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1 Einleitung

Der septische Schock ist die schwerste Komplikation einer Sepsis und kann todlich verlaufen. In
den letzten Jahren wurden bereits enorme Fortschritte gemacht zur Erkenntnis des
Pathomechanismus und der Therapie dieses schweren Krankheitsbildes. Allerdings bleiben bis
heute viele Fragen ungeklart und aktuelle Therapiekonzepte werden stetig gedndert. Neben einer
kausalen (Infektsanierung, Antibiotikatherapie etc.) und supportiven Therapie (Volumentherapie,
Katecholamine etc.) werden insbesondere die adjunktiven Therapien wie die Gabe von

Hydrocortison in letzter Zeit kontrovers diskutiert.

Mit der CORTICUS-Studie, einer prospektiven, multinationalen, randomisierten Placebo-
kontrollierten doppel-blind Studie zur Hydrocortisontherapie im septische Schock, erhoffte man sich
eindeutige Ergebnisse, die Klarheit im Umgang mit Glucocorticoiden bei diesem Krankheitsbild

bringen sollten (Sprung 2008). Allerdings wurde diese Hoffnung enttauscht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden im Rahmen der CORTICUS-Studie gewonnen. Ziel war es,
den immunologischen Effekt von niedrig dosiertem Hydrocortison im septischen Schock anhand
der HLA-DR Rezeptorexpression auf Monozyten und deren Funktion (LPS-stimulierte Synthese
von IL-6, IL-10 und TNF-a) zu untersuchen. Hierzu wurden Blutproben der in der CORTICUS-
Studie eingeschlossenen Patienten an Tag 1 (Baseline), Tag 3, 6, 12, 18 und 28 entnommen und

hinsichtlich der immunologischen Parameter aufgearbeitet.

Im Rahmen der Einleitung werden zunachst Definitionen sepsisassoziierter Begriffe und die
Epidemiologie des septischen Schocks erlautert. Im Weiteren soll spezieller auf die
Pathophysiologie und die Glucocorticoidwirkung und —therapie im septischen Schock eingegangen
werden, bevor nach Erlauterungen des Materials und der Methoden die Ergebnisse dargestellt

werden. AbschlieRend erfolgt die Diskussion der Ergebnisse.

11 Definitionen — SIRS, Sepsis, septischer Schock, Multiorganversagen

Bereits im 4. Jahrhundert v. Chr. erkannte Hippokrates (ca. 460-370 v. Chr.) die Sepsis (gr. Znmw,
faul machen) als eine Erkrankung mit hohem Fieber, die nach einer Verwundung entsteht und mit
Giften der Faulnis seinen Ursprung nimmt. Lange Zeit blieben weitere pathophysiologische
Erklarungen aus, aber mit der Arbeit von Ignaz Semmelweis (1818-1865) zur Sepsis im
Wochenbett entwickelte sich eine moderne Sichtweise der Erkrankung. Zwar vermutete der
Gynékologe, dass der Ursprung der Sepsis durch ins Blut gelangte Leichenteile ausgeldst wird,
aber mit der Begriindung der Mikrobiologie durch Louis Pasteur (1822-1895) und Robert Koch
(1843-1910) im 19. Jahrhundert legte Hugo Schottmiller (1867-1936) 1914 den Grundstein der
modernen Sepsisdefinition: ,Eine Sepsis liegt dann vor, wenn sich innerhalb des Korpers ein Herd
gebildet hat, von dem konstant oder periodisch pathogene Bakterien in den Blutkreislauf gelangen,
und zwar derart, dass durch diese Invasion subjektive und objektive Krankheitserscheinungen
ausgeltést werden." Diese auch als Trias ,Herd, Streuung, Symptomatik® zusammengefasste

Beschreibung beruht zwar auf subjektiven, klinischen Beobachtungen, kénnte aber dennoch zur
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Diagnose einer Sepsis geniigen. Oftmals ist jedoch der Nachweis einer Bakteriamie schwierig: in
Abhangigkeit von der antibiotischen Vorbehandlung ist eine Bakteriamie nur bei durchschnittlich
30% Patienten mit schwerer Sepsis und septischem Schock nachweisbar (Bates 1990; Bates
1997; Crowe 1998; Martin 2003). Bei 30% ist zwar nach klinischen Kriterien eine Infektion
wahrscheinlich, kann aber nicht durch eine mikrobiologische Untersuchung gesichert werden
(Vincent 1995; Alberti 2002). Haufig kommt es auch bei kritisch kranken Patienten zu einer
korpereigenen entziindlichen Abwehrreaktion mit verschiedenen Organkomplikationen, die nicht
auf einer Infektion beruht. Bedingt wird dieses systemisch inflammatorische Response-Syndrom
(SIRS) beispielsweise durch Verbrennungen, ein schweres Trauma oder eine akute Pankreatitis
(Levy 2003).

Da bis Anfang der 90er Jahre das Spektrum der Einschlusskriterien und Definitionen uneinheitlich
blieb, war die Vergleichbarkeit von Studienergebnissen und die Empfehlung von Therapierichtlinien

schwierig.

Auf eine einheitliche, internationale Definition der Sepsis konnte man sich erst 1991 auf der
American College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine (ACCP/SCCM)
Consensus Conference einigen (1992). Zusammen mit der Sepsis wurden auch andere

Begrifflichkeiten geklart:

Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS):

SIRS eine generalisierte hyperinflammatorische Reaktion des Korpers verschiedener

Ursachen (s.0.), bei der mindestens zwei der folgenden Kriterien erfillt sein missen:
e Temperatur > 38C oder < 36C
» Tachykardie (> 90 Schlage/Minute)
e Tachypnoe (> 20 Zige/Minute) oder Hyperventilation (PaCO, < 32 mmHg (< 4,3 kPa))

)

e Leukozytose (> 12000 Zellen/'mm?®  oder Leukopenie (< 4000 Zellen/mm® oder

Linksverschiebung (> 10% unreife Zellen)
Sepsis:

Sepsis ist ein SIRS, das mit einer Infektion assoziiert ist. Die Infektion kann mit einer Bakteriamie,
Viramie oder Fungamie einhergehen oder lokal beschrankt bleiben. Hierbei treten dann mikrobielle

Toxine oder Zellbestandteile ins Blut tber.

Schwere Sepsis:

Als schwere Sepsis wird das Krankheitsbild bezeichnet, das neben den oben genannten
Sepsiskriterien noch durch eine Organdysfunktion, Hypoperfusion oder Hypotension charakterisiert
ist. Zeichen der Hypoperfusion kénnen u.a. Laktatazidose, Oligurie oder ein akut veranderter

Bewusstseinszustand sein.



Septischer Schock:

Der septische Schock, die schwerste Komplikation der Sepsis, ist zusatzlich durch eine
Hypotension (systolischer Blutdruck < 90 mmHg oder einem mittleren arteriellen Druck < 65
mmHg) und einer Organdysfunktion gekennzeichnet, trotz adaquater intravendser

Flissigkeitssubstitution.

Multiple Organ Dysfunction Syndrome (MODS):

Nachweis von Organdysfunktionen, wobei zur Aufrechterhaltung der Homdostase therapeutische

Interventionen erforderlich sind.

Trotz dieser festgelegten Definition und vieler verdéffentlichter Leitlinien ist die Diagnose einer
Sepsis und eines septischen Schocks in der Praxis schwierig (Poeze 2004). Auf Grund dieser
Schwierigkeiten werden regelmé&Rig Aktualisierungen der Symptome verdffentlicht, um das
Erkennen einer Sepsis im Klinikalltag zu erleichtern (Levy 2003). Die Definitionen von 1991 haben

aber bis heute nicht an Bedeutung verloren.

1.2 Epidemiologie des septischen Schocks

Trotz vermehrter Forschung und zunehmendem Verstandnis der Pathophysiologie von Sepsis und
septischem Schock bleiben diese Krankheitsbilder weiterhin schwer therapierbar. Noch immer sind
Sepsis und septischer Schock eine der haufigsten Todesursachen auf nicht-kardiologischen

Intensivstationen mit zunehmender Inzidenz:

2003 ergab eine Analyse von Martin et al. eine jahrliche Inzidenz einer Sepsis von 240,4 Fallen pro
100000 Einwohnern, welches einen Anstieg seit 1979 (82,7 pro 100000 Einwohner) um 9% jahrlich
bedeutet (Martin 2003). Drei von 1000 Menschen erkranken jahrlich an einer schweren Sepsis, die
2% der Krankenhausaufenthalte ausmachen (Angus 2001). Davon entwickeln ca. 3% einen
septischen Schock (Rangel-Frausto 1998), die wiederum 10% der intensivpflichtigen Patienten auf
den Intensivstationen stellen (Annane 2003). Insgesamt liegt im Krankenhaus die Mortaliat der
schweren Sepsis bei 30% und fir den septischen Schock bei 50 — 60% (Rangel-Frausto 1998;
Angus 2001; Annane 2003). Annane et al. stellten dabei einen Haufigkeitsgipfel in der sechsten
Lebensdekade fest (Annane 2003). Einige Patienten haben dabei ein erhdhtes Risiko an einem
septischen Schock zu erkranken. Darunter zahlen Patienten mit einem Malignom, einer
Immundefizienz, chronischer Organinsuffizienz, iatrogene Griinde (Alberti 2002; Annane 2003;
Martin 2003) und genetische Faktoren (Sorensen 1988) wie Geschlechtsspezifitat (Manner
haufiger als Frauen) (Hubacek 2001), nicht-weil3en Ursprungs in Nordamerika (Martin 2003) und

der Polymorphismus in den Genen der Immunmodulation (Lin and Albertson 2004).

In Deutschland lag 2003 die Pravelenz unter 3877 Intensivpatienten bei 12,4% an einer Sepsis und
bei 11,0% an einer schweren Sepsis oder septischen Schock zu erkranken. Die
Intensivstationsmortalitat lag bei 48,4% gegentber einer Krankenhausmortalitdt von 55,2% (Engel
2007) .



Nicht nur aus medizinischer Sicht ist dieses Krankheitsbild bedeutend, sondern auch aus
soziobkonomischer Perspektive: die sepsis-bedingten Krankenhauskosten in den USA betragen
schatzungsweise 17 Milliarden Dollar pro Jahr (Angus 2001). Die durchschnittlichen Kosten des
Intensivaufenthaltes in Deutschland liegen bei 23297 Euro pro Patient mit schwerer Sepsis, wobei
die Kosten der nicht-Uberlebenden mit 25446 Euro tiber denen der Uberlebenden mit 21984 liegt
(Moerer 2002) .

1.3 Das Immunsystem (immunologische Grundlagen)

Als Schutz vor Mikroorganismen steht dem Koérper ein umfangreiches Arsenal von
Abwehrmechanismen zur Verfligung, die sich in das angeborene (unspezifische) Abwehrsystem

und in das adaptive (spezifische) Immunsystem einteilen lassen.

1.3.1 Angeborene (unspezifische) und adaptive (spez ifische) Immunantwort

Das unspezifische Abwehrsystem wird in der frihen Phase der Infektabwehr téatig und bekampft
Krankheitserreger unabhangig von einem vorhergegangen Kontakt des Organismus mit dem Keim.
Die angeborene Immunantwort beinhaltet anatomische und physiologische Barrieren wie
Epithelien, eine Aktivierung des Komplementsystems, Phagozytose durch Makrophagen, natirliche
Killerzellen und neutrophile Zellen und die Freisetzung von Zytokinen wie z.B. IL-1, IL-6, IL-12 und

TNF-a sowie die Produktion reaktiver Sauerstoffmetabolite.

Zum spezifischen (adaptiven) Immunsystem gehéren die B- und T-Lymphozyten. Ihre Aufgabe ist
es durch klonale Selektion bei Erstkontakt mit einem fremden Antigen eine Immunantwort zu
optimieren und diese zu verstarken. Im Wesentlichen wird dies durch die Produktion molekularer
Antikoérper und dem phagozytosesteigernden Effekt der T-Helfer-Zellen auf Makrophagen erreicht.

Der Korper erwirbt eine lebenslange Immunitéat.

Beide Immunsysteme, spezifisches und unspezifisches, stehen in einem engen Zusammenhang.
So verbessern beispielsweise antigengebundene Antikdper die Eliminierung der Antigene durch
Phagozytose oder bewirken eine Lyse infolge der Aktivierung des Komplementsystems; aktivierte
Makrophagen fordern umgekehrt tber Zytokine die Proliferation von CD4+ T-Helfer-Zellen und
kénnen so beispielsweise die Antikdrperproduktion verstarken. Nur durch eine volle
Funktionstiichtigkeit beider Systeme ist eine optimale Abwehr gegen Fremdantigene gewahrleistet
(Abbas 2007).

1.3.2 Monozyten

Monozyten machen 3 — 6 % der Leukozytenpopulation aus und gehdren mit einem Durchmesser

von 15-20 ym zu den grofdten weil3en Blutkdrperchen. Nach Differenzierung und Reifung im
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Knochenmark, der Monozytopoese, die durch den granulocytemacrophage-colony-stimulating-
factor (GM-CSF) und den macrophage-colonystimulating-factor (MCSF) gesteuert wird (Nicola and
Peterson 1986), zirkulieren die reifen Monozyten fir 8 — 70 Stunden (Halbwertszeit T50 = 15 — 20
Stunden) (Whitelaw 1972) im Blutkreislauf. Innerhalb dieses Zeitraums wandern sie bei Kontakt mit
Entziindungsmediatoren, welche die Chemotaxis und die Diapedese an den Ort der Inflammation
vermitteln, in das betroffene Gewebe. Wéahrend der Einwanderung differenzieren Monozyten
abhangig vom Zielgewebe in gewebespezifische Makrophagen, die fir Monate bzw. Jahre im

Gewebe persistieren kdnnen.

Monozyten besitzen einen charakteristischen (v. griech. monos, ,einzig“) grolen Kern von meist
bohnenartiger Form. In ihrem verhaltnismaRiig kleinen Zytoplasma finden sich neben reichlich
Mitochondrien und Ribosomen, ein ausgepragtes rauhes endoplasmatisches Retikulum sowie ein
gut ausgebildeter Golgi-Apparat. Dies deutet auf eine besondere Syntheseféhigkeit von
sekretorischen und membrandsen Proteinen hin. Zudem beinhaltet das Zytoplasma eine groRRe
Anzahl sekretorischer Vesikel, deren Produkte unter anderem aus Enzymen, Wachstumsfaktoren
oder Zytokinen bestehen. Als phagozytierende Zellen besitzen sie auf3erdem zahlreiche
Lysosomen, Vesikel und Granula, die verschiedenartige Enzyme, wie saure Phosphatasen, saure

Hydrolasen, Esterasen, Proteasen und vor allem Peroxidasen enthalten.

Auf der Zellmembran der Monozyten befinden sich eine Vielzahl unterschiedlicher
Oberflachenmolekiile. Neben beispielsweise Rezeptoren fur Interleukine und Interferone,
Wachstumsfaktoren (z.B. GM-CSF), Komplementfaktoren oder Immunglobulinen exprimieren
Monozyten auf der Zellmembran Rezeptoren fir Katecholamine oder Lipopolysaccharide (LPS),
ein Zellmembranbestandteil gramnegativer Bakterien.

Die LPS-Rezeptoren CD14 (cluster of differentiation) und ,toll-like-Rezeptor* (TLR) sind bedeutsam
wegen ihrer Fahigkeit, Monozyten und Makrophagen Uber eine Interaktion mit LPS zu aktivieren.
LPS bindet dabei an CD14 und den ,toll-like-Rezeptor* (TLR), dessen intrazytoplasmatische
Doméne eine kaskadenfoérmige Aktivierung von Signalproteinen bis zum Transkriptionsfaktor
NFk-B bewirkt. Immunologisch-analytisch nutzt man CD14 wegen seiner Zellspezifitat bei der
Identifikation von Monozyten bzw. Makrophagen (s. Studiendesign und Methoden).

Ein weiteres wichtiges Oberflachenmolekiil ist der HLA-DR Rezeptor, tGber den Monozyten und
Makrophagen neben dendritischen Zellen die Fahigkeit haben, zuvor phagozytierte Antigene CD4+
T-Helfer-Zellen zu prasentieren. Somit spielen sie eine zentrale Rolle bei der Regulation zwischen

angeborenem und adaptivem Immunsystem (Volk 1996).

1.3.3 HLA-DR

1.3.3.1 Struktur des HLA-DR Rezeptors

Korpereigene und korperfremde Moleklle (Antigene) werden auf spezifische Peptidrezeptoren

geladen und auf der Zelloberflache exprimiert. Diese Proteinkomplexe kommen in zwei Klassen



vor, MHC | und MHC Il. Beim Menschen werden die MHC-Proteine auch ,humane leukocyte
antigen“ (HLA) genannt.

HLA-DR Rezeptoren gehdren zur Familie der MHC Il Molekile, deren spezieller Proteinkomplex
kérperfremdes Antigen CD4+ T-Helfer-Zellen préasentiert. MHC | Rezeptoren interagieren dagegen
mit CD8+ Zellen. MHC 1l Molekdle sind heterodimere Glykoproteine, die aus einer a-Kette (32 — 34
kDa) und einer 3-Kette (29 — 32 kDa) bestehen. Die Gene fir die HLA-Molekile liegen auf dem
kurzen Arm des Chromosoms 6 und sind hochpolymorph, d. h. es existieren viele verschiedene
Allele, die fur diese Proteine kodieren. Die Ketten sind jeweils aus zwei extrazellularen Doménen

(al, a, bzw. Bl, [32), einer Transmembranregion und einem kurzen zytosolischen Abschnitt

aufgebaut (s. Abbildung). Die Peptidbindungstasche wird aus der al und B1 Kette gebildet. Bei
den HLA-DR Molekilen kommt dieser Polymorphismus ausschlie3lich durch die p-Kette zustande,
da fur die a-Kette nur zwei nicht polymorphe Allele existieren. Fur die Gene der 3-Kette sind bis
heute Uber 320 verschiedene Allele bekannt (Marsh 1998; Bodmer 1999).

1.3.3.2 Antigenpréasentation tber HLA-DR

Bei der Antigenprasentation wird kérperfremdes Antigen nach Internalisierung und lysosomaler
Fragmentierung in der Peptid-Bindungstasche im endoplasmatischen Retikulum (ER) fixiert und an
die Zelloberflache transportiert. Hierbei spielt HLA-DR eine wichtige Rolle: im ER wird die Peptid-
Bindungstasche des ,unbesetzten HLA-DR Rezeptors durch ein Peptid (invariant chain (I;))
blockiert. Nach Verschmelzung des HLA-DR tragenden Vesikels mit einem Phagolysosom wird |;
aufgespalten, so dass nur ein kleiner Peptidrest (CLIP — class Il associated invariant chain peptide)
in der Bindungstasche zurlckbleibt. HLA-DM (ein intrazellulares Protein) verdrdngt anschlie3end
CLIP aus der Peptid-Bindungstasche und erméglichen somit die Bindung eines anderen Peptids
(Antigen). Dieses Antigen ist extrazellularen Ursprungs. Nach dem Transport an die Zelloberflache
binden CD4+ T-Helfer-Zellen tiber das CD4-Protein (ein sog. Co-Rezeptor) spezifisch an die nicht-
polymorphe B2-Region, interagieren tiber TCR (T-Zell-Rezeptor) mit dem Peptid in der MHC-II-

Bindungsstelle und werden dadurch aktiviert (Janeway 1988).

1.3.3.3 Regulation der HLA-DR Expression

Die HLA-DR Expression unterliegt komplexen Regulationsmechanismen:

Positiv wird sie von IFN-y, GM-CSF und IL-12 beeinflusst (Volk 1996; Le Tulzo 2004). Daneben

kénnen selbst Zytokine mit teilweise antiinflammatorischen Eigenschaften wie IL-4 und IL-13 die
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HLA-DR Expression erhéhen (de Waal Malefyt 1993). Im Gegensatz dazu supprimieren
vorwiegend inhibierende Mediatoren wie IL-10, TGF-f und Prostaglandin E2 die HLA-DR
Expression (Volk 1996; Kox 2000; Le Tulzo 2004). Auch immunsupprimierende Medikamente wie
Cyclosporin A und Glucocorticoide mindern ebenfalls direkt oder indirekt die HLA-DR Rezeptorzahl
auf peripheren Blutmonozyten. Daneben werden Katecholamine (Le Tulzo 1997) und auch
normalerweise monozytenaktivierende Substanzen wie LPS als mdgliche hemmende

Einflussfaktoren der HLA-DR Expression in Erwagung gezogen (Wolk 2003).

Tabelle 1. Mediatoren der HLA-DR Expression

Gesteigerte HLA-DR Expression Verminderte HLA-DR Expression
IFN-y (TH-1-Funktion) IL-10
GM-CSF TGF-B
IL-12 IL-6
Cba
PGE2
LPS

Stressmediatoren (z.B. Adrenalin)

Immunsuppressiver (z.B. Cyclosporin A,

Glucocorticoide)
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Eine Regulierung der HLA-DR Rezeptorzahl kann auf unterschiedlichen Ebenen geschehen:

1. indirekt praetranskriptorisch: wie beispielsweise Glucocorticoide, die Uber eine Induktion
der Synthese von TGF-B, IL-10 oder l6slichen IFN-y-Rezeptoren, die einen IFN-y Effekt
antagonisieren, eine HLA-DR Expression regulieren kénnen (Galon 2002), oder IL-10, das
Uber eine Hemmung des IFN-y-Induktionsweges die HLA-DR Expression reguliert (Ito
1999).

2. transkriptorisch: z.B. IFN-y, das Uber eine Induktion der CIITA (non-DAN-binding class Il
transactivator A) die Transkription von HLA-DR aktiviert (Fumeaux and Pugin 2002; Abbas
2007), oder auch Glucocorticoide, die direkt die Transkription von HLA-DR hemmen
(Galon 2002).

3. posttranskriptorisch wirken hingegen beispielsweise IL-10 und LPS. IL-10 kdnnte dabei
Einfluss nehmen auf den komplexen Transport der HLA-DR Molekile vom
endoplasmtischen Retikulum an die Zelloberflache (Fumeaux and Pugin 2002). Einige
Studien konnten unter IL-10 eine Akkumulation der MHC Il Molekile in intrazellularen
Kompartimenten nachweisen, was eine posttranskriptorische Regulation nahe legt
(Koppelman 1997; Morel 2002). LPS nimmt Uber eine verminderte Synthese von HLA-DM
(s. Kapitel 1.3.3.2) Einfluss auf die HLA-DR-Antigen-Beladung und fiihrt auf diesem Weg

zu einer verminderten HLA-DR Expression.

1.3.4 Monozytenaktivierung

Ruhende Makrophagen exprimieren wenig oder kein HLA-DR und zeigen eine geringe
Zytokinproduktion.

Die Aktivierung der Monozyten ist ein mehrstufiger Prozess. Eine Praaktivierung der Makrophagen
erfolgt in der Frihphase der Immunantwort zum einen durch antigenunspezifische Zytokine,
insbesondere durch IFN-y, zum anderen durch mikrobielle Produkte selbst. Die vollstéandige
Aktivierung geschient dann durch unterschiedliche Faktoren wie beispielsweise LPS,
Komplementfaktoren, IL-1, TNF-a oder erneut IFN-y (van Furth 1998; Abbas 2007). IFN-y erhoht
zudem bei der Praaktivierung die Rezeptorzahl fur TNF-a und steigert so im zweiten Schritt die

Effizienz der TNF-a induzierten Aktivierung (Ruggiero 1986).

Aktivierte Monozyten weisen eine erhdhte HLA-DR Expression auf und somit eine vermehrte
Antigenprasentation gegeniuber CD4+ T-Helfer-Zellen. Bei der Interaktion zwischen dem HLA-DR
gebundenem Antigen und CD4+ T-Helfer-Zellen spielen jedoch noch weitere Faktoren eine Rolle,
z.B. spezielle Costimulatoren, wie B7, CD28 und CD40. Nicht aktivierte Monozyten exprimieren
wenige oder keine Costimulatoren. Bei der Praaktivierung wird B7 auf der Zelloberflache exprimiert
und kann so mit CD28 auf CD4+ T-Helfer-Zellen interagieren, woraufhin diese aktiviert werden,
clonal expandieren und den CD40 Liganden (CD40L) auf ihrer Zelloberflache synthetisieren.
CD40L bindet an CD40 auf Monozyten, wodurch wiederum vermehrt B7 gebildet wird und die HLA-
DR assoziierte Aktivierung der CD4+ T-Helfer-Zellen optimiert und verstéarkt wird (Abbas 2007).
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Aktivierte Monozyten haben eine erhdhte Zytokinproduktion. Monozyten synthetisieren zum einen
proinflammatorische Zytokine wie IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 und TNF-a zum anderen
antiinflammatorische Zytokine wie IL-10 und TGF-B (van Furth 1998). Bei Erstkontakt mit LPS
kommt es zu einer vermehrten Sekretion proinflammatorischer Zytokine, bei erneuter Exposition
mit LPS nimmt die proinflammatorische Zytokinproduktion hingegen ab. Dies wird als
Endotoxintoleranz beschrieben (de Waal Malefyt 1991; Randow 1995). Monozyten besitzen zudem
eine groRe Bandbreite an sekretorischen Faktoren, darunter Komplementfaktoren, proteolytische
Enzyme, Gerinnungsfaktoren, Fibronektin und Wachstumsfaktoren (Nathan 1987; Cavaillon 1994,
Volk 1996). Auf diese Weise regulieren und steuern Monozyten eine Vielzahl immunologischer

Prozesse.

1.3.5 Rolle der CD4+ Zellen bei der Monozytenaktivi  erung

Im Zusammenhang mit einer Monozytenaktivierung spielen CD4+ T-Helfer-Zellen eine wichtige
Rolle: zum einen werden sie durch aktivierte Monozyten via Zell-Zell-Kontakt mittels HLA-DR
Rezeptoren direkt oder durch Zytokine indirekt stimuliert, umgekehrt werden Monozyten durch

aktivierte CD4+ T-Helfer-Zellen in ihrer Funktion reguliert.

Bei nicht-aktivierten CD4+ T-Helfer-Zellen spricht man haufig auch von ,naiven* CD4+ Zellen.
Nach Antigenprasentation durch Monozyten werden ,naive* CD4+ Zellen angeregt, synthetisieren
IL-2 und proliferieren daraufhin (klonale Expansion). Wahrend dieser klonalen Expansion
differenzieren sie in verschiedene Phéanotypen, vornehmlich in T-Helfer-Zellen 1 (TH-1) und T-
Helfer-Zellen 2 (TH-2). Je nach Differenzierung produzieren sie unterschiedliche Zytokine, die
teilweise antagonistisch zueinander wirken (Abbas 1996; Opal and DePalo 2000). TH-1-Zellen
sekretieren dabei proinflammatorische Zytokine wie TNF-q, Interferon-y und IL-2 wéhrend TH-2-
Zellen antiinflammatorische Zytokine wie IL-4 und IL-10 produzieren. Bis heute ist die Ursache der
unterschiedlichen Differenzierungswege in TH-1- bzw. TH-2-Zellen nicht vollstandig geklart —
diskutiert werden die Beschaffenheit und Menge des Antigens, der kostimulatorischen Signale, die
wahrend der HLA-DR Antigenpréasentation anwesend sind, sowie verschiedene Zytokine. Z.B.
proliferieren CD4+ T-Helfer-Zellen in Anwesenheit von IFN-y in TH-1 Zellen, IL-4 hingegen fordert
die Differenzierung in TH-2 Zellen. Aktivierte Makrophagen fordern entweder Gber IL-6 oder IL-12
die Proliferation von TH-2 bzw. TH-1.
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Tabelle 2. TH-1 und TH-2 Differenzierung hinsichtlich Zytokinproduktion und Zytokin-
rezeptorexpression (Abbas 2007)

Zytokinproduktion und

Zytokinrezeptorexpression TH-1 TH-2
IFN-y +++ -
IL-4, IL-5, IL-13 ; rr
IL-10 +- -
GM-CSF ++ ++
IL-12R B-Kette ++ )
IL-18R ++ -

1.4 Pathophysiologie des septischen Schocks

»The microorganisms that seem to have it in for us ... turn out ... to be rather more like bystanders.
...it is our response to their presence that makes the disease. Our arsenals of fighting off bacteria

are so powerful ... that we are more in danger from them than the invaders” (Thomas 1972)

Lewis Thomas postulierte dies bereits 1972 in seinem Artikel ,Germs" und trifft damit den Kern der
Pathophysiologie des septischen Schocks. Denn trotz moderner Intensivmedizin und einer
verbesserten antibiotischen Therapie konnte die Letalitat der Erkrankung in den letzten Jahren
nicht weiter gesenkt werden (Rangel-Frausto 1998; Angus 2001; Annane 2003). Zwar spielt das
korpereigene Immunsystem eine Schlisselrolle im Pathomechanismus des septischen Schocks,

aber dennoch sind bis heute viele Details der pathophysiologischen Ablaufe ungeklart.

Vereinfacht spricht man heute beim septischen Schock von einer unkontrollierten Reaktion des
Immunsystems (Bone 1992; Stone 1994; Warren 1997).

1.4.1 Ungleichgewicht auf Grund einer unkontrollier ~ ten Entzindungsreaktion

Anféangliche Ergebnisse aus Tierversuchen brachten den Verdacht auf, dass eine Uberstimulation
des proinflammatorischen Immunsystems zu einem Kreislaufkollaps und zu Organnekrosen fiihren
wiurde, &hnlich wie bei Patienten im septischen Schock. Hohe Dosen TNF-a und IL-1 fiihrten bei
den Tieren zum Kreislauf- und Organversagen (Okusawa 1988), so dass man von einem ,cytokine
storm“ als Todesursache bei den Tieren sprach. Dieses zunehmende Verstandnis von der

Pathophysiologie des SIRS und die Erkenntnis aus mehreren Studien, in denen die Letalitat der
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Versuchstiere mit Komponenten und Makromolekilen zur Blockade dieser Immunkaskade
drastisch gesenkt werden konnte, brachte neue Hoffnung in der Therapie des septischen Schocks
auf. Erntchternd musste man aber feststellen, dass das Tiermodel nicht direkt auf den Menschen
Ubertragbar war, denn Studien zur Blockade der proinflammatorischen Immunkaskade beim
Menschen mit Glucocorticoiden (Bone 1987), TNF-a Antagonisten (Abraham 1995; Fisher 1996),
IL-1-Rezeptorantagonisten (Fisher 1994) und anderen Substanzen (Bernard 1997) fuhrten nicht

zum erwinschten Erfolg und hatten teilweise sogar einen negativen Effekt auf den Patienten.

Auch die Therapie mit Antiendotoxinantikbrpern brachte keinen Erfolg (Ziegler 1991). Zwar hat
Endotoxin verheerende Folgen fir den Korper, doch auch ein totaler Endotoxinblock ist schadlich
fur das Immunsystem. Die Grinde hierfur sind Komplex (Warren 1993). Vermittelt wird die LPS-
induzierte Produktion von Zytokinen (z.B. TNF-a und IL-1) Uber Rezeptoren auf Monozyten und
Makrophagen. LPS bindet an CD14 wund den ,toll-like-Rezeptor® (TLR), dessen
intrazytoplasmatische Doméne eine kaskadenférmige Aktivierung von Signalproteinen bis zum
Transkriptionsfaktor NFk-B bewirkt.

Abgesehen von einigen Formen der Sepsis, wie beispielsweise die Meningokokkensepsis, bei der
haufig erhdhte Plasmaspiegel von TNF-a, IL-1 und INF-y gemessen werden und diese mit der
Schwere der Erkrankung und dem Outcome korrelieren (Girardin 1988), zeigten verschiedene
Studien, dass beim Menschen eine Ubertriebene proinflammatorische Immunreaktion niedriger
ausfallt als anfanglich angenommen. So wurde nicht bei allen Patienten eine erhéhte Konzentration
zirkulierender TNF-a oder Interleukin-18 gemessen (Debets 1989; Rogy 1994; Pruitt 1996;
Oberholzer 2000). Weitere Studien zeigten sogar, dass Patienten mit einer Sepsis eine geringere
Fahigkeit zur Produktion proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a und IL-18 besafl’en als
Patienten der Kontrollgruppe (Ertel 1995). Weiterhin wurde festgestellt, dass bei vielen Patienten
selten ein proinflammatorisches Zytokinprofil nachweisbar ist und dass haufig die
antiinflammatorische Zytokinantwort tberwiegt (Rogy 1994; Endo 1996; Pruitt 1996; Friedman
1997; Oberholzer 2000). So wird heute davon ausgegangen, dass sich die Immunlage des
Patienten im septischen Schock von einer anfanglichen Uberstimulation zu einer
Immunsuppression veréndert (Lederer 1999; Oberholzer 2001). Neuere Ansichten gehen sogar
soweit, dass die Antiinflammation nicht nur als folge der Proinflammation, sondern auch als

eigenstandige, primare Stressreaktion des Kérpers zu verstehen ist (Munford and Pugin 2001).

1.4.2 Mechanismus der Immunsuppression im septische n Schock

Aus Eigenschutz gegeniber einer UberschieBenden, autodestruktiven (proinflammatorischen)
Immunreaktion produziert der Kdrper antiinflammatorische Substanzen, um den Prozess zu
kontrollieren. Eine Schlisselrolle dieser kompensatorischen Reaktion des Immunsystems, auch
,compensatory antiinflammatory response syndrom“ (CARS) genannt (Bone 1996), spielen IL-4, IL-
10, IL-11 und IL-13, lbsliche TNF-Rezeptoren, IL-1-Rezeptorantagonisten und Transforming
Growth Faktor (TGF) (Dinarello 1993; Fisher 1994; Abraham 1995; Platzer 1995). Diese
antiinflammatorischen Substanzen bewirken unter anderem eine Beeintrachtigung der
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Monozytenfunktion wie eine reduzierte Zytokinproduktion (Munoz 1991) und eine erniedrigte
HLA-DR Rezeptorzahl (Docke 1997).

Mononukleare Zellen von Patienten mit Verbrennungen oder Trauma haben einen reduzierten
Spiegel von proinflammatorischen TH-1 Zytokinen aber einen erhdhten Anteil der
antiinflammatorischen TH-2 Zytokine IL-4 und IL-10 (s. Kapitel 1.3.5). Eine Umkehr dieses
Verhéltnis verbessert die Uberlebensrate der Patienten im septischen Schock (O'Sullivan 1995;
Lederer 1999). Andere Studien zeigten, dass Patienten im septischen Schock erhdhte Spiegel von
Interleukin-10 haben und dieses ein prognostisch ungunstiger Faktor ist (Gogos 2000; Opal and
DePalo 2000). Bei Patienten mit Peritonitis und Trauma stellte man eine Abnahme der Proliferation
und Zytokinsekretion von TH-1-Zellen fest, ohne dass dies mit einer erhéhten TH-2-
Zytokinproduktion einherging. Diese Anergie geht mit einer erhohten Letalitatsrate der Patienten
einher (Heidecke 1999). Apoptotische Zellen kénnten mit verantwortlich sein fur die Anergie: bei
septischen Patienten konnte eine vermehrte Apoptose und nicht Nekrose bei Lymphozyten
festgestellt werden (Hotchkiss 1999; Hotchkiss 2001). Anders als bei der immunstimulierenden
Wirkung der nekrotischen Zellen, induzieren apoptotische Zellen die Synthese
antiinflammatorischen Zytokine, TH-2-Proliferation und Anergie (Voll 1997; Green and Beere
2000). Stressinduzierte, erhdhte Cortisolwerte werden als mdgliche Ursache diskutiert (Ayala 1995;
Fukuzuka 2000).

1.4.3 HLA-DR Expression und Monozytenfunktion im se  ptischen Schock

Ein weiterer wichtiger Aspekt der Immunsuppression ist die Deaktivierung von Monozyten, die
durch eine verringerte Antigenprasentation — entscheidend fur die antigenspezifischen T-Zell
Aktivierung (Tonegawa 1988) — und eine verminderten Synthese proinflammatorischer Zytokine
wie TNF-a , IL-1 und IL-6 charakterisiert ist (Endotoxintoleranz) (Munoz 1991; Volk 1991; Ertel
1995). Bei Patienten mit schwerer Sepsis und septischem Schock konnte man eine verminderte
HLA-DR-Expression auf Monozyten feststellen, die mit der Schwere des Verlaufs zusammenhing
(Schinkel 1998; Muller Kobold 2000; Tschaikowsky 2002; Le Tulzo 2004). Volk et al. definierten
den Bergriff der ,Immunparalyse”, die dann gegeben ist, wenn weniger als 30% HLA-DR
Rezeptoren (normalerweise mehr als 80%) auf der Oberflache von Monozyten exprimiert werden.
Diese Immunparalyse geht mit einem erhdhten Infektionsrisiko einher (Volk 1996). Kontrovers
diskutiert werden bis heute die Ursachen der verminderten HLA-DR-Expression. Mdgliche
Einflussfaktoren auf eine Runterregulierung kénnten IL-10 (de Waal Malefyt 1991; Sachse 1999;
Fumeaux and Pugin 2002), TGF-B (Randow 1995), LPS (Wolk 2003) oder Cortisol (Le Tulzo 2004)
sein. Auch Katecholamine werden als mdgliche Regulatoren in Erwagung gezogen (Le Tulzo 1997;
Le Tulzo 2004). Eine Steigerung der HLA-DR Expression hingegen bewirken z.B. IFN-y (Young
and Hardy 1995; Docke 1997) und granulocyte/macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)
(Smith 1990). Komplementfaktoren kénnen ebenfalls eine Deaktivierung und somit Verminderung
der HLA-DR Expression auf Monozyten bewirken. C5a beispielsweise ist ein Ligand des G(i)

protein-coupled receptor und ein potenter Inhibitor der monozytéren IL-12 Produktion. Somit
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verhindert C5a eine IL-12 abhangige Induktion von IFN-y, ein Schliisselzytokin bei der endogenen

Wiederherstellung einer monozytaren Immunitat (la Sala 2005).

Unter LPS und Glucocorticoiden wurde zudem eine verminderte Synthese von HLA-DM
festgestellt, ein wichtiger Cofaktor bei der Antigenprasentation von HLA-DR auf Monozyten (s.
Kapitel 1.3.3.3) (Fumeaux and Pugin 2002).

1.4.4 Pro- und antiinflammatorisches Gleichgewicht

Die Komplexitdt des Krankheitsbildes der Sepsis und des septischen Schock wird mit
zunehmender Forschung immer deutlicher. Wie sich zeigte, konnte eine Beeinflussung der
proinflammatorischen Immunantwort keine Verbesserung des Outcomes fir den Patienten erreicht
werden und man riickte von der Theorie der Hyperinflammation als Hauptursache der
Pathophysiologie des septischen Schocks ab. Gleichzeitig machte interessanterweise eine
Metaanalyse klinischer Studien zur antiinflammatorischen Therapie deutlich, dass zwar generell
hohe Dosen antiinflammatorischer Substanzen als schadlich fir den Patienten einzustufen sind,
aber dennoch eine kleine Gruppe (10%) von dieser Therapie profitieren kann (Zeni 1997). Auch die
Vermutung, dass ein Wechsel von Hyperinflammation zu Antiinflammation stattfindet, ist nicht in
allen Fallen haltbar. So schliel3en einige Autoren aufgrund unterschiedlicher Studien, bei denen sie
einen unmittelbaren immunsupprimierenden Effekt feststellten, dass die Immundepression eine
primare und nicht kompensatorische Antwort auf die Sepsis ist. In diesen Studien zeigten die
Patienten eine deutlich bessere Prognose, bei denen eine Erholung der proinflammatorischen und
nicht der antiinflammatorischen Zytokinproduktion stattfand (Heidecke 1999; Weighardt 2000).
Munford und Pugin hingegen gehen davon aus, dass die normale Stressantwort des Organismus
auBerhalb des Entziindungsherdes eine Aktivierung des antiinflammatorischen Systems ist
(Munford and Pugin 2001).

Zusammenfassend scheint das sensible Gleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatorischer
Immunreaktion eine Schlusselrolle der Pathophysiologie der Sepsis und des septischen Schocks
zu spielen. Unter diesem Gesichtspunkt ist die Betrachtung der Wirkung von niedrig dosiertem
Hydrocortison auf das Immunsystem bei Patienten im septischen Schock von besonderem

Interesse.

15 Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HPA-Achse)

Stress, einschliellich Schmerz, Fieber und Hypovolamie, bewirken einen Anstieg von ACTH und
Cortisol im menschlichen Korper. Dieser Mechanismus wird hauptsachlich tber die HPA-Achse
gesteuert und ist nicht nur in Stresssituationen aktiv sondern auch verantwortlich fir den basalen
erhalt der Homdéostase (Chrousos 1995). Zusammen mit dem sympathischen Nervensystem bildet
die HPA-Achse den peripheren Arm des Stresssytems (Chrousos 1992; Chrousos and Gold 1992),

der unter dem Einflul} zirkadianer, neurosensorischer, limbischer und immunologischer Signale
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steht (Chrousos 1995; Lenczowski 1999). Eine Aktivierung bewirkt u.a. eine Hemmung der

Immunreaktionen (Chrousos 1992; Chrousos and Gold 1992).

1.5.1 Regelmechanismen der HPA-Achse

Der Regelmechanismus der HPA-Achse ist komplex und soll hier nur kurz zusammengefasst
werden. Zentrale Steuerungszentren liegen im Hypothalamus, in der Hypophyse und im
Hirnstamm: hypothalamisches ,Corticotropin-releasing hormone* (CRH) induziert die Produktion
von Corticotropin  (ACTH) in der Hypophyse, welches seinerseits stimulierend auf die
Cortisolsynthese in der Nebennierenrinde wirkt. Es wirken viele unterschiedliche Bereiche auf

diesen Regelkreislauf:

Arginin-Vasopressin (AVP oder ADH) wirkt synergistisch mit CRH und stimuliert die Synthese von
Corticotropin (ACTH) in der Hypophyse. Noradrenerge Neurone und CRH potenzieren sich
gegenseitig; serotonerge und cholinerge Neurone stimmulieren die Sekretion von CRH,
Noradrenalin und Vasopressin. GABA, Benzodiazepin und Opioide wirken hingegen inhibierend.
Zentral synthetisierte Substanz P hemmt die CRH-Synthese, stimmuliert andererseits aber das
zentrale, noradrenerge Nervensystem (Chrousos 1995). Aul3erdem nehmen neben neuronalen
Transmittern auch einige Zytokine wie TNF-a, IL-1 und IL-6 Einfluss auf das Stresssystem
(Chrousos 1995; Lenczowski 1999).

Die stundliche CRH-Ausscheidung unterliegt einem zirkadianen Rhythmus mit einem Morgen- und
Abendhoch. Dies hat zur Folge, dass die hdchsten Cortisolwerte im Blut morgens und abends
gemessen werden kdnnen. Die CRH-Ausscheidung wird aul3erdem in Stresssituationen gesteigert.
Zwar kdnnen auch andere Hormone und Substanzen Einfluss auf die Cortisolsekretion nehmen,
doch ACTH ist der Hauptregulator der Cortisolproduktion (Ottenweller and Meier 1982; Hinson
1990; Calogero 1992). Der morgendliche basale Cortisolspiegel bei gesunden Menschen liegt

zwischen 6 und 24 ug/dl.

1.5.2 Beeintrachtigung der HPA-Achse im septischen Schock

Erhoéhte Werte von CRH, ACTH und Cortisol konnten auch bei Infektionen, Verbrennungen und
Operationen festgestellt werden. Neben einer vermehrten Produktion der Substanzen werden aber
auch gestoérte inhibitorische Feedbackmechanismen und eine reduzierte Cortisolclearance
diskutiert (Melby and Spink 1958; Perrot 1993). Teilweise konnte eine Korrelation zwischen

erhohten Cortisolwerten und der gesteigerten Mortalitat festgestellt werden (Braams 1998).

Auch bei Patienten im septischen Schock findet man héaufig erhdhte basale Cortisolwerte (>25
pg/dl) (Melby and Spink 1958; Jurney 1987; Span 1992; Bouachour 1995; Soni 1995; Briegel 1996;
Lamberts 1997; Streeten 1999; Zaloga and Marik 2001), doch einige Studien zeigten auch, dass
bei bis zu 50% der Patienten die Cortisolwerte unter 20 pg/dl lagen (Sibbald 1977; Finlay and
McKee 1982; Moran 1994; Spittler 1995). Uber eine Korrelation zwischen der Hohe der
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Cortisolwerte und des Outcomes der Patienten wird bis heute intensiv diskutiert: einige Studien
konnten eine Korrelation zwischen erhéhten Cortisolwerten und der Mortalitat zeigen (Jurney 1987;
Span 1992), andere hingegen einen Zusammenhang zwischen geringen Cortisolwerten und
schlechter Prognose (Finlay and McKee 1982; McKee and Finlay 1983). Zudem sahen aber auch
mehrere Studien keinen Einfluss der Cortisolwerte auf das Outcome (Schein 1990; Rothwell 1991;
Bouachour 1995; Briegel 1996).

Zwar findet man bei Patienten im septischen Schock erhéhte Cortisolwerte, aber dennoch geht
man davon aus, dass der Korper haufig unter einer relativen, reversiblen
Nebennierenrindeninsuffizienz (NNR-Insuffizienz) leidet. Mehrere in vitro und in vivo Experimente
lieRen vermuten, dass eine relative NNR-Insuffizienz entweder auf eine erniedrigte ACTH-
Sekretion, eine verschlechterte ACTH-Wirkung auf die Nebennierenrinde oder eine verringerte
Cortisolsynthese selbst zurtick zu fihren ist (Annane and Cavaillon 2003; Cooper and Stewart
2003; Marik and Zaloga 2003). Zudem stitzen mehrere Tierversuche und Zellkulturexperimente
die Theorie der relativen NNR-Insuffizienz im septischen Schock (Kass and Finland 1957; Keri
1981; Catalano 1984; Gaillard 1990; Jaattela 1991). Einheitliche Angaben zu Definition, Inzidenz,
Diagnose und Prognose einer relativen NNR-Insuffizienz findet man jedoch selten (Matot and
Sprung 1998). Tatséachlich variiert die Haufigkeit einer relativen NNR-Insuffizienz bei Patienten mit
schwerer Sepsis je nach Definition, Studienpatienten und Nebennierenfunktionstest zwischen 0
und 77% (Bouachour 1995; Oelkers 1996; Marik and Zaloga 2002; Cooper and Stewart 2003;
Marik and Zaloga 2003). Bei Patienten im septischen Schock liegt die relative NNR-Insuffizienz
wahrscheinlich zwischen 50 — 75% (Annane 2000). Eine absolute NNR-Insuffizienz ist hingegen
sehr selten (0 — 3%) (Jurney 1987; Rothwell 1991; Jarek 1993; Bouachour 1995; Matot and Sprung
1998).

1.5.3 Nachweis einer NNR-Insuffizienz

Uber den Nachweis einer relativen NNR-Insuffizienz wird bis heute kontrovers diskutiert und
einheitiche Empfehlungen gibt es nicht. Drei Diagnosemdglichkeiten haben sich
herauskristallisiert:

1. Bestimmung des basalen Cortisolwertes

2. Stimulationstest mit 250 yg ACTH (Hochdosierter ACTH-Test)

3. Stimulationstest mit 1 ug ACTH (Niedrigdosierter ACTH-Test)
Angaben zu einem Schwellenwert des basalen Cortisolwertes, der Ausdruck einer relativen NNR-
Insuffizienz sein kdnnte, variieren zwischen 10 — 34 ug/dl. Die meisten Autoren sehen aber in
einem Cortisolwert von < 15 pg/dl den Hinweis auf eine relative NNR-Insuffizienz und somit eine

Indikation fur eine Hydrocortisonsubstitution (Knox 1993; Bouachour 1994; Bouachour 1995;
Barquist and Kirton 1997; Cooper and Stewart 2003).

Viele Studien konnten am besten mit einem 250 yg ACTH-Test zwischen normaler NNR-Funktion
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(,Responder“) und relativer NNR-Insuffizienz (,Non-Responder*) unterscheiden. Strittig bleibt aber
auch hier ein einheitlicher Referenzwert, der eine relative NNR-Insuffizienz bedeutet. Bei nicht
intensivpflichtigen Patienten schliel3t ein Spitzenwert von > 18 ug/dl und ein Cortisolanstieg von > 9
pg/dl nach Stimulation eine Beeintrachtigung der NNR-Funktion aus (Bouachour 1995). Bei
Patienten mit schwerer Sepsis und septischem Schock variieren die Angaben: die meisten Autoren
sehen in einem Cortisolanstieg < 9 pg/dl nach Stimulation den Beleg einer relativen NNR-
Insuffizienz (Rothwell 1991; Moran, Chapman1994; Annane 2000). Andere sahen jedoch in einer
Erhéhung von < 6 pg/dl (Bollaert 1998) bzw. < 18 ug/dl (Bouachour 1995) einen diagnostischen

Hinweis auf eine relative NNR-Insuffizienz.

Der Aussagewert eines hochdosierten Stimulationstests wird aber von einigen Autoren in Frage
gestellt. Sie sehen in dem geringen Anstieg des Cortisolwertes bei hohen basalen Werten nicht
eine eingeschrankte Syntheseleistung der NNR, sondern eine Erschopfung der adrenalen Reserve
(Marik and Zaloga 2000; Oppert 2000; Marik and Zaloga 2002; Marik and Zaloga 2003). Aufgrund
des hohen, unphysiologischen Wertes von 250 ug ACTH favorisieren sie eine Stimulation mit 1 ug
ACTH (Mayenknecht 1998; Zarkovic 1999; Dokmetas 2000; Marik and Zaloga 2003). Zu diesem
Test gibt es allerdings keine validierte Studienlage (Cooper and Stewart 2003).

Bei all den angegebenen Tests ist jedoch zu bemerken, dass die Varianz zwischen den einzelnen
Laboren so hoch ist, dass ein Vergleich zwischen Studien, die jeweils andere Labore zur Testung

genutzt haben, kaum maglich ist (Briegel 2009).

1.5.4 Periphere Cortisolresistenz und Critical illn  ess-related corticosteroid
insufficiency (CIRCI)

Im septischen Schock wirken neben der HPA-Achse allerdings noch weitere Faktoren auf die

Cortisolkonzentration.

So nimmt beispielsweise die Konzentration von Corticosteroid-bindendem Globulin (CBG) im Blut
bei Patienten mit einem septischen Schock ab und somit die Bindungs- und Transportkapazitat von
Cortisol, was den relativen Anteil des Cortisols im Blut steigen lasst (Hammond 1990; Beishuizen
2001).

Bei Patienten im septischen Schock konnte man zudem eine reduzierte Ansprechbarkeit der Zellen
auf Cortisol feststellen. Dieses Phanomen, auch als periphere Cortisolresistenz bezeichnet, kénnte
entweder auf einen modulierten Cortisolabbau oder auf eine Veranderung der Rezeptoraffinitat
entweder zu Cortisol selbst oder anderen glucocorticoid-interagierenden Elementen beruhen
(Molijn 1995; Beishuizen 2001; Meduri 2002). In vitro-Experimente konnten bereits mehrere
Zytokine identifizieren, die entweder einzeln (IL-13 (Spahn 1996) und IL-2 (Molijn 1995)) oder in
Kombination (z.B. IL-1,IL-6 und INF-y (Klava 1997) und IL-2 und IL-4 (Kam 1993)) Einfluss nehmen
auf die Sensitivitat mononukledrer Zellen gegentber Glucocorticoiden. Auch TNF-a und IL-10
verschlechtern bzw. verbessern die Affinitat von Glucocorticoiden zu ihren Rezeptoren

(Franchimont 1999). Die Glucocorticoidrezeptorzahl bzw. Funktion der Rezeptoren wird ebenso
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durch IL-1 (Pariante 1999), Endotoxin (Liu 1993) und Hyperthermie (Molijn 1995) verandert.

Eine periphere Cortisolresistenz kdnnte auch das Paradoxon einer Ansprechbarkeit von
Glucocorticoiden im septischen Schock bei Patienten mit normaler NNR-Funktion erklaren (Bennett
1999).

In den letzten Jahren wird zunehmend davon ausgegangen, dass es wahrend des septischen
Schocks sowohl zu einer relativen NNR-Insuffizienz kommt als auch zu einer reduzierten
Ansprechbarkeit des peripheren Gewebes auf Cortisol. Dieses Krankheitsbild wird als ,Critical
illness-related corticosteroid insufficiency (CIRCI)* bezeichnet. Hierbei kame es zu einer
protrahierten und Ubermafigen proinflammatorischen Antwort des Kérpers auf die zugrunde
liegende Infektion (Marik 2008), die durch eine inadaquate Corticosteroidaktivitat in Anbetracht der
Stressreaktion und des Krankheitsschweregrads begunstigt wird. Pathophysiologisch resultiert eine
insuffiziente steroidvermittelte Suppression der proinflammatorischen Transkriptionsfaktoren (Marik
2009).

1.6 Glucocorticoide

Die mehr als 50 jahrige Forschung und Therapie mit Glucocorticoiden beschrankte sich
hauptsachlich auf den antiinflammatorischen und immunsuppremierenden Effekt von
Glucocorticoiden, doch heutige Studien zeigen einen immer differenzierteren Wirkmechanismus
der Steroide, der weitere Anwendungsgebiete wie beispielsweise bei der Therapie der schweren
Sepsis, des septischen Schocks und bei ARDS (acute respiratory distress syndrome) ermdglicht
(Bollaert 1998; Meduri 1998; Meduri and Kanangat 1998; Bronicki 2000). Mdglicherweise basieren
einige antiinflammatorische und immunsuppremierende Eigenschaften der Glucocorticoide auf
ihrem pharmakologischen Effekt und nicht auf ihrer physiologischen Wirkung (Cupps and Fauci
1982; Munck 1984; Wilckens 1995). Dies kénnte nicht nur an den unterschiedlichen endogenen
und therapeutischen Konzentrationen im Blut liegen, sondern auch an der unterschiedlichen
biologischen Aktivitat zwischen endogenen und synthetischen Glucocorticoiden wie beispielsweise
bei der Bindung an TBG, an der Affinitit zum Rezeptor oder an der Interaktion mit
Transkriptionsfaktoren (Wilckens 1995).

1.6.1 Wirkmechanismus von Cortisol

Glucocorticoide wirken auf Zielzellen hauptsachlich tber ubiquitare Glucocorticoidrezeptoren, die
als Glucocorticoid-Glucocorticoidrezeptoren-Komplex direkt oder indirekt auf die Transkription der
Zell-DNA Einfluss nehmen (genomische Wirkmachanismus) (Yamamoto 1985; Bamberger 1996;
Karin 1998). In den letzten Jahren wurde zudem eine schnell eintretende Glucocorticoidwirkung
(,rapid effects”) beobachtet, die auf eine nicht-genomische Signalwirkung der Glucocorticoide
schlieRen lasst (Borski 2002; Buttgereit and Scheffold 2002; Losel and Wehling 2003).
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1.6.1.1 Genomischer Wirkmechanismus

Die Zona fasciculata der Nebennierenrinde sezerniert Cortisol ins Blutplasma, das dort auf Grund
seiner Lipophilie grof3tenteils an CBG gebunden transportiert wird. Die Aufnahme von Cortisol in
die Zielzelle erfolgt durch Diffusion durch die Zellmembran. Innerhalb der Zelle bindet Cortisol an
die Glucocorticoidrezeptoren, die Uber eine Komplexbindung mit Chaperon-Molekilen (zwei
Hitzeschockproteine Hsp70 und Hsp90 und ein Immunophilin 1p56) verbunden sind. Die Interaktion
von Cortisol mit den inaktiven, haupséchlich im Zytosol lokalisierten Glucocorticoidrezeptoren fiihrt
zur Dissoziation der Chaperon-Molekile, wodurch die DNA-Bindungsstelle frei wird und der
Glucocorticoid-Glucocorticoidrezeptoren-Komplex in  den Zellkern transloziert wird. Nach
Dimerisierung des Glucocorticoid-Glucocorticoidrezeptoren-Komplex kann dieser in seiner
aktivierten Form direkt  an sogenannte »glucocorticoid responsive elements"
(GlucocorticoidrezeptorenE) - spezifische kurze DNA-Sequenzen des Zielgens — binden und damit
in der Promoterregion die Transkription des entsprechenden Gens aktivieren oder inhibieren
(Schulz 2000). Man geht von 10-100 Genen pro Zelle aus (< 1 %), die auf diese Weise direkt
reguliert werden (Barnes 1998). Uber diesen Mechanismus erfolgt z.B. die Induktion der Synthese
endogener antiinflammatorischer Proteine wie IL-10 oder Lipocortin 1. Uber Lipocortin 1 kommt es
zu einem Eingriff in die Arachidonsaurekaskade im Sinne einer Suppression der Synthese von

Leukotrienen und Prostaglandinen durch Hemmung der zytosolischen Phospholipase A2.

Neben dieser direkten modulatorischen Wirkung gibt es auch die indirekte Einflussnahme des
Glucocorticoid-Glucocorticoidrezeptoren-Komplexes auf die Proteinsynthese. Dabei interferiert der
Glucocorticoide-Glucocorticoidrezeptoren-Komplex mit anderen Transkriptionsfaktoren wie NF-kB,
AP-1, STAT und NFAT, und hemmt dadurch indirekt die Transkription von Genen (Vanden Berghe
1999). Dieser Mechanismus hat besondere Bedeutung fur die Expressionshemmung
proinflammatorischer Zytokine wie beispielsweise IL-2 (Paliogianni 1993) oder IFN-y (Cippitelli
1995) durch Interaktion des Glucocorticoid-Glucocorticoidrezeptoren-Komplexes mit AP-1. Ahnlich
blockiert der Glucocorticoide-Glucocorticoidrezeptoren-Komplex die Bindung von NF-kB an DNA-
Bindungsstellen und induziert zudem die Synthese des inhibitorischen Transkriptionsfaktors IkBa,
der die Translokation von NF-kB in den Zellkern hemmt (Auphan 1995). NF-kB-abhangige
Mediatoren sind u.a. TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, NO-Synthase, COX-2, ICAM-1 und
Wachstumsfaktoren (M-CSF, GM-CSF) (Sapolsky 2000). Nach heutigen Erkenntnissen findet aber
eine Inhibition durch aktivierte Glucocorticoidrezeptoren nicht auf Grund einer unterdriickten
Translokation der Transkriptionsfaktoren statt, sondern basiert auf einer Blockierung von AP-1
oder NF-kB, nachdem diese an die DNA gebunden haben (De Bosscher 1997).

Dariiber hinaus geht man davon aus, dass Glucocorticoide nicht nur die genomvermittelte
Transkription hemmen, sondern auch posttranskriptionell RNA-Translation und Proteinexpression
beeinflussen. Es wird eine Modifikation der mRNA und der posttranslationalen Prozessierung von
Zytokinen angenommen (Adcock 1995; Adcock 2000; Adcock and Caramori 2001).

Lange ging man von nur einem Glucocorticoidrezeptor aus (Hollenberg 1985), sodass man die

vielseitige Wirkung von Glucocorticoiden auf Ebene der Gene kontrolliert sah (Bollaert 1998). In
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den letzten Jahren konnte man allerdings unterschiedliche Glucocorticoidrezeptoren nachweisen
mit jeweils zusatzlichen Subtypisierungen. Es ist davon auszugehen, dass neben einer komplexen
Regulation auf Genexpressionsebene eine zusatzliche Variation der Glucocorticoidwirkung durch

unterschiedliche Glucocorticoidrezeptoren bedingt ist (Chrousos and Kino 2005).

1.6.1.2 Nicht-genomischer Wirkmechanismus

In den letzten Jahren wurden aber auch Glucocorticoideffekte mit einer kurzen Latenzzeit zwischen
Applikation und klinischer Wirkung beobachtet. Es konnte gezeigt werden, dass diese ,rapid
effects" Uber einen nicht-genomischen Signalweg vermittelt werden (Borski 2002; Buttgereit and
Scheffold 2002; Losel and Wehling 2003). Nichtgenomische Effekte, die bereits bei niedrigen
Glucocorticoidkonzentrationen eintreten, werden wahrscheinlich spezifisch lber einen
membranstandigen Glucocorticoidrezeptor (mGlucocorticoidrezeptoren) vermittelt und beeinflussen
im Weiteren schnelle second messenger-Systeme Uber IP3, cAMP, PKC und Ca2+ (Buttgereit
1998). Der Nachweis von mGlucocorticoidrezeptoren gelang zunachst nur an Lymphozyten
leukémischer Patienten (Gametchu 1993; Gametchu 1999), doch kirzlich gelang es Bartholome et
al. durch Anwendung einer hochsensitiven Immunfluoreszenzfarbung mGlucocorticoidrezeptoren
auch unter physiologischen Bedingungen an Monozyten und B-Lymphozyten nachzuweisen
(Bartholome 2004).

Sehr hohe Glucocorticoidkonzentrationen haben zudem einen nicht-spezifischen Membraneffekt,
der hemmend auf den transmembranésen Natrium- und Calcium-Transport und die mitochondrale
oxidative Phosphorylierung wirkt (Buttgereit 1997; Schmid 2000). Wahrscheinlich interkalieren die
Molekile in Zell- und Mitochondrienmembranen anstelle des strukturell verwandten
Cholesterinmolekils (Buttgereit 1998).

Ein nicht genomischer Wirkmechanismus von Glucocorticoiden konnte bereits am ausfihrlichsten
an Hand der Aktivierung von eNOS (endothelial nitric oxide synthetase) am GefaRendothel
nachgewiesen werden. Glucocorticoide stimulieren hierbei die Aktivitat der Phosphatidylinositol-3-
Hydroxykinase (PI13K) glucorticoidrezeptorabhangig ohne Einfluss auf die Transkription zu nehmen.
Eine Aktivierung der PI3K fuhrt Uber eine Phosphorysierung von Akt zu einer Aktivierung von
eNOS, welches eine erhdhte Produktion von NO bewirkt (Rhen and Cidlowski 2005).

1.6.2 Immunologischer Effekt der Glucocorticoide

Fast alle Organe und physiologischen Systeme sind Cortisol sensitiv. Glucocorticoide vermitteln
wichtige Wirkungen im Glucose-, Lipid- und Proteinstoffwechsel (Sapolsky 2000) und nehmen
bedeutenden Einfluss auf Prozesse der Zelldifferenzierung, des Wachstums und der Apoptose
(King and Cidlowski 1998; Planey and Litwack 2000). Glucocorticoide spielen eine lebenswichtige
Rolle bei der Erhaltung der Homeostase, in dem sie das kardiovasculare System sowie den
Wasser- und Elektrolythaushalt beeinflussen. AuRerdem sind sie unabdingbar in der Modulation

des Immunsystems (Sapolsky 2000). Wie bereits im Kapitel ,HPA-Achse" ausgefiihrt, modulieren
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viele Entziindungsmediatoren direkt oder indirekt die Wirkung der Glucocorticoide. Umgekehrt wird

das Immunsystem maRgeblich durch Glucocorticoide beeinflusst (Sapolsky 2000; Galon 2002).
1.6.2.1 Antiinflammatorische Eigenschaften

Am bekanntesten und starksten ausgepragt ist der immunsupprimierende und antiinflammatorische
Effekt der Glucocorticoide. Dieser, zugleich umfangreichste immunmodulatorische Effekt basiert
auf einer Hemmung der Synthese, einer verringerten Sezernierung und/oder der herabgesetzten
Wirkung von Zytokinen und anderen Entziindungsmediatoren (Brown 1982; Wiegers and Reul
1998).

So hemmen Glucocorticoide die Synthese von IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-12, IFN-y,
TNF-a und GM-CSF (Wu 1991; Franchimont 1998; Visser 1998; Hasko and Szabo 1999; Larsson
1999) sowie RANTES (chemotaktisches Zytokin) (Stellato 1995), macrophage inflammatory protein
la (VanOtteren 1994), NO (De Vera 1997), Histamin, Bradykinin, Eicosanoiden, Collagenasen und
Elastasen (Sapolsky 2000) u.v.a.. AuBerdem inhibieren Glucocorticoide die Antigenprasentation
Uber MHC Il Proteine (HLA-DR) (Watanabe 1990; Schwiebert 1995; Sapolsky 2000; Galon 2002),
reduzieren die Aktivitdt und Proliferation von B- und T-Zellen und férdern einen Shift von TH-1 zu
TH-2 Zellen (Brinkmann and Kristofic 1995; Ramirez 1996). Die Synthese von
immunsupprimierende Zytokinen wie IL-1Ra, IL-10 und TGF-B, das die Aktivitat von T-Zellen und
Makrophagen inhibiert, ist unter Glucocorticoiden gesteigert (Oursler 1993; Galon 2002).

Die Anzahl zirkulierender Lymphozyten (T-Zellen mehr als B-Zellen, CD4 mehr als CD8 oder NK-
Zellen), eosinophiler und basophiler Zellen sowie Makrophagen und Monozyten ist vermindert. Die
Menge der neutrophilen Zellen ist hingegen erhéht (Sapolsky 2000). Glucocorticoide inhibieren
dabei die Apoptose von neutrophilen Granulozyten (Meagher 1996). Zudem ist die Zahl der
Zelladhasionsmolekiile auf den Zellen erhdht (Cronstein 1992; van de Stolpe 1993). Die
Chemotaxis von Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten ist hingegen reduziert (Sapolsky
2000).

1.6.2.2 Immunstimulatorische Wirkung der Glucocorticoide

Neben der immunsupprimierenden Wirkung der Glucocorticoide, gibt es mehrere Studien, die
einen immunstimulierenden Effekt der Glucocorticoide nachweisen konnten. Jefferies (Jefferies
1991; Jefferies 1994) arbeitete beispielweise eine Verbesserung der Infektabwehr bei Tieren und
Menschen heraus, die mit niedrigdosierten Glucocorticoiden behandelt wurden. Ausfihrlich
erforscht ist unter anderem die stimulierende Wirkung der Glucocorticoide auf die B-
Zellproliferation und Immunglobulinsynthese (Smith 1972; Cupps 1985). Galon et al. konnte in vitro
eine verstarkte Genaktivierung von proinflammatorischen Rezeptoren wie beispielsweise IL-1RI,
IL-8R, IFN-yRI und TNFR feststellen. Im Gegensatz dazu war das Gen des antiinflammatorischen
Mediators IL-1Ra stark herunterreguliert (Galon 2002). Auf Lymphozyten induzieren
Glucocorticoide die Expression von IL-1- und IL-2-Rezeptoren (Akahoshi 1988; Wiegers 1995).

Synergistisch wirken Glucocorticoide mit IL-1 und TNF-a bei der Stimulation der Akut-Phase-
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Protein-Synthese in der Leber. Hierbei steigern sie die Sensitivitdt der Hepatozyten gegeniber den
proinflammatorischen Mediatoren (Jensen and Whitehead 1998). Im Rattenmodel konnte in vitro
und in vivo eine Verbesserung der T-Zell-Funktion unter  physiologischen
Glucocorticoiddosierungen nachgewiesen werden. Hohe Dosen hemmten hingegen die T-Zell-
Antwort (Wiegers 1994; Wiegers 1995; Wiegers and Reul 1998). In diesem Zusammenhang
diskutieren Wiegers et al.,, dass niedrige Glucocorticoidkonzentrationen stimulierend Uber
Mineralocorticoid-Rezeptoren (MR) wirken, hohe Glucocorticoidkonzentrationen hingegen
hemmend Uber Glucocorticoidrezeptoren (GR) (Wiegers 1994; Wiegers 1995; Wiegers and Reul
1998).

Haufig ist aber eine Einteilung der Glucocorticoidwirkung in einen antiinflammatorischen oder
immunstimulierenden Effekt schwierig. Die Immunmodulation der Glucocorticoide héngt
mafdgeblich von der Konzentration, dem Zeitpunkt der Applikation, den Versuchsbedingungen und
dem untersuchten Patienten ab. Barber et al. zeigten beispielsweise, dass bei Menschen eine bis
zu einwodchige Vorbehandlung mit Cortisol den TNF-a- und IL-6-Plasmaspiegel nach
Endotoxinexposition ansteigen lie3, eine Cortisolbehandlung nach Exposition jedoch
supprimierend auf den Zytokinspiegel wirkte (Barber 1993). Genauso zeigte sich in vielen Studien
eine Dosisabhangigkeit bei der Glucocorticoidwirkung: niedrige Dosen stimulieren beispielsweise
die Produktion von IL-10 (van der Poll 1996; Verhoef 1999; Richards 2000), hohe Dosen hemmen
die Zytokinsynthese (Brattsand and Linden 1996; van der Poll 1996; Franchimont 1998; Larsson
1999). Bei der T-Zell-Funktion fihren niedrige Glucocorticoiddosen zu einer gesteigerten Synthese
von IL-4 und einer verminderten Synthese von IFN-y, hohe Dosen hemmen die Zytokinproduktion
(Ramirez 1998).

1.7 Glucocorticoide im septischen Schock

1.7.1 Hoch dosierte Glucocorticoide im septischen S chock

Ende der 1960er Jahre begann ein Umdenken in der Glucocorticoidanwendung im septischen
Schock. Das Sepsismodell seit den 1950er Jahren sah in den toxischen Produkten der Bakterien
die Ursache der systemischen Symptome. Ende der 1960er Jahre setzte sich immer mehr das
pathophysiologische Modell einer proinflammatorischen Uberreaktion des Immunsystems als
Schockursache durch (s. Kapitel Pathophysiologie). Zur Unterbindung dieser Uberstimulation
wurde die intravendse Glucocorticoidgabe um mehr als das zwanzigfache erhéht und zur

Vermeidung von Nebenwirkungen zeitlich begrenzt.

Mehrere  Tierversuche gaben  Grund zur Hoffnung mit einer  hochdosierten
Glucocorticoidapplikation eine Schockumkehr und Verbesserung der Letalitdt zu erreichen
(Brigham 1981; Hinshaw 1989; Meduri 1999; Hinshaw 1979; Hinshaw 1981). Neben einer
Verbesserung der Hamodynamik sah man einen grof3en Vorteil in der Unterdriickung der

systemischen Entziindungsreaktion (Barnes 1995; Chrousos 1995; Sapolsky 2000).

Zwar konnte eine prospektive Studie beim Menschen in den 1970er Jahren die Mortalitéat von 38%
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in der Placebogruppe auf 10% in der Verumgruppe senken (Schumer 1976), andere Studien mit
einer hoch dosierten Glucocorticoidtherapie in den 1980er Jahren zeigten jedoch einen negativen
Effekt auf das Outcome des Patienten (Lucas and Ledgerwood 1984; Sprung 1984; Bone 1987,
Luce 1988). Zwar konnten Sprung et al. noch eine kurzfristige Stabilisierung der Hamodynamik und
Verbesserung der Uberlebensrate nach einer Bolusgabe von Glucocorticoiden erreichen (Sprung
1984), doch spatere Metaanalysen lieRen keinen Zweifel mehr daran, dass die Therapie mit hoch
dosierten Glucocorticoiden ineffektiv (Lefering and Neugebauer 1995) und sogar geféhrlich (Cronin
1995) fur den Patienten ist. Man kam zu der Erkenntnis, dass eine hoch dosierte
Glucocorticoidtherapie mit einem erhéhten Risiko fir sekundéare Infektionen, einer gesteigerten
Mortalitéat (Cronin 1995) und einem vermehrten Auftreten renaler und hepatischer Dysfunktionen

einherging (Slotman 1993).

Die negativen Ergebnisse der hoch dosierten Glucocorticoidapplikation hatten zur Folge, dass es
zu einem starken Einbruch der Glucocorticoidforschung bei schwerer Sepsis und septischen
Schock kam. Ein Comeback feierten die Glucocorticoide nicht als antiinflammatorisches
Therapeutikum, sondern als unterstiitzende MalRhahme bei einer relativen NNR-Insuffizienz und

auf Grund seiner stabilisierienden Eigenschaften in der Hdmodynamik.

1.7.2 Niedrig dosierte Glucocorticoide im septische n Schock

In den 90er Jahren veranderte sich das pathophysiologische Modell des septischen Schocks von
einem alleinigen Uberwiegen der proinflammatorischen Immunreaktion hin zu einer
differenzierteren Sichtweise, die das immunsupprimierende Potential des Immunsystems starker
bertcksichtigte (s. Kapitel Pathophysiologie). Auch die weiteren Erkenntnisse beziglich einer
NNR-Insuffizienz und einer peripheren Cortisolresistenz gaben neue Ansatze in der Therapie mit
Glucocorticoiden (s. Kapitel HPA-Achse). Der antiinflammatorische und immunsupprimierende
Effekt der Glucocorticoide stand immer weniger im Mittelpunkt, dafur aber ihre
immunmodulatorische Wirkung in ,stress-adaptierter’ Dosierung (s. Kapitel Wirkmechanismus der

Glucocorticoide).

Briegel et al. und Schneider et al. erweckten mit ihren Studien zu Beginn der 90er Jahre erneut
Interesse an einer niedrig dosierten Glucocorticoidtherapie im septischen Schock (Briegel 1991;
Schneider and Voerman 1991). Ahnlich dem Modell der 50er Jahre sahen sie in der
physiologischen Dosierung der Glucocorticoide eine Chance zur Verbesserung des Outcomes der
Patienten. Bei beiden Untersuchungen kam es zu einer hdamodynamischen Stabilisierung. Eine
Korrelation zwischen NNR-Stimulierbarkeit und hamodynamischer Reaktion konnte Briegel nicht

finden.

Ende der 90er Jahre wurden zwei Studien mit gréRRerem Patientenkollektiv veroffentlicht, in denen
die Wirkung von niedrig dosierten Glucocorticoide sowohl in der Frihphase (Briegel 1999) als auch
in der Spatphase (Bollaert 1998; Chawla 1999) des septischen Schocks untersucht wurden.

Bollaert veroffentlichte 1998 eine Studie mit 41 Patienten, denen 3x100mg Hydrocortison/Tag tber
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einen Zeitraum von 5 Tagen im spéaten (> 48 Stunden) septischen Schock gegeben wurde. Wie bei
Briegel und Schneider Anfang der 90er konnte der Katecholaminbedarf signifikant gesenkt
werden. Die 28-Tage Mortalitat konnte von 68% in der Placebogruppe auf 32% in der
Verumgruppe reduziert werden. Auch Bollaert untersuchte die Patienten auf eine mdégliche NNR-
Insuffizienz: hierbei konnte er zwar keinen signifikanten Unterschied zwischen Patienten mit und
ohne NNR-Insuffizienz feststellen, jedoch einen leichten Trend (Bollaert 1998). 1999 zeigte Briegel
in einer weiteren Studie, dass Glucocorticoide in niedriger Dosierung in der Frihphase des
septischen Schocks stabilisierend auf die Hamodynamik wirken. Einen Unterschied bei der 28-
Tage Mortalitéat konnte er bei den 40 untersuchten Patienten nicht feststellen (Briegel 1999). Die
kreislaufstabilisierende Wirkung einer niedrig dosierten Glucocorticoidtherapie konnte auch 2003 in

einer ,crossover” Studie bestatigt werden (Keh 2003).

In der bisher umfangreichsten veroffentlichten Studie zu Hydrocortison im septischen Schock
schlossen Annane et al. zwischen 1995 und 1999 300 Patienten im schweren Septischen Schock
in eine randomisierte, Placebo-kontrollierten Multicenterstudie ein (Annane 2002; Annane 2002).
Nach einem NNR-Stimulationstest (250 ug ACTH-Test) wurden den Patienten der Verumgruppe 4
x 50 mg Hydrocortison/Tag i.v. und 50 pyg/Tag Fludrocortin p.o. gegeben. Auch hier zeigte sich der
hamodynamisch stabilisierende Effekt der Glucocorticoide zwischen Verum- und Placebogruppe.
Eine Subgruppenanalyse machte eine bessere Ansprechbarkeit auf die Hydrocortisontherapie in
der ,Non-Responder“-Gruppe (Cortisolanstieg < 9 ug) deutlich. Bei der Untersuchung der 28-Tage-
Letalitat in der Gruppe der ,responder* bzw. des gesamten Patientenkollektivs zeigte sich zwar
kein signifikanter Unterschied zwischen Verum- und Placebogruppe, doch bei der Betrachtung der
.Non-Responder* konnte die 28-Tage-Letalitdt von 63% in der Placebogruppe auf 53% in der

Verumgruppe gesenkt werden.

In einer 2004 erschienen Metaanalyse zu Corticosteroiden bei schwerer Sepsis und im septischen
Schock empfehlen die Autoren eine Hydrocortisontherapie mit 200-300 mg/Tag fur 5 — 11 Tage bei
Patienten mit einer relativen und absoluten NNR-Insuffizienz (Annane 2004). 23 Studien zwischen
1951 und 2003 wurden in die Analyse einbezogen, von denen 16 die Qualitatskriterien erfillten.
Unter Berlcksichtigung aller Studien konnte die Glucocorticoidtherapie die 28-Tage-Letalitat nicht
senken. Die entsprechenden Subgruppenanalysen ergaben jedoch, dass eine hoch dosierte
Glucocorticoidtherapie keinen Effekt hatte, eine Therapie mit niedrig dosierten Glucocorticoide
hingegen eine signifikante Reduktion der 28-Tage-Letalitat mit sich brachte. Auch die Effekte der
niedrig dosierten Glucocorticoidtherapie auf die Schockrickbildung am Tag 7 und 28 waren
signifikant. Die Inzidenz von Nebenwirkungen wie beispielsweise gastrointestinale Blutungen und
Superinfektionen waren weder in der hoch dosierten noch in der niedrig dosierten Therapie

signifikant erhéht.
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2 Fragestellung

Bei Patienten im septischen Schock kommt es aufgrund unterschiedlicher Mechanismen zu einer
Immunparalyse, die sich in einer verminderten Expressionsfahigkeit von HLA-DR Rezeptoren auf
peripheren Monozyten auf3ert. Zusatzlich kommt es zu einer Einschrankung der Monozytenfunktion
bei Patienten im septischen Schock (Munoz 1991; Haveman 1999), welches sich in einer
eingeschrankten Synthese von IL-6, IL-10 und TNF-a zeigt. Der genaue Pathomechanismus ist
allerdings bis heute nicht bekannt. Aufgrund einer haufig vermuteten relativen NNR-Insuffizienz bei
Patienten im septischen Schock, wurde bei der Behandlung dieses Krankheitsbildes
standardméaRig die Gabe von Hydrocortison in niedriger Dosierung vorgesehen. Die Effektivitat und
Sicherheit dieser Therapie konnte jedoch nicht valide nachgewiesen werden, sodass zur weiteren
Klarung die CORTICUS-Studie von Marz 2002 bis November 2005 durchgefihrt wurde (Sprung
2008). Glucocorticoide haben zusatzlich die Eigenschaft immunsuppremierend zu wirken, sodass

die HLA-DR Expression und die Monozytenfunktion zusétzlich beeintrachtigt sein kénnten.

Das Studienkollektiv sollte nach der Monozytenzahl im Blut, HLA-DR Expression auf peripheren
Blutmonozyten sowie deren Fahigkeit der Zytokinproduktion (IL-6, IL-10, TNF-a) untersucht
werden. Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkung einer niedrig dosierten Hydrocortison-Applikation
bei Patienten im septischen Schock auf die Immunparameter zu charakterisieren und zu klaren.
Zum einen sollte das gesamte Patientenkollektiv (Responder und Non-Responder) nach
Therapiegruppen (Verum und Placebo) und zum anderen zwischen den Respondern und Non-

Respondern innerhalb der Therapiegruppen geprift werden.
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3 Studiendesign und Methoden
3.1 Studiendesign

Die Blutproben zur immunologischen Untersuchung wurden im Rahmen der CORTICUS Studie
entnommen, eine von der Européaischen Union geférderte, multinationale, randomisierte Placebo-
kontrollierte doppel-blind Studie zur Erfassung der Wirksamkeit und Sicherheit einer niedrig
dosierten Hydrocortisontherapie im septischen Schock (Sprung 2008). Insgesamt wurden in
Deutschland, Frankreich, Belgien, Portugal und Israel auf 52 Intensivstationen 499 Patienten
eingeschlossen. In Berlin wurde dartiber hinaus von der CORTICUS Berlin Study Group (CBSG)
eine Substudie durchgefiihrt, die sich mit der Untersuchung des immunologischen Effektes einer
niedrig dosierten Hydrocortisontherapie bei Patienten im septischen Schock beschéftigte. In Berlin
wurde an 13 Intensivstationen von 10 Krankenhdusern der immunologische Teil durchgefihrt.
Finanziell unterstiutzt wurde die Substudie von der Deutschen Forschungsgesellschaft. Das
positive Votum der zustandigen Ethikkommission sowie die schriftliche Einwilligung der Patienten
oder der gesetzlichen Vertreter lagen vor.

Randomisierung (innerhalb wvon 72 Stunden nach Schockbeginn)

Tag 1 l ’ 1. Blutentnahme vor Therapiebeginn
1 o ACTH-Test (Cortisolbestimmung vor und 0 min nach Gabe
von 250 ug ACTH/ Tetracosactid

_—: = 1. Blutentnahme Tag 1

Tag 1 o
Tag 2 4 x 50 mg Hydrocortison
Tag 3 ‘oder Placebo 2. Blutentnahme Tag 3
Tag 4 .
Tag5
- 3. Blutentnahme Tag 6
1’“‘9 ff, 2 % 50 mg Hydrocortison ’
Tg . oder Placebo
F!_ag ?a 1 » 50 mg Hydrocortison
ng 11 oder Placebo
Tag 12 g e 4. Blutentnahme Tag 12
Keine Studien- -
medikationsgabe )
Tag 18 A 5. Blutentnahme Tag 18
Tag 28

6. Blutentnahme Tag 28

Abbildung 1. Studiendesign
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Randomisierte Patienten erhielten entsprechend dem CORTICUS Protokoll an den Tagen 1 — 5
4x50 mg Hydrocortison, an den Tagen 6 — 8 2x50 mg Hydrocortison und an den Tagen 9 — 11
1x50 mg Hydrocortison oder ein Placebopraparat. Die Blutentnahmen fiir die immunologische
Untersuchung fanden an folgenden Zeitpunkten statt: vor Gabe der Studienmedikation und
Durchfihrung des ACTH-Tests (Tag 1) sowie an den Tagen 3, 6, 12, 18 und 28 jeweils in einem
Zeitfenster von 2 — 4 Stunden nach Gabe der Studienmedikation. Die Aufbereitung der Blutproben
erfolgte innerhalb von 6 — 8 Stunden nach Abnahme mit einer Latenzzeit von 3 Stunden Lagerung

auf Eis.

3.1.1 Einschlusskriterien

Die Patienten waren fur die Studie geeignet, wenn sie alle 3 der folgenden Einschlusskriterien

erfillten:

1. der klinische Nachweis einer Infektion innerhalb von 72 Stunden. Hierbei musste eines der

folgenden Kriterien erfillt sein

a) Nachweis von polymorphnucledaren Leukozyten (PMN) in sonst steriler

Korperflussigkeit

b) Pathogene Mikroorganismennachweis in einer Gramfarbung und/oder Kultur in

sonst steriler Kérperflissigkeit (z.B. Blut, Urin, Sputum)

c) Offensichtlich erkennbare Ursache der Infektion (z.B. Darmperforation, eitrige

Wunddrainage)

d) Sonstiger klinischer Nachweis fir eine Infektion (z.B. Pneumonie, nekrotisierende

Fasziitis, Purpura fulminans)

2. der Nachweis einer Sepsis. Zwei von u.g. vier Parametern mussten mindestens zutreffen
a) Temperatur > 38,3 C oder < 35,6 C
b) Herzfrequenz > 90/min

c) Atemfrequenz > 20/min oder PaCO, < 32 mmHg oder MV

d) Leukozyten > 12000/ul oder < 4000/ul oder Linksverschiebung mit > 10 % unreifen

neutrophilen Granulozyten

3. der Nachweis eines septischen Schocks innerhalb von 72 Stunden. Hierbei mussten

beide Kriterien erfillt sein (s. Tabelle 1, IlI):

a) Hypotension: Systolischer Blutdruck < 90 mmHg oder Abfall um > 50 mmHg vom

Ausgangswert (>1h) bei Hypertonikern, trotz adaquater Flussigkeitstherapie und
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/ oder Dopamingabe (= 5 pg/kgKkG/min) oder jede andere Therapie mit

Vasopressoren (Adrenalin, Noradrenalin, Vasopressin) Uber mindestens 1 h

b) Organhypoperfusion / Organdysfunktion in zeitichem Zusammenhang mit der

Sepsis (unabhéngig von Grunderkrankung oder Medikamenten) mit mindestens

einem der folgenden Befunde:

1.
2.

Oligurie

Metabolische Azidose (pH < 7,3 oder Basendefizit = 5,0 mmol/l oder Laktat

> 2 mmol/l)

Hypoxie (PaO2/ FiO2 < 280 ohne Pneumonie oder < 200 bei vorliegender

Pneumonie)

Bewusstseinseintribung (Glasgow-Coma-Scale (GlucocorticoideS) < 14

oder akute Verschlechterung)

Thrombozytopenie (< 100.000/pul).

3.1.2 Ausschlusskriterien

Keines der folgenden Ausschlusskriterien durfte erfillt sein:

1. Schwangerschaft

n

o >~ w

Alter < 18 Jahre
Grunderkrankung mit Uberlebensprognose < 3 Monate
Kardiopulmonale Reanimation innerhalb der letzten 72 Stunden

Medikamenttds induzierte Immunsuppression oder Chemo-/Bestrahlungstherapie

innerhalb von 4 Wochen

6. langfristige Glucocorticoidtherapie innerhalb der letzten 6 Monaten oder kurzfristige

Therapie mit Glucocorticoiden innerhalb der letzten 4 Wochen (topische Applikation

ausgenommen)

7. HIV-Infektion

8. Reanimationsverweigerung

9. Akuter Herzinfarkt oder akute Lungenarterienembolie; moribunder Patient mit einer

Lebenserwartung < 24 Stunden; Intensivaufenthalt > 2 Monate

10. Andere Medikamenten-Studie innerhalb der letzten 30 Tagen
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3.2 Methoden

Aus dem zentralen Venenkatheter der Patienten wurde zunéchst 5 ml Blut steril entnommen, das
verworfen wurde. Die weiteren Abnahmen erfolgten direkt in EDTA-, Serum- bzw. Heparin-
Monovetten. AnschlieBend wurden die EDTA- und Heparin-Monovetten fiir 3 Stunden bis zur
weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert, um ein Ungleichgewicht aufgrund unterschiedlich langer
Lagerungs- bzw. Transportzeiten zu verhindern. Zur Bestimmung des Cortisolwertes wurden
Serum-Monovetten verwendet, die bei Raumtemperatur fir 3 Stunden gelagert wurden. Im Labor
wurde zunéchst die Monozytenzahl aus dem EDTA-BIut mittels Cell-Dyn 1600 (Abbott Diagnostics,
USA) bestimmt. Eine Monozytenstimulation mit LPS wurde aus dem Heparin-Blut fur 4 bzw. 24
Stunden angesetzt. Die durchflusszytometrische Messung der HLA-DR Expression auf den

Monozyten erfolgte aus dem EDTA-BIut.

3.2.1 Studienmedikation

Die Studienmedikation bestand aus lyophilisirtem Hydrocortison Hemisuccinat (Fa. Rotexmedica)
in Flaschchen a 100mg oder Placebo (Mannitol). Die Studienmedikation wurde nach Ldsung in 2
ml Aqua dest. in Dosen von 50mg vends appliziert (s. Studiendesign). Die Studienmedikation
wurde mit einem Patientecode verblindet in Einheiten von 6 Boxen mit Randomisationsverhéltnis

von 1:1 geliefert. Die Randomisierung erfolgte durch Auswabhl einer Studienmedikationsbox.

3.2.2 ACTH-Test

Die NNR-Funktion der in die CORTICUS-Studie eingeschlossen Patienten wurde nach einem
intravendsen ACTH-Stimulationstest bestimmt: nach Studieneinschluss wurde jedem Patienten
250 pg ACTH / Tetracosactid (Synacthen®, Novartis Pharma GmbH, Nurnberg) verabreicht.
Blutproben zur Bestimmung der basalen Cortisolkonzentration im Serum wurden unmittelbar vor
Stimulation (Zeitpunkt TO) sowie 60 min danach (T60) abgenommen. Die Cortisolantwort auf die
ACTH-Stimulation (8-max) wurde als Differenz der Konzentrationen zwischen TO und T60 definiert.
Stieg der Serumcortisolwert um <9 pg/dl (248 pumol/l) vom Basalcortisolwert an, wurde eine
relative NNR-Insuffizienz diagnostiziert. Betrug der Konzentrationsanstieg > 9 pg/dl vom

Basalcortisolwert, wurde die NNR-Funktion als adaquat eingestuft.

Zur Bestimmung der Cortisolkonzentration wurden Serum-Monovetten verwendet, die nach drei
Stunden Lagerung fiir 10 Minutern bei 3000rpm und 4°C abzentrifugiert wurden. Der Uberstand
wurde bei -80C zur spateren Weiterverarbeitung auf bewahrt. Die Cortisolwerte wurden in einem
zentralen Labor bei Prof. J. Briegel, Minchen, mittels Electrochemiluminescense Immunoassays
(ECLIA) vom Typ Elecsys (Roche Diagnostics, Basel, Schweiz) nach den Herstellerangaben

bestimmt.
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3.2.3 Durchflusszytometrie

3.2.3.1 Prinzip des Durchflusszytometers

Mit dem Durchflusszytometer kdnnen die relative ZellgrolRe, die relative Granularitat oder
Komplexitat von Zellen und die relative Intensitat von verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen bzw.
Zellen gemessen werden. Mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikdrpern ist es so

maoglich, bestimmte Oberflachenmolekile oder intrazellulare Zellprodukte nachzuweisen.

Das Durchflusszytometer saugt die Zellen in einer Zellsuspension an und injiziert die
Zellsuspension in einen parallelen Strom von Tragerflissigkeit (hydrodynamische Fokussierung).
Auf diese Weise passieren die Zellen vereinzelt und genau in der Mitte des Flissigkeitsstrahls eine
Messkammer, wo sie von einem fokussierten Laserstrahl getroffen werden. Der Laserstrahl wird
beim Auftreffen auf die Zellen gestreut und regt Fluorochrome an. Lichtdetektoren registrieren die
Lichtstreuung und die Fluoreszenz der Farbstoffe. Das Seitwartsstreulicht des Lasers (Side
Scatter, SSC) entspricht der Granularitdt und Komplexitdt der Zellen, das Vorwartsstreulicht
(Forward Scatter, FSC) ist proportional zur ZellgréBe. Anhand des SSC und FSC koénnen

Lymphozyten von anderen Zellen und Zellbestandteilen unterschieden werden.

Die vom Laser angeregten Fluorochrome emittieren Licht einer bestimmten Wellenlange. Wenn
sich die Wellenlangen des emittierten Lichtes der Fluorochrome ausreichend unterscheiden, kann

die Intensitat verschiedener Fluorochrome gleichzeitig gemessen werden.

Die Lichtdetektoren wandeln Lichtimpulse in elektronische Signale um, die erhobenen Daten
werden an einen Rechner Ubermittelt, der die Messwerte jeder Zelle darstellt und speichert. Zur
Auswertung der Daten wird die Intensitédt der verschiedenen Lichtsignale angezeigt. Anhand
dessen ist es moglich, gezielt Zellpopulationen zu identifizieren und diese mit sogenannten Gates

separat zu analysieren.

3.2.3.2 Farben von Oberflachenmolekiilen

Mit Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikérpern (i.d.R. monoklonale Antikdrper) werden
spezifisch bestimmte Oberflachenmolekile (MHC II: human class Il histocompatibility complex und

CD: cluster of differentiation) angefarbt.

1. 50 pl der EDTA-Blutprobe wurden fir 20 Minuten mit 20 pl QuantiBRITE™ Anti—
HLA-DR PE* / Anti-Monocyte PerCP-Cy5.5 (Becton Dickinson, San Jose, USA) bei
4T inkubiert: Dabei bindet das Anti-HLA-DR PE (1:1 Konjugat) des Reagenz
spezifisch an ein Epitop des HLA-DR-Antigens der Zellen. Anti-Monocyte PerCP-
Cy5.5 enthalt zum einen Anti-CD14, das den Hauptteil der Monozyten erkennt,
sowie Anti-FCR1 (CD64), das die restlichen, schwach CD14 positiven Zellen
markiert. Somit wird gesichert, dass alle Monozyten der Probe erkannt werden.
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Zusatzlich enthélt das Antikérpergemisch einen Stabilisator, der einen MHC Il —

~turnover” verhindert.

2. Die Zellsuspension wurde daraufhin mit 500 pyl FACS Lyse-Lésung (1:10 verdiinnte
BD FACS®-Lysing Solution) fur 10 Minuten lysiert und anschlieRend zentrifugiert
(1200 U, 5 min bei 4C). Der Uberstand wurde abgesa ugt und verworfen.

3. Danach wurde die Probe mit 2 ml PBS-Ldsung (phosphate-buffered Saline, PAA
Laboratories GmbH, Linz, Osterreich) gewaschen und erneut zentrifugiert (1200 U,

5 min bei 4C). Der Uberstand wurde erneut abgesaug t und verworfen.

Bei Abschluss der Farbung wurden die Zellen in 500 pl PBS resuspendiert und bis zur

Analyse kihl und lichtgeschiitzt aufbewahrt.

3.2.3.3 Quantitative Messung der HLA-DR Expression

Im Vergleich zu einer ,semiquantitativen® Messung der HLA-DR Expression, bei der der
Prozentsatz positiver Monozyten angegeben wird, sind bei der quantitativen Bestimmung der
monozytdren HLA-DR-Expression die Werte unabhangig von den verwendeten Antikdrperklonen,
den Fluoreszenzfarbstoffen und der Gerateeinstellung. Damit ist eine Vergleichbarkeit der
Ergebnisse zwischen verschiedenen Laboren und die Ubernahme empirischer Klinischer

Handlungsrichtlinien méglich.

Um dieses zu gewahrleisten erfolgte eine Kalibrierung des Durchflusszytometers mittels
FACSComp-Sofware und Calibrite 3-Beads in der Lyse no wash-Option ohne Optimierung. Die
Optimierung der Kompensation FL3-FL2 wurde mit einer HLA-DR/CD14-markierten Kontroll-
Vollblutprobe in CellQuest durchgefihrt.

Vor jeder Messung der HLA-DR-Expression wurde eine Eichkurve mit QuantiBRITE PE-Beads (BD
Bioscience, San Jose, USA) erstellt, die eine definierte Anzahl von PE-Molekilen besitzen. Die
Option ,Quantitative Calibration (QuantiQuest) der CellQuest-Software (BD Bioscience, San Jose,
USA) berechneten dabei die lineare Regression fir die Fluoreszenz 2-Beads-Werte und erlauben
somit eine automatische Quantifizierung der medianen monozytdren HLA-DR-Antikdrperbindung

mit dem Ergebnis ,,Antibody bound per cell* (AB/c).

Zur Bestimmung der monzytaren HLA-DR-Expression wurden i.d.R. 2000 Monozyten akquiriert.
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3.2.4 Monozytenstimulation

Alle Arbeitsschritte der Monozytenstimulation wurden mit pyogenfreien Pipettenspitzen

durchgefuhrt.

Zur Erstellung des LPS-Mediums wurden 1 mg LPS (Stock L 4516, Sigma Chemical, St. Louis,
USA) soweit mit zunéchst PBS und im Anschluss mit RPMI 1640 (+ Glutamin) (Sigma Chemical,
St. Louis, USA) verdiinnt, so dass am Ende ein Mischungsverhaltnis von 500 pg/ml LPS bestand.
Hiervon wurden Eppendorfrohrchen mit 500 pl aliquotiert. In drei Eppendorfréhrchen wurden
jeweils 50 uyl Heparinblut gegeben. Nach kurzem Mischen wurden zwei Proben bei 37C und 5%
CO?fur 4 Stunden (zur Bestimmung von IL-6 und TNF-a) sowie ein Rohrchen fiir 24 Stunden (zur
Bestimmung von IL-10) inkubiert. Nach 4 bzw. 24 Stunden wurden die Eppendorfréhrchen kurz
gemischt und bei 2500 rpm (1000 g) fur 5 Minuten zentrifugiert. Vom Uberstand wurden zum einen
4 x 250 yl (4 Stunden Inkubation) und zum anderen 2 x 250 yl (24 Stunden Inkubation) bei -80C

zur spateren Messung der Zytokinproduktion mittels ELISA eingefroren.

3.2.5 Zytokinbestimmung mittels ELISA (enzyme-linke d immunosorbent

assays)

3.2.5.1 Prinzip des Sandwich ELISA

Zur Bestimmung der Zytokinkonzentration von IL-6, IL-10 und TNF-a nach LPS-Stimulation wurde
ein ELISA nach der Sandwich-Methode (BD Bioscience, San Diego, USA) genutzt. Hierzu wird
eine Mikraotitrierplatte mit einem spezifischen Antikoérper beschichtet. Auf die Platte wird daraufhin
das Patientenserum mit dem zu bestimmenden Antigen gegeben, das an die Antikdrper der Platte
bindet. Nach einer Inkubationszeit wird ein Detektionsantikdrper (Capture-Antikoérper) uber die
Antigen-Antikdrper-Komplexe (AG-AK-Komplexe) gegeben, der an jeden im Erstschritt
entstandenen AG-AK-Komplex bindet und im Fall des ELISA mit einem Enzym gekoppelt ist. Im
letzten Schritt gibt man ein chromogenes Substrat in die Wells, das sich an das am
Nachweisantikérper gekoppelte Enzym setzt und dort in farbiges Substrat umgesetzt wird
(Farbreaktion). Die Intensitat des Farbstoffs wird photometrisch gemessen und ist proportional zur
Enzymaktivitat und somit zu den AG-AK-Komplexen. Anhand einer Standardkurve, die durch
Messung von Standards mit bekannten Konzentrationen aufgestellt wird (Eichkurve), kénnen

unbekannte Serumkonzentrationen abgelesen werden.

3.2.5.2 Messprotokoll

Die Aufbereitung der tiefgefrorenen Blutproben zur ELISA-Zytokinbestimmung umfasste folgende
Arbeitsschritte:

1. Herstellung eines 0,1 M Carbonat-Puffers mit einem pH-Wert von 9,5: 4,2 g
NaHydrocortisonO3 und 1,78 g Na2CO3 wurden in 500 ml Aqua dest. geldst
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2.

Verdiinnung des Capture-Antikdrpers des jeweiligen ELISA-Sets (BD Biosciences, San
Diego, USA; Tab. 1) mit dem Carbonat-Puffer im Verhéltnis 1 : 250

Befullen aller Kavitaten der Mikrotiterplatte mit je 100 pul des jeweiligen verdiinnten
Capture-Antikorpers, Abkleben der Platte und Inkubation tiber Nacht bei 4 °C. Bei der

Bestimmung von IL-10 musste bei Raumtemperatur inkubiert werden

Am folgenden Tag:

4.

10.

11.

12.

13.

Herstellung eines Waschpuffers aus Phosphate Buffered Saline (PBS) (PAA Laboratories
GmbH, Linz, Osterreich) und 0,05 % Tween-20 (Sigma Chemical, St. Louis, USA) sowie
eines Verduinnungspuffers aus PBS mit 10 % inaktiviertem fetalen Kélberserum (PAA

Laboratories GmbH, Linz, Osterreich)

Dreimaliges Waschen der Mikrotiterplatte mit jeweils 300 pl Waschpuffer (Mikrotiterplatten-
Waschgerét 812 SW1®, LAB-Instruments, Straburg, Frankreich) und anschlieRendes
Ausklopfen

Auffullen aller Kavitaten mit jeweils 200 pl des Verdiinnungspuffers, Inkubation bei

Raumtemperatur fir 1 h und dreimaliges Waschen wie unter 5. beschrieben

Rekonstitution des jeweiligen lyophylisierten rekombinanten Zytokins mit Aqua dest. und
Herstellung einer Standardreihe durch 1 : 2 Verdiinnung mit dem Verdunnungspuffer

gemalf der Angabe des Herstellers

Auftauen der Plasmaproben bei Raumtemperatur, Befiillen der entsprechenden Kavitaten
der Mikrotiterplatte mit jeweils 100 pl Plasma bzw. Standard (Doppelbestimmung aller
Proben)

Inkubation bei Raumtemperatur fir 2 h und anschlieRend fiinfmaliges Waschen wie unter

5. beschrieben

Herstellen des Detektionreagenz: Verdinnung des jeweiligen biotinylierten
Detektionsantikérpers und des jeweiligen Detektionsenzyms (Tab. 1) mit

Verdinnungspuffer im Verhaltnis 1 : 250

Befullen der Kavitaten der Mikrotiterplatte mit jeweils 100 ul Detektionsreagenz, Inkubation

bei Raumtemperatur fir 1 h, dann siebenmaliges Waschen wie unter 5. beschrieben

Herstellen der Substratldsung aus Tetramethylbenzidine und Wasserstoffperoxid (TMB-
Set, Pharmingen, San Diego, USA) und Befillen aller Kavitaten der Mikrotiterplatte mit

jeweils 100 ul dieser Losung

Inkubation fur 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln, dann Abstoppen der

Enzymreaktion durch Zugabe von 50 pl einer 1 mmol/l Schwefelsaure
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14. Photometrische Messung der Extinktion bei 450 nm (Korrektur 570 nm) und Berechnung

der Zytokinkonzentration (Dynatech MR 5000®, Billinghurst, England)

Nr. ELISA-Set Detektionsenzym
1 BD OptEIA® Set Human IL-6 Streptavidin-HRP
2 BD OptEIA® Set Human IL-10 Avidin-HRP
3 BD OptEIA® Set Human TNF-a Avidin-HRP

HRS = horseradish Peroxidase
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3.3 Statistik

Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels ,Statistical Package for the Social Sciences”,
(SPSS Inc.®, Version 14).

Patientencharakteristik: Nominal skalierte Daten wurden mittels "Fishers exact test", angegebene
Score Werte mittels "Mann Whitney-U" Test und alle Gibrigen Daten mittels "Student's t-Test" fur

unverbundene Stichproben analysiert.

Alle Verlaufsdaten wurden in Relation zum Ausgangswert gesetzt, aufgrund der Verteilung
logarythmiert und dann mittels GLM (generalized linear model) fiir Messwiederholungen mit den
Faktoren "Therapie" und "Responder” jeweils getrennt flir den Therapiezeitraum (Tag 1 bis 6) und
fur die Zeit danach (Tag 12 bis 28) analysiert. Aufgrund des signifikanten Unterschiedes in der

Patientencharakteristik wurde in beiden Fallen "Alter" als Kovariante bertcksichtigt.

Statistisch signifikante Unterschiede wurden bei Fehlerwahrscheinlichkeiten (p-Werten) von p <

0,05 als signifikant und von p < 0,005 als stark signifikant angesehen

Die grafischen Darstellungen wurden mit dem Statistikprogramm SigmaPlot 9.0 erstellt.
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4 Ergebnisse

Von Méarz 2002 bis November 2005 erfiillten insgesamt 84 Patienten die Kriterien eines septischen

Schocks und konnten im Rahmen der Multicenterstudie CORTICUS in die Substudie der Berlin

Study Group aufgenommen werden. Hinsichtlich der beiden Gruppen (Hydrocortison / Placebo)

fand sich zum Zeitpunkt des Einschlusses ein signifikanter Unterschied beziglich des Alters der

Patienten (s. Tab.1). Geschlecht, Kérpermalie, auslésendes Ereignis, SAPS-II-Score, SOFA-Score

sowie Zeitraum zwischen dem Beginn des septischen Schocks und dem Studienbeginn waren

nahezu gleich verteilt.

Tabelle 1: Patientencharakteristika

Hydrocortison (HC)
n=42

Placebo (PL)
n=42

Geschlecht (méannlich / weiblich, n)

Alter (Jahre) *

29/13
59.40 (22-87)

30/12
69.88 (43-89)

GrofRe (cm) 171 (150-188) 172 (150-195)
Gewicht (kg) 79.5 (50-130) 77.1 (53-127)
Responder / Non-Responder 26/16 30/12
Sepsisherd

- Pneumonie 8 10

- schweres Trauma 4 0

- Peritonitis 16 22

- andere 11 10

- unbekannt 3 0
SOFA-Score bei Studienbeginn 10.36 (4-18) 9.81 (5-17)
SAPS Il Score
- ersten 24h bei Aufnahme auf Intensivstation (ITS)  47.9 (22-80) 47.4 (16-88)
- letzten 24h vor Studieneinschluss 43.7 (13-77) 47.8 (16-88)
(ZsetlLtmd;\r/]V)ISChen Schock- und  Studienbeginn 29 (3-71) 31 (1-67)
ITS-Aufenthaltsdauer (Tage) 23.3 (5-73) 26.3 (3-89)

Krankenhausaufenthaltsdauer (Tage)

50.0 (15-128)

53.9 (17-135)

Outcome (Uberlebende / nicht-Uberlebende, n)
-an Tag 28
- wahrend ITS-Aufenthalt

- wahrend Krankenhausaufenthalt

31/11
27115
23/17

29/13
28/14
26/16

n = Patientenzahl, * signifikanter Unterschied zwischen den Patientgruppen
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4.1 Effekt von Hydrocortison auf die Monozytenpopul ation

Hinsichtlich der Monozytenzahl, relativ (prozentualer Anteil der Leukozytenpopulation) oder absolut
(Monozytenzahl pro Nanoliter), zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
Therapiegruppen oder zwischen Respondern und Non-Respondern innerhalb einer
Therapiegruppe (graphisch dargestellt sind im Folgenden nur Responder / Non-Responder
innerhalb der Hydrocortisongruppe). Auch vor Therapiebeginn gab es zwischen Respondern und
Non-Respondern keinen signifikanten Unterschied im Bezug auf die Monozytenpopulation zu

verzeichnen.

Bei den relativen Veranderungen an Tag 3 und 6 im Vergleich zu den Ausgangswerten an Tag 1
&Rt sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied feststellen. Bei der Betrachtung der absoluten
Monozytenzahl pro Nanoliter lasst sich jedoch eine Tendenz hinsichtlich einer hdheren
Monozytenzahl unter der Hydrocortisontherapie feststellen (s. Abb. 3). Innerhalb der
Hydrocortisongruppe lasst sich ebenfalls eine Tendenz hinsichtlich héherer relativer und absoluter

Monozytenanteile bei Respondern gegeniiber Non-Respondern ablesen (s. Abb. 2 und 4).

4.1.1 Monozytenanteil (%) nach Therapiegruppen
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Abb. 1: Monozyten (%) nach Therapiegruppen

a. Verlaufsdarstellung der durch Hydrocortison oder Placebo induzierten Effekte auf den
prozentualen Anteil der Monozyten in der Leukozytenpopulation (Mittelwert £ 95% KI). Im

Verlauf zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen.

b. Relative Verdnderung an Tag 3 und 6 des prozentualen Anteils der Monozyten in der
Leukozytenpopulation im Vergleich zu den Ausgangswerten an Tag 1 (Baseline). Auch hier

lasst sich kein signifikanter Effekt nachweisen.

4.1.2 Monozytenanteil (%) nach Responder / Non-Resp onder innerhalb der

Hydrocortisongruppe

12 4

10 4

Zwischensubjektfaktoren

»Therapie* und ,Responder*:
GLM Uber Therapiezeitraum
p=0,170

GLM nach Therapie (Tag 12 bis 28)
p=0,921

Monozyten %
(2]

0 3 6 12 18 28 Tag
16/26 16/26 15/24 15/21 14/18 10/12 n (Non-Resp. / Resp.)

Non-Responder
B Responder

Tag 3
-100 0 100 200 %
relative Veranderung zu Tag 0
Abb. 2: Monozyten (%) nach Respondern / Non-Respon dern innerhalb der

Hydrocortisongruppe

a. Verlaufsdarstellung des prozentualen Anteils der Monozyten in der Leukozytenpopulation

zwischen Respondern und Non-Respondern unter einer Hydrocortisontherapie (Mittelwert
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+ 95% KIl). Im Verlauf zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen.

Relative Veranderung an Tag 3 und 6 des prozentualen Anteils der Monozyten in der
Leukozytenpopulation im Vergleich zu den Ausgangswerten an Tag 1 (Baseline). Auch hier
lasst sich kein signifikanter Effekt nachweisen. Es zeigt sich jedoch eine Tendenz zu einem

hdheren Monozytenanteil innerhalb der Respondergruppe.

4.1.3 Monozytenzahl (1/nl) nach Therapiegruppen

Abb. 3:
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Monozyten (1/nl) nach Therapiegruppen

Verlaufsdarstellung der Monozytenzahl pro Nanoliter unter einer Hydrocortisontherapie
oder Placebotherapie (Mittelwert + 95% KI). Im Verlauf zeigt sich kein signifikanter

Unterschied zwischen beiden Gruppen.

Relative Verdnderung an Tag 3 und 6 des absoluten Monozytenanteils (1/nl) im Vergleich

zu den Ausgangswerten an Tag 1 (Baseline).
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4.1.4 Monozytenzahl (1/nl) nach Responder / Non-Res

Hydrocortisongruppe

2,0 q

Monozyten 1/nl

10 } }

0 3 6 12 18
16/25 16/26 15/24 14721 14/18

Tag 6

. |
B

Tag 3
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Abb. 4:

Hydrocortisongruppe

Monozytenzahl (1/nl) nach Responder und Non

28
10/12

Non-Responder
B Responder

ponder innerhalb der

Zwischensubjektfaktoren
»Therapie* und ,Responder*:
GLM uber Therapiezeitraum
p=0,647

GLM nach Therapie (Tag 12 bis 28)
p=0,769

Tag
n (Non-Resp. / Resp.)

-Responder innerhalb der

a. Verlaufsdarstellung der Monozytenzahl pro Nanoliter zwischen Responder und Non-

Responder innerhalb der Hydrocortisongruppe (Mittelwert + 95% KI). Im Verlauf zeigt sich
kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen.

b. Relative Veranderung an Tag 3 und 6 des absoluten Monozytenanteils (1/nl) im Vergleich
zu den Ausgangswerten an Tag 1 (Baseline). Es ist keine Signifikanz nachzuweisen. Es

l&sst sich allerdings eine Tendenz zu einer hdheren Monozytenzahl der Respondergruppe

gegeniber den Non-Respondern ablesen.
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4.2 Effekt von Hydrocortison auf die HLA-DR Express  ion auf Monozyten

Weder bei der HLA-DR Rezeptorzahl pro Zelle noch bei der mittleren Fluoreszenz Intensitat (MFI)
konnte ein signifikanter Effekt von Hydrocortison gegeniiber Placebo festgestellt werden. Auch
zwischen Respondern und Non-Respondern blieb ein signifikanter Unterschied aus. Abgebildet
wurden erneut lediglich die Werte der Responder und Non-Responder innerhalb der
Hydrocortisongruppe. Bei Betrachtung der Tendenzen kann man einen Trend hinsichtlich einer
geringen HLA-DR Rezeptorexpression unter einer Hydrocortisontherapie (gesamt) sowie unter
Respondern innerhalb der Hydrocortisongruppe ablesen. Sowohl bei der Rezeptorzahl pro Zelle
als auch bei der MFI kommt es unter eine Hydrocortisontherapie zundchst zu einem geringen
Abfall an Tag 3 gegentber Tag 1, an Tag 6 hat jedoch bereits eine Erholung stattgefunden (s. Abb
5b und 7b).

4.2.1 HLA-DR Rezeptoren pro Zelle nach Therapiegrup pen
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Abb. 5: HLA-DR Rezeptoren pro Zelle nach Therapiegr  uppen
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a. Verlaufsdarstellung des durch Hydrocortison oder Placebo induzierten Effektes auf die
HLA-DR Rezeptorexpression pro Monozyt (Mittelwert + 95% KiI). Im Verlauf zeigt sich

kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen.

b. Relative Veranderung an Tag 3 und 6 der HLA-DR Rezeptoren pro Zelle im Vergleich zu
den Ausgangswerten an Tag 1 (Baseline). Auch hier lasst sich kein signifikanter Effekt
nachweisen. Allerdings kommt es zu einer Erholung an Tag 6 des zwischenzeitigen
Abfalls der HLA-DR-Expression an Tag 3 in der Hydrocortisongruppe im Verlauf des

Therapiezeitraumes (dargestellt an Tag 6).

4.2.2 HLA-DR Rezeptoren pro Zelle nach Responder / Non-Responder

innerhalb der Hydrocortisongruppe
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Abb. 6: HLA-DR Rezeptorzahl pro Zelle nach Respond er und Non-Responder innerhalb

der Hydrocortisongruppe
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a. Verlaufsdarstellung der HLA-DR-Expression zwischen Respondern und Non-
Respondern innerhalb der Hydrocortisongruppe (Mittelwert £ 95% KI). Es ist kein

signifikanter Unterschied nachweisbar.

b. Relative Veranderung zwischen Respondern und Non-Respondern an Tag 3 und 6 der
HLA-DR Rezeptoren pro Zelle im Vergleich zu den Ausgangswerten an Tag 1
(Baseline). Auch hier lasst sich kein signifikanter Effekt nachweisen. In beiden Gruppen
kommt es zu einem zwischenzeitigen, geringen Abfalls der HLA-DR-Expression an Tag
3.

4.2.3 HLA-DR-Expression auf Monozyten (MFI) nach Th  erapiegruppen
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Abb. 7: MFI der HLA-DR Rezeptoren nach Therapiegrup  pen

a. Verlaufsdarstellung der MFI der HLA-DR Rezeptoren unter einer Hydrocortisontherapie

oder Placebotherapie (Mittelwert + 95% KI). Im Verlauf zeigt sich kein signifikanter

46



Unterschied zwischen beiden Gruppen.

Relative Veranderung an Tag 3 und 6 der MFI im Vergleich zu den Ausgangswerten an

Tag 1 (Baseline). Auch hier lasst sich kein signifikanter Effekt nachweisen. Parallel zu der
Darstellung der HLA-DR-Expression pro Zelle (s. Abb. 5) kommt es jedoch wahrend der
Hydrocortisontherapie zu einem Anstieg der MFI (Tag 6) trotz anféanglichem Abfall (Tag 3).

4.2.4 HLA-DR Expression auf Monozyten (MFI) nach Re sponder / Non-

Abb. 8:

Responder innerhalb der Hydrocortisongruppe

500 -

HLA-DR Expression Fluoreszenz
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MFI der HLA-DR Rezeptoren nach Respondern u nd Non-Respondern innerhalb

der Hydrocortisongruppe

Verlaufsdarstellung MFI zwischen Responder und Non-Responder innerhalb der

Hydrocortisongruppe (Mittelwert £+ 95% KI). Es ist kein signifikanter Unterschied

nachweisbar.

Relative Veranderung zwischen Respondern und Non-Respondern an Tag 3 und 6 der
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HLA-DR-Expression (MFI) im Vergleich zu den Ausgangswerten an Tag 1 (Baseline).
Auch hier lasst sich kein signifikanter Effekt nachweisen. In beiden Gruppen kommt es

zu einem Anstieg der MFI (Tag 6) trotz anfanglichem Abfall (Tag 3).
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4.3 Effekt von Hydrocortison auf die Monozytenfunkt

ion

Hydrocortison hat einen signifikanten Effekt auf die Monozytenfunktion. Sowohl bei der Synthese

von IL-6 als auch TNF-a kommt es im Vergleich zur Placebogruppe zu einem signifikanten Abfall

der Plasmakonzentration nach LPS-Stimulation der Monozyten (s. Abb. 9 und 15). Auch der IL-

6/IL-10 Quotient zeigt bei der relativen Verdnderung zu Tag 3 einen signifikanten Effekt (s. Abb.

13). Lediglich bei der IL-10 Produktion bleibt ein signifikanter Unterschied zwischen einer

Hydrocortisontherapie und Placebotherapie aus. Bei Betrachtung der Responder und Non-

Responder lasst sich kein signifikanter Unterschied weder innerhalb der Hydrocortisongruppe noch

bei der Placebogruppe feststellen (graphisch dargestellt sind erneut lediglich die Responder / Non-

Responder der Hydrocortisongruppe).

4.3.1 IL-6 Plasmaspiegel pro 1000 Zellen nach LPS-S

Therapiegruppen (pg/ml)
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Abb. 9: IL-6 Plasmaspiegel pro 1000 Zellen nach LPS
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a. Verlaufsdarstellung der IL-6 Plasmakonzentration pro 1000 Zellen nach LPS-Stimulation
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unter einer Hydrocortisontherapie oder Placebotherapie (Mittelwert + 95% KI). Im Verlauf
zeigt sich ein signifikanter Unterschied wahrend des Therapiezeitraums (p < 0,0001). Far

die Zeit nach der Therapie bleibt ein signifikanter Effekt aus.

b. Relative Verdnderung an Tag 3 und 6 der IL-6 Plasmakonzentration pro 1000 Zellen nach
LPS-Stimulation der Monozyten im Vergleich zu den Ausgangswerten an Tag 1 (Baseline).
Hier ist sowohl bei der relativen Verdnderung an Tag 3 als auch an Tag 6 ein hoch
signifikanter Unterschied feststellbar (Tag 3: p = 0,001; Tag 6: p = 0,003).

4.3.2 IL-6 Plasmaspiegel pro 1000 Zellen nach LPS-S timulation nach
Responder / Non-Responder innerhalb der Hydrocortis ongruppe (pg/ml)
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Abb. 10: IL-6 Plasmaspiegel pro 1000 Zellen nach LP  S-Stimulation nach Responder /

Non-Responder innerhalb der Hydrocortisongruppe (pg /ml)

a. Verlaufsdarstellung der IL-6 Plasmakonzentration pro 1000 Zellen nach LPS-Stimulation

zwischen Responder und Non-Responder (Mittelwert = 95% KIl). Im Verlauf zeigt sich kein

50



signifikanter Unterschied.

b. Relative Verédnderung an Tag 3 und 6 der IL-6 Plasmakonzentration pro 1000 Zellen nach
LPS-Stimulation der Monozyten im Vergleich zu den Ausgangswerten an Tag 1 (Baseline).

Hier lasst sich kein signifikanter Unterschied nachweisen

4.3.3 IL-10 Plasmaspiegel pro 1000 Zellen nach LPS- Stimulation nach
Therapiegruppen (pg/ml)
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Abb. 11: IL-10 Plasmaspiegel pro 1000 Zellen nach L PS-Stimulation nach
Therapiegruppen (pg/ml)

a. Verlaufsdarstellung der IL-10 Plasmakonzentration pro 1000 Zellen nach LPS-Stimulation
unter einer Hydrocortisontherapie oder Placebotherapie (Mittelwert + 95% KI). Im Verlauf

zeigt sich kein signifikanter Unterschied.

b. Relative Veranderung an Tag 3 und 6 der IL-10 Plasmakonzentration pro 1000 Zellen nach

LPS-Stimulation der Monozyten im Vergleich zu den Ausgangswerten an Tag 1 (Baseline).
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Hier lasst sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied nachweisen.

4.3.4 1L-10 Plasmaspiegel pro 1000 Zellen nach LPS- Stimulation nach
Responder / Non-Responder innerhalb der Hydrocortis ongruppe (pg/ml)
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Abb. 12: IL-10 Plasmaspiegel pro 1000 Zellen nach L PS-Stimulation nach Responder /
Non-Responder innerhalb der Hydrocortisongruppe (pg /ml)

a. Verlaufsdarstellung der IL-10 Plasmakonzentration pro 1000 Zellen nach LPS-Stimulation
zwischen Responder und Non-Responder (Mittelwert £ 95% KI). Im Verlauf zeigt sich kein

signifikanter Unterschied.

b. Relative Veranderung an Tag 3 und 6 der IL-10 Plasmakonzentration pro 1000 Zellen nach
LPS-Stimulation der Monozyten im Vergleich zu den Ausgangswerten an Tag 1 (Baseline).

Hier lasst sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied nachweisen
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4.3.5 IL-6/IL-10 Quotient nach LPS-Stimulation nach
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Abb. 13: IL-6/IL-10 Quotient nach LPS-Stimulation n
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Tag
n (Placebo / Cortison)

ach Therapiegruppen

IL-6/IL-10 Quotienten nach LPS-Stimulation unter einer

Hydrocortisontherapie oder Placebotherapie (Mittelwert £ 95% KI). Im Verlauf zeigt sich

kein signifikanter Unterschied.

b. Relative Veranderung an Tag 3 und 6 des IL-6/IL-10 Quotienten im Vergleich zu den

Ausgangswerten an Tag 1 (Baseline). Hier lasst sich ein signifikanter Unterschied an Tag 3

nachweisen (p = 0,043)
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4.3.6 IL-6/IL-10 Quotient nach LPS-Stimulation nach Responder / Non-

Responder innerhalb der Hydrocortisongruppe
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Abb. 14: IL-6/IL-10 Quotient nach LPS-Stimulation nach Responder / Non-

Responder innerhalb der Hydrocortisongruppe

a. Verlaufsdarstellung des IL-6/IL-10 Quotienten zwischen Responder und Non-Responder

innerhalb der Hydrocortisongruppe (Mittelwert £ 95% KI). Im Verlauf zeigt sich kein

signifikanter Unterschied.

b. Relative Veranderung an Tag 3 und 6 des IL-6/IL-10 Quotienten im Vergleich zu den

Ausgangswerten an Tag 1 (Baseline). Hier lasst sich ebenfalls kein signifikanter

Unterschied nachweisen
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4.3.7 TNF-a Plasmaspiegel pro 1000 Zellen nach LPS-Stimulation nach
Therapiegruppen (pg/ml)
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Abb. 15: TNF-a Plasmaspiegel pro 1000 Zellen nach LPS-Stimulation nach

Therapiegruppen (pg )

a. Verlaufsdarstellung der TNF-a Plasmakonzentration pro 1000 Zellen nach LPS-Stimulation
unter einer Hydrocortisontherapie oder Placebotherapie (Mittelwert + 95% KI). Im Verlauf
ist ein signifikanter Effekt von Hydrocortison wéhrend des Therapiezeitraums nachweisbar

(p <0,017). Nach Beendigung der Therapie ist kein signifikanter Unterschied festzustellen.

b. Relative Veranderung an Tag 3 und 6 der TNF-a Plasmakonzentration pro 1000 Zellen
nach LPS-Stimulation der Monozyten im Vergleich zu den Ausgangswerten an Tag 1

(Baseline). Hier lasst sich ein signifikanter Unterschied an Tag 3 nachweisen (p = 0,011)

55



4.3.8 TNF-a Plasmaspiegel pro 1000 Zellen nach LPS-Stimulation nach

Responder / Non-Responder innerhalb der Hydrocortis ongruppe (pg/ml)
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Abb. 16: TNF-a Plasmaspiegel pro 1000 Zellen nach LPS-Stimulation nach

Responder / Non-Responder innerhalb der Hydrocortis ongruppe

a. Verlaufsdarstellung der TNF-a Plasmakonzentration pro 1000 Zellen zwischen Responder
und Non-Responder innerhalb der Hydrocortisongruppe (Mittelwert + 95% KiI). Im Verlauf

zeigt sich kein signifikanter Unterschied.

b. Relative Verdnderung an Tag 3 und 6 der TNF-a Plasmakonzentration pro 1000 Zellen im
Vergleich zu den Ausgangswerten an Tag 1 (Baseline). Hier lasst sich ebenfalls kein

signifikanter Unterschied nachweisen.
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5 Diskussion

51 Patientenkollektiv

Bei den Patientencharakteristika war in der Substudie im Gegensatz zum Gesamtkollektiv der
CORTICUS-Studie ein signifikanter Unterschied hinsichtlich des Alters zu vermerken. Dies wurde
bei der Analyse der Daten berlcksichtigt. Das Patientenkollektiv unserer Substudie spiegelt das
Patientenkollektiv der CORTICUS-Studie durchaus wieder. Im Vergleich zu dem europaweiten
Kollektiv der CORTICUS-Studie ist zwar der SAPS Il Score mit einem Mittelwert von 47,7
geringfiigig niedriger als bei CORTICUS (49,1 Punkte), andere Studien Uber niedrig dosiertes
Hydrocortison im septischen Schock wiesen jedoch wesentlich héhere Wert auf: 55 Punkte bei
Briegel (1999) und 58 Punkte bei Annane (2002) (Briegel 1999; Annane 2002). Ebenso war der
SOFA-Score bei Studienbeginn in unserem Patientenkollektiv mit 10,1 Punkten vergleichbar mit
dem der CORTICUS-Studie mit 10,6 Punkten. Bollaerts Kollektiv lag mit 12 Punkten tber den
Werten unserer Substudie und der CORTICUS-Studie (Bollaert 1998). Die 28-Tage Letalitatsrate
war mit 28,6% ebenfalls etwas niedriger als in der CORTICUS-Studie (32,9%). Briegel et al.
wiesen eine dhnliche Letalitatsrate auf (30%); im Gegensatz zu Annane 2002 oder Bollaert 1998,
die mit 61% bzw. 63% deutlich tber unseren, der CORTICUS-Studie und Briegels Werten lagen.
Unterschiedliche Einschlusskriterien sind eventuell der Grund fiir die héhere Letalitatsrate sowie fir
den hoéheren SAPS-Score Il und dem SOFA-Score bei Annane und Bollaert. In unserer Studie galt
als Einschlusskriterium eine sepsisinduzierte Hypotension mit einem systolischem Blutdruck < 90
mmHg trotz adaquater Flussigkeitssubstitution oder einer Katecholaminpflichtigkeit von mindestens
einer Stunde. Voraussetzung zum Einschluss bei der Studie von Bollaert war eine mindestens 48
Stunden bestehende Katecholaminpflichtigkeit (> 10 pg/kg/min Dopamin oder eine Dosis
Noradrenalin); in der Studie von Annane mussten die Patienten trotz Katecholamintherapie (> 5
g/kg/min Dopamin oder eine beliebige Dosis Noradrenalin) flir mindestens eine Stunde einen
systolischen Blutdruck von < 90 mmHg aufweisen (katecholaminrefraktarer Schock). Zum anderen
war das Zeitfenster zum Studieneinschluss bei Annane et al 2002 wesentlich kurzer (lediglich
innerhalb von 8 Stunde nach Erfillung der Einschlusskriterien). In unserer Studie bestand ein
Zeitfenster von 72 Stunden seit Schockbeginn. Es ist davon auszugehen, dass sich die Patienten
von Annane und Bollaert in einem schwereren septischen Schock befunden haben als die

Patienten in den anderen Studien.

Insgesamt ist aber das Patientenkollektiv unserer Substudie mit dem der CORTICUS-Studie

vergleichbar.
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52 Monozytenpopulation

Glucocorticoide bewirkt einen Abfall der zirkulierenden Monozyten (Sapolsky 2000). Zum einen
kommt es zu einer relativen Verschiebung der Leukozytenpopulation, da es unter Glucocorticoiden
zu einer Erhdhung der neutrophilen Granulozyten kommt (Hatz 1998; Sapolsky 2000), zum
anderen induzieren Glucocorticoide eine Apoptose von Monozyten (Schmidt 1999). AuRerdem wird
eine Veranderung der Zelladh&asionsmolekile (Krahn 1986; Garvey 1989) sowie eine verminderte
Chemotaxis der Monozyten (Sapolsky 2000) unter Glucocorticoiden fir den Abfall der

zirkulierenden Monozytenzahl verantwortlich gemacht.

Im Gegensatz zu der haufig bei anderen Krankheitsbildern bestehenden und/oder durch héhere
Glucocorticoiddosierung induzierten Monozytopenie kam es unter der Applikation von niedrig
dosiertem Hydrocortison weder zu einem signifikanten Abfall der absoluten Monozytenzahl noch zu
einer Reduktion des relativen Monozytenanteils in der Leukozytenpopulation. Vielmehr lasst sich
eine Tendenz hinsichtlich einer Zunahme der absoluten Monozytenzahl wahrend des
Therapiezeitraums mit Hydrocortison ablesen. Auch zwischen Respondern und Non-Respondern

war kein signifikanter Unterschied nachweisbar.

Ahnliche Ergebnisse fanden sich bereits bei Keh et al. in einer Cross-over Studie zu Hydrocortison
im septischen Schock: hierbei kam es sogar unter einer Hydrocortisontherapie zu einem
signifikanten Anstieg der Monozytenzahl (Keh 2003).

Eine Ursache konnte in dem kurzen Applikationszeitraum von Hydrocortison liegen, so dass es
noch nicht zu einer relativen Verschiebung der Monozytenzahl aufgrund eines Anstiegs der

neutrophilen Granulozyten gekommen war.

Wahrend des septischen Schocks wurde eine erhdhte Apoptoserate von Lymphozyten und
gastrointestinalem Epithel beschrieben, die unter anderem fur eine Anergie verantwortlich sein
kénnten (Hotchkiss 1999; Hotchkiss 2001). Anders als bei der immunstimulierenden Wirkung der
nekrotischen Zellen, induzieren apoptotische Zellen die Synthese antiinflammatorischer Zytokine
(z.B. IL-10) sowie eine gesteigerte TH-2-Proliferation (Voll 1997; Green and Beere 2000). Als
mdogliche Ursache wurden stressinduzierte, erhdhte Cortisolwerte diskutiert (Ayala 1995; Fukuzuka
2000). Nach unseren Daten ist jedoch eine Hydrocortison-induzierte Apoptose von Monozyten eher
unwahrscheinlich, da es zu keinem Zeitpunkt zu einem Abfall der Monozytenzahl kam. Vielmehr
war eine Tendenz hinsichtlich einer Zunahme der absoluten Monozytenzahl nachweisbar.
Tierexperimentelle Studien beschrieben zwar eine Induktion der Apoptose von Thymuszellen durch
endogenes Cortisol, doch die Stressreaktion fiihrte nicht zu einer gesteigerten Apoptoserate von
Knochenmarkszellen (Ayala 1995; Ayala 1996).

Neben der bekannten immunsuppremierenden Wirkung von Hydrocortison, ist jedoch auch eine
permissive, zum Teil sogar immunstimulierende Wirkung bekannt. So konnte eine gesteigerten
GM-CSF-Rezeptorzahl unter Dexamethason nachgewiesen werden (Munck and Naray-Fejes-Toth

1992; Almawi 1996). Ob dies auch fur eine Erhéhung der Monozytenzahl verantwortlich ist, bleibt

58



Zu beantworten.

53 HLA-DR

Die HLA-DR Expression auf Monozyten gilt als wichtiger Marker zur Beschreibung des
Immunstatus eines Patienten. Die Antigenprasentation Uber MHC Il Rezeptoren spielt eine
Schlisselrolle in der Regulation des adaptiven Immunsystems. Bei Patienten im septischen
Schock findet man einen Abfall der HLA-DR Expression auf peripheren Monozyten, der mit der
schwere des Verlaufs korreliert (de Waal Malefyt 1991; Schinkel 1998; Muller Kobold 2000;
Tschaikowsky 2002; Le Tulzo 2004). Hierbei ist insbesondere eine langdauernde Deaktivierung der
Monozyten gefirchtet, die bei einem Abfall von <30% der HLA-DR Rezeptoren auf Monozyten als

Immunparalyse bezeichnet wird (Docke 1997; Monneret 2002).

Die Regulation der HLA-DR Expression ist sehr komplex: einerseits beeinflussen mehrere Zytokine
sowohl stimulierend (z.B. IL-12, IFN-y und GM-CSF) als auch inhibierend (z.B. IL-10, TGF- und
Prostaglandin E2, IL-6) (Volk 1996; Kox 2000; Le Tulzo 2004; Schefold 2007) die Rezeptorzahl,
andererseits wirken eine Vielzahl anderer Mediatoren wie beispielsweise C5a, Adrenalin, LPS und
Glucocorticoide auf die HLA-DR Rezeptorzahl (Ito 1999; Galon 2002; Le Tulzo 2004; Schefold
2007).

Glucocorticoide inhibieren in der Regel die Antigenprésentation tUber MHC Il Rezeptoren
(Watanabe 1990; Schwiebert 1995; Sapolsky 2000; Galon 2002), welches man sich unter anderem
bei der Immunsuppression in der Transplantationsmedizin oder der Behandlung von
Autoimmunerkrankungen zu nutzen macht (Cupps and Fauci 1982; Mason 1991). Einerseits
geschieht dies indirekt Uber eine vermehrte Synthese antiinflammatorischer Zytokine wie
beispielsweise TGF-beta, IL-10 und l&sliche IFN-y-Rezeptoren (Galon 2002), andererseits direkt
Uber eine Hemmung der Transkription (Galon 2002; Le Tulzo 2004). Zudem koénnen
Glucocorticoide posttranskriptorisch auf die HLA-DR Expression Einfluss nehmen, indem sie den
komplexen Transport der HLA-DR Molekile vom endoplasmtischen Retikulum an die
Zelloberflache regulieren (Koppelman 1997; Fumeaux and Pugin 2002; Morel 2002). Allerdings
kristallisiert sich in den letzten Jahren zunehmend ein differenzierter Effekt von Glucocorticoiden

auf die Antigenprasentation heraus.

Bei Patienten im septische Schock findet man héufig erhdhte basale Cortisolwerte (>25 pg/dl)
(Melby and Spink 1958; Bouachour 1995; Briegel 1996; Zaloga and Marik 2001), die teils mit einer
erhoéhten Sterblichkeit einhergehen (Braams 1998). Andere Autoren beschrieben jedoch auch
niedrige Cortisolwerte (<20) bei bis zu 50% der Patienten im septischen Schock (Sibbald 1977;
Finlay and McKee 1982; Moran 1994). Le Tulzo et al. beschrieben 2004 eine Korrelation zwischen
erhéhten Cortisolwerten im Blut und der erniedrigten HLA-DR Rezeptorzahl auf zirkulierenden
Monozyten (Le Tulzo 2004).
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In unserem Patientenkollektiv kam es zu einem deutlichen Abfall der HLA-DR Expression auf
peripheren Monozyten zum Beginn des septischen Schocks. Dies korreliert mit den Ergebnissen
anderer Studien (Schinkel 1998; Muller Kobold 2000; Tschaikowsky 2002; Le Tulzo 2004).

Einen Einfluss von Hydrocortison auf die HLA-DR Expression konnte allerdings nicht
nachgewiesen werden. Sowohl wahrend des Therapiezeitraums (Tag 1 bis 6) als auch nach
Beendigung der Therapie (Tag 12 bis 28) war kein signifikanter Unterschied im Verlauf zwischen
der Hydrocortisongruppe und der Placebogruppe festzustellen. Weder kommt es unter
Hydrocortison zu einem signifikanten Abfall noch zu einem Anstieg der HLA-DR Rezeptorzahl. In
unserer Untersuchung haben wir sowohl eine quantitative Bestimmung der HLA-DR Rezeptorzahl
(n/zelle) durchgefihrt als auch die Fluoreszenzintensitat der HLA-DR Expression (MFI). In beiden
Untersuchungen blieb eine signifikante Veranderung aus. An Tag 3 kommt es zwar bei der
relativen Verdnderung zu Tag 1 zu einer geringen, nicht signifikanten Abnahme der HLA-DR
Rezeptorzahl auf den Monozyten, an Tag 6 ist diese jedoch nicht mehr festzustellen und es kommt
sogar trotz einer Hydrocortisontherapie zu einem Anstieg der HLA-DR Rezeptorzahl im Vergleich

zu den Ausgangswerten.

Vergleicht man Responder mit Non-Respondern innerhalb einer Therapiegruppe, so kann man
auch hier keinen signifikanten Unterschied feststellen — weder im Verlauf wahrend des
Therapiezeitraums (Tag 1 bis 6) noch nach Beendigung der Therapie (Tag 12 bis 28) oder bei den

Relativveranderungen an Tag 3 und 6 zu Tag 1.

Insgesamt lasst sich zusammenfassen, dass unsere Studie keinen Effekt einer niedrig dosierten
Hydrocortisonapplikation auf die HLA-DR Rezeptorexpression auf peripheren Blutmonozyten

nachweisen konnte.

Der ausgebliebene Effekt von Hydrocortison auf die HLA-DR Expression peripherer Monozyten

kann unterschiedliche Ursachen haben:

1. Die Hydrocortison-Dosierung war zu niedrig, um eine Suppression zu induzieren
2. Das Zeitintervall der Hydrocortisontherapie war zu kurz

3. Der initiale Abfall der HLA-DR Expression war bereits so ausgepragt, dass eine

zuséatzliche Hydrocortison-Applikation keinen weiteren Effekt hatte

4. Der immunmodulatorische Effekt von niedrigdosiertem Hydrocortison tberwiegt im

septischen Schock anstelle der bekannten immunsuppressiven Eigenschaften

Ad 1

Bei Patienten im septischen Schock konnte man eine reduzierte Ansprechbarkeit der Zellen auf

Cortisol feststellen. Insbesondere in den letzten Jahren ist dieser Aspekt immer mehr in der Fokus
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der Wissenschaft gelangt. Das Phanomen einer peripheren Cortisolresistenz und einer relativen
NNR-Insuffizienz wurde 2008 als ,critical illness-related corticosteroid insufficiency* (CIRCI)
bezeichnet und Empfehlungen zur Diagnose und Therapie erarbeitet (Marik 2008) . Die Ursache
dieser peripheren Cortisolresistenz ist weiterhin nicht geklart und kénnte zum einen auf einem
modulierten Cortisolabbau oder auf einer Veranderung der Rezeptoraffinitat beruhen (Molijn 1995;
Beishuizen 2001; Meduri 2002). Dies konnte ein Grund dafur sein, dass ein

hydrocortisonabhéngiger Effekt auf die HLA-DR Expression ausgeblieben ist.

Ad 2

Unsere Datenlage kann sicherlich nicht klaren, ob das Zeitintervall der Hydrocortison-Applikation
zu kurz war, um einen signifikanten Effekt auf die HLA-DR Rezeptorexpression zu haben.
Allerdings ist der Therapiezeitraum von 5 Tagen mit einem Ausschleichen der Medikation fir
weitere 6 Tage relativ lang, sodass das kurze Zeitintervall als mdgliche Ursache des

ausgebliebenen Effektes unwahrscheinlich ist.

Ad 3

Die Fahigkeit der HLA-DR Rezeptorexpression auf peripheren Blutmonozyten ist bereits zu Beginn
des septischen Schocks stark eingeschrankt. Die HLA-DR Rezeptorzahl auf Monozyten ist ein
pradiktiver Faktor der mit der schwere des Verlaufes korreliert. In unserem Patientenkollektiv ist
ebenso die HLA-DR Expression stark vermindert. Zu Beginn des Therapiezeitraums (Tag 1 bis 6)
kommt es an Tag 3 zu einem leichten Abfall der HLA-DR Expression im Vergleich zu Tag 1
(Baseline). Gleiches wurde in der Cross-over-Studie von Keh et al. 2003 festgestellt (Keh 2003).
Auch hier kam es zu Beginn der Therapie (Therapiezeitraum 3 Tage) bei Patienten im septischen
Schock zu einem leichten, nicht signifikantem Abfall der HLA-DR Expression. Nach Absetzen von
Hydrocortison kam es allerdings zu einem signifikanten Anstieg der HLA-DR Expression.
Mdglicherweise hat die Hydrocortison-Applikation eine Erholung der HLA-DR Rezeptorexpression
supprimiert. Hier ist jedoch zu bemerken, dass es in der umgekehrten Gruppe (ersten drei Tage
Placebo und im zweiten Studienabschnitt Hydrocortison) nicht zu einem signifikanten Abfall der
HLA-DR Expression gekommen ist. Zudem ist in unserer Studie kein signifikanter Unterschied
zwischen der Hydrocortisongruppe und der Placebogruppe im Verlauf festzustellen (sowohl

wahrend des Therapiezeitraums als auch nach Therapie).

Ad 4

Insbesondere auf diesen letzten Punkt méchte ich im Folgenden weiter eingehen: Mehrfach
konnten Studien eine immunsuppressive Eigenschaft von Glucorticoiden nachweisen. In letzter
Zeit konnte jedoch zunehmend eine immunstimulierende Wirkung gezeigt werden. Haufig wurde

eine dosisabhangige Wirkung nachgewiesen, die je nach Immunparameter eine Stimulation oder
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Suppression zur Folge hatte. In unserem Patientenkollektiv blieb ein signifikanter Abfall oder eine
langsamere Erholung der HLA-DR Expression aus. Genexpressionsanalysen zeigten, dass eine
niedrige Konzentrationen von Glucocorticoiden (10-11 M) zu einem Anstieg der HLA-DR
Expression fuhrt, héhere Konzentrationen dagegen eine suppressive Wirkung haben (Galon 2002).
Hawrylowicz et al. wiesen auf3erdem einen synergistischen Effekt von Dexamethason und GM-
CSF nach, der zu einem Anstieg der HLA-DR Expression auf Monozyten fuhrte (Hawrylowicz,
1994). Pangault et al hingegen zeigten 2006, dass es bei Patienten im septischen Schock zu einer
erniedrigten GM-CSF Rezeptorzahl auf Monozyten kommt und dass diese posttranskriptionale

Downregulation glucocorticoidabhéngig sei (Pangault 2006).

Die Therapie mit IFN-y wahrend einer Immunparalyse filhrt zu einem Anstieg der HLA-DR
Expression (Docke 1997; Kox 2000). Glucocorticoide hemmen die Synthese von IFN-y
(Franchimont 1998; Galon 2002). Allerdings konnte unter einer Hydrocortisontherapie im
septischen Schock eine Reduktion des IFN-y Plasmaspiegels nicht sicher nachgewiesen werden
(Keh 2003). IFN-y ist ein wichtiger Induktor zur Wiederherstellung einer monozytaren Immunitéat
und erhéht maf3geblich die HLA-DR Rezeptorzahl auf Monozyten (Young and Hardy 1995; Docke,
1997). Zudem zeigten Galon et al. eine Expressionssteigerung von IFN-yRI und IFN-yRIl durch
Dexamethason (Galon 2002).

Glucocorticoide bewirken einen Shift von Th-1 zu Th-2 Zellen, welches zu einem Ubergewicht der
antiinflammatorischen Zytokinproduktion (IL-4 und IL-10) fuhrt (Brinkmann and Kristofic 1995;
Ramirez 1996). IL-10 ist ein starker Inhibitor der HLA-DR Expression. Keh et al. arbeiteten jedoch
in einer Cross-over-Studie zu Hydrocortison im septischen Schock eine Downregulation einer
systemischen inflammatorischen Immunantwort heraus ohne jedoch die Th-1 abhangige Antwort
zu inhibieren. Hierbei zeigte sich eine erhéhte Konzentration von IL-12 p70 und IFN-y, welche
beide einen positiven Einfluss auf die HLA-DR Rezeptorzahl haben. Die IL-4-Konzentration
hingegen blieb unveréndert, die IL-10 Plasmakonzentration war unter einer Hydrocortisontherapie
sogar geringer als in der Kontrollgruppe. Nach Absetzten von Hydrocortison kam es zu einem
Anstieg der IL-10 Konzentration. Hieraus schlussfolgerten die Autoren, dass ein
glucocorticoidinduzierter Shift von Th-1 zu Th-2 mdglicherweise nicht erfolgt sei (Keh 2003). Ein
ausgebliebener Anstieg der IL-10 Plasmakonzentration kdnnte eine Ursache sein fir die fehlende
HLA-DR Expressionsreduktion. Als Ursache einer schnellen HLA-DR Downregulation durch IL-10
wird eine Internalisierung der HLA-DR Molekile in den Membranen der intrazellularen
Kompartimente verantwortlich gemacht (Koppelman 1997; Morel 2002). Auf der anderen Seite
wirde ein genomischer Effekt auf die Expressionrate, wie bei Hydrocortison beschrieben, zwar

verzégert, moglicherweise jedoch langerfristiger wirken (Le Tulzo 2004).

So wird die Rolle von IL-10 bei einer langer dauernden Monozytendeaktivierung in letzter Zeit
zunehmend in Frage gestellt. Bei Psoriasispatienten konnten ahnlich hohe Werte von IL-10 im
Plasma gefunden werden wie bei Patienten im septischen Schock ohne dass dies zu einer
Immunsuppression gefiihrt hat (Asadullah 1998). Diskutiert wird, dass LPS Uber eine zunehmende
Produktion von IL-6 und C5a zu einer Suppression der HLA-DR Expression fihrt (Schefold 2007):

eine Immunoadsorption von Endotoxin, IL-6 und C5a mittels Dialyse flihrte zu einer signifikanten
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Verbesserung der HLA-DR Expression auf Monozyten im Vergleich zur Kontrollruppe. Die Gabe
von Hydrocortison im septischen Schock fiihrt zu einer Reduktion des IL-6 Plasmalevels (Briegel
2001; Keh 2003). Moglich ist, dass eine Reduktion der IL-6 Plasmakonzentration durch

Hydrocortison einer zusétzlichen Reduktion der HLA-DR Expression entgegenwirkt.

Abschlieend stellt sich die Frage, warum ein Unterschied zwischen Respondern und Non-
Repondern innerhalb der Therapiegruppen ausgeblieben ist. In unserem Patientenkollektiv haben
wir den Einfluss von Hydrocortison auf den Verlauf der HLA-DR Expression untersucht. Unsere
Daten kdnnen die Ursache dieses ausgebliebenen Effekts nicht klaren. Zur Einteilung einer
relativen NNR-Insuffizienz war die Differenz der Konzentrationen zwischen TO und T60 (8-max)
ausschlaggebend. Stieg der Serumcortisolwert um < 9 pg/dl (248 pmol/l) vom Basalcortisolwert an,
wurde eine relative NNR-Insuffizienz diagnostiziert. Die Auspragung der relativen NNR-Insuffizienz
bleibt ungeklart. Unser Patientenkollektiv hatte voraussichtlich einen weniger schweren septischen
Schockverlauf als das Patientenkollektiv anderer Studien (vgl. Diskussion Patientkollektiv) (Bollaert
1998; Briegel 1999; Annane 2002). Auch im Vergleich mit dem europaweiten Studienkollektiv von
CORTICUS war der SAPS Il Score (47,7 gegeniuiber 49,1), SOFA-Score (10,1 gegenuber 10,6)
und die 28-Tage Letalitit (28,6 % gegeniber 32,9 %) in unserer Substudie niedriger.
Mdglicherweise ist der Unterschied zwischen Respondern und Non-Respondern in unserem
Patientenkollektiv zu gering als dass sich ein signifikanter Unterschied der Daten ergeben kann.
AuRerdem wird in den letzten Jahren das Konzept der relativen NNR-Insuffizienz zunehmend neu
bewertet. Wie bereits in dieser Arbeit angesprochen, geht man neben einer relativen NNR-
Insuffizienz zusatzlich von einem schlechteren Ansprechen des Gewebes auf Cortisol aus, das als

,Critical illness-related corticosteroid insufficiency (CIRCI)* bezeichnet wird.

Letztendlich kénnen unsere Daten selbstverstandlich nicht den komplexen Zusammenhang
zwischen Hydrocortison und der HLA-DR Expression auf peripheren Monozyten bei Patienten im
septischen Schock klaren, allerdings war eine wichtige Erkenntnis, dass ein weiterer Abfall oder
eine langsamere Erholung der HLA-DR Rezeptorzahl ausblieb. Dies starkt die Hypothese, dass
Hydrocortison im septischen Schock immunmodulatorisch und nicht immunsuppressiv wirkt. Um
weitere Aufschlisse Uber den Regulationsmechanismus von Hydrocortison und der HLA-DR

Expression zu gewinnen bedarf es weiterer Studien.
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54 Monozytenfunktion

Eine verminderte Expression von HLA-DR auf Monozyten bedeutet eine Einschrédnkung der
Antigenprasentation gegenuber T-Zellen und somit einen erheblichen Einschnitt in die
Infektabwehr des adaptiven Immunsystems. Eine Expression von HLA-DR ist jedoch nicht nur
Ausdruck einer intakten Infektabwehr mittels Antigenpréasentation, sondern ebenfalls Indikator fir
eine uneingeschrankte Monozytenfunktion. Niedrige HLA-DR Rezeptorzahlen gehen mit einer
verminderten monozytaren Syntheseleistung proinflammatorischer Zytokine wie beispielsweise IL-
6 und TNF-a einher und sind somit Ausdruck einer Deaktivierung der Monozyten (Docke 1997).
Wichtig ist bei der Betrachtung einer Monzytenfunktion der Effekt der Endotoxintoleranz: Bei
gesunden Patienten fihrt eine in vitro Stimulationen von Monozyten mit LPS in den ersten 4 — 8
Stunden zu einer vermehrten Produktion proinflammatorischer Zytokine wie IL-1, IL-6, IL-8, TNF-q,
GM-CSF und G-CSF. Im Gegensatz hierzu kommt es 24 — 48 Stunden nach Stimulation zu einer
vermehrten Produktion des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 (de Waal Malefyt 1991). Eine
erneute Exposition gegentiber LPS fiihrte zu einer verminderten Synthese proinflammatorischer
Zytokine und einer vermehrten Produktion des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 (Randow
1995).

Wahrend des septischen Schocks findet man haufig erhéhte Plasmaspiegel von TNF-a und IL-6,
die mit der schwere der Erkrankung und der Prognose korrelieren (Munoz 1991). Allerdings scheint
diese proinflammatorische Entzindungsreaktion (SIRS) hauptsachlich zu Beginn des septischen
Schocks vorzuliegen, da andere Studien eine geringere Fahigkeit der Produktion
proinflammatorischer Zytokine bei Patienten mit Sepsis feststellen konnten als bei Kontrollgruppen
(s. Kapitel Einleitung). Im Verlauf des septischen Schocks kommt es zu einer Aktivierung des
antiinflammatorischen  Immunsystems  (CARS), welches sich in einem  Anstieg
antiinflammatorischer Zytokine wie beispielsweise IL-10 zeigt. Bei Patienten mit schwerer Sepsis
oder septischem Schock korreliert der erhdhte IL-10 Plasmaspiegel mit dem Schweregrad der
Erkrankung und einer schlechteren Prognose (Friedman 1997; Gogos 2000). Dieser klassische,
phasenhafte Verlauf des septischen Schocks wird jedoch mittlerweile immer mehr in Frage gestellt
und zusatzlich erweitert durch den Begriff des ,mixed anti-inflammatory response syndrome
(MARS)“. Heutige Erkenntnisse zeigen, dass es bereits in der Frihphase des septischen Schocks
zu einer pro- als auch antiinflammatorischen Immunreaktion kommen kann (Tschaikowsky 2002;
Osuchowski 2006).

Munoz et al. zeigten, dass eine Erholung der monozytaren proinflammatorischen Zytokinproduktion
(IL-1beta, IL-6 und TNF-a) mit einer héheren Uberlebendenswahrscheinlichkeit wahrend des
septischen Schocks einherging. Die Ursache einer Monozytendeaktivierung im septischen Schock
wird bis heute ausgiebig diskutiert: als mogliche Mediatoren werden u.a. Cortisol, Katecholamine,
PGEZ2, IL-10 und TGF-B genannt (Randow 1995; Haveman 1999; Le Tulzo 2004).

Glucocorticoide bewirken eine Deaktivierung der Monozyten. Dies geschieht zum einen Uber eine
Induktion der IL-10- und TGF-B-Synthese und zum anderen durch einen T-Zell-Shift von Th-1 zu
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Th-2 (Oursler 1993; Galon 2002). Zudem hemmen Glucocorticoide die Synthese des

monozytenaktivierenden Zytokins IFN-y.

Im Folgenden soll nun die Monozytenfunktion unseres Studienkollektivs anhand einer ex-vivo 4
bzw. 24 Stunden Stimulation mit LPS und anschlieender Messung der IL-6, IL-10 und TNF-a

Plasmaspiegel analysiert werden.

In unserer Studie kam es unter der Hydrocortisontherapie zu einem signifikanten Abfall der IL-6-
Produktion nach LPS-Stimulation der Monozyten. Die Produktivitat pro 1000 Zellen war signifikant
geringer in der Hydrocortison-Gruppe im Vergleich zur Placebogruppe. Dies war sowohl bei
Betrachtung des Verlaufs wahrend der Therapie als auch bei der Relativveranderung an Tag 3 und
6 zu Tag 1 festzustellen. Betrachtet man Responder und Non-Responder innerhalb der
Hydrocortison-Gruppe konnte hinsichtlich der IL-6-Produktion kein signifikanter Unterschied

festgestellt werden.

Bei der Untersuchung der IL-10 Produktion pro 1000 Zellen nach LPS-Stimulation fand sich kein
signifikanter Unterschied. Es kam weder zu einem Abfall noch zu einem Anstieg des IL-10
Plasmaspiegels. Auch zwischen Respondern und Non-Respondern war kein signifikanter Effekt

nachweisbar.

Der IL-6/IL-10 Quotient ergab im Verlauf keinen signifikanten Unterschied. An Tag 3 kam es jedoch
in der Hydrocortisongruppe bei der Relativveranderung zu einem signifikanten Abfall des IL-6/IL-10
Quotienten im Vergleich zu Tag 1 gegenlber der Placebogruppe. Dies erklart sich aus dem
signifikanten Abfall von IL-6 und den nahezu gleich bleibenden Werten von IL-10 nach LPS-
Stimulation. Zwischen Respondern und Non-Respondern war erneut kein signifikanter Effekt
festzustellen. Die TNF-a Produktion war unter Hydrocortison signifikant verringert: sowohl im
Verlauf des Therapiezeitraums als auch bei der Relativveranderung an Tag 3 gegeniiber Tag 1.
Einen signifikanten Unterschied zwischen Responder und Non-Respondern innerhalb der

Therapiegruppen konnte man nicht nachweisen.

Zusammenfassend ist in unserem Studienkollektiv ein signifikanter Effekt von Hydrocortison auf die
Monozytenfunktion festzustellen. Interessanterweise scheint Hydrocortison eine Endotoxintoleranz
zu verstarken: es kommt zu einem selektiven Abfall der Sekretion proinflammatorischer Zytokine
(IL-6 und TNF-a) an Tag 3 gegenuber Tag 1. Allerdings bleibt ein Sekretionsabfall des

antiinflammatorischen Zytokins IL-10 aus.

Ein Abfall der Produktivitat proinflammatorischer Zytokine korreliert mit den Erkenntnissen friiherer
Studien. Die Synthese von IL-6 und TNF-a ist unter Glucocorticoiden vermindert (Franchimont
1998; Galon 2002). Umgekehrt sollte die Plasmakonzentration von IL-10 unter Glucocorticoiden
stark ansteigen (Galon 2002). Dieser Effekt blieb jedoch aus. Diesen Effekt des Abfalls der IL-6
Konzentration ohne Anstieg des IL-10 Plasmaspiegels unter einer Hydrocortisontherapie im

septischen Schock korreliert mit den Ergebnissen anderer Studien (Keh 2003; Oppert 2005).

Eine Hydrocortisongabe scheint demzufolge nicht eine antinflammatorische Reaktion bei
Monozyten im septischen Schock zu unterstitzen. Mdglicherweise ist dies ein dosisabhangiger
65



Effekt von Hydrocortison. Mehrere Studien konnten eine Dosisabhangigkeit bei der
Glucocorticoidwirkung nachweisen: niedrige Dosen stimulieren beispielsweise die Produktion von
IL-10 (van der Poll 1996; Verhoef 1999; Richards 2000), hohe Dosen hemmen die Zytokinsynthese
(Brattsand and Linden 1996; van der Poll 1996; Franchimont 1998; Larsson 1999). Sicher ist
jedoch, dass eine rein antiinflammatorische Wirkung von Hydrocortison im septischen Schock auf
die Monozytenfunktion ausgeblieben ist. Zudem sollte neben einem dosisabhéngigen Effekt von
Hydrocortison der Einfluss des Zeitpunktes der Hydrocortisonapplikation diskutiert werden. Barber
et al. zeigten beispielsweise, dass bei Menschen eine bis zu einwdchige Vorbehandlung mit
Cortisol den TNF-a und IL-6 Plasmaspiegel nach Endotoxinexposition ansteigen liel3, eine
Cortisolbehandlung nach Exposition jedoch suppremierend auf den Zytokinspiegel wirkte (Barber
1993).

Zusatzlich werden Cofaktoren eine Rolle spielen bei der Beeinflussung der Monoyztenfunktion: so
konnte beispielsweise eine stimulierende Wirkung von GM-CSF und Glucocortioiden
nachgewiesen werden (Hawrylowicz 1994) oder der positive Einfluss von IFN-y. Wie bereits
beschrieben kommt es unter Dexamethason zu einer Expressionssteigerung der IFN-y Rezeptoren
(Galon 2002).

Mdglich ist auch, dass ein ausgebliebener Shift von Th-1 zu Th-2 Zellen trotz Glucocorticoidgabe
im septischen Schock oder das monozytenstimulierende Zytokin IL-12 p70 einen positiven Einfluss

auf die Monozytenaktivitdit genommen hat (Keh 2003).

Wie bei der Analyse der HLA-DR Rezeptorexpression konnte zwischen Respondern und Non-
Respondern innerhalb der Therapiegruppen kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Hier
gelten gleiche Uberlegungen wie bei der Diskussion um den ausgeblieben Effekt bei der HLA-DR

Expression:

1. der ACTH-Test zur Beurteilung der relativen NNR-Insuffizienz gibt unzureichend die

schwere der relativen NNR-Insuffizienz wieder

2. unser Patientenkollektiv befand sich im Vergleich zu andere Studien in einem nicht so

schweren septischen Schockzustand

Fur die Analyse der Monozytenfunktion unter einer Hydrocortisonapplikation im septischen Schock
lasst sich jedoch zusammenfassen, dass auch hier eine rein immunsuppressive Wirkung von
Hydrocortison ausgeblieben ist. Die Daten starken zusatzlich die Hypothese, dass Hydrocortison

im septischen Schock immunmodulatorisch wirkt.
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Die CORTICUS-Studie konnte im Gegensatz zu friheren Arbeiten und aktuellen Metaanalysen zur
Hydrocortisontherapie im septischen Schock keine Reduktion der Mortalitat nachweisen (34,3% in
der Hydrocortisongruppe, 31,5% in der Placebogruppe). Es kam zwar zu einer schnelleren
Schockresolution allerdings war die Zahl der Patienten, die einen erneuten septischen Schock
erlitten, erhodht in der Hydrocortisongruppe (6% in der Hydrocortison-Gruppe, 2% in der
Placebogruppe). Diskutiert wird, ob eine wenn auch nicht signifikante, jedoch hdhere
Komplikationsrate wie die Superinfektionen in der Hydrocortisongruppe (Hydrocortison-Gruppe
33%, Placebogruppe 26%) den positiven Effekt von Hydrocortison auf die Schockresolution zu

nichte gemacht hat.

Als mdogliche Ursache des erhodhten Infektionsrisikos werden die antiinflammatorischen
Eigenschaften von Glucocorticoiden genannt. Unsere Studie konnte dies jedoch nicht nachweisen.
Weder bei der HLA-DR Expression auf Monozyten, der als sensitiver Marker der
Immunsuppression im septischen Schock gilt, noch bei der Monozytenfunktion konnte in der
Hydrocortisongruppe eine immunsupprimierende Wirkung nachgewiesen werden. Es kam zwar zu
einer signifikanten Reduktion der Sekretion der proinflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a
(erhdhte Endotoxintoleranz), ein Anstieg der IL-10 Produktion als Ausdruck einer Verstarkung der
antiinflammatorischen Reaktion blieb hingegen aus. Ploder wies 2006 eine Korrelation zwischen
einer verminderten TNF-a Produktion von LPS-stimulierten Monozyten und dem Outcome von
Traumapatienen nach (Ploder 2006). Es wurde interpretiert, dass dies Ausdruck einer
Endotoxintoleranz sei, welches eine schlechtere Prognose flr die Patienten bedeutet. So muss in
Betracht gezogen werden, dass maoglicherweise eine erhohte Endotoxintoleranz unter
Hydrocortison wahrend des septischen Schocks — wie auch an Hand unserer Ergebnisse zu
vermuten — Ursache der erhdhten Komplikationsrate wie der Infektionsrate und des erneuten
septischen Schocks ist. Fur eine Untersuchung des Zusammenhangs zwischen den einzelnen

Immunparametern und den Komplikationsraten war unser Patientkollektiv allerdings zu klein.

Die CORTICUS-Studie ist die einzige Studie, die eine erhohte Infektionsrate unter einer
Hydrocortisongabe wéahrend des septischen Schocks nachweisen konnte. Neuere Metaanalysen
konnten keinen Zusammenhang zwischen einer erhéhten Komplikationsrate wie Infektionen oder
gastrointestinale Blutungen und einer Hydrocortisonapplikation nachweisen (Minneci 2009; Annane
2010; Moran 2010). Gegen ein erhdhtes Infektionsrisiko unter einer Hydrocortisontherapie spricht
auch eine placebokontrollierte Studie zu Hydrocortison bei schwer traumatisierten Patienten
(HYPOLYTE) von Roquilly et al. 2011, welche eine signifikant niedrigere Pneumonierate in der
Hydrocortisongruppe zeigen konnte. Ob eine Hydrocortisonapplikation im septischen Schock zu
einer Immunsuppression fuhrt, bleibt fraglich: nicht nur, dass friihere Studien dies nicht nachweisen
konnten, auch in anderen Anwendungsbereichen wie bei der Glucocorticoidgabe bei Patienten mit
ARDS (acute respiratory distress syndrome) blieb eine erhohte Infektionsrate aus (Steinberg
2006).

Dennoch fihrten die Ergebnisse von CORTICUS zu einer deutlichen Wendung bei den S2k-
Leitlinien der Deutschen Sepsis-Gesellschaft e.V. (DSG) und der Deutschen Interdisziplinaren

Vereinigung fir Intensiv- und Notfallmedizin (DIVI): ,Niedrig dosiertes intravends verabreichtes
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Hydrocortison in einer Dosierung von 200-300 mg/Tag kann nach der gegenwartigen Datenlage in
der Behandlung von Patienten mit septischem Schock nicht mehr empfohlen werden.” (Reinhart
2010). Lediglich bei therapieresistentem Schock wird eine Hydrocortisongabe erwogen. Zusatzlich
publizierte Beale 2010 aus dem PROGIlucocorticoidrezeptorenESS Register Daten zu niedrig
dosierten Cortisongaben bei Patienten mit Sepsis oder einem septischen Schock (Beale 2010).
Hier wurde eine Ubermafige Cortisontherapie angeprangert. Dies fiihrte zuséatzlich zu einer
Diskussion Uber Effektivitit und Nutzen von Hydrocortison im septischen Schock. In
Zusammenhang mit der Veroffentlichung von Beale ist jedoch zu beachten, dass — wie von den
Autoren angemerkt — es sich um eine retrospektive Analyse von Daten handelt, die nicht speziell
den Nutzen von niedrig dosiertem Hydrocortison untersuchen wollten. Es gibt keine Angaben zu

Therapiebeginn, exakte Dosierung und Behandlungsdauer von Hydrocortison.

Betrachtet man unsere Daten zum immunologischen Effekt von Hydrocortison im septischen
Schock, so spiegeln diese nicht so deutlich eine Immunsupression wider, wie es nach der
Veroffentlichung der CORTICUS-Daten in der Fachwelt aktuell diskutiert wird.

Was kann nun die Ursache sein, dass in der CORTICUS-Studie ein positiver Effekt auf die
Mortalitat ausgeblieben ist und im Gegensatz hierzu haufiger Komplikationen wie erneuter Schock,
erneute Sepsis oder Superinfektionen aufgetreten sind? Zum einen sollte beachtet werden, dass
kein signifikanter Unterschied zwischen der Hydrocortison- und der Placebogruppe hinsichtlich
dieser Parameter festgestellt werden konnte. Nichts desto trotz ist der Trend gegenlaufig zu
anderen Studien. Mdglicherweise liegt dies begriindet in den bereits diskutierten unterschiedlichen
Patientenkollektiven im Vergleich zu anderen Studien (grof3ere Heterogenitat, geringere
Auspragung des septischen Schocks in der CORTICUS-Studie) (Bollaert 1998; Briegel 1999;
Annane 2002). Zudem war die Zeit bis zum Einschluss relativ lang (bis 72 Stunden nach
Schockbeginn). Diskutiert werden sollte auch, ob nicht nur ein friherer Therapiebeginn mit
Hydrocortison Ursache sein kdnnte, sondern ob ggf. auch eine langere Therapie einen positiven
Einfluss auf das Outcome der Patienten sowie auf mogliche Komplikationen wie erneuter Schock

haben kénnte.

Aktuelle Studien — die HYPRESS-Studie (Hydrocortisontherapie bei schwerer Sepsis ohne Schock)
und die APROCCHS-Studie (Effizienz und Nutzen von aktiviertem Protein C und Hydrocortison im
septischen Schock) — werden weiteren Aufschluss zur Pathophysiologie und den

Behandlungskonzepten der schweren Sepsis und des septischen Schocks bringen.

Ein limitierender Faktor unserer Studie ist — wie bei allen klinischen Studien zum Immunsystem —,
dass die Ergebnisse lediglich eine Momentaufnahme zum Abnahmezeitpunkt widerspiegeln
kénnen. Zusétzlich umfasst eine immunologische Antwort eine solche Vielzahl von
unterschiedlichen Faktoren und Mediatoren, die jeweils einem komplexen Wirkmechanismus
unterliegen, dass zur Untersuchung der Vorgange lediglich ausgewahlte Parameter verwendet
werden kénnen. Dies bedeutet jedoch, dass eine allumfassende Klarung der immunologischen
Vorgange schwer moglich ist. AuRerdem ist aufgrund der Komplexitat des Krankheitsbildes ein
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Ausschluss interner sowie externer Cofaktoren nicht durchfiihrbar. Ein anderer limitierender Faktor
ist unsere Patientenzahl, die einen Zusammenhang zwischen den immunologischen und klinischen

Parametern wie Mortalitat oder Komplikationen nicht zulasst.
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6 Zusammenfassung

Die Behandlung des septischen Schocks ist eine groRe Herausforderung fir jeden
Intensivmediziner. Trotz vieler Studien bleibt bis heute die genaue Pathophysiologie des
Krankheitshildes und somit eine adaquate adjunktive Therapie ungeklart. Anstatt eines definitiven
Aufschlusses ber den Nutzen und das Risiko einer Hydrocortisontherapie in physiologischer
Dosis im septischen Schock hat die CORTICUS-Studie (eine multinationale, randomisierte
Placebo-kontrollierte doppel-blind Studie zur Erfassung der Wirksamkeit und Sicherheit einer
niedrig dosierten Hydrocortisontherapie im septischen Schock (Sprung 2008)) statt eindeutiger

Therapieempfehlung eine kontroverse Diskussion in der Fachwelt losgetreten.

Im Rahmen der CORTICUS Studie wurde in Berlin eine Substudie durchgefiihrt, die sich mit der
Untersuchung des immunologischen Effektes einer niedrig dosierten Hydrocortisontherapie bei
Patienten im septischen Schock beschéaftigte. Hierbei wurden immunologische Parameter bei 84
Patienten aus 13 Intensivstationen von 10 Krankenh&usern von Mé&rz 2002 bis November 2005
untersucht. Die Hydrocortisongruppe bestand ebenso wie die Placebogruppe aus 42 Patienten.
Zusatzlich wurde der immonologischen Effekt in Abhangigkeit einer Nebennierenrindeninsuffizienz
in den jeweiligen Therapiegruppen untersucht (Responder und Non-Responder nach einem ACTH
Test zu Beginn der Studie). Der Studienzeitraum betrug 28 Tage mit insgesamt sechs
Blutentnahmen zur Messung der immunologischen Parameter. Randomisierte Patienten erhielten
entsprechend dem CORTICUS Protokoll an den Tagen 1 — 5 4x50 mg Hydrocortison, an den
Tagen 6 — 8 2x50 mg Hydrocortison und an den Tagen 9 — 11 1x50 mg Hydrocortison oder ein
Placebopraparat. Die Blutentnahmen fanden zu Studienbeginn (Tag 1) sowie an den Tagen 3, 6,
12, 18 und 28 statt.

Diese Arbeit betrachtete den immunologischen Effekt von Hydrocortison auf die Monozyten im
septischen Schock: die Auswirkung auf die Monozytenpopulation, der HLA-DR Rezeptorexpression
auf Monozyten und der Monozytenfunktion anhand der IL-6, IL-10 und TNF- a Produktion nach ex

vivo LPS-Stimulation.

Hierbei konnten wir weder einen signifikanten Effekt von Hydrocortison auf die relative und
absolute Monozytenpopulation feststellen noch auf die HLA-DR Expression auf Monozyten. Trotz
einer Hydrocortisongabe blieb ein weiterer Abfall der HLA-DR Expression aus. Bei Betrachtung der
Monozytenfunktion konnten wir allerdings eine signifikante Reduktion der Produktion der
proinflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a nachweisen, eine vermehrte Synthese des
antiinflammatorischen Zytokines IL-10 blieb hingegen aus. Bei Betrachtung der Responder und

Non-Responder in den Therapiegruppen gab es keine signifikanten Unterschiede.

Unsere Daten weisen daraufhin, dass ein einseitiger hydrocortisonassoziierter
antiinflammatorischer Effekt bei Patienten im septischen Schock ausgeblieben ist. Zwar lassen
unsere Ergebnisse eine erhdhte Endotoxintoleranz vermuten (verminderte Synthese
proinflammatorischer Zytokine nach erneuter Endotoxinexposition), eine antiinflammatorische
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Wirkung im Sinne eines HLA-DR Expressionsabfalls bis hin zu einer Immunparalyse sowie eine
vermehrte Synthese von IL-10 konnten wir allerdings nicht nachweisen. Vielmehr lassen unsere
Ergebnisse einen immunmodulatorischen Effekt von Hydrocortison in physiologischer Dosis im
septischen Schock erkennen.
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