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1. Einleitung

Mit ca. 60.000 Todesféllen/ Jahr zdhlen septische Erkrankungen zu den Haupttodesursachen
in Deutschland. Durch eine systemische Infektion kommt es bei schwerer Sepsis/ septischem
Schock zu einer ausgepriagten pro-inflammatorischen Immunantwort. Als Folge dieser
raschen und massiven Mediatorfreisetzung kann konsekutiv ein (Multi-) Organversagen
entstehen, welches die Behandlung kompliziert und die Prognose limitiert. Bei rascher
intensivmedizinischer Versorgung wird diese initiale Phase heute hiufig iiberlebt. Im Verlauf
entwickelt sich in vielen Féllen ein anti-inflammatorisches Syndrom mit Zeichen eines
L<mmunorganversagens®, welches auch als ,,Immunparalyse* bezeichnet wird und derzeit im
Rahmen des (Multi-)Organversagens in Ermangelung therapeutischer Optionen meist
unbeachtet bleibt. Die Persistenz einer ,,Jmmunparalyse™ ist mit einer erhdhten sekundéren

Infektionsrate, kompliziertem Verlauf und einer erhhten Mortalitét assoziiert.

Bislang zielten immunmodulierende Therapiestudien bei Sepsis meist darauf ab, innerhalb
eines groflen Kollektivs septischer Patienten einen spezifischen pro-inflammatorischen
immunologischen Mediator zu blockieren bzw. zu reduzieren. Diese teils groBangelegten
Studien verliefen zumeist frustran. Ursachen des Versagens von ,,single-mediator Strategien
scheinen in der Pleiotropie und Redundanz entsprechender Mediator-/ Zytokinnetzwerke und
in einer unzureichenden immunologischen Charakterisierung entsprechender Studienpatienten
begriindet zu sein. Eine addquate immunologische Charakterisierung von Studienpatienten
scheint notig, da immunologische Interventionen den Nachweis einer immunologischen
Effizienz schulden. Dies ist insbesondere im Hinblick auf das heterogene Kollektiv septischer
Patienten der Fall und begriindete den Drang Biomarker zu entwickeln, welche eine

immunologische Charakterisierung und Prognoseabschétzung zulassen.

Monozyten stellen ein Bindeglied zwischen angeborener und erworbener Immunitit dar und
nehmen eine zentrale Rolle in der Immunantwort bei Sepsis ein. Die standardisierte Messung
der mHLA-DR Expression dient als Surrogatparameter fiir monozytire Funktionen und
erlaubt eine immunologische Charakterisierung entsprechender Patienten. Erholung einer
initial reduzierten mHLA-DR Expression deutet auf eine Normalisierung der zellvermittelten
Immunitét bzw. eine monozytére Reaktivierung hin. Basierend auf experimentellen Daten des
Instituts fiir medizinische Immunologie haben wir diesen Ansatz in die Klinik gefiihrt und

nachfolgend immunmodulatorische Interventionen bei septischen Patienten mit definiertem



immunologischem Status getestet. In proof-of-concept Studien untersuchten wir, ob eine
Reduktion inhibitorischer Substanzen (LPS, IL-6, C5a) bzw. eine immunstimulierende
Therapie (GM-CSF) zu einer Balancierung der monozytiren Immunitit (mHLA-DR
Expression) fiihrt. In der ersten immunmonitoring-basierten randomisierten placebo-
kontrollierten Studie zur Immunstimulation bei Sepsis konnten wir zeigen, dass eine
therapeutische Beeinflussung des monozytiren Versagens mdglich ist. Dariiber hinaus
wurden giinstige Effekte auf den klinischen Verlauf der behandelten Patienten beobachtet.
Die durchgefiihrten ,,proof-of-concept® Studien erlauben jedoch aufgrund ihrer statistischen
Kraft keine Aussage beziiglich klinischer Endpunkte. Unsere Beobachtungen bilden nun die
Grundlage fiir die Planung groBerer Therapiestudien, welche die Effekte -einer

immunologischen Therapie auf harte klinische Endpunkte (Mortalitét) testen sollen.

1.1.  Sepsis: historischer Uberblick.

Der Begriff ,,Sepsis* wurde vermutlich von Hippokrates von Kos (ca. 460-366 a.D.) geprégt
und stammt vom griechischen Begriff ,,onmo* ab (verderben, faul machen). Hippocrates
erkannte den Unterschied zwischen lokaler und generalisierter Entziindung und identifizierte
Fieber als ein Hauptmerkmal der ,,generalisierten Entziindung“. In der antiken Literatur
finden sich insbesondere Beschreibungen von schweren Wundinfektionen (,,Wundfdule®).
Verschiedene Theorien iiber deren Atiologie wurden aufgestellt. Bis in die Neuzeit wurde die
Auffassung vertreten, dass die Wundfaule durch ,,Substanzen aus der Luft™ {ibertragen wird.
1863 beschrieb Ignaz Semmelweis (1818-1865) dass ,,Leichenteilchen welche in die Blutbahn
gelangen® die Erkrankung ,,Kindsbettfieber (Sepsis puerperalis) ,,verursachen®. 1880 gelang
dem franzosischem Naturwissenschaftler Louis Pasteur (1822-1895) der Nachweis von
,Einzellern in Blutproben bei Sepsis puerperalis. Er postulierte, dass entsprechende
Krankheitssymptome auf eine systemische Antwort des Organismus zur Bekdmpfung der
Mikroben zuriickzufiihren sind. 1914 legte Hugo Schottmiiller (1867-1936) den Grundstein
fiir die moderne Sepsis-Definition: ,,Eine Sepsis liegt 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 ausgelost werden®. Er postulierte, dass sich eine Therapie nicht
gegen ,,im Blute kreisenden Bakterien®, sondern vornehmlich gegen ,frei werdenden
Bakterien-Toxine* richten sollte [1]. Roger Bone (1941-1997) legte dann den Grundstein fiir
die heute giiltige Sepsisdefinition: ,,Sepsis ist definiert als eine Invasion von

Mikroorganismen und/oder ihrer Toxine in den Blutstrom zusammen mit der Reaktion des
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Organismus auf diese Invasion® und pladierte fiir eine Konsensusdefinition [2]. 1991 wurde in
der internationalen ACCP/ SCCM Konsensuskonferenz unterschiedlichen Formen und

Schweregrade der Sepsis definiert bzw. standardisiert [3].

1.2 Sepsis: Definition, Stadien und epidemiologische Bedeutung.

Die Begriffsdefinition der unterschiedlichen Formen und Schweregrade der Sepsis umfasst
die Begriffe SIRS, Sepsis, schwere Sepsis und septischer Schock. Zudem wurde das
Multiorgandysfunktionssyndrom (MODS) definiert. Die Begriffe definieren unterschiedliche
Schweregrade, welche wiederum mit der Mortalitdt entsprechender Patienten korrelieren. Die
Begriffe ,,schwere Sepsis®“ bzw. ,septischer Schock® beschreiben das Vorhandensein
mindestens einer Organdysfunktion bzw. das Auftreten eines volumenrefraktiren

Kreislaufversagens (Tab. 1) [3-5].

SIRS Klinischer Zustand, der durch das Vorliegen von mindestens zwei der fol-
genden Kriterien charakterisiert ist:
- Kérpertemperatur >38°C oder <36°C,
- Herzfrequenz >90/min,
- Atemfrequenz >20/min oder PaCO5 <32 mmHg,
- Leukozyten >12000/mm?* oder <4000/mm?

Sepsis SIRS hervorgerufen durch eine Infektion

Schwere Sepsis Sepsis und Vorliegen mindestens einer Organdysfunktion

Septischer Schock Sepsis und Vorliegen eines volumenrefraktdren Kreislaufversagens

MODS Verinderte Organfunktion beim akut kranken Patienten, in der Art, dass

die Hom&ostase nicht ohne Intervention aufrechterhalten werden kann

SIRS - Systemic Inflammatory Response Syndrome, PaCOg - arterieller Kohlendioxidpartialdruck, MODS
Multiorgandysfunktions-Syndrom.
Tabelle 1: Sepsis: Definitionen in Anlehnung an die ACCP/ SCCM Konsensuskonferenzen von

1991, 2001 [3, 5].

Epidemiologische Untersuchungen zeigen, dass Sepsis die hdufigste Todesursache kritisch
kranker Patienten auf nicht-kardiologischen Intensivstationen ist [6-9]. Die Inzidenz der
Sepsis und des sepsis-induzierten Multiorganversagens ist in den letzten Jahren kontinuierlich
gestiegen [7, 8, 10, 11]. US-amerikanische Zahlen gehen von ca. 750.000 Féllen einer
schweren Sepsis in den USA pro Jahr aus. 2001 lag die Gesamtmortalitit der schweren Sepsis
in den USA bei 28,6 % [12]. Martin et al. beschreiben eine Zunahme der Inzidenz um 9 % pro
Jahr in den USA im Zeitraum von 1977 bis 2000; eine Inzidenz von 50-95 Fillen pro 100.000
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Einwohner wird 2003 angegeben [7]. Mehr als 10% aller intensivstationdren Aufnahmen
werden aufgrund eines septischen Schocks veranlasst [11, 13].

Epidemiologische Untersuchungen aus Deutschland zeigen, dass ca. 75.000 Einwohner (110
von 100.000) pro Jahr an einer schweren Sepsis und ca. 79.000 Einwohner (116 von 100.000)
an einer Sepsis erkranken [6]. Die 90- Tage Sterblichkeit von Patienten mit schwerer Sepsis
betrdgt ca. 54 %. Mit ca. 60.000 sepsis-bedingten Todesfdllen/ Jahr stellen septische
Erkrankungen die dritthdufigste Todesursache in Deutschland dar. Atemwegsinfektionen (63
%) und intra-abdominelle Infektionen (25 %) sind die Hauptursachen [6, 7, 10, 11, 14]. Dies
hat erhebliche gesundheitsokonomische Auswirkungen. Die Gesamtbehandlungskosten
werden fiir Deutschland auf ca. 1,8 Milliarden Euro/ Jahr beziffert [15]; etwa 30 % der

intensivmedizinischen Behandlungskosten entfallen auf die Diagnose ,,schwere Sepsis* [16].

Die Inzidenz des septischen Schocks ist bei Patienten in der sechsten Lebensdekade am
hochsten [11]. Pradisponierende Faktoren sind maligne Grunderkrankung, erworbene/
angeborene Immundefizienz, chronisches Organversagen, iatrogene [6, 7, 10-12, 14] und
genetische Faktoren: ménnliches Geschlecht [17], ethnische Gruppenzugehorigkeit [7] und
Polymorphismen in Genen, welche fiir die Regulation der Immunitét verantwortlich sind [18].
Klinische Studien [19, 20] und epidemiologische Arbeiten [13, 14] zeigen, dass eine
bakterielle Sepsis in ca. 30- 50 % der Fille durch gram-positive Organismen (insbesondere
Staphylokokken, Streptokokken) und in ca. 25- 30% durch Mischinfektionen bedingt ist. Die
Rate gram-negativer Infektionen und die Rate an durch multiresistente Bakterien und
Pilzinfektionen verursachten Infektionen wird mit ca. 25% angegeben [10, 21]. Die Rate an
Pneumonien, Infektionen mit multiplen Foci und die Rate der nachgewiesenen Bakteridmien
nimmt derzeit zu [7, 10]. Insgesamt sind nur etwa 30% der Blutkulturen positiv [22]. Wichtig
scheint, dass der Nachweis entsprechender Keime nicht grundsitzlich auf deren kausale Rolle
schlieBen ldsst. In bis zu 30-40 % aller Fille gelingt keine Erregeridentifizierung [9, 23]. Dies
ist insbesondere bei antibiotischer Vorbehandlung der Fall [6, 11, 14].

1.3.  Leitliniengerechte Therapie: schwere Sepsis/ septischer Schock

Die Therapie der schweren Sepsis und des septischen Schocks sollte in Anlehnung an
internationale (International Sepsis Forum, ISF und Surviving Sepsis Campaign, SSC) [24]
bzw. nationale [25, 26] Empfehlungen erfolgen. Die 2006 publizierten S2-Leitlinien der

Deutschen Sepsisgesellschaft sprechen gemil3 entsprechender Evidenzgrade Empfehlungen



der Grade A-E aus [25, 26]. Die frithzeitige Identifizierung entsprechender (Risiko-) Patienten
bzw. eine frithe Diagnosestellung ist prognoserelevant [27-29]. Die Empfehlungen zur
Behandlung von septischen Patienten zielen insbesondere auf die friihzeitige supportive
intensivmedizinische =~ (organ-)unterstiitzende  Therapie,  inklusive  extrakorporaler
Organunterstiitzungsverfahren. Eine frilhe Fokusidentifizierung bzw. Fokussanierung ist
notwendig [25, 26, 30]. Friihzeitig (< 1h) muss eine kalkulierte bzw. im Verlauf gezielte
antibiotische Therapie eingeleitet werden. Eine initial inadidquate antibiotische Therapie ist
mit einer erhohten Sterblichkeit assoziiert [29, 31]; auf die lokale Resistenzlage ist zu achten.
Ausreichende Volumengabe bzw. frithe zielgerichtete zirkulatorische Optimierung [32] sind
weitere Basismaflnahmen [24, 33]. Nachfolgend werden die wichtigsten Studien/

Therapieprinzipien kurz dargestellt.

Frithe zielgerichtete Therapie (,,early goal directed therapy*)

Eine randomisierte Studie an 263 Patienten mit schwerer Sepsis und septischem Schock
konnte 2001 zeigen, dass eine frithzeitige (,,early goal directed therapy*) an Zielkriterien
definierte Therapie (u.a. Monitoring von ZVD, MAD, ScvO2 und Urinausscheidung) die
Krankenhaussterblichkeit von 46.5 % auf 30.5 % (p=0.009) senkt. Diese Therapie sollte vor
Aufnahme auf die Intensivstation eingeleitet werden und umfasst eine Vorlast-/ HZV-
Optimierung. Addquate Volumentherapie bzw. Transfusion, ggf. Gabe von Inotropika
(Dobutamin) und Aufrechterhaltung eines addquaten Organperfusionsdrucks (Noradrenalin)

sollten beachtet werden [32].

Aktiviertes Protein C

Aktiviertes Drotrecogin alpha (rekombinantes humanes aktiviertes Protein C, APC) hat anti-
thrombotische (Faktor Va, VIIla Inhibition), anti-inflammatorische und pro-fibrinolytische
Eigenschaften. APC wurde in einer multizentrischen doppel-verblindeten placebo-
kontrollierten randomisierten Studie an 1690 Patienten mit schwerer Sepsis untersucht
(PROWESS) [19]. Die PROWESS-Studie zeigte eine signifikante Reduktion der totalen 28-
Tage Mortalitdtsrate von 30.8 % auf 24.7 % in der Behandlungsgruppe (p=0.005; Reduktion
des RR im 28-Tage Mortalitdtsrisikos um 19.4 %, 95 % CI: 6.6- 30.5). Insbesondere Patienten
mit einem initial hohen Mortalitédtsrisiko (APACHE II Score >25, Mehrorganversagen)
profitieren von einer Therapie mit APC [19]. Dieser Effekt war unabhéngig von der Hohe der
initialen Protein C Spiegel. Einjahresiiberlebenszahlen zeigen, dass in der Hochrisikogruppe

(APACHE II Score >25) der Mortalitatseffekt iiber den Studienzeitraum hinaus erhalten bleibt



(48 % vs. 59%, RR: 0.73, 95 % CI: 0.60- 0.88). Bei Patienten mit initialem APACHE II Score
<25 ist die APC-Behandlung mit einer erhdhten Mortalitit assoziiert. Dieser Effekt bleibt
ebenfalls iiber den Studienzeitraum erhalten (1 Jahres RR: 1.24, 95 % CI: 0.97- 1.58). Die
randomisierte doppel-verblindete placebo-kontrollierte Nachfolgestudie ADDRESS [34]
untersuchte 2640 Patienten (geplant 11440 Patienten, Abbruch nach Interimsanalyse) mit
schwerer Sepsis ohne erhohtes Mortalitdtsrisiko (APACHE II Score <25 oder 1-
Organversagen). Die 28-Tage Mortalitdt war hier 18.5 % (243/1333) in der APC-Gruppe und
17.0 % (221/1307) in der Placebogruppe (p=0.34; RR: 1.08, 95% CI: 0.92- 1.28) [34]. Die
Rate schwerer Blutungsepisoden war in der APC-Gruppe erhdht. Daten der Effizienz- und
Sicherheitsstudie ENHANCE [35] zeigen, dass die indizierte Gabe von APC friihzeitig (< 24
h) beginnen sollte. Es bleibt festzuhalten, dass basierend auf der aktuellen Datenlage eine
APC-Behandlung bei Patienten mit Mehrorganversagen (=2 Organe) und APACHE II Score
>25 unter Beachtung der Kontraindikationen zeitnah begonnen werden sollte. Eine APC-
Behandlung ist bei Patienten ohne erhohtes Mortalitétsrisiko und bei pddiatrischen Patienten
(RESOLVE [36]) nicht indiziert. Eine begleitende Therapie mit niedrig dosiertem Heparin
kann erfolgen (XPRESS Studie, n=1935 Pat. mit erhohtem Mortalitétsrisiko). Das Risiko fiir

leichte Blutungen, aber nicht das Risiko fiir schwerwiegende Blutungen ist dann erho6ht [37].

Kortikosteroidtherapie in der Sepsis

Die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse ist an der Regulation der sepsis-
induzierten Immunantwort durch Beeinflussung der Zahl und Funktion von Leukozyten-
Subpopulationen, Zytokinen und NO-Produktion beteiligt [38-40]. Bei Sepsis reduzieren
Kortikosteroide die Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen, die Aktivierung von
Endothelzellen und neutrophilen Granulozyten [40, 41] und inhibieren die Akute-Phase-
Reaktion [38, 40, 41]. TNF-o und andere Zytokine wirken in der Sepsis suppressiv auf die
ACTH-induzierte Kortisolproduktion [42] und beeintrichtigen die periphere intrazelluldre
Kortisolwirkung [43, 44]. Septische Patienten erleiden daher hédufig eine relative und/oder
absolute Nebennierenrindeninsuffizienz [38, 45]. In verschiedenen Tiermodellen wurde
gezeigt, dass die Gabe von hoch- [46] und niedrig-dosierten [47, 48] Kortikosteroiden das
Uberleben septischer Tiere verlidngert. Klinische Studien zeigen keine oder adverse Effekte
auf die Mortalitdt septischer Patienten unter hochdosierten (meist initiale Bolusgabe)
Kortikosteroiden [49]. Die bislang giiltige Empfehlung zur niedrig-dosierten (200- 300mg/d)
Gabe von Hydrokortison bei septischem Schock basierte auf Daten einer randomisierten

placebo-kontrollierten Studie [20]. Hier erfolgte in der Behandlungsgruppe eine 6-stiindliche



i.v.-Gabe von 50mg Hydrokortison plus 50 pg/d Fludrokortison (p.o.) nach ACTH-Test
zwecks Identifizierung von Patienten mit relativer Nebennierenrindeninsuffizienz (,,Non-
respondern®). Eine Reduktion der 28-Tage Mortalitdt (63% auf 53%, HR 0.67 [95% CI 0.47-
0.95], p=0.02) wurde nach Cox-Adjustierung um 6 Variablen in der Interventionsgruppe
beobachtet [20]. Bei Patienten ohne Nebennierenrindeninsuffizienz (,,Responder®) zeigte sich
eine nichtsignifikante Zunahme der Sterblichkeit [20]. Eine kiirzlich publizierte
multizentrische randomisierte Studie (CORTICUS) [50] zeigt, dass Hydrokortison die 28-
Tage-Mortalitdtsrate nicht beeinflusst (bei ,,Non-Respondern und im Gesamtkollektiv). Gabe
von niedrig-dosiertem Hydrokortison fiihrte jedoch zu einer erhohten Rate an sekunddren
Infektionen/ sekundérer Sepsis [50]; ein Effekt, der zum Teil durch inhibierte Monozyten-/
Makrophagenfunktion erklirt werden konnte [51]. Ein Effekt auf die sekundire Infektionsrate
wurde jedoch in einer Metaanalyse nicht bestitigt [38]. Hydrokortison erhoht zudem das
Hyperglykdmie- und Hypernatridmie- Risiko [50]. Niedrig-dosiertes Hydrokortison bietet bei
ausgepragtem Kreislaufversagen [52] oder Lungenversagen [53] eine therapeutische Option.
Konsensusempfehlungen folgend wird ein genereller Einsatz von Hydrokortison bei schwerer

Sepsis/ septischem Schock im Rahmen der Standardtherapie nicht empfohlen [24, 28, 54].

Glykimiekontrolle bei Sepsis

Hyperglykdmie und Insulinresistenz treten bei kritisch kranken Patienten gehéduft auf und sind
mit erhohter Morbiditdt und Mortalitit assoziiert [55-58]. Studien und Metaanalysen zur
glykdmischen Kontrolle bei kritisch kranken Patienten gelangen zu diskrepanten Aussagen
[59, 60]. Basierend auf zwei randomisierten Studien wurde zundchst eine intensivierte
Insulintherapie (IIT, Ziel-Blutglukosewert 80-110 mg/dl) bei kritisch kranken chirurgischen
[61] und medizinischen [62] Intensivstationspatienten empfohlen. Eine Behandlung mittels
IIT fiihrte in beiden Patientenkollektiven zu einer Morbidititreduktion. Im chirurgischen,
nicht aber im medizinischen Patientenkollektiv war zudem eine Mortalititreduktion zu
verzeichnen [61, 62]. Eine 2008 publizierte Metaanalyse [59] (29 randomisierte Studien)
konnte keinen Unterschied in der Krankenhaussterblichkeit bei kritisch kranken Patienten
(n=8432), welche mit oder ohne intensivierte Insulintherapie (IIT, Ziel-Glukosewerte 80-110
mg/dl) bzw. einer moderaten Hyperglykdmiekontrolle (Ziel-Glukosewerte <150 mg/dl)
behandelt wurden, feststellen (21.6% vs. 23.3%, HR 0.93; 95% CI: 0.85-1.03). Ein
Unterschied zwischen chirurgischen (8.8% vs. 10.8%, HR 0.88, 95% CI: 0.63-1.22) und
medizinischen Intensivstationspatienten war nicht zu detektieren (26.9% vs. 29.7%, HR 0.92,

95% CI: 0.82-1.04). Die Glykémiekontrolle fiihrte nicht zu einer Absenkung des Risikos fiir
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einen Bedarf an Nierenersatztherapie, jedoch zu einem signifikant niedrigeren Risiko eine
»Septikdmie® zu erleiden (10.9% vs. 13.4%, HR 0.76, 95% CI: 0.59-0.97) und zu einem
signifikant erhdhten Hypoglykdmierisiko [59]. In einer multizentrischen randomisierten
Studie (VISEP) konnten ebenfalls keine giinstigen Effekte einer IIT auf die Morbiditit und
Mortalitit von Patienten mit schwerer Sepsis/ septischem Schock gezeigt werden [63]. Eine
um den Faktor 6 erhohte Rate an schweren Hypoglykdmien war festzustellen. Kiirzlich
publizierte Daten der NICE-SUGAR Studie [64, 65] zeigen (n=6104 Patienten), dass die 90-
Tage Mortalitdt der Subgruppe von Patienten mit liberaler Einstellung der Glukosespiegel
(Ziel-Spiegel <180 mg/dl, n=3050) im Vergleich zu IIT-Patienten (n=3054) signifikant
reduziert war (HR fiir IIT 1.14, 95% CI: 1.02- 1.28, p=0.02). Die Rate schwerer
Hypoglykdmien war in der IIT-Gruppe erhoht. Signifikante Unterschiede beziiglich der
Behandlungs- und Beatmungsdauer, oder der Dauer der Nierenersatztherapie wurden nicht
beobachtet [64]. Auch wenn die genannten Studien teils kontroverse Ergebnisse zeigen und
derzeit diskutiert werden [65-74] kann eine IIT Behandlung im Rahmen der Standardtherapie
derzeit nicht empfohlen werden [24, 27, 28].

1.4.  Immunologische Biomarker bei Sepsis.

Biomarker werden bei Sepsis zur Diagnosefindung, Risikostratifizierung, Verlaufskontrolle
und Therapiesteuerung eingesetzt. Neben unspezifischen Entziindungs-/ Akutphasemarkern
(Leukozytenzahl, CRP) stehen Biomarker mit hoher Spezifitit und Sensitivitit (PCT) zur
Verfiigung [75]. Das hiufig eingesetzte CRP hat aufgrund seiner langen Induktionszeit (bis
48h) und Persistenz erhdhter Spiegel keine Bedeutung sowohl in der Friihdiagnose, als auch
in der Verlaufs- und Prognosebeurteilung bei Sepsis [76, 77]. Diese konventionellen Marker
lassen keinen Riickschluss auf die jeweilige immunologische Situation bei Sepsis zu (vergl.
Kapitel 1.4., 1.5). Zellulire immunologische Funktionsmarker (mHLA-DR) wurden in den
letzten Jahren entwickelt und deren Testung standardisiert [78, 79]. Es bietet sich nun die
Moglichkeit Patientenkollektive zu identifizieren, welche von einer immunmodulatorischen
Therapiestrategie profitieren konnten [80, 81]. Der Stellenwert genomischer Analytik und
PCR-basierter mikrobiologischer Diagnostik bei Sepsis bleibt abzuwarten.

Procalcitonin
PCT ist ein Prohormon (116 Aminosduren, 13kDa), welches bei gesunden Individuen in der

Schilddriise gebildet und nicht in die Zirkulation abgegeben wird (Plasmaspiegel <0.1 ng/ml)

11



[82]. PCT wird rasch (1-2 h) und ausgeprégt (bis 10.000fach), insbesondere bei systemischen
bakteriellen Infektionen, induziert [83, 84]. PCT-Serumspiegel korrelieren mit dem
Erkrankungsschweregrad bei Sepsis und weisen eine hohe Sensitivitit und Spezifitit auf (89-
96% bzw. 78-94%, cut-off: 1.1-2.0 ng/ml). Der Stellenwert von PCT als sensitivem und
spezifischem Marker bei Sepsis wurde belegt [76, 77, 83]. PCT kann dariiber hinaus helfen

die antibiotische Therapie zu steuern [85].

Interleukin 6

IL-6 ist ein von Monozyten/Makrophagen, Endothelzellen, Keratinozyten und Fibroblasten
exprimiertes pleiotropes Zytokin, dessen Spiegel bei Sepsis rasch ansteigen
(Plasmaspitzenspiegel nach 2h) [86]. IL-6 unterstiitzt die Initiierung einer adaptiven
Immunantwort via T-Zellaktivierung/ -proliferation und B-Zelldifferenzierung [86, 87]. IL-6-
Plasmakonzentrationen korrelieren mit dem Schweregrad der Erkrankung bei Patienten mit
Sepsis [88]. Eine Subanalyse der MONARCS (anti-TNF-o) Therapiestudie zeigte in der
Placebogruppe eine enge Korrelation von IL-6 Plasmaspiegeln mit der Schwere der
Organdysfunktion und der Prognose [89, 90]. Die PROWESS Studie ergab jedoch keinen
Hinweis auf eine prognostische Aussagekraft von IL-6, wenn die Patienten post-hoc nach IL-
6 Spiegeln stratifiziert wurden [19]. Aufgrund der kurzen Halbwertszeit, schnellen
Induktionszeit und der intra-individuellen Varianz ist IL-6 im Rahmen der Friihdiagnostik
insbesondere bei Neonaten und zur individuellen Verlaufsbeobachtung geeignet [85, 87, 91,

92].

LPS-bindendes Protein (LBP)

LBP ist ein 16sliches Akut-Phase-Protein, welches LPS-signaling tiber Bindung an den TLR-
4-Komplex vermittelt. LBP ist ein sensitiver, jedoch nicht-spezifischer Index fiir
Endotoxindmie, wird insbesondere bei gram-negativen Infektionen induziert, und trigt zur
Vermittlung einer LPS-abhédngigen mononukledren Immunantwort bei [93]. Die hepatische
und epitheliale Induktion von LBP Protein dauert ca. 36h. LBP kann jedoch eine infektiose
nicht von einer nicht-infektiosen Genese differenzieren [94]. Die Studienlage bei Sepsis ist

begrenzt.

Monozytire HLA-DR Expression (mHLA-DR)
HLA-DR gehort zu den MHC-Klasse II Molekiilen. Verschiedene Gruppen konnten zeigen,

dass eine reduzierte mHLA-DR Expression mit einer reduzierten Antigenprasentation und
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verminderten Zytokinfreisetzung einhergeht [95-98]. Bei Sepsis kann der Verlust der mHLA-
DR Expression im Rahmen einer globalen transkriptionellen Inhibition eines zur
Antigenprésentation tiber MHC Klasse II benétigten Gen-Panels erfolgen [99]; insbesondere
Class II Transcriptor Activator (CIITA) Gene sind hier involviert [99-101]. LPS,
Immunsuppressiva [95, 96, 102, 103], IL-10 [96, 103-107], Kortikosteroide [51, 99, 108], und
Katecholamine [109] induzieren eine verminderte Transkription. Reduzierte mHLA-DR
Expression ist ein Pridiktor fiir die Entwicklung von (sekundiren) Infektionen, septischen
und assoziierten Komplikationen bei Patienten mit Trauma [110-115], Verbrennung [116-
118], kardiopulmonaler Bypassoperation [119], Pankreatitis [120-122], Transplantation [123,
124], neurochirurgischen Eingriffen [125, 126], schwerer Sepsis/ septischem Schock [51, 95,
100, 114, 127-130] und bei Patienten auf der Intensivstation [114, 124, 131]. Der pradiktive
Wert einer mHLA-DR Bestimmung bei Patienten mit schwerer Sepsis und septischem Schock
fiir Mortalitét ist noch nicht endgiiltig geklért [95]. Die Mehrzahl [51, 127, 128, 132-136],
nicht jedoch alle Arbeiten [137-139], zeigen eine Korrelation von erniedrigter mHLA-DR
Expression zur Mortalitit septischer Patienten. Die zum Teil kontrdren Ergebnisse sind zum
Teil auf unterschiedliche Messzeitpunkte [127] und auf eine damals fehlende
Standardisierung der Methode [140] zuriickzufiihren [78, 79, 95]. Der aktuell verfiigbare
standardisierte Test hat einen Variationskoeffizienten von 3% (intra-lab) bzw. 18% (inter-lab)
und ist unabhingig vom verwendeten Durchflusszytometer bzw. dessen Einstellungen [140]
und erlaubt die quantitative Messung von pro Zelle markierten Oberflichenmolekiilen. Zuvor
wurde der Prozentsatz positiver Monozyten bzw. die ,,mean fluorescence intensity, MFI*
angegeben; die erhobenen Daten waren laborspezifisch. Ein inter-lab Vergleich war nicht
moglich [136, 140]. Weitere Studien bezgl. optimaler cut-off Werte bzw. pradiktiver
Aussagekraft sind notwendig (vergl. Kapitel 1.4, 1.5).

Ex-vivo Tumor Nekrose Faktor (TNF)-a Spiegel

LPS der duBeren Zellwand gram-negativer Bakterien wirken iiber toll-like Rezeptoren auf
Monozyten, Granulozyten und Endothelzellen. Die Sekretion der Monokine (insbes. TNF-a,
IL-10) kann nach in vitro LPS-Stimulation (500 pg/ml) und Inkubation in Zellkulturmedium
gemessen werden und gibt Auskunft tiber die monozytire Immunkompetenz [95, 119]. EX
vivo TNF-a Freisetzung wurde als Biomarker fiir monozytire Immunkompetenz in klinischen

Studien eingesetzt [80, 81, 95, 119, 141]. GroBangelegte Studien fehlen.
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1.5. Immunpathogenese der Sepsis und Einfluss des zellularen Immunsystems.

Sepsis ist charakterisiert durch eine massive Freisetzung endogener und exogener Mediatoren
als Antwort auf eine durch lokale immunologische Abwehrmechanismen nicht kontrollierte
Infektion [10, 142, 143]. Es kommt zur Induktion von multiplen pleiotropen pro- (u.a. TNF-a)
und anti-inflammatorischen (IL-10, transforming growth factor-8, TGF-B) Immunmediatoren
in regulierten, dynamischen Kaskaden. Bei Persistenz des inflammatorischen Stimulus kommt
es zur Induktion anti-inflammatorischer Mechanismen (compensatory antagonistic response
syndrome, CARS) [144]. CARS ist durch erhohte Plasmaspiegel anti-inflammatorischer
Mediatoren (insbes. IL-10) gekennzeichnet [10, 40, 79, 142, 143]. Fortbestechende Anti-
Inflammation bei nicht {iberwundener Infektion kann eine Deaktivierung von Immunzellen
induzieren. Diese funktionelle Deaktivierung wird als ,,Jmmunparalyse* bezeichnet [95, 130,
145, 146] und umfasst Monozyten/ Makrophagen [95], dendritische Zellen [147] und
Lymphozyten [148-150].

Monozyten/ Makrophagen

Zentrale Monozyten-/ Makrophagenfunktionen bei Sepsis sind Erkennung, Aufnahme,
Abtdtung von Mikroorganismen und Antigenprasentation (Expression von HLA-DR, HLA-
DP, HLA-DQ, CD80/ 86) zur Einleitung einer adaptiven Immunantwort. Die Deaktivierung
von Monozyten umfasst eine eingeschriankte Phagozytose, verminderte Antigenverarbeitung/
-prisentation und eine reduzierte Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine aus Monozyten
[95]. Der Oberflichenmarker mHLA-DR kann standardisiert quantitativ gemessen und als
Surrogatmarker fiir monozytire Immunkompetenz herangezogen werden. Reduzierte mHLA-
DR Expression reflektiert ein funktionelles Versagen der zelluldren Immunitdt [95, 145, 146,
151] und ist -bei Persistenz- mit einer schlechten Prognose assoziiert [51, 127-129]. Die
Aussagekraft der Untersuchung ist jedoch eingeschrénkt, wenn diese in der Frithphase der
Erkrankung (<48 h nach Symptombeginn) durchgefiihrt wird und wenn keine
Verlaufskontrolle erfolgt [127] (vergl. Kapitel 1.3). Normalerweise sind ca. 10-15 % der
zirkulierenden Monozyten CD16 positiv (Fcy Rezeptor III positiv). CD16 positive Monozyten
exprimieren hohere Level an HLA-DR und pro-inflammatorischen Zytokinen als CD16
negative Zellen. CD16 positive Monozyten expandieren in der Sepsis und werden als pro-
inflammatorische Monozyten bezeichnet [152]. Wir konnten zeigen, dass neben ,,klassischen
Monozyten auch CD16 positive Monozyten von einer funktionellen Deaktivierung bei

Patienten mit Sepsis betroffen sind [147].
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Dendritische Zellen (DZ)

DZ nehmen als potente antigen-prasentierende Zellen eine Schliisselrolle in der angeborenen
und erworbenen Immunitit ein [153]. Phanotypisch und funktionell unterschiedliche
Subtypen wurden identifiziert: myeloide (MDZ) und plasmazytoide DZs (PDZ) [154].
Verschiedene Tiermodelle konnten zeigen, dass eine verminderte DZ-Funktion mit erhohter
Krankheitsschwere und adversem Outcome bei Sepsis assoziiert ist [153, 155-157]. Bei
Patienten mit schwerer Sepsis/ septischem Schock wurde eine erhohte DZ-Apoptoserate in
der Milz nachgewiesen [158-160]. Eine apoptose-induzierte Verminderung der zirkulierenden
DZ-Zahl ist mit erhohter Krankheitsschwere und erhohter Mortalitit bei septischen Patienten
assoziiert [153, 161-163]. Im Mausmodell ist die IL-12 Produktion in DZ bei Sepsis reduziert
[164], wihrend die IL-10 Produktion gesteigert ist. Dies kann zu einer Polarisation von T-
Helferzellen zu einer Ty2-Antwort bei gleichzeitiger Inhibition der Tyl Antwort in der Sepsis
beitragen [153]. Wir konnten zeigen, dass bei Sepsis langanhaltende phinotypische und
funktionelle Verdnderungen von DZ-Subpopulationen auftreten. Diese funktionellen
Verdnderungen sind vergleichbar mit beschriebenen Verdnderungen der Monozytenreihe und
beinhalten eine verminderte MHC II Expression und eine reduzierte pro-inflammatorische bei

gleichzeitig gesteigerter anti-inflammatorischer Zytokinproduktion [147].

Neutrophile Granulozyten

Neutrophile spielen eine wichtige Rolle in der bakteriellen Abwehr. ,,Recruitment” zu
Infektionsorten, GefdBwand- Adhédsion/ Migration, Extravasation, Migration mittels
Chemotaxis und Phagozytose, Freisetzung von Mediatoren, proteolytischen Enzymen und
Abtotung von internalisierten Pathogenen mittels ROS sind Schliisselstationen in der anti-
bakteriellen Abwehr [165]. Die Phagozytose von Bakterien durch Neutrophile ist verstarkt,
wenn Bakterien mit IgG oder Komplementfaktoren iiberzogen sind, und CD64 (Fcy Rezeptor
I, Neutrophilen-Aktivierungsmarker) bzw. CD14 hochreguliert ist [165]. Das ,,Priming* von
Neutrophilen bei Sepsis geschieht in der Zirkulation und beinhaltet eine verstirkte oxidative
Aktivitdt und NFkB-Expression [166]. Faktoren fiir die Aktivierung von Neutrophilen sind
u.a. C5a [167], LPS [168] und Zytokine [169] (vergl. Kap. 2.1). Zirkulierende Neutrophile
sind kurzlebig (<14h) und betreiben Apoptose, sofern kein Antigenkontakt erfolgt. Die
Apoptose von Neutrophilen ist in der Sepsis inhibiert [165, 170]. Dieser Prozess wird
vermutlich durch LPS und Zytokine induziert [170-172]. Die Verldngerung der Lebensdauer
neutrophiler Granulozyten in der Sepsis kann Gewebe-/ Organschiden verstarken und steht

im Kontrast zur lymphozytiren Apoptose in lymphatischen Organen [160, 173]. Neutrophile
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unterlaufen bei nicht iiberwundener Infektion in der spiten Sepsis somit eine phénotypische
Verdanderung, welche durch verlingerte Lebensdauer, gestorte Migration/ Chemotaxis,
vermehrte Freisetzung proteolytischer Enzyme und pro-inflammatorischen Zytokinen, ROS

und durch ,,gerinnungsfordernde* Eigenschaften charakterisiert ist.

T- und B- Lymphozyten

Lymphozyten nehmen eine zentrale Rolle in der Koordination der Immunantwort bei Sepsis
ein [174-178]. Bei schwerer Sepsis kommt es meist zur Suppression zirkulierender T-
Zellzahlen, T-Zellfunktionen und NK- Zellzahlen [148-150, 160, 163, 179, 180]. Haufig ist
eine periphere CD4+ T-Lymphopenie [178, 181] und eine Verminderung der splenalen B-
und CD4+ T-Zellzahlen festzustellen [180]. Eine ausgeprdgte periphere CD4+ T-
Lymphopenie ist ein Pradiktor fiir eine erhdhte Mortalitét bei Sepsis [179, 182] und ist meist
langanhaltend [148]. Apoptosemechanismen (FasL, Fas, Kaspasen) scheinen hier ursidchlich
[183]. Im Tiermodell konnten Kortikoide [184], Fas ligand [185] und TNF-a [186] als pro-
apoptotische Faktoren identifiziert werden. Eine Inhibition von Kaspasekaskaden reduziert
im Tiermodell die Mortalitdt bei Sepsis [180]. Zudem wurde ein protektiver Effekt einer
verminderten CD8+ T-Zellzahl bei Sepsis [148] und Trauma [187] beschrieben.
Herabregulation von CD28 (Aktivierungsmarker) und CD62L (Homingrezeptor zum
Lymphknoten [188]) auf CD8+ ist mit einer besseren Uberlebensrate bei Patienten mit Sepsis
assoziiert [148]. T-Zellen werden zudem hyporesponsiv bezgl. Proliferation und nehmen
einen Ty2 Phénotyp an: die IL-4, TGF-B, IL-10 Produktion ist gesteigert, die IL-12 und IFNy
Produktion ist supprimiert [189, 190]. Definierte Lymphozytensubpopulationen (CD4+
CD25+ regulatorische T-Zellen [Treg], NK-Zellen, CD8+ T-Zellen) supprimieren zudem
aktiv die adaptive Immunantwort bei Sepsis [150, 191-196]. Tregs konnen zytotoxische
Zellen direkt abtdten, inhibieren die Zytokinproduktion (IL-2, TNF-a) zytotoxischer Zellen
und produzieren regulatorische Zytokine (IL-10, TGF-B8). Bei Sepsis nimmt die Zahl der
CD127- Treg und deren suppressive Funktion zu; die Zellzahl steigt durch selektive Depletion
von CD25- T-Zellen [150, 195, 197-199]. Treg inhibieren bei Sepsis zudem die Aktivierung
und Proliferation mononukledrer Zellen bzw. von Tyl- Zellen [195, 196, 199]. Prolongiertes
Auftreten einer erhohten Treg-Zellzahl bei Sepsis ist mit erhohter Morbiditat und Mortalitét
assoziiert [198]. Treg inhibieren zudem Monozytenfunktionen via Apoptose [160, 200, 201].
Der Stellenwert einer mdglichen immunmodulierenden Strategie zur Beeinflussung von Treg

oder Lymphozytenapoptose ist derzeit unklar [160, 163, 202, 203].
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2. Eigene Arbeiten

2.1. Selektive LPS, Cba und IL-6- Immunadsorption zur Rekonstruktion der
monozytaren Immunkompetenz bei Patienten mit Sepsis: eine Pilotstudie.

Joerg C. Schefold, Stephan von Haehling, Malte Corsepius, Cosima Pohle, Peter Kruschke,
Heidrun Zuckermann, Hans-Dieter Volk, Petra Reinke. A novel selective extracorporeal
intervention in sepsis: immunoadsorption of endotoxin, interleukin 6, and complement-
activating product 5a. Shock. 2007 Oct;28(4):418-25.

LPS, C5a, und IL-6 spielen im Rahmen der Entwicklung der monozytiren Deaktivierung bei
Patienten mit schwerer Sepsis und septischem Schock eine zentrale Rolle. C5a ist Ligand
eines G(i) Protein gekoppelten Rezeptors und ein potenter Inhibitor der monozytéren 1L-12
Produktion. C5a verhindert die IL-12 abhdngige Induktion von IFN-y, welche fiir die
endogene Rekonstitution von Monozytenfunktionen notwendig ist [204]. Erhohte systemische
C5a Spiegel gehen in der Sepsis zudem einher mit A) einer erhdhten Mortalitdt septischer
Patienten B) mit einem Verlust der Kontrolle iiber die Komplementaktivierung, C) mit einer
nicht zielgerichteten Aktivierung von neutrophilen Granulozyten bzw. mit Deaktivierung der
chemotaktischen Antwort, D) mit verstirkter Vasopermeablilitdt/ Schock und E) mit einer
Beeintrachtigung der Féahigkeit zur Abwehr mikrobieller Komplementaktivatoren [167, 205].
Ein positives Feedback zwischen IL-6 Produktion und Expression des C5a-Rezeptors (C5aR)
ist in der Sepsis beschrieben. Dies flihrt zu einer Amplifikation der IL-6 bzw. C5a Wirkung
[206]. IL-6 Wirkung fiihrt zudem {iber STAT zu einer Induktion der Himoxygenase-1 und
einer Verstiarkung der Deaktivierung von Monozyten/ Makrophagen. LPS bewirkt iiber TLR-
4 Aktivierung eine verstirkte Expression von IL-6 und C5a was oben genannte
Immunphénomene weiter amplifiziert.

Wir testeten in der vorliegenden Studie erstmalig ob eine simultane selektive Reduktion der
LPS-, C5a- und IL-6- Plasmaspiegel mittels Immunadsorption in vivo moglich ist und ob dies
zu einer Normalisierung der mHLA-DR Expression fiihrt bzw. den klinischen Verlauf giinstig
beeinflusst. Hierfiir wurden selektive Immunadsorber entwickelt, pra-klinisch getestet und in
einer ersten prospektiven nicht-verblindeten Pilotstudie eingesetzt. Wir konnten beobachten,
dass unter Behandlung sowohl IL-6- und C5a- Plasmaspiegel als auch PCT- und LBP-
Spiegel (eingesetzt als LPS Surrogatmarker) signifikant reduziert wurden. Die mHLA-DR
Expression stieg bei den behandelten Patienten, nicht aber bei Kontrollen an. An Studientag 7
konnte eine Erholung der mHLA-DR Expression bei allen behandelten Patienten mit initialer
Immunparalyse beobachtet werden.

Wir konnten somit erstmalig zeigen, dass die simultane Reduktion systemischer LPS-, C5a-
und IL-6- Spiegel mittels selektiver extrakorporaler Immunadsorption moglich ist und dass
dies den immunologischen und klinischen Verlauf giinstig beeinflusst. Diese extrakorporale
Strategie bietet einen neuen Ansatz fiir die Behandlung von Patienten mit Sepsis und wurde
durch eine nationale und eine internationale Fachgesellschaft mit Forschungspreisen
ausgezeichnet. In einer groferen Folgestudie soll nun gekldrt werden, ob eine solche
adjunktive Therapie den klinischen Verlauf entsprechender Patienten begiinstigt.
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2.2.  Wiederherstellung der monozytare Immunkompetenz mittels Immunstimulation
(GM-CSF) bei septischen Patienten: eine multizentrische randomisierte placebo-
kontrollierte Studie.

Christian Meisel*, Joerg C. Schefold*, Rene Pschowski, Tycho Baumann, Kathrin Hetzger,
Jan Gregor, Steffen Weber-Carstens, Dietrich Hasper, Didier Keh, Heidrun Zuckermann,
Petra Reinke, Hans-Dieter Volk. (*equal contribution). Granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor to reverse sepsis-associated immunosuppression: a double-blind,
randomized, placebo-controlled multicenter trial. American Journal of Respiratory and
Critical Care Medicine 2009 Oct 1; 180(7):640-8.

Anhaltende sepsis-assoziierte Immunsuppression ist mit einem gehéduften Auftreten von
unkontrollierten Infektionen, ,,chronischem Multiorganversagen* und erhohter Sterblichkeit
assoziiert. Die mHLA-DR Expression auf Monozyten/ Makrophagen kann mittels
extrakorporaler Reduktion von inhibitorischen Faktoren (LPS, CS5a, IL-6) wiederhergestellt
werden (vergl. Kap. 2.1).

Nachfolgend testeten wir erstmalig in einer prospektiven doppelverblindeten randomisierten
placebo-kontrollierten multizentrischen Studie, ob eine Reaktivierung von Monozyten/
Makrophagen bei Patienten mit schwerer Sepsis/ septischem Schock und sepsis-assoziierter
Immunsuppression (definiert als mHLA-DR Expression <8,000 Molekiile pro Zelle an zwei
aufeinanderfolgenden Tagen) auch mittels Immunstimulation erreicht werden kann. Vorherige
nichtrandomisierte Pilotstudien zeigten, dass die Gabe von IFNy (Docke et al., Nature
Medicine 1997 [134]) und GM-CSF (Nierhaus et al, Intensive Care Medicine 2003 [141])
eine Zunahme der mHLA-DR Expression auf Monozyten/ Makrophagen bei septischen
Patienten bewirkt.

38 Pat. mit schwerer Sepsis/ septischem Schock und sepsis-assoziierter Immunsuppression
wurden eingeschlossen. Nach Randomisierung erhielten die Patienten subkutane Injektionen
von 4ug/ kgKG/ Tag GM-CSF oder Placebo (0.9% NaCl) fiir 8 Tage. Eine Dosiseskalation
auf 8 pg/ kgKG/ Tag GM-CSF wurde von Studientag 5 bis 8 in Fillen einer mHLA-DR
Expression <15,000 Molekiile pro Zelle an Studientag 5 durchgefiihrt. Zu Studienbeginn war
in beiden Gruppen eine vergleichbare mHLA-DR Expression festzustellen (5,609 + 3,628 vs.
5,659 * 3,332 mADb pro Zelle). Nach 24 Stunden war ein signifikanter Anstieg der mHLA-DR
Expression in der GM-CSF Gruppe festzustellen. An Studientag 9 war eine Normalisierung
der mHLA-DR Expression bei 19/19 Patienten in der Behandlungsgruppe, jedoch nur bei 3/
19 Patienten der Kontrollgruppe festzustellen (p<0.001). Wir konnten beobachten, dass Gabe
von GM-CSF die (ex vivo) TLR 2/4-induzierte proinflammatorische Zytokinproduktion in
Monozyten wiederherstellt. Klinischerseits wurde zudem beobachtet, dass Gabe von GM-CSF
die Beatmungszeit septischer Patienten mit sepsis-assoziierter Immunsuppression signifikant
verkiirzt (148+£103 vs. 207£58 Stunden, p=0.04). Ein nicht signifikante Verkiirzung der intra-
hospitalen Aufenthaltsdauer und der Behandlungsdauer auf der Intensivstation (59+33 vs.
69146 bzw. 41+26 vs. 52439 Tage) wurde in der GM-CSF Gruppe beobachtet.

Die Daten der vorliegenden Studie zeigen, dass GM-CSF die monozytdre Immunkompetenz
bei Patienten mit schwerer Sepsis/ septischem Shock und sepsis-assoziierter
Immunsuppression  wiederherstellt. In  dieser ersten immunmonitoring-basierten
randomisierten Studie zur Immunstimulation in der Sepsis war zudem eine signifikante
Verkiirzung der Beatmungszeit entsprechender Patienten festzustellen. In einer groBeren
Studie soll hiervon ausgehend getestet werden, ob die hohe Mortalititsrate von Patienten mit
schwerer Sepsis/ septischem Schock durch den Einsatz von GM-CSF verringert werden kann.
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2.3.  GM-CSF Therapie zur Behandlung der sepsis-assoziierten Immunsuppression ist
assoziiert mit reduzierter IDO-Aktivitat und Kynureninen in Patienten mit
schwerer Sepsis und septischem Schock

Joerg C. Schefold, Jan-Philip Zeden, Rene Pschowski, Ben Hammoud, Christina Fotopoulou,
Dietrich Hasper, Gerhard Fusch, Stephan von Haehling, Hans-Dieter Volk, Christian Meisel,
Christine Schitt, Petra Reinke. Treatment with granulocyte—macrophage colony-stimulating
factor is associated with reduced indoleamine 2,3-dioxygenase activity and kynurenine
pathway catabolites in patients with severe sepsis and septic shock. Scandinavian Journal of
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GM-CSF Therapie fiihrt bei schwerer Sepsis/ septischem Schock und sepsis-assoziierter
Immunsuppression zu einer Rekonstitution von monozytidren Immunfunktionen (vergl. Kap.
2.2). Wir haben weiterfiihrend untersucht, ob eine Behandlung mit dem pro-
inflammatorischen Mediator GM-CSF zu einer Verdnderung der systemischen IDO-Aktivitét
oder der von Kynurenin-Plasmaspiegeln fiihrt. Dies scheint fiir das Verstdndnis der in vivo
Regulation der zelluldren Immunitét unter GM-CSF Therapie bei Sepsis wichtig.

Das immunregulatorische Enzym Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) reguliert zu etwa 99%
den Tryptophanmetabolismus und wird durch pro-inflammatorische Stimuli (u.a. IFN-y und
andere Tyl Zytokine, LPS, bakterielle DNA, 16sliche Zytokinrezeptoren) induziert. IDO ist
als zentraler Immunregulator bei Schwangerschaft, Allergie, Autoimmunitdt und Infektion
bekannt und stellt eine wichtige Schnittstelle zu Metabolismus und Energiestoffwechsel dar.
Immunsuppressive Eigenschaften von IDO werden iiber antigenprasentierende/ dendritische
Zellen vermittelt und beinhalten die Regulation von pro- vs. anti-inflammatorischer
Zytokinproduktion und von T-Zellfunktion {iber Tryptophandeprivation [207, 208]. Induktion
von IDO katalysiert den initialen geschwindigkeitsbestimmenden Schritt im Tryptophanabbau
und flihrt zur Synthese von , Kynureninen* (Kynurenin, Kynureninsdure, Quinolinsdure).
Diese Katabolite konnen pro-apoptotisch auf Immunzellen wirken, was zu einer verstirkten
Suszeptibilitidt gegeniiber Infektionen beitragen kann. Friithere Studien konnten zeigen, dass
eine gesteigerte IDO-Aktivitdt bei Patienten mit schwerem Trauma oder Sepsis mit einem
schlechteren Uberleben assoziiert ist [209, 210].

Mittels Tandem-Massenspektrometrie wurden die Plasmaspiegel von Tryptophan, Kynurenin,
Kynureninsdure, Quinolinsdure, 5-Hydroxytryptophan, Serotonin bzw. der errechneten
systemischen IDO-Aktivitdt verblindet gemessen. Vor Studienbeginn war kein Unterschied in
den Plasmaspiegeln von Tryptophan, Tryptophanmetaboliten und IDO-Aktivitit zwischen den
Behandlungsgruppen (GM-CSF vs. Placebo) festzustellen. Nach GM-CSF Behandlung an
Studientag 9 war die IDO-Aktivitit signifikant reduziert (35.4+£21.0 vs. 21.619.9, p=0.02); ein
signifikanter Unterschied zur Placebogruppe war festzustellen (p=0.03). Zudem wurde
beobachtet, dass die Plasmaspiegel von Kynureninen, nicht jedoch die Spiegel von Serotonin-
Stoffwechselwegprodukten, in der GM-CSF signifikant im Vergleich zur Kontrolle abfielen.
Die IDO-Aktivitét korrelierte signifikant mit PCT Serumspiegel (p=0.0001, r=0.56) und mit
der HLA-DR Expression auf Monozyten (p=0.005, r=-0.28). Wir konnten somit zeigen, dass
GM-CSF die IDO-Aktivitdit und Kynurenin-Plasmaspiegel in vivo reduziert. Obwohl die
diesbeziiglich zugrundeliegenden molekularen Mechanismen unklar bleiben tragen unsere
Daten zum Verstindnis der GM-CSF induzierten Immunregulation bei Sepsis bei.
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2.4. Phéanotypveranderungen und beeintrachtigte Funktion von dendritischen Zellen
bei Patienten mit Sepsis: eine prospektive Beobachtungsstudie

Holger Poehlmann, Joerg C. Schefold, Heidrun Zuckermann-Becker, Hans-Dieter Volk,
Christian Meisel. Phenotype changes and impaired function of dendritic cell subsets in
patients with sepsis: a prospective observational analysis. Critical Care 2009; 13(4): R1109.
Epub 2009 Jul 15.

Im Rahmen der Immunreaktion bei Patienten mit schwerer Sepsis und septischem Schock ist
bekannt, dass die Zahl dendritischer Zellen (DC) durch eine gesteigerte Apoptoserate
abnimmt. Zudem ist eine verminderte DC- und Monozyten- Zellzahl mit einer erhohten
Krankheitsschwere und Mortalitét bei Sepsis assoziiert (sieche Kap. 1.5). Hiervon ausgehend
haben wir untersucht, ob bei Patienten mit schwerer Sepsis/ septischem Schock und sepsis-
assoziierter ~ Immunsuppression  langanhaltende  phénotypische und  funktionelle
Verianderungen von DC und Monozyten Subpopulationen auftreten.

In einer prospektiven Beobachtungsstudie wurden 16 konsekutive Patienten mit schwerer
Sepsis/ septischem Schock (Alter 59.2 + 9.7 Jahre, 13 ménnliche Patienten, SOFA Score 6.1 +
2.7) und ausgeprégter sepsis-assoziierter Immunsuppression (mHLA-DR Expression <5000
Antikorper pro Zelle) und 16 gesunde Kontrollprobanden untersucht. DC Zellzahl, HLA-DR
Expression und ex vivo Zytokinproduktion wurden iiber die Zeit zu definierten
Subpopulationen von Monozyten verglichen. Im Patientenkollektiv war initial eine
ausgeprigte Reduktion der Zahl myeloischer (MDC) und plasmazytoider (PDC) dendritischer
Zellen als auch von CD14-CD16+ Monozyten festzustellen. Die Zahl von CD14++CD16- und
von CD14++CD16+ Monozyten war erhoht. Die HLA-DR Expression war im Vergleich zur
Kontrolle auf allen DC- und Monozyten- Subpopulationen erniedrigt. Die extrazelluldre
Freisetzung (ex vivo) als auch die intrazelluldre Produktion pro-inflammatorischer Zytokine
nach TLR-4 (LPS) und TLR-2 (LTA) Stimulation war in den Monozytensubpopulation und in
MDC reduziert, wohingegen die IL-10 Produktion erhoht war. Die Antwort von INF-a
stimulierten PDC war im Vergleich zur Kontrolle ebenfalls signifikant reduziert. Die HLA-
DR Expression und die Zytokinfreisetzung aus DC und Monozytenpopulationen septischer
Patienten blieben bis Tag 28 vermindert.

Zusammenfassend zeigen unsere Daten, dass bei Patienten mit schwerer Sepsis/ septischem
Schock und Immunparalyse zusétzlich zu einer Reduktion der DC- und Monozyten- Zellzahl
auch funktionelle Verdnderungen dendritischer Zellen auftreten. Diese funktionellen
Verdnderungen sind langanhaltend und vergleichbar mit den beschriebenen Verdnderungen
der Monozytenreihe. Diese sepsis-induzierte funktionelle Deaktivierung von Monozyten- und
DC-Zellen beinhaltet eine verminderte MHC Klasse II Expression und eine verminderte pro-
inflammatorische bei gleichzeitig gesteigerter anti-inflammatorischer Zytokinproduktion.
Dies kann zu der beschriebenen Schwiéche der anti-bakteriellen Abwehr bei Sepsis beitragen.
Weitere Studien sind notwendig um die individuelle Rolle einzelner DC Subpopulationen im
Rahmen der Immunantwort bei Sepsis zu charakterisieren.
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2.5. Interleukin-6 Messung mittels point-of-care Technik bei Patienten mit Sepsis:
eine Vergleichsuntersuchung zum Goldstandard (ELISA)

Joerg C. Schefold, Dietrich Hasper, Stephan von Haehling, Christian Meisel, Petra Reinke,
Hans-Georg Schlosser. Interleukin-6 serum level assessment using a new qualitative point-of-
care test in sepsis: a comparison with ELISA measurements. Clinical Biochemistry 2008 Jul;
41(10-11): 893-898. Epub 2008 Mar 20.

Ein zentrales, grundsétzliches Problem bei Patienten mit Sepsis stellt die Fritherkennung der
Erkrankung dar. Dies ermoglicht die Einleitung einer addquaten zielgerichteten Therapie
(vergl. Kap. 1.3). Biomarker unterstiitzen die Diagnosefindung. Neben PCT ist hier IL-6 von
Interesse, da IL-6 Plasmaspiegel bei Patienten mit schwerer Sepsis/ septischem Schock sehr
rasch ansteigen (< lh, Plasmaspitzenspiegel nach 2h; siche Kapitel 1.3) und IL-6 eine sehr
kurze Halbwertszeit aufweist (wenige Minuten). IL-6 Plasmakonzentrationen korrelieren
zudem mit dem Schweregrad der Erkrankung und der Prognose bei Sepsis. Ein Problem der
IL-6 Diagnostik bestand bislang darin, dass nur eine meist zeitaufwendige (ca. 5 Stunden)
semiautomatische ELISA Diagnostik zur Verfiigung stand.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein neuentwickelter point-of-care (POC) -Test, welcher die
bettseitige IL-6 Diagnostik innerhalb von ca. 20 Minuten erlaubt, bei Patienten mit Sepsis
evaluiert. Der verwendete Test ist ein Lateralfluss- bzw. enzymatischer Chemilumineszenz-
Test. Zur Testung wird die Probe auf den Probentriger pipettiert. Das IL-6 in der Probe bindet
an einen ersten monoklonalen anti-IL-6 Antikorper welcher an Goldpartikel konjugiert ist.
Ein zweiter auf dem Teststreifen fixierter monoklonaler anti-IL-6 Antikorper bindet beladene
Goldpartikel. Eine Farbreaktion (rot-blau) entsteht, deren Intensitit proportional zur IL-6
Konzentration ist. Nicht IL-6 beladene Goldpartikel diffundieren im Teststreifen weiter und
binden an eine Kontrollbande. Die Farbreaktion kann optisch mit einem Analysegerét
analysiert werden. In der vorliegenden Arbeit wurden 392 Proben von Intensivstations-
patienten untersucht. Verblindete IL-6 Messungen wurden mit der konventionellen
semiautomatischen ELISA Methode und dem POC Test durchgefiihrt. Die mittleren IL-6
Spiegel waren 102.9+388.6 pg/mL (ELISA) und 97.0+£535.5 (POC-Test). Eine signifikante
Korrelation beider MeBmethoden war festzustellen (p=0.0001, r=0.92). Die Sensitivitdt/
Spezifitit fiir Sepsis war 82.6%, 86.5% (ELISA, AUC: 0.88) bzw. 76.4%, 95.0% fiir den
POC-Test (AUC: 0.87). Der Sensitivititsbereich des POC Tests liegt bei 50-10.000 pg/mL
IL-6.

In der vorliegenden Arbeit konnten wir zeigen, dass IL-6 Messungen bei kritisch kranken
Patienten mit schwerer Sepsis/ septischem Schock mittels patientennaher Labordiagnostik
durchgefiihrt werden konnen. Eine signifikante Korrelation zum Goldstandard (ELISA) war
festzustellen. In der durchgefiihrten receiver-operating curve (ROC) Analyse war zwischen
den beiden Testmethoden kein signifikanter Unterschied festzustellen (p=0.54; 95% CI: -
0.027-0.05). Mit einer Analysenzeit von etwa 20 Minuten (vS. ca. 3-5 Stunden) konnte der
patientennahe Test helfen entsprechende Patienten zu detektieren. Weiterhin konnte der Test
auch in Einrichtungen ohne spezialisierte Immunlabore zur einer fritheren Einleitung einer
zielgerichteten Therapie/ Versorgung entsprechender Patienten beitragen.
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3. Diskussion

Immunmodulatorische Therapiestrategien zur Rekonstitution monozytirer Funktion bei
Sepsis zielen darauf ab, anti-bakterielle Abwehrmechanismen zu stirken und die Zahl
sekundérer/ nosokomialer Infektionen zu reduzieren [95, 142, 211]. Ziel eines solchen
adjunktiven Therapieansatzes bei schwerer Sepsis/ septischem Schock ist letztlich die
Reduktion der Morbiditdt und Mortalitit der Erkrankung. Zur Rekonstitution monozytérer
Immunitdt wurden verschiedene Strategien getestet. Es kamen Immunstimulantien und
Therapieverfahren zum Einsatz, welche inhibitorische Faktoren selektiv aus der Zirkulation
entsprechender Patienten entfernen. Nachfolgend sollen unsere Erkenntnisse vor dem

Hintergrund bereits publizierter Daten diskutiert werden.

Immunstimulation

Kolonie-stimulierende Wachstumsfaktoren (CSF) sind Glykoproteine, welche iiber die
Bindung an spezifische Rezeptoren die Proliferation, Differenzierung und funktionelle
Aktivitdt entsprechender Immunzellen regulieren [212]. G-CSF wird von Monozyten,
Fibroblasten und Endothelzellen produziert und verstirkt als zellreihen-spezifischer Faktor
das Uberleben, die Produktion, Differenzierung und Aktivitit neutrophiler Granulozyten
(Phagozytose, ROS-Freisetzung, antikorpermarkierte Antigene). Daten aus Tiermodellen zur
Pneumonie zeigen, dass G-CSF Gabe die Phagozytose von Pathogenen aus der Lunge
befordern kann [213]. G-CSF konnte in einer Studie bei Patienten mit schwerer ambulant
erworbener Pneumonie die Entwicklung eines ARDS verhindern [214]. Die Datenlage 148t
eine abschlieBende Beurteilung beziiglich Morbiditdt und Mortalitit jedoch nicht zu [215,
216]. GM-CSF aktiviert zusétzlich die Monozyten/ Makrophagenreihe [212]. Vorherige nicht
randomisierte klinische Untersuchungen zeigten, dass GM-CSF die Antigenprisentation iiber
MHC Klasse II Expression und die ex Vvivo LPS-induzierte pro-inflammatorische
Zytokinsekretion steigert [141]. Weiterhin existieren Hinweise darauf, dass eine Therapie mit
GM-CSF eine moderate Verbesserung des Gasaustausches bei sepsis-induziertem

Lungenversagen bewirken kann [217].

Da Monozyten eine zentrale Rolle in der Immunantwort bei Sepsis einnehmen, wurde fiir die
von uns durchgefiihrte erste randomisierte immunmonitoring-basierte Immunstimulations-
studie GM-CSF ausgewihlt. Die von uns durchgefiihrte Studie zur adjunktiven Therapie mit
GM-CSF bei Sepsis (Kap. 2.2) zeigt erstmalig in einem doppelblinden randomisierten
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placebo-kontrollierten Studiendesign, dass Gabe von GM-CSF zu einer signifikant
gesteigerten mHLA-DR Expression fiihrt. Nach Beendigung der Intervention war ein
signifikanter Unterschied in der mHLA-DR Expression zwischen Behandlungs- und
Kontrollgruppe festzustellen. Unter GM-CSF Therapie war zudem eine Zunahme der CD4+
und CD8+ T-Zellzahl zu beobachten. T-Zellfunktionen wurden in der vorliegenden Studie nur
orientierend untersucht; signifikante Unterschiede zwischen den Studiengruppen wurden hier
nicht beobachtet. Da eine Erholung der T-Zellfunktionalitit jedoch notwendig scheint, um
eine addquate antimikrobielle Abwehr zu gewéhrleisten, sollte die geplante groflere

Folgestudie den EinfluB3 einer GM-CSF Therapie auf T-Zellfunktionen im Detail untersuchen.

Eine wichtige Frage im Hinblick auf die groBere Folgestudie ist die Frage nach der optimalen
GM-CSF Dosis bei Sepsis. Auf die initiale Dosis von 4 ng/kgKG/Tag GM-CSF war bei 2 von
19 Patienten keine komplette Rekonstitution der mHLA-DR Expression (>15000
Molekiile/Zelle) in unserer Studie zu beobachten. Wie im Studienprotokoll festgelegt, wurde
bei diesen Patienten die GM-CSF Dosis auf 8 ng/kgKG/Tag von Studientag 5 bis 8 erhoht.
Hiernach wurden mHLA-DR Spiegel > 15000 Molekiilen/ Zelle) bei 19 von 19 Patienten
festgestellt. Dies kann auf eine relativ geringe Rate an partiellen Respondern unter
4ng/kgKG/Tag hinweisen. Eine etwaige optimale GM-CSF Dosis bei Sepsis kann jedoch aus

unseren Daten nicht geschlossen werden; eine Dosisfindungsstudie wire notwendig.

Unsere Daten werden eingeschrankt durch eine Tendenz zu hoheren initialen Schweregraden
der Erkrankung bei Kontrollpatienten (gemessen an klinischen Skalen). Obwohl wir nicht
ausschlielen konnen, dass dies die beobachteten klinischen Effekte von GM-CSF beeinflusst
hat, wurden hohere initiale IL-6-, IL-10- und PCT- Serumspiegel in der Behandlungsgruppe
zum Zeitpunkt des Studienbeginns beobachtet. Da IL-6, IL-10 und PCT Serumspiegel mit der
Prognose septischer Patienten korrelieren, scheint es unwahrscheinlich, dass die beobachteten
klinischen Effekte von GM-CSF auf eine gering erhdhte initiale Krankheitsschwere in der
Kontrollgruppe zuriickzufiihren sind. Weiterhin muss festgestellt werden, dass die Fallzahl
der Studie limitiert ist (n=38) und dass in der aktuellen Studie keine weiteren monozytiren
Funktionsteste durchgefiihrt wurden. Klinischerseits war festzustellen, dass eine adjunktive
Behandlung mit GM-CSF zu einer Verkiirzung der Beatmungszeit im Vergleich zu
Kontrollpatienten fiihrte. Diese Ergebnisse stimmen mit Daten aus Tiermodellen {iberein,

welche zeigen, dass G-CSF und GM-CSF die Intensitit der pulmonalen Inflammation

23



verringern kann [218-222]. Insgesamt bleibt festzuhalten, dass die Datenlage beziiglich
medikamentdser Immunstimulation mit GM-CSF bei Patienten mit Sepsis derzeit begrenzt ist.
Erginzend konnten wir zeigen (Kap. 2.3), dass eine Immunstimulation mit GM-CSF zu einer
Verminderung der Aktivitdt des immunregulatorischen Enzyms IDO und von Kynurenin-
Plasmaspiegeln in vivo fiihrt. Reduzierte Tryptophankatabolite und IDO-Aktivitdt in der
Behandlungsgruppe konnten eine verminderte Suszeptibilitit gegeniiber Infektionen
unterstiitzen. Da eine gesteigerte IDO-Aktivitdt bei Patienten mit schwerem Trauma und
Sepsis mit einer schlechteren Prognose einhergeht [209, 210], kann dies ein weiterer Hinweis
auf einen prognostischen Vorteil einer adjunktiven GM-CSF Therapie bei Patienten mit

sepsis-induzierter Immunsuppression sein.

Ein alternativ einsetzbares Immunstimulans bei Patienten mit schwerer Sepsis/ septischem
Schock und sepsis-assoziierter Immunsuppression ist IFN-y. IFN- y wird von nahezu allen
Immunzellen produziert und reguliert transkriptionell ein weites Spektrum immunologisch
relevanter Gene. Im Rahmen der Sepsis induziert IFN-y anti-mikrobielle Mechanismen. Dies
beinhaltet die Aktivierung von Immunzellen, verstirkte monozytire Antigenverarbeitung und
-priasentation, Sekretion von Zytokinen/ Chemokinen, Chemotaxis, Wachstum, Reifung,
Differenzierung und Apoptose von (Immun)Zellen, Ig-Klassenswitch und NK-Zellaktivitit.
Die Bindung von IFN-y an den ubiquitir exprimierten IFN-y Rezeptor (IFNGR) bewirkt {iber
intrazelluldre Jak 1/ STAT 1-Aktivierung eine breite, meist pro-inflammatorische
antimikrobielle Antwort [223]. Experimentelle Vorarbeiten von Ddcke et al. zur
Immunstimulation mit IFN-y bei Patienten mit Sepsis zeigen, dass IFN-y Gabe die LPS-
induzierte monozytire TNF-a Sekretion auf subnormale Werte steigert. Bei Patienten mit
schwerer Sepsis/ septischem Schock und sepsis-assoziierter Immunsuppression bewirkt [FN-y
eine Wiederherstellung einer defizienten mHLA-DR Expression und ex vivo LPS-induzierten
TNF-o Sekretion. Docke et al. beschreiben in einer nicht-randomisierten Studie, dass die
Wiederherstellung der monozytéren Funktion bei 8 von 9 septischen Patienten mit sepsis-
assoziierter Immunsuppression zu einer Uberwindung der Sepsis fiihrte [134]. Ob eine
adjunktive Therapie mit IFN-y die Morbiditdt oder Mortalitdt septischer Patienten vermindern
kann bleibt derzeit unklar, da groBere randomisierte Untersuchungen fehlen. Eine Studie an
52 beatmeten Patienten mit Polytrauma konnte zeigen, dass die Gabe von inhalativem IFN-y
zur Rekonstitution einer verminderten HLA-DR Expression auf Alveolarmakrophagen fiihrt
und zu einer verminderten Rate an ventilator-assoziierten Pneumonien fiihrt [224]. Daten von

anderen prospektiven randomisierten Studien an Traumapatienten zeigen jedoch keinen
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konsistenten Vorteil beziiglich Mortalitdt oder Infektionsrate [225, 226]. Im Tiermodell
konnte gezeigt werden, dass intratracheale IFN-y Applikation in kortikoid-vorbehandelten
Ratten, nicht aber in immunkompetenten Ratten, zu einer signifikanten Abnahme der
Erregerlast fiihrt [227, 228]. Klinische Studien zum Nutzen von inhalativem IFN-y bei Sepsis
oder Pneumonie fehlen [229]. Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass IFN-y eine
therapeutische Option bei sepsis-assoziierter Immunsuppression im Rahmen von klinischen
Studien oder individuellen Heilversuchen bietet [134]. Aufgrund der nahezu ubiquitdren
Expression des IFNGR kann die Gabe von IFN-y bei Patienten mit schwerer Sepsis und
septischem Schock zu einer erhohten Freisetzung von pro-inflammatorischen Mediatoren (u.a.
TNF-0) fiihren [134]. Auch aus Sicherheitsgriinden wurde daher in der von uns

durchgefiihrten Immunstimulations-Studie GM-CSF gewihlt.

Reduktion von inhibitorischen Faktoren

Alternativ zu Immunstimulation bietet die extrakorporale Reduktion von inhibierenden
Faktoren eine weitere therapeutische Option zur Rekonstitution monozytirer Funktionen bei
Sepsis. Nach praklinischer Charakterisierung testeten wir erstmalig eine auf polyklonalen
IgY-Antikorpern basierende simultante, selektive Immunadsorption von LPS, IL-6 und C5a
bei Patienten mit schwerer Sepsis/ septischem Schock. Diese drei Antigene wurden
ausgewahlt, da umfangreiche experimentelle Vorarbeiten zeigen, dass diese entscheidend zu
einem Verlust der MHC Klasse II Expression auf Monozyten beitragen [86, 96, 99, 102, 103,
105, 167, 204]. Weiterhin wurde aufgrund des Versagens einer Reihe von ,,single-mediator*
Strategien bei Patienten mit Sepsis [10] ein Ansatz gewéhlt, welcher in drei verschiedene
immunologische Kaskaden simultan eingreift. Dies scheint aufgrund der Pleiotropie und
Redundanz der Zytokinnetzwerke notwendig. An 5 aufeinanderfolgenden Tagen erhielten die
Patienten je 7,5 Stunden (ca. 9000 ml Plasmavolumen) plasma-basierte Immunadsorption. Die
adjunktive Behandlung mit LPS-, IL-6-, und C5a- Immunadsorption fiihrte zu einem
signifikanten Abfall der Serumspiegel der Zielmolekiile {iber den Behandlungszeitraum. Eine
signifikant hohere mHLA-DR Expression war bei behandelten Patienten nach Beendigung der
Therapie im Vergleich zur Kontrolle festzustellen. Der Anstieg der mHLA-DR Expression
war bei Patienten mit initial sehr niedriger mHLA-DR Expression besonders ausgeprigt. Dies
konnte darauf hinweisen, dass insbesondere Patienten mit einer schweren sepsis-assoziierten
Immunsuppression von einer adjunktiven Therapie mit LPS-, IL-6 und C5a-

Immunadsorption profitieren.
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Unsere Daten stehen in Einklang mit Ergebnissen von Patienten mit septischem Schock,
welche eine adjunktive Polymyxin-F (PMX-F) Hamoperfusion erhielten. Ono et al. [230]
konnten in einer unverblindeten nicht randomisierten Pilotanalyse zeigen, dass PMX-F
Behandlung (n=10 Patienten) zu einer signifikanten mHLA-DR Zunahme fiihrt. Eine
Verianderung des Zytokinprofils hin zu einer verminderten Freisetzung anti-inflammatorischer
Mediatoren war -vergleichbar zu unseren Daten- nach Hamoperfusion festzustellen. Die
randomisierte multizentrische EUPHAS Studie [231] untersuchte den klinischen Nutzen einer
PMX-F basierten Therapie bei Patienten mit intra-abdomineller gram-negativer Sepsis. Eine
Verbesserung der Himodynamik und eine Reduktion der 28-Tage-Mortalitit unter PMX-F
Therapie wurde beobachtet. Daten zum Verlauf von Monozytenfunktion bzw. zelluldren
Immunmarkern fehlen, so dass eine diesbeziigliche Wirkung einer PMX-F Therapie nicht

beurteilt werden kann.

Weitere alternative therapeutische Ansétze zur Rekonstitution zelluldrer Immunfunktion bei
Sepsis bietet die Blockade von anti-inflammatorischen Mediatoren (IL-10), die
Wiederherstellung der Antigenprésentation dendritischer Zellen (beispielsweise mittels FLT3
[232]), die Wiederherstellung von T-Zellfunktionen [95, 233] und eine Blockade von
Apoptosesignalwegen (Kaspaseinhibition, Bel-2 Uberexpression, FAS/ FasL Inhibitoren) [95,
160, 180, 202, 203]. Der Stellenwert dieser Ansétze ist derzeit unklar; randomisierte klinische
Studien fehlen.

Zusammenfassend zeigen unsere Daten, dass eine Rekonstitution der mHLA-DR Expression
(als Surrogatmarker fiir monozytire Funktionen) sowohl mittels Immunstimulation als auch
mittels extrakorporaler Reduktion inhibitorischer Substanzen erzielt werden kann. Der
Einflu einer solchen Therapiestrategie auf harte klinische Endpunkte (Mortalitit) bleibt
aktuell unklar und soll in groBer angelegten klinischen Studien in naher Zukunft

weiterfithrend untersucht werden.
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4. Zusammenfassung

Trotz zahlreicher Fortschritte in der Behandlung von kritisch kranken Patienten ist das
Krankheitsbild Sepsis durch eine steigende Morbiditdt und Inzidenz bei persistierend hoher
Mortalitdtsrate charakterisiert. Viele septische Patienten iiberleben heute die friihe ,,pro-
inflammatorische* Erkrankungsphase, welche durch akutes Organversagen gekennzeichnet
ist. Viele Patienten versterben wihrend des intensivstationdren Verlaufs an sekundéren/

nosokomialen Infektionen [10, 128, 173].

Als Antwort auf eine initial gesteigerte Freisetzung von pro-inflammatorischen Mediatoren
kommt es im Verlauf zur Induktion von negativen Feedbackmechanismen, welche eine
kompensatorische ,,hyporesponsive* Phase einleiten. Obwohl die kompensatorischen Effekte
zunichst (organ-)protektive Eigenschaften haben konnen, haben sie jedoch im Verlauf der
Erkrankung meist fatale Auswirkungen. Klinische und experimentelle Daten zeigen, dass
Patienten mit schwerer Sepsis/ septischem Schock meist nach 3-4 Tagen kompromittierte
zellulare Immunfunktionen aufweisen [10, 18, 142, 143, 145, 146, 160, 173, 196, 234-236].
Weiterhin ist bekannt, dass die Mehrzahl (>80%) der nicht iiberlebenden septischen Patienten
in einer spiteren Phase der Erkrankung mit Zeichen der Immunsuppression verstirbt. Bei
iiberlebenden Patienten kommt es hingegen in einer Vielzahl der Félle zu einer endogenen
immunologischen Rekonstitution [127]. Obwohl die zugrundeliegenden genetischen bzw.
molekularen Mechanismen der sepsis-assoziierten Immunsuppression noch nicht umfassend
bekannt sind, weisen experimentelle Daten darauf hin, dass Stérungen innerhalb der
zelluldren Immunitét eine zielgerichtete Abwehr entsprechender Mikroorganismen in dieser

Phase der Erkrankung verhindern [10, 80, 95, 100, 127, 142, 173, 190, 211, 236].

Marker der zelluldren Immunitdt ermdglichen die Identifikation von Patienten mit sepsis-
assoziierter Immunsuppression und werden aktuell im Rahmen der Risikostratifizierung und
Verlaufsbeobachtung bei klinischen Studien eingesetzt. Aufgrund der begrenzten Evidenzlage
werden die aktuell vorhandenen Biomarker derzeit nicht fiir den Einsatz in der klinischen
Routine empfohlen. Biomarker der zelluldren Immunitit konnten jedoch in der Zukunft helfen
innerhalb der heterogenen Gruppe der Patienten mit schwerer Sepsis/ septischem Schock jene
Patienten zu identifizieren, welche von einer bestimmten interventionellen Immuntherapie
profitieren [78, 85, 237-239]. Zusitzlich zu zelluliren Markern kann die Messung von IL-6
die Frithdiagnose der Erkrankung unterstiitzen. Nach Entwicklung eines IL-6 POC Tests
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haben wir die IL-6 POC Testung im Vergleich zum Goldstandard (semiautomatischer ELISA)
bei septischen Patienten untersucht (Kap. 2.5). Eine signifikante Korrelation zum
Goldstandard war festzustellen. Der Test konnte dazu beitragen, auch in Abwesenheit

spezialisierter Labore IL-6 bei Patienten mit Sepsis zu messen.

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Ansdtze zur Rekonstitution monozytérer
Immunfunktion mittels Immunstimulation (GM-CSF) und extrakorporaler Entfernung von
inhibitorischen Mediatoren (Immunadsorption) untersucht. Die Daten der von uns
durchgefiihrten ersten immunmonitoring-basierten randomisierten placebo-kontrollierten
Studie zeigen, dass Immunstimulation mit GM-CSF zu einer Wiederherstellung der mHLA-
DR Expression und Zytokinfreisetzung aus entsprechenden Immunzellen fiihrt (Kap. 2.2).
GM-CSF bewirkt zudem eine verminderte Aktivitit der Indoleamine-2,3-Dioxygenase (IDO)
und verminderte Serumspiegel von Kynureninen. Da Kynurenine die Apoptose von
Immunzellen induzieren, konnte eine GM-CSF induzierte Reduktion von Kynureninen zu
einer verminderten Suszeptibilitit gegeniiber Infektionen beitragen (Kap. 2.3). Weiterhin
konnten wir zeigen, dass die Gabe von GM-CSF bei Patienten mit schwerer Sepsis und
septischem Schock und sepsis-assoziierter Immunsuppresion zu einer signifikanten
Verkiirzung der Beatmungszeit fithrt. Eine nicht signifikante Verkiirzung der
Intensivaufenthalts- und Krankenhausverweildauer septischer Patienten war zu beobachten.
Wichtig scheint jedoch, dass die statistische Kraft der von uns durchgefiihrten GM-CSF
Studie nicht ausreicht, klinische Effekte abschliefend zu beurteilen. Klinische Effekte einer
GM-CSF Therapie bei Patienten mit schwerer Sepsis/ septischem Schock und sepsis-
assoziierter Immunsuppression werden nun in einer grofleren Folgestudie untersucht. In dieser
Folgestudie soll untersucht werden, ob GM-CSF die hohe Sterblichkeitsrate bei Patienten mit

schwerer Sepsis/ septischem Schock reduziert.

Unsere Daten zeigen weiterhin, dass eine Rekonstitution monozytirer Immunfunktion auch
mittels extrakorporaler Reduktion von inhibitorischen Faktoren moglich ist. Die von uns
durchgefiihrte Pilotstudie zur LPS-, IL6- und C5a- Immunadsorption bei Patienten mit
schwerer Sepsis und septischem Schock ist die erste Studie, welche einen selektiven
antikdrper-basierten extrakorporalen Ansatz bei Sepsis getestet hat. Wir konnten in dieser
Pilotstudie beobachten, dass eine simultane Immunadsorption von LPS, IL-6 und C5a zu einer
signifikanten Zunahme der mHLA-DR Expression fithrt. Im Vergleich zur Kontrollgruppe

wurde ein gilinstigerer klinischer Verlauf bei den behandelten Patienten beobachtet (Kap. 2.1).
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Ob eine solche interventionelle Therapie Einfluss auf klinische Endpunkte bei Patienten mit
schwerer Sepsis und septischem Schock hat, soll ebenfalls in einer grofer angelegten

Folgestudie untersucht werden.
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