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EINLEITUNG

1 Einleitung
1.1 Hintergrund

Nach unfallchirurgischen Eingriffen sind postoperative Komplikationen eine
haufige Erscheinung (1-3). Insbesondere bei Tabakkonsumenten werden
vermehrt Komplikationen wie eine gestdorte Wundheilung oder Infektionen
beobachtet (1, 4-14). Tabakkonsum zahlt in Deutschland neben Alkohol zu den
am weitesten verbreiteten Abhangigkeitserkrankungen (15) und stellt somit das
grolite vermeidbare Gesundheitsrisiko dar (16-19). Dies hat weitreichende
Auswirkungen auf das Leben der Patienten und kann zu einer reduzierten
Lebensqualitat, einem prolongierten Heilungsverlauf, moglichen
Funktionsverlusten und der potenziellen Gefahr der Entwicklung von
schwerwiegenden Komplikationen fuhren (10, 12-14, 20-23). Aspera-Werz et al.
(2019) ebenso wie Ehnert et al. (2019) konnten bereits in ihren
wissenschaftlichen Studie nachweisen, dass ein langjahriger regelmaliger
Tabakkonsum sehr haufig mit der Entwicklung postoperativer Komplikationen
nach orthopadischen Eingriffen in dieser Patientengruppe verbunden ist (6, 24).
In Folge dessen kommt es oftmals zu einem signifikant prolongierten
Krankenhausaufenthalt fur die Patienten, was wiederum mit einer betrachtlichen
Steigerung der Behandlungskosten einhergeht (5, 21, 25-29). Im Jahr 2018
verursachten die rauchbedingten medizinischen Kosten in Deutschland rund
27 Milliarden Euro (27).

Nicht nur die zusatzliche finanzielle Belastung, sondern auch die potenzielle
Uberlastung der Krankenh&user und ihres Personals in dieser Situation stellen
das Gesundheitssystem vor gro3e Herausforderungen (21, 25, 27, 28, 30).

In klinischen Studien konnte bereits nachgewiesen werden, dass Nikotinabusus
unter anderem auch immunsuppressive Effekte hervorruft (31, 32). Vor diesem
Hintergrund ist die frihzeitige Komplikationspravention bei Risikopatienten
besonders wichtig. Diese Notwendigkeit bildet die Grundlage und Motivation flr
diese Arbeit und stellt einen weiteren interessanten Aspekt der
wissenschaftlichen Forschung dar. Insbesondere die Auswirkungen auf die

zelluldre Funktionsweise des Immunsystems sind zu untersuchen, da sich der
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EINLEITUNG

Konsum von Tabak sowohl auf die angeborene als auch auf die erworbene

Immunantwort auswirkt (33, 34).

Das Rauchen von Tabak hat nachweislich Auswirkungen auf die Sekretion von
Zytokinen durch Monozyten, Makrophagen und dendritische Zellen und kann
zudem ihre Fahigkeit beeintrachtigen, die Proliferation von T-Zellen auszulésen
(35).

1.2 Rauchen

.,Rauchen ist definiert als bewusstes Einatmen von Rauch verbrennender
Pflanzenteile (nikotinhaltigen Tabakpflanzen — Nicotiana tabacum) bis in die
Mundhohle, tiefen Atemwege sowie Lunge in Form von Zigaretten,

Zigarillos/Zigarren oder Pfeifen” (36).

Im Jahr 2021 rauchten laut des epidemiologischen Suchtsurvey deutschlandweit
etwa 11,6 Millionen Menschen im Alter von 18 bis 64 Jahren, was einem Anteil
von 22,7 % der deutschen Gesamtbevolkerung entspricht (15). Insbesondere in
der Altersgruppe von 30 bis 44 Jahren zeigt sich im Rauchverhalten die hochste
Pravalenz (37 %) (37).

Bis zu Beginn der Coronapandemie konnte ein leichter Rickgang der
Konsumentenanzahl  beobachtet werden, was auf verschiedenste
Praventionsmalinahmen der vergangenen Jahre zurlckzufuhren war (16).
Ein erneuter Anstieg der Konsumentenzahl konnte jedoch wahrend der
Coronapandemie beobachtet werden (29, 38-40). Rauchen fungiert oftmals als
eine Art Ventil fur psychische Belastungen (38). Die wahrend der
Covid-19-Pandemie gestiegenen Konsumentenzahlen kdénnten daher auf einen
erhdhten psychischen Stress wahrend dieser Zeit hinweisen (38).
Die deutsche Bundesregierung hat weiterhin vorrangig das Ziel, die Anzahl der
Tabakkonsumenten zu senken (41). Um dieses Ziel zu erreichen, werden
weiterhin  MalRnahmen wie beispielsweise Praventionskampagnen, weitere
Gesetze zur Verpackung von Tabakerzeugnissen, Werbebeschrankungen sowie

die Sensibilisierung fur die Folgen des Tabakkonsums angestrebt (41).

13



EINLEITUNG

Die Folgen von kontinuierlichem Tabakkonsum sind vielfaltig und weitreichend
(42). In der heutigen Zeit stellt Nikotinabusus die Hauptursache flr
verschiedenste  Erkrankungen  wie  Atemwegserkrankungen  (COPD,
Lungenemphysem), Herz-Kreislauf-Erkrankungen (Arteriosklerose, Herzinfarkt),
gestorte  Knochen- und Wundheilung, rheumatische Erkrankungen,
Parodontalerkrankungen sowie verschiedenste Krebsformen und dadurch
verursachte Todesfalle dar (9, 17, 29, 43).

Laut Angaben des Bundesministeriums flur Gesundheit (Stand 3. Januar 2024)
fuhrt der regelmaflige Tabakkonsum in Deutschland jahrlich zu circa 127.000
Todesfallen (29, 41).

Im Tabak sowie in dessen Rauch sind mehr als 9500 chemische Verbindungen
in einer komplexen Mischung enthalten, welche als gesundheitsschadlich und
kanzerogen einzustufen sind (18, 44-46). Nikotin, als eines der prominentesten
Inhaltstoffe des schadlichen Tabaks, entfaltet seine Wirkung vorrangig im
Gehirn (46). Zusatzlich gilt es als der pharmakologisch aktivste Inhaltsstoff des
Tabakrauchs (47), weshalb ihm ein enormes Abhangigkeitspotenzial

zugeschrieben wird (46, 48).

Beim Rauchen werden pro Zigarette ein bis zwei Milligramm Nikotin in den Korper
aufgenommen (49). Innerhalb weniger Sekunden gelangt das Nikotin
unverandert Uber die Lunge in den Blutkreislauf und anschlieRend ins Gehirn
(49). Dort bindet es an nikotinerge Acetylcholinrezeptoren auf Ganglien des
autonomen Nervensystems und beeinflusst infolgedessen verschiedenste
Korperprozesse (49). Durch den Konsum von Tabak wird im Gehirn die
Freisetzung verschiedener psychisch aktiver Neurotransmitter wie Serotonin,
Dopamin, GABA (y-Aminobuttersaure), Glutamat, Noradrenalin, Acetylcholin und
viele weitere geférdert (49). Die Entstehung der Abhangigkeit beruht darauf, dass
der Korper im Laufe der Zeit eine Toleranz gegenuber dem Nikotin entwickelt
(49). Dies resultiert in einem steigenden Verlangen und der Erfordernis einer
kontinuierlich héheren Nikotindosis, um den ersehnten Effekt zu erzielen und

Entzugserscheinungen zu vermeiden (49).
Die Zusammensetzung von Zigaretten ist komplex, wobei neben dem toxischen
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EINLEITUNG

Alkaloid Nikotin weitere schadliche Inhaltsstoffe enthalten sind (46). Diese
werden als Tabakzusatze von der Tabakindustrie beigefigt, um den
Tabakkonsum fur Konsumenten attraktiver zu gestalten (46). Zu diesen
schadlichen Bestandteilen gehdren unter anderem Acetaldehyd, polyzyklische
Wasserstoffe, flichtige Kohlenwasserstoffe, tabakspezifische Nitrosamine sowie

verschiedene Schwermetalle (46).

1.2.1 Quantifizierung des Zigarettenkonsums

Zur Quantifizierung des Zigarettenrauchkonsums wird vorwiegend die Einheit
.pack year - PY* verwendet (50, 51). Sie beschreibt die Dosis des Rauchens von
Zigaretten und ermoglicht das Abschatzen der konsumierten Zigaretten (51).
Ein PY beschreibt das Rauchen von einer Packung mit 20 Zigaretten pro Tag fur
ein Jahr. Berechnet werden kann die Rauchdosis individuell mit folgender
Formel:

pro Tag gerauchte Zigaretten
20

Anzahl Packungsjahre = ( )x (Anzahl Raucherjahre)

15



EINLEITUNG

1.2.2 Gesundheitliche Auswirkungen des Tabakkonsums

Tabakkonsum hat negative Auswirkungen auf unterschiedlichste Organsysteme
mitsamt bestehenden Krankheiten wie Herzkreislauf-, Atemwegs- oder
Autoimmunerkrankungen, Durchblutungs- oder Wundheilungsstorungen,
Nierenversagen, Apoplex, Arteriosklerose und neben kardiovaskularen und
pulmologischen auch onkologische Erkrankungen (17, 33, 52-55). Ebenso
steigert der Konsum von Tabak das Risiko einer Diabetes Typ-2 Erkrankung (56,
57).

Die Wahrscheinlichkeit, rauchbedingte Krankheiten zu entwickeln, steigt in
Abhangigkeit von der Rauchdosis. Dabei ist die Berucksichtigung der Intensitat
wichtig, jedoch spielt die Dauer des Tabakkonsums eine noch entscheidendere
Rolle (51).

Verschiedene Studien haben bereits nachgewiesen, dass Nikotin eine
schadliche Wirkung auf das korpereigene Abwehrsystem ausuibt (55, 58) und
eine immunsuppressive Wirkung hat (32, 33, 47). Der regelmalige
Tabakkonsum durch das Rauchen von Zigaretten erhoht erheblich die
Anfalligkeit dieser Patienten fur die Entwicklung von postoperativen
Komplikationen (6, 11, 24, 59). Das Tabakrauchen setzt eine Vielzahl von
toxischen Substanzen frei, die nicht nur schadliche Auswirkungen auf die
Atemwege und andere Korperfunktionen, einschlieBlich der Immunfunktion
haben, sondern auch mit der Entstehung von weiteren Erkrankungen wie
Diabetes mellitus Typ-2, Arteriosklerose und krebserregenden Effekten
verbunden sind (43, 55, 60). Dies hat tiefgreifende Auswirkungen auch auf die
zellulare Funktionsweise des Immunsystems, indem die Nikotinexposition
sowohl die zellulare als auch die humorale Immunantwort dieses Systems
verandern (33). So nehmen diese Substanzen Einfluss auf die Entwicklung, die
Produktion von Zytokinen und die Wirkung von angeborenen Immunzellen wie
dendritische Zellen (DCs), Makrophagen und natirliche Killerzellen (NK) (33).
Zudem werden adaptiven Immunzellen wie zytotoxische CD8" T-Zellen, CD4*
regulatorische T-Zellen und T- und B-Gedachtniszell-Lymphozyten beeinflusst

(33). Letztlich flhrt dies im Organismus zu entzindlichen Reaktionen bis hin zu
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EINLEITUNG

einer gestorten Funktion der Immunzellen (43). Ebenfalls die Exposition
gegenuber Passivrauch erhoht bereits nicht nur das Risiko fur schwerwiegende
Erkrankungen, sondern steigert ebenfalls die Anfalligkeit fur postoperative

Komplikationen (61).

Fur den klinischen Alltag der Unfallchirurgie ist von besonderer Bedeutung, dass
der Konsum von Nikotin ein vermeidbarer Risikofaktor flr metabolische
Knochenerkrankungen darstellt, wie Ehnert et al. ebenso wie Aspera et al. bereits
in ihren wissenschaftlichen Studien 2019 belegen konnten (6, 24). Das Rauchen
von Nikotin-haltigen Zigaretten beeintrachtigt den Knochenstoffwechsel und fuhrt
zur verzogerten Frakturheilung (6, 8, 24). Begrindet liegt dies vor allem in dem
schadlichen Einfluss des Rauchens auf die Differenzierung von Stammzellen zu
Knochenzellen und die Mineralisierung des Knochens wahrend der Phase der
Frakturheilung (8, 59). Der Konsum von Tabak tragt daruber hinaus zu einer
Steigerung der Anzahl an knochenabbauenden Zellen bei, fuhrt also zu einer
erhohten Osteoklastenaktivitat (8, 59). Dies kann beispielsweise zur Entstehung
von Pseudarthrosen flhren, indem zum Beispiel Knochenbriiche nicht verheilen

oder sogar die Notwendigkeit einer Revisionsoperation bedingen (6, 24, 62).

Dartber hinaus fuhrt regelmalliger Tabakkonsum zu Veranderungen der
Zytokinspiegel im Blut, was ein Ungleichgewicht in der Zytokinregulation bei den
betroffenen Patienten zur Folge hat (24, 35, 63-66). Da Zytokine eine
entscheidende Rolle in der Regulierung von Entzindungsreaktionen spielen,
kann die Blutanalyse wertvolle Erkenntnisse Uber verschiedene
Krankheitsmuster geben (31, 53, 63, 67, 68).

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt daher auf der Analyse von Zytokinen, da
diese je nach Krankheitsbild und Rauchverhalten/-exposition dadurch besonders
beeinflusst sein kdnnen (68). Die nachfolgende Abbildung 1 (46) veranschaulicht
die umfangreichen Auswirkungen des Zigarettenrauchens auf den gesamten

menschlichen Organismus.
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Gesundheitsschdden durch = Zigarettenrauchen

Krebs Krebspatienten/-patientinnen

[l Rachen M Akute Myeloische Leukamie B Nieren und Harnleiter W Verschlechterung des Gesundheits-
M Kehlkopf M Brust* M Blase zustandes bei Krebspatienten/

M Speiseréhre B Magen Ml Dick- und Enddarm -patientinnen und Uberlebenden

M Luftréhre M Leber W Gebarmutterhals M erhohtes Risiko fiir weitere Krebs-
M Lunge B Bauchspeicheldriise B Muzindse Ovarialtumoren erkrankungen bei Uberlebenden
Gehirn Augen

W Abhangigkeit \ M Blindheit

W zerebrovaskulare Erkrankungen (Schlaganfall) W Katarakte (grauer Star)

M altersbedingte Makuladegeneration
Atemwege
W akute Erkrankungen der Atemwege
(Lungenentziindung etc.)
W chronische Erkrankungen der Atemwege

Zihne und Zahnhalteapparat
M Parodontose
M Karies*

(Atemnot etc.) B Versagen von Zahnimplantaten*
B chronisch obstruktive Lungenerkrankung

(CoPD) Stoffwechsel
M Tuberkulose B Typ-2-Diabetes
W Asthma

Magen und Darm

Herz-Kreislaufsystem B Magengeschwiire

W koronare Herzerkrankungen (Herzinfarkt) W chronisch entzindliche
I Atherosklerose Darmerkrankungen*
M periphere arterielle Verschlusserkrankungen |
B Aneurysma der Bauchaorta
» o

Knochen und Gelenke e
B rheumatische Arthritis
W verminderte Knochenstarke |

bei Frauen nach der Menopause | Fortpflanzung

B verminderte Fruchtbarkeit
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Zu den Gesundheitsschaden durch Zigarren- und Pfeifenrauchen liegen wesentlich weniger Studien vor als zu
den Folgen des Zigarettenrauchens; daher sind derzeit nur wenige Folgen des Zigarren- und Pfeifenrauchens bekannt.

Gesundheitsschiden durch [l] Zigaretten-, [l] Zigarren- und [] Pfeifenrauchen

Abbildung 1: Gesundheitliche Folgen des Tabakrauchens aus dem Tabakatlas Deutschland 2020 des
Deutschen Krebsforschungszentrum, S.19 (46)
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1.3 Postoperative Komplikationen

Unter postoperativen Komplikationen versteht man Entitaten, die durch operative
Eingriffe verursacht werden konnen. Dazu zahlen im Allgemeinen Hamatome,
kardiovaskulare Komplikationen, tiefe Beinvenenthrombosen, Lungenembolien
und -entziindungen sowie Blutungen, Nachblutungen, Verletzungen umliegender
Strukturen, Infektionen, Knochen- und Wundheilungsstérungen (69, 70).
Postoperative Komplikationen tragen wesentlich zu einer gesteigerten Morbiditat
und Mortalitat bei (25). Sie fuhren zu einem verzdgerten Heilungsprozess und
einer langeren Krankenhausverweildauer (8, 20-26). Darlber hinaus kann sich
dies in einem erhdhten Behandlungsaufwand niederschlagen, bedingt durch
moglicherweise zusatzlich erforderliche therapeutische MalRnahmen und fuhrt

somit ebenfalls zu erheblich gesteigerten Behandlungskosten (20, 25, 26, 30).

Vor jeder Operation werden Patienten grundsatzlich schriftlich und mundlich
durch Aufklarung in Form eines Gesprachs und eines Aufklarungsbogen

transparent Uber die mdglichen postoperativen Komplikationen informiert.

Die Gefahr der Entwicklung von postoperativen Komplikationen besteht
prinzipiell fur alle Patienten, wobei das Risiko fir Patienten, die einen
regelmanigen Tabakkonsum aufweisen, besonders erhoht ist (1, 6-8, 24, 28, 48,
71). Der tagliche Tabakkonsum sowie regelmalfliger Alkoholkonsum steigern das
Risiko von auftretenden Komplikationen nach Fraktur und operativen Eingriffen
beispielsweise um das Zwei- bis Vierfache (72). Besonders die schadlichen
Auswirkungen des Zigarettenrauchens auf den Knochenmetabolismus stellen
einen vermeidbaren Risikofaktor fur metabolische Knochenerkrankungen und
somit flr postoperative Komplikationen dar (7, 8, 11, 24, 59).
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1.4 Zytokine

Das menschliche Immunsystem besteht aus zwei grundlegenden Komponenten:
dem angeborenen und dem erworbenen Immunsystem (73). Beide Systeme sind
aulerst komplex und bestehen aus einem zellularen und einem humoralen,
I6slichen Anteil, die eng miteinander verflochten sind (73). Die angeborene
Immunitat ist bereits bei der Geburt vorhanden und umfasst Makrophagen,
Granulozyten und natirlichen Killerzellen, die dem Koérper einen allgemeinen,
unspezifischen Schutz vor Krankheitserregern bieten (73). Im Gegensatz dazu
entwickelt sich das adaptive, erworbene Immunsystem erst nach der Geburt und
baut eine spezifische korpereigene Abwehr auf (73). Es setzt sich aus Immun-
Gedachtniszellen wie T- und B-Lymphozyten zusammen, die auf bestimmte
Erreger, sogenannten Antigene, reagieren und daraufhin Antikdrper produzieren
(73).

Zytokine sind Proteine, Peptide oder Glykoproteine, welche aus 100 — 200
Aminosauren bestehen (74, 75). Sie werden von einer Vielzahl spezifischer
Zellen des Immunsystems produziert und dienen als wichtige Mediatoren, welche
uber komplexe Netzwerke die Immun- und Entzindungsreaktionen im
menschlichen Organismus steuern und regulieren (68, 74, 76). Ihnen wird eine

bedeutende medizinische und biologische Relevanz zugeschrieben.

Die Quantifizierung von Zytokinen ermdglicht Einsichten in die physiologischen
und pathologischen Ablaufe des Organismus. Unter Berlcksichtigung der
Ergebnisse der Bestimmung von Zytokinen konnen diese Erkenntnisse zu
Infektionen,  Entzindungen, = Autoimmunerkrankungen oder  anderen
Krankheitszustanden geben und demnach zur Unterstutzung von Diagnose und
Therapie genutzt werden (53, 68). Abhangig vom vorliegenden Erkrankungsbild
kommt es zu Schwankungen oder Veranderungen im Zytokin-Spiegel in den
verschiedenen Korperflissigkeiten, wie beispielsweise im Serum der Patienten
(68). Grund hierfir ist, dass einzelne Zytokine von verschiedenen Zelltypen
sezerniert werden kdnnen, wodurch sie endokrin oder exokrin eine Vielzahl von
Zelltypen beeinflussen und damit verbunden zu einer gesteigerten biologischen
Aktivitat im Korper fuhren kdnnen (68, 74, 75).
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Entzindungsprozesse reprasentieren ein uUber die Evolution erhaltenes und
sorgfaltig Uber Zytokine gesteuertes Programm zum Schutz unseres Organismus
um Infektionen und Verletzungen bekampfen zu konnen (53, 63, 77). Bei
bestimmten Patientengruppen, wie beispielsweise bei Rauchern, kann es
sinnvoll sein, neben den etablierten laborchemischen Parametern auch gezielt
spezifische Zytokine zu analysieren. Der Grund daflr liegt darin, dass
Tabakkonsum oft eine suppressive Wirkung sowohl auf die angeborene als auch

erworbene Immunantwort hat (31, 78).

Rauchen fordert Entzindungsreaktionen, indem es beispielsweise die
Anhaftungsfahigkeit von Monozyten an das Endothelgewebe erhoht (67), was
wiederum zu einer verstarkten Freisetzung von Adhasionsmolekilen und
Zytokinen durch Endothelzellen fuhrt (67).
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1.5 KIKS/AIQNET

KIKS/AIQNET ist das siegreiche Projekt des Innovationswettbewerbs flr
kunstliche Intelligenz des Bundesministeriums fur Wirtschaft und Klimaschutz der
Bundesregierung Deutschland aus dem Jahr 2019, welches unter dem Akronym
,KIKS — Kinstliche Intelligenz fir klinische Studien bekannt wurde (79, 80). Im
spateren Verlauf wurde das Projekt in ,AIQNET — Medical Data Ecosystem"
umbenannt (80). AIQNET steht fur einen bundesweiten Zusammenschluss von
16 Akteuren, welche in den Bereichen Medizintechnik und

Gesundheitsversorgung tatig sind (79, 80).

Ziel des Projektes war die Erschaffung eines digitalen Netzwerks, welches die
datenschutzkonforme Nutzung sektorenlubergreifender medizinischer Daten
ermaglicht (80). Die Hauptaufgabe bestand darin, die Verbindung untereinander
von Krankenhausern mit Patienten, Medizinprodukte-Herstellern,
Softwareanbietern und weiteren Akteuren des Gesundheitswesens herzustellen

und damit eine verbesserte Vernetzung untereinander zu erméglichen (79, 80).

Hierbei war von entscheidender Bedeutung, dass eine effektive Vernetzung
untereinander gewahrleistet werden sollte, um medizinische Informationen
strukturiert und unter Einhaltung der Datenschutzrichtlinien austauschen zu
koénnen (79, 80).

Das Ziel bestand darin, die derzeit unstrukturierten Daten aus den Bereichen
Labordiagnostik, Bildgebung, medizinischer Vorgeschichte, Diagnose und
Behandlungsverlauf zu strukturieren und dabei die Digitalisierung im
Gesundheitswesen voranzutreiben (80). Die Grundvoraussetzung dafur bestand
in der Verwendung einheitlicher Datenmodelle, unabhangig von den spezifischen
Organisationsstrukturen, Krankenhausinformationssystemen, Technologien und
Dateiformaten (79, 80). Mithilfe kinstlicher Intelligenz sollte automatisiert
geholfen werden, die gewinschten Informationen zu erfassen und diese auf
strukturierte Weise zu analysieren, wodurch zusatzlicher Aufwand und Kosten
reduziert werden sollen (80). Das Hauptziel dieses digitale Okosystems bestand
in der frihzeitigen Identifizierung von Risikopatienten, indem unverziglich die

relevanten Risikofaktoren der jeweiligen Patienten abgefragt wurden, um
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dadurch bestenfalls Komplikationen zu minimieren oder sogar vermeiden zu
konnen (81). Die Firma RAYLYTICS GmbH mit Sitz in Leipzig diente dabei als
Initiator des Projektes und leitete zugleich den Zusammenschluss der
verschiedenen Akteure. Die Koordination des Vorhabens wurde von der Firma
BioRegio STERN Management GmbH in Stuttgart Gbernommen (81).

Im Rahmen des AIQNET-Projektes konnten in der BG Unfallklinik Tubingen
(BGU) Corona-bedingt 1494 Patienten (Stand: 18.01.2024) aus den Abteilungen
Endoprothetik, Traumatologie und Alterstraumatologie sowie Patienten mit
einem infektidsen Krankheitsverlauf am Bewegungsapparat in die Studie

eingeschlossen werden.
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1.6 Fragestellung

Die frihzeitige ldentifizierung von Risikopatienten spielt eine entscheidende
Rolle bei der Optimierung und Verbesserung der Versorgung von Patienten und
deren Heilungsverlauf. Gleichzeitig tragt sie zur Effizienzsteigerung und
Kostenreduktion bei, was nachhaltig die Wirtschaftlichkeit der Kliniken
beeinflusst. Wissenschaftliche Erkenntnisse belegen, dass z. B. Raucher im
Vergleich zu Nichtrauchern eine gesteigerte Anfalligkeit fur die Entwicklung von
postoperativen Komplikationen aufweisen (7, 8, 72). Aufgrund dessen ist eine
frlhzeitige Pravention von Komplikationen besonders wichtig. Es ist jedoch zu

betonen, dass nicht jeder Raucher zwangslaufig eine Komplikation entwickelt.

Das Bestreben dieser Untersuchung ist die gezielte frihzeitige Identifizierung von
Risikopatienten in der Gruppe der Raucher in der Unfallchirurgie und Orthopadie.
Dazu wurden Gesundheitsdaten erfasst und das Blut der Patienten neben den
etablierten laborchemischen Parametern auch auf pradiktive Marker analysiert,
um spezifische Blutmarker zu identifizieren und eine individuell bestmaoglich
angepasste Therapie zu ermoglichen (68). Dadurch kénnten postoperative
Komplikationen im besten Fall verhindert und eine Uberlastung des

Gesundheitssystems vermieden werden.
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1.7 Ziel

Komplikationen nach operativen Eingriffen tragen malgeblich zu einer
gesteigerten Morbiditat und Mortalitat der Patienten bei (25). Durch einen oftmals
deutlich verlangerten Heilungsprozess und die daraus resultierende langere
Krankenhausaufenthaltsdauer der Patienten werden die Krankenhduser und das
Gesundheitssystem haufig zusatzlich belastet (8, 20-26, 28, 30).

Vor diesem Hintergrund stellte sich die Frage, wie sich Zytokinprofile von
Rauchern im Vergleich zu Nichtrauchern nach muskuloskelettalen Frakturen
unterscheiden und inwiefern Zytokinspiegel zur Vorhersage des Heilungsverlaufs

genutzt werden kdnnen, um postoperativen Komplikationen gezielt vorzubeugen.

Im Rahmen dieser Untersuchung wurden fur die Patientenkohorte (N = 897) dazu
unter anderem verschiedene spezielle, sowohl validierte als auch nicht validierte
Fragebdgen sowie gezielte Blutanalysen und laborchemische Untersuchungen
ausgewahlt, um potenzielle Faktoren sowie Blutmarker fir die Gruppe der
Raucher identifizieren zu kénnen. Zu den laborchemischen Analysen gehorte die
Zytokin-/Microarray-Analyse und die ELISA-Analyse. Die Untersuchung von
Zytokin-/Microarrays ist eine antikdrperbasierte Analysemethode, die die Analyse
von Genexpressionen ermdglicht (82, 83). Mithilfe dieser laborchemischen
Methode konnen Unterschiede in den Expressionsniveaus mehrerer Zytokine
gleichzeitig identifiziert werden. Durch die Verwendung der fur diese Studie
ausgewahlten Array-Kits der Firma Raybiotech® konnten insgesamt 103
Zytokine untersucht werden, die als bekannte Marker fur Entzindungsreaktionen
gelten (84-95). Fur die quantitativen Bestimmung der Konzentration spezifisch
regulierter Zytokine aus der Zytokinarray-Analyse dieser Patientenkohorte,
darunter CD28, CD80 (B7-1) wund CXCL9 (MIG), wurde das
Sandwich-ELISA-Verfahren ausgewahlt.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Ethikantrag

Das vorliegende Projekt KIKS/AIQNET wurde vom Bundesministerium flr
Wirtschaft und Klimaschutz der Bundesrepublik Deutschland unter der
Fordernummer FKZ 01MK20003G gefordert.

Der Ethikantrag wurde am 08.07.2020 von der Ethikkommission der Eberhard-
Karls-Universitat Tuabingen unter der Projektnummer 346/2015B02 fur das
Gesamtprojekt KIKS/AIQNET und somit auch flur diese Dissertation als positiv

bewertet und genehmigt.

2.1.2 Fragebogen

Die Patientenbefragung erfolgte in der BGU Tubingen mithilfe von zehn teilweise
validierten und nicht-validierten Fragebdgen, die auf iPads ausgeflllt wurden.
Die nicht-validierten Fragebégen wurden gezielt vom Projektteam KIKS/AIQNET
entwickelt und enthalten vier Fragebogen mit insgesamt 19 bis 22 Fragen.
Innerhalb dieser vier nicht-validierten Fragebogen wurden Fragenkomplexe zur
»,medizinischen Vorgeschichte“ (drei Fragen), zur ,Mobilitat und Umfeld” (funf
Fragen), zu ,Beruf und Bildung“ (vier bis sieben Fragen) sowie zu

»-Ernahrungshindernissen® (sieben Fragen) abgefragt.

Die sieben validierten Fragebdgen beinhalteten weitere 33 bis 38 Fragen.
Von Fachexperten sorgfaltig Uberprift und einheitlich festgelegt, fungierten
validierte Fragebogen als zuverlassige Instrumente fur eine konsistente und
vergleichbare Datenerhebung. Die validierten Fragebdgen enthielten Fragen zu
verschiedenen Aspekten: Das Diabetesrisiko wurde im ,FINDRISK (96)
(Finnish Diabetes Risk Score)* mit acht Fragen bewertet, der
Ernahrungszustand im ,NRS (97) (Nutrition Risk Screening 2002)“ mit vier bis
sechs Fragen, der Alkoholkonsum im ,AUDIT-C (98)“ mit drei Fragen, das
Rauchverhalten im ,Ultrakurzfragebogen Aktivrauchen des RKI (99) in eine bis
vier Fragen, der Gesundheitszustand bezuglich Beweglichkeit, den alltaglichen

Arbeitstatigkeiten, Schmerzen und Niedergeschlagenheit im Fragenkomplex
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,EQ-5D-5L (100, 101) (European Quality of Life 5 Dimension 5 Level Version)*
mit funf Fragen und schliel3lich ein allgemeiner Gesundheitsfragebogenkomplex
»oF-12 (102, 103) (Short Form — 12)“ (zwolf Fragen).

27



MATERIAL UND METHODEN

2.1.3 Zytokinarray-Kits

Tabelle 1: Liste der verwendeten Zytokinarray-Kits

Zytokinarray Hersteller Katalog Nr. / Lot Nr.
Human Immune Checkpoint Array C1 Raybiotech® AAH-ICM-1B,
Biotinylated Antibody Cocktail C0251420

Human Cytokine Array C5 Raybiotech® AAH-CYT-5B,
Biotinylated Antibody Cocktail C0152521

2.1.4 ELISA-Kits

Tabelle 2: Liste der verwendeten ELISA-Kits

ELISA Hersteller Katalog Nr. / Lot Nr.

Human B7-1/CD80 R&D DY 140, P300652
Systems®

Human CD28 R&D DY342-05, P376560
Systems®

Human MIG/CXCL9 PeproTech® 900-K87, 0710087
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2.1.5 Chemikalien

Tabelle 3: Im Zytokin-Array-Kit enthaltene Chemikalien und Materialien der Firma Raybiotech®

Raybiotech®

Blockierungspuffer

Waschpuffer 1

Waschpuffer 2

Biotinylierter
Antikorper-Cocktail

Streptavidin-konjugiertes HRP

Detektionspuffer C

Detektionspuffer D

Lysepuffer

8-Well-Inkubationstablett

Tabelle 4: Verwendete Chemikalien der Firma R&D Systems® fiir ELISA B7-1/CD80 und CD28

R&D Systems® Komponenten Katalog

Nr.

PBS 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 8.1 mM Na:HPO4, | DY006
1.5 mM KH2POg4, pH 7.2-7.4, 0.2 ym gefiltert

Waschpuffer 0.05 % Tween® 20 in PBS, pH 7.2-7.4 WA126

Reagenzverdiinnungsmittel | 1 % BSA in PBS, pH 7.2-7.4, 0.2 ym gefiltert DY995

Substratlésung 1:1 Mischung aus Farbreagenz A (H202) und | DY999

Farbreagenz B (Tetramethylbenzidine)

Stopplosung 2 N H2S04 DY994
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Tabelle 5: Verwendete Chemikalien der Firma PeproTech® fiir ELISA MIG/CXCL9

PeproTech® Komponenten
PBS 10 PBS auf 1xPBS, pH 7.20 in sterilem Wasser verdiinnen
Waschpuffer 0.05 % Tween-20 in PBS

Blockierungspuffer

1 % BSA in PBS

Verdiinnungsmittel

0.05 % Tween-20, 0.1 % BSA in PBS

Capture-Antikorper

100 pg Kaninchen Anti-Human MIG (CXCL9) + 2.5 mg D-Mannitol,
vor dem Offnen zentrifugieren, in 1 ml sterilem Wasser rekonstituieren,

um eine Konzentration von 100 ug/ml zu erhalten

Detektions-Antikorper

100 pg Dbiotinyliertes Kaninchen Anti-Human MIG (CXCL9)
+ 2.5 mg D-Mannitol, vor dem Offnen zentrifugieren, in 1 ml sterilem

Wasser rekonstituierten fur eine Konzentration von 100 pyg/ml

Standard

1 ug rekombinantes humanes MIG (CXCL9) + 2.2 mg BSA + 11.0 mg
D-mannitol, vor dem Offnen zentrifugieren, in 1 ml sterilem Wasser

rekonstituierten fur eine Konzentration von 1 pg/mi

Avidin-HRP-Konjugat

5.5 pl of Avidin-HRP-Konjugat 1:2000 verdinnt (0.05 % Tween-20 +
0.1 % BSA in PBS) fiir ein Gesamtvolumen von 11 ml

ABTS

Reaktionspuffer

0.1 M Zitronensaureldsung (pH 4.4)

ABTS

Stammlésung

15 mg ABTS in 1 ml ddH20 (100 pl Aliquots)

ABTS
Reaktionslésung

5 ml ABTS-Reaktionspuffer, 100 pyl ABTS ABTS-Stammldsung,
5 pl 30 % H20:2

30




MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 6: Ubersicht iiber die verwendeten ELISAs und den jeweils verwendeten Verdiinnungsfaktor

Zytokine Funktion Hersteller Katalog Verdiinnungsfaktor

Nr.

CD80 Aktivierung, R&D Systems® DY 140 1.25
Regulierung

von T-Zellen

CD28 Aktivierung, R&D Systems® DY342-05 | 2.0
Regulierung

von T-Zellen

CXCL9 | Aktivierung, PeproTech® 900-K87 1.5
Migration,
Differenzierung
von

Immunzellen
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Tabelle 7: Laborchemikalien und eigens hergestellte L6sungen

Chemikalien ‘ Hersteller Katalog Nr.
Tween®20 Carl Roth® 91271

250 g Ph. Eur.

Polyoxyethylen-20-sorbitanmonolaurat

PBS Sigma-Aldrich® D5652-10L
Dulbecco’s-phosphatgepufferte Kochsalzlésung

(Pulver)

Wasser in Laborqualitit (ddH20) Carl Roth® 3175.1

BSA - Rinderserumalbumin Applichem® A1391
(Albumin Fraktion V > 98 %)

Zitronensaure-Monohydrat Sigma Aldrich® C1909-500G
30 % H20: Carl Roth® CP26.5
ABTS Sigma® A1888

2,2’-Azinobis-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure)

10xPBS-Lésung

Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline in
1000 ml ddH20

PBS

500 ml 10xPBS, 4500
ml ddH20 (PBS-
Kanister)

Waschpuffer

1000 ml PBS, 0.5 ml
Tween-20 (Carl
Roth®)

5 % BSA in PBS

50 mIPBS, 2.5¢g
BSA/Albumin

1% BSA in PBS

40 ml PBS, 10 ml
5 % BSA in PBS-

Lésung
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Tabelle 8: Liste der verwendeten Geréte

Gerate

Kiihlschrank

Typ/Modell

Power Cooling

Seriennummer Hersteller

3523-21 F

Liebherr®

Gefrierschrank (-80°C) 905 827860-2521 Thermo Fisher
Scientific®
Spektralphotometer, UV/ Fluostar Omega 415-1264 BMG
sichtbares Licht LABTECH
GmbH®
Dosiergerat - Rota-Filter 3000 - Integra
Pipettier-Steuerung GmbH®
Dosiergerat - Pipetboy acu 629619 Integra
Pipettier-Steuerung GmbH®
Riittler/Schiittler, Labor DRS 12 11 DE 090 LTF
Labortechnik
GmbH®
Mischer, LSE Vortex Mixer 1101243 Corning
klinisches Labor Incorporated®
(Vortexer)
Zentrifuge Heraeus 41307652 Thermo Fisher
Megafuge 40R Scientific®
Kleine Zentrifuge Sprout HSES53563 Biozym
(nicht temperiert) Scientific
GmbH®
pH-Meter Five Easy FE20 1232315296 Mettler-Toledo
GmbH®
Chemilumeneszenz- Chemo Cam - Intas Science
Immunoassay-Analysator Imager Imaging Ins
GmbH®
Prazisionswaage ABJ 120-4 M WB 1140084 Kern & Sohn
GmbH®
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2.1.7 Softwares

Tabelle 9: Verwendete Softwares

Programm Hersteller Version
ChemoStar Imager Intas® v.0.2.39 (Juni 2011)
Image J Research Services Branch® | 2.9.0/ 1.54f
Microsoft Excel Microsoft Corporation® 16.78.3

Microsoft Word Microsoft Corporation® 16.78.3

Omega Software BMG Labtech® 5.70

JMP 16® SAS Institute Inc.® 16.2.0 (570548)
Graph Pad Prism Graph Pad Software, Inc.® 8.0.1.244
Endnote 20 Clarivate Analytics® 20.6
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2.2 Methoden

2.2.1 Patienteneinschluss

Im Rahmen des Projekts KIKS/AIQNET wurden Patienten aus nahezu allen
medizinischen Fachbereichen der BGU Tubingen fur die Studie gewonnen,
ausgenommen waren die Abteilung der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie
(MKG) und der Hand-, Plastische, Rekonstruktive und Verbrennungschirurgie
(HPRV).

In den jeweiligen Abteilungen der Traumatologie, Alterstraumatologie,
Endoprothetik und septischer Unfallchirurgie wurden die Patienten zur

Studienaufnahme entsprechend befragt.

Die vorliegende klinisch-experimentelle Arbeit beschrankt sich nicht auf eine
spezifische Fachabteilung, sondern umfasst die oben genannten
Fachabteilungen gleichermallen. Der Schwerpunkt liegt dabei auf dem
Rauchverhalten der Patienten in den eingeschlossenen Abteilungen, wobei

intensivpflichtige Patienten ausgeschlossen sind.

Die Rekrutierung der Patienten erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Klinischen
Studienzentrum der BGU Tubingen im Zeitraum von Juli 2020 bis
September 2023. Das vorliegende Patientenkollektiv umfasst sowohl Raucher
mit und ohne Komplikationen als auch eine Kontrollgruppe aus Nichtrauchern

ohne Komplikationen.

Zu Beginn wurde die Zustimmung der Patienten mittels eines umfassenden
Einverstandniserklarungsformulars (Broad Consent - Bogen) eingeholt. Dieser
wurde den Patienten datenschutzkonform in Kopie ausgehandigt. Daraufhin
wurden die Patienten mithilfe von iPads und dem Programm ,Heartbeat Medical*
(HRTBT Medical Solutions GmbH) befragt. Nach Zustimmung der Patienten zur
Blutentnahme erfolgte dann diese im Anschluss an die Befragung im Rahmen
einer Routineblutentnahme. Klinische Patientendaten wurden aus dem
hauseigenen Krankenhausinformationssystem (KIS) Medico erfasst, darunter
Informationen zum  Alter, zur genauen Diagnose, Trauma- sowie

Operationszeitpunkt, postoperative Komplikationen, Revisionseingriffe oder
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andere wichtige Informationen.

Eine erneute Befragung der Patienten zur besseren Erfassung des
Heilungsverlaufs erfolgte nach drei Monaten im Rahmen eines Follow-Up.
Hierzu wurden die Patienten entweder telefonisch oder auf Wunsch auch per
E-Mail kontaktiert und befragt. Darliber hinaus wurden die Patienten dariber
aufgeklart, dass ein Ausstieg aus der Studie jederzeit ohne personliche

Konsequenzen maoglich sei.

Die gesammelten Patientendaten wurden im Anschluss gemaly der
Datenschutzbestimmungen verschlisselt und durch eine Identifikationsnummer

(ID) geschutzt, um einen Zugriff durch Dritte zu verhindern.

2.2.1.1 Einschlusskriterien

Voraussetzung zur Studienteilnahme war eine freiwillige Zustimmung
(Broad Consent. 806/2021B02) der Patienten. Das Erflllen folgender Kriterien

war fur die Patienten dabei essentiell:

= Volljahrigkeit (mindestens 18 Jahre)

= Patient an der BG Unfallklinik Ttbingen

= ein bereits durchgefuhrter oder geplanter operativer Eingriff
= kein vorliegendes Polytrauma

= keine kognitiven und geistigen Einschrankungen

= gute Deutschsprachkenntnisse

2.2.1.2 Ausschlusskriterien

Die Studie schloss Patienten unter 18 Jahren, Patienten mit kognitiver und
geistiger Einschrankung, solche mit unzureichenden Deutschkenntnissen, die
eine effektive Kommunikation erschweren, sowie Patienten, die die Befragung
oder das Follow-Up grundsatzlich ablehnen, oder die sich einer konservativen

Therapie unterzogen, von der Teilnahme aus.
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Im Folgenden ist noch einmal schematisch der Auswahlprozess geeigneter
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Studienteilnehmer anhand der oben genannten Kriterien dargestellt.

KIKS/AIQNET
Studienteilnehmer
gesamt
( f_=—
eingeschlossen ausgeschlossen
N=897 N=247
~ L

drei Hauptgruppen

N= 413

N=201

Ex-Raucher
N=283

kein Blut
kein Follow-Up

Unterteilung der Kohorte in [ Nichtraucher ] aktive Raucher [

keine OP
bereits vorliegende

Komplikationen

Abbildung 2: Flussdiagramm zur Auswahl geeigneter Studienpatienten

2.2.2 Studiendesign

Patienten, die aufgrund einer Erkrankung stationar in die BGU Tubingen
aufgenommen wurden und die Einschlusskriterien flr die Teilnahme an der
KIKS/AIQNET-Studie erfullten, wurden, sofern sie zustimmten, in die Studie

aufgenommen.

Nach einer Befragung, einer einmaligen Blutentnahme und einem dreimonatigen
Follow-Up, wurden Patienten in die vorliegende Studie inkludiert und die

erhobenen Daten analysiert.

Fir das Studiendesign dieser Arbeit wurden neben der Analyse der Zytokinprofile

zusatzlich auch die Fragebogenkomplex ausgewertet. Hierbei wurden
insbesondere auf Parameter wie das Rauchverhalten, das Alter, der Body-Mass-
Index (BMI), das Diabetesrisiko (FINDRISK), die Liegedauer sowie das

Alkoholverhalten (AUDIT-C) naher betrachtet.

Fur die Analyse waren sowohl rauchende oder ehemalig rauchende Probanden
als auch Patienten, die noch nie in ihrem Leben geraucht haben, wichtig. In
beiden Probandengruppen wurden Patienten sowohl mit als auch ohne

Komplikationen ausgewahlt.
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Die Rekrutierung, Aufklarung, Patientenbefragung sowie die Blutentnahme
erfolgten in der BGU Tubingen. Zusatzlich wurde das 3-Monats
Follow-Up per Telefon oder E-Mail durchgefuhrt. Die Dokumentation im
Studienbuch fand im Klinischen Studienzentrum der BGU Tubingen statt.

Die Blutproben wurden nach Entnahme gemaf den Vorgaben, wie in Abschnitt
2.2.2.2 beschrieben, im Siegfried Weller Institut (SWI) Tabingen verarbeitet und
gelagert. Dort erfolgte auch die Dokumentation im Laborbuch, die Durchfihrung

der Laborversuche sowie die Auswertung der Ergebnisse.

Die nachstehende Abbildung 3 zeigt das Flussdiagramm zu dem zuvor bereits

beschriebenen Studiendesign.
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Abbildung 3: Flussdiagramm zum Studiendesign (erstellt mit Windows PowerPoint und BioRender.com)
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2.2.2.1 Befragung der Patienten

Nach Zustimmung der Patienten erfolgte die Befragung der Patienten
vorwiegend in den jeweiligen Patientenzimmern in der BGU Tubingen.
Mithilfe des Programms ,Heartbeat Medical* (HRTBT Medical Solutions GmbH)
auf dem iPad konnten sich die Patienten eigenstandig auf dem iPad durch den
Befragungsprozess navigieren. Bei kérperlichen Einschrankungen wie einem
ruhiggestellten Arm oder Beeintrachtigungen des Sehvermdégens wurde die
Befragung in Ausnahmeféllen in Zusammenarbeit mit einem Doktoranden
durchgefuhrt. Die Befragung umfasste zehn teilweise validierte und teilweise
nicht validierte Fragebdgen, welche eine Vielzahl von Lebensbereichen
abdecken. Weitere relevante Informationen wie beispielsweise genaue
Diagnose, Trauma- und Operationszeitpunkt, postoperative Komplikationen,
Revisionseingriffe oder andere wichtige Informationen wurden aus dem
hauseigenen KIS Medico gewonnen. Um den Erfassungsprozess des
Heilungsverlaufs zu optimieren, wurden die Patienten nach drei Monaten in

einem Follow-Up erneut befragt.

2.2.2.2 Gewinnung der Proben und deren Verarbeitung

Im Zuge der regularen/routinemafigen Blutenthahme wurde den Patienten
erganzend einmalig Blut enthommen. Da die Patienten in der Regel aufgrund
eines geplanten Eingriffs oder eines akuten Krankheitsgeschehens hospitalisiert
wurden, blieb oft nur wenig Zeit zwischen der stationaren Aufnahme und der
Operation. Daher war die Einwilligung zur Studienteilnahme sowie die
zusatzliche Blutentnahme fur die Studie im Rahmen einer routinemafigen

Blutuntersuchung teilweise erst postoperativ moglich.

Hierzu wurde ihnen kurzzeitig ein Venenzugang mittels einer Flugelkanule
gelegt. Unter Verwendung dieses Venenzugangs konnten pro Patienten
insgesamt circa 7 ml venodses Blut, auf jeweils zwei verschiedene Monovetten
aufgeteilt, entnommen werden. 2,7 ml wurden davon fur die EDTA genormte

K3E- und 4 ml fur die genormten Serum CAT-Monovette bendtigt.

Um die korrekte Zuordnung zu den einzelnen Patienten zu ermdglichen, wurden
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die Monovetten vor Benutzung mit einem Aufkleber versehen, auf dem die
entsprechende Studien-ID sowie das jeweilige Geburtsdatum der Patienten zu
erkennen war. Um eine sachgemal3e Lagerung der Blutproben wahrend des
Sammelprozesses zu gewahrleisten, wurden die entnhommenen Blutproben
wahrend des  Sammelprozessen in den dafir  vorgesehenen
KIKS/AIQNET - Studienboxen auf Eis gelagert und nach 30 bis 60 Minuten
weiterverarbeitet. Die Weiterverarbeitung der Blutproben fand nach Einhaltung
der Zeitvorgabe im SWI der BGU Tubingen statt. Zunachst wurden die Proben
zehn Minuten bei 4°C und 1000xg in der Zentrifuge zentrifugiert. Wahrend dieser
Laufzeit wurden die pro Patient zu verwendenden sieben Eppendorf-Tubes® mit
jeweils einem Volumen von 5,0 ml mit Datum, Studien-ID, Bezeichnung ,E* fur
EDTA-Plasma, ,D“ fur Desoxyribonukleinsdure ((DNA),Vollblut) oder ,S“ flr

Serum sowie mit dem Mitarbeiterkiirzel beschriftet.

Nach der Zentrifugation wurden die spezifischen Blutbestandteile mithilfe einer
Mikropipette  abpipettiert. Dabei  wurden, soweit madglich, jeweils
3x 450 pl Serum,  3x 450 yl EDTA-Plasma  sowie  1x 450 pl DNA-Vollblut
entnommen. Das DNA-Vollblut wurde aus der EDTA-Monovette gewonnen,
nachdem zuvor das Serum abpipettiert und die Blutprobe in der Monovette erneut

gemischt worden war.

Die Proben wurden im Anschluss in die dafiur vorgesehenen
KIKS/AIQNET - Lagerungsboxen einsortiert und im Gefrierschrank bei -80°C
gelagert.

Die Dokumentation der Probenprozessierung erfolgte handschriftlich sowohl im
Laborbuch als auch im Studienbuch sowie zusatzlich in einer digitalen

Excel-Datenbank.
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2.2.2.3 Erhebung der Daten und Erstellung der KIKS/AIQNET-Datenbank

Die Erstellung der KIKS/AIQNET - Datenbank erfolgte in Zusammenarbeit mit
der Informationstechnik-Abteilung (IT ) der BGU Tubingen. Die IT-Abteilung
ermoglichte die Exportierung erforderlicher Patientendaten in eine Excel-Datei.
Erst durch diese Malnahme konnten die gewlinschten Patientendaten

zusammengefuhrt und pseudonymisiert werden.

Von groRem Interesse war hierbei das Zusammenbringen verschiedenster
Informationen aus Alter, Medikation, der genauen Diagnose, Unfallzeitpunkt und
Operationszeitpunkt, postoperativen = Komplikationen, Revisionseingriffe,

Aufenthaltsdauer und die Auswertung der verschiedenen Fragenkomplexe.

2.2.2.4 Follow-Up

Nach Ablauf von drei Monaten wurde eine erneute Befragung im Rahmen eines
Follow-Ups durchgefihrt, entweder per Telefon oder per E-Mail.
Dieses Follow-Up diente dazu, den teils sehr individuellen Heilungsverlauf jedes
einzelnen Patienten sowie mdgliche Komplikationen genauer erfassen und

nachvollziehen zu kbnnen.

Im Rahmen des Follow-Ups wurden erneut verschiedene Fragebdgen abgefragt,
darunter der allgemeine Gesundheitsfragebogenkomplex ,SF-12 (103)“, der
Fragenkomplex  ,EQ-5D-5L  (101)* sowie der Fragebogen zu
»-Ernahrungshindernissen®. Zusatzlich wurden weitere Informationen zu etwaigen
Komplikationen, Lebensveranderungen und Gewichtsveranderungen innerhalb

des dreimonatigen Zeitraums erfragt und protokolliert.

Die Dokumentation erfolgte sowohl im System ,Heartbeat Medical* (HRTBT
Medical Solutions GmbH) als auch in der eigens flir das Projekt KIKS/AIQNET
geschaffenen Datenbank, in der die Komplikationen entsprechend der
Komplikationseinteilung (siehe 2.2.3 Einteilung von Komplikationen) eingetragen

wurden.
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2.2.3 Einteilung von Komplikationen

Komplikationen nach chirurgischen Eingriffen werden ublicherweise durch die
etablierte  Klassifikationseinteilung postoperativer Komplikationen nach
Clavien-Dindo definiert (104). Diese basiert auf der fur die Behandlung einer
Komplikation erforderlichen Therapie (104), nicht jedoch auf der Art der
Komplikation selbst. Im Rahmen dieser Studie bendtigten wir eine
Klassifikationseinteilung, welche Uber die etablierte Clavien-Dindo-Einteilung
hinausgeht, um die unterschiedlichsten @ Komplikationsarten  nach
unfallchirurgischen Eingriffen besser identifizieren zu kdnnen. Aus diesem Grund
entwickelten wir als SWI-KIKS/AIQNET - Projektteam der BGU Tubingen ein

eigenes postoperatives Klassifizierungssystem.

Die neue Einteilung ermoglicht somit eine genauere Differenzierung der

Komplikationen. Diese werden hierbei in zehn Komplikationsgruppen unterteilt.
Die Gruppe null kennzeichnet Kontrollen, also ,keine Komplikationen®.

Die Klasse eins zielt auf einen ,Implantat-assoziierten Frihinfekt ab, wahrend

Klasse zwei einen ,Implantat-assoziierten Spatinfekt“ beschreibt.

Die Klassen drei und vier beschreiben jeweils einen ,nicht-Implantat-assoziierten
Frah- bzw. Spatinfekt®. Die Klassen eins bis vier wurden Ubergeordnet dem

Komplex ,Infektionen/Komplikationen® zugeschrieben.

Die Gruppe funf beschreibt die ,Eingriff-assoziiert auftretende Komplikation“ und
sechs die ,Diagnose-assoziierte Komplikation“. Beide Komplikationsgruppen

wurden in der Auswertung ausgeschlossen.

Gruppe sieben fasst ,internistische Komplikationen® zusammen, wahrend
Gruppe acht ,postoperative Komplikationen® umfasst. Beide Komplikationsarten

wurden in der Ubergeordneten Gruppe ,andere Komplikationen® einsortiert.

Die Gruppe neun umfasst alle ,vorbestehenden Komplikationen®, wahrend
Gruppe zehn alle anderen Grunde fur einen Ausschluss beschreibt. Auch die

Gruppen neun und zehn wurden in den Auswertungen ausgeschlossen.

Die Gruppen funf, sechs, neun und zehn wurden fur die Untersuchungen

ausgeschlossen, da alle vier Gruppen keinen Ruckschluss auf die Entwicklung
42



MATERIAL UND METHODEN

postoperativer Komplikationen in Folge eines regelmaliigen Tabakkonsums

ermaoglichten.

Nachfolgend sind die Einteilungsklassen entsprechend tabellarisch dargestellt

(Tabelle 10).

Tabelle 10: Komplikationsklassifikation (definiert durch das KIKS/AIQNET Projektteam des SWI)

Klassifikation Definition tibergeordnet Ubersetzung
keine I
0 Komplikation Kontrolle no complication
Implantat- implant-associated
1 assoziierter early infect
Friihinfekt y
Implantat- implant-associated
2 assoziierter .
oy late infect
Spatinfekt Infektions-
Nicht-Implantat- Komplikation : .
o not implant-associated
3 assoziierter early infect
Frithinfekt y
Nichtimplantat- not implant-associated
4 assoziierter late infect
Spatinfekt
Eingriff-assoziierte process/ surgery
5 . associated
Komplikation L
complication
ausgeschlossen
Diagnose- severity of diagnosis
6 assoziierte associated
Komplikation complication
Internistische internist/internal
7 - L
Komplikation complication
andere
Komplikationen
Postoperative post-operative
8 L o
Komplikation complication
Vorbestehende already
9 o - _—
Komplikation existing complication
ausgeschlossen
Anderer other reasons for
10 .
Ausschluss exclusions
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2.2.4 Durchfiihrung Zytokin-Array (Microarray)

Zytokin-/Microarrays  ermoglichen  grundsatzlich die  Analyse einer
Genexpression und stellen eine antikorperbasierte Analysemethode dar (82, 83).
Bei dieser Form der Analyse konnen im Vergleich zur quantitativen ELISA-
Analyse eines Antigens zeitgleich mehrere Proteine auf einer Membran detektiert
werden (83). Ziel dieses Verfahrens ist es, mittels Microarrays, bedeutsame

Zytokine oder Zytokingruppen und deren relative Expression zu identifizieren.

FUr diese Arbeit wurden zwei Zytokin-/Microarrays der Firma RayBio®
(Tabelle 11) ausgewahlt: der ,Human Cytokine Antibody Array C5“ sowie der
~-Human Immun Checkpoint Array 1“. Beide der ausgewahlten Arrays weisen
Zytokine auf, die eine zentrale Rolle bei der Regulation des Immunsystems,
entzundlicher Prozesse oder der Frakturheilung spielen (86-95, 105-110).
Insgesamt wurden bei der Verwendung dieser beiden Microarrays der Firma
RayBio® 103 Zytokine (Tabelle 11) analysiert.

Tabelle 11: Auflistung der durchgefiihrten Microarrays (inklusive der Anzahl der jeweils detektierbaren
Zytokine pro Membran)

Zytokinarray (RayBiotech®) Funktion Anzahl der Zytokine
Human Cytokine Antibody Array C5 | enthalt Zytokine, die fir 80
(84) das funktionierende

Immunsystem relevant
sind (84, 111-118)

Human Immune Checkpoint Array 1 | enthalt zusatzlich 23
(85) Zytokine, die fir das
Immunsystem relevant
sind (85, 113, 114, 116,
118-120)

Die Herstellung der Proben erfolgte, indem die Seren der jeweiligen

Patientengruppe zu einem Serumpool zusammen gemischt wurden.

AnschlielRend wurden diese jeweils gruppenspezifische Serumpoole homogen in
einem Mikroreagenzglas vermischt, um UnregelmaRigkeiten in der Qualitat der

Serumpools zu vermeiden. Die Lagerung erfolgte danach bei -80°C im
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Gefrierschrank. Vor dem Tag der Versuchsdurchfuhrung wurden die Proben Gber
Nacht bei + 4°C inkubiert.

Am Tag der Versuchsdurchfuhrung wurden die entsprechenden Serumpoole
dann als jeweilige Probe auf die entsprechende Membran aufgetragen. Hierbei
ist eine gleichmalige Verteilung der Lésungen wichtig, welche durch schonende
Drehbewegungen wahrend samtlichen Inkubations- und Waschvorgangen
sichergestellt wurde. Hierbei ist ein behutsamer Umgang zur Vorbeugung von
Membranschaden wichtig, indem diese nur am Randbereich an den nicht

bedruckten Bereichen mittels Pinzetten beriihrt wurden.

Die experimentelle DurchfiGhrung im Labor erfolgte nach einem prazise
definierten Ablauf und streng nach Herstellerangaben (84, 85). Dabei war es von
grolRer Bedeutung, darauf zu achten, beide Zytokinarrays unter identischen
Bedingungen sorgfaltig durchzufuhren. Abbildung 4 veranschaulicht den
Vorgang des Ablauf des Microarray-Prozesses der Firma RayBiotech® noch
einmal bildlich (84, 85).
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¥y — ¥Y¥Y
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MaHnaraNn foil Inkubation Inkubation
Antikorper-Array der Proben biotinylierter Antikérper
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Auswertung bl <@ l?y 5?7 ;)gy
der Daten e " ;
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°
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Chemilumineszenz- mit Streptavidin
Nachweis

Abbildung 4: Mechanismus Zytokin-/Microarray der Firma RayBiotech® (84, 85) — Abbildung mit Grafiken
der Firma RayBiotech® im Programm Microsoft Power-Point erstellt

Die Messungen der Chemilumineszenzsignale wurden mit einer
ladungsgekoppelten Kamera (INTAS) aufgezeichnet und mit Hilfe der Software

Imaged quantifiziert. Jedes Zytokin wurde in Duplikaten gemessen und daher
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zweifach auf die Membran aufgetragen. Zusatzlich enthielt jede Mikrotiterplatte
mit  96-Vertiefungen jeweils sechs Positiv- (Standards) sowie zwei
Negativkontrollen. Die Positivkontrollen sind Standards mit bekannten
Konzentrationen, wahrend die Negativkontrollen keine Konzentration aufweisen.
Beide Kontrollarten dienen der Methodenvalidierung. Die Positivkontrollen

zeigen, dass der Versuch funktioniert.

Die Signalintensitaten wurden auf die sechs Positivkontrollen (Standards)
normalisiert. Zum Ausgleich von Unterschieden in der Signalintensitat zwischen
den verschiedenen Zielproteinen, wurde eine z-Score-Normalisierung

durchgefuhrt (siehe 2.2.7 statistische Auswertung).

2.2.5 Zwischenfazit

Um Zytokine mit einer auffalligen Hoch- oder Herunterregulation noch einmal
genauer analysieren zu konnen, wurde sich fur eine weitere Betrachtung dieser
mittels des ELISA-Verfahrens entschieden. Aus der Array-Analyse wurden
Zytokine ausgewahlt, die einen Expressionsunterschied von mehr als 10%
zwischen den Gruppen aufwiesen. Zu den ausgewahlten Zytokinen gehorten
unter anderem CD80 (B7-1), CD28 und fur CXCL9 (MIG). Diese Zytokine wurden
aufgrund ihrer Assoziation mit entziindlichen Prozessen, der Frakturheilung und
dem Rauchen fur die weitere Analyse mittels ELISA ausgewahlt (63, 92, 106,
108, 121-131).
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2.2.6 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Um die Konzentration der Zytokine im Patientenblut quantitativ analysieren und
die Microarray-Ergebnisse dieser verifizieren zu kdnnen, wurden fur alle drei
Zytokine, welche anhand der Zytokinarray-Auswertung als relevant identifiziert

werden konnten, mittels sogenannten Sandwich-ELISAs quantifiziert.

Alle drei ausgewahlten Zytokine konnen sowohl mit entzindungsbedingten
Geschehen, als auch mit dem Rauchen in Verbindung gebracht werden (63, 106,
127, 130, 132).

Eingesetzt wurden hierbei die ELISA der Firma R&D Systems®
(Human B7-1/CD80 DuoSet ELISA und Human CD28 DuoSet ELISA) sowie der
Firma PeproTech® (Human MIG/CXCL9 Standard ABTS ELISA Development
Kit).

Das Verfahren der ELISA ermdglicht die Identifizierung eines gesuchten Antigens
(Protein) anhand eines Enzym-gebundenen Antikdrpers (133). Hierbei werden
sogenannte ,Capture Antibodies (Fanger-Antikdrper)“ bereits an der Testplatte
(Microplate) gebunden (133).

In diesem Verfahren werden zwei spezifische Antikérper verwendet, um das
Antigen in einem ,Sandwich"-Ansatz zu erfassen (133). Der Fanger Antikérper
wird auf eine 96-Vertiefungen groRe Mikrotiterplatte aufgetragen, auf die die
Patientenprobe aufgetragen wird (133). Das Protein, welches von Interesse ist,
bindet den Fanger-Antikorper und fixiert diesen so auf der Platte. Daraufhin wird
ein Detektions-Antikorper, der an einer anderen Stelle auf dem Zielprotein bindet,
beigefugt. Nach Zugabe der Substratiosung kommt es hierbei zu einer
Veranderung der Farbe (Signal) (133). Dieser Farbumschlage steht im
proportionalen Zusammenhang zur Menge des gesuchten Antigens in der
Ausgangsprobe (133). Sandwich-ELISA stellen eine hdchst spezifische und sehr
empfindliche Nachweismethode dar, da hierbei zur Bindung an das Zielmoleklil

(Protein) zwei verschiedene Antikorper erforderlich sind (133).

Nachfolgend ist der Ablauf eines Sandwich-ELISA in Form einer Abbildung

nochmal veranschaulicht (Abbildung 5).
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Die experimentelle Laborarbeit wurde wahrend des gesamten Prozesses

sorgfaltig und streng nach Herstellerangaben durchgefuhrt.
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Abbildung 5: Bildliche Darstellung der Durchfiihrung eines Sandwich-ELISA (erzeugt mit BioRender.com)

Gemessen wurde die optische Dichte im Spektralphotometer ,FluoStar Omega“
der Firma BMG LABTECH GmbH entweder nach 40 Minuten bei 450 nm
(R&D Systems®) oder nach 90 Minuten bei 650 nm (PeproTech®).
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2.2.7 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse dieser Arbeit erfolgte mithilfe verschiedener Programme.
Zu diesen zahlten Microsoft Excel (Fa. Microsoft, Redmond, Washington (USA);
Version 16.78.3), das Programm JMP 16 (Fa. SAS Institute Inc., Cary,
North Carolina (USA); Version 16.2.0 (570548)) sowie das
Programm GraphPad Prism (Fa. GraphPad Softwares Inc. EI Camino Real -
Kalifornien (USA); Version 8.0.1.244).

Messwerte unterliegen grundsatzlich einer gewissen Verteilung, die entweder
normal oder nicht normal verteilt sein konnen. Abhangig von der Verteilung der
Messwerte sind unterschiedliche Hypothesentests anzuwenden, entweder
parametrische (fur normalverteilte Werte) oder nichtparametrische (flr nicht

normalverteilte Werte) Tests.

Zur Untersuchung der Verteilung der Messwerte in unserem Patientenkollektiv

wurden sowohl Violin-Plots als auch Verteilungshistogramme erstellt.

Die Violin-Plots des Patientenkollektivs, bestehend aus 897 Patienten, deuteten
visuell auf eine Normalverteilung der Werte hin. Aus diesem Grund wurden fir
die Vergleiche, die die gesamte Patientenkohorte betrafen, parametrische Tests

wie ANOVA- oder t-Tests angewandt.

Jedoch zeigten die Verteilungshistogramme bei Vergleichen zwischen kleineren
Gruppen innerhalb der Patientenpopulation keine Normalverteilung mehr.
In diesen Fallen kamen nicht-parametrische Tests wie der
Mann-Whitney-U-Test/Wilcoxon-Mann-Whitney-Test oder der

Kruskal-Wallis-Test zum Einsatz.

Um Signifikanzen feststellen zu kdnnen, wurden p-Werte definiert. Diese p-Werte
reprasentieren das Signifikanzniveau, welches auf p < 0,05 festgelegt wurde
(Tabelle 11). P-Werte >0,05 gelten als nichtsignifikant (ns). Das
Signifikanzniveau unterteilt sich in signifikant (p-Wert 0,01 - 0,05),
sehr signifikant (p-Wert 0,001 - 0,01), hochst signifikant (p-Wert 0,0001 - 0,001)
und extrem signifikant (p-Wert < 0,0001). Dargestellt werden die verschiedenen

Signifikanzniveaus  mittels eines oder mehrerer  Sternchen  (%).
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Die detaillierte Auflistung der Signifikanzniveaus findet sich in der nachstehenden
Tabelle 12.

Tabelle 12: Darstellung der Signifikanzen mit Graph Pad Prism

p — Wert (p) Bedeutung Bezeichnung
> 0,05 Nicht signifikant ns

0,01 -0,05 Signifikant *

0,001 — 0,01 Sehr signifikant **

0,0001 - 0,001 Hochst signifikant fl

<0,0001 Extrem signifikant e

Fur die visuelle Darstellung der Ergebnisse wurden mithilfe des Programms
GraphPad Prism graphische Boxplot-Diagramme und Balkendiagramme
(Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM)) prasentiert.
Die Heatmap (z-Score) wurde unter Verwendung der Webseite

www.software.broadinstitute.org/morpheus/ erstellit.

Fur die Heatmaps wurden die Signalintensitaten der Zytokin-Arrays mit Hilfe des

z-Scores nach folgender Gleichung berechnet: x” = (x—;’”’) und normiert.

X" beschreibt dabei den z-Score, x den Datenpunktwert, u den Mittelwert des
Datensatzes und o die Standardabweichung des Datensatzes (Rohdaten).
Der z-Score ist ein statisches Mal, das angibt, wie weit ein bestimmter
Datenpunkt vom Durchschnitt in Bezug auf die Standardabweichung entfernt ist.
Die verschiedenen Darstellungen ermdglichen einen guten Uberblick (iber die

Verteilung der Messwerte.

Zur besseren Ubersichtlichkeit wurde bei Vorliegen einer Nicht-Signifikanz (ns)
darauf verzichtet, diese in den entsprechenden Boxplot-Diagrammen zu

prasentieren. Dargestellt wurden nur die statistischen Signifikanzen.

Die Anzahl N entspricht allen erfassten Messwerten, da keine Column anaylsis
(Graph Pad Prism ROUT 0,1%) zur Identifizierung von Ausrei3ern (Outliern)
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durchgefuhrt wurde. Die Anzahl der Patienten ist deutlich in den Beschreibungen

zu den Abbildungen mit N jeweils angegeben.
Alle Serumanalysen wurden in Duplikaten durchgefihrt (n = 2).

Der Vergleich der Daten erfolgte zum einen durch eine einseitige ANOVA sowie
durch den Tukey's post-hoc Test (mehrere Gruppen im Vergleich miteinander)

und/oder zum anderen durch dem Student’s t-Test.

Im Rahmen einer biometrischen Beratung am Institut flr Klinische Epidemiologie
und angewandte Biometrie der Universitat Tudbingen wurden samtliche
Messwerte und angewandte Tests mit Dr. med. Blumenstock (M.A., MPH), dem

stellvertretenden Leiter des Instituts, besprochen und angepasst.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientenrekrutierung und Studienkohorte

Alle Ergebnisse und Analysen wurden nach Rucksprache mit Dr. med. Leyla
Tdmen (Co-Mentorin der Doktorarbeit) erstellt und ausgewertet und beziehen

sich auf die daraus entstandene Veroffentlichung.

3.1.1 Patientenkollektiv

In dem Zeitraum von Juli 2020 bis Oktober 2022 wurden insgesamt 1144
Patienten fUr diese Studie rekrutiert, darunter 558 Frauen und 586 Manner. Die
Auswahl erfolgte unter Patienten, die die festgelegten Einschlusskriterien
erfullten und sich aufgrund eines Traumas oder einer geplanten elektiven

Operation in stationarer Behandlung in der BGU Tubingen befanden.

Aus dieser Patientenkohorte schlossen wir 247 Patienten aufgrund fehlender
Blutproben sowie vorbestehender, diagnose- oder interventionsbezogener
Komplikationen aus. Nach Ausschluss konnten demnach 897 Patienten, davon
437 Manner und 460 Frauen, in die Studie aufgenommen werden.
Die Patientenkohorte konnte wie folgt in die nachfolgenden Abteilungen der

BGU Tubingen untergliedert werden:

= 361 Patienten aus der Endoprothetik
= 348 Patienten aus der Trauma- und Wirbelsdulenchirurgie
= 110 Patienten aus der Alterstraumatologie

= 78 Patienten aus der septischen-/Infektionschirurgie

Grundlage dieser Arbeit bildet das Rauchverhalten der Patienten, wobei die
Anzahl der gerauchten Packungsjahre der einzelnen Probanden von
entscheidender Bedeutung war. Basierend darauf wurden die Patienten in vier

unterschiedliche Gruppen kategorisiert. Diese gliedern sich in:

= Nichtraucher — 0 PY

= Ehemalige Raucher (Ex-Raucher = > 1 Jahr rauchfrei)

= Aktive Raucher * Moderate Raucher — < 15 PY
« Starke Raucher —> 15 PY
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Da bekannt ist, dass sich der Organismus nach Rauchabstinenz regeneriert,
wurde zum einen zwischen aktiven Rauchern, Nicht- und Ex-Rauchern, als auch

nach Intensitat des Rauchverhaltens unterteilt (134-136).

Die genaue Einteilung der Gruppen sowie die Verteilung des gesamten
Patientenkollektivs sind in Abbildung 6 nochmal detailliert aufgefihrt.

N=1144

patients interviewed

N=2897
(3=437/9=460)
patients included

- patients meluced
S R
N=413 N=283 N =201
(8 =165/9 =248) (8 =148/2=135) E=124/9=77)
non-smoker ex-smoker active smoker
L
N =360 N=53 N=234 N=49 N=161 N =40
(3 =135/Q=225) (3 =30/%=23) (8:124/9:110)‘ (3 =24/2=25) ‘ (3=99/9=62) ‘ 3=25/2=15)
w/o W) w/o w/ w/o w/
N =96 N=105
&= 57/9=39) (3 =67/9=38)
active < 15 PY active > 15 PY
N=76 N =20 N=85 N=20
‘ (8=45/2=31) ‘ ‘ (&=54/9=31) ‘

BG=12/2=8) E=13/2="7)
w/o w/ w/o w/

Abbildung 6: CONSORT-Flussdiagramm zur Ubersicht (iber die Patientenkohorte, Tiimen et al. 2024 (137)

Die vier definierten Gruppen wurden in Bezug auf das Vorhandensein oder
Fehlen von postoperativen Komplikationen (engl. w/ with oder w/o without) noch

einmal unterteilt.

Der Gruppe der Nichtraucher wurden insgesamt 413 Patienten zugeordnet, von
denen 53 Patienten im postoperativen Verlauf eine Komplikation entwickelten.
Die Gruppe der Ex-Raucher umfasst insgesamt 283 Patienten, bei etwa
49 Patienten davon traten nach der Operation Komplikationen auf.
Die Kohorte der aktivrauchenden Patienten umfasst insgesamt 201 Personen,
die aufgrund ihres Rauchverhaltens im Sinne von Packungsjahren (PY)
klassifiziert wurden. Dabei wurde eine Abgrenzung von 15PY festgelegt.
Infolgedessen ergaben sich insgesamt 96 Patienten fur die Gruppe mit weniger

als 15 PY (moderate Raucher < 15 PY), von denen etwa 20,83 % im Verlauf
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nach der Operation Komplikationen entwickelten — dies entspricht 20 Patienten

aus dieser Gruppe.

Fur die Kohorte der aktiv rauchenden Patienten mit 15 PY oder mehr
(aktive Raucher > 15 PY) konnten 105 Patienten dieser Gruppe zugeordnet
werden. Unter diesen erlitten ebenfalls 20 Patienten postoperative

Komplikationen, was einem Anteil von 19,05 % entspricht.

Fur eine prazise Datenanalyse sind Kontrollgruppen von entscheidender
Bedeutung. Jede der Gruppen (Nichtraucher, Ex-Raucher,
Aktiv-Raucher > 15 PY und <15PY) verflUgt Uber eine entsprechende
Kontrollgruppe ohne Komplikation (w/0). In diesen Kontrollgruppen wurden
Patienten aufgenommen, die die Kriterien bezuglich ihres Rauchverhaltens
sowie der verschiedenen Packungsjahre erfillten und zugleich keine
postoperativen Komplikationen aufwiesen. So ergaben sich fur die vier Gruppen
folgende Patientenzahlen:

= Nichtraucher — 360 Patienten

= Ex-Raucher — 234 Patienten

= Aktiv-Raucher — insgesamt 161 Patienten, davon
<15 PY — 76 Patienten
> 15 PY — 85 Patienten
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3.2 Analyse der Ergebnisse

In unserem gesamten Patientenkollektiv untersuchten wir die Einflisse des

Rauchens auf die klinische Entwicklung.

3.2.1 Komplikationsrate

Die Komplikationsrate nach muskuloskelettalen Eingriffen wurde zwischen den
Gruppen Nichtrauchern, ehemaligen Rauchern und aktiven Rauchern verglichen.
Die Ergebnisse sind graphisch in den folgenden Abbildungen dargestellt
(Abbildung 7 und Abbildung 8). Die Analyse zeigt eine signifikante Verteilung der
Komplikationsrate innerhalb der verschiedenen Gruppen. Die Ergebnisse der

Auswertung sind in Form von Balkendiagrammen veranschaulicht.

Wie bereits in Abschnitt 3.1.1 beschrieben, wurden die verschiedenen Gruppen
(Nichtraucher, Ex-Raucher und aktive Raucher) nach postoperativen
Komplikationen differenziert, wobei diejenigen ohne Komplikationen in Weil}

(w/0) und diejenigen mit Komplikationen (w/) in Grau dargestellt sind.

Abbildung 7 - Graph A =zeigt die Komplikationsrate innerhalb der
Studienpopulation, wahrend Graph B die Geschlechterverteilung der
Studienkohorte veranschaulicht. Die Komplikationsrate (Graph A) ebenso wie die
Geschlechterverteilung (Graph B) sind in Prozent (%) angegeben, und die Anzahl

der Patienten wird jeweils in beiden Diagrammen mit N angegeben.

A Komplikationsrate B Geschlecht
kkkk
* T
s I 1 g W
PN — o~ = = =
S S N=248 N=135 N=77
= 80 = 80
g g
E 60 T E 60 1
D - D 1 i -
i: 40 N=360 N=234 N=161 t 40 wi :fmt Kumpllka_tlon_cn
) ) w/o = ohne Komplikationen
> 20' > 20' N=165 N=148 N=124 non = Nichtraucher
ex = Ex-Raucher
0 - 0 - active = Aitivc Raucher
non ex active non ex active
O wo O w [0 ménnlich [ weiblich

Abbildung 7: Balkendiagramm zur Komplikationsrate innerhalb der verschiedenen Gruppen sowie zur
geschlechterspezifischen Verteilung innerhalb des Studienkollektivs, Tiimen et al. 2024 (137)
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Insgesamt zeigt Abbildung 7 — Graph A, dass unabhangig vom Rauchverhalten
der Groldteil der Studienkohorte keine Komplikationen (grau dargestellt)

aufweisen.

Insgesamt traten im Patientenkollektiv bei 142 Patienten aus allen Gruppen
innerhalb von drei Monaten nach dem Eingriff Komplikationen wie Infektionen,
Wundheilungsstérungen, Thrombosen, erforderliche Revisionseingriffe oder

Ahnliches auf.

Bei der Analyse der Komplikationsrate innerhalb der Gruppen
(Abbildung 7 — Graph A) konnte mittels des statistischen Chi-Quadrat-Tests eine
signifikant hdhere Komplikationsrate bei aktiven Rauchern im Vergleich zur
Nichtrauchergruppe nachgewiesen werden (p - Wert = 0,0219).
Die Komplikationsrate der aktiven Raucher betrug dabei 19,90 %, wohingegen
die Nichtraucher eine Komplikationsrate von 12,38 % aufwiesen. Im Vergleich
zur Gruppe der ehemaligen Raucher (Ex-Raucher) war die Komplikationsrate fir
diese Gruppe jedoch mit 17,31 % verglichen zu den Nichtrauchern

nicht signifikant erhoht.

Daruber hinaus war es von besonderem Interesse zu untersuchen, ob es
moglicherweise geschlechterspezifische Besonderheiten innerhalb unserer
Gruppen bzw. innerhalb unseres Studienkollektivs gibt, da Studien zeigen, dass
es geschlechterspezifische Unterschiede im Suchtverhalten gibt (138, 139).
In Abbildung 7 — Graph B wurden dementsprechend diese Unterschiede
analysiert, wobei signifikante Unterschiede mit Hilfe des statistischen
Chi-Quadrat-Tests festgestellt werden konnten. Die Ergebnisse verdeutlichen,
dass Rauchen in unserem Studienkollektiv bei mannlichen Patienten haufiger
auftrat als bei weiblichen Patienten, wobei 61,70 % der mannlichen aktiven
Raucher im Vergleich Zu 39,95 % mannlichen Nichtraucher
(p - Wert = < 0,0001) sowie 52,30 % mannliche Ex-Raucher (p - Wert = 0,0013;

Signifikanz wurde mit zwei Sternen dargestellt) standen.

Des Weiteren wurde die Frage aufgeworfen, ob es moglicherweise
abteilungsspezifische Unterschiede geben konnte. Daher wurde auch dieser

Aspekt naher untersucht und in Abbildung 8 grafisch in Form eines
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Balkendiagramms dargestellt. Die Abteilungsverteilung innerhalb der Gruppen
wird in Prozent (%) und die Anzahl an Patienten mit N angegeben. Eine
Unterscheidung der Abteilungsbereiche erfolgte durch eine unterschiedliche
Farbkodierung, indem fur die septische Abteilung ein Dunkelgrau, fur die
Traumatologie ein Mittelgrau und fiir die Endoprothetik ein Hellgrau verwendet

wurde.

Abteilungen

o e e iy il

504 N=217 N=129 N=112 |:| N=56 N=56

Verteilung [%]

N=172 N=132 N=57 |i| N=24 N=33

non ex active <15PY =>15PY

0 Endoprothetik [ Traumatologic M septische Chirurgie

Abbildung 8: Balkendiagramm zur abteilungsspezifischen Verteilung innerhalb des Studienkollektivs
basierend auf dem Rauchverhalten, Tiimen et al. (137)

In unserer Studienpopulation konnte festgestellt werden, dass Raucher eine
geringere Rate an geplanten endoprothetischen Eingriffen aufwiesen verglichen
zu Ex-Raucher oder Nichtraucher. Daruber hinaus zeigten Raucher eine hohere
Inzidenz an traumatischen und insbesondere an septischen Ereignissen. Auch
bei genauerer Differenzierung in der Gruppe der aktiven Raucher nach PY
(<15 PY und > 15 PY) zeigt sich insbesondere bei starken Rauchern (> 15 PY)
einen hoheren Anteil an traumatischen und endoprothetischen Eingriffen

verglichen zu den moderaten Rauchern (< 15 PY).
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3.2.2 Krankenhausaufenthaltsdauer

Die Rauchgewohnheiten der Patienten spielen eine wichtige Rolle und kénnen
im Verlauf des Lebens je nach Haufigkeit und Dauer des Konsums
unterschiedliche Auswirkungen haben.

Unsere Datenanalyse ergab, dass innerhalb des drei-monatigem
Beobachtungszeitraums nach erfolgtem chirurgischem Eingriff insgesamt
142 Patienten in allen Gruppen Komplikationen entwickelten. Diese
Komplikationen variierten in ihrer Art und umfassten beispielsweise Infektionen,
Wundheilungsstérungen, erforderliche Revisionseingriffe, Thrombose und

Weitere.

Zur Untersuchung der Aufenthaltsdauer der Patienten, welche in Tagen
angegeben wird, wurden Boxplot-Diagramme erstellt (Abbildung 9). Es erfolgte
ebenfalls eine farbliche Zuordnung fur die jeweiligen Gruppen. Die Daten wurden
als Mittelwert + Standardfehler (englisch ,Standard error of the mean“, kurz
SEM) zusammengefasst und die Signifikanzen durch die Einweg-Varianzanalyse
(ANOVA) bestimmt, wobei ein p-Wert von weniger als 0,05 als statistisch

signifikant betrachtet wurde.

In Abbildung 9 wurden die jeweiligen Gruppen mit der Differenzierung mit und
ohne Komplikationen zusammen analysiert (w/ and w/o Komplikationen). Durch
die farbliche Trennung der Komplikations- und Kontroligruppen kdnnen diese
unterschieden werden. Die Farbe Dunkelgrau markiert in allen Gruppen jeweils
die Komplikationsgruppe (w/ Komplikationen), die Farbe Weild zeigt hingegen
den Anteil der Kontrollen in den Gruppen an (w/o Komplikationen).

Fur die Analyse wurden fir N =413 Nichtraucher, N = 283 Ex-Raucher und
N = 201 aktive Raucher unterschieden. Eine erneute Unterteilung fand in der
Gruppe der aktiven Raucher statt, indem sie in moderate (N = 96) und starke

Raucher (N = 105) eingeteilt wurden.
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Krankenhausaufenthaltsdauer
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Abbildung 9: Krankenhausaufenthaltsdauer der Studienpopulation basierend auf dem Rauchverhalten
#, §p <0,05 ***p<0,001, Timen et al. 2014 (137)

Grundsatzlich zeigte sich, dass bei insgesamt 142 Patienten aus allen
Patientengruppen innerhalb von drei Monaten postoperative Komplikationen in
Form von Infektionen, Wundheilungsstorungen, erforderliche
Revisionsoperationen, Thrombosen oder ahnliches Geschehen auftraten
(Abbildung 7).

Patienten, die postoperative Komplikationen aufwiesen, unabhangig von der
Gruppeneinteilung, hatten erwartungsgemall insgesamt eine signifikant
(p-Wert < 0,0001) langere Krankenhausaufenthaltsdauer im Vergleich zu
Patienten ohne Komplikationen. Patienten mit Komplikationen lagen im Mittel
13,5 Tagen (Standardabweichung 14,2), die ohne Komplikationen hatten eine

Verweildauer im Mittel von 8,6 Tagen (Standardabweichung 5,8).

Fur eine bessere Ubersichtlichkeit wurden fiir die Signifikanzen innerhalb der
verschiedenen Gruppen einmalig unterschiedliche Symbole verwendet. Das
Symbol ,* gibt die Signifikanz der gesamten Gruppe der aktiven Raucher an
(ohne Unterteilung in moderaten und starken Rauchern sowie ohne
Unterscheidung zwischen Komplikationen und Kontrollgruppen). Das Symbol ,#*
beschreibt die Signifikanz der Gruppenpopulation ohne Komplikationen,

wohingegen das Symbol ,§“ die Signifikanz der Gruppenpopulation mit
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Komplikationen beschreibt.

Bei genauerer Betrachtung der Krankenhausaufenthaltsdauer zeigt sich, dass
aktive Raucher (gesamte Gruppe = mit und ohne Komplikationen zusammen)
mit 10,9 Tagen * 0,8 Tage einen signifikant langeren Aufenthalt im Krankenhaus
aufweisen als beispielsweise Nichtraucher (p —Wert =0,0004). Nichtraucher

verweilen im Vergleich nur 8,3 Tagen + 0,3 Tage im Krankenhaus.

Angesichts der Mdglichkeit, dass der langere Krankenhausaufenthalt der aktiven
Raucher auf die hohere Komplikationsrate zurlickzuflhren sein kdnnte, wurden
die Krankenhausaufenthalte der verschiedenen Gruppen mit und ohne

Komplikationen noch einmal differenziert voneinander untersucht.

Auch bei der Differenzierung innerhalb der Gruppen zwischen Komplikations-
und Kontrollgruppe zeigt sich, dass aktive Raucher mit Komplikationen einen
signifikant langeren Krankenhausaufenthalt aufweisen als Nichtraucher mit
Komplikationen (§ p < 0,05).

Betrachtet man nun die Dauer des Krankenhausaufenthaltes in den jeweiligen
Gruppen ohne Komplikationen noch einmal genauer und unterteilt die Gruppe
der aktiven Raucher in ihre Untergruppen
(<15 PY und > 15 PY) so zeigen vor allem starke Raucher mit > 15 PY einen
signifikant ldngeren Krankenhausaufenthalt mit 10,2 Tagen £+ 0,9 Tage
(p—Wert = 0,0167). Dieser ist auch im Vergleich zu ehemaligen Rauchern mit
8,2 Tagen * 0,3 Tage (p—Wert = 0,0499) signifikant erhoht.

Generell zeigt sich in der vorliegenden Kohorte, dass verlangerte
Krankenhausaufenthalte mit Nikotinabusus in Verbindung stehen. Die Analyse
der Krankenhausaufenthaltsdauer innerhalb der verschiedenen Gruppen
beziehungsweise ihrer Untergruppen zeigte ein entsprechend signifikantes

Muster.
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3.2.3 Systemischer Inmunentziindungsindex (Sll)

In der Literatur existieren bereits wissenschaftliche Beschreibungen uUber die
allgemeinen immunsuppressiven Auswirkungen von Nikotin auf das

Immunsystem des menschlichen Organismus (31, 140).

Um genauere Einblicke in mogliche Mechanismen der Immunsuppression bei
Rauchern zu gewinnen, wurde der systemische Immunentzindungsindex (SII)

berechnet und zur genaueren Analyse herangezogen. Berechnet wurde dieser

anhand folgender Formel (140-142) : SIl = P x % .

Hierbei kennzeichnet P die Thrombozytenzahl, N die Anzahl der neutrophilen

Granulozyten und L die Gesamtzahl der Lymphozyten (140-142).

Berechnet wurde der SII fur die bereits zuvor beschriebenen Gruppen:
Nichtraucher (0 PY), Ex-Raucher und aktive Raucher, welche nochmal unterteilt
wurden in Raucher mit maRigem Rauchverhalten (< 15 PY) und aktive Raucher

mit starkem Rauchverhalten (> 15 PY).

Abbildung 10 veranschaulicht in einem Boxplot-Diagramm
(Box und Whiskers-Tukey) die Korrelation des Rauchverhaltens (Rauchdauer)
der Patientengruppen und dem SlII. Die Signifikanzen wurde durch Anwendung
der statistischen Einweg-Varianzanalyse (ANOVA) bestimmt, da die Daten in
diesem Fall einer Normalverteilung folgten. Als statistisch signifikant wurde ein

p-Wert von weniger als 0,05 betrachtet.
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A Systemischer Immunentziindungsindex B Systemischer Immunentziindungsindex
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Abbildung 10: Korrelation zwischen dem Rauchverhalten (Rauchdauer) der Patientengruppen und dem
systemischen Immunentziindungsindex (Sll), * p < 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001, **** p < 0,0001
Timen et al.(137)

Abbildung 10 — Graph A zeigt, dass der SlI bei aktiven Rauchern im Vergleich
zur  Gruppe der Nichtraucher (0 PY) signifikant  erhdht st
(p-Wert = < 0,0001). Auch der Vergleich zwischen der Gruppe der aktiven
Raucher mit der Gruppe der ehemaligen Raucher (Ex-Raucher) zeigt einen
signifikant erhéhten SlI (p-Wert < 0,0001).

Um eine genauere Analyse der Gruppen zu ermdglichen, unterteilten wir die
bekannten Gruppen, wie Abbildung 10 — Graph B zeigt. Unterschieden wurde
innerhalb der Gruppen zwischen dem Vorliegen einer Komplikation

(w/ Komplikationen) und der jeweiligen Kontrollgruppe (w/o Komplikationen).

Abbildung 10 — Graph B zeigt, dass die hochsten Sll-Werte bei aktiven Rauchern
ohne Vorliegen eines postoperativen Ereignisses (w/o Komplikationen)
beobachtet werden konnten. Im Vergleich der Nichtraucher mit der Gruppe der
aktiven Raucher liegt der Sll hier ebenfalls deutlich signifikant erhéht vor
(p-Wert < 0,0001). Auch im Vergleich der aktiven Raucher mit der Gruppe der
ehemaligen Raucher ist eine Signifikanz im Sll festzustellen (p-Wert < 0,0001).
Die hochsten Werte konnten bei aktiven Rauchern ohne Komplikationen
beobachtet werden, die im Vergleich zu allen anderen Gruppen mit Ausnahme

der aktiven Raucher mit Komplikationen signifikant hoher lagen. Vergleicht man
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die SllI-Werte innerhalb der jeweiligen Gruppen mit Komplikationen, so kann
insgesamt ein leichter Ruckgang des Sll in den Gruppen mit Komplikationen

beobachtet werden. Hierfur konnten jedoch keine Signifikanzen festgestellt
werden.
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3.2.4 Auswertung der Fragebdgen

Fur die Beurteilung der Ausgangsfragestellung innerhalb unserer
Studienpopulation ist es entscheidend, bestimmte Kriterien aus der
Patientenbefragung wie beispielsweise den BMI, FINDRISK sowie den AUDIT-C
zu berlcksichtigen. Diese Kriterien konnen zusatzlich zum Rauchen weiteren
Einfluss auf die Zytokinexpression austben. Daher ist die Analyse dieser
Faktoren neben der Blutanalyse unerlasslich. Sie gewahrleitet den Ausschluss
potenzieller Storfaktoren anhand der Bildung homogener Gruppen und

ermdglicht so die Vergleichbarkeit der Patienten.

In Abbildung 11 sind die Auswertungen dieser Kiriterien mittels
Boxplot-Diagramme (Box und Whiskers-Tukey zur Visualisierung von

Ausreil3ern) innerhalb der einzelnen Gruppen dargestellt.

Die Grafiken beziehen sich alle auf das Rauchverhalten der Patienten.
Abbildung 11 — Graph A zeigt das Alter der Patienten in Jahren, Graph B den
BMI in kg/m?, Graph C das Diabetesrisiko im FINDRISK-Punktewert (Score) und
Graph D das Alkoholtrinkverhalten im AUDIT-C-Punktewert (Score).

Die Signifikanz wurde jeweils mit Hilfe des Student’s t-Tests ermittelt.

Die verschiedenen Gruppen (Nichtraucher, Ex-Raucher, moderate Raucher und
starke Raucher) sind in den verschiedenen Boxplot-Diagrammen durch

unterschiedliche Graustufen gekennzeichnet.

In allen vier Graphen wurden die Gruppen jeweils komplikationsunabhangig

betrachtet (w/ and w/o Komplikationen).
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Abbildung 11: Boxplot-Diagramme zur Darstellung der Ergebnisse der Auswertung des Patientenalters, BMI,
FINDRISK und AUDIT-C auf Grundlage des Rauchverhaltens innerhalb der Studienpopulation fiir die
C1- und C5-Array-Messungen

Graph A — Abbildung 11 zeigt in Bezug auf das Alter der Patienten multiple
Signifikanzen, welche vielfach sogar mit einem p-Wert von unter 0,0001
zwischen den Gruppen Nichtrauchern, Ex-Rauchern und aktiven Rauchern
ermittelt wurden.

So konnte festgestellt werden, dass das Alter der Ex-Raucher und derjenigen
Patienten, die noch nie in ihrem Leben zuvor geraucht haben (Nichtraucher), im
Vergleich zu den aktiven Rauchern signifikant héher war (p-Wert < 0,0001).
Unterteilt man die aktiven Raucher erneut nach ihrem Rauchverhalten in starke
Raucher mit mehr als 15 PY (> 15 PY)und in moderate Raucher mit weniger als
15 PY, so ergaben sich zwischen diesen beiden Gruppen ebenfalls eine

Signifikanz mit einem p-Wert von unter 0,0001.
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Graph B — Abbildung 11 zeigt den BMI unserer Patientenpopulation ebenfalls in
einem Boxplot-Diagramm. Eine Signifikanz zeigte sich zwischen der Gruppe der
aktiven Raucher und den Ex-Rauchern (p-Wert<0,001). Der BMI der
Ex-Raucher lag demnach signifikant Uber dem der aktiven Raucher
(p-Wert < 0,001). Der BMI der Ex-Raucher lag ebenfalls im Vergleich zu den
Nichtrauchern signifikant héher (p-Wert < 0,05). Unterteilt man die Gruppe der
aktiven Raucher erneut in starke und moderate Raucher, so zeigten sich
signifikante Unterschiede im Vergleich der beiden Gruppen zur Gruppe der
Ex-Raucher (p-Werte < 0,01) mit der Schlussfolgerung, dass aktive Raucher in
unserem  Patientenkollektiv einen  geringeren BMI aufweisen als

ehemalige Raucher (Ex-Raucher).

Bei der Analyse des Diabetesrisikos, dargestellt durch den
FINDRISK-Punktewert (Graph C — Abbildung 11) konnten Signifikanzen
zwischen der Gruppe der ehemaligen Raucher und der Gruppe der
aktiven Raucher ermittelt werden(p-Werte < 0,001). Der FINDRISK-Punktewert
lag bei den aktiven Rauchern signifikant unter dem der ehemaligen Raucher
(p-Wert < 0,001).

Die Auswertung des Trinkverhaltens der Patienten anhand des AUDIT-C in
Graph D — Abbildung 11 zeigte ebenfalls multiple Signifikanzen zwischen den

verschiedenen Gruppen.
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3.2.5 Zytokinarrays/Microarrays

Um einen Einblick in die Regulationsmechanismen zu erhalten, wurden far
unsere Studienkohorte insgesamt zwei Arrays der Firma RayBiotech®
ausgewahlt und analysiert. Hierbei handelt es sich um den Array
~Human Immune Checkpoint C1* (85) sowie den Array
~Human Cytokine Array C5“ (84).

Die in den nachfolgenden Abbildungen prasentierten Zytokinexpressionen sind
durch verschiedene Farben markiert. Uberreprasentierte Zytokine sind in den
Heatmaps in Rot dargestellt, wahrend unterreprasentierte Zytokine in Blau
erscheinen. Unterteilt wurde erneut in die zuvor beschriebenen Gruppen
Nichtraucher (0 PY), Ex-Raucher, moderate Raucher (<15PY) sowie
starke Raucher (> 15 PY). Die Gruppen sind jeweils einmal mit (w/) und jeweils
einmal ohne Komplikationen (w/0) dargestellt. Die Studie umfasst insgesamt
32 Nichtraucher pro Gruppe (mit und ohne Komplikation), 25 Ex-Raucher,
14 moderate Raucher und 12 starke Raucher. Zusatzlich zur Analyse des
Rauchverhaltens wurden auch der Body-Mass-Index (BMI), das Diabetesrisiko
(FINDRISK) sowie das Alkoholtrinkverhalten (AUDIT-C) bertcksichtigt, um
sicherzustellen, dass die Untersuchung zum Rauchen valide ist und eine
Ubermafige Varianz im Patientenkollektiv dadurch vermieden wird, da diese

Faktoren ebenfalls Einfluss auf den Zytokinspiegel haben kdonnen.

Deshalb wurde ein Probenmatching fur die Zytokinarrays durchgefuhrt, um so
jeweils homogene Gruppen von 32 nichtrauchenden Patienten (0 PY),
25 ehemaligen Rauchern, 14 moderaten Rauchern (<15 PY) und
14 starken Rauchern (> 15 PY) zu erhalten. Dies erfolgte, um zusatzliche
Einflussfaktoren (wie BMI, AUDIT-C und FINDRISK) auf die Zytokine neben dem
Rauchen auszuschliel3en, da das Ziel darin bestand, lediglich den Einfluss des

Rauchens als Faktor zu untersuchen.

In Abbildung 12 ist die Auswertung der beiden ausgewahlten Zytokin-Arrays C5
und IC 1 der Firma RayBiotech® dargestellt. Insgesamt ermdglichen diese

zusammen die Messung von 103 Zytokinen (Targets).
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Abbildung 12: Einfluss des Rauchens auf zirkulierende Faktoren im Blut fiir die Zytokin-Arrays
~Human Zytokin-Array C5“ und ,Human Immuncheckpoint Array C1“ der Firma RayBiotech ®
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Die Auswertung der Zytokin-Arrays (Abbildung 12) zeigt, dass sich die relativen
Blutserumspiegel von Zytokinen bei Ex-Rauchern und aktiven Rauchern auf

unterschiedlichste Weise verandern.

Insbesondere wiesen drei Zytokine, CXCL9 (MIG), CD28 sowie CD80 (B7-1),
auffallige Regulationsmuster im Zusammenhang mit dem Rauchverhalten

unseres Patientenpools auf (Abbildung 13).
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) 55 V V Al AI w/o = ohne Komplikationen
C XC L9 0 PY = Nichtraucher
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CD28 active = Aktive Raucher ( < 15 PY und > 15 PY)
CD80

Abbildung 13: Auswahl der geeigneten Zytokine zur Quantifizierung mittels ELISA anhand der Auswertung
der Arrays Human Cytokine Array C5 sowie des Human Immune Checkpoint Array C1 der Firma
RayBiotech®

Die Blutserumspiegel von T-Zell-Aktivierungs- und Regulationsmarker,
insbesondere bei CD28 und CD80 waren sowohl bei Ex-Rauchern als auch bei
aktiven Rauchern ohne Komplikationen niedriger (Abbildung 13). Mit dem
Auftreten von Komplikationen stiegen die Spiegel, insbesondere bei

aktiven Rauchern, an (Abbildung 13).

Fur CD28 konnten jeweils herunter regulierte (niedrigere) Blutserumspiegel flr
die jeweiligen Gruppe ohne Komplikationen (w/0) der ehemaligen Raucher
(Ex-Raucher) sowie flir die der aktiven Raucher beobachtet werden. Beim
Vorliegen von Komplikationen stiegen die CD28-Blutserumspiegel insbesondere
bei starken Rauchern mit mehr als 15 PY an (sichtbare Hochregulation

erkennbar).

Das Zytokin CD80 (B7-1) =zeigte ebenfalls deutlich entgegengesetzte
Regulationen des Blutserumspiegels innerhalb der verschiedenen Gruppen

jeweils mit und ohne Komplikationen. So waren in Abwesenheit von
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Komplikationen die Blutserumspiegel von CD80 bei Rauchern und ehemaligen
Rauchern verringert. Sie stiegen jedoch beim Vorliegen einer Komplikation an,

folglich fand eine Hochregulation des Zytokins statt.

Die Blutserumspiegel von CXCL9 waren grundsatzlich in den jeweiligen Gruppen
mit Komplikationen (w/) immer erniedrigt. Die Spiegel waren bei ehemaligen und
moderaten Rauchern jedoch etwas erhéht im Vergleich zu den anderen Gruppen.

Dieser Effekt konnte bei starken Rauchern jedoch nicht beobachtet werden.

Aufgrund dieser Auffalligkeit sowie ihrer Assoziation mit entzindlichen
Prozessen, der Frakturheilung und dem Rauchen wurden diese Zytokine fur die

weitere Analyse mittels ELISA ausgewahilt.
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3.2.6 ELISA

Zur Quantifizierung der Array-Ergebnisse wurden die zuvor identifizierten sowie
bei Rauchern auffalligen Zytokine, CXCL-9, CD28 und CD80 ausgewahlt und
mittels ELISA gezielt untersucht. Alle drei ausgewahlten Zytokine konnen mit
dem Rauchen in Zusammenhang gebracht werden (63, 106, 127, 130, 132). Alle
ELISA wurden in Duplikaten durchgefiihrt. Die Signifikanz wurde fiur die drei
ausgewahlten Zytokine jeweils durch die Einweg-Varianzanalyse (ANOVA)
bestimmt.

Zur Durchfihrung der passenden ELISA wurden insgesamt 267 Patienten

ausgewahlt und wie folgt zugeordnet:
Nichtraucher (w/o: N =43, w/: N =31), Ex-Raucher (w/o: N =66, w/: N = 24),
moderate Raucher (w/0: N = 35, w/: N = 14) und starke

Raucher (w/o: N =42, w/: N = 12).

Die  Fehlerbalken in den  Boxplot-Diagrammen  markieren  den

Median + 95 % Konfidenzintervall.

3.2.7 CXCL9 (MIG)

CXCL9, auch als MIG (,Monokine Induced by Interferon“) bekannt, zahlt zu den
Zytokinen in der grof3en Gruppe der Chemokine (63, 143-145). Chemokine sind
sekretorische Proteine von geringer MolekullgroRe, die flr eine gezielte
Zellmigration verantwortlich sind (63). Sie aktivieren die zellulare Immunaktivitat

und sind somit an der Regulation des Immunsystems beteiligt (145).

MIG wird durch Gamma-Interferon (IFN-y) aktiviert und Ubernimmt eine
Schlusselrolle in der Immunregulation (63, 143-146). CXCL9 wird hauptsachlich
von Monozyten, Endothelzellen, Fibroblasten und Krebszellen als Reaktion auf
IFN-y sezerniert (145). MIG ist spielt eine entscheidende Rolle bei der
Chemotaxis von T-Lymphozyten was zu deren Proliferation fuhrt und die
Zytokinproduktion fordert (122).

Ihm wird vor allem eine bedeutende Funktion in der effektiven Immunantwort
zugeschrieben, darunter die Regulation von Entzindungsprozessen, die

Involvierung in Autoimmunerkrankungen, die Beteiligung an der Immunabwehr
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sowie die Steuerung der Immunantwort (63, 121, 144). Ihre Zielzellen umfassen
vor allem Immunzellen, darunter T-Zellen und naturliche Killerzellen ebenso wie
dendritische Zellen, Makrophagen und viele weitere (143, 145). MIG ist
aullerdem an der gerichteten Migration, Adhasion und Aktivierung von
Makrophagen sowie B-Zellen beteiligt, die den MIG-Rezeptor CXCR3
exprimieren (147). Die aufgeflihrten Eigenschaften von MIG verdeutlichen seine

wesentliche Rolle in der Pathogenese verschiedener Erkrankungen (63).

Abbildung 14 veranschaulicht mit Hilfe von Boxplot-Diagrammen den Einfluss
des Rauchens auf den Serumspiegel des Zytokins CXCL9. Zwei verschieden
Graphen werden dabei prasentiert. Graph A zeigt die Serumspiegel von CXCL9
in den einzelnen Gruppen (Nichtraucher, Ex-Raucher, moderaten Raucher und
starken Raucher), ohne dabei die spezifische Unterscheidung zwischen
Komplikationen und nicht Komplikationen zu berucksichtigen. In Graph B wurde
hingegen innerhalb jeder Einzelgruppe zusatzlich zwischen den Kontrollgruppen
(keine Komplikationen, w/0) und den Gruppen mit Komplikationen (w/)

differenziert.

Die Boxplots in Graph A wurden in unterschiedlichen Graustufen dargestellt,
wahrend in Graph B die dazu jeweils passenden Komplikationsgruppen

zusatzlich mit schraffierten Boxplots prasentiert werden.
Angegeben wird der Serumspiegel von CXCL9 mit der Einheit pg/ml.
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Abbildung 14: Auswirkung des Rauchens auf die Serumwerte des Zytokins MIG/CXCL9
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Bei genauerer Betrachtung von Graph A (Abbildung 14) zeigt sich, dass mit einer
steigenden Anzahl an Packungsjahren eine Zunahme des CXCL9
Serumspiegels einherzugehen scheint, welcher selbst nach Rauchentwdhnung
nicht auf das Niveau der Nichtraucher zuruckfindet. Die Konzentration bleibt im
Vergleich zur Gruppe der Nichtraucher trotz Verzicht des Tabakrauchens leicht
erhoht.

Dennoch zeigte die Auswertung, dass die Serumwerte von CXCL9 bei Rauchern

mit einer Raucheranamnese von mehr als 15 PY leicht ricklaufig waren.

Um mdoglicherweise prazisere Ergebnisse zu erzielen, wurden die Gruppen in
Graph B (Abbildung 14) jeweils separat sowohl fur die Komplikations- als auch
fur die Kontrollgruppe erneut analysiert. Hier zeigte sich, dass die CXCL9-Werte
in der Kontrollgruppe der ehemaligen Raucher sowie der moderaten Raucher
hoher waren. Beim Auftreten von Komplikationen zeigten sich in der
entsprechenden Gruppe hingegen geringere CXCL9-Konzentrationen. Beim
Vergleich der Komplikationsgruppen unseres Patientenpools in Graph B konnte
festgestellt werden, dass die CXCL9-Werte im Allgemeinen bei den ehemaligen
Rauchern sowie bei den moderaten Rauchern anstiegen. Bei starken Raucher
mit Uber 15 PY hingegen sind diese Werte im Vergleich zu den moderaten

Rauchern geringer.

In Folge der Analyse der Graphen A und B (Abbildung 14) stellte sich zusatzlich
die Frage, ob es geschlechterspezifische Unterschiede bei diesem Zytokin
(CXCLO9) gibt. Daher erfolgte in Abbildung 15 — Graph C eine erneute Analyse
dieser Fragestellung, jedoch ohne einzelne Differenzierung der jeweiligen
Kontroll- oder Komplikationsgruppen.
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Abbildung 15: Auswirkung des Rauchens auf die geschlechterspezifischen Serumwerte von CXCL9
Anhand der geschlechterspezifischen Auswertung in Abbildung 15 — Graph C,
lasst sich der Trend eines leicht erhdhten CXCL9-Serumspiegels bei Frauen im

Vergleich zu Mannern innerhalb ihrer Gruppen erkennen, welcher jedoch keine
statistische Signifikanz aufweist.

Insgesamt konnten in unserer Auswertung uber die Auswirkung des Rauchens
auf die Serumwerte von CXCL9 (Abbildung 14 und Abbildung 15) keine

statistischen Signifikanzen fur unser Patientenkollektiv ermittelt werden.
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3.2.8 B7-1/CD80

CD80, auch als B7-1 bezeichnet, ist ein Zytokin, welches als Oberflachenmarker
und Co-Stimulationsmolekul auf der Oberflache von antigen-prasentierenden
Zellen (APCs) als Antigenprasentationsmarker exprimiert wird (95). Zu den APCs

gehdren vor allem Makrophagen, B-Lymphozyten und dendritische Zellen.

B7-1/CD80 interagiert neben CD28 auch mit dem zytotoxischen T-Lymphozyten-
Antigen-4, das auch als CTLA-4 bekannt ist (105). B7-1/CD80 wird auf aktivierten
T-Zellen als Oberflachenmerkmal prasentiert (95). Die Bindung an CD28
stimuliert die T-Zell-Proliferation und damit die Produktion von Zytokinen,
wahrend die Bindung an CTLA-4 die entgegengesetzte Wirkung hat und damit
die Aktivierung von T-Zellen hemmt (95, 107, 123, 148, 149). Die Affinitat von
CD80 zu CTLA-4 ist dabei deutlich hoher als die Bindungsaffinitat zu CD28 (150,
151).

B7-1/CD80 spielt somit eine entscheidende Rolle in der Immunregulation, indem
es die Abwehr von Krankheitserregern durch Aktivierung des angeborenen und

des adaptiven Immunsystems fordert (107, 129).

Des Weiteren ist CD80, ebenso wie CD28, CTLA-4 und viele weitere Zytokine,

ein entscheidender Faktor der Pathogenese der Sepsis (126).

Abbildung 16 veranschaulicht den Einfluss des Rauchens auf den Serumspiegel
des Zytokins CD80 (B7-1). Die Gruppen sind durch verschiedene Graustufen
gekennzeichnet und wurden bereits zuvor beschrieben (vgl. 3.2 Analyse der
Ergebnisse/Einteilung). Die Komplikationen innerhalb der Gruppen sind durch
Schraffierung hervorgehoben. Graph A (Abbildung 16) prasentiert die
Serumspiegel der jeweiligen Gruppen, unabhangig davon, ob Komplikationen
vorliegen oder nicht. Die Differenzierung zwischen dem Vorliegen bzw. Fehlen
von Komplikationen und dem Vorliegen keiner Komplikation der jeweiligen

Gruppen ist in Graph B (Abbildung 16) dargestellt.
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Abbildung 16: ELISA-Auswertung des Einflusses des Rauchens auf den Serumspiegel des Zytokins CD80
(B7-1)

Die in Graph A dargestellten ELISA-Ergebnisse des Zytokins CD80 zeigen im
Mittel eine niedrigere Konzentration an CD80 bei ehemaligen und aktiven
Rauchern (Abbildung 16 — A).

Bei der Differenzierung der Gruppen durch Berlcksichtigung der Komplikations-
und Kontrollgruppen fallt eine leicht héhere, jedoch nicht signifikante Erhéhung
der Serumwerte von CD80 in den Komplikationsgruppen bei Nichtrauchern,
ehemaligen Rauchern und starken Rauchern auf. Gegenteiliges konnte bei
moderaten Rauchern mit weniger als 15PY beobachtet werden
(Abbildung 16 — Graph B).

Ohne Vorliegen einer Komplikation wiesen starke Raucher einen reduzierten
CD80-Serumspiegel auf. Kam es jedoch zu einer Komplikation, konnten

hingegen deutlich héhere CD80-Werte festgestellt werden.
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3.2.9 CD28

CD28 ist ein Zytokin, das eine entscheidende Rolle bei der Regulierung von
Immunreaktionen Ubernimmt (149). Es unterstutzt die Aktivierung und
Differenzierung von Effektor-T-Zellen und beeinflusst gleichzeitig die Entwicklung
und Funktion von regulatorischen T-Zellen (131). CD28 wird an der
Zelloberflache antigenprasentierender T-Zellen exprimiert, und wird den
Transmembranproteinen der Immunglobulin-Superfamilie zugeordnet (152).
Es verflgt Uber eine extrazellulare Domane, die Liganden monovalent bindet und
interagiert Bindung an das Zytokin CD80 (125, 152).

Die Abbildung 17 visualisiert die Auswertung der ELISA-Ergebnisse fur das
Zytokin CD28. Graph A zeigt die Serumspiegel-Konzentrationen von CD28
komplikationsunabhangig im Gruppenvergleich. In Graph B wurden die Gruppen

komplikationsabhangig differenziert analysiert.
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Abbildung 17: ELISA-Auswertung des Einflusses des Rauchens auf den Serumspiegel des Zytokins CD28

Graph A (Abbildung 17) zeigt, dass der CD28-Serumspiegel in unserem
Patientenpool im Allgemeinen bei rauchenden Patienten im Vergleich zur Gruppe
der Nichtraucher erniedrigt ist. Auch bei der differenzierten Betrachtung der
einzelnen Gruppen (Kontroll- und Komplikationsgruppen — Graph B) zeigen sich
fur die Gruppe der starken Raucher fur die Komplikationsgruppe erniedrigte
CD28-Serumwerte. Fur Nichtraucher sowie fir maRige Raucher waren die
CD28-Werte, wenn Komplikationen auftraten erhéht, wohingegen sich in ihren

jeweiligen Kontrollgruppen die CD28-Werte erniedrigt darstellten.
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3.2.9.1 ROC-Analyse fiir das Zytokin CXCL9

Aufgrund der Ergebnisse der Auswertung des Zytokins CXCL9 wurde eine
ROC-Analyse (Receiver Operating Characteristics) zur
Komplikationsvorhersagekraft dieses Markers durchgefuhrt.
Eine ROC-Analyse ermdglicht, Auskunft (ber die Zuverlassigkeit der
Aussagekraft des untersuchten Zytokins zu geben. In einer zugehérigen
ROC-Kurve werden die Sensitivitat an der y-Achse (Ordinate) und die

Spezifitat an der x-Achse (Abzisse) gegeneinander aufgetragen.

Die Sensitivitat beschreibt dabei, wie viele der untersuchten Proben korrekt als
krank identifiziert wurden. Die Spezifitat hingegen zeigt, wie viele Proben korrekt
als gesund identifiziert wurden. Sowohl die Sensitivitat als auch die Spezifitat

werden dabei in der Einheit Prozent (%) angegeben.
Die Abbildung 18 zeigt die ROC-Kurve fur das Zytokin CXCL9.

Die rote Linie in der Mitte des Graphen ist die Referenzlinie. In dicker schwarzer
Linie ist die ausgewertete ROC-Kurve flr das Zytokin CXCL9 dargestellit.
Die Flache, welche sich unterhalb der Kurve zeigt, wird ,,Area under the curve®
(AUC) bezeichnet. Diese ist ein MalR flir den Vorhersagewert des
entsprechenden Tests. Bei einem AUC-Wert von 1 lage ein maximal pradiktiver

Aussagewert fur das Zytokin vor.
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Abbildung 18: ROC-Kurve fiir den Marker CXCL9

Die ROC-Kurve in Abbildung 18 stellt sich in unmittelbarer Nahe zur Referenzlinie
dar, weshalb die Aussagekraft des Markers CXCL9 als eher geringer einzustufen
ist, da sich keine deutliche Abtrennung zwischen den richtig positiven und den

richtig negativen Werten zeigt.

Die ROC-Analyse (Tabelle 13) zeigte fur das Zytokin CXCL9 einen
AUC-Wert von 0,6134 mit einem p-Wert von 0,0032. Mit Hilfe der Berechnung
des Youden-Index wurde der Grenzwert auf 19,10 pg/ml festgelegt, was
bedeutet, dass der Cut-off-Wert bei > 19,10 pg/ml lag.

In der nachstehenden Tabelle 13 sind sdmtliche Werte der ROC-Analyse fur das
Zytokin CXCL9 nochmal aufgefuhrt.

Tabelle 13: ROC-Analyse fiir das Zytokin CXCL9

Marker AUC Youden- Cut-off Sensitivitat | Spezifizitat p - Wert
(95% Cl) | Index (%) (%)

CXCL9 | 06134 [19,10 |>19,10 pg/ml | 93,83 25,27 0,0032
(0,5425 —
0,6843)
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4 Diskussion

Im Folgenden werden die gewonnenen Erkenntnisse zu diesem Thema im
Kontext des aktuellen wissenschaftlichen Kenntnisstandes diskutiert. Zahlreiche
Studien haben bisher gezeigt, dass Rauchen unter anderem zu einer erhohten
Morbiditat, einer vermehrten Anzahl an Wundkomplikationen und damit
einhergehend zu gesteigerten Behandlungskosten fuhrt (1, 4-8, 10-13, 19, 21,
24, 25, 28, 30-32, 34, 59, 153-158). Daruber hinaus hat es negative
Auswirkungen auf den Gesamtorganismus, die bis hin zu einer erhdhten
Mortalitat reichen (1, 4-8, 10-13, 19, 21, 24, 25, 28, 30-32, 34, 59, 153-158). In
der Folge entstehen potenziell erhebliche Belastungen flir das
Gesundheitssystem, sowohl in Bezug auf die Verfugbarkeit von
Krankenhausbetten als auch hinsichtlich des Fachkraftemangels und der
finanziellen Ressourcen (21, 24, 25, 28, 30).

Vor diesem Hintergrund ist es entscheidend, geeignete Methoden zur
Identifizierung von Risikopatienten sowie zur Pravention von Komplikationen zu
entwickeln. Die vorliegenden Ergebnisse untermauern den schadlichen Einfluss
des Rauchens, wie etwa die erhéhte Komplikationsrate (vgl. Abschnitt 3.2.1) und
der signifikant hohere Sl bei aktiven Rauchern (vgl. Abschnitt 3.2.3). Im

Folgenden werden verschiedene Einflussfaktoren eingehend analysiert.

4.1 Patientenkollektiv

Die Rekrutierung der Patienten fur die Studie KIKS/AIQNET erfolgte aus fast
allen medizinischen Fachbereichen des Lehrstuhls fur Unfall- und
Wiederherstellungschirurgie der medizinischen Fakultat Tabingen an der BGU
Tubingen, darunter aus der Traumatologie, Alterstraumatologie, Endoprothetik
sowie der septischen Unfallchirurgie. Besonders in diesen Fachbereichen zeigt
sich ein Zusammenhang zwischen Tabakkonsum und der Entwicklung
postoperativer Komplikationen (1, 6, 11-14, 19, 24, 157-162).

Dass das Rauchen auch heute noch weit in unserer Gesellschaft verbreitet ist,

zeigt die Analyse unseres Patientenkollektivs. Uber 50 % der Patienten, die die
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BGU Tubingen aufsuchten, waren Ex-Raucher (31,6 %) oder noch aktive
Raucher (22,4 %). Das Bundesgesundheitsministerium in Deutschland berichtet
aktuell (ESA 2021) von einer bundesweiten Raucherquote (Personen ab 18

Jahren) von insgesamt 20,1 % (163).

Die Einteilung des Patientenkollektivs erfolgte in Anlehnung an gangige
Klassifikationen von Rauchern in Nichtraucher, ehemalige Raucher und aktive
Raucher (1, 14, 35, 39, 50, 63, 136, 164, 165). In unserer Studie differenzierten
wir jedoch zusatzlich die aktiven Raucher nach der Intensitat ihres
Rauchverhaltens, wobei wir nach der Analyse des Patientenkollektivs eine
Grenze von unter oder uber 15 PY festlegten. Wir legten die Grenze fur die

Abstinenz der ehemaligen Raucher auf Gber ein Jahr fest.

Die Kategorisierungen der Raucherschwellenwerte (PY) sowie die Abstinenzzeit
fur ehemaligen Raucher variieren in den verschiedenen Studien zu diesem
Thema. So definierten Goodman et al. (2019) beispielsweise flr ihre Studie die
Raucher in die Gruppen leichte Raucher von 1-10 PY, moderate Raucher mit
1-20 PY und starke Raucher mit 20 PY oder mehr (164). Pan et al. (2015) legten
hingegen flr ihre Studienpopulation folgende Grenze fest: < 5 PY, 5-10 PY sowie
10 PY und mehr fest (56). Fur unsere Studienpopulation ware jedoch eine
Festlegung dieser Grenzen nicht sinnvoll gewesen, da dies zu einer zu kleinen
Gruppengrofle und somit zu einer statistisch nicht aussagekraftigen

Untersuchung gefuhrt hatte.

In allen genannten Studien, einschliel3lich der vorliegenden, wurde die Gruppe

der Nichtraucher als Referenzgruppe definiert.
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4.2 Postoperative Komplikationen

Postoperative Komplikationen traten in unserer Studienpopulation in der Gruppe
der aktiven Raucher signifikant haufiger auf als bei Nichtrauchern
(vgl. 3.2.1 Komplikationsrate). Dennoch ist es wichtig zu betonen, dass nicht
jeder Raucher in unserem Patientenkollektiv eine Komplikation infolge eines
muskuloskelettalen Eingriffs entwickelte. Raucher weisen im Vergleich zu
Nichtrauchern ein signifikant hoheres Risiko fur postoperative Komplikationen auf
(1,5, 6, 13).

Obwohl wir keine signifikanten Unterschiede zwischen der Gruppe der aktiven
und der ehemaligen Rauchern feststellen konnten, zeigt unsere Analyse der
Komplikationsrate (vgl. Abbildung 7) einen Trend: Ehemalige Raucher, die seit
mindestens einem Jahr rauchfrei sind, weisen tendenziell weniger postoperative
Komplikationen auf als aktive Raucher. Dieser Trend bestatigt die Ergebnisse
frGherer Studien, wie beispielsweise die von Mills et al. (7), Wong et al. (134),
Scolaro et al. (13), Aspera-Werz et al. (1, 11, 24), Ehnert et al. (6),
Weng et al. (59) oder Lee et al. (14).

Mills et al. (2011) zeigten, dass eine langere praoperative Rauchentwdhnung die
Haufigkeit postoperativer Komplikationen verringern kann (7). Ahnliches
belegten Wong et al. (2012), dass eine Rauchabstinenz von mindestens drei bis

vier Wochen Komplikationen im Wundheilungsverlauf reduzieren kann (134).

Aspera-Werz et al. (2020) berichten von einer in vitro Studie, dass
Tabakerhitzungssysteme im Vergleich zu herkdmmlichen Zigarettenrauch
wahrend der Osteogenese eine weniger schadliche Wirkung auf die
Knochenzellen haben (11).

Sowohl Rudangetal. (156), als auch Ehnertetal. wiesen in ihren
Untersuchungen darauf hin, dass Rauchen mit einer verminderten
Knochendichte einhergeht (6, 156).

Zigarettenrauch und die darin enthaltenen toxischen Substanzen beeintrachtigen
auf verschiedenste Weise den Knochenstoffwechsel, beispielsweise kdonnen

Knochenzellen direkt geschadigt werden oder indirekt zu Veranderungen des
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Hormonstatus, der Immunreaktion, des Gefallsystems oder der
Sauerstoffversorgung fuhren (6). Auch Weng et al. (2023) zeigten ebenfalls in
ihren in vitro Studien, dass Zigarettenrauch das homoostatische Gleichgewicht
bei der Frakturheilung storen kann, indem er die Differenzierung von
mesenchymalen Stammzellen hemmt und die Differenzierung osteoklastischer
Monozyten/Makrophagen aktiviert, was letztendlich zu einem wahrscheinlichen
Knochenverlust oder einer zumindest verzogerten Mineralisierung des Knochens
flhren kann (59).

Rudang etal. (2012) wie auch Scolaroetal. (2014) stellten in ihren
Untersuchungen einen engen Zusammenhang zwischen Rauchen und dem
Risiko perioperativer Komplikationen, einschlieBlich Weichteilinfektionen, fest
(13, 156). Wie bereits zuvor mehrfach betont, weisen Raucher ein erhohtes
Risiko einer Nichtheilung von Frakturen auf (13, 156). Aspera-Werz et al.
berichten von einer hohen Komplikationsrate bei Rauchern nach einer Fraktur
mit anschlieBenden muskuloskelettalen Eingriffen, die insbesondere auf eine
verzogerte Frakturheilung zurickzuflhren ist (24). Die Autoren untersuchten die
Auswirkungen des Rauchens auf die TGF-p-Signallbertragung und stellten fest,
dass Rauchen die TGF-B-Signalgebung signifikant reduziert (24). Der
transformierende  Wachstumsfaktor TGF-f vermittelt in der frihen
Frakturheilungsphase die Rekrutierung und Differenzierung von mesenchymalen
Stammzellen und stellt somit entscheidenden Faktor in der Frakturheilung dar
(24).

In einer weiteren Studie von Aspera-Werz et al. (2022) wird eine erhoOhte
Expression von Peptidyl-Arginine-Deminiase-4-Expression (PADI4) bei aktiven
und starken Rauchern im Vergleich zu Nichtrauchern mit einer hoheren
Komplikationsrate in Verbindung gebracht (1). PADI4 beschreibt ein Gen, das flr
Enzyme kodiert, die eine entscheidende Rolle bei der Entzindungs- und

Immunreaktionen spielen (1, 166).

Lee et al. (2024) beschreiben den engen Zusammenhang zwischen Rauchen
und dem Auftreten einer Sepsis (14). DarUber hinaus zeigen sie, dass Rauchen

unabhangig von bestehenden chronischen Erkrankungen oder allgemeinen
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Gesundheitsverhalten ein signifikanter Risikofaktor fur die Entwicklung einer
Sepsis darstellt (14). Das Risiko einer Sepsis steigt in Abhangigkeit mit der
kumulierten Menge des Tabakkonsums (14). Eine Rauchentwohnung kann
daher zur Vorbeugung schwerwiegender Infektionen, einschliel3lich einer Sepsis,

beitragen (14).

Alle genannten wissenschaftlichen Studien bestatigen und unterstitzen die

Ergebnisse unserer Untersuchung.
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4.2.1 Geschlechterspezifische Unterschiede in der Komplikationsrate

In Anlehnung an frihere Studien, die geschlechterspezifische Unterschieden im
Suchtverhalten von Frauen und Manner aufzeigten, wie beispielsweise
Minutillo et al. (138), Shiffman et al. (139) oder Hitchman et al. (167) , analysierten

wir im Patientenkollektiv ebenfalls auf geschlechterspezifische Besonderheiten.

Dies steht auch im Einklang mit den langfristigen Analysen/Untersuchungen des
.Beauftragten der Bundesregierung fir Sucht- und Drogenfragen in
Deutschland®, bei dem Uber die Jahre hinweg festgestellt werden konnte, dass

Manner in Deutschland haufiger rauchen als Frauen (29).

Unsere Untersuchungen zeigten, dass ein groRerer Anteil der Manner im
Vergleich zu Frauen aktiv rauchte. Das berechnete Verhaltnis von Frauen zu

Mannern in dieser Gruppe liegt bei etwa 0,62.

Dieses Ergebnis stimmt mit den Zahlen der Weltgesundheitsorganisation nahezu
Uberein, die fur Deutschland ein berechnetes Verhaltnis von etwa 0,6 zwischen

mannlichen und weiblichen Rauchern angeben (167).

Hitchman et al. (2011) beschrieben in ihrer Untersuchung, dass weltweit
schatzungsweise fast funfmal mehr Manner als Frauen rauchen, das Verhaltnis
variiert jedoch von Land zu Land (167). Ahnliches beschrieben auch Minutillo et
al. in ihrer Untersuchung 2016, indem sie geschlechterspezifische Unterschiede
in verschiedenen Suchtbereichen wie Tabakrauchen, Alkoholkonsum,
Drogenmissbrauch und Dopingpraktiken in der italienischen Bevdlkerung mit
dem Ergebnis untersuchten, dass ein Geschlechtergefdlle besteht (138).

Demnach zeigten sich Frauen weniger anfallig fur ein Suchtverhalten (138).
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4.2.2 Abteilungsspezifische Unterschiede

Die abteilungsspezifische Analyse des Studienkollektivs zeigt, dass Raucher
haufiger wegen traumatologischer und infektioser Ereignisse ins Krankenhaus
eingeliefert werden als Nichtraucher, was die Erkenntnisse friherer Studien
untermauert (6, 12, 13, 159). Im Vergleich zu Nichtrauchern weisen Raucher

weniger elektive Eingriffe, wie zum Beispiel endoprothetische Operationen, auf.

Unsere Ergebnisse bestatigen den aktuellen wissenschaftlichen Kenntnisstand
(1, 11-13, 24, 48, 59, 67, 78, 159, 161, 168).

Smolle et al. filhrten 2021 eine systematische Ubersichtsarbeit und Meta-Analyse
durch, um die negativen Auswirkungen des Rauchens bei Orthopadie- und
Traumapatienten zu untersuchen (12). Sie fanden heraus, dass Rauchen mit
einem insgesamt erhohten Frakturrisiko, insbesondere Huftfrakturen und
Wirbelfrakturen, signifikant assoziiert ist (12). Das Risiko fur eine ausbleibende
Frakturheilung nach Frakturoperationen, postoperativen Infektionen sowie eine
persistierende Nonunion nach Kahnbeinoperationen war bei Rauchern deutlich
erhoht (12).

Die Tatsache, dass ehemalige Raucher in unserer Studienpopulation im
Vergleich zu aktiven Rauchern deutlich weniger septische Eingriffe aufwiesen,
deutet darauf hin, dass eine Rauchabstinenz zu einer Reduzierung solcher
Komplikationen flhren kann. Diese Beobachtung wird durch verschiedene
Studien, darunter beispielsweise die von
Aspera-Werz et al. (1), Smolle et al. (12), Mills et al. (7) und Lee et al. (14)

gestutzt.
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4.2.3 Krankenhausaufenthaltsdauer

Insgesamt entwickelten 142 Patienten aus allen Patientengruppen unseres
Patientenkollektivs innerhalb von drei Monaten nach einem muskuloskelettalen
Eingriff postoperative Komplikationen, die eine Verlangerung ihres

Krankenhausaufenthaltes zur Folge hatten.

Aktive Raucher wiesen im Vergleich zu Nichtrauchern eine signifikant langere
Hospitalisierungsdauer auf, obwohl sie in unseren Analysen durchschnittlich
junger sind und einen niedrigeren BMI und FINDRISK haben als ehemalige
Raucher. Zurlckzufihren sein koénnte dies auf die deutlich verzogerte
postoperative Genesungsphase bei Rauchern (4, 6, 12, 13). Ehemalige Raucher
hingegen zeigten ebenfalls eine verlangerte Verweildauer im Krankenhaus, was
vermutlich auf ihr héheres Alter, ihren héheren BMI und ihr héheren FINDRISK
zurlckzufihren ist (14, 169-171).

Unsere Ergebnisse zeigen, dass ehemalige Raucher im Vergleich zu aktiven
Rauchern, insbesondere starken Rauchern (> 15 PY) dennoch eine signifikant
kirze Krankenhausaufenthaltsdauer aufwiesen (vgl. 3.2.2). Auch bei naherer
Betrachtung des Krankenhausaufenthaltes wird deutlich, dass aktive Raucher
grundsatzlich langere Krankenhausaufenthalte haben als Nichtraucher und
ehemalige Raucher, selbst wenn keine Komplikationen im Heilverlauf
aufgetreten sind. Diese Beobachtung stutzt die Thesen vorangegangener
Studien, die das Rauchen mit einer verlangerten Heilungsphase in Verbindung
bringen, wie beispielsweise Rudang et al. (156), Scolaro et al. (13), Wong et al.
(134), Mills et al. (7), Aspera-Werz et al. (1, 24), Ehnert et al. (6), Smolle et al. (12)
oder Weng et al. (59).

Smolle et al. fanden heraus, dass das Risiko fur Raucher, nach einer
Frakturoperation eine Infektion zu entwickeln, 2,1-mal hoher als das fir
Nichtraucher (12). lhre Ergebnisse decken sich mit den Ergebnissen von
Scolaro et al. (13), die bereits zuvor ein ahnliches Verhaltnis beschrieben haben
(12, 13). Dies stutzt sich auf frihere Studien, die einen Zusammenhang zwischen
Nikotinabusus und verlangerten Krankenhausaufenthalten aufgezeigt haben (1,
8, 10-14, 24, 59).
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Unsere Ergebnisse stutzen die Erkenntnisse friherer Studien und untermauern
die These, dass Rauchabstinenz oder RauchentwOhnung vor operativen
Eingriffen dazu beitragen konnten, postoperative Komplikationen zu reduzieren
und damit eine langere Hospitalisierungsdauer zu vermeiden oder zumindest zu
reduzieren (1, 7, 12, 14).

Eine verlangerte Hospitalisierungsdauer infolge postoperativer Komplikationen
steht haufig nicht nur mit einer langwierigen und oft komplexen Behandlung in
Verbindung, sondern auch mit negativen Auswirkungen auf die Lebensqualitat
der Patienten und einer erheblichen finanziellen Belastung flr das
Gesundheitssystem (12, 20, 21, 25, 26, 30).

Daten aus den USA aus dem Jahr 2018 schatzten die Gesundheitskosten, die

auf Zigarettenrauchen zurtckzufuhren waren, auf ca. 1,85 Billion US-Dollar (30).

In ihrem Bericht Uber das Rauchverhalten und Passivrauchbelastung
Erwachsener in Deutschland 2022 berichten Starker et al., dass die jahrlichen
Kosten flir die Behandlung von rauchbedingten Erkrankungen und

Gesundheitsproblemen deutschlandweit etwa 30 Milliarden Euro betragen (163).
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4.2.4 Systemischer Immunentziindungsindex (Sll)

Unsere Untersuchung ergab, dass aktive Raucher signifikant hohere Sll-Werte
aufwiesen als Nichtraucher und ehemalige Raucher. Diese Erkenntnis ist von
grolRer Relevanz fur alle Patienten, die an infektiosen Ereignissen leiden oder bei
denen ein muskuloskelettaler Eingriff geplant ist. Die Ergebnisse zeigen eine
starke Korrelation zwischen dem Rauchen und einer systemischen

Entzundungsreaktion.

Der aktuelle Stand der Forschung bringt den Sll-Index mit verschiedensten
Erkrankungsbildern in Zusammenhang. So beschrieben beispielsweise
Zhang et al. eine negative Korrelation zwischen dem Sll und der Knochendichte,
die mit einem erhdhten Frakturrisiko einhergeht (172). Sie fuhren erhdhte
SlI-Werte als Risikofaktor fur Osteoporose bei postmenopausalen Frauen auf
(172). Liu et al. zeigen zudem eine positive Korrelation zwischen dem Sl und
rheumatischer Arthritis fest (142). Diese Erkrankung ist eine chronisch
entzindliche Autoimmunerkrankung, die unter anderem durch die Infiltration
proinflammatorischer Zytokine gekennzeichnet ist (142). Der Sll-Index wird unter
anderem auch mit einer Vielzahl von Krebserkrankungen in Verbindung
gebracht, darunter beispielsweise Kolorektal-Karzinome (173), kleinzellige

Lungenkarzinome (174) oder Gebarmutterhalskrebs (175).

Raucher weisen im Vergleich zu Nichtrauchern und ehemaligen Rauchern
signifikant hohere Sll-Werte auf (vgl. 3.2.3). Diese Werte unterscheiden sich
interessanterweise beim Auftreten einer Komplikation im Heilungsverlauf nicht.
Eine mogliche Erklarung fur dieses Phanomen konnte in einer potenziellen
Erschopfung des Immunsystems liegen, entweder aufgrund einer bereits
bestehenden chronischen Infektion oder einer vorherigen Immunantwort auf das
Trauma (176, 177). Infolgedessen steigen die Werte aufgrund dieser
sogenannten Immunerschopfung nicht weiter an (176, 177). Des Weiteren zeigt
sich in unseren Untersuchungen ein deutlicher Trend: Nachdem der
Tabakkonsum eingestellt und ein Jahr rauchfrei gelebt wurde, normalisiert sich
der SlI-Wert nahezu, und das unabhangig von den zuvor gerauchten PY.

Ahnliches wird auch in der Literatur beschrieben: so konnten Derella et. al. in
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ihrer  Untersuchung nachweisen, dass bereits eine kurzfristige

Rauchentwohnung das systemische Entzindungsprofil reduzieren kann (66).

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen stimmen mit den Ergebnissen friherer
Forschungsarbeiten zu diesem Thema uberein (6, 7, 9, 12, 13, 66) und
bestatigen, dass Rauchen eine nachteilige Wirkung auf den postoperativen

Heilungsverlauf und die Reaktion des Immunsystems hat.

4.2.4.1 Folgen durch Nikotinabusus

In der Literatur finden sich eine Vielzahl von Theorien zu den Auswirkungen des
Rauchens auf den Organismus. Darunter werden vor allem die Auswirkungen
des Nikotinkonsums auf die Frakturheilung beschrieben, im Zusammenhang mit
einer verringerten Blutversorgung, einem Mangel an Antioxidantien und
Vitaminen, erhohten Werten reaktiver Sauerstoffspezies sowie toxische
Auswirkungen auf die Osteoblasten und Osteoklasten
(1,4,6,8,11,13, 18, 19, 24, 155, 156, 161, 178).

Abate et al. beschrieben bereits 2013, dass das im Zigarettenrauch enthaltene
Nikotin nicht nur die Haut und das Unterhautgewebe durch die Freisetzung von
Katecholaminen schadigt, sondern auch eine Vasokonstriktion der lokalen
Blutgefalie verursacht, was zu einer verminderten Durchblutung des Gewebes
fuhrt (8, 164, 179). Bereits 1998 konnten Leow et al. in ihrer Untersuchung
belegen, dass der im Tabakrauch enthaltene Kohlenmonoxidgehalt den
Sauerstoff aus dem Hamoglobin verdrangt, wodurch es zu einem Druckabfall des
Sauerstoffs im Gewebe kommt (180). Ahnliches berichten Smolle et al. in ihren
Untersuchungen von 2021, indem sie dem im Zigarettenrauch enthaltene
Kohlenmonoxid eine direkte Wirkung auf das Oxyhamoglobin im Blut
zuschreiben (12). Sie berichten, dass es in Folge dessen zu einer
Linksverschiebung der  Sauerstoffbindungskurve  kommt (12). Eine
Linksverschiebung der Sauerstoffsattigungskurve fuhrt zu einer verringerten

Sauerstoffversorgung des Gewebes (181).

Hahad et al. (2023) identifizierten das Rauchen als Hauptrisikofaktor flr

Arteriosklerose und arterielle Hypertonie und brachten es zudem mit erhéhtem
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oxidativem Stress, endothelialer Dysfunktion und Entzindungen in Verbindung
(179). Obwohl die genauen Mechanismen hinter den komplexen Prozessen noch
nicht vollstandig aufgeklart sind, ist eindeutig, dass Rauchen eine starke
Korrelation mit Erkrankungen wie Entzindungen oder Autoimmunkrankheiten
aufweist (34). Rauchen beeinflusst nicht nur die angeborene, sondern auch die
adaptive Immunantwort (Saint-André et al. (34)). In ihrer Studie aus dem Jahr
2024 zeigten Saint-André et al., dass Rauchen eine verstarkte
Entzindungsreaktion nach bakterieller Stimulation ausloste, die nach
Rauchstopp zeitnah wieder abklang (34). Dennoch berichten sie ebenfalls von
langfristigen Auswirkungen des Rauchens auf die T-Zell-Reaktionen, die selbst

nach Jahren der Rauchentwdhnung bestehen blieben (34).

91



DISKUSSION

4.3 Auswertung der Fragebogen

Die Auswahl der Kriterien aus den verschiedenen Fragebdgen erfolgte auf

Grundlage des aktuellen wissenschaftlichen Kenntnisstands zu diesem Thema.

Studien wie jene von Pan et al. (56), Brath et al. (57), Maddatu et al. (182),
Batatinha et al. (64) und Chao et al. (171) belegen den Zusammenhang zwischen
Rauchen und einem erhdhten Risiko flr Typ-2-Diabetes sowie den Einfluss des
Rauchens auf den BMI von Patienten und die damit verbundenen
gesundheitlichen Risiken (56, 57, 171, 182, 183).

Ehnert et al. heben das erhdhte Frakturrisiko und die verzoégerte Frakturheilung
bei Typ-2-Diabetes-Patienten hervor (170). Sie bringen eine schlechte
Blutzuckerkontrolle mit negativen metabolischen Auswirkungen in Verbindung
(170). Ein unzureichend regulierter Blutzucker beeintrachtigt das Gleichgewicht
zwischen Osteoblasten und Osteoklasten und stellt somit einen entscheidenden
Faktor fur die Knochenhomdostase dar (170). Xu et al. (2021) untersuchten den
Einfluss von Rauchen und Alkohol auf die Frakturheilung (184).

Die von uns ausgewahlten Kriterien FINDRISK, Audit-C und BMI sind bewahrte,
standardisierte Messgrofken, die sich durch klare Vorgaben und
Reproduzierbarkeit auszeichnen (96, 98, 185, 186). Auch die Einheit
Packungsjahre (PY) ist eine standardisierte, reproduzierbare Maldeinheit zur

Quantifikation des Rauchverhaltens (164).

4.3.1 Diabetesrisiko FINDRISK, Alter, BMI und Audit-C

Brath et al. berichten in ihrer Studie von 2023, dass aktives Rauchen bei
Menschen ohne Diabetes die Blutzuckerwerte sowie die Inzidenz einer
Diabetes-Typ-2-Erkrankung um 37 % bis Uber 100 % steigern kann (57). Sie
beziehen sich dabei auf Ergebnisse einer friheren Studie von
Durlach et al. (187). Diese zeigte eine erhdhte Insulinresistenz, eine vermehrte
Akkumulation viszeralen Fettes, eine erhdhte Sympathikusaktivitat, erhohte
Spiegel von Cortisol und Hormonen der Schilddrise, erhdhte systemische

Entzindungsreaktionen sowie eine Reduktion der Insulinfreisetzung (57, 187).
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Unsere Auswertungen zeigten keine signifikanten Unterschiede im
Diabetesrisiko zwischen aktiven Rauchern und Nichtrauchern. Zwar fanden sich
signifikante Unterschiede zwischen aktiven Rauchern und ehemaligen
Rauchern, doch waren die FINDRISK-Werte der aktiven Raucher signifikant
niedriger als die der ehemaligen Raucher. Auch der Vergleich zwischen
Nichtrauchern und moderaten Rauchern (< 15 PY) ergab ein ahnliches Bild. Eine
madgliche Erklarung fur diese Beobachtung kénnte sein, dass aktive Raucher in
unserem Patientenkollektiv, im Vergleich zur restlichen Patientenkohorte,
signifikant junger waren, unabhangig vom Auftreten einer Komplikation. Zudem

weisen aktive Raucher haufig einen niedrigeren BMI auf als ehemalige Raucher.

Da das Patientenkollektiv der aktiven Raucher in dieser Studie deutlich junger ist
und typischerweise altere Patienten eher an Diabetes-mellitus-Typ-2 erkranken
(169), konnte dies unsere Ergebnisse zumindest teilweise erklaren. Daruber
hinaus ist darauf hinzuweisen, dass wir in der vorliegenden Kohorte keine
detaillierte Diabetesdiagnostik durchgeflihrt haben, abgesehen von den

angegebenen Parametern.

Laut Zeyfang et al. leiden in Deutschland rund 3 Millionen Menschen Uber
65 Jahren an Diabetes (169). Eine neuere Studie von Harreiter et al. (2023)
bestatigt, dass Diabetes-mellitus-Typ-2 Uberwiegend altere Menschen betrifft.
Diese stellte jedoch auch eine zunehmend frihere Manifestation der Krankheit
fest (188). Zuruckfuhren lasst sich dies auf den weltweiten Anstieg von
Ubergewicht und Adipositas in den letzten Jahren (189, 190). Laut Schienkiewitz
et al. (2022) sind derzeit etwa 53,5 % der Bevolkerung in Deutschland
ubergewichtig (190). Ein hoher BMI ist eng mit einer Vielzahl von Erkrankungen
assoziiert, insbesondere mit Diabetes-mellitus-Typ-2 (189, 190), sowie mit der
Entwicklung von Gelenkserkrankungen oder entziindlichen Prozessen im Korper
(191, 192) (189, 190). Zong et al. weisen in ihrer Untersuchung von 2024 darauf
hin, dass ein hoher BMI die Eigenschaften von mesenchymalen Stromazellen
aus dem Knochenmark negativ beeintrachtigen kann und somit das Risiko fur

postoperative Komplikationen nach muskuloskelettalen Eingriffen erhdht (193).

Die Analyse des BMIs in unserer Patientenkohorte zeigte signifikante
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Unterschiede zwischen aktiven Raucher und ehemaligen Rauchern. Dies konnte
auf den Zusammenhang zwischen Rauchen und Kérpergewicht zurtickzufihren
sein. Beispielswiese beschreiben Chao et al. (2019) Rauchen im
Zusammenhang mit Gewichtskontrolle und stellen fest, dass es nach
Rauchstopp haufig zu einer Gewichtszunahme kommt (171). Sie zeigen, dass
Nikotin das Korpergewicht beeinflusst, indem es den Appetit unterdrtickt, eine
madgliche anorektische Wirkung aufweist und das Ernahrungsverhalten verandert
(171). Zusatzlich beobachteten sie, dass bei Rauchern haufig schlechtere
Ernahrungsgewohnheiten, die nach Rauchstopp eine Gewichtszunahme
beglnstigen kdénnten, auftreten (171). Unsere Analysen bestatigen, dass

Rauchen und Gewicht eng miteinander verknupft sind.

Die Analyse des Trinkverhalten in unserem Patientenkollektiv zeigte ebenfalls,
dass aktive Raucher haufig auch ein zusatzliches Suchtverhalten, im Hinblick auf
Alkoholkonsum, aufwiesen. In unserer Studie konsumierten aktive Raucher nach
eigenen Angaben mehr Alkohol als ehemalige Raucher oder Nichtraucher.
Alkohol beeinflusst ebenfalls den Zytokinspiegel im Blut, da UbermaRiger

Konsum Entziindungsreaktionen und oxidativen Stress auslost (183, 194-197).

Uber die Veranderungen im Konsumverhalten von Rauchern und
Alkoholkonsumenten wahrend der Coronapandemie gibt es unterschiedliche
Berichte. Einige Studien berichten von einem Anstieg des Rauchens in dieser
Zeit, wahrend andere von einem Ruckgang der Gesamtpravalenz berichten
(198). Fur Deutschland zeigte sich jedoch wahrend der Pandemie ein leichter
Anstieg der Raucher- sowie der Alkoholzahlen (29, 40, 186).

Da wir einen Grof3teil der Patienten wahrend dieser Zeit rekrutierten, konnte dies
eine mogliche Erklarung flr das auffallig jingere Alter der aktiven Raucher und
den leicht erhohten Alkoholkonsum in unserem Patientenkollektiv darstellen.
Beide Suchtverhalten werden haufig zur Kompensation von Stress genutzt, wie
beispielsweise Koopmann et al. (38), The Lancet Psychiatry (199) oder

Andersen et al. (198) beschreiben.
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Die Coronapandemie stellte die Gesellschaft weltweit vor enorme
Herausforderung. Diese Zeit war besonders von tiefgreifenden Veranderungen
und auldergewohnlich hohem Stresslevel gepragt, was in der Gesellschaft zu
einer erheblichen psychischen Belastung flhrte, die sich in Ungewissheit,
Angsten und depressiven Mustern manifestierte (186, 199-201).

So beschreiben Koopmann et al., dass die langanhaltenden Einschrankungen
des gesellschaftlichen Lebens, die im Marz 2020 von der deutschen
Bundesregierung als gesellschaftlicher Konsens beschlossen wurde, die Sorgen
und Angste verstarken konnten (38). Sie filhrten zudem auf, dass der Konsum
von Alkohol und Tabak haufig als dysfunktional angewandte Strategie zur

Bewaltigung solcher Gefuhle eingesetzt wird (38).
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4.4 Zytokine im Blut

Heilungsprozesse sind im Allgemeinen komplexe Vorgange im Organismus, die
von einer Vielzahl von Faktoren beeinflusst werden. Fur eine erfolgreiche
Wundheilung mussen z.B. Wachstumsfaktoren, Zytokine und Chemokine
sezerniert werden, um in das Wundgewebe einzuwandern und dort die
Wundheilung fordern zu kénnen (63, 202). Wachstumsfaktoren und Zytokine
werden unter anderem von Fibroblasten sezerniert und sind fiir eine regelrechten
Heilungsverlauf essentiell. Rauchen hemmt jedoch die biologische Funktion der
Fibroblasten und beeintrachtigen so die Wundheilung (19). Rauchen stért zudem
das Gleichgewicht des Immunsystems, indem es immunregulatorische
Aktivitaten so verandert, dass es in Folge dessen zu Entzindungen kommt (63).
Gesteuert werden diese Prozesse durch ein komplexes Netzwerk sekundarer
Botenstoffe, wie beispielsweise Zytokine und Chemokine, die sowohl zur
angeborenen, als auch zur erworbenen Immunitat gehdren (63, 118).
Theiss et al. beschrieben bereits in ihrer Untersuchung aus dem Jahr 2000, dass
Nikotin die Expression einer Vielzahl von Zytokinen direkt hemmen kann,
darunter auch diejenigen die mit der Neovaskularisierung und der

Osteoblastendifferenzierung in Verbindung stehen (65).

Die Analyse des vorliegenden Patientenpools zeigt, dass Raucher in unserem
Patientenkollektiv haufiger traumatische oder infektidse Ereignisse erleiden. Dies
steht im Einklang mit den zuvor genannten Faktoren und bestatigt Ergebnisse
frherer Studien. Der genaue Mechanismus, durch den Rauchen Entzindungen
beeinflusst und wie diese Veranderungen entstehen, ist jedoch noch nicht
vollstandig geklart (Stand September 2024).

4.4.1 Zytokinarrays vs. ELISAs

Die potenziell komplikationspradiktiven Blutmarker bei Rauchern in unserem
Patientenkollektiv wurden zunachst mittels Zytokinarrays eingrenzend
identifiziert. Insgesamt wurden 103 Targets mit dem Human Immune Checkpoint
C1 sowie dem Human Cytokine Array C5 untersucht. Dabei fielen mehrere
auffallige Targets wie MIG (CXCL-9), B7-1 (CD80) und CD28 durch auffallige

Regulationsmuster auf (vgl. 3.2.5 Ergebnisse Zytokinarrays). Diese identifizierten
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Targets wurden bereits in friheren Studien, wie etwa von Bratke et al. (129),
Zhang et al. (127) oder de la Iglesia et al. (130), mit dem Rauchen in Verbindung
gebracht. Diese Targets stehen in Zusammenhang mit der Aktivierung und
Differenzierung von T-Zellen (94, 95, 125, 150, 203). T-Zellen spielen eine
wichtige Rolle als Regulatoren der Osteoklasten-Differenzierung und der
Knochenfunktion (94). Bei entzlindlichen Knochenerkrankungen fordern sie im
aktivierten Zustand uber verschiedene Mechanismen die verstarkte
Differenzierung von Osteoklasten und Gben damit einen knochenschadigenden
Effekt aus (94, 204).

Es ist allgemein bekannt, dass Knochenzellen durch Immunzellen wie den
T-Lymphozyten beeinflusst werden, wie Weitzmann et al. bereits 2005 in ihrer
Studie zur Rolle der T-Lymphozyten im Knochenmetabolismus beschrieben
haben (205). Grassi et al. beschreiben Osteoklasten als immunkompetente
Zellen, die T-Zellen zuruckhalten (94). Bei der Osteoklastenreifung wird
beispielsweise B7-1 signifikant hochreguliert (94).

In unseren Analysen zeigten die Zytokine CD28 sowie B7-1 bei aktiven Rauchern
ohne Komplikationen im Vergleich zu Nichtrauchern leicht herunterregulierte
Werte. Bei allen Gruppen traten jedoch Veranderungen in der Regulation auf,

sobald eine Komplikation vorlag.

Bei Rauchern, sowohl aktiven als auch ehemaligen, die Komplikationen
entwickelten, wurden hochregulierte Expressionen bei CD28 und B7-1
festgestellt. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Rauchen diese Zytokine

beeinflusst, insbesondere bei Vorliegen von Komplikationen.

Bereits 1996 beschrieben Zhang et al. die Wirkung von Nikotin auf T-Zellen (127).
Sie konnten mit ihrer Untersuchung zeigen, dass Nikotin den Prozentsatz der
CD4+T-Zellen, die beispielsweise CD28 exprimieren, verringert und zusatzlich
die Intensitat der CD28-Expression reduziert (127).

Liu et al. nennen in ihrer Studie von 2022 Immuncheckpoints wie CD28 und B7-1
als wichtige Faktoren fur Immunstérungen bei der Erkrankung der Sepsis,
insbesondere im Zustand der Immunsuppression (126). Ahnliches beschreiben
Nolan et al. fur B7-1 (107).
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Die Array-Ergebnisse zeigten fur MIG eine leichte Herunterregulation der
Zytokinexpression in allen Gruppen, bei denen Komplikationen vorlagen. Das
Zytokin MIG spielt eine entscheidende Rolle in der Pathogenese verschiedener
Krankheiten, insbesondere bei  Autoimmunerkrankungen (63). Die
proinflammatorischen Reaktionen im Organismus werden durch das Rauchen
verstarkt (63). Wang et al. belegen dies mit einem Anstieg des MIG-Spiegels bei
Rauchern (63). Sie untersuchten 2022 die Auswirkungen des Rauchens auf die
Expression von MIG (63). Hierbei konnten sie einen signifikanten Anstieg von
MIG im menschlichen Serum sowohl bei aktiven als auch bei ehemaligen
Rauchern feststellen (63). Zusatzlich berichten sie, dass die MIG-Werte auch
nach dem Rauchstopp nicht zuriickgingen und betrachten dies als eine mogliche
Erklarung fur die proinflammatorischen und proartheriosklerotischen
Auswirkungen des Rauchens (63). Unsere Analyse zeigt hingegen, dass ein
Rauchstopp zu einem Ruckgang der MIG-Konzentration im Serum fuhrte. In
unserem Patientenkollektiv zeigten aktive Raucher beim Vorliegen einer
Komplikation einen herunterregulierten MIG-Spiegel als Nichtraucher mit

Komplikationen.

Kwak et al. bringen eine Entzindung mit osteoklastischer Knochenresorption in
Verbindung (147). Dies bedeutet, dass Raucher mit hdheren Entziindungswerten
und héheren MIG-Serumspiegeln ein erhdhtes Risiko fur Knochenbriche haben
(206).

Zur genauen Quantifizierung der Ergebnisse aus der Zytokinarray-Analyse
wurden ELISA durchgefuhrt.

Beim Vergleich der Array-Ergebnisse mit den ELISA-Daten fur die ausgewahlten
Marker CD28, B7-1 und MIG zeigen sich entgegengesetzte Ergebnisse. Dies ist
darauf zurlickzufihren, dass die Array-Gruppen im Rahmen eines
Probenabgleichs hinsichtlich der Faktoren Alter, BMI, FINDRISK und Audit-C
angepasst und harmonisiert wurden. Ziel war es, zusatzliche Einflussfaktoren
auszuschlieflen, um den Einfluss des Rauchens auf die Zytokine isoliert zu
untersuchen. Das Array-Verfahren identifiziert zwar auffallig regulierte Zytokine,

liefert jedoch keine spezifischen Aussagen fur jeden einzelnen Patienten
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innerhalb der Gruppen. Infolge dessen war der Gruppenpool bei den
Array-Auswertungen im Vergleich zu den ELISA-Analysen deutlich kleiner und
homogener. Im Gegensatz dazu erlaubt die ELISA-Quantifizierung jedoch eine
direkte Analyse einer Vielzahl unterschiedlicher Einflussfaktoren auf Zytokine,
einschlie3lich BMI, Alter, FINDRISK und Audit-C.

Dieser Unterschied konnte auch die abweichenden Ergebnisse zwischen der

Array-und der ELISA-Analysen erklaren.

Die vorliegende Studie belegt nichtsdestotrotz, dass Rauchen die Expression
verschiedener Zytokine beeinflusst, die flir die Regulierung von
Entzindungsprozesse und der Immunantwort verantwortlich sind. Diese
Beobachtung lasst sich darauf zurickfuhren, dass das Rauchen chronische
systematische Entzindungen im Organismus hervorrufen, die mit einer

Dysregulation des Immunsystems einhergehen (55, 63, 64, 207).

4.5 Schlussfolgerung

In der Analyse unseres Patientenkollektivs konnten wir keinen eindeutigen
spezifischen pradiktiven Blutmarker bei Rauchern identifizieren. Wie die
Ergebnisse der ELISA-Analyse zeigen, ist der Zytokinspiegel multifaktoriell durch

eine Vielzahl anderer Faktoren beeinflusst.

Der komplexe, multifaktorielle Einfluss auf die Zytokine im Blut erschwert die
Identifizierung einzelner potenziell pradiktiver Marker bei Rauchern erheblich. Es
ist moglich, dass Patienten beispielsweise nicht alle eingenommenen
Medikamente oder beispielsweise Nahrungserganzungsmittel in der Befragung
angegeben haben, wodurch dieser mdgliche Einflussfaktor nicht vollstandig
berticksichtigt werden konnte. Zudem konnten weitere Einflussfaktoren (siehe
Abschnitt 5: Limitationen) nicht vollstandig bertcksichtigt und analysiert werden,
entweder aufgrund fehlender Informationen oder aufgrund anderer limitierender

Faktoren.
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5 Limitationen

Der Beginn dieser Studie fiel in die Zeit der Coronapandemie, was die
Rekrutierung und Aufnahme von Patienten zu Beginn erschwerte. Wie bereits
mehrfach erwahnt, werden Raucher haufiger aufgrund traumatischer oder
infektioser Ereignisse und weniger wegen selektiver Eingriffe hospitalisiert. Dies
hat zur Folge, dass sie sich aufgrund eines akuten, lebensbedrohlichen Zustands
sofort einem operativen Eingriff unterziehen mussen, bevor eine praoperative
Befragung oder die Generierung von Blutproben im Rahmen der routinemafligen
Blutuntersuchung durchgefihrt werden konnte. In diesem Zusammenhang fehlt
haufig zum Zeitpunkt der Studienaufnahme der Patienten die Information Uber
den Zeitpunkt der Therapie und die Krankheitsprogression, und es ist nicht
unmittelbar ersichtlich, ob es sich um eine initiale Erkrankung oder um einen
Revisionseingriff handelt. Untersucht wurden nur kurzfristige Ereignisse im
Heilungsverlauf, nicht jedoch langfristige Auswirkungen des Rauchens auf den
Heilungsprozess und die Immunantwort. Eine dreimonatige Beobachtungszeit
der Patienten hinsichtlich Komplikationen im Heilungsverlauf nach
muskuloskelettalen Eingriffen ist oft nicht ausreichend, um die langfristigen
Folgen vollstandig zu erfassen. Daher empfiehlt sich eine langere
Beobachtungsdauer dieser Patienten. Auch eine Kosten-Nutzen-Analyse ist in
dieser kurzen Zeit nur eingeschrankt moglich. Raucher haben haufig einen
deutlich verlangerten Heilungsverlauf, und es ware aufschlussreich, die
gesamten Kosten fur diese Patienten Uber mehrere Jahre hinweg zu erfassen.
Ein weiterer einschrankender Faktor ist, dass wir im Rahmen dieser
Untersuchung nur eine begrenzte Anzahl an Zytokinen bei Rauchern analysiert
haben. Obwohl wir Zytokine untersucht haben, die an Entziindungen und
Immunreaktion beteiligt sind, beschrankte sich unsere Analyse auf eine
begrenzte Auswahl, die wir anhand der Auswertung der Array-Ergebnisse
identifiziert und mittels ELISA quantifiziert haben. Wie bereits erwahnt, kénnen
die verschiedenen Zytokine durch eine Vielzahl zusatzlicher Faktoren beeinflusst
sein. Um ein vollstandiges Bild der immunologischen Veranderungen bei
Rauchern zu erhalten, empfiehlt sich eine umfassendere Analyse des
Zytokinprofils.
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Ein zusatzlicher limitierender Faktor ist, dass die Hospitalisierung der Patienten
meist aufgrund eines geplanten Aufenthaltes oder akuten Krankheitsereignisses
erfolgte, wodurch oft nur wenig Zeit zwischen stationarer Aufnahme und
Operation blieb. Infolgedessen war es uns teilweise erst nach der Operation
moglich, die Einwilligung zur Studienaufnahme einzuholen und die zusatzliche
Blutentnahme im Rahmen der routinemafligen Blutuntersuchung durchzuftihren.
Maoglicherweise konnte der Operationszeitpunkt ebenfalls die verschiedenen
Marker im Blut beeinflussen, was zu Unterschieden zwischen der pra- und
postoperativen Blutanalyse flihren kdnnte. Dies konnte ein weiterer Grund daflr
sein, dass wir in unserem Patientenkollektiv keinen eindeutigen spezifischen

pradiktiven Blutmarker bei Rauchern identifizieren konnten.
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6 Ausblick

Die Praktikabilitat der Identifizierung von Risikopatienten im Klinikalltag stellt sich
herausfordernd dar. Durch die Blutuntersuchung bekannter Infektionsparameter
konnen bereits viele Erkrankungsbilder erkannt werden. Diese Parameter dienen
als Anzeichen fur pathogene Vorgange (bestehende/fortgeschrittene Infektionen,

Tumore, Mangelerscheinungen, Allergien) im Korper.

Wie zuvor beschrieben, reagieren Zytokine im Blut aulierst sensibel auf

verschiedene Einflisse, insbesondere auf Zigarettenkonsum.

Der menschlichen Organismus enthalt eine Vielzahl von Zytokinen.
Aufgrund der hohen Kosten und des groRen Aufwands gestaltet sich die
Untersuchung von Zytokinen im Blut als herausfordernd, sodass eine
umfassende Untersuchung aller Zytokine in der routinemafigen

Blutuntersuchung jedes einzelnen Patienten so nicht realisierbar ist.

In unserer Untersuchung konnten wir keine aussagekraftigen und zuverlassigen
Marker im Blut rauchender Patienten identifizieren, die als pradiktive Indikatoren
fur die Friherkennung von Risikopatienten oder postoperativen Komplikationen
geeignet sind. Dennoch veranschaulicht dieses Ergebnis die Komplexitat der

Biomarker und ihr Zusammenhang im Organismus.

In unserer Studie betrachteten wir vorwiegend die kurzfristigen postoperativen
Ergebnisse, die mdglicherweise nicht die langfristigen Auswirkungen des
Rauchens auf den Heilungsverlauf und auf die Immunantwort wiederspiegeln.
Des Weiteren analysierten wir nur eine begrenzte Anzahl an Zytokinen, die an

EntzGndungs- und Immunreaktionen beteiligt sind.

Durch Folgestudien kénnten relevante Zytokine vielleicht im Langzeitverlauf
naher analysiert werden. Bei Identifikation weiterer geeigneter Marker kann
moglicherweise bei der routinemalligen Blutuntersuchung bei initialer
Stationsaufnahme bei bestimmten erhdhten Werten direkt ein Risiko fur eine
Komplikationsentstehung abgeleitet werden. Weiterhin kdnnen zusatzliche
Marker moglicherweise die diagnostische Genauigkeit erhdhen. So kann schon

bei stationarer Aufnahme die individuelle Therapie evaluiert und angepasst
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werden. Dies ermdglicht ein bestmogliches Outcome fur Patient und Klinik.

Vor diesem Hintergrund kdnnte eine weitere Analyse mittels einer Langzeitstudie
sinnvoll sein, beispielsweise im Zusammenhang mit einer groRReren
Patientenkohorte, einer umfassenderen Analyse des Zytokinprofils, einer
Analyse des rein praoperativen Blutes sowie der Berucksichtigung weiterer
maoglicher Einflussfaktoren wie psychischer Erkrankungen, beruflicher/privater
Stress sowie korperlicher Fitness/regelmafiger korperlicher Betatigung sein
(208-210).
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7 Zusammenfassung

Postoperative Komplikationen sind nach muskuloskelettalen Eingriffen bei
Rauchern ein haufiges Erscheinungsbild (1, 4-7). Regelmaliges Rauchen
beeintrachtigt die Heilung von Knochenbrichen, indem es die Zelldifferenzierung
und Mineralisierung stort und die Aktivitat von Osteoklasten erhoht (1, 6, 8-11,
19, 24, 59, 156, 158, 161, 211). Trotz bekannter Risiken ist Rauchen in
Deutschland nach wie vor weit verbreitet und verursachte 2018 erhebliche
rauchbedingte medizinische Mehrkosten von rund 27 Milliarden Euro (1, 6, 8, 11,
15, 17, 24, 27, 43, 59, 161). In Folge postoperativer Komplikationen kommt es
fur die Patienten zu einem prolongierten Heilungsverlauf und zu einer langeren
Krankenhausaufenthaltsdauer, was wiederum das Gesundheitssystem und
dessen Personal stark belastet (5, 21, 25, 26, 28).

Aus diesem Grund zielten unsere Untersuchungen im Rahmen der
KIKS/AIQNET-Studie darauf ab, Risikopatienten in der Gruppe der Raucher
frihzeitig zu identifizieren. Hierzu untersuchten wir rauchende Patienten mit dem
Ziel, einen pradiktiven Marker zu identifizieren, wodurch eine bestmdglich
angepasste Therapie geboten und einer Uberlastung des Gesundheitssystems

vorgebeugt werden konnte.

Im Zeitraum von Juli 2020 bis Oktober 2022 haben wir 897 Patienten aus
verschiedensten Abteilungen fur die Studie rekrutiert und ihr Rauchverhalten
sowie relevante Parameter wie Alter, BMI, Trinkverhalten und Diabetesrisiko

analysiert, um eine valide Untersuchung sicherzustellen.

Aktive Raucher wiesen im Vergleich zu Nichtrauchern einen signifikant langeren
Krankenhausaufenthalt auf, auch wenn keine Komplikation vorlag. Manner
rauchten in unserer Kohorte tendenziell haufiger als Frauen. Raucher wiesen
eine hohere Rate sowohl an traumatischen als auch an infektionsbedingten
Ereignissen auf. Sie wurden in unserem Kollektiv weniger aufgrund geplanter
endoprothetische Eingriffe hospitalisiert. Die Analyse des Sl zeigte eine
signifikante Korrelation zwischen Rauchen und erhdhten systemischen

Entzindungsreaktionen.
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Bei der Analyse der Zytokine, die mittels Zytokinarrays identifiziert und durch
Sandwich-ELISA quantifiziert wurden, zeigten unter anderem drei davon
Auffalligkeiten im Regulationsmuster: CXCL9 (MIG), CD28 und CD80 (B7-1). Alle
drei Zytokine konnen entweder mit dem Rauchen, entzindlichen Prozessen oder
der Frakturheilung in Verbindung gebracht werden (63, 92, 106, 108, 121-132).
Wir konnten nachweisen, dass eine Rauchentwohnung zu einem Ruckgang der
MIG-Konzentration im Serum flhrte, wobei der CXCL9-Spiegel mit der Anzahl
an Packungsjahre korrelierte. Aktive Raucher hatten bei auftretenden
Komplikationen niedrigere MIG-Serumspiegel im Vergleich zu Nichtrauchern mit
Komplikationen, was auf eine mogliche Erschdpfung des Immunsystems
hinweist. Fur B7-1 und CD28 wurden bei aktiven Rauchern im Vergleich zu
Nichtrauchern leicht niedrigere Werte im Serumspiegel festgestellt, auch bei

Patienten mit Komplikationen zeigten sich keine Signifikanzen.

Unsere Studie bestatigt die negativen Auswirkungen des Rauchens auf die
postoperative Genesung und die Immunreaktion. Es zeigt, dass Rauchen die
Expression von Zytokinen beeinflusst, die Entzindungen und die Immunantwort

regulieren, was mit friheren Studien Ubereinstimmt (1, 6, 7, 11, 24, 59, 63, 161).

Jedoch erwiesen sich keine der von uns analysierten Zytokine als zuverlassige
pradiktive Marker fur Komplikationen bei Rauchern. Dies kdnnte auf die
begrenzte  Auswahl an Zytokinen zurlUckzufihren sein, die an
Entzindungsprozessen und Immunreaktionen beteiligt sind und fur diese Studie
mittels Array-Daten analysiert und anschlieBend mittels ELISA gemessen
wurden. Ein weiterer Grund konnte sein, dass der Zytokinspiegel durch eine

Vielzahl weiterer Faktoren beeinflusst wird.

Eine umfassendere Analyse der aufgefiihrten Faktoren sowie des Zytokinprofils

ware daher empfehlenswert.
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8 Anhang

8.1 Auswertung der Fragebogen komplikationsabhangig
(w/ and w/o Komplikationen) - Array Matching
Tumen et al. (137)
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