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Zusammenfassung

1. Zusammenfassungen

1.1 Zusammenfassung (deutsch)

In der vorliegenden Arbeit soll die Frage nach der Validitat von Procalcitonin (PCT)
als Inflammationsparameter bei Fruhgeborenen (FG) zur Sicherung eines
Amnioninfektionssyndroms (AlS) bzw. einer Early-onset-Sepsis in Abhangigkeit von

maternalen Faktoren untersucht werden.

Fragestellung

Bestimmung der Spezifitdt und Sensitivitdt von PCT und CRP gegeniber dem
histologisch gesicherten AIS der Plazenta, bzw. mutterlichen Infektionszeichen
mittels ROC- Kurven.

Material und Methoden

Es wurden 52 FG < 36 SSW in einer offenen prospektiven Studie einbezogen.

15 FG (Gruppe A) ohne Anzeichen eines histopathologischen oder klinischen AIS
dienten als Kontrollgruppe.

15 FG (Gruppe B) wiesen histopathologisch eine gesicherte Chorioamnionitis oder
Plazentitis.auf.

17 FG (Gruppe C) hatten deutliche mdutterliche klinische und laborchemische
Hinweise auf ein AIS (Fieber, CRP-Erhdhung, vorzeitiger Blasensprung, grines
Fruchtwasser, Notwendigkeit einer antibiotischen Therapie der Mutter, etc.), aber
noch nicht ausgepragte oder unauffallige histopathologische Befunde einer
Inflammation im Bereich der Plazenta bzw. der Eihaute.

Ergebnisse

5 FG wurden von der Auswertung ausgeschlossen (2 FG wegen unvollstandigen
Befunden, 1 FG mit gesicherter konnataler CMV Infektion, 1 FG mit V. a.
nosokomiale Late-onset-Sepsis, 1 FG mit Blut- und Fruchtwasseraspiration).
Bestimmung von PCT und CRP zeitnah nach der Geburt innerhalb des Routine

Labors wahrend der ersten Lebenstage.
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Untersuchungsgegenstand war der maximale CRP-,bzw. PCT-Anstieg innerhalb der
ersten vier Lebenstage im Bezug zu den mutterlichen Risikofaktoren eines AlS. Initial
ergab die Betrachtung der gesamten PCT-Werte der ersten Lebenswoche eine
allgemeine Erhohung der PCT-Werte wahrend des 2. bis 3. Lebenstages. Erstellt

wurden PCT-Perzentilenkurven fur erste Lebenswoche der Kontrollgruppe.

Der Vergleich zwischen der Kontrollgruppe A (n=15) und der Gruppe B (n=15) mit
der histologisch gesicherten AIS ergab eine ahnliche Sensitivitat und Spezifitat fur
PCT (87 % u. 47 % bei einem Cut-off-Wert von 0,55 ng/ml) und CRP (80 % u. 47 %
bei einem Cut-off-Wert von 1,05 mg/l).

Nimmt man nun die Gruppe mit den entzindlichen Veranderungen innerhalb der
Plazenta und die Gruppe mit den klinischen mutterlichen Entzindungszeichen, sowie
den vorzeitigen Blasensprung als mogliche Vorstufe des AIS in die Auswertung hinzu
(Gruppe B+C, n=32), schneidet PCT im Gegensatz zu CRP bezlglich Sensitivitat
und Spezifitat in dieser Untersuchung etwas besser ab PCT (91 % u. 47 % bei 0,5
ng/ml) und CRP (72 % u. 47 % bei 1,0 mg/l). In dieser Gruppe zeichnete sich
ebenfalls ein gewisser zeitlicher Vorteil von PCT gegenuber CRP ab. PCT erkannte
in Gruppe C in 7 von 10 Fallen die Risikofaktoren fur ein AlIS ca. 1 Tag vor einem

signifikantem CRP Anstieg.

Schlussfolgerung

Bei ausreichender Sensitivitat und Spezifitat konnte der zeitliche Gewinn durch PCT
bei FG mit Ihrem doch relativ geringen Geburtsgewicht und der damit verbundenen
extrem kurzen Latenzzeit von einer bakteriellen Infektion bis zur Sepsis als ein
Vorteil gegenuber CRP bei einer moglichst fruhzeitigen Therapieentscheidung

gewertet werden.
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1.1 Zusammenfassung (englisch)

The present paper focuses on the validity of Procalcitonin (PCT) as an inflammatory
marker in premature newborns. We evaluate the validity of PCT in chorioamnionitis
and early-onset sepsis due to maternal factors.

We evaluated the specifity and sensitivity of PCT and CRP in relation to histological
secured chorioamnionitis, respectively the apparent maternal infection by ROC-

analysis.

patient and methods

We started an open prospective study with 52 premature newborns.

We used 15 patients with no signs of chorioamnionitis and clinical signs of maternal
infection as control group (group A).

Histological secured chorioamnionitis was present in 15 patients (group B).

17 patients had obvious signs of maternal Infection (e g. fever, CRP-elevation,
preterm rupture of membranes, need of antibiotic therapy) but no or only slight signs

of a histological chorioamnionitis.

results

5 patients were excluded (2 because of incomplete data, 1 had a secure connatal
CMV-Infection, 1 had a nosocomial infection of klebsiella, 1 had a blood- and
amniotic fluid aspiration).

We measured PCT and CRP postnatally and during the first days of life together with
the routine blood tests. Then we evaluated the maximum peaks of CRP and PCT
values of the first 4 days in relation to chorioamnionitis or maternal signs of Infection.
Initially we saw a general elevation of the PCT values at day 2 and 3. So we
concipated percentiles for PCT values for the first week of life.

Discussion

The comparison between control group A and group B with histological secured
chorioamnionitis revealed a similar sensitivity and specifity for PCT.

(87 % and 47 % at a cut-off value of 0.55 ng/ml) and CRP (80 % and 47 % at a cut-
off-value of 1.05 mg/l). Taking the group with the clinical signs of maternal Infection
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(n=17) together with the group with the histological chorioamnionitis (n=15, group B)
we had a new group C (n=32). Our evaluation showed an advantage in comparison
to CRP in respect to sensitivity (PCT (91 % and 47 % at 0.5 ng/ml) and CRP (72 %
and 47 % at 1.0 mg/l).

This group also showed a time advantage for PCT in comparison to CRP in 7 of 10
cases within group C. PCT recognized risk factors for Infection or histological
chorioamnionitis approximately 24h before a relevant CRP increase was measured.

Conclusion

Premature newborns have a higher risk of suffering a severe infection or sepsis in a
very short time.

In comparison to CRP the gain of time in using PCT as an additional inflammatory

marker, may be an advantage to premature newborns.
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2. Einleitung

2.1 Calcitonin und Procalcitonin (PCT)

Auf der Suche nach zuverlassigen Infektionsparametern ist Procalcitonin (PCT) als
ein Vorlaufermolekuls (CTpr) des Calcitonins in den letzten Jahren in den
Vordergrund des Interesses getreten (Muller B 2001).

In der Erwachsenenmedizin wird PCT zunehmend zur Beurteilung von schweren
Infektionen (Castelli ef al/. 2004), Multiorganversagen (Meisner & Tschaikowsky
1996), Polytraumen (Meisner ef al. 2006), sowie als Verlaufsparameter des
infektiologischen (Meisner & Tschaikowsky 1996) und postoperativen Monitorings
eingesetzt (Rau & Schilling 2004).

Calcitonin wirkt inhibitorisch auf die Knochenresorption durch Reduktion der
Osteoklastenaktivitat, vermehrte Kalziumexkretion der Nieren, daher der
pharmakologische Einsatz von Calcitonin bei M. Paget und hyperkalzamischen
Krisen etc.

Eine vermehrte Calcitonin Produktion, (z. B. im Pentagastrin-Test) ist als Marker fur
ein medullares Schilddrusenkarzinom bekannt (Brook 2000; Stolecke 1997).

Die Biosynthese von Calcitonin findet regular in den C-Zellen der Schilddruse durch
Proteolyse von Procalcitonin statt. Bei systemischen bakteriellen Infektionen findet

man aber auch intaktes Procalcitonin im Blutplasma (Assicot M. 1993).

Nach intravendser Gabe von Endotoxinen (LPS) aus gram-negativen Bakterien
zeigten initial gesunde Probanden Kklinisch sepsisartige Zeichen wie Fieber,
Schuttelfrost, Myalgien, und Muskelkrampfe. In den Blutproben fanden sich erhdhte
Konzentrationen von PCT, nicht aber von Calcitonin im Plasma (Dandona ef al.
1994).

Die extrathyroidale Herkunft ist derzeit noch Gegenstand intensiver Forschung. Es
gibt Hinweise, dass das Hepato-Splanchnikusstromgebiet unter systemischen
bakteriellem Kontakt vermehrt Procalcitonin in den Blutkreislauf ausschuttet (Silomon
et al. 1999). Die Expression von Calcitonin mRNA in der Leber ist hingegen schon
seit langerem bekannt (Bracq 1993).
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2.2 PCT Peptidstruktur und Biosynthese

2.2.1 Peptidstruktur

Procalcitonin, ein Protein aus 116 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von ca.
16 000 Dalton, besteht aus einer Signalsequenz, dem N-PCT als N-terminale
Region, der mittleren Calcitoninsequenz und dem Katacalcin als C-terminale Region
(Abb 1).

Es stellt so die Form des Prohormons von Calcitonin dar, welches nach Abspaltung
von Katacalcin und Aminoprocalcitonin (N-ProCT) durch Endopeptidasen und

Amidierung schlieRlich noch aus 32 Aminosauren besteht (Meisner M 2000).
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Abb 1: Schematische Peptidstruktur von Preprocalcitonin (AS 1-141) und
Aminosaurensequenz von PCT (AS 26-141)
(nach (Le Moullec & Jullienne A 1984).
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2.2.1 Biosynthese von PCT

Der Syntheseweg von Procalcitonin und Calcitonin beginnt mit der Transkription des
CALC-1 Genes. Nach Prozessierung der RNA entsteht eine mRNA, die ein 141
Aminosauren (AS) umfassendes Vorlauferpeptid (Preprocalcitonin) codiert (Le
Moullec & Jullienne A 1984).

Durch spezifische Proteolyse wird aus diesem Peptid zunachst Procalcitonin (116
AS) gebildet. Im normalen hormonellen Syntheseweg findet dies in den C-Zellen der
Schilddruse statt.

Innerhalb des Polypeptids von PCT aus 116 AS befindet sich an Position 60 bis 91
die Aminosauresequenz von Calcitonin. Die Calcitoninsequenz wird durch basische
Aminosauren flankiert (Lys-Arg und Gly-Lys-Lsy-Arg), die das Signal fur eine
spezifische Proteolyse durch das Enzym Prohormon Convertase (PC) darstellen.
Durch die Tatigkeit der PC entstehen die Hauptbruchsticke von Procalcitonin: N-
PCT (57 AS), Calcitonin (32 AS) und Katacalcin (21 AS), sowie entsprechende

Kombinationen.

Das eigentliche Hormon Calcitonin (32 AS) bekommt seine endgultige Form erst
unmittelbar nach weiterer Proteolyse und durch Bildung einer Ringstruktur Uber
Disulfidbricken (Cys-Cys) sowie der Abspaltung des C-terminalen Glycins (AD 3,
Carboxypeptidase) und nachfolgender Amidierung (Peptidyl Glycin amidierende
Monooxygenase, PAM).

Beim gesunden Menschen wird das Hormon Calcitonin an das zirkulierende Blut
abgegeben. Calcitonin hat im Blut eine Halbwertzeit von nur wenigen Minuten
(Meisner & Tschaikowsky 1996).
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2.3.1 Die Familie der Calcitonin-Gene

Aus der Familie der Calcitonin-Gene sind bisher 4 Gene bekannt (CALC-I bis CALC-
V), die zu unterschiedlichen Genprodukten fuhren auf die im Folgenden
eingegangen werden wird. lhre Gemeinsamkeit sind Sequenzhomologien zum
Hormon Calcitonin. Fir die Calcitoninbiosynthese und auch fur die Biosynthese von
Procalcitonin bei verschiedenen Infektionen ist wahrscheinlich das sogenannte
CALC-I Gen verantwortlich (Meisner M 2000).

Die ubrigen 3 Gene (CALC-Il bis CALC -1V) sind fur die Calcitoninsynthese ohne
Bedeutung.

Das CALC-II-Gen ist ahnlich dem CALC-I-Gen strukturiert. Eine Sequenzeanalyse
zeigt, dass die Synthese einer Calcitonin-mRNA unwahrscheinlich ist. CALC-II ist ein
strukturelles Gen fur CGRP-Il. CGRP-II unterscheidet sich von CGRP-l in 3

Aminosauren.

Das CALC-IIl Gen ist moglicherweise ein Pseudogen und transkripiert kein Protein.

Das CALC-IV Gen enthalt nur 3 Exons und codiert das Amylin-Gen. Das Peptid
Amylin hat 46% Sequenzhomologien mit CGRP. Amylin ist ein funktioneller

Gegenspieler von Insulin.

Das Calcitonin-1 Gen (CALC-I) war eines der ersten Beispiele fur alternatives Splicing
der transkribierten RNA eines einzelnen Gens zu unterschiedlicher mRNA in
verschiedenen Geweben (Kelley MJ 1994).



Einleitung

@ Human CALC-I Gene

¢

Transcription, Maturation. Splicing, Polyadenylation

v 9 v

Calcitonin-I mRNA Calcitonin-II mRNA CGRP-I mRNA
O Translation U Translation U
Calcitonin-I precursor  Calcitonin-II precursor CGRP-I precursor
‘ Human CALC-II Gene @ Human CALC-III Gene @ Human CALC-IV Gene
CGRP-II mRNA 0 Amylin mRNA
Translation U Translation O Translation U
CGRP-II precursor 0 Amylin precursor

Abb 2: Ubersicht iber die Calcitonin-Gen Familie (CALC-l bis CALC-IV Gen)

und deren Genprodukte
(nach (Stuart E Leff 1982; Yoshimitsu Kiriyama 2002)

Calcitonin-mRNA ist das Hauptprodukt der CALC-I-Transkription in den C-Zellen der
Schilddruse, wahrend die Calcitonin-Gene-Related Peptide-1-messenger RNA
(CGRP-I mRNA) hauptsachlich in Nervenzellen des zentralen und peripheren
Nervensystems gebildet wird (Kelley MJ 1994; Meisner M 2000).

Das CALC-I-Gen codiert 6 Exons, die nach Transkription, Reifung, Splicing und
Polyadenylierung zu drei unterschiedlichen mRNAs kombiniert werden konnen.
Moglichkeiten | und 1l des Splicingvorgangs fuhren nach der Translation zu
Preprocalcitonin, wobei die entstehenden Proteine sich ausschlieldlich in der
Sequenz des carboxyterminalen Peptids | und Il unterscheiden. Bei der dritten
Option verliert die RNA wahrend des Splicingprozesses die Calcitoninsequenz und
codiert stattdessen die CGRP-Sequenz. CGRP ist ein stark vasodilatatives Peptid,
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ohne Einfluss auf den Calcium- und Phosphathaushalt. CGRP wurde besonders in
Nervenfasern, die mit der glatten Muskulatur von Blutgefalen in Verbindung stehen,
nachgewiesen. ProCGRP und PCT enthalten teilweise identische n-terminale

Aminosaurensequenzen.

Weitere Splicing-Varianten mit zusatzlichen mRNA-Produkten und ihren
entsprechenden Translationsprodukten werden momentan als sehr wahrscheinlich
angesehen (Stuart E Leff 1982; Yeakley 1993).

2.3.2 Induktion, Regulation und Synthese von PCT im Vergleich zu Zytokinen

Die Induktion proinflammatorischer Zytokine durch Endotoxin beginnt mit der
spezifischen Bindung und Komplexbildung von Endotoxin mit Liposaccharide-binding
protein (LBP) im Plasma. LBP vermag das Endotoxin an membranstandige mCD14-
oder geloste sCD14-Molekule abzugeben. mCD14 ist ein Glykoprotein, das sich auf
der Zelloberflache aller reifen myeloischen Zellen befindet und zunachst als
Differenzierungsantigen diente. CD14 hat keine transmembran6se Domaine, so sind
zur Aktivierung der Signaltransduktion noch Toll-like Rezeptoren (TLR) erforderlich.
Diese TLR sind wesentliche Erkennungsmolekule der nattrlichen Immunabwehr.

Von den bisher 10 verschiedenen TLR sind fur die Pathogenese der Sepsis
insbesondere TLR2, TLR4 und TLR9 interessant. So binden die Antigene von gram-
positiven Erregern hauptsachlich an den TLR2 (Feezor RJ & Oberholzer C 2003).

Die intrazellulare Signalverarbeitung nach TLR4 Aktivierung wird vorwiegend durch
den Transkriptionsfaktor NF-kB vermittelt und fuhrt zur Anschaltung von
proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a, IL-1, IL-6 und Chemokinen wie IL-8,
aber auch von Adhasionsmolekulen, reaktiven Sauerstoff und Stickoxiden (NO).

Die I6sliche Form sCD14 bindet ebenfalls spezifisch an Endotoxin und so kann auch
die Aktivierung von CD14-negativen Zellen, wie Endothelzellen und glatte
Muskelzellen durch Endotoxin vermittelt werden (Werdan K & Schuster H-P 2005).

10
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Durch bakterielle Infektionen und durch Endotoxin induziertes, im Blut zirkulierendes
Procalcitonin wird nach heutigem Kenntnisstand vermutlich nicht aus den C-Zellen
der Schilddrise abgegeben.

Als Hauptsyntheseort von PCT wurden im Infektionsfall gewebsstandige Zellen wie
Makrophagen und monozytare Zellen verschiedener innerer Organe vermutet. Die
mRNA von Calcitonin-Precursor-Molekulen wurden bereits 1993 in der Leber
nachgewiesen. Selbst die Hypophyse ist nach Stimulation mit LPS als Syntheseort
erkannt, dies zeigen zumindest Untersuchungen der CT-mRNA Expression der

Hypophyse im Tiermodel (Yoshimitsu Kiriyama 2002).

In vitro-Modelle zur Induktion von PCT zeigten eine Zunahme von PCT-mRNA in
peripheren mononuklearen Zellen des Blutes. Die Starke der Induktion erfolgte in
absteigender Reihenfolge von Endotoxin, TNF-a, IL-6, IL-138 Uber IL-2 zu
Phythohamagglutin (Oberhoffer ef a/. 1999).

Aber auch andere Zellen kommen als mogliche Quellen fur eine PCT-Synthese in
Frage. Nicht nur Leukozyten oder neurokrine Zellen innerer Organe wie der Lunge
(Nylen ES ef al 1996) und des Intestinums konnen Calcitonin und seine
Vorlauferpeptide synthetisieren, auch in anderen Zellarten konnte z.B. kirzlich eine
induzierbare mMRNA-Produktion am Modell des Hamsters nachgewiesen werden (in-
situ-Hybridisierung). In verschiedenen Arten humaner Leukozyten wurde ein
intrazellulares Vorkommen von Katacalcin und Calcitonin mittels Flow-zytometrischer
Analyse (FACS) festgestellt. Ob die von Zellen freigesetzten PCT-Mengen jedoch
ausreichen, die Induktion von PCT bei septischen Patienten zu erklaren, ist nicht
gesichert (Meisner M 2000).

In einer computergestitzten Analyse der bisher bekannten Sequenz der
Promotorregion des CALC-I-Gens zeigte sich, dass zumindest theoretisch
unterschiedliche Transkriptionsfaktoren, die durch Inflammation aktiviert werden, hier
binden und moglicherweise so die Transkription beeinflussen. Dies konnte zur
Erklarung der inflammatorisch-aktivierten Induktion von PCT beitragen (Meisner M
2000).
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Eine Endotoxinausschuttung im Rahmen einer bakteriellen Infektion induziert eine
allgemeine Steigerung der CALC-I Genexpression in vielen Bereichen des Korpers
und bewirkt innerhalb von 2 — 6 Std. eine PCT-Erh6hung. Wahrend einer Sepsis ist
die Transkription von Calcitonin precurser mRNA (CTpr-mRNA) einheitlich steiler
hoch reguliert, ahnlich wie die mRNA der klassischen Zytokine (z. B. TNF-a, 1I-6)
(Mdller B et al. 2001). Interessanterweise ist die Expression in den Leukozyten
weniger ausgepragt als bisher erwartet (Monneret G ef a/. 1999; Muller B ef al.
2001). Die grolkere CTpr mRNA Induktion und Freisetzung von CTpr von
parenchymatosen Zellen im Vergleich zu Leukozyten weist so eher auf eine
gewebsstandige Reaktion hin.

Daher wurde fur die CALC-I Genprodukte wie PCT der Begriff der ,Hormokine*
gepragt, die einerseits dem klassischen Expressionspfad der Hormonsynthese
folgen, andererseits alternativ wie Zytokine exprimiert werden. Die Produktion dieser
Hormokine wird von bisher nicht bekannten Faktoren vermittelt. Entweder direkt
durch den Endotoxinkontakt oder indirekt Uber eine humoral- oder zellvermittelte
Immunanwort. Der Uberschuss der CT Vorldufermolekiile im Falle einer Sepsis
gegenuber dem reifen CT weist auf eine Zelldegranulation unter Umgehung der
intrazellularen enzymatischen Reifung hin.

Die geringe Zellspeicherung von Calcitoninvorstufen wie z. B. PCT wahrend einer
Sepsis ist charakteristisch fur Zytokine (Muller B ef a/. 2001).

Zu beachten ist in diesem Zusammenhang auch, dass es eine Mdoglichkeit der
Modulation der CT-Precursors-Ausschuttung durch Antiphlogistika wie z. B.
Ibuprofen gibt. Durch die fehlende Zytokinsuppression durch Prostaglandine konnten
z. B. erhdhte TNF-a und CT-Precursor Ausschuttungen nach Gabe von Endotoxin
und Ibuprofen beim Menschen beobachtet werden. In 27 % konnte eine Suppression
von TNF-a durch CT-Precursors bobachtet werden. In wieweit CT-Precursors einen
gegenregulatorischen Effekt gegenuber TNF-a haben ist noch nicht vollstandig
geklart. Dies sollte bei der Beurteilung von PCT-Werten in der Praxis berucksichtigt
werden (Preas ef al. 2001).

Da intrazellular die gezielten proteolytischen Spaltungen von PCT im Golgi-Apparat

unter dem Einfluss von Zytokinen und Endotoxinen unterbleiben, werden die
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unprozessierten Vorlauferproteine, darunter Procalcitonin und seine Fragmente, an
das zirkulierende Plasma abgegeben. Parallel wird die Transkription der mRNA von
PCT durch inflammatorische Stimuli deutlich erhoht (Whang KT ef a/. 1998).

Diese Spaltung findet bei inflammatorisch induziertem PCT nicht statt, so dass
intaktes PCT im Plasma erscheint. Interessant ist, dass gerade in den Regionen
zwischen diesen Bruchsticken Aminosauresequenzen vorkommen, die fur eine
spezifische Phosphorylierung geeignet sind. Die Moglichkeit einer inflammatorisch
aktivierten Phosphorylierung von PCT koénnte ursachlich fur das Vorkommen von
intaktem PCT im Plasma bei Sepsis und Infektionen sein. Vorlaufig bisher nicht
bestatigte Untersuchungen zeigen, dass die Aminosaurekette von PCT N-terminal
auch um einige Aminosauren verkurzt sein kann, was die Messwerte der

verwendeten Methode allerdings nicht beeinflusst (Meisner M 2000).

Bei systemischer Inflammation infolge schwerer bakterieller Infektionen sowie bei
Schock und Multiorganversagen finden sich dann hohe Konzentrationen der stabilen
Calcitonin-Precursor-Peptide im Blut ohne Hinweis auf eine entsprechende Sekretion
von Calcitonin. PCT ist ein Hauptvertreter dieser Vorlauferpeptide und hat im Plasma
eine relativ lange Halbwertzeit von mindestens 20 bis 24 Stunden (Dandona ef al.
1994).

Neben PCT treten bei Infektionen immer auch andere Spaltprodukte des
Prohormons im Plasma auf, das intakte PCT stellt jedoch einen wesentlichen Anteil

der Calcitonin-Vorlauferpeptide dar.

Die schematische Peptidsequenz und proteolytische Spaltung der beteiligten Peptide

sind im Folgenden schematisch dargestellt (Abb. 3).
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Preprocalcitonin “1-14

Procalcitonin “26-141"
Signalsequenz N-terminale Region Katacalcin
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Abb. 3: Schematische Peptidsequenz von PCT und Darstellung der

proteolytischen Spaltung von PCT
(nach (Mdller B 20017)
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2.3.3 Elimination und Proteolyse von PCT im Plasma

Ein spezifischer Eliminationsweg von PCT ist bisher nicht bekannt. Wahrscheinlich
wird PCT, wie andere Plasmaproteine, durch Proteolyse abgebaut.

PCT ist relativ stabil und hat im Plasma eine Halbwertzeit von ca. 20 bis 24 Stunden.
Ob eine mogliche Glykosylierung des Proteins einen Schutz vor Proteolyse darstellt,
ist fur inflammatorisch induziertes PCT bisher nicht nachgewiesen (Meisner M 2000).

Die renale Ausscheidung von intaktem PCT spielt nur eine geringe Rolle. So ist
anhand klinischer ~ Daten erkennbar, dass  auch bei schweren
Nierenfunktionsstorungen keine Akkumulation von PCT auftritt. Die Abklingquote der
PCT-Plasmakonzentrationen, die bei Patienten mit Nierenfunktionsstorungen
gemessen wurden, unterscheiden sich nicht signifikant von den bei Nierengesunden

gemessenen Werten (Meisner M & Schmidt J 2001).

2.4 Wirkung von Calcitonin (CT) und Procalcitonin (PCT)

2.4.1 Wirkung des Endhormons Calcitonin (CT)

Calcitonin (32 Aminosauren) wird hauptsachlich in den parafollikularen Zellen (C-
Zellen) der Schilddrise gebildet und die Ausschuttung erfolgt normalerweise
proportional zur Calciumkonzentration des Blutplasmas.

Es bindet an spezifische Rezeptoren und bewirkt Uber die Aktivierung der
Adenylatzyklase eine Signaltransduktion uber cAMP (second messenger). Folge ist
eine schnelle und kurz dauernde Senkung der Calcium- und Phosphatkonzentration
im Plasma (antagonistische Wirkung zu Parathormon). Weiterhin hat es einen
geringen analgetischen Effekt. Wahrend des Wachstums hemmt CT vor allem die
Osteoklastenaktivitat, im Erwachsenenalter fordert es den Ca?*-Einbau ins Osteoid
und wirkt auch auf die Nieren und den Darm (erhdhte Ausscheidung von Calcium-,
Phosphat- u. Natriumionen). Eine pathologische Uberproduktion findet sich beim
medullaren C-Zellkarzinom der Schilddrise.
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Als Therapeutikum findet Calcitonin bei folgenden Erkrankungen Verwendung:
Osteodystrophia deformans, sympathischer Reflexdystrophie,
Hyperkalzamiesyndrom und Osteoporose. Unerwinschte Nebenwirkungen sind
unter anderem Hitzegefuhl und gastrointestinale Storungen (Silbernagel S &
Despopulus A 1991).

2.4.2 Wirkung von PCT auf den Calcium- und Phosphathaushalt

Ein ursachlicher Zusammenhang zwischen PCT-Erh6éhung und Veranderungen im
Calcium und Phosphathaushalt konnte bisher nicht eindeutig belegt werden.

Unter Bedingungen, bei denen erhohte PCT-Werte beobachtet wurden, konnten in
vereinzelten Studien nur unterschiedliche und zum Teil auch widerspruchliche
Aussagen Uber die mogliche Wirkung von PCT auf den Calcium- und
Phophathaushalt gemacht werden. Weiterhin handelt es sich meist um eher geringe
Veranderungen im Calcium- und Phosphathaushalt. Dies wird auch durch die
Tatsache unterstutzt, dass nach inflammatorischer Induktion von PCT kein deutlich
erhohter Spiegel von reifen, auf den Calcium und Phosphathaushalt wirkenden
Calcitonin im Plasma gefunden wird (Dandona ef a/. 1994).

So beschreibt Nylen et al. bei Patienten mit Pneumonien leicht erniedrigte Calcium-
und Phosphatspiegel.

Allerdings wurde in dieser Studie mit einem Radioimmunassay die Mittelregion von
Calcitonin und damit auch reifes Calcitonin neben seinen verschiedenen
Vorlaufererformen (einschliellich PCT) erfasst (Nylen ES ef al. 1996).

Bei fehlender Differenzierung zwischen reifen CT und Vorlauferpetiden kann hier
keine Aussage uber die Wirkung von PCT auf den Calcium- und Phosphathaushalt

gemacht werden.

Tierexperimentell konnte am Hamster ein signifikanter Rickgang von Serum-Calcium
und Anstieg von Serum-Phosphat in einem E. coli-Peritonitis-Modell gemessen
werden. Gleichzeitig wurden auch erhOhte Plasmaspiegel der Calcitonin-
Vorlauferproteine (einschliellich PCT) gemessen, allerdings liegen hier keine
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weiteren Daten zur Bestimmung der Calcitoninvorlaufer vor (Steinwald PM ef al.
1996).

Ob tatsachlich PCT oder andere Vorlaufermolekule fur diese Beobachtung
verantwortlich sind, oder ob nicht doch reifes CT fur die Veranderungen
verantwortlich ist, ist bisher nicht geklart. Ebenso ist unklar, ob die gemachten
Beobachtungen Uberhaupt physiologisch relevant sind

2.4.3 PCT und NO

Die Produktion des Vasodilatators Stickstoffmonoxid (NO) ist wahrend einer Sepsis
erhoht, in vitro fanden sich Hinweise auf eine Induktion der NO-Synthetase durch
PCT (Becker et al. 2004; Hoffmann 2002).

2.4.5 PCT als méglicher Letalfaktor im tierexperimentellen Modell

Hinweise auf eine mogliche funktionelle Bedeutung im Rahmen der Immunantwort
findet man in den Arbeiten von Nylen et al. Im tierexperimentellen Hamstermodell
wurde mit intraperitonealer Applikation von E. coli ein septischer Schock induziert.
Durch Gabe von PCT wurde die Mortalitat auf 93 % gegenuber der Kontrollgruppe
mit 43 % gesteigert. Durch Neutralisation von PCT mittels spezifischer Antikorper
konnte die Letalitat der Tiere zum Teil verhindert werden (6 % Mortalitat bei
prophylaktischer Antikdrpergabe gegenuber 62 % in der Kontroligruppe. Bei
Postexpositionsgabe 54 % gegenuber 82 % Mortalitdt nach 102 Stunden in der
Kontrollgruppe) (Nylen ES ef al. 1998).

Die experimentelle Applikation von PCT bei gesunden Tieren zeigte keinerlei
toxischen Effekt.

Bei gleichzeitiger Induktion eines bakteriellen Schocks und PCT-Gabe ergab sich
eine Zunahme der Letalitat.

Auch im Schweinemodell konnte durch Gabe spezifischer PCT-Antikorper durch
Immunoneutralisation die Schwere der Sepsis (Kristin E 2002) gemildert und die
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Mortalitat gesenkt werden (20 % in der Interventionsgruppe gegenuber 100 %

Mortalitat in der Kontrollgruppe) (Martinez 2001).

2.4.6 PCT mit anti-inflammatorischer Funktion

Andererseits gibt es auch Hinweise auf eine anti-inflammatorische Rolle von PCT
und CGRP. So unterdrucken z. B. PCT und CGRP signifikant die TNF Synthese im
Rattenmodel und im menschlichen Blut wahrend einer LPS induzierten Sepsis. Ein
Effekt auf andere Interleukine (IL-1, IL-6, IL-8) konnte dabei nicht beobachtet werden
(Monneret G 2000).

2.4.7 Normalwerte und Referenzbereiche

Bei gesunden erwachsenen Probanden liegen die Plasmaspiegel von PCT deutlich
unter 0,1 ng/ml und damit an der unteren Nachweisgrenze des verwendeten PCT-
Assays. Aufgrund des Schwankungsbereiches der PCT-Konzentrationen in einem
entsprechend grof3en Kollektiv wird der Referenzbereich im verwendeten PCT Assay
zur Zeit jedoch mit < 0,5 ng/ml angegeben.

Dagegen lassen sich bei schweren bakteriellen Infektionen hohe Konzentrationen an
PCT im Plasma nachweisen, ohne dass die Calcitoninwerte selbst erhoht waren.
Plasma-PCT ist sehr stabil und wird nicht zu hormonell aktivem Calcitonin abgebaut.
Bei schwerer Sepsis werden Konzentrationen von PCT im Bereich von unter 10
ng/ml bis ber 1000 ng/ml im Plasma nachgewiesen.

Fur reife Neugeborene liegen zur Zeit nur sparliche PCT-Normwerte fur die ersten
beiden Lebenstage vor (Chiesa C 1998).

Fur Frihgeborene ist seit Anfang 2006 ein Nomogram fur PCT-Werte in den ersten 4
Lebenstagen veroffentlicht worden. Fur FG ohne Infektionszeichen wurde nur der
Median angegeben. Die dort angegebenen 95 % Perzentilen beziehen sich auf das
Gesamtkollektiv, nach Gestationsalter sortiert, nicht aber nach Infektionszeichen
unterschieden (Turner D 2006).
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In geringen Mengen (Picogramm pro Milliliter-Bereich) sind mit speziellen
Anreicherungs- und Nachweisverfahren auch bei gesunden Personen Procalcitonin
und seine Fragmente sowie weitere Vorlauferpeptide von Calcitonin im Plasma
nachweisbar. Durch ultrasensitive Messverfahren wird es in Zukunft auch moglich
sein, PCT-Konzentrationen weit unter 0,5 ng/ml genau zu bestimmen. Es ist denkbar,
dass mit diesen Messverfahren auch bei lokal begrenzten oder systemisch nicht
wirksamen Infektionen eine Induktion von PCT nachgewiesen werden konnte
(Meisner & Tschaikowsky 1996).
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2.5 Fragestellung der Arbeit und Studiendesign

2.5.1 Fragestellung

Wertigkeit von PCT als diagnostischer und prognostischer Infektionsparameter bei

Fruhgeborenen im Rahmen der stationaren Behandlung im Vergleich zu CRP.

2.5.2 Studienaufbau

Titel:

Studienart:

Patienten:

Patientenzahl:

Methoden:

Procalcitonin als Infektionsmarker bei Frihgeborenen
Prospektive Verlaufsstudie

Frihgeborene (FG) < 36 Schwangerschaftswochen

52 Fruhgeborene

PCT-Bestimmung mittels immunoluminometrischen Assay
und Vergleich mit CRP (mittels Turbidimetrie)

im Verlauf der stationaren Behandlung auf der

neonatologischen Intensivstation.

PCT/CRP-Abnahmezeitpunkte: im Rahmen des Routinelabors

direkt postnatal, in den ersten 3 Lebenstagen, 5., 7. und 10.

Lebenstag, sowie bei erneuten klinischen oder laborchemischen

Anzeichen einer Infektion
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Patientenkollektiv: Einteilung der Patienten nach klinischen, laborchemischen

und histologischen Kriterien.

1. ,gesunde® Fruhgeborene, ohne klinische, anamnestische,
laborchemische oder histologische (Plazentahistologie)
Hinweise auf eine Infektion (Gruppe A).

2. Fruhgeborene mit sicheren Hinweisen auf ein entzundliches
Geschehen in der Plazentahistologie (Gruppe B).

3. Fruhgeborene mit klinischen Symptomen einer
Amnioninfektion, mutterliche oder kindliche Anzeichen einer
Infektion (Fieber, CRP-Erh6hung, vorzeitiger Blasensprung,
grunes Fruchtwasser, Erregernachweis etc.).

4. Fruhgeborene mit sekundaren Infektionen wahrend der

stationaren Behandlung.

Diagnostische Parameter zur Einteilung der Patienten:
Plazentahistologie, mutterliche Infektionszeichen ( CRP-
Erhdhung, vorzeitiger Blasensprung, Fieber, grines
Fruchtwasser, Notwendigkeit einer antibiotischen Therapie),
Abstriche, Magenaspirat, Stuhl, Blutkulturen etc.

Statistische Auswertung:
Excel zum Erstellen der Datensatze, Punktwolken, Mittelwerte
und Standardabweichungen

SPSS zur deskriptiven und explorativen Datenanalyse
(Tests, ROC-Kurven)

Kolmogorov-Smirnov-Test zur Prafung auf Normalverteilung

U-Test / Mann-Withney-Test zum Vergleich der
Patientenkollektive

Receiver Operating Characteristics (ROC) zur Bestimmung der
Sensitivitat und Spezifitat bei bestimmten Cut-off-Werten
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 PCT- MeRkit LUMItest und Basiskit , Fa. Brahms Diagnostica, Berlin

Coated tubes (Testrohrchen), beschichtet mit anti-PCT-Antikorper (monoklonale
Antikoper der Maus)

Tracer, lumineszenzmarkierter (Akridium-Derivat) anti-PCT-Antikorper (monoklonale

Antikoper der Maus)
Puffer (zur Rekonstitution des Tracers, gebrauchsfertig)

Waschlosung, Konzentrat

Nullserum (Humanserum), zur Rekonstitution der Standards, Kalibratoren und

Kontrollen

6 PCT-Standards ( 2 davon als Kalibratoren S2/K1 u. S4/K2 ), lyophilisiert (S1-S6)

2 PCT-Kontrollen, lyophilisiert (Ko1, Ko2)

0,5% H202in 0,1 M HNO3

0,25 M Natronlauge

destilliertes Wasser

Zellstoffunterlage
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3.1.2 Gerate

Mikroliter Pipetten (20u, 250ul), Eppendorf, mit austauschbaren Kunststoffspitzen

Vibrationsmischer, Vortex

Horizontalschittler

Dispenser (5ml) fur Waschlésung

Luminometer mit 2 Injektoren

Probenzentrifuge

3.1.3 Auswertung

Die Auswertung erfolgte Uber eine Luminometer-Rechner-Kombination mit internem
computergestutzten Auswertungsprogramm. Aus der resultierenden Standardkurve,
bzw. der rekalkulierten Masterkurve werden Uber die gemittelten Lumineszenzsignale

die Messwerte in RLU, bzw. direkt in ng/ml ausgegeben.

23



Material und Methoden

3.2 Methoden

3.2.1 Die laborchemische Bestimmung von PCT mittels ILMA

3.2.1.1 Ubersicht

Die Bestimmung von PCT erfolgte mit dem LUMIitest PCT, ein
Immunoluminometrischer Assay (ILMA) der Fa. B.R.A.H.M.S Diagnostica GmbH fur
100 Proben (16 Standards und 84 Bestimmungen).

Bei diesem Verfahren werden zwei antigenspezifische monoklonale Antikorper, die
das Procalcitonin (Antigen) an zwei verschiedenen Stellen — dem Calcitonin— und
dem Katacalcin-Anteil — binden, im Uberschuss eingesetzt. Einer der beiden
Antikorper ist lumineszenzmarkiert (Tracer), der andere ist auf der Innenseite der

Rohrchen fixiert (Coated tube System).

Im Verlauf der Inkubation reagieren beide Antikdrper mit den Procalcitonin-Molekilen
der Probe zu so genannten ,Sandwich-Komplexen® (Abb 5), wodurch der
lumineszenzmarkierte Antikorper an die Rohrchenoberflache gebunden wird. Nach
dem Reaktionsende wird der verbleibende Tracertuberschuss durch sorgfaltiges
Waschen vollstandig aus dem Rohrchen entfernt und verworfen.

Der nach dem Waschen an der Rohrchenwand verbliebene Traceranteil wird durch
die Messung des Lumineszenzsignals in einem dafur geeigneten Luminometer unter
Verwendung der Basiskit-Reagenzien ermittelt. Die Grof3e des Lumineszenzsignals
(RLU) ist der PCT-Konzentration der jeweiligen Probe direkt proportional. Uber die
Lumineszenzsignal-Werte der mitgefuhrten Standards (bekannte
Antigenkonzentrationen, kalibriert an  synthetischem, intakten humanem
Procalcitonin) 1asst sich eine Standardkurve erstellen, an der die unbekannten PCT-

Konzentrationen der Patientenseren abgelesen werden konnen.
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Alternativ besteht die Moglichkeit, die unbekannten PCT-Konzentrationen der
Patientenseren oder —plasmen an einer vom Hersteller mitgelieferten Masterkurve

uber die Lumineszenzsignal-Werte der mitgefuhrten Kalibratoren abzulesen.

Label
monoklonaler

anti-Calcitonin
Antikorper

Calcitonin Katacalcin

!

monoklonaler
anti-Katacalcin
Antikorper

Abb. 4: Schematische Darstellung des so genannten , Sandwich-Komplexes*

(Quelle: PCT Meisner, M. 2000, mit freundlicher Genehmigung des Georg Thieme Verlag, Stuftgart,
New York)

3.2.1.2 Probenbehandlung

Von den 52 Friuhgeborenen wurden nach der Geburt und in den ersten Lebenstagen
wahrend routinemafRiger Blutentnahmen (Differentialblutbild, CRP etc.) 0,5 ml
Vollblut zur PCT-Bestimmung entnommen. Nach Entnahme wurde der Anteil der

Blutprobe fur die PCT-Bestimmung noch innerhalb der nachsten Stunden mittels
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einer Zentrifuge bei ca. 1000rpm Uber ca. 10 min abzentrifugiert, der Uberstand
abpipettiert und das Serum sofort bei —20°C tiefgefroren und gesammelt.

3.2.1.3 allgemeine Vorbereitungen

Vorsichtiges Auftauen der Serumproben bis auf Raumtemperatur

Rekonstitution der Kalibratoren, Standards, Kontrollen und Tracer

Durchmischen der Proben und rekonstituierten Reagenzien mittels Vibrationsmischer
Herstellung der Waschlésung (40 ml Konzentrat auf 2 | destilliertes Wasser)

Einspulen der Basisreagenzien in das Luminometer

3.2.1.4 Testvorbereitung der coated tubes

In einem Messkit befinden sich 100 Testrohrchen (coated tubes), die entsprechend

dem Messprotokoll mit einem wasserfesten Stift zu beschriften sind.

In die ersten 12 Testrohrchen werden je 20 ul der PCT-Standards (S1a, S1b bis S6a,
S6b) in aufsteigender Konzentration pipettiert.

In die nachsten 4 Testrohrchen werden je 20 ul der beiden Kontrollen (Ko1, Ko2)
pipettiert.

In die folgenden 84 Testrohrchen werden je 20 pyl Serum der zu testenden
Patientenproben pipettiert.

In alle 100 Testrohrchen werden 250 pl Tracer pipettiert, die Testrohrchen

anschlieffend mit Klebefolie verschlossen und 2 Std. bei Raumtemperatur auf dem
Horizontalschuttler inkubiert.
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3.2.1.5 Entfernen des Uberschissigen Tracers

Nach Ablauf der Inkubationszeit Einbringen von 1 ml Waschlésung in jedes
Testrohrchen, anschlieRend Dekantieren. Dies wird funfmal wiederholt, die
Innenwande werden ebenfalls gut gespult. Trocknung der Testrohrchen uber Kopf
auf einer Zellstoffunterlage, Ausklopfen eventueller Flussigkeitsreste.

3.2.1.5 Messung

Die so vorbereiteten Testrohrchen werden in der vom Protokoll vorgegebenen
Messreihenfolge in das Luminometer einsortiert.

Nach der automatischen Zugabe von je 300 pl 0,5% H2O2in 0,1 M HNO3; und 0,25 M
Natronlauge wird das jeweilige Lumineszenzsignal fur 1sec pro Testrohrchen
gemessen.

Die GroRe des Lumineszenzsignals (RLU) ist der PCT-Konzentration der jeweiligen
Probe direkt proportional. Uber die Lumineszenzsignal-Werte der mitgefiihrten
Standards (bekannte Antigenkonzentrationen, kalibriert an synthetischem, intakten
humanem Procalcitonin) wird eine Standardkurve erstellt, an der die unbekannten
PCT-Konzentrationen der Patientenseren ermittelt werden (automatisierter interner
Luminometeralgorithmus).

Die Messwerte werden sowohl als Lumineszenzsignal in RLU als auch in ng/ml unter
Angabe der Probennummer vom Messgerat uber einen Thermopapierdrucker als
fortlaufendes Protokoll ausgegeben.

3.2.2 CRP-Bestimmung, Routine-Labor

Die Bestimmung von C-reaktiven Protein erfolgte mittels immunologischer
Turbidimetrie und wie die anderen Parameter des durchgefuhrten Routine-Labors im
Zentrallabor des Universitatsklinikums des Saarlandes unter den entsprechenden
klinischen Standards statt. Mittels immunologischer Turbidimetrie misst man
photometrisch die Trubung der ausgefallten Immunkomplexe aus spezifischen AK

und des zu messenden Parameters.
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3.2.3 Plazentahistologie

Die Befunde der Plazentahistologie wurden im Rahmen der Routineuntersuchung
vom hiesigen Institut fur allgemeine und spezielle Pathologie erhoben und. Bei der
Einteilung der Befunde wurden die ublichen Richtlinien zur Beurteilung einer
Entzindungsreaktion herangezogen. Als Anhalt fur eine floride Entzindung wurden
z. B. granulozytare Infiltrate  der Eihaute und Dezidua (Chorioamnionitis),
Nabelschnur (Funisitis), Plazenta (parenchymatose Plazentitis), Zotten (Villitis), und
der Gefalle (Vaskulitis) angesehen und nach deren Schwere beurteilt.
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3.3 Auswertung

3.3.1 Statistik

Erstellung von Datenblattern mittels Microsoft Excel Tabellen

Explorative Datenanalyse mittels SPSS

Mittelwerte und Standardabweichung fur CRP und PCT Werte

Punktwolken fur CRP und PCT Werte

Erstellung von Perzentilenkurven fur PCT

Kolmogorov-Smirnov-Test zur Prafung auf Normalverteilung

U-Test / Mann-Whitney-Test zum Vergleich der Patientenkollektive

ROC-Kurven Fur CRP und PCT Werte zur Bestimmung der jeweiligen Sensitivitat
und Spezifitat

Die angegebenen Daten werden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes

(SEM) angegeben. Die statistische Signifikanz wird mittels U-Test flur unverbundene

Stichproben ermittelt. Statistische Signifikanz wird fur p<0,05 angenommen.
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4. Ergebnisse

4.1 Verteilung der gemessenen Werte und explorative Datenanalyse

1. In allen Gruppen konnte eine allgemeine Erhdhung der PCT-Konzentrationen
im Serum vom zweiten bis zum vierten Lebenstag beobachtet werden

(Perzentilen).
a) Verteilung aller PCT-Werte innerhalb der ersten Lebenstage in

logarithmischer Auftragung. Hier fallen vor allem die generellen PCT
Erhohungen am 2. bis 4. LT auf.

100

PCT-Punktwolke aller Fruhgeborenen
*
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[ ] v +
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Lebenstage

Abb 5: Darstellung aller gemessenen PCT-Werte aller Gruppen (je nach
Patient und dessen Verlauf in unterschiedlicher Farbe und Markierung). In
logarithmischer Skalierung ist die allgemeine Erhdhung der PCT-Werte in
den ersten Lebenstagen besonders gut zu erkennen. Am 2. und 3. LT sind
kaum PCT-Werte unter 0,5 ng/ml zu erkennen.
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b) Darstellung der

Perzentilenkurven.

PCT-Werte der

Kontrollgruppe A

(n=15)

durch

Tab.1:

PCT-Standardabweichungen und Perzentilen der Kontrollgruppe in der 1. Lebenswoche
Lebenstag 1. 2. 3. 4.und5. | 6.und 7.
N gultig 10 8 11 13 9

fehlend 5 7 4 2 6
Standardabweichung 0,11 0,99 0,76 1,06 1,00
PCT- Perzentile 10 % 0,12 0,28 0,23 0,18 0,14

PCTi . 25% 0,12 0,40 0,32 0,22 0,16
(PCTinng/ml) 559, 0,15 1,36 0,56 0,36 0,23
75 % 0,19 1,55 1,49 0,65 1,50
90 % 0,46 3,34 2,28 3,08 2,53
PCT-Perzentilen
4 .
3,5 1
, //\
€ 25
5 /
e 2
|_
e 15 —90%
| / //\\ o
0,5 7 - 10%
/ L —
0
1.LT 2.LT 3.LT 4./5LT 6./7.LT
Lebenstage

Abb 6: 10 %-, 50 %- und 90 %-Perzentilenkurven der PCT-Werte aus der

Kontroligruppe (Gruppe A).
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2. Untersucht wurden jeweils die maximalen Werte fur PCT- und CRP-
Konzentrationen im Serum wahrend der ersten vier Lebenstage. Dies ergab

folgende Ergebnisse:

3. a) Kontrollgruppe A (n=15)
Die maximalen Konzentrationen der PCT/CRP-Serumspiegel im Plasma
innerhalb der ersten 4 LT bei FG ohne Infektionsverdacht bei der Mutter oder

histologischen Entzindungshinweis der Plazenta.

Tab.2: Standard-

Gruppe A Minimum Maximum Median, Mittelwert abweichung
PCT ng/ml 0,19 3,34 0,99 1,09 0,93
CRP mg/di 0,0 5,3 1,3 1,61 1,90

b) Gruppe B (n=15)
Die maximalen Konzentrationen der PCT/CRP-Serumspiegel im Plasma
ersten 4 LT bei

Entzindungszeichen zeigten (n=15),

innerhalb der Kindern deren Plazenta eindeutige

10 davon hatten zusatzlich einen
mutterlichen Infektionsverdacht.

Tab.3: Standard-

Gruppe B Minimum Maximum Median, Mittelwert abweichung
PCT ng/ml 0,30 40,40 3,46 9,09 13,56
CRP mg/d| 0,0 21,7 5,8 7,32 7,35

Bei nicht vorliegender Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test) wurden die

Mittelwerte mittels eines nicht unverbundene

parametrischer Tests fur
Stichproben verglichen (Mann-Whitney-U-Test / Wilcoxon).

Bei Fallzahlen von weniger als n=30 unter Angabe der exakten Signifikanz.
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s0004 P=0,005
PCT
Mann-W hitney-U 46,500
32 Wilcoxon-W 166,500
40,00 —
4 z 2,738
* asymptotische
Signifikanz (2-seitig) 0,006
_ exakte Signifikanz
30,00 [2*(1-seitig Sig.)] 0,005
PCT 22
ng/ml *
20,00
10,00
51
o
0,00 é
I I
Gruppe B Kontrolle
Gruppe A
250+ P=0,004
CRP
14 Mann-W hitney-U 45,500
o
Wilcoxon-W 165,500
2007 r z -2,791
asymptotische
Signifikanz (2-seitig) ,005
i exakte Signifikanz
150 CRP [2*(1-seitig Sig.)] ,004
mg/l
10,0
[ J
5,0
0'0_ J—
I
Gruppe B Kontrolle
Gruppe A

Abb 7 und 8: Der Unterschied der maximalen CRP- und PCT-Werte in der
Gruppe B und der Kontrollgruppe A ist jeweils hochsignifikant.
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c) Gruppe B+C (n=32)

Die maximalen Konzentrationen der PCT/CRP-Serumspiegel im Plasma

innerhalb der ersten 4 LT bei Kindern deren Plazenta Entzindungszeichen

(Gruppe A) und aller FG mit mutterlichem Infektionsverdacht.

Tab.4: Standard-
Gruppe B+C Minimum Maximum Median, Mittelwert abweichung
PCT ng/ml 0,30 62,61 2,55 8,30 14,13
CRP mg/d 0,0 32,4 3.2 6,71 8,31
70.00o P=0,002
23
*
60,00
50,00
18
40004 PCT £,
ng/ml *
30,00
12
o

20,00

10,00

0,00

47

=

I I
Gruppe B+C Kontrolle
Gruppe A

Abb. 9: Der Unterschied der maximalen PCT-Werte in der Gruppe B+C und
der Kontroligruppe A ist fur PCT hochsignifikant (p=0,002).
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40,0 p=0,018
Gruppe B+C PCT CRP
Mann-Whitney-U 103,500 137,000
4 .
o Wilcoxon-W 223,500 257,000
30,0 z 3,115 -2,359
asymptotische Signifikanz
CR/PI (2-seitig) 0,002 0,018
mg
10
20,0
10,0
0,0
T I
Gruppe B+C Kontrolle

Gruppe A

Abb. 10: Der Unterschied der maximalen CRP-Werte in der Gruppe B+C und
der Kontroligruppe A ist fur CRP signifikant (p=0,018).

d) Die zeitliche Verteilung der PCT-/CRP-Anstiege in der Patientengruppe

B+C ergab 25 auswertbare Falle, da in 7 Fallen die Proben in den ersten

LT nicht parallel fur CRP und PCT bestimmt worden waren. In 7 Fallen

waren PCT und CRP parallel angestiegen, in 2 Fallen war CRP schneller

und in 16 Fallen PCT (um ca. einen Tag) schneller angestiegen.

In dieser Untersuchung bedeutet das einen gewissen zeitlichen Vorteil von
PCT gegenuber CRP in ca. 70 % der Falle.
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4.2 ROC-Kurven

Die Receiver Operating Characteristics (ROC) Analyse dient zur Beurteilung der
diagnostischen Qualitat der gewahlten Parameter. Der Begriff stammt
ursprunglich aus der Nachrichtentechnik und dient hier zur Beurteilung der
Signalerkennung. Die Analyse gibt den Zusammenhang zwischen richtig und
falsch erkannten Signalen (Testentscheidung) wieder.

Die ROC-Kurve ist grafisch gesehen eine Darstellung, in der man die Sensitivitat
gegen 100 % Spezifitat (1 — Spezifitat) in Abhangigkeit von gewahlten
Schwellenwerten (cut-off-Werten) auftragt. Eine Erhohung der Sensitivitat geht zu
Lasten der Spezifitat und eine Erhohung der Spezifitat zu Lasten der Sensitivitat.
Diesen Zusammenhang kann man mit Hilfe von ROC-Kurven analysieren.

Ein guter diagnostischer Parameter weist wenig Verlust an Spezifitat auf,
wahrend die Sensitivitat stetig zunimmt. Erst bei hdheren Werten der Sensitivitat
resultiert eine Verminderung der Spezifitat

Eine ROC-Kurve wird umso besser gewertet, je starker sie sich in die linke obere
Ecke des Koordinatensystems krummt. Ein Mal} fur die Gesamtgenauigkeit eines
Parameters ist die Flache unter seiner ROC-Kurve. Je groRer die Flache, desto

besser ist der Parameter fur die Fragestellung geeignet (Krentz H 2002).

Im Vergleich zu CRP hat PCT in den ROC-Kurven (im Bezug auf die Merkmale
mutterliche Entzindungszeichen und/oder histologische Entzindungszeichen der
Plazenta) eine Sensitivitat von 97 % und eine Spezifitat von 40 % ( bei einem
Grenzwert fur PCT von 0,375 ng/ml, der gut mit den Grenzwerten der Literatur
korreliert). Bei CRP liegt die Sensitivitat bei 50 %, die Spezifitat bei 73 % (bei

einem Grenzwert von 3,2 mg/l).
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4.2.1 ROC-Kurven fur histopathologisch gesichertes AlS

Tab.5: glltige N
Gruppe B (listenweise)
positiv(a) 15
negativ 15 ROC-Kurve
Quelle der Kurve
1,0 —
A
|r - — —PCT max
o CRP max
0,8 i Bezugslinie
0,6 i |
I
Sensitivitat g
04—
O,2—é
0.0 | | | |
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1 - Spezifitat

Abb.11: ROC-Kurven von CRP und PCT in der Gruppe B zur Darstellung
von Sensitivitat und Spezifitat in Bezug auf eine histologisch gesicherte

Chorioamnio

nitis

Verarbeitete Félle
Flache unter der Kurve

asymptotisches 95%
Tab.6: Konfidenzintervall
Standard- | asymptotische
Gruppe B Flache fehler(a) Signifikanz(b) | Untergrenze | Obergrenze
PCT ,793 ,082 ,006 ,633 ,954
CRP ,798 ,082 ,005 ,637 ,959
a Unter der nichtparametrischen Annahme, b Nullhypothese: Wahrheitsflache = 0.5
positiv, wenn
groRer oder
Gruppe B gleich(a) Sensitivitdt | 1 - Spezifitat
-,8100 1,000 1,000
Cut-off-Werte 2050 1,000 933
PCT in ,2600 1,000 ,800
ng/ml ,3250 ,933 , 733
,3550 ,933 ,667
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Cut-off-Werte
far

CRPin

mg/dl

4.2.2 ROC-Kurven fir gesicherte AIS und / oder mutterliche
Infektionszeichen

,3750
,4400
,5450
,7950
1,0950
1,2650
1,3430
1,3680
1,4350
1,5050
1,5250
1,7150
2,1350
2,8550
3,4000
3,6800
4,2650
5,4450
7,2605
16,7555
31,1950
38,7700
41,4000
-1,000
,050
,150
,500
1,050
1,350
1,450
1,700
2,100
2,900
3,550
3,650
4,300
5,100
5,550
5,950
6,200
6,650
9,050
15,200
19,550

20,750
22,700

,933
,867
,867
,800
,800
,800
,800
,733
,667
,600
,600
,633
,633
,633
,633
467
,400
,333
,267
,200
,133
,067
,000
1,000
,933
,867
,867
,800
,800
,800
,733
,667
,667
,600
,600
,600
,633
,633
467
,400
,333
,267
,200
,133

,067
,000

,600
,600
,533
,633
467
,400
,333
,333
,333
,333
,200
,200
,133
,067
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,667
,600
,533
,533
467
,333
,333
,333
,267
,267
,200
,133
,067
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000

,000
,000

Tab.7:

Koordinaten der Kurve zur
Ermittelung der Cut-Off-Werte
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Tab.8: Verarbeitete Félle

Gruppe glltige N
B+C (listenweise)
positiv 32
negativ 15
ROC-Kurve
1,0 —
Quelle der Kurve
PCT max
|— CRP max
0,8— Bezugslinie
—
i 06— _ —
=
»
c
3 0,4—|'_'
0.2
0.0 | | | |
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1 - Spezifitat

Diagonale Segmente ergeben sich aus Bindungen.

Abb. 12: ROC-Kurven von CRP und PCT in der Gruppe B+C zur Darstellung
von Sensitivitat und Spezifitat in Bezug auf eine bestehende oder

beginnende Chorioamnionitis, bzw. mutterlichen Infektionszeichen

Tab.9: Flache unter der Kurve

asymptotisches 95 %
Konfidenzintervall
Variable(n) fur Standard- | asymptotische
Testergebnis Flache fehler(a) Signifikanz(b) Untergrenze | Obergrenze
PCT ,784 ,068 ,002 ,652 ,917
CRP ,715 ,075 ,019 ,567 ,862

a Unter der nichtparametrischen Annahme b Nullhypothese: Wahrheitsflache = 0.5

Tab.10: Koordinaten der Kurve zur Ermittelung der Cut-Off-Werte
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Variable(n) fur

Positiv, wenn
groRer oder

Testergebnis gleich(a) Sensitivitdt | 1 - Spezifitat
Cut-off-Werte

fur PCT in ,2050 1,000 ,933

ng/ml

,2600 1,000 ,800

,3250 ,969 ,733

,3550 ,969 ,667

,3750 ,969 ,600

,4250 ,938 ,600

4750 ,906 ,600

,4950 ,906 ,533

,5350 ,875 ,533

,5850 ,844 ,533

,6550 ,813 ,533

, 7950 ,781 ,533

,9350 ,750 ,533

1,0950 ,750 467

1,2150 ,750 ,400

1,2350 , 719 ,400

1,2850 ,688 ,400

1,3430 ,688 ,333

1,3680 ,656 ,333

1,4350 ,625 ,333

1,5050 ,594 ,333

1,5250 ,594 ,200

1,7150 ,563 ,200

2,1350 ,563 ,133

2,4000 ,563 ,067

2,4700 ,531 ,067

2,5500 ,500 ,067

2,7700 ,469 ,067

3,1450 ,438 ,067

3,4000 ,438 ,000

3,6650 ,406 ,000

3,8850 ,375 ,000

4,2650 ,344 ,000

5,1550 ,313 ,000

5,9700 ,281 ,000

7,2605 ,250 ,000

9,2805 ,219 ,000

12,6350 ,188 ,000
Cut-off-Werte

fur CRP in ,050 ,875 ,667

mg/dl

,150 ,813 ,600

,400 ,813 ,533

,700 ,781 ,533

1,000 ,719 ,533

1,250 ,688 ,533

1,350 ,688 467
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1,450
1,600
1,750
1,850
2,100
2,600
3,200
3,550
3,650
3,800
4,400
5,100
5,550
5,950
6,200
6,650
7,800
8,950
10,200
15,050
19,150
19,550
20,000
20,950
27,050
33,400

688
656
625
594
563
531
,500
469
469
469
438
406
406
375
344
313
281
250
219
188
156
125
,094
,063
,031
,000

,333
,333
,333
,333
,333
,267
,267
,267
,200
,133
,133
,067
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
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4.3 Drop-outs und Kasuistiken

Folgende 5 Patienten gingen nicht in die Auswertungen mit ein.

1. Bei Patient 1 und 2 lag bei unauffalligen mutterlichen Infektionszeichen keine
Plazentahistologie vor, so dass eine sichere Zuordnung in die Kontrollgruppe

nicht moglich war.

2. Bei Patient Nummer 21 liegt eine nachgewiesene CMV-Infektion der Mutter
vor, sowie eine histologisches Korrelat fur eine virale Infektion der Plazenta. Im
Gegensatz zum erhdhten CRP bleibt in diesem Fall die PCT-Konzentration
niedrig (unter 0,5 ng/ml). Dies ist bei viralen Infektionen ein haufiger Befund
(Gendrel G 1997).

40

35

30 ——CRP mg/l

—8—PCT
25 A ng/ml

20 A

| e
Ll >

08.11.1998 09.11.1998 10.11.1998/0h 11.11.1998 12.11.1998 13.11.1998/11h 14.11.1998 15.11.1998 16.11.1998

Abb. 13: PCT- und CRP-Verlauf bei einer viralen Infektion
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3. Bei Patient 42 lag nach Notsectio eine Blut- und Fruchtwasseraspiration
mit stark erhohten PCT-Werten vor. Dass gerade bei Inhalationstraumen
die PCT-Werte stark ansteigen, war schon in den 90er Jahren bekannt und
inital zusammen mit der Onkologie einer der Hauptschwerpunkte bei den
Untersuchungen von PCT (Bohoun C 2000; Nylen ES ef a/. 1996).

45 4

40

35 -

30 -

—&— CRP mg/I

25
/ \ —8—PCT ng/ml

20

11.04.1999 10h 12.04.99 13.04.99 14.04.1999 15.04.1999 16.04.1999  17.04.1999  18.04.1999  19.04.1999  20.04.1999

Abb. 14: PCT- und CRP-Verlauf nach Aspiration von blutigem Fruchtwasser
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4. Bei Patient Nummer 48 lagen bei unauffaligem Plazentabefund und
unauffalliger Anamnese der Mutter, bei wahrscheinlich nosokomialer
Infektion des Kindes mit Klebsiellen extrem erhohte PCT-Konzentrationen
(beginnend am 3. LT, max. am 9. LT) im Serum vor.
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60 +
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—4&@—CRP mg/|

—8—pCT ng/ml
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Q Q .
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Abb. 15: CRP- und PCT-Verlauf bei nosokomialer (late-onset) Infektion
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5. Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Validitat von PCT bei FG als
moglichen Inflammationsparameter innerhalb der ersten Lebenstage zur frihzeitigen
Erkennung eines AIS bzw. von pranatalen mutterlichen Zeichen einer Infektion als
mogliche Vorstufe zum AlS.

Als Vergleich wurde CRP als klassischer Infektionsparameter gewahlt.

5.1.1 Verteilung der PCT-Werte

Bei der Verteilung der PCT-Werte in den ersten Lebenstagen, decken sich unsere
Beobachtungen gut mit denen, die bisher an Reifgeborenen innerhalb der ersten
beiden Lebenstagen gemacht worden sind (Chiesa C 1998).

In unserem Kollektiv von FG (n=52) finden sich naturgemal} haufig mutterliche
Komplikationen, wie z. B. eine Infektion oder ein vorz. Blasensprung, die auch zu
einer Frihgeborenheit fuhren konnen (Ugwumadu A. ef a/. 2003). Dies erklart auch
die kleine Fallzahl der Kontrollgruppe (Gruppe A, n=15) und muss bei der
Verwendung der dargestellten PCT-Perzentilen bedacht werden.

Weiterhin ist bisher nicht geklart, ob nicht noch andere Faktoren wie z. B. Hypoxie
den PCT-Verlauf beeinflussen. So dienen diese Perzentilen fur FG nur zur
Veranschaulichung des PCT-Verlaufes bei einer kleinen Fallzahl einer heterogenen
Gruppe in den ersten Lebenstagen. Zur Erstellung von validen PCT-Perzentilen bei
Frihgeborenen sind aus oben genannten Grunden sicher groRere Kollektive

notwendig.

In wieweit die generelle Erhohung der PCT Werte vom 2. bis 4. LT zu interpretieren
ist, bleibt noch unklar. Ob es sich dabei um eine physiologische inflammatorische
Reaktion auf den Umgebungswechsel im Sinne einer ersten Auseinandersetzung mit
der neuen bakteriologischen Umgebung, z. B. Uber die Lunge durch eine milde
Stimulation der pulmonalen neuroendokrinen Zellen handelt, analog zu den
Untersuchungen der chemischen und bakteriellen Pneumonitis (Nylen ES ef al.
1996), oder andere Stressfaktoren unter der Geburt zur Induktion von PCT fuhren, ist

bisher noch nicht belegt. Im Bezug zum zeitlichen Zusammenhang wurde allerdings
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der Abstand zum Beginn der PCT-Erhdhung am 2. LT zur Geburt sprechen, da
bekannt ist, dass nach initialer Induktion von PCT mittels Endotoxinapplikation nach
ca. 24 Std. PCT ein erstes Konzentrationsplateau im Serum erreicht (Chiesa C 2003;
Dandona ef al. 1994).

5.1.2 PCT und Hypoxie

Bei Untersuchungen bei Verbrennungen zeigte sich eine frihe Induktion von PCT,
ohne dass TNF-a oder Endotoxin nachweissbar erhoht gewesen waren. Offenbar
kann PCT nach Verbrennungen durch andere Faktoren als Infektion, bakterielles
Endotoxin, bakterielle Translokation und TNF-a induziert werden. PCT korrelierte hier
mit dem Ausmald der Gewebsschadigung und mit den Serum-Laktat-Spiegeln, die
Ausdruck der Gewebsschadigung sind (Hypoxie) (Carsin H 1997).

Anhnliche Ergebnisse lieferten auch die Untersuchungen zu Inhalationstraumata
(Nylen ES 1992), hier wurde schon frihzeitig die Herkunft der Calcitoninmolekule bei
den Neuroendokrinen Zellen des Bronchialepithels vermutet, fur die eine Hyperplasie
und Freisetzung von Calcitonin-Vorlaufern durch Zigarettenrauch schon langer
bekannt ist (Tabassian AR 1988).

Ob die Hypoxie unter der Geburt ein weiterer moglicher Induktionsfaktor fur PCT ist,
bleibt ebenfalls noch zu klaren. Eine der bisher hochsten gemessenen PCT-
Konzentrationen im Serum fand man bei einem Patienten nach Herzstillstand,
protrahierter Reanimation und anschlieBender ausgepragter hypoxischer
Enzephalopathie (Lateef A 2005). Ob in diesem Fall die Translokation von Bakterien,
bzw. Endotoxin durch die Barrierestorungen des Darmes nach Kreislaufstillstand als
Erklarung ausreicht, bleibt bisher unklar (Meisner M 2000).

Weiterhin gibt es inzwischen auch Daten Uber eine Korrelation von Protein S100 mit
PCT bzgl. dem neurologischen Outcome von Patienten nach Herzstillstand ohne
bestehende Infektionszeichen (Fries M 2003).

Das Protein S100B als Verlaufsparameter z. B. bei hypoxischer Enzephalopathie

auch in der Padiatrie einen Stellenwert einnimmt und zunehmend an Bedeutung
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gewinnt, zeigen die Ergebnisse zahlreicher Untersuchungen (Meyer S & Gortner L
2006).

5.2 Vergleich PCT und CRP

Der Vergleich zwischen der Kontrollgruppe A (n=15) und der Gruppe B mit der
histologisch gesicherten AIS (n=15) ergab eine ahnliche Sensitivitat und Spezifitat fur
PCT (87 % u. 47 % bei 0,55 ng/ml) und CRP (80 % u. 47 % bei 1,05 mg/l).

Nimmt man aber die Gruppe mit den entzindlichen Veranderungen innerhalb der
Plazenta, den Eihauten und die Gruppe mit den klinischen mutterlichen
Entzindungszeichen, sowie den vorzeitigen Blasensprung als mogliche Vorstufe des
AIS in die Auswertung hinzu (Gruppe C), schneidet PCT im Gegensatz zu CRP
bezlglich Sensitivitat und Spezifitat in dieser Untersuchung etwas besser ab PCT
(91 % u. 47 % bei 0,5 ng/ml) und CRP (72 % u. 47 % bei 1,0 mg/l).

Diese Ergebnisse sind stimmig und erganzen sich gut mit den bisher gemachten
Beobachtungen (Janota ef a/. 2001).

Z. B. 120 Neugeborenen (davon aber nur 32 Friuhgeborene), Sensitivitat von PCT bei
der bakteriologischen neonatalen Sepsis, negativ pradiktiver Wert von 93 %
(Guibourdenche J 2002).

In Untersuchungen des Nabelschnurblutes reifer Neugeborener fanden sich
ebenfalls signifikant erhohte PCT-Werte mit einer Sensitivitat von 87,5 % und

Spezifitat von 98,7 % in Erkennung einer early-onset Sepsis (Joram M 2006).

Oder 2005 bei hypotrophen FG in Bezug auf die diagnostische Wertigkeit von PCT
(cut off 0,5 ng/ml, Sensitivitat 97 %) bei der Late-Onset-Sepsis im Vergleich zu CRP
(cut off 0,8 mg/dl, Sensitivitat 73 %) (Ramesh Vazzalwar 2005).

Hier stellt das Problem der CRP-Bestimmungen oft ein Problem dar, die oft erst ab 5
mg/l beginnen und damit einen Einsatz in der Fruhdiagnostik als nicht sinnvoll

erscheinen.
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Diskussion

In der Praxis finden sich daher Kombinationen eines sensitiver ,Fruhmarker® (z. B.
IL-6, IL-8) mit einem spezifischen ,Spatmarker” (z. B. CRP) eine Anwendung.

Der neueren Literatur zufolge gibt es Hinweise auf bestimmte Vorteile von PCT
gegenuber IL-6 und CRP in der sehr fruhen Diagnose einer Infektion innerhalb der

ersten 12 Lebensstunden eines Neugeborenen (Resch B 2003).

Hier scheinen vor allem die altersspezifischen Grenzwerte zur Beurteilung der

Laborergebnisse eine tragende Rolle zu spielen (Chiesa C 2003).

5.3 Klinische Bedeutung

Der zeitliche Gewinn durch PCT konnte bei FG mit geringen Geburtsgewicht und der
damit verbundenen extrem kurzen Latenzzeit von einer bakteriellen Infektion bis zur
generalisierten Sepsis als zusatzliche Hilfe bei einer frihzeitigen Diagnose eines AIS
genutzt werden.

Weiterhin bietet die Differenzierungsmoglichkeit von PCT zwischen bakteriellen und

viralen Infektionen einen Vorteil bei Therapieentscheidungen.

5.3 Ausblick
Der Einsatz von PCT als Frihmarker bei bakteriellen Infektionen ist sicherlich auch
im weiteren Verlauf der Neonatalphase, z. B. zur frlhzeitigen Erkennung und

Differenzierung von nosokomialen Infektionen sinnvoll.

Die weiteren Zusammenhange von Hypoxie, intrauteriner Wachstumsretardierung,
Inflammation und PCT in der Perinatalzeit sind noch zu klaren.

Inwieweit hier gemeinsame inflammatorische Signaltransduktionen maoglich sind, ist
ebenfalls noch unklar. Diese zu entschlisseln um noch effektivere, sichere und
frihzeitige Diagnosemoglichkeiten zu erhalten, wird eine der zukunftigen

Herausforderungen sein.
Die bisher experimentelle Immunoneutralisation mittels spezifischen PCT-

Antikorpern stellt in fernerer Zukunft eventuell eine weitere Therapieoption der

Sepsis dar.
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Anhang

5.4 Anhang
Tab.11: Ausgangswerte
Patient Geschl. Plaz. Mitterl. PCT CRP
Nr. m=1 Histo Infekt. maxin max in
w=2 pos=1 pos=1 ng/ml mg/dl
neg=2 neg=2
1 1 1 3,13 3,3
2 1 1 0,63 29
3 2 2 2 1,52 53
4 1 1 1 37,14 11,1
5 2 1 2 6,26 1,9
6 1 2 1 0,88 29
7 2 1 15,65 32,4
8 1 1 5,68 19,0
9 2 2 2 0,22 1,3
10 1 2 1 10,30 9,3
11 2 2 1 0,71 0,0
12 2 1 2 1,53 1,5
13 2 1 1 0,39 5,8
14 1 1 2 0,60 21,7
15 2 2 2 0,49 0,0
16 2 1 2 0,30 0,0
17 2 2 2 1,90 0,0
18 1 2 2 0,30 0,2
19 2 2 2 0,22 0,0
20 2 2 2 0,35 0,0
21 1 0,48 7.9
22 1 1 1 25,25 0,8
23 2 2 2 1,20 0,0
24 1 2 2 1,52 3,6
25 2 2 1 0,57 2,3
26 1 1 2 4,63 3,5
27 1 1 2 3,46 0,1
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Anhang

28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
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43
44
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52

N N =2 aa aa N DMNDN @2« a aa DD DND 2 2 DD D a b D D a -

= N NN DNMNMNDN-=22DNDN-=22DNMN -2 DNDN

N N N N N N NN 2

=N 2 A N, A a a2 DD DN DO aa DD 2 DNV OO D AN

0,19
2,51
1,49
0,99
40,40
1,33
0,46
1,38
1,24
2,37
0,36
2,59
62,61
1,36
38,60
8,26
3,90
0,50
14,97
2,95
9,53
2,43
1,23
3,34
3,87

3,7
8,6
6,3
1,4
6,1
1,4
0,0
7,0
0,1
2,3
0,1
1,7
20,2
19,3
0,8
19,8
4,9
0,0
0,6
1,8
1,1
1,2
3,9
4,9
0,8
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