsignale 

von Beads und Detektionsantikörpern unterscheiden sich und werden von einer Kamera 

erfasst. Somit gelingt mittels Bestimmung der Bead-Gruppe eine qualitative Identifizierung des 

Analyten. Anschließend erfolgt mittels quantitativer Messung der Signalstärke der 

Detektionsantikörper die Konzentrationsbestimmung des jeweiligen Analyten.  

Im Rahmen dieser Arbeit kamen drei Immunoassay-Panels (A, B und C; Tabelle 11) zur 

Anwendung: Panel A diente als Vortest der Auswahl geeigneter Parameter. Auf Grundlage der 

Ergebnisse des Vortests erfolgte die Auswahl der Parameter für Panel B. Panel B wurde für 

die Zytokinquantifizierung des gesamten Probenkollektives verwendet. Die bereits mittels 

Panel B bestimmten IL-6 Konzentrationen in PE wurden durch Panel C (Singleplex-

Immunoassay – gleicht dem beschriebenen Prinzip der Multiplex-Immunoassays) präzisiert. 

Alle Immunoassays wurden entsprechend den Herstellerangaben durchgeführt und mittels 

MAGPIX® (Luminex Corp., Austin, TX, USA) analysiert. Zur Auswertung wurde die Belysa® 

Immunoassay Curve Fitting Software (Version 1.2, Millipore by Merck, Burlington, MA, USA) 

verwendet. 
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Tabelle 11: Panels mit Charakteristika der jeweiligen Immunoassays 
 Panel A Panel B Panel C 
Probenart Blutplasma bzw. PE Blutplasma bzw. PE PE 

Replikate (n) 3 3 3 

Verdünnung 1:0, 1:4, 1:16 keine 1:4  

Analyten 

INF-γ, TNF, GM-CSF, 
IL-1b, IL-2, IL-4, IL-5,  
IL-6, IL-9, IL-10,  
IL-12p70, IL-13,  
IL-17A, IL-18, IL-21,  
IL-22, IL-23, IL-27 

INF-γ, TNF, GM-CSF, 
IL-4, IL-5, IL-6, IL-7,  
IL-8, IL-10, IL-12p70, 
IL-13, IL-17A 

IL-6 

Produkt 
ProcartaPlexTM Human Th1 / 
Th2 / Th9/Th17 Cytokine Panel, 
Thermo Fisher Scientific, 
Waltham USA 

Milliplex® Human High 
Sensitivity T Cell Magnetic 
Bead Panel, Merck, 
Darmstadt 

Milliplex® Human Cytokine / 
Chemokine / Growth Factor 
Panel A Magnetic Bead 
Panel, Merck, Darmstadt 

Analyten (n) 18 12 1 

 

2.3.7 Molekularbiologische Analysemethoden 

2.3.7.1 RNA-Isolation und cDNA-Synthese 

Die RNA-Isolation aus PBMC und PEC basiert auf dem Prinzip der „spin column-based nucleic 

acid purification“. Sie wurde mithilfe des High Pure RNA Isolation Kits (Roche Diagnostics 

GmbH) entsprechend den Herstellerangaben durchgeführt. Zuerst wurden mindestens 50.000 

PBMC oder PEC lysiert. Die entstandenen freien Zellbestandteile wurden auf einen 

Siliciumdioxid enthaltenden Filter gegeben. Das Siliciumdioxid bindet RNA und DNA. Zum 

Schutz der gebundenen RNA wurden vorhandene RNasen durch chaotrope Salze inaktiviert. 

DNA wurde durch die Zugabe von DNaseI degradiert und dadurch von ihrer Bindung zum Filter 

gelöst. Waschzentrifugationen gemäß Protokoll entfernten die degradierte DNA, 

Verunreinigungen und alle Zellbestandteile außer RNA. Die nun isoliert vorliegende RNA 

wurde mittels 50 μl Elutionspuffer vom Filter gelöst und bis zur cDNA-Synthese bei -80 °C 

gelagert. 

Die Umschreibung von RNA in cDNA ermöglicht die Analyse ausschließlich kodierender 

Gensequenzen in der quantitativen real-time Polymerasekettenreaktion (2.3.7.3). Dafür wurde 

der qScript® cDNA Supermix entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Dieser enthält 

unter anderem Primer, Nukleotide und Reverse Transkriptase. Primer sind kurze 

Oligonukleotide. Die zur cDNA-Synthese verwendeten Primer binden an zufällige Stellen der 

einzelsträngigen RNA. Dadurch unterscheiden sie sich von den bei der qRT-PCR verwendeten 

Primern, die determinierte Bindungsstellen haben. Die Primer dienen dem Enzym Reverse 

Transkriptase als Ansatzpunkt. Reverse Transkriptase ist eine RNA-anhängige DNA-

Polymerase. Sie ermöglicht die Bildung eines DNA-Strangs, der komplementär zur 

30 

Material und Methoden 



 

  

vorliegenden RNA ist. Als Substrate zur Bildung des DNA-Strangs verwendet Reverse 

Transkriptase Nukleotide. Die cDNA wurde bei -20 °C gelagert. 

2.3.7.2 Konzentrations- und Reinheitsmessung von cDNA und RNA 

Nach der cDNA-Synthese wurden Konzentration und Reinheit der cDNA gemessen. Ebenso 

wurde mit der RNA direkt vor der cDNA-Synthese verfahren. 

Die Konzentrations- und Reinheitsmessung erfolgte mittels NanodropOneTM. Der 

NanodropOneTM ist ein Spektralphotometer, das die Extinktion in 1 μl einer Probe messen 

kann. Anhand der gemessenen Extinktion wird unter Verwendung des Lambert-Beer‘schen 

Gesetzes die Konzentration von RNA und cDNA ermittelt. Zudem wird die Extinktion bei 260 

nm (E260) und 280 nm (E280) gemessen. Das Absorptionsmaximum von Nukleinsäuren liegt bei 

260 nm und das Absorptionsmaximum von Proteinen bei 280 nm. Somit kann aus dem 

Quotienten E260/280 die Reinheit der Probe ermittelt werden. Bei Verunreinigungen liegt der Wert 

unter 1,7. Werte zwischen 1,7 und 1,9 deuten auf das Vorliegen reiner DNA hin. Werte von 

circa 2,0 weisen auf das Vorliegen reiner RNA hin. 

2.3.7.3 Quantitative real-time Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR) 

Ziel der qRT-PCR ist die Bestimmung der Expressionsstärke spezifischer Gen-Sequenzen. 

Dafür wurden jeweils 10 μl (≙	50 ng) der synthetisierten cDNA, 5 μl TaqManTM Multiplex Master 

Mix, 2 μl RNase-freies Wasser und 3 μl eines der beiden Sondenmixe (TaqManTM-Sonden) in 

ein Well einer 96-Well Platte gegeben. Es kamen zwei Sondenmixe zur Anwendung. 

Sondenmix A enthielt je 1 μl Primer für die Gene TBX21, IL-8 und TNF; Sondenmix B enthielt 

je 1 μl Primer für die Gene ACTB, GATA3 und IL-17. Jede Probe wurde in drei technischen 

Replikaten pro Sondenmix aufgetragen.  

Die qRT-PCR wurde mittels 7500 Fast Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific) 

entsprechend den folgenden Bedingungen durchgeführt: 

 

50 °C → 120 sec (holding stage) 

95 °C →   20 sec (holding stage) 

95 °C →     3 sec (cycling stage) 

60 °C →   30 sec (cycling stage)  

 

Während der Denaturierung wird die doppelsträngige cDNA in zwei zueinander 

komplementäre Einzelstränge aufgetrennt. An die Einzelstränge binden Primer und TaqManTM-

Sonden. Primer begrenzen die zu amplifizierenden Gensequenz. TaqManTM-Sonden bestehen 

aus einer Oligonukleotidsequenz, an die ein Reporter-Fluoreszenzfarbstoff und ein Quencher 

gekoppelt sind. Der Quencher unterdrückt aufgrund der räumlichen Nähe die vom Reporter-

Fluoreszenzfarbstoff emittierten Signale. Während die Taq-DNA-Polymerase die von den 
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Primern begrenzte Gensequenz amplifiziert, baut sie gleichzeitig aufgrund ihrer Exonuklease-

Aktivität die TaqManTM-Sonden ab. Folglich entfernen sich Quencher und Reporter-

Fluoreszenzfarbstoff räumlich voneinander und ein Fluoreszenzsignal wird messbar. Anhand 

der Stärke des Fluoreszenzsignal bezogen auf die Anzahl der abgelaufenen Zyklen lässt sich 

der Ct-Wert ermitteln. Der Ct-Wert beschreibt den Zeitpunkt, ab dem die Stärke des 

Fluoreszenzsignal exponentiell zunimmt. Die Expressionsstärke eines Gens in 

Pleurapunktatproben im Verhältnis zu Blutproben wurde wie folgt berechnet: 

 
(1) ΔCt (Blutprobe) = Ct (Target-Gen) – Ct (Referenz-Gen) 
(2) ΔCt (Pleurapunktatprobe) = Ct (Target-Gen) – Ct (Referenz-Gen) 

(3) ΔΔCt (Pleurapunktatprobe) = ΔCt (Pleurapunktatprobe) - ΔCt (Blutprobe) 

(4) Expressionsstärke Target-Gen [%] = 2-ΔΔCt (Pleurapunktatprobe) 
 

(1) Normalisierung der Ct-Werte der Target-Gene der Blutprobe auf das Referenzgen 

(2) Normalisierung der Ct-Werte der Target-Gene der Pleurapunktatprobe auf das Referenzgen  
(3) Normalisierung der Ct-Werte der Pleurapunktatprobe auf die als Kontrollprobe dienende Blutprobe  

(4) Berechnung der relativen Expressionsstärke 

 
Referenz-Gen = ACTB; Target-Gene = IL-8, TBX21, GATA3, IL-17, TNF 

 

2.3.8 Statistische Methoden 

Die Software Graphpad Prism (V10.1.1) diente der statistischen Auswertung. Die 

auszuwertenden Datensätze wurden mit dem D’Agostino-Pearson-Test auf Normalverteilung 

geprüft und sind als Median, IQR und Einzelwerte dargestellt. Durchflusszytometrische Daten 

sind als relative Werte in Relation zu entsprechenden Elternpopulationen dargestellt. Daten 

der Multiplex-Immunoassays sind als absolute Werte angegeben.  

Die Korrelation zwischen verbundenen Stichproben wurde mittels des 

Korrelationskoeffizienten nach Spearman ermittelt. Die Signifikanz eines Unterschieds 

zwischen verbundenen Stichproben wurde mittels Wilcoxon-Test geprüft. Die Signifikanz eines 

Unterschieds zwischen unverbundenen Stichproben wurde mittels Mann-Whitney-U-Test 

geprüft. Das Signifikanzniveau lag bei 5 %.  
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3 Ergebnisse 

3.1 Klinische Charakterisierung des Patientenkollektivs 

31 Patienten wurden im Zeitraum von Juni 2021 bis September 2022 in die Studie 

eingeschlossen. 30 Patienten befanden sich in kinderkardiologischer Behandlung, eine 

Patientin in kinderonkologischer Behandlung. Die onkologische Patientin (1,5 Jahre) hatte ein 

Neuroblastom und befand sich bei Auftreten des Pleuraergusses in präoperativem Zustand.  

Im Patientenkollektiv der n=30 kardiologische Patienten lag das Geschlechterverhältnis mit 

21:9 auf Seiten der männlichen Patienten. Das mediane Alter betrug 22 Monate mit einem 

tendenziell niedrigeren medianen Alter der weiblichen gegenüber den männlichen Patienten 

(weiblich: 7 Monate vs. männlich 50 Monate). Alle kardiologische Patienten hatten angeborene 

Herzfehler, von denen die häufigsten Ventrikelseptumdefekt (VSD), Atriumseptumdefekt 

(ASD) und Persistierender Ductus arteriosus (PDA) waren. Es ist zu beachten, dass 

Kombinationen von Herzfehlern vorlagen und entsprechend kombinierte Operationen 

durchgeführt wurden. Die mediane Operationsdauer betrug 127 Minuten und es wurde in           

n=16 Fällen eine Herz-Lungen-Maschine (HLM) eingesetzt. Auch hier lag das 

Geschlechterverhältnis auf Seiten der männlichen Patienten mit n=11 Einsätzen der HLM und 

n=5 Einsätzen der HLM bei weiblichen Patienten. Die mediane Dauer von Operation bis zur 

simultanen Entnahme einer Blut- und Pleurapunktatprobe betrug 2 Tage. Klinisch relevante 

Eigenschaften der kinderkardiologischen Patienten sind in Tabelle 12 aufgeführt. 
 

Tabelle 12: Klinische Daten der kinderkardiologischen Patienten 
Alter, operationsindizierender Herzfehler, durchgeführte Operation, Operationsdauer, Einsatz und 
Dauer des Einsatzes der Herz-Lungen-Maschine sowie Dauer von OP-Ende bis Probenentnahme sind 
in absoluten Zahlen aufgetragen. Das Geschlecht wird in jeder vorgenannten Kategorie unterschieden. 
IQR = Interquartile Range, VSD = Ventrikelseptumdefekt, PDA = Persistierender Ductus arteriosus, PFO 
= Persistierendes Foramen ovale, CoA = Coarctation der Aorta (Aortenisthmusstenose).  * = 
Mitralklappeninsuffizienz (n=1), Trikuspidalklappeninsuffizienz (n=1), Aortenklappenstenose (n=1), 
Pulmonalstenose (n=1), Hypoplastisches Linksherzsyndrom (n=2), Fallot-Tetralogie (n=1), 
Hypoplastischer Aortenbogen (n=1) und/oder Koronararterienanomalie (n=1).  ** = 
Mitralklappenrekonstruktion (n=1), Trikuspidalklappenrekonstruktion (n=1), Ross-OP (n=1), Korrektur 
der Pulmonalstenose (n=1), Glenn-OP Pulmonalstenose (n=2), Fontan-OP, Korrektur der Fallot-
Tetralogie Pulmonalstenose (n=1), Aortenbogenrekonstruktion mit Patch-Augmentation (n=1) oder 
Reimplantation des Ramus interventricularis anterior (n=1). 

  Gesamt weiblich männlich 

Patienten [n] 30 9 21 

Alter [Monate] 

Median 22 7 50 

IQR 3,8 – 101,8 3,0 – 54,0 3,5 – 125,5 

Range 0,0 – 225,0 0,0 – 120,0 0,0 – 225,0 
Herzfehler mit OP-
Indikation [n] 
 
 

 
 

VSD 10 4 6 

PDA 6 1 5 

ASD Typ 2 4 2 2 
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Tabelle 12 (Fortsetzung): Klinische Daten der kinderkardiologischen Patienten 
  Gesamt weiblich männlich 

Herzfehler mit OP-
Indikation [n] 

Aortenklappenstenose 4 0 4 

CoA 3 1 2 

Weitere * 9 3 6 

Operation [n] 

VSD Verschluss 5 1 4 

Pulmonalarterielles Banding 5 2 3 

PDA Verschluss 6 1 5 

ASD Verschluss 4 2 2 

Aortenklappenrekonstruktion 4 0 4 

CoA Rekonstruktion 3 1 2 

Weitere ** 9 3 6 

Operationsdauer 
[Minuten] 

Median 127,0 173,5 125,0 

IQR 98 - 167 98,25 – 204,5 98,0 – 165,0 

Range 21,0 – 220,0 34,0 – 220,0 21,0 – 213,0 

Herz-Lungen-Maschine [n] 16 5 11 

Dauer des 
Einsatzes der 
Herz-Lungen-
Maschine 
[Minuten] 

Median 71,0 105,0 60,0 

IQR 53,3 – 107,3 62,0 – 110,5 53,0 – 87,0 

Range 40,0 – 139,0 47,0 – 113,0 40,0 – 139,0 

Dauer OP-Ende 
bis 
Probenentnahme 
[Tage] 

Median 2,0 4,0 2,0 

IQR 1,0 – 3,5 2,0 – 5,0 1,0 – 3,0 

Range 1,0 – 8,0 2,0 – 8,0 1,0 – 4,0 
 

3.2 Pseudonymisierung 

Die Bearbeitung und Auswertung der Proben und Patientendaten erfolgte mittels eines 

Pseudonymisierungsschemas, das die folgenden Kriterien einschloss:  Patient 

(Nummerierung), Probenart (Pleurapunktat oder Blut) und Aufarbeitungsart (Gewinnung von 

PBMC bzw. PEC oder Gewinnung von Blutplasma bzw. Pleurapunktatüberstand).  

3.3 Probenauswahl für immunologische Analysen  

Die Blut- und Pleurapunktatproben der kinderkardiologischen Patienten (n=30) wurden 

getrennt von denen der kinderonkologischen Patientin (n=1) analysiert. Dies diente der 

Homogenisierung des Patientenkollektivs hinsichtlich der Ätiologie des Pleuraergusses.  

Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie (3.6), des Immunoassays (3.7), des Einflusses 

klinischer Faktoren (3.11) und die Methodenetablierung (3.4) beziehen sich allesamt auf die 

30 kinderkardiologischen Patienten. 

Die Ergebnisse der onkologischen Patientin wurden gesondert in Kapitel 3.10 dargestellt. 
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3.4 Etablierung einer Methode zur Aufarbeitung von 
Pleurapunktatproben 

Während die Aufarbeitung von Blutproben zur Gewinnung von PBMC und Blutplasma eine im 

Forschungslabor der Klinik für Allgemeine Pädiatrie und Neonatologie des 

Universitätsklinikums des Saarlandes etablierte Methode ist, existierten keine standardisierten 

Vorgehensweisen bezüglich der Aufarbeitung von Pleurapunktatproben. Ziel der neu zu 

etablierenden Methode war sowohl die Gewinnung von Immunzellen aus Pleurapunktatproben 

für zellbiologische und molekularbiologische Analysen als auch die Gewinnung von zellfreiem 

Pleurapunktatüberstand für proteinbiochemische Analysen. 

3.4.1 Aufarbeitung der Pleurapunktatproben 

Jede Pleurapunktatprobe wurde in Aliquots à 1,5 ml aufgeteilt und zentrifugiert (15 min, 

16.100 g). Da Pleurapunktate Flüssigkeiten mit heterogenen Bestandteilen unterschiedlicher 

Dichte sind, ordneten sich diese Bestandteile durch die Zentrifugation in voneinander 

abgrenzbaren Schichten an. Am Boden des Reaktionsgefäßes bildetet sich ein unter anderem 

Zellen enthaltender Bodensatz (Zellschicht). Darüber lag ein makroskopisch klarer Überstand 

(Pleurapunktatüberstand) (Abbildung 11). 

In einem Vorversuch wurden weitere Zentrifugationsbedingungen (15 min, 300 g bzw. 15 min, 

1.000 g bzw. 15 min, 10.000 g) getestet. Im Vergleich zur gewählten Einstellung lag bei gleicher 

Viabilität der Immunzellen eine makroskopisch unschärfere Trennung von Zellschicht und 

Pleurapunktatüberstand vor.  
 

 
Abbildung 11: Methode zur Aufarbeitung von PE-Proben 
Durch die Zentrifugation werden die Bestandteile der Pleurapunktate entsprechend ihrer Dichte 
aufgetrennt. Immunzellen, weitere Zellen (z.B. Thrombozyten und Erythrozyten) und Debris sammeln 
sich am Boden des Reaktionsgefäßes. Darüber befindet sich zellfreier Pleurapunktatüberstand. 
Abbildung erstellt mit BioRender.com 
 

Der Pleurapunktatüberstand wurde bis auf wenige Millimeter über der Zellschicht abpipettiert. 

Zur Überprüfung der Zellfreiheit des Pleurapunktatüberstandes wurden 10 μl desselben für 

eine Bild-basierte automatische Zellzählung (2.3.5.1) genutzt. Der Pleurapunktatüberstand 

wurde bis zur weiteren Analyse bei -80 °C gelagert.  

Doktorandenseminar 825.01.22

16.100 g, 15 min

Pleurapunktat Pleurapunktat-
überstand

Zellschicht 
inkl. Debris
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Die Zellschicht wurde in ein neues Reaktionsgefäß transferiert und mit 1ml PBS gewaschen 

(10 min, 200g). Der entstehende Überstand wurde verworfen, die Zellen in 1m PBS 

resuspendiert. Anschließend wurde eine Bild-basierte automatische Zellzählung durchgeführt 

und der Waschschritt wiederholt. Die Zellen wurden in einem Einfriermedium aus 100 μl 

Dimethylsulfoxid und 900 μl Fetalem Kälberserum resuspendiert und bei -80 °C bis zur 

weiteren Analyse gelagert. Die aus Pleurapunktaten gewonnenen Zellen werden in dieser 

Arbeit als PEC (pleural effusion cells) bezeichnet. 

3.4.2 Qualität der Aufarbeitung von Pleurapunktatproben 

Die Aufarbeitung von Pleurapunktatproben war im Gegensatz zur beschriebenen Aufarbeitung 

von Blutproben eine neuartige Methode. Sie bildete die Grundlage für in dieser Arbeit 

durchgeführte zellbiologische, proteinbiochemische und molekularbiologische Analysen von 

Pleurapunktaten. Ziel war zum einen die Gewinnung einer möglichst hohen Anzahl lebender 

mononukleärer Zellen und zum anderen die Gewinnung eines zellfreien, aber proteinhaltigen 

Pleurapunktatüberstandes. Die Aufarbeitung der Pleurapunktatproben wurde anhand 

folgender Qualitätskriterien evaluiert: 
 

(1) Viabilität mononukleärer Zellen (PEC) in der Zellschicht  

(2) Zellfreiheit des Pleurapunktatüberstandes  

(3) Nachweis von Protein im Pleurapunktatüberstand 
 

(1) Viabilität und Gesamtzahl mononukleärer Zellen in der Zellschicht von 

Pleurapunktatproben (PEC) wurden mittels Bild-basierter Automatischer Zellzählung erfasst 

(2.3.5.1). Die mediane Viabilität der PEC lag bei 89 % (Range: 56-99 %; n=21 kardiologische 

Patienten). Im Vergleich wiesen PBMC eine mediane Viabilität von 97 % auf (Range: 82-99 %; 

n=21 kardiologische Patienten). Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen der 

Viabilität von PEC und PBMC (p>0.05). Eine vergleichende Darstellung der Viabilität von PEC 

und korrespondierenden PBMC ist in Abbildung 12 zu finden. 

 
Abbildung 12: Darstellung der Viabilität von PBMC und PEC 
Paarweise Darstellung der Viabilität korrespondierender PBMC und PEC pro Patient (n=21 
kardiologische Patienten).  
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(2) Die Zellfreiheit des Pleurapunktatüberstandes wurde durch Bild-basierte Automatische 

Zellzählung (2.3.5.1) in den ersten 10 Pleurapunktatüberständen nachgewiesen. Die Zellzahl 

lag konsistent bei 0 Zellen pro ml. 
 

(3) Der Nachweis von Proteinen im Pleurapunktatüberstand wurde mittels BCA-Assay 

durchgeführt (2.3.6.1). In allen gemessenen Pleurapunktatüberständen (n=27) waren Proteine 

nachweisbar. Das mediane Proteingehalt lag bei 47,7 g/l (Range 31,5 – 73,6 g/l). 

3.5 Einteilung der Pleuraergüsse in Exsudate und Transsudate 

Die Einteilung von Pleuraergüssen in Exsudate und Transsudate ist von pathophysiologischer 

und klinisch-diagnostischer Bedeutung. Es existieren verschiedene Kriterien und Grenzwerte 

zur Differenzierung.  

Ein Kriterium ist die Proteinkonzentration des Pleuraergusses, welche bei Werten >30 g/l für 

ein Exsudat spricht. Alle untersuchten Pleuraergüsse (n=27) lagen oberhalb von 30 g/l (Median 

47,7 g/l; Range 31,5 – 73,6 g/l) und können als Exsudate betrachtet werden. 

Die Light-Kriterien sind der Goldstandard zur Differenzierung von Transsudaten und 

Exsudaten (1.1.5). Sie umfassen drei Kriterien, wobei die Erfüllung mindestens eines (≥1) 

Kriteriums das Vorliegen eines Exsudat anzeigt. Im Folgenden wird der Quotient aus der 

Proteinkonzentration in PE und der Proteinkonzentration im Plasma verwendet. Er zeigt bei 

Werten >0,5 ein Exsudat an. 16 der 18 ermittelten Quotienten lagen im Bereich >0,5 und waren 

demnach Exsudate (Median 0,75; Range 0,37 – 1,49) (Abbildung 13). 

 
Abbildung 13: Proteinkonzentration in Plasma und Pleurapunktatüberstand und Quotient der 
Proteinkonzentration von Pleurapunktat und Plasma 
Dargestellt sind die Einzelwerte der Proteinkonzentrationen von Plasma (A) und 
Pleurapunktatüberstand (B). Der jeweiligen Quotienten der Proteinkonzentrationen von 
Pleurapunktatüberstand und Plasma sind in (C) dargestellt. Oberhalb der blauen Linie gelegene 
Werte in (B) werden als Exsudate klassifiziert (Gesamtproteingehalt in PE > 30 g/l). Oberhalb der 
roten Linie gelegenen Werte in (C) werden entsprechend der Light-Kriterien als Exsudate 
klassifiziert (Quotient der Proteinkonzentration von Pleurapunktat und Plasma > 0,5). Die n=2 in 
(C) als Transsudate klassifizierten Pleuraergüsse sind in (B) und (C) rot markiert.  
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3.6 Leukozytensubpopulationen in Blut und Pleuraerguss 

3.6.1 T-Zellen in Blut und Pleuraerguss 

3.6.1.1 Nachweisbare T-Zell-Populationen in But und Pleuraerguss 

Die Kombination der verwendeten Detektionsantikörper ermöglichte die Differenzierung von 

16 T-Zell-Populationen (Tabelle 13). Es gelang der Nachweis aller 16 aufgeführten 

Populationen sowohl in Blut als auch in Pleuraergüssen. Die Konzentrationen der Zell-

Populationen sind als Anteil an entsprechenden Elternpopulationen dargestellt. 

Konzentrationen der T-Zellen (CD3+) sind als Anteil an allen lebenden Zellen (FVS780-) 

angegeben. T-Helferzellen (TH, CD3+CD4+), Zytotoxische T-Zellen (CTL, CD3+CD8+) und 

doppelt-negative T-Zellen (DN T-Zellen, CD3+CD4-CD8-) haben als Elternpopulation T-Zellen 

(CD3+). Alle weiteren Subpopulationen von T-Helferzellen (n=7 Subpopulationen) und 

Zytotoxischen T-Zellen (n=4 Subpopulationen) beziehen sich auf T-Helferzellen (CD3+CD4+) 

bzw. Zytotoxische T-Zellen (CD3+CD8+) als Elternpopulation. Die durchflusszytometrischen 

Analysen wurden an n=23 Blutproben und n=17 Pleurapunktaten durchgeführt. 
 

Tabelle 13: Auflistung der analysierten T-Zell-Populationen und entsprechende Kombinationen 
von Oberflächenmarkern 
TH = T-Helferzellen, CTL = Zytotoxische T-Zellen, EMRA = Effector memory re-expressing CD45RA, 
Treg = Regulatorische T-Zellen 
Population Oberflächenmarker 

T-Zellen CD3+ 

T-Helferzellen (TH) CD3+CD4+ 

Zytotoxische T-Zellen (CTL) CD3+CD8+ 

TH EMRA CD3+CD4+CD62L-CD45RO- 

Naive TH  CD3+CD4+CD62L+CD45RO- 

Gedächtnis Zentrale TH CD3+CD4+CD62L+CD45RO+ 

Gedächtnis Effektor TH CD3+CD4+CD62L-CD45RO+ 

TH EMRA CD3+CD8+CD62L-CD45RO- 

Naive TH  CD3+CD8+CD62L+CD45RO- 

Gedächtnis Zentrale CTL CD3+CD8+CD62L+CD45RO+ 

Gedächtnis Effektor CTL CD3+CD8+CD62L-CD45RO+ 

TH1 CD3+CD4+CD183+CD196- 

TH2 CD3+CD4+CD194+CD294+ 

TH17 CD3+CD4+CD183-CD196+ 

Regulatorische T-Zellen (Treg) CD3+CD4+CD25+CD127- 

Doppelt-negative T-Zellen (DN T-Zellen)  CD3+CD4-CD8- 
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3.6.1.2 Vergleich von T-Zell-Populationen in Blut und Pleuraerguss 

Die durchflusszytometrische Analyse korrespondierender Proben von Blut und Pleuraerguss 

(PE) zeigte keinen signifikanten Unterschied im relativen Anteil von T-Zellen (CD3+) an 

lebenden Zellen, auch wenn T-Zellen im PE eine tendenzielle quantitative Erniedrigung 

aufwiesen (Blut 17,0 % vs. PE 11,1 %, Abb. 14(A)). Das Gleiche galt für T-Helferzellen (TH, 

CD3+CD4+, Blut 53,8 % vs. PE 47,8 %, Abb. 14 (B)) und T-Killerzellen (CTL, CD3+CD8+, Blut 

30,7 % vs. PE 24,5 %, Abb. 14 (C)). Das Ratio von TH zu CTL lag sowohl in Blut als auch PE 

auf Seiten der TH (Blut 1,5 vs. PE 2,0 , p=0,6014, Abb. 14 (J)). Doppelt-negative T-Zellen lagen 

in PE mit 18,7 % vor, in Blut mit 10,1 % (DN T-Zellen, CD3+CD4+CD8+, p=0,1085, Abb. 14 

(D)). 

Entsprechend der Gesamtheit an T-Helferzellen waren T-Helferzellen Typ 2 (TH2, 

CD3+CD4+CD194+CD294+) in Pleurapunktaten und Blut nicht signifikant unterschiedlich 

(Blut 4,8 % vs. PE 5,4 %, Abb. 14 (G)). Hingegen zeigten sowohl T-Helferzellen Typ 1 (TH1, 

CD3+CD4+CD183+196-) als auch T-Helferzellen Typ 17 (TH17, CD3+CD4+CD183-196+) 

eine signifikante Erhöhung in PE gegenüber Blut (TH1: Blut 1,3 % vs. PE 6,9 %, p=0,0023, 

Abb. 14 (F) bzw. TH17: Blut 0,6 % vs. PE 1,5 %, p=0,0334, Abb. 14 (H). Regulatorische T-

Zellen (Treg, CD3+CD4+CD25+127-) wiesen Tendenzen der Erhöhung in PE gegenüber Blut 

auf (Blut 10,2 % vs. PE 15,9 %, p=0,14 , Abb. 14 (F)).  

Die Ratio von TH1 zu TH2 war in Blut zugunsten der TH2 verschoben, in jedoch PE zugunsten 

der TH1 (Blut 0,3 vs. PE 1,2 , Abb. 14 (I)). Dabei war die Ratio von TH1 zu TH2 signifikant 

größer in PE als in Blut (p=0,0004). 
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Abbildung 14: Vergleich von T-Zell-Populationen in Blut und Pleuraerguss 
Dargestellt sind die Anteile von (A) T-Zellen, (B) T-Helferzellen (TH), (C) Zytotoxischen T-Zellen (CTL), 
(D) doppelt-negativen T-Zellen (DN T-Zellen), (E) Regulatorischen T-Zellen (Treg), (F) T-Helferzellen 
Typ 1 (TH1), (G) T-Helferzellen Typ 2 (TH2) und (H) T-Helferzellen Typ 17 (TH17) in Relation zu ihren 
jeweiligen Elternpopulationen in Blut (rot, PBMC) und Pleuraergüssen (blau, PEC). (I) zeigt den 
Quotienten von TH1 zu TH2 in Blut und Pleuraerguss. (J) zeigt den Quotienten von TH zu CTL in Blut 
und Pleuraerguss. Die Balken stellen den Median dar, Fehlerbalken den IQR und die Punkte sind die 
individuellen Datenpunkte in Blut (n=23) und Pleuraergüssen (n=17). Unterschiede wurden mittels 
zweiseitigem Mann-Whitney-U-Test ermittelt. (Daten dieser Abbildung wurden veröffentlicht in Flögel et 
al., 2024, Inhalt durch „Creative Common Attribution 4.0 International License“ geschützt). 
 

Die Messung der Oberflächenmarker CD45RO und CD62L ermöglichte die Analyse jeweils 4 

weiterer Subpopulationen von T-Helferzellen bzw. Zytotoxischen T-Zellen. 

Sowohl Gedächtnis Zentrale TH (Blut 8,1 % vs. PE 7,2 %, Abb. 15 (B)) als auch Gedächtnis 

Zentrale CTL (Blut 2,7 % vs. PE 2,3 %, Abb. 15 (F)) zeigten keine signifikanten Unterschiede 

zwischen Blut und PE. Das Gleiche galt für TH EMRA (Blut 49,4 % vs. PE 38,5 %, Abb. 15 

(C)) und CTL EMRA (Blut 63,0 % vs. PE 61,0 %, Abb. 15 (G)). 
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Im Gegensatz dazu war in PE im Vergleich zu Blut ein signifikanter, quantitativer Anstieg von 

Gedächtnis Effektor CTL (Blut 17,6 % vs. PE 25,8 %, p=0,0449, Abb. 15 (E)) und eine starke 

Tendenz zur Erhöhung von Gedächtnis Effektor TH-Zellen (Blut 19,9 % vs. PE 33,3-%, 

p=0,0633, Abb. 15 (A)) zu beobachten. Ein kontrastierendes Muster wurde bei Naiven TH (Blut 

4,2 % vs. PE 2,2 %, p=0,0966, Abb. 12 (D)) und Naiven CTL (Blut 6,0 % vs. PE 3,0 % 

p=0,0848, Abb. 15 (H)) beobachtet, mit jeweils tendenziell reduzierter Anzahl an Zellen in PE 

versus Blut. 

 
Abbildung 15: Vergleich von TH- bzw. CTL-Subpopulationen in Blut und Pleuraerguss 
Dargestellt sind die Anteile der folgenden TH-Subpopulationen in Relation zu TH-Zellen 
(=Elternpopulation, CD3+CD4+) in Blut (rot, PBMC) und Pleuraergüssen (blau, PEC): (A) Gedächtnis 
Effektor TH (CD45RO+CD62L-), (B) Gedächtnis Zentrale TH, (C) TH EMRA und (D) Naive TH. 
Entsprechend sind die Anteile der folgenden CTL-Subpopulationen in Relation zu CTL 
(=Elternpopulation, CD3+CD8+) dargestellt: (E) Gedächtnis Effektor CTL, (F) Gedächtnis Zentrale CTL, 
(G) CTL EMRA, (H) Naive CTL. Die Balken stellen Median dar, Fehlerbalken den IQR und die Punkte 
sind die individuellen Datenpunkte in Blut (n=23) und Pleuraergüssen (n=17). Unterschiede wurden 
mittels dem zweiseitigen Mann Whitney U Test ermittelt. (Daten dieser Abbildung wurden veröffentlicht 
in Flögel et al., 2024, Inhalt durch „Creative Common Attribution 4.0 International License“ geschützt). 

3.6.1.3 Korrelation von T-Zell-Populationen zwischen Blut und Pleuraerguss 

Zusammenhänge zwischen Leukozytensubpopulationen in Blut und PE wurden mittels 

Spearmans-Korrelationskoeffizient (r) bestimmt (Tabelle 14). Der Anteil an T-Helferzellen, 

Zytotoxische T-Zellen, Regulatorische T-Zellen und Naiven Zytotoxische T-Zellen wies jeweils 

eine signifikante, positive Korrelation zwischen Blut und PE auf. Bei diesen Subpopulationen 

war die Korrelation jeweils positiv und der Korrelationskoeffizient lag zwischen 0,56 und 0,78. 

Die einzige negative Korrelation lag mit ρ=-0,16 bei TH2 vor.  
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Tabelle 14: Korrelation von T-Zell-Populationen zwischen Blut und Pleurapunktat  
Dargestellt sind der jeweilige Spearman-Korrelationskoeffizient und p-Wert der gepaarten 
Korrelationsanalyse. Signifikante Werte (p<0,05) sind dickgedruckt. 
Population Korrelationskoeffizient r p-Wert 

T-Zellen 0,47 0,07 

T-Helferzellen (TH) 0,61 0,01 

Zytotoxische T-Zellen (CTL) 0,78 0,0007 

TH EMRA 0,10 0,71 

Naive TH  0,42 0,10 

Gedächtnis Zentrale TH 0,01 0,97 

Gedächtnis Effektor TH 0,30 0,26 

TH EMRA 0,00 0,99 

Naive TH  0,56 0,02 

Gedächtnis Zentrale CTL 0,16 0,55 

Gedächtnis Effektor CTL 0,31 0,24 

TH1 0,27 0,31 

TH2 -0,16 0,56 

TH17 0,43 0,09 

Regulatorische T-Zellen (Treg) 0,74 0,001 

Doppelt-negative T-Zellen (DN T-Zellen) 0,06 0,82 

 

3.6.2 B-Zellen in Blut und Pleuraerguss 

3.6.2.1 Nachweisbare B-Zell-Populationen in But und Pleuraerguss 

Die Kombination der verwendeten Detektionsantikörper ermöglichte die Differenzierung von 

13 B-Zellpopulationen (Tabelle 15). Es gelang der Nachweis aller aufgeführten Populationen 

sowohl in Blut als auch in Pleuraergüssen. 

Die Konzentrationen der Zell-Populationen sind als Anteil an entsprechenden 

Elternpopulationen dargestellt. Konzentrationen der B-Zellen (CD19+) sind als Anteil an allen 

lebenden Zellen (FVS780-) angegeben. Die Konzentrationen der B-Zell-Subpopulationen 

beziehen sich auf B-Zellen (CD19+) als Elternpopulation. 
Tabelle 15: Auflistung der analysierten B-Zell-Populationen und entsprechende Kombinationen 
von Oberflächenmarkern 
Population Oberflächenmarker 

B-Zellen CD19+ 

Unreife B-Zellen CD19+CD27-IgD-IgM- 

Naive B-Zellen CD19+CD27-IgD+IgM+ 

B1-Zellen CD20+CD27+CD43+ 
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Tabelle 15 (Fortsetzung): Auflistung der analysierten B-Zell-Populationen und entsprechende 
Kombinationen von Oberflächenmarkern 
Population Oberflächenmarker 

B2-Zellen CD20+CD27+CD43- 

Gedächtnis B1-Zellen CD19+CD27+IgD- 

Gedächtnis B2-Zellen CD19+CD27+IgD+ 

Marginalzonen-ähnliche Gedächtnis B-Zellen CD19+CD27+IgD+IgM+ 

IgM Gedächtnis B-Zellen CD19+CD27+IgD-IgM+ 

Klassengewechselte Gedächtnis B-Zellen CD19+CD27+IgD-IgM- 

Späte Gedächtnis B-Zellen CD19+CD27+CD38+IgM+ 

Plasmablasten CD19+CD27+CD38+IgM- 

Transitionale B-Zellen CD19+CD20+CD27-CD38+ 

3.6.2.2 Vergleich von B-Zell-Populationen in Blut und Pleuraerguss 

Eine Vergleich analysierter B-Zell-Populationen in Blut und Pleuraerguss (PE) wurde 

durchgeführt (Abbildung 16 und Abbildung 17).  

B-Zellen hatten einen Anteil von 17,0 % an allen lebenden Zellen in Blut, während der 

entsprechende Anteil in PE bei 7,2 % lag (p=0,11). Unreife B-Zellen (CD19+CD27-IgD-IgM-) 

waren die einzige B-Zell-Subpopulation mit einem höheren medianen Anteil in PE (Blut 4,5 % 

vs. PE 8,9 %, p=0,23, Abb. 16 (A)). Alle weiteren B-Zell-Subpopulation zeigten einen höheren 

Anteil in Blutproben (jeweils p>0,05, Abb. 16 (B) - (L)). 

Der Vergleich von B1- bzw. B2-Zellen und deren entsprechenden Gedächtnis-Zellen weist 

keine signifikanten Unterschiede zwischen Blut und PE auf (jeweils p>0,05, Abb. 17 (A)-(D)). 

Tendenziell waren die Anteile von B1-Zellen, aber ausgeglichener zwischen Blut und PE als 

die der B2-Zellen. Anteile von Gedächtnis B1- und Gedächtnis B2-Zellen waren tendenziell 

(ns, p>0,05, Abb.17 (C)-(D)) in Blut ausgeprägter als in PE. Darin glichen sie den anderen 

analysierten Gedächtnis-B-Zell-Subpopulationen (Marginalzonen Gedächtnis B-Zellen, IgM 

Gedächtnis B-Zellen, Klassengewechselte Gedächtnis-B-Zellen, Späte Gedächtnis B-Zellen; 

Abb. 16 (F)-(I)).  
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Abbildung 16: Vergleich von B-Zell-Populationen in Blut und Pleuraerguss 
Dargestellt sind die Anteile von (A) B-Zellen in Relation zu allen lebenden Zellen in Blut (rot, PBMC) und 
Pleuraerguss (blau, PEC). Weiterhin (B) Angeborene B-Zellen, (C) Naive B-Zellen, (D) Transitionale B-
Zellen, (E) Plasmablasten, (F) Marginalzonen Gedächtnis B-Zellen, (G) IgM Gedächtnis B-Zellen, (H) 
Klassengewechselte Gedächtnis B-Zellen und (I) Späte Gedächtnis B-Zellen in Relation zu allen B-
Zellen ebenfalls in Blut (rot, PBMC) und Pleuraerguss (blau, PEC). Die Balken stellen Median dar, 
Fehlerbalken den IQR und die Punkte sind die individuellen Datenpunkte in Blut (n=4) und 
Pleuraergüssen (n=7). Unterschiede wurden mittels dem zweiseitigen Mann Whitney U Test ermittelt. 
(Daten dieser Abbildung wurden veröffentlicht in Flögel et al., 2024, Inhalt durch „Creative Common 
Attribution 4.0 International License“ geschützt). 
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Abbildung 17: Vergleich von B1- und B2-Zellen inklusive B1- und B2-Gedächtniszellen in Blut 
und Pleuraerguss 
Dargestellt sind die Anteile von (A) B1-Zellen, (B) B2-Zellen, (C) Gedächtnis B1-Zellen und Gedächtnis 
B2-Zellen in Relation zur Gesamtheit der B-Zellen in Blut (rot, PBMC) und Pleuraerguss (blau, PEC). 
Die Balken stellen Median dar, Fehlerbalken den IQR und die Punkte sind die individuellen Datenpunkte 
in Blut (n=4) und Pleuraergüssen (n=7). Unterschiede wurden mittels dem zweiseitigen Mann Whitney 
U Test ermittelt. (Daten dieser Abbildung wurden veröffentlicht in Flögel et al., 2024, Inhalt durch 
„Creative Common Attribution 4.0 International License“ geschützt). 
 

3.6.3 Monozyten in Blut und Pleuraerguss 

3.6.3.1 Nachweisbare Monozyten-Populationen in But und Pleuraerguss 

Die Kombination der verwendeten Detektionsantikörper ermöglichte die Differenzierung von 4 

Monozyten-Populationen (Tabelle 16). Es gelang der Nachweis aller aufgeführten 

Populationen sowohl in Blut als auch in Pleuraergüssen. 

Die Konzentrationen der Monozyten-Populationen sind als Anteil an entsprechenden 

Elternpopulationen dargestellt. Konzentrationen der Monozyten (CD14+) und der n=3 

Monozyten-Subpopulationen sind als Anteil an allen lebenden Zellen (FVS780-) angegeben.  
 

Tabelle 16: Auflistung der analysierten Monozyten-Populationen und entsprechende 
Kombinationen von Oberflächenmarkern 
Population Oberflächenmarker 

Monozyten CD14+ 

Klassische Monozyten CD14+CD16- 

Intermediäre Monozyten CD14+CD16+ 

Nicht-Klassische Monozyten CD14dimCD16+ 
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3.6.3.2 Vergleich von Monozyten-Populationen in Blut und Pleuraerguss 

Eine Vergleich analysierter Zellpopulationen in Blut und Pleuraerguss (PE) wurde durchgeführt 

(Abbildung 18). Der mediane Anteil von Monozyten an lebenden Zellen lag in PE mit 16,8 % 

leicht über dem in Blut mit 12,5 % (p=0,53; Abb. 18 (A)). Ebenfalls nicht-signifikant erhöhte 

Anteile von Monozyten-Subpopulationen in PE wurden sowohl bei klassischen Monozyten 

(Blut 9,1 % vs. PE 10,0%, p=0,65, Abb. 18 (D) ) als auch Intermediären Monozyten (Blut 3,1 

% vs. PE 6,8l%, p=0,41, Abb. 18 (B)) festgestellt. Im Gegensatz dazu zeigten nicht-klassische 

Monozyten marginal erhöhte Anteile in Blut (Blut 0,97 % vs. PE 0,71 %, p=0,30, Abb. 18 (C) ). 
 

 
Abbildung 18: Vergleich von Monozyten-Populationen in Blut und Pleuraerguss 
Dargestellt sind die Anteile von (A) Monozyten, (B) B2-Zellen, (C) Gedächtnis B1-Zellen und Gedächtnis 
B2-Zellen in Relation zur Gesamtheit der B-Zellen in Blut (rot, PBMC) und Pleuraerguss (blau, PEC). 
Die Balken stellen Median dar, Fehlerbalken den IQR und die Punkte sind die individuellen Datenpunkte 
in Blut (n=4) und Pleuraergüssen (n=7). Unterschiede wurden mittels dem zweiseitigen Mann Whitney 
U Test ermittelt. (Daten dieser Abbildung wurden veröffentlicht in Flögel et al., 2024, Inhalt durch 
„Creative Common Attribution 4.0 International License“ geschützt). 
 

3.6.4 Natürliche Killerzellen in Blut und Pleuraerguss 

3.6.4.1 Nachweisbare NK-Populationen in Blut und Pleuraerguss 

Die Kombination der verwendeten Detektionsantikörper ermöglichte die Differenzierung von 4 

NK-Populationen (Tabelle 17). Es gelang der Nachweis aller aufgeführten Populationen 

sowohl in Blut als auch in Pleuraergüssen. Die Konzentrationen der NK-Populationen sind als 

Anteil an entsprechenden Elternpopulationen dargestellt. Konzentrationen der Natürlichen 

Killerzellen (CD16+CD56+) und der n=3 NK-Subpopulationen sind als Anteil an allen lebenden 

Zellen (FVS780-) angegeben.  
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Tabelle 17: Auflistung der analysierten Monozyten-Populationen und entsprechende 
Kombinationen von Oberflächenmarkern 
Population Oberflächenmarker 

Natürliche Killerzellen (NK) 
CD3-CD14-CD19-CD20-CD16+CD56bright und 
CD3-CD14-CD19-CD20-CD16-CD56bright und 
CD3-CD14-CD19-CD20-CD16+CD56dim 

CD16+CD56bright NK CD3-CD14-CD19-CD20-CD16+CD56bright 

CD16-CD56bright NK CD3-CD14-CD19-CD20-CD16-CD56bright 

CD16+CD56dim NK CD3-CD14-CD19-CD20-CD16+CD56dim 

3.6.4.2 Vergleich von NK-Populationen in Blut und Pleuraerguss 

Ein deskriptiver Vergleich analysierter Zellpopulationen in Blut und Pleuraerguss (PE) wurde 

durchgeführt (Abbildung 19). Natürliche Killerzellen unterschieden sich in Blut und PE nicht 

signifikant (Blut 1,5l% vs. PE 1,7 %, p=0,93, Abb. 19 (A)). Auch unter den NK-Subpopulationen 

waren die Unterschiede in den jeweiligen Konzentrationen in Blut und PE nicht signifikant 

verschieden: CD16-CD56bright NK hatten annähernd gleiche Anteile in Blut und PE (Blut 2,0 % 

vs. PE 2,6 %, p=0,79, Abb. 19 (D)), während die Anteile von CD16+CD56dim und 

CD16+CD56bright NK im Blut höher waren (Blut 24,8 % vs. PE 9,9 %, p=0,41, Abb. 19 (B) bzw. 

Blut 5,4 % vs. PE 2,9 %, p=0,32, Abb. 19 (C)). 

 
Abbildung 19: Anteil von NK-Populationen in Blut und Pleuraerguss 
Dargestellt sind die Anteile von (A) Natürlichen Killerzellen (NK), (B) CD16+CD56dim NK, (C) 
CD16+CD56bright NK und (D) CD16-CD56bright NK in Relation zur Gesamtheit lebender Zellen in Blut (rot, 
PBMC) und Pleuraerguss (blau, PEC). Die Balken stellen Median dar, Fehlerbalken den IQR und die 
Punkte sind die individuellen Datenpunkte in Blut (n=4) und Pleuraergüssen (n=7). Unterschiede wurden 
mittels dem zweiseitigen Mann Whitney U Test ermittelt. (Daten dieser Abbildung wurden veröffentlicht 
in Flögel et al., 2024, Inhalt durch „Creative Common Attribution 4.0 International License“ geschützt). 
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3.7 Zytokine in Blut und Pleuraerguss 

3.7.1 Grenzen der Quantifizierbarkeit von Zytokinen in Pleurapunktatproben 

Zur Quantifizierung unbekannter Zytokin-Konzentrationen von Proben wurden Standards mit 

bekannten Konzentrationswerten verwendet. Anhand der Standards ließ sich für jedes 

gemessene Zytokin mittels 5PL-Regression eine Standardkurve erstellen, welche der 

Quantifizierung unbekannter Zytokinkonzentrationen diente. Werte außerhalb der durch die 

jeweiligen Standards definierten Bereiche entziehen sich einer exakten Quantifizierung.  

12 Zytokine wurden in 30 Blut- bzw. 30 Pleurapunktatproben gemessen. Demnach wurden 

jeweils 360 einzelne Zytokinkonzentrationen in Blut- bzw. Pleurapunktatproben ermittelt. Von 

den 360 ermittelten Zytokinkonzentrationen in Pleuraergüssen lagen 66 außerhalb des 

quantifizierbaren Bereichs, während dies bei den 360 ermittelten Zytokinkonzentrationen in 

Blut 17 mal der Fall war. Tabelle 18 bietet eine Übersicht über die Anzahl der Proben pro 

Zytokin, die außerhalb des quantifizierbaren Bereichs der jeweiligen Messung lagen. 
Tabelle 18: Anzahl der Blut- und Pleurapunktatproben außerhalb des quantifizierbaren Bereichs 
des jeweiligen Zytokins im Multiplex-Immunoassay 
* = IL-7 weist n=4 Werte unterhalb des quantifizierbaren Bereichs auf, die in einer erniedrigten Bead-
Anzahl begründet sind. # = IL-6 weist n=30 oberhalb des quantifizierbaren Bereichs auf. Deshalb wurde 
die Messung von IL-6 in einem separaten Singleplex-Ansatz wiederholt. 

Zytokin Anzahl Werte unterhalb des 
quantifizierbaren Bereichs (n) 

Anzahl Werte oberhalb des 
quantifizierbaren Bereichs (n) 

 Blut PE Blut PE 

TNF 0 0 0 0 

INF-y 5 2 0 0 

GM-CSF 0 0 0 0 

IL-4 3 8 0 0 

IL-5 1 0 0 0 

IL-6 0 0 1 30#  

IL-7 0 4* 0 0 

IL-8 0 0 0 12 

IL-10 0 0 0 0 

IL-12p70 0 2 0 0 

IL-13 7 8 0 0 

IL-17A 0 0 0 0 
 

Werte, die unterhalb des quantifizierbaren Bereichs lagen, wurden angepasst an 1/2xLoD 

(=Hälfte des Lower limit of detection). Dies betraf INF-γ, IL-4, IL-5, IL-12p70 und IL-13.  

Werte, die oberhalb des quantifizierbaren Bereichs lagen, wurden angepasst an den Wert des 

höchsten Standards. Dieses Vorgehen wurde bei IL-8 angewandt. 

Ergebnisse 

49 



 

  

Die Messung zweier Zytokine in Pleurapunktatproben sind hervorzuheben, da sie ein 

gesondertes Vorgehen bezüglich der Auswertung verlangten:  

Im IL-6-Multiplex-Ansatz waren alle n=30 gemessenen Werte oberhalb des quantifizierbaren 

Bereichs (Quantifizierbarer Bereich IL-6: 0,18 – 750 pg/ml). Aus diesem Grund wurde IL-6 

sekundär in einem Singleplex-Ansatz bestimmt. Der quantifizierbare Bereich des Singleplex-

Ansatzes lag bei 0,64- 10.000 pg/ml. Im IL-6 Singleplex-Ansatz lagen n=17 Werte oberhalb 

des quantifizierbaren Bereichs und wurden an den Wert des höchsten Standards (10.000 

pg/ml) angepasst. Während die IL-6 Messung des Multiplexansatz n=0 Proben adäquat 

quantifizieren konnte, war dies im IL-6-Singleplex bei n=13 Werten möglich. 

IL-7 wies in Pleurapunktatproben n=4 Werte auf die unterhalb des quantifizierbaren Bereichs 

lagen. Dies war in nicht in einer tatsächlich zu niedrigen IL-7 Zytokinkonzentrationen 

begründet, sondern in einer erniedrigten Bead-Anzahl, die eine adäquate Quantifizierung 

verunmöglichte. 

3.7.2 Quotient der Zytokinkonzentrationen in Blut und Pleuraerguss 

In Anlehnung an die Light-Kriterien (1.1.5), die unter anderem den Quotienten aus der 

Proteinkonzentration in Pleuraerguss (PE) und der Proteinkonzentration im Blutplasma 

umfassen, wurden Quotienten aus Zytokinkonzentrationen in PE und Zytokinkonzentrationen 

in Plasma für alle 12 Zytokine bestimmt. Für jeden Patienten wurde dieser Quotient pro Zytokin 

bestimmt und der entsprechende Median der Quotienten pro Zytokin ermittelt (Abbildung 20). 

Die folgenden n=5 Zytokine zeigten eine bis zu 10-fache Erhöhung zugunsten des Blutes: GM-

CSF (Quotient (Q) =0,325), IFN-γ (Q=0,360), IL-4 (Q=0,630), IL-12p70 (Q=0,355) und IL-17A 

(Q=0,290). Bis zu 10-fach höhere Konzentrationen in PE als in Blut zeigten die Zytokine TNF 

(Q=2,415), IL-5 (Q=1,355), IL-7 (Q=2,370), IL-10 (Q=5,415) und IL-13 (Q=1,33). IL-8 und IL-6 

zeigten eine 16-fache bzw. 242-fache Erhöhung in PE im Vergleich zu Blut.  
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Abbildung 20: Quotienten der Zytokinkonzentrationen in Pleuraerguss / Plasma 
Dargestellt sind die Mediane mit IQR der Quotient der n=12 Zytokinkonzentrationen in PE und Blut. 
Blaue Balken entsprechen Quotienten > 1, rote Balken vice versa. (Daten dieser Abbildung wurden 
veröffentlicht in Flögel et al., 2024, Inhalt durch „Creative Common Attribution 4.0 International License“ 
geschützt). 

3.7.3 Vergleich der Zytokinkonzentrationen in Blut und Pleuraerguss 

Ein gepaarter Vergleich korrespondierender Proben des Blutes und Pleuraergusses (PE) 

wurde bezüglich aller 12 analysierten Zytokine durchgeführt (Abbildung 21). 

Signifikant höhere Zytokinkonzentrationen im PE zeigten sich bei den folgenden sechs 

Zytokinen: TNF (Blut 14,55 pg/ml vs. PE 37,89 pg/ml, p<0.0001), IL-5 (Blut 7,705 pg/ml vs. PE 

8,680 pg/ml, p=0,293), IL-6 (Blut 28,33 pg/ml vs. PE 1000 pg/ml, p<0.0001), IL-7 (Blut 9,935 

pg/ml vs. PE 20,33 pg/ml, p<0,0001), IL-8 (Blut 31,88 pg/ml vs. PE 843,9 pg/ml, p<0.0001), 

IL-10 (Blut 27,72 pg/ml vs. PE 227,7 pg/ml, p<0,0001). 

Signifikant niedrigere Zytokinkonzentrationen im PE im Vergleich zu Blut zeigten sich bei vier 

Zytokinen: INF-γ (Blut 39,73 pg/ml vs. PE 18,51 pg/ml, p=0,0005), GM-CSF (Blut 42,22 pg/ml 

vs. PE 12,10 pg/ml, p=0,0003), IL-12p70 (Blut 43,55 pg/ml vs. PE 11,95 pg/ml, p<0,0001), 

IL17A (Blut 26,09 pg/ml vs. PE 5,17 pg/ml, p<0,0001). 

Kein signifikanter Unterschied zwischen Blut und PE lag bei IL-4 (Blut 51,13 pg/ml vs. PE 14,59 

pg/ml, p=0,1624) und IL-13 (Blut 3,055 pg/ml vs. PE 4,585 pg/ml, p=0,2472) vor.  
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Abbildung 21: Zytokinkonzentrationen in Blut und Pleuraergüssen 
Die Konzentrationen von (A) TNF, (B) IFN-γ (C) GM-CSF, (D) IL-4, (E) IL-5, (F) IL-6, (G) IL-7, (H) IL-8, 
(I) IL-10, (J) IL-12p70, (K) IL-13, (L) IL-17A wurden mittels Multiplex Immunoassay in Blut (rot, n=30) 
und Pleuraergüssen (PE, blau, n=30) bestimmt. Die Box-Plots zeigen die 25., 50. und 75. Perzentile an; 
Whiskers die  10. bis 90. Perzentile. Daten außerhalb der Whiskers sind als Punkte dargestellt. 
Unterschiede der Zytokinkonzentrationen zwischen Blut und Pleuraerguss wurden mittels Wilcoxon-Test 
für gepaarte Daten ermittelt. (Daten dieser Abbildung wurden veröffentlicht in Flögel et al., 2024, Inhalt 
durch „Creative Common Attribution 4.0 International License“ geschützt). 
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3.7.4 Korrelation von Zytokinen zwischen Blut und Pleuraergüssen 

Um mögliche Zusammenhänge zwischen Zytokinkonzentrationen in Blut und PE herstellen zu 

können, wurde pro Zytokin der Spearmans-Korrelationskoeffizient von korrespondierenden 

Blut- und Pleurapunktatproben bestimmt. 50 % der untersuchten Zytokine (TNF, IL-4, IL-6, 

IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A) wiesen eine signifikante, positive Korrelation zwischen 

Blut und Pleuraerguss auf (Tabelle 19).  
Tabelle 19: Korrelationsanalyse von Zytokinen zwischen Blut und Pleuraerguss 
Dargestellt sind der jeweilige Spearman-Korrelationskoeffizient und p-Wert der gepaarten 
Korrelationsanalyse. Signifikante Werte (p<0,05) sind dickgedruckt. 
Zytokin Korrelationskoeffizient p-Wert 

TNF 0,59 0,0006 

INF-y 0,33 0,07 

GM-CSF 0,21 0,26 

IL-4 0,86 <0,0001 

IL-5 0,16 0,41 

IL-6 0,52 0,003 

IL-7 0,32 0,11 

IL-8 0,49 0,006 

IL-10 0,46 0,01 

IL-12p70 0,39 0,03 

IL-13 0,79 <0,0001 

IL-17A 0,46 0,01 
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3.8 Korrelation zwischen Immunzellen und Zytokinen 

In den vorausgegangen Kapitel wurden Immunzellen (PBMC und PEC) und Zytokine isoliert 

betrachtet. Im Folgenden werden mittels des Spearman-Korrelationskoeffizienten 

Zusammenhänge zwischen Immunzellen und Zytokinen ermittelt. Die Analysen wurde jeweils 

in den Kompartimenten Blut (Abbildung 22 A) und Pleuraerguss (Abbildung 22 B) durchgeführt. 

In Blut wiesen insbesondere Gedächtnis T-Zellen signifikant positive Korrelationen mit 

verschiedenen Zytokinen auf. Sowohl Gedächtnis Effektor TH (CD3+CD4+CD45RO+CD62L-) 

als auch Gedächtnis Zentrale TH (CD3+CD4+CD45RO+CD62L+) zeigten ein signifikant 

positive Korrelation bezüglich IL-12p70, IFN-γ und GM-CSF (r = 0,4, r = 0,5, r = 0,4 und r = 

0,4, r = 0,4, r = 0,4; und jeweils p<0,05). Zudem korrelierten Gedächtnis Effektor TH positiv mit 

IL-17A in Blut (r = 0,4, p<0,05). Gedächtnis Effektor CTL korrelierten in Blut positiv mit sieben 

Zytokinen, unter anderem GM-CSF, IFN- γ und IL-12p70 (r = 0,6, r = 0,4 und r = 0.5 und jeweils 

p<0,05).  

In Pleuraergüssen (PE) wiesen ausschließlich DN T-Zellen (CD3+CD4-CD8-) einen signifikant 

positiven Korrelationskoeffizienten auf. DN T-Zellen korrelierten positiv mit IL-7, IL17A und 

IFN-γ (r = 0,6, r = 0,6 and r = 0,7, und jeweils p<0,05). Signifikant negative Korrelationen 

wurden zwischen sechs T-Zell-Subpopulationen und korrespondierenden Zytokinen 

gemessen. Auffällig wäre dabei insbesondere TH17, die in PE stark negativ korrelierten mit IL-

5, IL-6 und IL-8 (r = -0,6, r = -0,7 and r = -0,7, und jeweils p<0,05). 

 
Abbildung 22: Korrelation zwischen Immunzellen und Zytokinen in Blut und Pleuraerguss 
Mittels Spearman-Korrelationskoeffizienten wurden Zusammenhänge zwischen 16 Immunzellen und 12 
Zytokinen ermittelt. Die Analysen sind nach Blut (A) und Pleuraerguss (B) aufgeteilt. Der Farbcode stellt 
den Korrelationskoeffizienten r dar. Blau ist eine negative Korrelation, rot eine positive. Weiße Felder 
weisen keine Korrelation auf (r=0). Felder mit * weisen eine signifikante (p<0,05) Korrelation auf. (Daten 
dieser Abbildung wurden veröffentlicht in Flögel et al., 2024, Inhalt durch „Creative Common Attribution 
4.0 International License“ geschützt). 
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3.9 Genexpression von Immunzellen in Blut und Pleuraerguss 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine Analyse der Genexpression von TNF, TBX21, 

GATA3, IL-8 und IL-17 in PBMC und PEC angestrebt. Dazu wurden folgende Schritte 

durchgeführt: 1. RNA-Isolation aus PBMC und PEC (2.3.7.1), 2. cDNA-Synthese (2.3.7.1) und 

3. quantitative real-time Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR) (2.3.7.3). 

An die RNA-Isolation und cDNA-Synthese schloss sich jeweils eine Konzentrations- und 

Reinheitsmessung von RNA bzw. cDNA an (2.3.7.2). Dies diente der Validierung der korrekten 

Durchführung der jeweiligen Methode. Aus den Quotienten der Extinktion bei 260 nm und 280 

nm (E260/280) wurde die Reinheit von RNA und cDNA bestimmt. E260/280 von 2,0 wies auf das 

Vorliegen reiner RNA hin. E260/280 zwischen 1,7 und 1,9 deutete auf das Vorliegen reiner DNA 

hin.  

Die aus PBMC und PEC gewonnene RNA wies starke Schwankungen in entsprechenden 

Konzentrations- und Reinheitsmessung auf. In n=24 aus PEC isolierten RNA-Proben lag die 

mediane Konzentration bei 2,9 ng/μl (Range: 0 – 354 ng/μl) und der E260/280 bei 1,1 (Range: 

0,5 – 1,9). Die mediane Konzentration in n=16 RNA-Proben lag bei PBMC bei 2,2 ng/μl 

(Range: 0 – 37 ng/μl) und E260/280  bei 0,9 (Range: 0,4 – 1,9). 

Die daraufhin gewonnene cDNA hatte eine mediane Konzentration von 1454 ng/μl (Range: 

1375 – 3301 ng/μl) in cDNA aus PEC und 1423 ng/μl (Range: 1186 – 1545 ng/μl) in cDNA aus 

PBMC. Die jeweiligen Reinheitswerte (E260/280) lagen bei 1,8 (Range: 1,83 – 1,86) (cDNA aus 

PEC) und 1,83 (Range: 1,27 – 1,85) (cDNA aus PBMC). 

Bei der Auswertung der Daten der durchgeführten qRT-PCR zeigten sich in allen 

Experimenten zu niedrige Signalintensitäten. Dies verunmöglichte eine Auswertung der 

Genexpression von TNF, TBX21, GATA3, IL-8 und IL-17 in PBMC und PEC. 
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3.10 Einordnung des malignen Pleuraergusses  

Der Pleuraerguss (PE) der onkologischen Patientin wurde hinsichtlich immunologischer 

Eigenschaften separat ausgewertet, um die Homogenität des kardiologischen 

Patientenkollektivs sicherzustellen. Um eine Einordnung des einzelnen, onkologischen PE 

vorzunehmen, wurde dieser mit der Grundgesamtheit der kardiologischen PE (n=30) 

hinsichtlich Zytokinkonzentrationen vergleichen. Die kardiologischen PE dienten als Referenz 

und definierten den Bereich der 0. bis 100. Perzentile. In diesem Perzentil-Bereich ordneten 

sich pro Zytokin die jeweilige Messung von PE bzw. Blut der onkologischen Patientin ein 

(Abbildung 23). 

83 % der Zytokine (10 von 12) der onkologischen Patienten die in Blut gemessen wurden lagen 

innerhalb der 25. bis 75. Perzentile. Bei Zytokinen des PE war dies nur in 50 % der Zytokine 

(6 von 10) der Fall. IL-12p70 lag sowohl in PE als auch in Blut gleich bzw. oberhalb der 90. 

Perzentile. Insgesamt 4 der im PE gemessenen Zytokine (IL-6, IL-7, IL-8, IL-10) lagen auf bzw. 

unterhalb der 10. Perzentile, während dies bei keinem Zytokin in Blut der Fall war. 

 
Abbildung 23: Einordnung von Zytokinen in Blut und Pleuraerguss der onkologischen Patienten 
in Bezug auf das kardiologische Patientenkollektiv 
Das kardiologische Patientenkollektiv (n=30) definiert den Perzentil-Bereich. Senkrechte, gestrichelte 
Linien markieren die 10., 25., 50., 75., und 90. Perzentile. Punkte stellen die Einzelwerte der 
onkologischen Patientin dar (schwarze Punkte = Pleuraerguss; offene Punkte = Blut; jeweils n=1 pro 
Zytokin und Probenart). 
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3.11 Einfluss demographischer und klinischer Parameter auf 
immunologische Charakteristika von Pleuraergüssen  

Der Einfluss von demographischer und klinischer Parameter auf immunologische 

Eigenschaften von Pleuraergüssen (PE) kinderkardiologischer Patienten (n=30) wurde 

untersucht. Folgende drei Parameter wurden betrachtet: Geschlecht (männlich n=21 vs. 

weiblich n=9), Alter (<1 Jahr = Säugling n=13 vs. >1 Jahr = Nicht-Säugling n=17) und 

Verwendungen einer Herz-Lungen-Maschine (HLM) (HLM n=16 vs. keine HLM n=14). Für 

jedes Zytokin wurden die folgenden drei Ratios in Blut und PE ermittelt: männlich / weiblich; 

Säugling / Nicht-Säugling; HLM / keine HLM. Zudem wurden in Blut und PE für jeden der drei 

Parameter (Alter, HLM, Geschlecht) Unterschiede zwischen den jeweils zwei Optionen (z.B. 

männlich versus weiblich, etc.) mittels Mann-Whitney -U Test ermittelt (Abbildung 24). 

In PE von Nicht-Säuglingen zeigten sich im Vergleich zu Säuglingen signifikant erhöhte Werte 

von IL-8 (Nicht-Säugling 1250 pg/ml vs. Säugling 352 pg/ml; p=0,016). TNF wies bei Nicht-

Säuglingen sowohl in PE als auch in Blut signifikant höhere Werte als bei Säuglingen auf 

(Nicht-Säugling 55 pg/ml vs. Säugling 30 pg/ml; p=0,006 in PE bzw. Nicht-Säugling 19 pg/ml 

vs. Säugling 14 pg/ml; p=0,03 in Blut). Ein umgekehrtes Bild zeigte IL-4 mit signifikant erhöhten 

Zytokinwerten bei Säuglingen sowohl in PE als auch in Blut (Nicht-Säugling 6 pg/ml vs. 

Säugling 120 pg/ml; p=0,001 in Blut bzw. Nicht-Säugling 0,6 pg/ml vs. Säugling 30 pg/ml; 

p=0,013 in PE). Die Ratio von IL-4 (Säugling / Nicht-Säugling) lag damit bei einer 20-fachen 

bzw. 54-fachen Erhöhung zugunsten von Säuglingen in Blut bzw. PE. Die Konzentrationen 

n=7 weiterer Zytokine waren in Blut von Säuglingen im Gegensatz zu Nicht-Säuglingen 

signifikant erhöht. Dies umfasst IL-5, IL-7, IL-12p70, IL-13, IL-17A, IFN-γ und GM-CSF. Die 

ausgeprägteste Ratio (Säugling / Nicht-Säugling) stellte dabei IL-13 mit einer circa 160-fachen 

Erhöhung in Blut dar.  

Der Einsatz der Herz-Lungen-Maschine (HLM) führte im Gegensatz zu kardiochirurgischen 

Operationen ohne HLM zu signifikant erhöhten Werten von IL-4 und IL-13 in PE (HLM 103 

pg/ml vs. keine HLM 2 pg/ml; p=0,017 bzw. HLM 12 pg/ml vs. keine HLM 0,4 pg/ml; p=0,002). 

Die entsprechenden Ratios (HLM / keine HLM) zeigten 46-fach bzw. 35-fach höhere Werte für 

IL-4 und IL-13 in PE bei Kindern, die mit HLM operiert wurden. Zudem zeigten Blutproben von 

Patienten mit HLM signifikant höhere IL-13 Werte (HLM 20 pg/ml vs. keine HLM 0,4 pg/ml; 

p=0,001) und tendenziell erhöhte Werte von IL-4 und IL-5 (HLM 102 pg/ml vs. keine HLM 16 

pg/ml; p=0,07 bzw. HLM 9 pg/ml vs. keine HLM 3 pg/ml; p=0,07). 

Zwischen männlichen und weiblichen Patienten gab es hinsichtlich Zytokinkonzentrationen 

sowohl in PE als auch in Blut keine signifikanten Unterschiede. Die Geschlechts-Ratio 

(männlich / weiblich) der untersuchten Zytokine lag in PE mehrheitlich auf Seiten der 

männlichen Patienten, während sie in Blut mehrheitlich auf Seiten der weiblichen Patienten 

lag. 
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Abbildung 24: Analyse von Zytokinen in Plasma und Pleuraerguss hinsichtlich Unterschieden in 
klinischen Parametern 
Die klinischen Parameter umfassten Alter (< 1 Jahr = Säugling vs. > 1 Jahr = Nicht-Säugling) , Einsatz 
der Herz-Lungen-Maschine (HLM) (HLM vs. keine HLM) und Geschlecht (männlich vs. weiblich). Für 
jedes der n=12 Zytokine wurden die folgenden drei Ratios ermittelt: Säugling / Nicht-Säugling; HLM / 
keine HLM; männlich / weiblich. Die Ratios entsprechen dem Farbcode: Blau: Ratio < 1; Weiß: Ratio = 
1; Rot: Ratio > 1; Orange: Ratio > 4). Zudem wurden für jeden der drei Parameter (Alter, HLM, 
Geschlecht) Unterschiede zwischen den jeweils zwei Optionen (z.B. Säugling versus Nicht-Säugling, 
etc.) mittels Mann-Whitney-U Test ermittelt. Nicht-signifikante p-Werte sind mit ns abgekürzt, signifikante 
p-Werte (p<0,05) sind als Zahlenwerte in der jeweilige Zelle aufgeführt. (Daten dieser Abbildung wurden 
veröffentlicht in Flögel et al., 2024, Inhalt durch „Creative Common Attribution 4.0 International License“ 
geschützt). 
 

Plasma PE Plasma PE Plasma PE

TNF

IFN-γ

GM-CSF

IL-4

IL-5

IL-6

IL-7

IL-8

IL-10

IL-12p70

IL-13

IL-17A

Alter HLM Geschlecht
0.006

0.031 ns

> 4

0.031

0

1

2

3
ns ns ns ns
ns ns ns ns

ns ns ns ns ns0.001
0.001 0.001 ns ns ns0.017

0.001 ns ns ns ns ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns
ns

ns

ns

ns

ns

ns ns ns ns

nsnsns0.002

ns ns ns0.016
ns ns ns ns

ns ns ns0.001
ns

ns ns ns

0.001
0.001

0.001 0.002

Ratio

Ergebnisse 

58 



 

  

4 Diskussion 

4.1 Exsudate wurden mittels der Light-Kriterien diagnostiziert  

In der Entstehung von Pleuraergüssen (PE) wird grundlegend zwischen Exsudaten und 

Transsudaten unterschieden. Ein Transsudat entsteht durch Druckveränderungen in den 

Kapillaren der Pleura und führt zum Austritt protein- und zellarmer Flüssigkeit aus intakten 

Kapillaren. Im Gegensatz dazu entstehen Exsudate durch eine Schädigung pleuraler 

Strukturen, beispielsweise im Rahmen inflammatorischer Prozesse. Dadurch erhöht sich die 

Permeabilität des Endothels der Kapillaren und der Mesothelzellschicht. Dies führt zum Austritt 

protein- und zellreicher Flüssigkeit (105,106,111). 

Die Differenzierung von Exsudaten und Transsudaten hat eine hohe klinische Relevanz und 

beeinflusst das weitere diagnostische und therapeutische Prozedere (69,102,158). In 

vorliegender Arbeit wurden die Light-Kriterien verwendet, die den Goldstandard in jener 

Differenzierung darstellen (87,132). Die Light-Kriterien umfassen drei Kriterien, welche in 

Kapitel 1.1.5 aufgeführt sind. Bei Vorliegen bereits eines Light-Kriteriums ist ein PE als Exsudat 

zu werten. Im Rahmen vorliegender Arbeit wurde nur der Quotient des Pleura- / Serum-

Gesamtproteins bestimmt, welcher jedoch für die Diagnose eines Exsudats ausreichend ist. 

Anstelle von Serum wurde Blutplasma verwendet. Da die Proteinkonzentration in Blutplasma 

nur 2-3 g/l höher ist als in Serum (134), ist der Unterschied für die Gesamtauswertung 

vernachlässigbar klein. Eine Messung von LDH zur Bestimmung der beiden anderen Light-

Kriterien wurde nicht durchgeführt. Nichtsdestotrotz wurden anhand des einen Light-Kriteriums 

circa 90 Prozent der analysierten PE als Exsudate gewertet. Möglicherweise hätten sich auch 

die übrigen 10 Prozent auf Grundlage der Analyse von LDH als Exsudate herausgestellt.  

Für den exsudativen Charakter aller analysierten PE spricht weiterhin deren absolute 

Proteinkonzentration. Die absolute Proteinkonzentration von PE ist kein Bestandteil der Light-

Kriterien, deutet aber ab einem Wert > 30 g/l auf das Vorliegen eines Exsudats hin (151). Die 

Konzentration aller analysierten PE überschritt diesen Grenzwert. 

Der hier aufgezeigte exsudative Charakter von Pleuraergüssen pädiatrischer Patienten nach 

kardiochirurgischer Operation lässt somit auf eine Schädigung pleuraler Strukturen mit 

Permeabilitätserhöhung und konsekutivem Einstrom von Zellen und Proteinen aus dem Blut 

schließen.  

 

4.2 Ursprung von Leukozyten und Zytokinen in Pleuraergüssen 

Im physiologischen Zustand ist der Austausch von Stoffen zwischen dem systemischen 

Blutkreislauf und der Pleurahöhle gering. Wasser, Elektrolyte und Proteine, aber keine Zellen, 

können aus Blutgefäßen durch die intakte Endothelzellschicht in das umgebende Interstitium 
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gelangen. Von dort gelangen sie vor allem transzytotisch durch die Mesothelzellschicht in die 

Pleurahöhle und bilden die physiologische Pleuraflüssigkeit (111). 

Inflammatorische Prozesse führen zu Störungen der Barrieren zwischen Blutkreislauf und 

Pleurahöhle. Dies induziert einen verstärkten exsudativen Einstrom von Flüssigkeit im Rahmen 

dessen es zur Akkumulation von Leukozyten und Zytokinen in der Pleurahöhle kommt (81,195). 

4.2.1 Leukozyten in Pleuraergüssen sind systemischen Ursprungs 

Nur wenige spezialisierte Zellpopulationen wie pleural innate response activator B cells und 

pleural resident macrophages sind im physiologischen Zustand in der Pleurahöhle resident 

(13). Die im Blut lokalisierten Leukozyten sind normalerweise nicht in der Lage pleurale 

Strukturen zu überwinden und in die Pleurahöhle zu gelangen (111,195). Somit sind die im PE 

nachgewiesenen PEC auf die Permeabilitätserhöhung von Endothel und Mesothel im Rahmen 

der inflammationsbedingten Exsudation zurückzuführen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden 37 

Leukozytensubpopulationen korrespondierend in Blut und PE bestimmt. Dabei zeigte sich, 

dass einige Leukozytensubpopulationen tendenziell eher im Blut verbleiben, während andere 

bevorzugt in Pleuraergüsse (PE) einwandern.  

Hierbei ist ein Zusammenhang zwischen der Konzentration von Leukozytensubpopulationen 

in Blut und den entsprechenden Konzentrationen in PE zu vermuten. So zeigten Kalomenidis 

et al., dass die Anzahl von Eosinophilen in Blut positiv mit der Anzahl von Eosinophilen in PE 

korreliert (71). In vorliegender Arbeit konnte eine signifikant positive Korrelation zwischen Blut 

und PE bezüglich Treg, TH, CTL und naiven CTL festgestellt werden. Hierbei ist die Migration 

in periphere Gewebe beziehungsweise die Persistenz in der Blutbahn unter anderem abhängig 

von der Expression von Adhäsionsmolekülen auf Endothel und Leukozyten. Sowohl Orange 

et al. als auch Prelog et al. wiesen bei Kindern eine postoperative Akkumulation naiver T-Zellen 

in PE nach und schlossen aufgrund dessen auf einen präferentielle Migration naiver T-Zellen 

aus dem Blut in die Pleurahöhle. Komplementär zeigte sich eine Persistenz von Gedächtnis 

T-Zellen in Blut. Diese Persistenz führten die genannten Autoren auf eine höhere Expression 

von Adhäsionsmarkern wie CD2 und LFA-1 in Gedächtnis T-Zellen verglichen mit naiven 

T-Zellen zurück (116,133). Interessanterweise zeigt sich in vorliegender Studie ein 

gegenteiliges Ergebnis. Gedächtnis Effektor CTL bzw. Gedächtnis Effektor TH zeigten 

signifikant bzw. tendenziell höhere Konzentrationen in PE verglichen mit Blut. Umgekehrt 

zeigten sowohl naive TH als auch naive CTL tendenziell höhere Konzentrationen in Blut. 

Auch eine Beteiligung des Oberflächenmarker CD62L an der Migration von Leukozyten aus 

Blutgefäßen in die Pleurahöhle wurde bisher postuliert (133). CD62L ist als homing factor 

bekannt und vermittelt normalerweise die Migration von Leukozyten durch hochendotheliale 

Venolen in sekundär lymphatische Organe (53,67). In PE konnte eine Erhöhung von CD62L 

positiven T-Zellen gegenüber Blut festgestellt werden (133). Es ist jedoch zu beachten, dass 

dies nur auf CD62L positive CTL zutraf, während CD62L positive TH keine Erhöhung in PE 
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aufwiesen. Somit scheint das Kriterium der Expression von CD62L kein allgemein gültiges zu 

sein. Tatsächlich konnte im Rahmen vorliegender Studie eine Erhöhung von CD62L positiver 

Zellen in PE weder bei TH noch bei CTL nachgewiesen werden. Zudem zeigte sich keine 

Korrelation bezüglich aller CD62L positiven Zellpopulationen zwischen Blut und PE. Folglich 

können die Ergebnisse der vorliegenden Studie keine obligat-bedeutsame Beteiligung von 

CD62L an der Migration von Leukozyten aus Blutgefäßen in die Pleurahöhle aufzeigen. Dabei 

ist zu beachten, dass CD62L nicht isoliert fungiert, sondern nur in Interaktion mit weiteren 

Molekülen auf Leukozyten und Endothel agiert (67,193). 

Prelog et al. formulierten weiterhin die Alternativhypothese, dass Leukozyten ungerichtet in PE 

gelangen, aber nur spezifische Leukozytensubpopulationen überleben, während andere 

Leukozytensubpopulationen durch Apoptose zugrunde gehen (133). Dies würde einer 

gerichteten Migration, die von Oberflächenmarkern abhängt, widersprechen. Weder Prelog et 

al. selbst, noch die in vorliegender Arbeit allgemein hohe Zellviabilität kann die Hypothese der 

spezifischen Apoptose einzelner Leukozytensubpopulationen überprüfen.  

Bei der Auswertung von Immunzellen in PE ist die lokale Zytokinumgebung zu berücksichtigen. 

Zum einen können Zytokine chemotaktische Eigenschaften aufweisen und somit die Migration 

von Immunzellen aus dem systemischen Blutkreislauf in die Pleurahöhle fördern (64). Antony 

et al. konnten zeigen, dass IL-8 und MCP-1 an der Direktion von Neutrophilen und Monozyten 

in die Pleurahöhle beteiligt sind (7). Des Weiteren führen Zytokine zur Ausdifferenzierung von 

Immunzellen (91,101). Somit könnten Immunzellen nach Einwanderung in die Pleurahöhle 

unter der lokalen Immuneinwirkung ihr Expressionsmuster potentiell noch verändern. So liegt 

IL-7, das die Entwicklung von naiven zu Gedächtnis T-Helferzellen fördert (31), im Rahmen 

dieser Arbeit in hohen Konzentrationen in PE vor (4.3.10). Weiterhin differenzieren sich naive 

T-Zellen unter dem Einfluss von IFN-γ zu TH1 (4.3.2), via IL-4 und IL-5 zu TH2-Zellen (4.3.3), 

und IL-6 und IL-23 induzieren die Entstehung von TH17 (4.3.4) (1,15,76).  

Der Durchtritt von Zellen aus Blutgefäßen in die Pleurahöhle kann zudem durch Zytokine 

beeinflusst werden. Sowohl lokal als auch systemisch konnten in vorliegender Arbeit hohe 

Konzentrationen von TNF gemessen werden. Von TNF aktivierte Endothelzellen exprimieren 

vermehrt luminale Oberflächenproteine wie E-Selektin und ICAM-1, die eine Voraussetzung 

für die Bindung und anschließende Diapedese von Leukozyten sind (94,131).  

Die parietale Pleura besitzt sogenannte Stomata, die den blinden Anfang von Lymphgefäßen 

darstellen. Darüber erfolgt die körpereigene Drainage der Pleuraflüssigkeit in das 

Lymphgefäßsystem, welches schließlich im venösen Blutsystem mündet. Die Stomata weisen 

einen Durchmesser von bis zu 40 μm auf (111,175). Folglich ist eine Drainage von PEC in das 

Lymphgefäßsystem grundsätzlich möglich. Jedoch lag bei allen im Rahmen dieser Arbeit 

untersuchten Patienten eine Pleuradrainage vor. Somit wurden PEC größtenteils nach extern 

drainiert und der Rückführung in den systemischen Kreislauf entzogen. 
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4.2.2 Zytokine in Pleuraergüssen sind systemischen und lokalen Ursprungs 

In Pleuraergüssen lokalisierte Zytokine können verschiedene Ursprünge haben. Grundlegend 

kann man systemische (4.2.2.1) von lokalen (4.2.2.2) Ursprüngen unterscheiden.  

4.2.2.1 Zytokine in Pleuraergüssen sind systemischen Ursprungs 

Im Rahmen der Exsudation gelangen durch Permeabilitätserhöhung des Endothels und des 

Mesothels Proteine aus dem Blut in die Pleurahöhle (106). Wenn aufgrund einer Inflammation 

Zytokine im Blut vorliegen, werden auch diese in die Pleurahöhle gelangen, da sie sich in 

Struktur und Größe nicht grundlegend von anderen Proteinen unterscheiden (157). Das 

erhöhte Vorkommen von Zytokinen in PE scheint ein Charakteristikum von Exsudaten zu sein. 

Studien zeigten, dass Zytokine wie IL-1b, IL-2, IL-6, IL-8, TNF, VEGF, MIF und MIP3a in 

Exsudaten in signifikant höheren Konzentrationen vorliegen als in Transsudaten und teilweise 

in Transsudaten sogar gar nicht nachweisbar waren (2,107,115,185). Ergänzend zu den in 

vorgenannten Studien untersuchten Zytokinen konnte im Rahmen dieser Arbeit ein 

Vorkommen von IL-4, IL-5, IL-7, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A, IFN-γ und GM-CSF in 

Exsudaten nachgewiesen werden. Jedoch muss beachtet werden, dass das Ziel der 

vorliegenden Arbeit nicht der immunologische Vergleich von Exsudaten und Transsudaten war 

und auch nur ein Transsudat vorlag, weshalb hier nur auf das gemeinsame Auftreten von 

Exsudaten und immunologischen Faktoren in PE hingewiesen werden kann.  

Zusammenhänge zwischen Zytokinlevels in Blut und PE konnten in vorliegender Arbeit mittels 

Korrelationsanalysen festgestellt werden. 75 Prozent der Zytokine zeigten eine signifikant 

positive Korrelation. Obwohl daraus keine Kausalzusammenhänge ableitbar sind, kommen 

grundsätzlich drei Möglichkeiten des Zusammenhangs zwischen Zytokinlevels in Blut und PE 

in Betracht: 1. Zytokinerhöhung in Blut führt zu Zytokinerhöhung in PE, 2. Zytokinerhöhung in 

PE führt zu Zytokinerhöhung in Blut oder 3. andere Faktoren, wie z.B. die schwere des 

operativen Schadens, wirken als Mediatoren gleichsam auf Zytokinerhöhung in Blut und PE. 

Aufgrund theoretischer Überlegungen erscheint jedoch die 2. Möglichkeit als 

unwahrscheinlich. Grundsätzlich wird ein PE mit entsprechend enthaltenen Stoffen über 

Stomata in der parietalen Pleura teilweise drainiert und über Lymphgefäße dem systemischen, 

venösen Kreislauf zugeführt (175). In unserer Studie lag jedoch bei allen Kindern eine 

Pleuradrainage vor, womit ein Großteil des PE inklusive enthaltener Zytokine nach extern 

abgeleitet wurde und somit nicht mehr in den systemischen Kreislauf gelangen kann.  

Mehrere im Rahmen der vorliegenden Arbeit in PE nachgewiesenen Zytokine sind an der 

Erhöhung der Gefäßpermeabilität beteiligt, die zur Ausbildung von PE führen kann. TNF, 

welches in PE erhöht war, führt als pro-inflammatorisches Zytokin zu einer gesteigerten 

Permeabilität von Endothelzellen der Blutgefäße (95). Auch die mit der TH2-Immunantwort 

assoziierten Zytokine IL-4 und IL-5, welche in Blut und PE nachweisbar waren, erhöhen die 

Permeabilität von Endothelzellen der  Blutgefäße (153,176). Das Phänomen von 
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Flüssigkeitsverlust aus dem Gefäßsystem nach peripher qua TH2 assoziierter Zytokine ist von 

allergischen Erkrankungen bekannt (83). Jedoch konnte auch bei Kindern nach 

kardiochirurgischer Operation ein Zusammenhang der TH2-Immunantwort in Blut mit 

postoperativen PE festgestellt werden (17). 

4.2.2.2 Zytokine in Pleuraergüssen sind lokalen Ursprungs 

Im Folgenden werden zwei mögliche Ursprünge lokaler Zytokinproduktion in der Pleurahöhle 

diskutiert. Zum einen könnten die im Rahmen dieser Arbeit nachweisbaren PEC in der Lage 

sein Zytokine zu produzieren. So zeigte sich, dass circa 90 Prozent der PEC lebendig war. 

Zudem waren circa ein Drittel der TH und CTL in PE Effektorzellen und somit funktionell in der 

Lage Zytokine zu produzieren (174). Weiterhin konnten Prelog et al. eine Erhöhung von 

Aktivitätsmarkern wie HLA-DR auf Leukozyten in PE feststellen (133). Huang et al. zeigten, 

dass T-Zellen, B-Zellen und Makrophagen in PE maligner Genese eine höhere genetische 

Transkriptionsaktivität haben als in Blut (62). Analysen der mRNA-Expression in pleural 

effusion cells (PEC) von Kindern nach kardiochirurgischer Operation könnten weitere Klarheit 

über die Aktivität und Fähigkeit der Zytokinproduktion von PEC schaffen und sollten 

Gegenstand zukünftiger Untersuchungen sein. Die Ausschüttung spezifischer Zytokin kann im 

Sinne einer positiven Rückkopplung die Ausschüttung weiterer Zytokine derselben Art 

vermitteln. Eine signifikant positive Korrelation zwischen PEC und Zytokinen in 

Pleuraergüssen konnte bei doppelt-negativen T-Zellen nachgewiesen werden, deren 

Konzentration mit IFN-γ, IL-7 und IL-17A korrelierte. 

Zum anderen haben neben PEC auch Mesothelzellen immunologische Eigenschaften. Sie 

bilden die der Pleurahöhle zugewandte Zellschicht der Pleura und sind somit in direktem 

Kontakt zum PE. Mesothelzellen besitzen die Fähigkeit zur Antigenpräsentation (58,152,165), 

Phagozytose (152,170) und Zytokinproduktion mit nachfolgender T-Zell-Aktivierung bspw. via 

IL-15 (58). Bei exsudativen PE nicht-maligner Genese konnten Fujino et al. Mesothelzellen als 

einen Ursprungsort von IL-6 identifizieren. Dabei wirkte IL-6 unter anderem als autokriner 

Wachstumsfaktor. Zudem wurde eine erhöhte mRNA-Expression des IL-6 Gens in 

Mesothelzellen der Pleura nachgewiesen (50). Insbesondere die im Rahmen vorliegender 

Arbeit ermittelten IL-6 Werte weisen auf eine lokale Produktion von IL-6 hin. Während die 

systemischen IL-6 Werte in Blut größtenteils im Normbereich lagen (144), waren die in PE 

gemessenen IL-6 Werte um mehr als das 200-Fache höher und haben somit möglicherweise 

eine lokale Quelle; entweder in Form von Mesothelzellen oder IL-6 produzierenden PEC.  

Die meisten Zytokine wirken para- oder autokrin und liegen am Produktionsort in lokal hoher 

Konzentration vor. Messungen von Zytokinen in Blut zeigen häufig nur den systemischen 

Überschuss einer lokalen Immunantwort an (157). So ist bei chronisch entzündlichen 

Darmerkrankungen eine Erhöhung von TNF im Blut messbar, obwohl die Entzündung primär 

den Darm betrifft (125). Somit sind in Blut gemessene Zytokine häufig nur Surrogate für lokale 
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Inflammationen. In vorliegender Arbeit lagen die in der Pädiatrie gebräuchlichen Sepismarker 

IL-6 und IL-8 beim Großteil der Patienten in altersadaptierten Normbereichen (190). Erst die 

lokale Messung in PE offenbarte somit die lokale Inflammation. Vorteilhaft ist dabei zudem, 

dass bei ohnehin einliegender Pleuradrainage die Diagnose einer lokalen Inflammation ohne 

zusätzliche Blutentnahme getroffen werden kann.  

 

4.3 Immunantwort in Pleuraergüssen pädiatrischer Patienten nach 
kardiochirurgischer Operation 

In vorliegender Arbeit wurden immunologische Charakteristika von Pleuraergüssen (PE) in 

Form von Leukozyten und Zytokinen ermittelt. Die Immunreaktion in den untersuchten PE ist 

hierbei nicht auf Pathogene zurückzuführen und unterscheidet sich in diesem Aspekt von 

infektiologischen PE im Rahmen von Tuberkulose oder Pneumonien. Auslöser der nicht-

infektiologischen Immunreaktion von PE nach kardiochirurgischen Operationen ist die 

Schädigung körpereigener Zellen im Rahmen der Operation und die Reaktion auf 

körperfremde Stoffe (19,20,122). 

4.3.1 Die Anteile von Leukozytensubpopulationen unterscheiden sich zwischen Blut 
und Pleuraergüssen 

In vorliegender Arbeit wurden T-Zellen, B-Zellen, Natürliche Killerzellen (NK), Monozyten und 

deren jeweilige Subpopulationen in Blut und Pleuraergüssen (PE) analysiert. Während das 

Vorkommen ebendieser Leukozytensubpopulationen in Blut erwartbar war, konnten auch alle 

37 Leukozytensubpopulationen in PE nachgewiesen werden. Genau wie Leukozyten im Blut 

in unterschiedlichen Konzentrationen auftreten, lagen die analysierten 

Leukozytensubpopulationen in PE in unterschiedlichen Konzentrationen vor.  

Der Zellgehalt von Blut und physiologischer Pleuraflüssigkeit unterscheidet sich. Blut gesunder 

Patienten enthält 4-6 Millionen Erythrozyten, 150.000 - 400.000 Thrombozyten und 4.000 - 

10.000 Leukozyten pro Mikroliter (163). Hingegen enthält die Pleuraflüssigkeit im 

physiologischen Zustand nur Lymphozyten und Monozyten mit einer gemeinsamen 

Konzentration von 1500 - 4000 Zellen pro Mikroliter und abgeschilferte Mesothelzellen (113). 

In vorliegender Arbeit wurden Konzentrationen von pleural effusion cells (PEC) in Höhe von 

bis zu 10.000 Zellen pro Mikroliter ermittelt, was auf einen zusätzlichen Einstrom von Zellen 

im Rahmen der Exsudation hinweist. 

Bisherige Studien konnten vor allem eine Akkumulation von T-Zellen in PE gegenüber Blut 

nachweisen; jedoch wurden diese Studien an nur einer einstelligen Anzahl von Kindern 

durchgeführt und es wurden nur wenige weitere T-Zell-Subpopulationen untersucht (116,133). 

Im Gegensatz dazu wurde in vorliegender Studie eine detaillierte Analyse von T-Zell-
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Subpopulationen durchgeführt und insbesondere bezüglich CD4 positiver T-Zellen wurde eine 

Akkumulation in PE nachgewiesen. So war der Anteil von TH1 und TH17 signifikant höher in 

PE verglichen mit Blut und ein gleichgerichteter Trend lag bei Treg vor. Auch DN T-Zellen 

waren mit circa doppelt so hohen Konzentrationen in PE verglichen mit Blut vorhanden.  

Insgesamt stellten Monozyten, gefolgt von T-Zellen, die größte Leukozytensubpopulation in 

PE pädiatrischer Patienten nach kardiochirurgischer Operation dar. In weiterhin abnehmender 

Reihenfolge waren B-Zellen und NK messbar. Dabei ist zu beachten, dass die Analyse von 

Monozyten, B-Zellen und NK nur an jeweils 7 Pleurapunktatproben erfolgte, während Analysen 

von T-Zellen an einem größeren Probenkollektiv mit 17 Pleurapunktatproben durchgeführt 

wurden. Das Vorkommen von beispielsweise Granulozyten und dendritischen Zellen in PE war 

kein Forschungsgegenstand. Zukünftige Analysen sollten dies vervollständigen.  

4.3.2 TH1 sind in Pleuraergüssen quantitativ dominierend, jedoch ist die TH1-
Immunantwort funktionell eingeschränkt 

Die klassische Funktion der TH1-Immunantwort besteht in der Bekämpfung intrazellulärer 

Pathogene, wie Viren oder dem Mykobakterium tuberculosis, jedoch tritt sie auch im Rahmen 

nicht-infektiologischer Zuständen wie Autoimmunerkrankungen auf (1,25,124). Analysen von 

PE nicht-pädiatrischer Patienten weisen darauf hin, dass die TH1-Immunantwort ein 

Charakteristikum tuberkulöser PE ist (191). Auch in vorliegender Arbeit war die Konzentration 

von TH1-Zellen in PE signifikant höher als in Blut. Insgesamt waren TH1 die quantitativ 

dominierende TH-Population in PE. Dies spiegelte sich auch in der TH1 / TH2 Ratio wider: 

Während diese im Blut zugunsten der TH2 verschoben war, lag die TH1 / TH2 Ratio in PE auf 

Seiten der TH1.  

Ein gegensätzliches Bild zeigten die mit der TH1-Immunantwort assoziierten Zytokine IFN-γ 

und IL-12. Beide wiesen signifikant höhere Zytokinwerten in Blut verglichen mit PE auf. Die PE 

/ Blut Ratios von IFN-γ bzw. IL-12 zeigten interessanterweise gleichartige Werte auf. Die trotz 

quantitativ in PE erhöhter TH1 niedrige Konzentration TH1-assoziierter Zytokinen in PE deutet 

auf eine niedrige Aktivität der TH1 in PE hin. Genexpressionsanalysen von TBX-21 könnten 

dieses Mismatch in zukünftigen Analysen weiter aufklären. 

4.3.3 Die TH2-Immunantwort ist ausgeglichen zwischen Pleuraergüssen und Blut 

Die TH2-Immunantwort wird klassischerweise durch Infektionen mit extrazellulären Parasiten, 

insbesondere Helminthen ausgelöst. Zudem ist sie Bestandteil allergischer Reaktionen und 

führt im Rahmen dessen zu Vasodilatation und Permeabilitätserhöhung von Gefäßen mit 

konsekutivem Flüssigkeitsaustritt ins Interstitium (83,173). Auch der Pathophysiologie von 

Pleuraergüssen (PE) liegt ein erhöhter Durchtritt von Flüssigkeit durch Zellbarrieren zugrunde 

(111). Dabei sind zwei Formen von PE in ihrer Entstehung mit der TH2-Immunantwort 

assoziiert. Zum einen zeigten Zeng et al. in einer Metaanalyse, dass maligne PE mit einem 
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Zytokin-Milieu bestehend aus IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 assoziiert sind, welche allesamt mit 

der TH2-Immunantwort assoziiert sind (191). Des Weiteren liegt auch ein Zusammenhang mit 

PE nach kinderkardiochirurgischer Operation vor. Bocsi et al. konnten nachweisen, dass 

bereits im präoperativen Stadium eine Verschiebung der TH1 / TH2 Ratio zugunsten der TH2-

Immunantwort das Risiko für die Entstehung postoperativer PE nach kinderkardiochirurgischer 

Operation erhöht (17). Dabei wurden Zytokine und Antikörper jedoch nur in Blut analysiert. Im 

Rahmen vorliegender Arbeit wurden sowohl Zytokine als auch Zellen der TH2-Immunantwort 

in korrespondierenden Blut- und Pleurapunktatproben analysiert. Die durchgeführte 

Genexpressionsanalyse des TH2-assoziierten GATA3 wies methodische Mängel auf und sollte 

in zukünftigen Untersuchungen wiederholt werden. 

Die Konzentrationen von TH2-Zellen waren in PE und in Blut beinahe identisch. Eine 

Ausgeglichenheit zwischen Blut und PE lag auch bezüglich der TH2 spezifischen Zytokine 

IL-4, IL-5 und IL-13 vor. Sowohl IL-4 als auch IL-13 unterschieden sich nicht signifikant 

zwischen Blut und PE. Bei IL-5 lag ein signifikanter Unterschied zugunsten der PE vor. Auch 

Kalomenidis et al. fanden nach kardiochirurgischen Operationen signifikant erhöhte 

Konzentrationen von IL-5 in PE gegenüber Blut und eine positive Korrelation zwischen IL-5 in 

Blut und PE (71). Letzteres konnte in vorliegender Arbeit nicht bestätigt werden und es muss 

auch beachtet werden, dass der gemessene Unterschied bezüglich IL-5 zwar ein statistisch 

signifikanter, aber klinisch wahrscheinlich vernachlässigbarer war. 

Nichtsdestotrotz wäre eine Ausweitung der Analyse TH2-assoziierter immunologischer 

Faktoren bezüglich Eosinophilen und IgE-Antikörper auch bei pädiatrischen Patienten hilfreich, 

um das Verständnis der TH2-Immunantwort in PE zu komplettieren. 

4.3.4 Die TH17-Immunantwort ist in Pleuraergüssen nur marginal ausgeprägt 

Die TH17-Immunantwort wird meist mit der Bekämpfung extrazellulärer Bakterien und Pilze 

assoziiert (39). Jedoch ist sie auch bei nicht-infektiologischen Zuständen wie Adipositas aktiv 

(147) und in die Pathophysiologie maligner PE involviert (187). Im Gegensatz zu malignen PE 

scheint die TH17-Immunantwort in PE nach kinderkardiochirurgischer Operation keine 

zentrale Rolle einzunehmen. Unter den analysierten TH-Populationen waren TH17 in PE 

quantitativ am geringsten ausgeprägt. Obwohl ihr Anteil in PE signifikant höher war als in Blut, 

wurden sie quantitativ von TH1 und TH2 um mehr als das Vierfache übertroffen. Auch das von 

TH17 produzierte IL-17A war in PE nur in geringen Konzentrationen vorhanden und im 

Vergleich zu Blut erniedrigt.  

Die Entwicklung naiver T-Zellen zu TH17 wird u.a. durch IL-6 gefördert. Dabei zeigte sich in 

vorliegender Arbeit eine Diskrepanz zwischen extrem hohen IL-6 Werten und niedrigen TH17 

Werten in PE. Dies deutet darauf hin, dass andere Zytokine, die die TH17-Entwicklung 

induzieren in PE nicht oder nur wenig vorhanden sind. Dazu gehören z. B. IL-23 und TGF-β, 

welche zukünftig zur Stützung ebendieser Hypothese in PE untersucht werden sollten (56). 
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4.3.5 Regulatorische T-Zellen und IL-10 wirken antiinflammatorisch in Pleuraergüssen  

Regulatorische T-Zellen (Treg) wirken via Sezernierung antiinflammatorischer Zytokine wie 

IL-10 und TGF-β supprimierend auf die Aktivierung des Immunsystems und regulieren nach 

erfolgter Immunantwort das Ende derselben (54,167). Der Anteil von Treg an allen CD4+ 

Zellen im Blut wird in der Literatur mit 5-10 Prozent angegeben (9). Die im Rahmen dieser 

Arbeit analysierten Treg wiesen in Blut einen Anteil von 10 Prozent an allen CD4+ Zellen auf 

und waren somit normwertig. Hingegen zeigte die Konzentration von Treg in Pleuraergüssen 

(PE) mit circa 16 Prozent einen tendenziell höheren Anteil. Die Konzentration von IL-10 war in 

PE signifikant größer als im But und zeigte in PE fünfmal höhere Werte als in Blut.  

IL-10 hemmt die Produktion von IL-12 und IL-23 durch Monozyten und vermindert damit 

indirekt die Ausdifferenzierung naiver T-Zellen zu Effektorzellen der TH1- und TH17-

Immunantwort (56,57). Dabei ist jedoch zu beachten, dass IL-10 nicht spezifisch für Treg ist, 

sondern unter bestimmten Bedingungen wie chronischer Reaktion auf persistierende Antigene 

auch von TH2, TH17 und B-Zellen produziert werden kann (28). Die Bedeutung von Treg und 

IL-10 wird durch Zustände ihrer quantitativen Verminderung deutlich, die zu 

Autoimmunerkrankungen wie zum Beispiel chronisch entzündlichen Darmerkrankungen 

führen können (84). 

Treg und IL-10 könnten in PE ein wichtiger Gegenspieler zu den bereits beschriebenen 

proinflammatorischen Prozessen sein und die lokal in der Pleurahöhle ablaufende 

Immunreaktion terminieren, um langfristige Schädigungen durch hohe lokale Einwirkung von 

bspw. IL-6 oder TNF zu vermeiden. Ein ebensolcher Effekt konnte in Aszites nachgewiesen 

werden, in dem Treg die Aktivität von T-Zellen vermindern (120). Während im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit Analysen nur zu einem Zeitpunkt durchgeführt wurden, welcher einen 

medianen Zeitabstand von nur 2 Tagen zur Operation hatte, wären Verlaufsanalysen mit 

mehreren zeitlich versetzten Abnahmen von Pleurapunktaten interessant. Möglicherweise 

wäre im Verlauf eine steigende antiinflammatorische Immunantwort, repräsentiert durch Treg 

und IL-10, und ein Abfall proinflammatorischer Komponenten zu beobachten. Nähere 

Untersuchungen der antiinflammatorischen Immunreaktion in PE scheinen zudem hinsichtlich 

therapeutischer Einflussmöglichkeiten sinnvoll. So ist bekannt, dass die medikamentöse Gabe 

von Kortison die Produktion antiinflammatorischer Zytokine wie IL-10 erhöht (47,65). 

Umgekehrt führt IL-10 zur Ausschüttung von Kortisol und ist mit einer organprotektiven 

Wirkung während kardiochirurgische Operationen assoziiert (150). 

In zukünftigen Studien könnte die Analyse des von Treg produzierten TGF-β das Verständnis 

antiinflammatorischer Prozessen in PE weiter komplettieren. Auch die Untersuchung von Treg-

Subpopulationen wie natural Treg (nTreg) und induced Treg (iTreg) in PE wäre interessant, da 

sich iTreg in Anwesenheit von IL-6 nicht ausdifferenzieren (72,189). Hypothetisch dürften in 

PE mit extrem hohen lokalen IL-6 Konzentrationen, wie sie in vorliegender Arbeit zu finden 
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waren, also vornehmlich nTreg vorhanden sein. Auch die Frage, ob eine zu starke Reaktion 

von IL-10 und Treg zu negativen Effekten im Sinne eines erhöhten postoperativen 

Infektionsrisikos führt, sollte zukünftig zur Diskussion stehen. 

4.3.6 Doppelt-negative T-Zellen in Pleuraergüssen überschreiten klassische Modelle 
der Zytokinantwort 

Doppelt-negative T-Zellen (DN T-Zellen) sind CD3 positiv, aber exprimieren weder CD4 noch 

CD8. Sie sind sowohl in pro- als auch antiinflammatorische Immunantworten involviert und 

repräsentieren in Blut circa 3-5 Prozent aller T-Zellen (48,184). Interessanterweise lag die 

Konzentration von DN T-Zellen in Blut in vorliegender Arbeit verglichen mit den in der Literatur 

angegebenen Normwerten bei doppelt bis dreifach höheren Werten. In PE war die 

Konzentration von DN T-Zellen sogar noch einmal doppelt so hoch wie in korrespondierenden 

Blutproben. Die erhöhten Werte von DN T-Zellen in PE können begründet sein im hohen 

Migrationspotential von DN T-Zellen in periphere Gewebe.  

Es existieren verschiedene Subtypen von DN T-Zellen, wie Zytotoxische oder 

T-Helferzell-artige DN T-Zellen. Letztere sind unter anderem in der Lage IFN-γ, IL-4 und IL-17 

zu produzieren (184). Damit überschreiten sie die Grenzen konventioneller TH-Zellen, die je 

nach Subtyp ein klassisches Repertoire produzierter Zytokine aufweisen (1). Tatsächlich 

konnte im Rahmen der Korrelationsanalyse zwischen Immunzellen und Zytokinen in hiesiger 

Arbeit ein positiver Zusammenhang zwischen DN T-Zellen und IFN-γ bzw. IL-17A 

nachgewiesen werden. In klassischen Modellen wird IFN-γ der TH1-Immunantwort und TH17 

der TH17-Immunantwort zugerechnet (1). 

Im Gegensatz zu TH und CTL, die größtenteils einen αβ-positiven T-Zellrezeptor (TCRαβ+) 

besitzen, exprimieren DN T-Zellen entweder einen αβ-positiven T-Zellrezeptor oder γδ-

positiven T-Zellrezeptor (TCRγδ). Zellen mit  TCRγδ fördern Wundheilungsprozesse und sind 

in der Lage Chemokine, wie IP10, RANTES und MIP zu produzieren, die an der Rekrutierung 

von Monozyten, NK, T- und B-Zellen in PE beteiligt sein könnten (140,166). Eine 

durchflusszytometrische Differenzierung von DN T-Zelle mit TCRαβ oder TCRγδ wurde in 

vorliegender Arbeit nicht vorgenommen, könnte zukünftig jedoch weitere Einblicke in 

Funktionen von DN T-Zellen in PE geben.  

4.3.7 Zytotoxische Immunreaktionen in Form Zytotoxischer T-Zellen und Natürlicher 
Killerzellen sind in Pleuraergüssen gering ausgeprägt 

NK können virusinfizierte oder tumoröse Zellen abtöten (93,180). IL-12 aktiviert NK und 

verstärkt ihre Zytotoxizität. Gleichzeitig sind NK auch selbst in der Lage IL-12 zu produzieren 

(164). Die Beteiligung von NK an der Immunantwort in PE scheint marginal zu sein. Dies zeigte 

sich bereits in einer Studie von Orange et al., die niedrigere Konzentrationen von NK in PE 

verglichen mit Blut aufzeigte (116). In vorliegender Arbeit machten NK nur circa 1,5 Prozent 
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der lebenden Zellen in PE aus. Innerhalb von NK-Subpopulationen lassen sich funktionell 

CD56dim und CD56bright NK unterscheiden. CD56bright NK produzieren eher Zytokine wie IFN-γ 

und IL-12, während CD56dim NK zytotoxisch wirken (35,192). Der Anteil beider untersuchten 

CD56bright NK-Subpopulationen lag in PE jeweils unter 3 Prozent. Die geringe Konzentration 

von NK assoziierten Zytokinen in PE stimmen mit der geringen Menge an CD56bright NK 

überein. CD16+CD56dim hingegen sind eine reifere Form von NK und die häufigste NK-

Subpopulation in Blut. Tatsächlich stellten sie auch in PE die häufigste NK-Subpopulation dar. 

Jedoch ist zu beachten, dass ihr Anteil PE nichtsdestotrotz geringer als in Blut war, was auf 

eine niedrigere Relevanz in PE hindeutet. 

Im Unterschied zu NK sind Zytotoxische T-Zellen (CTL) der adaptiven Immunantwort 

zuzuordnen. CTL können ebenso wie NK bei Zielzellen die Apoptose einleiten und sind mit der 

TH1-Immunantwort assoziiert (11,30,136). Die Ratio von CD4-positiven TH zu CD8-positiven 

CTL (CD4 / CD8 Ratio) war mit 1,7 in Blut zugunsten der TH verschoben und lag damit im 

Normbereich (>1). Für PE liegen keine diesbezüglichen Normwerte vor. Die CD4 / CD8 Ratio 

lag in PE bei 2,0. Im vorliegenden Fall war dies auf eine prozentuale Erniedrigung von CTL 

zurückzuführen, was ebenfalls auf eine geringere Ausprägung zytotoxischer Immunreaktionen 

in PE hinweist.  

4.3.8 Frühe Entwicklungsstufen von B-Zellen sind in Pleuraergüssen dominierend 

Die präsentierten Ergebnisse zeigen, dass B-Zellen und alle 12 analysierten B-Zell-

Subpopulationen sowohl in Blut als auch in Pleuraergüssen (PE) pädiatrischer Patienten nach 

kardiochirurgischer Operation zu finden sind. Während diese Erkenntnis hinsichtlich der 

Analyse von Blut nicht überrascht, ist dies bis dato der erste Nachweis detaillierter B-Zell-

Subpopulationen in PE des beschriebenen Patientenkollektivs.  

Kovacikova et al. zeigten, dass B-Zellen in Blut kinderkardiochirurgischer Patienten mit PE 

erniedrigt waren, was potentiell auf einen Verlust von B-Zellen durch den PE hinweist (79). 

Jedoch analysierten diese Studie keine PE, die den Verlust weiter verifiziert hätte. Bénard et 

al. wiesen im Mausmodell bei infektiösen PE angeborene B-Zellen in PE nach (13). Auch in 

vorliegender Arbeit wurden angeborene B-Zellen in PE analysiert und mit den entsprechenden 

Anteilen in Blut verglichen. Angeborene B-Zellen waren dabei die einzige der analysierten B-

Zell-Subpopulationen, deren Anteil in PE höher war als in Blut.  

Zusätzlich zu den angeborenen B-Zellen stellen die in vorliegender Arbeit analysierten B-Zell-

Subpopulationen verschiedene Entwicklungsstufen von B-Zellen dar. Dabei fiel auf, dass in 

PE frühe Entwicklungsstufen wie naive B-Zellen und Transitionale B-Zellen am häufigsten 

vorkamen. Hingegen waren die Anteile von Plasmablasten und aller analysierten B-

Gedächtniszellen (Marginalzonen-ähnliche Gedächtnis B-Zellen, IgM Gedächtnis B-Zellen, 

Klassengewechselte Gedächtnis B-Zellen, Späte Gedächtnis B-Zellen, Gedächtnis B1- und 

B2-Zellen) in PE niedrig. Die niedrigen Anteile von Gedächtnis B-Zellen in PE könnten darin 
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begründet sein, dass die Proben bereits nach einer medianen Zeitdauer von 2 Tagen 

postoperativ abgenommen wurde und sich somit noch kein immunologisches Gedächtnis in 

PE ausbilden konnte. Interessanterweise zeigte sich in korrespondierenden Blutproben ein 

von der B-Zell-Immunologie in PE abweichendes Bild. In Blut war der Anteil von Gedächtnis 

B-Zellen bis zu fünfmal stärker ausgeprägt. Die hohen Anteile von Gedächtnis B-Zellen in Blut, 

die sich nicht in PE widerspiegelten, verstärken die Vermutung, dass kein unspezifischer, 

sondern ein gerichteter Einfluss von Zellpopulationen aus dem Blut in PE vorliegt.  

B-Zellen benötigen unter anderem spezifische Zytokine zur Entwicklung. IL-7 spielt dabei eine 

Schlüsselrolle (31) und war in PE signifikant höher als in Blut. Das Verhältnis von B-Zellen in 

frühem versus spätem Stadium könnte sich somit unter Einfluss von IL-7 noch ändern. Eine 

zu multiplen Zeitpunkten erfolgende Probenentnahme könnte die Entwicklung von B-Zellen in 

PE nachverfolgen. 

Während in vorliegender Arbeit der Fokus auf der T-Zell-Immunantwort in PE lag, sollte in 

zukünftigen Untersuchungen eine spezifischere Analyse der B-Zell-Immunantwort angestrebt 

werden. Dafür ist eine größere Anzahl von Proben für B-Zell-assoziierte Analysen notwendig. 

Zudem könnten neben der durchflusszytometrischen Analyse von B-Zell-Subpopulationen 

auch Analysen von Antikörpern in PE durchgeführt werden. 

4.3.9 B1- und B2-Zellen sind in Pleuraergüssen präsent 

B-Zellen lassen sich in B1- und B2-Zellen unterteilen. Die Unterscheidung ist für das 

Verständnis der B-Zell-Immunantwort in Pleuraergüssen (PE) von großer Bedeutung, da sich 

B1-Zellen bereits im physiologischen Zustand in der Pleurahöhle aufhalten, während B2-Zellen 

vor allem in Blut und Lymphorganen lokalisiert sind (12,86,109).  

Studien bei Erwachsenen zeigen, dass das Verhältnis von B1- / B2-Zellen in Blut bei 1:3 liegt 

(57,89). Das in vorliegender Arbeit analysierte Patientenkollektiv umfasste Kinder und 

Jugendliche, wobei der Anteil von Kindern unter einem Jahr stark ausgeprägt ist. Da B1-Zellen 

ein Teil des angeborenen Immunsystems sind und bereits im Fetus produziert werden, stellen 

sie bei Neugeborenen den Großteil aller B-Zellen dar (108,109). Auch in unserer Studie konnte 

der altersbedingte Einfluss auf das Verhältnis von B1- / B2-Zellen dargestellt werden. Das 

Verhältnis von B1- / B2-Zellen lag in Blut bei 1:2 und befand sich damit zwischen der Dominanz 

von B1-Zellen bei Neugeborenen und der Dominanz der B2-Zellen bei Erwachsenen.  

Während der Anteil von B1-Zellen zwischen Blut und PE ausgeglichen war, war derjenige von 

B2-Zellen in Blut doppelt so hoch wie in PE. Die in PE nachgewiesenen B2-Zellen stellen 

keinen physiologischen Zustand dar und sind auf die Exsudation im Rahmen der lokalen 

inflammatorischen Prozesse zurückzuführen. Dass B2-Zellen in der für sie unphysiologischen 

Umgebung überleben, könnte in der im Ergebnisteil dargestellten hohen Konzentration von 

IL-7 begründet sein, welches auf B-Zellen antiapoptotisch wirkt (145). 
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Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass der Anteil von B1- und B2-Gedächtnis-Zellen in PE 

niedrig ist. Dies könnte darin begründet sein, dass die vorliegende Analyse einen Zeitpunkt 

beschreibt, zu dem sich Gedächtnis-Zellen noch nicht in größerer Zahl entwickelt haben. Dies 

stimmt mit dem in Kapitel 4.4.9 beschriebenen Trend überein, dass frühe Entwicklungsstufen 

von B-Zellen in PE am häufigsten sind. Auch bezüglich B1- und B2-Zellen wäre in zukünftigen 

Studien die Analyse von Gedächtnis-Zellen in PE zu mehreren Zeitpunkten interessant. Denn 

insbesondere für die Entwicklung von B2-Zellen erfüllten die in vorliegender Arbeit 

präsentierten PE wichtige Voraussetzungen. Zum einen lag eine hohe Konzentration von IL-7 

vor, dass die Entwicklung von B2-Gedächtniszellen fördert. Zum anderen ist für die Aktivierung 

von B2-Zellen die Interaktion mit T-Zellen obligat, deren Vorkommen in PE in vorliegender 

Arbeit nachgewiesen wurden (36,121). B1-Zellen sind nur in der Lage IgM-Antikörper zu 

produzieren, während B2-Zellen nach dem Klassenwechsel auch hochspezifische IgG-

Antikörper produzieren können (159). Zukünftige Analysen von Antikörper in PE würden auch 

zur exakteren Differenzierung der B1- und B2-Zell-Immunantwort beitragen.  

Eine Untergruppe von B1-Zellen sind die von Bénard et al. bei infektiösen PE im Mausmodell 

nachgewiesenen pleural innate response activator B cells. Diese sind in der Lage IL-3 und 

GM-CSF zu produzieren (13). Das im Rahmen vorliegender Arbeit in PE nachgewiesene GM-

CSF könnte folglich unter anderem von pleural innate response activator B cells stammen. 

4.3.10 IL-7 fördert die Entwicklung von T-Zellen und B-Zellen  

IL-7 ist an der Entwicklung und Aufrechterhaltung ausgereifter Formen von T- und B- Zellen 

beteiligt. Es wird von nicht-hämatopoetischen Stromazellen und Epithelzellen sezerniert. 

Lymphozyten sind nicht in der Lage IL-7 zu produzieren (10,31,179). Die Konzentration von 

IL-7 war in vorliegender Arbeit mit mehr als doppelt so hohen Werten in PE signifikant größer 

als in Blut.  IL-7 fördert die Transition von naiven zu Gedächtnis TH-Zellen (10,179). Ein 

ebensolcher Effekt stellte sich im Vergleich von Gedächtnis Effektor T-Zellen 

(CD45RO+CD62L-) in PE und Blut dar. Gedächtnis Effektor Zytotoxische T-Zellen (CTL) waren 

in PE signifikant erhöht und Gedächtnis Effektor T-Helferzellen waren in PE tendenziell erhöht 

und entsprachen somit dem Verteilungsmuster von IL-7.  

Während die Konzentration von naiven TH an allen TH sowohl in Blut als auch PE unter 5 

Prozent lag, waren die entsprechenden Konzentrationen der drei Gedächtnis TH-Populationen 

(Gedächtnis Effektor TH, Gedächtnis Zentrale TH und TH EMRA) mindestens doppelt und bis 

zu zehnmal so hoch in PE. Mit Ausnahme von Gedächtnis Zentralen CTL, traf dies auch auf 

CTL-Subpopulationen zu.  

Zusätzlich zur Differenzierung naiver T-Zellen zu Gedächtnis T-Zellen fördert IL-7 auch 

gemeinsam mit IL-15 das Überleben von T-Gedächtniszellen durch Reduktion 

proapoptotischer Faktoren (77). Beide Prozesse könnten die Erhöhung von Gedächtnis T-

Zellen in PE bedingen. Auch an der Entwicklung von B-Zellen ist IL-7 beteiligt.  
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4.3.11 Monozyten könnten proinflammatorische Prozesse in Pleuraergüssen 
induzieren 

Monozyten zirkulieren im Blut und differenzieren sich nach Auswanderung in Gewebe zu 

Makrophagen. Neben ihrer Funktion als wichtige Schnittstelle zwischen angeborener und 

adaptiver Immunantwort durch Antigenpräsentation sind sie maßgeblich an der Initiierung der 

Entzündungsreaktion beteiligt (41,68).  

In vorliegender Studie wurden Monozyten und die Subpopulationen Klassische, Intermediäre 

und Nicht-Klassische Monozyten sowohl in Blut als auch Pleuraergüssen (PE) nachgewiesen.  

Bereits im physiologischen Zustand existieren in der Pleurahöhle zwei resident ansässige 

Makrophagen-Subpopulationen: Die eine ist bereits in der Embryonalentwicklung in der 

Pleurahöhle vorhanden, die andere entwickelt sich aus einwandernden Monozyten des 

systemischen Blutkreislaufs (13,74). 

Makrophagen sezernieren unter anderem die proinflammatorischen Zytokine IL-1b, IL-6, IL-8 

und TNF, die an der akuten Entzündungsreaktion beteiligt sind (41). Die Konzentration der drei 

letztgenannten Zytokine war in vorliegender Arbeit in PE signifikant höher als in Blut und sie 

stammen potentiell von Monozyten. Von Monozyten produziertes IL-1β und TNF induziert über 

die Aktivierung von Endothelzellen einen unspezifischen Austritt von Flüssigkeit, Proteinen und 

Zellen aus Blutgefäßen in umliegende Gewebe (14,137), was zur Entstehung von PE führen 

könnte. Neben diesem eher unspezifischen Effekt wirken Monozyten via IL-8 chemotaktisch 

auf den Einstrom von Neutrophilen (98). Dieser Effekt wurde bereits in Bezug auf residente 

Makrophagen postuliert (26), kann aber durch aus dem Blut eingewanderte Monozyten 

zusätzlich verstärkt werden und könnte sich in den mehr als 10-fach höheren IL-8 Werten in 

PE verglichen mit Blut widerspiegeln.  

Eine bereits bekannte Funktion der in der Pleurahöhle dauerhaft residenten Makrophagen ist 

die Beseitigung toter Zellen (142). Auch wenn circa 90 Prozent der PEC, die im Rahmen 

vorliegender Arbeit analysiert wurde, als lebende Zellen identifiziert wurden, lagen bis zu 10 

Prozent tote Zellen im PE vor, die möglicherweise durch inflammatorische Prozesse 

irreversibel geschädigt wurden. Eine Aufgabe der Monozyten, die zusätzlich via Exsudation 

eingewandert sind, könnte die Mithilfe bei der Beseitigung ebendieser toten Zellen sein.  

In der Literatur wird der Anteil Klassischer Monozyten (CD14+CD16-) an allen Monozyten in 

Blut mit 90 Prozent angegeben (41). Innerhalb vorliegender Arbeit betrug der Anteil 

Klassischer Monozyten in Blut circa 70 Prozent. Diese Erniedrigung kann mehrere Gründe 

haben. Einerseits kann ein Verlust Klassischer Monozyten aus dem Blut in PE im Rahmen der 

Exsudation vorliegen. Zudem können chemotaktische Faktoren einen Gradienten zugunsten 

der PE aufbauen. Für Letzteres spricht die Erkenntnis, dass sowohl Klassische als auch 

Intermediäre Monozyten in PE sogar in höheren Konzentrationen vorlagen als in Blut. Da 

Klassische Monozyten den Großteil aller Monozyten darstellen, zeigt sich auch bei der 
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Gesamtheit der Monozyten eine Erhöhung in PE gegenüber Blut. Im Gegensatz dazu waren 

Nicht-Klassische Monozyten die einzige analysierte Subpopulation mit höheren 

Konzentrationen in Blut gegenüber PE. Nicht-Klassische Monozyten rollen auf dem Endothel 

der Blutgefäße entlang und sind in der Lage, Schäden des Endothels ausfindig zu machen, 

wandern jedoch nicht in periphere Gewebe aus (23,33). Dies könnte begründen, warum Nicht-

Klassische Monozyten die einzige Monozyten-Subpopulation war, deren Konzentration im 

Rahmen der vorliegenden Arbeit in Blut höher war als in PE. 

4.3.12 IL-8 könnte chemotaktische und regenerative Funktionen in Pleuraergüssen 
haben 

IL-8 ist ein chemotaktisch wirkendes Zytokin und an der Rekrutierung von Leukozyten, 

insbesondere Neutrophilen beteiligt. IL-8 wird nicht nur von Immunzellen wie Monozyten, 

Neutrophilen und Basophilen sondern auch von Nicht-Immunzellen wie Fibroblasten, 

Epithelzellen und Endothelzellen freigesetzt (98,181).  

Proinflammatorische Zytokine wie IL-1 und TNF fördern über eine Aktivierung von 

Transkriptionsfaktoren des IL-8 Gens dessen Synthese, während IL-10 und IL-4 hemmend auf 

die Synthese von IL-8 wirken (98,118). In den hier untersuchten Pleuraergüsse (PE) konnten 

sowohl pro- als auch antiinflammatorische Zytokine festgestellt werden. Insgesamt scheint 

zum Zeitpunkt der Probenabnahme jedoch die proinflammatorische Komponente zu 

dominieren, beispielsweise repräsentiert durch über 240-fach erhöhte IL-6 Werte in PE im 

Vergleich zu Blut, während IL-10 als das dominierende antiinflammatorische Zytokin gerade 

einmal 5-fach höher in PE als in Blut war. Auch die Auswirkungen auf IL-8 scheinen 

proinflammatorisch geprägt zu sein. So konnte in vorliegender Arbeit eine signifikante, 16-fach 

höhere IL-8 Konzentration in PE verglichen mit Blut nachgewiesen werden.  

Da sich Immunzellen entlang des Konzentrationsgradienten von IL-8 bewegen, könnte IL-8 ein 

wichtiger Mediator bezüglich der Einwanderung von Leukozyten, insbesondere Neutrophilen, 

in PE sein. Antony et al. konnten auch einen chemotaktischen Effekt von IL-8 in PE aufzeigen, 

jedoch waren die untersuchten PE Empyeme oder parapneumonische Ergüsse und es lag 

somit eine infektiöse Situation vor (7).  

Neben der chemotaktischen Funktion hat IL-8 pro-angiogenetische Effekte. Es wirkt anti-

apoptotisch auf Endothelzellen und fördert deren Proliferation (21,85,135). Die hohen lokalen 

Konzentrationen von IL-8 in PE könnten somit der Schädigung des Endothels im Rahmen der 

Inflammation und Exsudation entgegenwirken. Zudem beschleunigt es 

Wundheilungsprozesse und könnte dadurch Schäden, die durch die Entzündung entstanden 

sind, beheben (138).  
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4.4 Einordnung des malignen Pleuraergusses  

Dreißig der im Rahmen dieser Arbeit analysierten Pleuraergüsse (PE) waren 

kardiogen-operativer Genese und nur ein PE war maligner Genese. Da die ungleiche 

Stichprobenanzahl keinen inferenzstatistischen Vergleich der kardiogen-operativen mit dem 

malignen PE zulässt, wurde lediglich eine deskriptive Einordnung des malignen PE 

vorgenommen. Dabei zeigte sich, dass die Hälfte der im malignen PE analysierten Zytokine 

innerhalb der 25. bis 50. Perzentile der Werte der kardiogen-operativen PE lagen und somit 

eine bedingte Ähnlichkeit zu Letzteren aufwiesen. Demgegenüber befanden sich die Zytokine 

IL-6, IL-7, IL-8 und IL-10 in malignen PE unterhalb der 10. Perzentile und IL-12p70 auf der 90. 

Perzentile der Werte der kardiogen-operativen  PE. In Blutproben zeigte sich hingegen nur bei 

IL-12p70 ein Wert außerhalb der 10. bis 90. Perzentile. Unterschiede in der 

Zytokinkonzentration zwischen der onkologischen und den kardiologischen Patienten stellten 

sich somit in PE deutlich dar als in Blut. Somit könnte die immunologische Analyse von PE 

zwei Vorteile mit sich bringen. Zum einen könnte sie in der Differenzierung verschiedener Arten 

von PE akkurater sein als die Analyse von Blutproben, zum anderen könnte im Falle einer 

bereits liegenden Pleuradrainage eine Blutentnahme obsolet werden, was insbesondere bei 

pädiatrischen Patienten von Vorteil ist.  

Ein immunologischer Vergleich zwischen malignen und kinderkardiochirurgisch bedingten PE 

wurde in bisherigen Studien noch nie vorgenommen. Immunologische Untersuchungen von 

PE im Erwachsenenalter vergleichen meist maligne mit tuberkulösen Pleuraergüssen. Dabei 

stellte sich eine TH2-assoziierte Immunantwort als Charakteristikum maligner PE heraus 

(191). Im Gegensatz dazu lag in vorliegender Arbeit das mit der TH1-Immunantwort assoziierte 

IL-12p70 sowohl in Blut als auch PE der onkologischen Patientin oberhalb der 90. Perzentile, 

während keine Erhöhung TH2-assoziierte Zytokine festgestellt wurdes. Interessanterweise 

befanden sich die proinflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-8 in dem malignen PE unterhalb 

der 10. Perzentile der kardiologischen PE. Dies weist auf eine schwächere 

proinflammatorische Reaktion im malignen PE verglichen mit kardiogenen PE hin. Jedoch ist 

zu beachten, dass die Aussagekraft aufgrund der einzelnen Stichprobe maligner PE 

eingeschränkt ist. 

 

4.5 Demographische und klinische Parameter beeinflussen 
immunologische Charakteristika von Pleuraergüssen  

Demographische und klinische Parameter können das Immunsystem von Patienten 

beeinflussen. Jedoch wurde der Einfluss solcher Parameter auf das Immunsystem von 

Patienten nach kardiochirurgischer Operation bisher nur in Blut untersucht (18,24,46,75,177). 

Bis dato ist keine Studie bekannt, die den Einfluss demographischer und klinischer Parameter 
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auf immunologische Charakteristika von Pleuraergüssen (PE) untersucht. Im Rahmen der 

vorliegenden Studie wurde der Einfluss der folgenden drei klinischen Parameter untersucht: 

Geschlecht des Patienten (weiblich vs. männlich), Alter des Patienten zum 

Operationszeitpunkt (< 1 Jahr vs. > 1 Jahr) und Einsatz der Herz-Lungen-Maschine (HLM vs. 

keine HLM). Diese drei Parameter wurden ausgewählt, weil sie eindeutig bestimmbar waren 

und in einer Vielzahl von Studien verwendet wurden, die jedoch immunologische Einflüsse 

ausschließlich in Blut untersuchten. 

4.5.1 Das Geschlecht hat keine Auswirkungen auf immunologische Charakteristika 
von Pleuraergüssen 

Geschlechtsunterschiede des Immunsystems lassen sich sowohl in gesunden als auch in 

pathologischen Zuständen finden. Bous et al. konnten zeigen, dass in T- und B-Zell- 

Subpopulationen aus Nabelschnurblut gesunder Neugeborener signifikante Unterschiede 

zwischen Mädchen und Jungen vorliegen (18). Trotter et al. konnten bei Kindern nach 

kardiochirurgischer Operation Unterschiede in der Konzentration von IL-10 zwischen Mädchen 

und Jungen feststellen. Die erhöhte IL-10 Konzentration im Blut weiblicher Patienten wurde 

dabei auf hormonelle Einflüsse von Progesteron zurückgeführt. Dabei ist zu beachten, dass 

sich das Geschlecht nicht auf alle Zytokine gleichermaßen auswirkt, da in selbiger Studie 

beispielsweise kein Unterschied der IL-8 Konzentration zwischen Mädchen und Jungen 

festgestellt werden konnte (162).  

Die Geschlechtsunterschied-bestimmenden Analysen im Rahmen vorliegender Arbeit konnten 

keine signifikanten Unterschiede zwischen Mädchen und Jungen bezüglich 

Zytokinkonzentrationen in PE identifizieren. Hinsichtlich Zytokinkonzentrationen in Blut wurden 

ebenfalls keine signifikanten Geschlechtsunterschiede festgestellt. Es ist zu beachten, dass 

das Geschlechterverhältnis in vorliegender Arbeit mehr als 2:1 zugunsten männlicher 

Patienten lag. Weitere Analysen mit einem größeren Patientenkollektiv und einem 

ausgeglichenerem Geschlechterverhältnis sollten angestrebt werden. 

4.5.2 Säuglinge weisen eine ausgeprägte TH2-Immunantwort auf 

Die hier vorliegende  Analyse immunologischer Parameter in Blut und PE 

kinderkardiologischer Patienten steht vor der gleichen Herausforderung wie die Pädiatrie 

insgesamt: Gegenstand ist ein Patientenkollektiv mit einer Alterspanne von bis zu 18 Jahren, 

wobei sich die Patienten und deren Immunsystem in einem kontinuierlichen Entwicklungs-

prozess befinden, was zu einer Heterogenisierung des Patientenkollektivs führt (52).  

Bisher durchgeführte Studien analysierten altersbedingte immunologische Veränderungen nur 

in Blut . In PE wurden solche Analysen bis dato nicht durchgeführt. Im Rahmen dieser Arbeit 

wurde zwei Altersgruppen miteinander verglichen: Säuglinge (per definitionem Kinder mit 

einem Alter < 1 Jahr) und Nicht-Säuglinge (Kinder > 1 Jahr). Eine Aufschlüsselung in weitere 
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Altersgruppen ist zukünftig anzustreben (z.B. Neugeborene, Säuglinge, Kleinkinder, Kinder, 

Jugendliche). Dies hätte aufgrund des begrenzten Patientenkollektiv jedoch zu sehr kleinen 

Stichproben pro Gruppe geführt, was die statistische Auswertung erschwert hätte.  

Alcaraz et al. stellten fest, dass die Konzentrationen von TNF und IL-8 bei Säuglingen höher 

waren als bei Nicht-Säuglingen und schlussfolgerten, dass Säuglinge und Nicht-Säuglinge 

jeweils charakteristische proinflammatorische Zytokinmuster nach kardiochirurgischer 

Operation aufweisen (5). Interessanterweise zeigte sich in vorliegender Arbeit bezüglich PE 

ein umgekehrtes Verteilungsmuster. Eine signifikante Erhöhung bei Nicht-Säuglingen 

gegenüber Säuglingen lag bei IL-8 in PE bzw. bei TNF sowohl in PE und als auch in Blut vor. 

Im Gegensatz dazu konnte in Blut bei folgenden Zytokine erhöhte Konzentrationen bei 

Säuglingen gegenüber Nicht-Säuglingen festgestellt werden: IL-4, IL-5, IL-7, IL-12p70, IL-13, 

IL-17A, INF-γ und GM-CSF. Die Tatsache, dass sich diese Zytokine keinem spezifischen 

Muster einer Immunantwort zuordnen lassen, deutet auf eine möglicherweise allgemein 

ausgeprägtere Immunantwort bei Säuglingen aufgrund einer höheren Vulnerabilität hin. 

Insgesamt wiesen 75 Prozent der analysierten Zytokine altersabhängige Unterschiede in Blut 

auf, während dies in PE auf nur 25 Prozent der analysierten Zytokine zutraf. Altersabhängige 

Unterschiede spiegelten sich somit in Blut stärker als in PE wider.  

Besonders hervorzuheben sind die Unterschiede zwischen Säuglingen und Nicht-Säuglingen 

bei den mit der TH-2 Immunantwort assoziierten Zytokinen IL-4 und IL-13. Während alle 

anderen Zytokine bei Säuglingen im Gegensatz zu Nicht-Säuglingen maximal um den Faktor 

16 erhöht waren, zeigten IL-4 und IL-13 größere Unterschiede: So war IL-13 in Blut von 

Säuglingen mehr als 160-fach höher als bei Nicht-Säuglingen. IL-4 war in Blut circa 20-fach 

höher und in PE mehr als 50-fach höher bei Säuglingen versus Nicht-Säuglingen. IL-4 und 

IL-13 sind im Rahmen der TH2-Immunatwort unter anderem an der Erhöhung der 

Permeabilität von Gefäßendothel mit konsekutivem Flüssigkeitsaustritt beteiligt (83,153,173). 

Dieser Prozess kann an der Entstehung von PE beteiligt sein (17). Die signifikant höheren 

Konzentrationen von IL-4 und IL-13 bei Säuglingen zeigen möglicherweise ein erhöhtes Risiko 

für die Ausbildung von PE bei Säuglingen an. Auch Alcaraz et al. konnten eine nach 

kardiochirurgischer Operation verstärkte TH2-Immunantwort bei Säuglingen im Vergleich zu 

älteren Kindern feststellen (4). 

4.5.3 Herz-Lungen-Maschinen verstärken die TH2-Immunantwort in Pleuraergüssen 

Der Einsatz der Herz-Lungen-Maschine (HLM) führt oftmals zu einer stärkeren Aktivierung 

inflammatorischer Prozesse als kardiochirurgische Operationen ohne HLM. Dies kann unter 

anderem durch den Kontakt mit dem körperfremden Material der HLM, die notwendige 

Durchführung einer Heparinisierung oder die meist komplexeren operativen Eingriffe bedingt 

sein (44,112,122).  
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Caputo et al. zeigten, dass die Konzentrationen von IL-6 und IL-8 in Blut bei Einsatz der HLM 

signifikant höher waren als bei Operationen ohne HLM (27). Matata et al. zeigten, dass sowohl 

die Konzentrationen von IL-8 und TNF als auch Komplementfaktoren und Adhäsionsmolekülen 

wie sE-Selektin bei Einsatz der HLM höher waren als bei Operationen ohne HLM (97). 

Nichtsdestotrotz ist zu beachten, dass auch Studien vorliegen, die keine Einfluss der HLM auf 

die Immunantwort feststellen konnten. Tarnok et al. fanden keinen Unterschied in den 

Konzentrationen von IL-6, IL-8 und Adhäsionsmolekülen wie sE-Selektin und ICAM zwischen 

pädiatrischen Patienten, die mit oder ohne Einsatz der HLM operiert wurden (161). Im 

Tiermodel zeigte sich, dass bereits die Eröffnung des Thorax mittels Sternotomie zu einem 

massiven Anstieg der Zytokinkonzentration führen kann, der Unterschiede im darauf folgenden 

operativen Prozedere verschleiert (114). 

Bei Kindern, die mit Einsatz der HLM operiert wurden, zeigte sich im Rahmen vorliegender 

Arbeit eine tendenzielle Erhöhung von IL-4 und IL-5 und eine signifikante Erhöhung von IL-13 

in Blut. Diese Zytokine sind mit der TH-2 Immunantwort assoziiert (173). In PE von Kindern 

mit HLM waren die Konzentrationen von IL-4 und IL-13 sogar statistisch signifikant erhöht 

gegenüber PE von Kindern ohne HLM. Insgesamt weist dies auf eine durch den Einsatz von 

HLM getriggerte TH-2 Immunantwort hin. Diese scheint in PE ausgeprägter zu sein als in Blut. 

Da eine ausgeprägte TH-2 Immunantwort bereits im präoperativen Zustand das Risiko von PE 

nach kinderkardiochirurgischer Operation erhöht (17), könnte der Einsatz der HLM diesen 

Prozess noch verstärken.  

 

4.6 Limitierungen 

4.6.1 Limitierungen in Studiendesign und Patientenauswahl  

Die Einschlusskriterien vorliegender Studie umfassten das Vorliegen eines Pleuraergusses 

(PE) sowie ein Alter zwischen 0 und 18 Jahren. Dies führte zu einer Inhomogenität bezüglich 

mehrerer Faktoren. Zum einen lag eine große Alterspanne der rekrutierten Patienten von circa 

18 Jahren vor. Insbesondere bei Kindern unterliegt das Immunsystems starken 

Veränderungen (110,188). Dies erschwert die Vergleichbarkeit immunologischer Analysen. 

Möglicherweise ist die lokale Immunantwort in PE aber weniger altersabhängig als man 

aufgrund allgemeiner Studien über die Entwicklung des Immunsystem im Kindesalter 

vermuten könnte. So konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass im Vergleich von 

Säuglingen versus Nicht-Säuglingen signifikante Unterschiede bei 9 von 12 Zytokinen im Blut 

vorlagen, während dies in PE nur in 3 von 12 Zytokinen der Fall war. 

Die Geschlechterverteilung in vorliegender Studie war nicht ausgeglichen. Der Anteil 

männlicher Patienten überwog mit 70 Prozent gegenüber weiblichen Patienten. 

Geschlechterspezifische Unterschiede im Immunsystem von Mädchen und Jungen sind 
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bekannt (18). Hingegen konnten in unserer Studie sowohl in Blutproben als auch PE keine 

geschlechterspezifischen Unterschiede in der Zytokinauswertung nachgewiesen werden. 

Trotz der Gemeinsamkeit kardiochirurgischer Operationen bei den rekrutierten Patienten, ist 

zu beachten, dass eine Heterogenität bezüglich der vorliegenden Herzfehler und Operationen 

vorlag. Ein wichtiges Unterscheidungskriterium bei kardiochirurgischer Operation ist der 

Einsatz bzw. Nicht-Einsatz der Herz-Lungen-Maschine (HLM). Aufgrund bekannter 

Auswirkungen der HLM auf das Immunsystem (44,70), wurden dessen Auswirkungen auf PE 

untersucht. 

Klinisch relevant ist zudem die diagnostische Abgrenzung des Chylothorax. Dieser stellt eine 

Sonderform des PE dar. Im Rahmen kinderkardiochirurgischer Operationen kann er durch eine 

Schädigung des Ductus thoracicus entstehen. Die im Ductus thoracicus transportierte Lymphe 

akkumuliert infolgedessen in der Pleurahöhle. Chylothoraces werden über ihren hohen Gehalt 

an Triglyzeriden und die Präsenz von Chylomikronen in PE nachgewiesen (38,60). Auch wenn 

bei einigen Pleurapunktatproben im Rahmen der Aufarbeitung makroskopisch eine fettartige 

Schicht zu sehen war, konnte die eindeutige Diagnose eines Chylothorax aufgrund 

insuffizienter Labordaten bezüglich Chylomikronen und Triglyzeriden in PE nicht getroffen 

werden. Eine zukünftige gezielte Analyse von Chylothoraces könnte aufschlussreiche 

Erkenntnisse über das Immunsystem liefern, da sie über die Analyse von Lymphe einen 

Zugang zu dem sonst schwer erreichbaren Lymphsystem bieten. 

4.6.2 Limitierungen der Probenaufarbeitung 

Die Menge der gewonnenen Blutprobe wurde an das Körpergewicht der Patienten adaptiert. 

Bei Kindern mit einem Körpergewicht unter 2 kg wurden Blutproben mit einem Volumen von 

0,5 ml entnommen. Die 0,5 ml Blutvolumen genügten für die Durchführung der Immunoassays 

und des BCA-Assay, jedoch nicht für alle durchflusszytometrischen Analysen, insbesondere 

hinsichtlich Monozyten, Natürlichen Killerzellen und B-Zellen. 

Die Pleurapunktatprobe wurde aus einem Thoraxdrainagesystems entnommen. Nachdem ein 

Teil des drainierten Pleuraergusses für die klinische Routinediagnostik verwendet wurde, stand 

das restliche Volumen für vorliegende Arbeit zur Verfügung. Im Gegensatz zu Blutproben, die 

direkt bspw. über einen ZVK dem systemischen Kreislauf entnommen wurden, gelangten die 

Pleurapunktatproben zuerst in das Schlauchsystem der Thoraxdrainage und wurden aus 

diesem entnommen, was potentiell einen zeitverzögernden Zwischenschritt bedeutete. Die 

Zeitverzögerung hatte jedoch geringe Auswirkungen auf die Viabilität von PEC, welche bei 

circa 90 Prozent lag. Dies bestätigt auch eine Studie von Conner at al., welche zeigt, dass 

selbst eine verzögerte Aufarbeitung der Pleurapunktatproben 24 Stunden nach Entnahme im 

Vergleich zur Aufarbeitung nach 4 Stunden die Probenqualität der PEC nicht beeinflusste (34). 

Weiterhin war der Zeitpunkt der Probenentnahme inhomogen, da nicht alle Patienten im 

gleichen zeitlichen Abstand zur kardiochirurgischen Operation einen PE entwickelten. Jedoch 
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liegt der im Rahmen dieser Arbeit verfolgte Ansatz in der Simultanität der Entnahme von Blut- 

und Pleurapunktatprobe. Dieses Vorgehen wurde auch von Prelog et al. und Orange et al. 

gewählt (116,133).  

Die Pleurapunktatproben wurden in einer Monovette ohne Antikoagulans gesammelt. Die Wahl 

der Monovette (mit Antikoagulans versus ohne Antikoagulans) kann einen Einfluss auf die 

Viabilität von PEC haben, mit einer höheren Viabilität in Monovetten mit Antikoagulans (34). 

Trotz der Verwendung von Monovetten ohne Antikoagulans hatten die im Rahmen dieser 

Arbeit analysierte PEC eine hohe Viabilität von circa 90 Prozent, die aber zukünftig durch die 

Verwendung von Monovetten mit Antikoagulans noch gesteigert werden könnte.  

Mehrere Studien beschrieben eine Isolierung von Zellen aus Pleuraergüssen via 

Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll® (116,133). Dies ist möglich, da exsudative 

Pleuraergüsse eine ähnliche Dichte wie Blutplasma aufweisen (119,130). Die Dichte 

mononukleärer Zellen liegt zwischen Ficoll® und Blutplasma bzw. Pleurapunktatüberstand 

(143). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die gesamte Pleurapunktatprobe ohne Verwendung von 

Ficoll® zentrifugiert. Zur Validierung einer qualitativ hochwertigen Aufarbeitung der 

Pleurapunktatproben und folglich Etablierung der neuen Methode wurden jeweils 

Pleurapunktatüberstand und Bodensatz analysiert. Korrespondierend zu Blutplasma sollte der 

Pleurapunktatüberstand zellfrei, aber proteinhaltig sein. Die Zellzahl der 

Pleurapunktatüberstände lag konsistent bei 0 und es war in allen Proben Protein nachweisbar.  

Während die Dichtegradientenzentrifugation der Blutproben mit Ficoll® eine direkte Isolierung 

mononukleärer Zellen erlaubte, sammelten sich Zellen aus dem Pleurapunktat im Bodensatz. 

Jedoch enthielt der Bodensatz nicht nur mononukleäre Zellen, sondern auch Granulozyten, 

Erythrozyten und Debris. In der durchflusszytometrischen Analyse sollten nur mononukleäre 

Zellen des Pleurapunktats analysiert werden. Deshalb wurden Erythrozyten lysiert und Debris 

durch wiederholte Waschschritte entfernt. Polynukleäre Zellen, wie Granulozyten, wurden 

durch entsprechendes Gating aus den durchflusszytometrischen Analysen ausgeschlossen.   

4.6.3 Limitierungen immunologischer Analysen 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Zell-, Zytokin- und Genexpressionsanalysen 

angestrebt. Die Auswahl der zu analysierenden Zellen, Zytokine und Gene wurde aufeinander 

abgestimmt. Jedoch ist zu beachten, dass eine exakte Zuordnung von Zytokin und 

produzierendem Zelltyp nicht immer möglich ist, da einzelne Zytokine von verschiedenen 

Zelltypen produziert werden. Beispielsweise kann IL-10 sowohl von TH2 als auch von Treg 

produziert werden (28). Weiterhin gibt es Zytokine, die nicht von Immunzellen produziert 

werden. So wird IL-7 von unter anderem mesenchymalen Zellen in Knochenmark und 

Epithelzellen produziert (31). Zytokinproduzierende Zellen, die nicht den Leukozyten 

zuzuordnen waren, wurden in vorliegender Arbeit nicht akquiriert. 
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Für die Zytokinanalysen wurde ein Multiplex-Immunoassay-Kit verwendet, das laut 

Herstellerangaben nur für Blutproben, aber nicht für Pleurapunktate validiert war. Der 

Multiplex-Ansatz bietet den Vorteil einer simultanen Bestimmung mehrerer Zytokine in einem 

kleinen Probenvolumen (139). Dies ist vor allem im pädiatrischen Setting hilfreich, da häufig 

nur die Abnahme kleiner Probenvolumina möglich ist. Gleichzeitig erschwerte der Multiplex-

Ansatz die exakte Quantifizierung verschiedener Zytokine, für die unterschiedliche 

Verdünnungen notwendig wären. Insbesondere IL-6 befand sich in allen PE oberhalb des 

quantifizierbaren Bereichs. Aus diesem Grund wurde IL-6 in einem weiteren Experiment in 

einem Singleplex-Immunoassay mit 4-facher Verdünnung erneut gemessen.  

Weiterhin sind bei der Analyse von Zytokinen in Körperflüssigkeiten die unterschiedlichen 

Halbwertszeiten (HWZ) von Zytokinen zu beachten. Während TNF, IL-4 und IL-8 mit jeweils 

18, 20 und 24 Minuten ähnliche HWZ besitzen, unterscheidet sich die Abbaudynamik von IL-6 

mit einer HWZ von 15,5 Stunden stark (91). Die verschiedenen Abbaudynamiken erschweren 

die Auswertung. Diesem Problem wurde durch die simultane Abnahme von Blut- und 

Pleurapunktatproben begegnet, sodass eine zeitliche Vereinheitlichung durch die gepaarte 

Auswertung erfolgte. 

Zudem muss beachtet werden, dass Zytokine in verschiedenen Körperflüssigkeiten 

unterschiedliche Normwerte haben. Während IL-6 in Blut und Speichel von gesunden 

Erwachsenen Normwerte von <30 pg/ml aufweist, ist die IL-6 Konzentration in 

Tränenflüssigkeit bis zu 10-fach höher (91). Da Pleuraflüssigkeit von Menschen im 

physiologischen Zustand nicht gewonnen werden kann, ist eine Aussage über Normwerte von 

Zytokinen in Pleuraflüssigkeit gesunder Menschen unmöglich. 

Für die quantitative real-time Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR) wurde RNA aus PBMC 

und PEC isoliert und in cDNA transkribiert. Die sowohl aus PBMC als auch aus PEC 

gewonnene RNA wies starke Schwankungen in entsprechenden Konzentrations- und 

Reinheitsmessung auf. Obwohl Konzentration und Reinheit der daraufhin generierten cDNA 

wiederum in einem methodisch geeigneten Bereich lagen, zeigten sich bei der Auswertung der 

Daten der durchgeführten qRT-PCR in allen Experimenten für die Auswertung zu niedrige 

Signalintensitäten. Entsprechende Analysen sollten in zukünftigen Untersuchungen wiederholt 

werden, um sich ergänzende Daten immunologischer Charakteristika von Pleuraergüssen auf 

Zell-, Protein-, und Genexpressionsebene zu erhalten. 
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4.7 Ausblick 

Die in vorliegender Arbeit gewonnenen Erkenntnisse bieten einen ersten grundlegenden 

Einblick in die Immunologie von Pleuraergüssen pädiatrischer Patienten nach 

kardiochirurgischer Operation. Um immunologische Prozesse in Pleuraergüssen noch 

genauer zu verstehen, sind weitere Untersuchungen notwendig.  

So wäre eine Ausweitung untersuchter Leukozytensubpopulationen in Pleuraergüssen 

anzustreben. Dabei sollte der Fokus auf T-Zell-Subpopulationen intensiviert werden und 

gleichzeitig die Analysen von B-Zellen, Natürlichen Killerzellen und Monozyten erweitert 

werden. Außerdem sollten auch Leukozytensubpopulationen wie Neutrophile oder 

Dendritische Zellen, die bis dato nicht in Pleuraergüssen untersucht wurden, in zukünftige 

Analysen inkludiert werden. Entsprechend gilt es, die Auswahl an Zytokinen zu erweitern. 

Zudem sollte eine Durchführung von Genexpressionsanalysen erneut angestrebt werden, um 

Zuordnungen von Zytokinen und entsprechend produzierender Zellpopulationen treffen zu 

können. Außerdem könnte eine Analyse von Antikörpern in Pleuraergüssen exaktere 

Aussagen hinsichtlich der B-Zell-Immunantwort in Pleuraergüssen ermöglichen.  

Die simultane Abnahme von Blut- und Pleurapunktatprobe beleuchtet den immunologischen 

Status in Pleuraergüssen zu einem definierten Zeitpunkt. Temporäre Dynamiken der 

Immunologie von Pleuraergüssen könnten über eine Abnahme und Analyse von Blut- und 

Pleurapunktatprobe zu multiplen Zeitpunkten aufgeklärt werden.  

Neben der quantitativen Erweiterung des kinderkardiologischen Patientenkollektivs wäre ein 

Vergleich immunologischer Charakteristika von Pleuraergüssen verschiedener Ätiologien 

erstrebenswert, um allgemeingültige und spezifische Merkmale verschiedener Arten von 

Pleuraergüssen differenzieren zu können. Dazu würden sich im pädiatrischen Setting vor 

allem Pleuraergüsse im Rahmen onkologischer, infektiologischer und kardiologischer 

Grunderkrankungen eignen.  

Im Rahmen exsudativer Pleuraergüsse gelangen immunologische Faktoren wie Leukozyten 

und Zytokine aus dem systemischen Blutkreislauf in die Pleurahöhle und werden mittels 

Pleurapunktion und -drainage nach extern geleitet. Ob dieser quantitative Verlust 

immunologischer Faktoren zu einer qualitativ-funktionellen Einschränkung des Immunsystems 

führt, ist bisher noch nicht geklärt. Untersuchungen bezüglich erhöhter Infektanfälligkeit im 

Rahmen von Pleuraergüssen sollten daher zukünftig durchgeführt werden.  

Immunmodulatorische Therapien könnten inflammatorische Prozesse in Pleuraergüssen 

reduzieren und wären gegebenenfalls sogar lokal applizierbar. Hierbei wäre jedoch primär zu 

klären, ob inflammatorische Prozesse in Pleuraergüssen ausschließlich schädliche oder auch 

protektive Effekte haben. 
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