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Vorwort

Die Forschung ist aus der heutigen modernen Welt nicht mehr wegzudenken. Ihr verdanken wir
die standige Erweiterung unseres Wissens in der Medizin. Es ist die Wissenschaft, die es uns
ermdglicht, die Funktionsweisen des menschlichen Korpers zu verstehen, Krankheiten frither zu
erkennen, diese besser zu behandeln und letztendlich Methoden zu entwickeln, um diesen

vorzubeugen.

Obwohl in den vergangenen Jahrhunderten enorme Fortschritte in der Medizin gemacht worden

sind, bleiben zahlreiche Fragen weiterhin unbeantwortet.

Es ist von immenser Bedeutung, Wissenschaft verantwortungsbewusst zu betreiben. Denn nur so
ist es moglich, den Beduiirfnissen und Anliegen der Gesellschaft sowie den Zielen der Forschung

gerecht zu werden.

Aus einem Teil der Daten der vorliegenden Arbeit sind zwei Manuskripte (Kaffarnik et al. 2017
und Kaffarnik et al. 2013) in Fachzeitschriften veroffentlicht worden. Der Verfasser dieser
Dissertation hat malRgeblich zur Entstehung der genannten Publikationen beigetragen.

Im Folgenden wird sein Beitrag im Detail erlautert.

Anteilserklarung fur 1) Kaffarnik et al. 2017:
Folgende Tétigkeiten wurden mindestens zur Halfte von Navid Ahmadi durchgefihrt:

e Vorbereitung und Verfassung des Ethikantrags sowie Organisation der Studie;

e Rekrutierung, Aufklarung und Einbeziehung der Patienten in die Studie sowie

e Durchfiihrung samtlicher fur die Studie notwendigen Untersuchungen (z. B.

Leberfunktionstest) und Blutabnahmen, Vorbereitung und Lagerung der Blutproben.

Die Durchfiihrung des immunologischen Nachweisverfahrens fiir die Konzentrationsbhestimmung
der Zytokine in den Blutproben fuhrte Navid Ahmadi in Zusammenarbeit mit einer Medizinisch-
technischen Assistentin durch.
Die Auswertung der Daten und die Erstellung der Tabellen und Grafiken fiihrte Navid Ahmadi
alleine durch. Des Weiteren wirkte er maRgeblich an der Uberarbeitung und Korrektur des

Manuskripts mit.

Anteilserklarung fur 2) Kaffarnik et al. 2013:

Folgende Tétigkeiten wurden mindestens zur Halfte von Navid Ahmadi durchgefihrt:



e Vorbereitung und Verfassung des Ethikantrags sowie Organisation der Studie;

e Rekrutierung, Aufklarung und Einbeziehung der Patienten in die Studie sowie

e Durchfihrung sémtlicher fir die Studie notwenigen Untersuchungen (z. B.
Leberfunktionstest) und Blutabnahmen, Vorbereitung und Lagerung der Blutproben,
Verwaltung und Auswertung der Daten, Erstellung der Tabellen und Grafiken fir die
Publikation.

1) Kaffarnik MF, Ahmadi N, Lock JF, Wuensch T, Pratschke J, Stockmann M, Malinowski M.
Correlation between plasma endothelin-1 levels and severity of septic liver failure quantified by
maximal liver function capacity (LIMAXx test). A prospective study. PloS one.
2017;12(5):e0178237.

2) Kaffarnik MF, Lock JF, Vetter H, Ahmadi N, Lojewski C, Malinowski M, Neuhaus P,
Stockmann M. Early diagnosis of sepsis-related hepatic dysfunction and its prognostic impact on
survival: a prospective study with the LiMAXx test. Critical care (London, England).
2013;17(5):R259.
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Abstract (Deutsch)

Sepsis ist eine lebensbedrohliche Organdysfunktion als Folge einer systemisch
dysregulierten Inflammationsreaktion auf eine Infektion. Im Rahmen der Sepsis kommt es
innerhalb weniger Stunden zu einer Einschrankung der hepatischen Funktion. Die Leber
nimmt eine zentrale Rolle ein bei der Regulierung des Immunsystems und Bekampfung der
Krankheitserreger. Durch die Aktivierung des Immunsystems im Rahmen der Sepsis kommt
es zur Freisetzung zahlreicher Zytokine und Mediatoren. Hierzu gehoren
Tumornekrosefaktor-a, Interleukin-6 und Endothelin-1. Ziel der vorliegenden Kklinisch-
prospektiven Studie ist es, den Zusammenhang zwischen den genannten Zytokinen und der
Leberfunktion, gemessen mit dem LiMAX-Test, bei septischen Patienten zu untersuchen. Des
Weiteren sind die unterschiedlichen Verldufe dieser Zytokine in Abh&ngigkeit des Schweregrades

der Sepsis und deren Assoziation mit der Prognose der Patienten analysiert worden.

Methode
28 Patienten wurden innerhalb von 24 Stunden nach Beginn der Sepsis in die Studie
eingeschlossen. Als Kontrollgruppe dienten fiinf Patienten mit einem postoperativen
systemischen inflammatorischen Response-Syndrom. Der LiMAX-Test wurde unmittelbar
nach Einschluss in die Studie sowie an den Tagen 2, 5 und 10 durchgefuhrt. Zu denselben
Zeitpunkten wurde zur Bestimmung der Serumkonzentrationen von Tumornekrosefaktor-a,
Interleukin-6 und C-Terminal-pro-Endothelin-1  (Spaltprodukt von Endothelin-1) Blut
abgenommen. Der Verlauf der LiMAx-Werte und der Zytokine wurde bei allen
Studienteilnehmern analysiert. In der Sepsis-Gruppe wurde die Hohe der Zytokine mit dem
LiMAXx-Wert korreliert. Zusétzlich wurden innerhalb der Sepsis-Gruppe folgende Untergruppen
hinsichtlich der Konzentration der Zytokine miteinander verglichen:

e Patienten mit einem LIMAX-Wert von >100pg/kg/h und <100pg/kg/h

e Patienten mit einem Acute Physiologiy and Chronic Health Evaluation 1l Score

(APACHE-I1-Score) >20 und <20

e Patienten mit einem positiven Verlauf und mit einem negativen Verlauf

Ergebnisse:

Innerhalb von 24 Stunden nach Eintritt der Sepsis kam es zu einer signifikanten Einschrankung
der hepatischen Funktion. Die Serumkonzentrationen von C-Terminal-pro-Endothelin-1,
Tumornekrosefaktor-o und Interleukin-6 waren an allen Tagen erhoht. Es konnte eine negative

Korrelation zwischen der Hohe der Zytokine und der Leberfunktion nachgewiesen werden.
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Patienten mit einer hochgradigen Einschrankung der Leberfunktion (LiMAX <100ug/kg/h) zeigten
vor allem im spateren Verlauf der Sepsis hohere  Konzentrationen  von
C-Terminal-pro-Endothelin-1 und Tumornekrosefaktor-o. als Patienten mit einer geringer
eingeschrankten Leberfunktion. Patienten mit einem APACHE-II-Score >20 zeigten eine stérker
eingeschréankte Leberfunktion und héhere Konzentrationen aller drei Zytokine als Patienten mit
einem APACHE-II-Score <20. Patienten mit einem negativen Verlauf zeigten hohere Werte von
C-Terminal-pro-Endothelin-1, Tumornekrosefaktor-o und Interleukin-6 als Patienten mit einem

positiven Verlauf.

Schlussfolgerung:
Bei septischen Patienten korreliert das AusmaR der hepatischen Dysfunktion, der Schweregrad der

Sepsis und der Krankheitsverlauf mit der HOhe und dem Verlauf der Zytokine

Tumornekrosefaktor-a, Interleukin-6 und Endothelin-1.
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Abstract (English)

Sepsis is a life-threatening organ dysfunction as a result of a dysregulated systemic inflammation
response to an infection. This condition involves a hepatic dysfunction which already begins
within a short time after the onset of sepsis. The liver has a crucial role in the regulation of the
immune system and protection of the body against pathogens. During sepsis a great number of
cytokines and mediators such as tumor necrosis factor-a, interleukin-6 and endothelin-1 are
released. The aim of the present clinical prospective study was to investigate the relationship
between the abovementioned mediators and the hepatic dysfunction, measured for the first time
by the LIMAX-Test, in septic patients. Furthermore, the association of these mediators with the

severity of sepsis and the outcome of patients was analysed.

Methods

28 Patients were admitted to the study within 24 hours after the onset of sepsis. 5 patients with a
post-operative systemic inflammatory response syndrome were admitted as control group. The
LiMAXx-test and blood sample collection for the measurement of tumor necrosis factor-a,
interleukin-6 and C-terminal-pro-endothelin-1 (precursor fragment of endothelin-1) plasma levels
were performed at baseline (within 24 hours after the onset of sepsis) and on 2nd, 5th, and 10t day.
The dynamic of the liver function and the cytokines was analysed. In the sepsis group a correlation
between the LiMAX-value and the levels of cytokines was established. In addition, the septic
patients were divided in to the following sub-groups for further analyzes: LiMAXx-value of
>100pg/kg/h and <100pg/kg/h, APACHE-II-Score of >20 and <20, favorable and adverse

outcome.

Results:

In the sepsis group the liver function was impaired within a short time after the onset of sepsis.
The levels of tumor necrosis factor-a, interleukin-6 and C-terminal-pro-endothelin-1 were
elevated on all days. There was a negative correlation between the levels of these cytokines and
the liver function. Patients with a LiIMAX-value of <100ug/kg/h revealed higher levels of tumor
necrosis factor-a and C-terminal-pro-endothelin-1. APACHE-II-Score of >20 and adverse
outcome both were associated with higher cytokines levels. The severity of liver dysfunction was
higher in patients with an APACHE-II-score of >20.
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Conclusion:
The Plasma levels of tumor necrosis factor-a, interleukin-6 and endothelin-1 during sepsis are

associated with the hepatic dysfunction, outcome and the severity of illness.
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1. Einleitung

Die Sepsis ist eine lebensbedrohliche Erkrankung, die durch eine systemische
Inflammationsreaktion des Korpers auf eine Infektion hervorgerufen wird und mit einer
Organdysfunktion einhergeht (1). In den Vereinigten Staaten erkranken jahrlich zwischen 0,9 und
3 Millionen Menschen an einer Sepsis. Mit einer Mortalititsrate von ca. 30 % stellt diese
Erkrankung trotz weltweit intensiver Forschungsanstrengungen in den letzten 20 Jahren auch noch
heute ein ernst zu nehmendes Problem dar (2).

Einen unabhéngigen und entscheidenden Faktor beziiglich der Prognose und der Mortalitat der
betroffenen Patienten stellt die durch den inflammatorischen Prozess entstehende hepatische
Dysfunktion dar (3). Diese entsteht bereits innerhalb weniger Stunden nach Beginn der Sepsis und
kann zu einem fulminanten Organversagen fiihren (4). Die Leber ist im Falle einer Bakteriamie
ein bedeutendes Organ bei der Entwicklung und Steuerung der Immunantwort. Sie steuert die
Synthese einer grolRen Zahl von Proteinen, die flr die Aufrechterhaltung dieses Prozesses
notwendig sind. Sie beherbergt ca. 70 % der korpereigenen Makrophagen (Kupferzellen) und
spielt somit eine wichtige Rolle bei der Bekdmpfung von Krankheitserregern und deren
Toxinen (5).

Im Rahmen der Sepsis kommt es neben der Freisetzung von Akut-Phase-Proteinen u. a. zu einer
massiven Ausschittung verschiedener proinflammatorischer Zytokine und Mediatoren, welchen
die Leber in ihrer Rolle als Wéchter des Korpers selbst zum Opfer fallen kann (6).
Tumornekrosefaktor-a.  (TNF-a) und Interleukin-6 (IL-6) z&hlen zu den bedeutendsten
proinflammatorischen Zytokinen. Des Weiteren spielt Endothelin-1 (ET-1) als einer der
potentesten Vasokonstriktoren und als Regulator der hepatischen Mikrozirkulation eine

entscheidende Rolle in der Aufrechterhaltung der Leberfunktion.

1.1. Tumornekrosefaktor-a

TNF-a ist eines der wichtigsten proinflammatorischen Zytokine. Es ist in seiner Funktion als
Mediator des Immunsystems fiir den Schutz des Kérpers gegeniiber Krankheitserregern und flr
die Regulierung der Immunreaktion verantwortlich.

TNF-o wird alleine oder im Synergismus mit anderen Zytokinen fur viele Friuh- oder
Spatkomplikationen bei septischen Patienten (z. B. Multiorganversagen und Schock)
verantwortlich gemacht. TNF-o wird in einer Vielzahl von Zellen produziert, z. B. in Monozyten,

Makrophagen, dendritischen Zellen, NK-Zellen sowie in B- und T-Lymphozyten. Im Rahmen
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einer Sepsis kommt es zur Freisetzung von TNF-a, welche dann wiederum eine potenziell letale
Zytokinkaskade in Gang setzen kann (7, 8).

Experimentelle Studien zeigen, dass TNF-a im Rahmen einer Sepsis auch die Leberfunktion
beeintrachtigen kann. Ein wichtiger Mechanismus ist die Aktivierung der Apoptose in den
Leberzellen. Es wird vermutet, dass TNF-o beim Menschen fur die wahrend der Sepsis

entstehende hepatische Dysfunktion mitverantwortlich ist (9-11).

1.2. Interleukin-6

IL-6, urspringlich als B-Zell-Stimulierungsfaktor bekannt, ist ein pleiotropes multifunktionales
Zytokin, das auf verschiedene Organe unterschiedliche Wirkungen entfaltet. Es hat sowohl potente
proinflammatorische Eigenschaften, die zu einer Schadigung des Organismus fiihren kénnen, als
auch antiinflammatorische, protektiv-regenerative Eigenschaften. Des Weiteren spielt IL-6 eine
wichtige Rolle bei der Regulierung verschiedener metabolischer Funktionen des Korpers, z. B. der
Steuerung des hepatischen Fettstoffwechsels, des Knochenstoffwechsels oder der Entstehung
verschiedener Krankheiten. Die teilweise gegensatzlichen Wirkungen von IL-6 werden Uber zwei
verschiedene Rezeptoren vermittelt. Der membrangebundene IL-6-Rezeptor aktiviert die
regenerativ antiinflammatorische Wirkung von IL-6, wahrend die l6slichen IL-6-Rezeptoren die
proinflammatorische Wirkung vermitteln (12).

Produziert wird IL-6 von einem groRen Spektrum an Zellen. Dazu gehoren u. a. Monozyten,
Makrophagen, Endothelzellen sowie T- und B-Lymphozyten (12).

In den vergangenen Jahren ist gezeigt worden, dass eine hohe Serumkonzentration von IL-6 mit
einer erhohten Mortalitatsrate einhergeht und haufiger zu einem Multiorganversagen fihrt (13-
15). Vor dem Hintergrund dieser Erkenntnisse ist versucht worden, die Ausschuttung von IL-6 zu
blockieren, was jedoch keinen Uberlebensvorteil gezeigt hat und sogar mit einer eingeschrankten
Regeneration der Leber einhergegangen ist (16). Neuere Studien zeigen, dass eine dauerhaft
erhdhte Konzentration von IL-6 Uber die Aktivierung der Akute-Phase-Reaktion zu einer

Schédigung der Leber fuhren kann (17).

1.3. Endothelin-1

ET-1 ist ein aus 26 Aminosauren bestehendes Polypeptid und entsteht aus seiner inaktiven
Vorstufe, C-Terminal-pro-Endothelin-1 (CT-proET-1). Es wird hauptséchlich in den
Endothelzellen produziert und gehort zu den potentesten VVasokonstriktoren. Seine Freisetzung in
der Leber wird unter physiologischen Bedingungen von aktivierten hepatischen Kupferzellen

stimuliert (18). ET-1 entfaltet seine Wirkung im Bereich der Leber sowohl présinusoidal durch
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Erhohung des Widerstands in den PortalgefaRen als auch intrasinusoidal. Uber die hepatischen
Ito-Zellen kommt es dabei ebenfalls zu einer Kontraktion dieser GefaRe. Seine Hauptaufgabe ist
somit die Steuerung der hepatischen Mikrozirkulation, die beim Gesunden eine wichtige Rolle fur
den sinusoidalen Blutfluss spielt (19).

Im Falle einer Sepsis kommt es durch die generalisierte Aktivierung des Immunsystems sowie
durch die damit einhergehende Schadigung der Endothelzellen zu einer unkontrollierten
Freisetzung von ET-1 (20). Experimentelle Ergebnisse weisen darauf hin, dass es in der Sepsis zu
einer gesteigerten Reaktivitat der hepatischen Mikrozirkulation auf ET-1 kommt und dies in
Kombination mit erhdéhter Freisetzung von ET-1 zu einer hepatozelluldaren Schéadigung fuhren
kann (21).

1.4. Messung der L eberfunktion

Zur Messung einer Leberdysfunktion werden verschiedene Leberfunktionstests eingesetzt. Zu den
am hdaufigsten eingesetzten Testverfahren gehoren statische Leberfunktionstests wie die
Bestimmung von Leberenzymen (Alanin-Aminotransferase (ALAT), Aspartat-Aminotransferase
(ASAT)), Serum-Albumin, Serum-Bilirubin, Ammoniak und Blutgerinnungsparametern
(International Normalized Ratio (INR), Prothrombinzeit (PTZ)). Diese Tests sind Surrogat-
Parameter fiir verschiedene Stoffwechselleistungen der Leber. Wéhrend die Leberenzyme einen
Hinweis auf den Leberzellzerfall geben kénnen, weisen Blutgerinnungsparameter sowie Serum-
Albumin und Ammoniak auf die Syntheseleistung der Leber hin. Mithilfe des Serum-Bilirubins
kann eine Aussage uber die Transportkapazitdt der Leber gemacht werden. Die genannten
Testverfahren haben sich in verschiedenen Studien allerdings als ungenau erwiesen. Ein weiterer
Nachteil ist, dass eine Quantifizierung der Leberfunktion mit diesen Parametern nicht moglich
ist (4, 22-25).

In den vergangenen Jahrzenten sind verschiedene dynamische Testverfahren zur Messung der
Leberfunktion beschrieben worden. Ein GroRteil dieser Verfahren beruht auf metabolischen Tests,
bei denen eine Substanz oral oder intravends verabreicht und deren Metabolit nach
Verstoffwechselung in der Leber analysiert wird. Hierzu gehort z. B. der MEGX-Test, der auf
einer intravendsen Applikation von Lidocain und der Bildung des Metaboliten
Monoethylglycinexylidide (MEGX) beruht (26). Ein wesentlicher Nachteil dieses Verfahren ist
das Nebenwirkungsprofil von Lidocain wie Herzrhythmusstérungen und Blutdruckveranderungen
(27). Andere Verfahren beruhen auf der Messung der Transportkapazitat der Leber, bei der eine
Substanz durch die Leber ausgeschieden, jedoch nicht verstoffwechselt wird. Zu diesen Verfahren

gehort der Bromsulfophthalein-Test: Der Farbstoff Bromsulfophthalein wird intravends injiziert
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und anschlieBend in die Galle ausgeschieden. Ein Teil des Farbstoffs wird jedoch auch ber die
Niere eliminiert, was zu einer Ungenauigkeit des Ergebnisses fiihrt (28). Neben diesen
Testverfahren sind mehr als 20 verschiedene Ansétze zur Beurteilung der Leistungsfahigkeit der
Leber beschrieben worden (23, 29, 30). Mit keinem dieser Verfahren ist es jedoch gelungen, einen
zusétzlichen Nutzen hinsichtlich der Genauigkeit der Leberfunktionsmessung zu erzielen.
Verantwortlich hierfur sind unter anderem Faktoren wie eine lange Dauer des Testverfahrens, ein
groles  Nebenwirkungsspektrum, eine fehlende Kklinische Praktikabilitdt, fehlende
Reproduzierbarkeit oder eine Abhéngigkeit des Tests von anderen Organen (23, 29, 31).

Der einzige auch in der Klinik etablierte Test ist der Indocyaningriin-Test (ICG-Test). Griinde
hierflr sind seine schnelle und einfache Durchfiihrung, Reproduzierbarkeit und praktisch nicht
vorhandene Nebenwirkungen. Das Prinzip des Tests beruht auf der Plasmaverschwinderate des
intravenos applizierten Farbstoffs 1CG, das von den Hepatozyten in die Gallenflissigkeit
ausgeschieden wird (32, 33). Die Validitat des ICG-Tests wird jedoch erheblich von anderen
Faktoren wie der hepatischen Perfusion, einer Hyperbilirubindmie oder einer akuten Cholestase
beeinflusst (34).

Mit dem im Jahr 2003 in der Charité — Universitdtsmedizin Berlin entwickelten Maximal Liver
Function Capacity Test (LIMAX-Test) ist es moglich, die enzymatische Leberfunktion in Echtzeit
prazise zu bestimmen. Der LIMAX-Test ist ein non-invasiver Atemtest, mit dem die maximale
Stoffwechselkapazitat des Leberenzyms Cytochrom P450, Untergruppe 1A2, nach intravendser
Injektion eines markierten Molekils, Methacetin, bestimmt wird (35). Der LIMAX-Test ist in den
vergangenen Jahren hinsichtlich seiner Aussagekraft und Verlasslichkeit bei Patienten mit
Leberteilresektion, Lebertransplantation, Leberzirrhose, Lebertumoren und bei Patienten mit
cholestase-assoziierter Leberdysfunktion evaluiert worden (35-40). Bei der Diagnostik der
septischen Leberdysfunktion hat sich der LiMAX-Test dem ICG-Test ebenfalls als gleichwertig
erwiesen. Er ist hinsichtlich der Vorhersage der Sterbewahrscheinlichkeit in dieser

Patientengruppe sogar tberlegen (4).

1.5. Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, im Rahmen einer klinisch-prospektiven Studie erstmalig den
Zusammenhang zwischen der mit dem LiMAX-Test quantifizierten Leberdysfunktion und den
Zytokinen ET-1, TNF-a und IL-6 bei septischen Patienten zu untersuchen. Es wird ebenfalls
untersucht, in welchem AusmaR sich der Verlauf der untersuchten Parameter zwischen Sepsis und

dem systemischen inflammatorischen Response-Syndrom (SIRS) unterscheidet. Zusatzlich sind
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die Zytokine mit dem Schweregrad der Sepsis und dem Krankheitsverlauf der Patienten korreliert

worden.
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2. Material und Methode

Die vorliegende klinisch-prospektive Studie wurde vor Beginn von der Ethikkommission der
Charité — Universitatsmedizin Berlin geprift und genehmigt (EA2/069/11). Alle Patienten wurden
vor Einschluss tber das Studienvorhaben, seine Vor- und Nachteile sowie Uber eventuelle
Nebenwirkungen ausfuhrlich aufgeklart und haben nach ausreichender Bedenkzeit ihr
Einverstandnis in schriftlicher Form erteilt. Bei nicht geschaftsfahigen Patienten wurde die
Einwilligung des gesetzlichen Betreuers eingeholt. Die Therapie der Grunderkrankungen aller

Studienteilnehmer wurde durch die Teilnahme an der vorliegenden Studie nicht beeinflusst.

2.1. Studiendesign

Patientenkollektiv

Der Patienteneinschluss erfolgte im Zeitraum zwischen dem 01.10.2011 und dem 28.02.2013 auf
der chirurgischen und anasthesiologischen Intensivstation der
Charité — Universitatsmedizin Berlin, Campus Virchow-Klinikum. Einschlusskriterium war eine
Sepsis, deren Beginn nicht langer als 24 Stunden zurlicklag (im Weiteren Sepsis-Gruppe genannt).
Als Kontrollgruppe wurden Patienten mit einem systemischen inflammatorischen Response-
Syndrom (SIRS) gewahlt (im Weiteren SIRS-Gruppe genannt). Die Diagnosen Sepsis und SIRS
wurden auf Grundlage der vom American College of Chest Physicians und der Society of Critical
Care Medicine im Jahr 2003 verdffentlichten Definition gestellt (41). Septische Patienten wurden
hinsichtlich der im Jahr 2016 verdffentlichten neuen Sepsis-Definition erneut evaluiert, ohne dass
es Unterschiede gab (1).

Fur die SIRS-Gruppe wéhlten wir Patienten, die eine elektive groRe abdominal-chirurgische
Operation erhalten hatten. Um einen Einfluss auf die Leberfunktion durch die Operation
auszuschlieRen, wurden nur Patienten nach Osophagusresektion oder Gastrektomie ohne
Leberbeteiligung eingeschlossen. Die Aufnahme in die Studie erfolgte innerhalb von 24 Stunden
nach Durchfiihrung der oben genannten Eingriffe. Durch die Auswahl dieser Kontrollgruppe sollte
der Unterschied zwischen Sepsis und SIRS hinsichtlich der untersuchten Parameter verdeutlicht

werden.

Tabelle 1 und Tabelle 2 geben einen Uberblick (ber die Sepsis-Kriterien nach der alten und der
neuen Definition. Die Ein- und Ausschlusskriterien fur die Teilnahme an der Studie sind in Tabelle
3 aufgelistet.
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SIRS: 2 oder mehr der folgenden Kriterien

Temperatur >38,3 °C oder <36 °C
Herzfrequenz >90/min
Atemfrequenz >20/min oder PaCO2 <32 mmHg

Leukozytenzahl >12000/ul oder <4000/ul oder Linksverschiebung mit >10 % unreife
Leukozyten

Sepsis: zusatzlich zu den oben genannten Kriterien

Infektion (nachgewiesen oder begriindeter Verdacht)

Schwere Sepsis: zusatzlich zu den oben genannten Kriterien mindestens 1 der folgenden
Kriterien

Systolischer Blutdruck <90 mmHg oder Mittlerer arterieller Blutdruck <70 mmHg
Diurese <0,5 ml/kg/h

Kreatinin >2 mg/dl

INR >1,5

Thrombozyten <100 000/ul
Hyperlaktatamie

Septischer Schock: zuséatzlich zu den oben genannten Kriterien folgendes Kriterium

Systolischer Blutdruck <90 mmHg oder Mittlerer arterieller Blutdruck <70 mmHg

Tabelle 1. SIRS- und Sepsis-Kriterien nach der alten Definition

Sepsis

Vorhandensein einer Infektion
Akute Zunahme des SOFA-Scores um mindestens 2 Punkte

Septischer Schock: zuséatzlich zu den oben genannten Kriterien

Persistierende Hypotonie
Notwendigkeit eines Vasopressors fur einen mittleren arteriellen Druck von 65 mmHg
Serumlaktat-Konzentration von >2 mmol/l (18 mg/dl)

Tabelle 2. Sepsis-Kriterien nach der neuen Definition
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Einschlusskriterien

Vorhandensein einer bakteriellen Sepsis, schweren Sepsis oder eines septischen Schocks
Alter >18 J, <80 J

Ausschlusskriterien

Beginn der Sepsis unbekannt oder seit langer als 24 Stunden bestehend

Bekannte Allergie gegen eine der injizierten Substanzen

Applikation von Medikamenten, die tber Cytochrom P450 1A2 verstoffwechselt werden
Zytostatische Chemotherapie innerhalb von 8 Wochen vor dem Studieneinschluss
Immunsuppression (Cortison aquivalent >5 mg/d)

Fortgeschrittene Lebererkrankung (Leberzirrhose Child B/C, chronische Hepatitis)
Patienten, die bereits eine Organtransplantation erhalten haben

HIV-Infektion

Alter <18 J, >80 J

Schwangerschaft, stillende Frauen

Fehlende Einwilligung

Faktoren, die die F&higkeit des Patienten einschranken, wéhrend der Studie zu kooperieren

(z. B. mentale Funktion oder Drogenmissbrauch)

Tabelle 3. Ein- und Ausschlusskriterien
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Messungen

Nach Einschluss in die Studie wurde bei allen Patienten der Sepsis-Gruppe innerhalb der ersten
24 Stunden (Tag 0) sowie an den weiteren Tagen 2, 5 und 10 ein LiIMAX-Test durchgefihrt. An
denselben Tagen wurden Blutentnahmen zur Bestimmung von CT-proET-1, TNF-a und IL-6
durchgefuhrt. Die SIRS-Gruppe erhielt diese Untersuchungen ab dem ersten postoperativen Tag
(Tag 0) und an den Tagen 2 und 5, da die Patienten in der Regel am Tag 10 bereits entlassen waren.
In beiden Gruppen erfolgte wahrend der gesamten Untersuchungsperiode eine tégliche
Blutentnahme zur Bestimmung der Ublichen Routinelaborparameter, u. a. Procalcitonin (PCT),
Serum-Bilirubin, C-reaktives Protein (CRP) und INR.

Zur Einschatzung der Krankheitsschwere wurden der APACHE-II-Score, der Sepsis-related
Organ Failure Assessment Score (SOFA-Score) und der Simplified Acute Physiology Score
(SAPS-I1-Score) berechnet. Der APACHE-II-Score ist ein Klassifizierungssystem fur die
Einschatzung des Schweregrades der Krankheit der Patienten auf einer Intensivstation. Dieser
wird einmalig bei Aufnahme des Patienten gemessen. Die Hohe dieses Scores korreliert mit der
Krankenhausmortalitét (42). Der SOFA-Score beschreibt das Ausmal der Organdysfunktion bei
kritisch-kranken Patienten. Die wiederholte Bestimmung des SOFA-Scores im zeitlichen Verlauf
ermdglicht es, die Entwicklung der Krankheit besser beurteilen zu konnen (43, 44). Der SAPS-II-
Score ist ein Klassifizierungssystem, mit dessen Hilfe der Schweregrad der Krankheit von
Patienten auf einer Intensivstation sowie deren Risiko, im Rahmen ihres Aufenthaltes zu sterben,
ermittelt werden kann. Der SAPS-11-Score wird téglich erhoben (45).

Am Ende der Behandlung wurden Entlassung aus dem oder Tod im Krankenhaus, die
Aufenthaltsdauer auf der Intensivstation und die Gesamtaufenthaltsdauer im Krankenhaus
dokumentiert.

Um die Uberlebensrate der Patienten auch nach ihrer Entlassung aus dem Krankenhaus zu
bestimmen, wurden diese 120 Tage nach Einschluss in die Studie kontaktiert.

In Tabelle 4 sind die durchgefiihrten Untersuchungen bezliglich der Messtage aufgelistet.
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Gruppe Tage 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Sepsis  LIMAX v v v v
Zytokine v v v v
Routineparameter v v v Vv ¥V vV ¥V Vv V V V
APACHE-II v
SOFA v v 4 v
SAPS-II v v v v
SIRS LiIMAX v v v
Zytokine v v v
Routineparameter ¢ v VvV vV ¥V V
APACHE-II v
SOFA v v v
SAPS-II v v v

Tabelle 4. Zeitlicher Studienverlauf

Das Prinzip des LiMAX-Tests beruht auf der ausschlieflich in der Leber stattfindenden
Verstoffwechselung von Methacetin. Dieses Substrat ist mit einem nicht-radioaktiven
Kohlenstoffisotop 13C markiert. 13C kommt in einem natlrlichen Anteil von etwa 1,1 % aller
Kohlenstoffatome vor. Unter physiologischen Bedingungen liegt 13CO, in der Ausatemluft in einer
etwa um den Faktor 100 niedrigeren Konzentration als 12CO, vor. Durch die enzymatische
Verstoffwechselung mittels des Cytochrom-P450-Isoenzyms CYP1A2 entstehen aus Methacetin
Paracetamol und ein 13C-Molekiil, das letztlich als 13CO, abgeatmet wird (46). Cytochrom P450
CYP1AZ2 ist ubiquitar in der Leber vorhanden und dessen Aktivitat ist bei allen Menschen
annéhernd stabil. AuBerdem werden nur wenige andere Medikamente tber diesen Enzymkomplex
abgebaut und der Test wird somit nur wenig beeinflusst (47, 48).

Zunachst wurde am liegenden Patienten im niichternen Zustand der individuelle Basalwert
berechnet (Baseline). Hierzu wurde mithilfe des Messgerats (Fast Liver Investigation Package,
FLIP, Humedics GmbH, Berlin) fir etwa zehn Minuten das Verhaltnis von 13CO, zu 12CO, in der
Ausatemluft gemessen. AnschlieRend wurde das Substrat Methacetin (Humedics GmbH, Berlin)

in einer Dosis von 2 mg/kg Korpergewicht uber einen stammnahen vendsen Zugang als Bolus
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appliziert. Durch die hepatische Metabolisierung des Testsubstrates kommt es zu einem Anstieg
des ausgeatmeten 13CO, (Abbildung 1). Aus der Differenz zwischen der maximalen Verénderung
der 13C0O,/12CO,-Ratio und der Baseline (Delta Over Baseline, DOB) wurde mithilfe der folgenden
Formel der LIMAX-Wert errechnet:

DOBmax " RPDB " P - M
BW

LiMAx =

(Reps, »,Pee Dee Belemnite Limestone“-Verhaltnis [*C/**C=0,011237]; P, CO,-Produktionsrate

[300 mmol/h Korperoberflaiche in m®]; M, Molekulargewicht von **C-Methacetin; BW,
Kdorpergewicht in kg)

Der LiMAx-Wert wird in pg/kg/h angegeben wund entspricht der maximalen
Leberfunktionskapazitat. Normalwerte sind als LIMAX >315 pg/kg/h definiert (49, 50).

y.
s

w Ausatmung St
, C
Messung und
Auswertung
&
= Vendser Transport |
(, .4 zur Lunge
Stoffwechsel & D Vendse Injektion von
Paracetamol + 3CO, G 3C-Methacetin-Lésung

Abbildung 1. Funktionsprinzip des LiIMAX-Tests (49)

. | bei ler BI I
Fir die Bestimmung von CT-proET-1, TNF-o und IL-6 wurden in Serumrdhrchen (BD

Vacutainer) Proben aus einem zentralen oder peripheren vendsen Zugang entnommen. Diese
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wurden innerhalb von 15 Minuten im gekihlten Zustand bei einer Temperatur von 4 °C mit 4000
rpm fiir zehn Minuten zentrifugiert. Der Uberstand (Serum) wurde abpipettiert. Das Serum wurde
in geeignete Reaktionsgefalle (Eppendorf Kryo-Tubes, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
gefullt und bis zum Tag der Analyse bei -80 °C gelagert. Alle Proben wurden zuvor mit einem

Patienten-1D-Code versehen und anonymisiert.

Fir die Bestimmung von Routineparametern wurden Blutproben entsprechend der VVorgaben des
Zentrallabors in Serum-, Citrat- und EDTA-R&hrchen an das Zentrallabor der Charité —

Universitatsmedizin Berlin geschickt. Die Analyse erfolgte am selben Tag.

2.3.1. Analyse von CT-proET-1

ET-1 verfligt Gber eine nur sehr geringe Halbwertszeit und ist aus diesem Grund fir die
Bestimmung in der klinischen Routine ungeeignet. Ein Spaltprodukt der inaktiven Vorstufe von
ET-1, das CT-proET-1, ist um ein Vielfaches stabiler und zirkuliert flir mehrere Stunden im
Blutkreislauf. CT-proET-1 entsteht wahrend der proteolytischen Spaltung von Pro-Endothelin-1
und entspricht der Konzentration von ET-1 (51, 52). Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden
Studie CT-proET-1 fur die Quantifizierung von ET-1 ausgewéhlt.

Die Bestimmung erfolgte im Zentrallabor der Charité durch den Einsatz eines Automated
Immunofluorescent Assay (B-R-A-H-M-S CT-proET-1 KRYPTOR, Hennigsdorf, Deutschland).
Das Prinzip der Bestimmung erfolgte auf Basis der TRACE-Technologie (Time Resolved
Amplified Cryptate Emission). Sie beruht auf einem strahlungsfreien Energietransfer von einem
Donor auf einen Akzeptor im Rahmen einer abgeschlossenen Immunreaktion.

Nach Anregung emittiert der Donor ein langlebiges Fluoreszenzsignal auf einer Wellenlange von
620 nm. Der Akzeptor hingegen emittiert ein kurzlebiges Fluoreszenzsignal auf einer Wellenléange
von 665 nm. Sowohl der Akzeptor als auch der Donor sind jeweils an einem fir CT-proET-1

spezifischen Antikorper gebunden. CT-proET-1 wird von beiden Antikdrpern gebunden.

2.3.2. Analyse von TNF-a und IL-6

TNF-o und IL-6 wurde im eigenen Studienlabor der Charité durch den Einsatz von Human-
Immunoassay-Strips bestimmt (Quantikine HS ELISA, R&D Systems Europe, Ltd., Abingdon,
GroRbritannien). Hierzu wurde die ,,Quantitative Sandwich Immunoassay‘-Technik verwendet.
Vor Beginn der Analyse wurden alle Proben sowie alle fiir die Analyse notwendigen Reagenzien

auf Raumtemperatur (20 °C — 25 °C) gebracht. Alle Reagenzien stammten von der Firma R&D



25

Systems Europe, Ltd., Abingdon, GroBbritannien. Aus Ubersichtlichkeitsgrinden wird diese

Information im Folgenden nicht erneut angegeben.

TNF-a

Die Analyse von TNF-a wurde in folgenden Schritten durchgefiihrt:

Zunachst wurden alle notwendigen Reagenzien wie folgt vorbereitet:
Herstellung einer Waschlésung: 100 ml eines Waschpuffers (Wash Buffer Concentrate, Part #
895188) wurden in 1000 ml destilliertem Wasser gelost.
Herstellung der Substratlésung: Das Substratpulver (Substrate, Part # 895884) wurde in 6 ml
der Substratverdiinnungslésung (Substrate Diluent, Part # 895885) geldst und fiir mindestens
zehn Minuten inkubiert.
Herstellung der Verstarkerlosung: Das Verstarkerpulver (Amplifier, Part # 895886) wurde in
6 ml der Verstarkerverdunnungslésung (Amplifier Diluent, Part # 895887) geldst. Diese wurde
fir mindestens zehn Minuten inkubiert.
Herstellung des Standards: Das Standardpulver (TNF-a Standard, Part # 893154) wurde im
Calibrator Diluent (Calibrator Diluent RD6-13, Part # 895491) gelost. Die
Ausgangskonzentration der so entstandenen Standardldsung betrug 32 pg/ml. Diese wurde fiir
15 Minuten inkubiert und durch kreisférmige Bewegungen vermischt.
Die Verdunnungsreihe wurde bis zu einer Endkonzentration von 0,5 pg/ml durchgefthrt.
Hierzu waren sechs Rohrchen notwendig. Zundchst wurden in allen Rohrchen 500 pL
Calibrator Diluent RD6F pipettiert. Anschliel3end wurden nach dem Prinzip der geometrischen
Verdlnnungsreihe, beginnend mit der Standardlésung, 500 ul in jedes weitere Rohrchen

pipettiert. Jede Verdunnung wurde ausreichend gemischt.

Durchfiihrung des ELISAs:
Entsprechend der Probenzahl wurden Strips in ein Halterungssystem eingelegt.
In jedes Well (Standard, Blank und Proben) wurden 100 pul Assay Diluent (Assay Diluent
RD1F, Part # 895041) pipettiert.
Entsprechend eines Belegungsprotokolls wurden jeweils 200 pl der Proben, der
Kontrolllésung und der Standardlésung in die daflr vorgesehenen Wells pipettiert. Die Strips
wurden mit einem Coverslip bedeckt und durch vorsichtige kreisférmige Bewegungen
gemischt. Die Strips wurden anschlielend fiir drei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Waschvorgang: Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Strips gedffnet und vorsichtig

ausgeschlagen. Mit einer Spritzflasche wurden 400 pl der vorbereiteten Waschldsung auf die
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Wells gegeben und der Inhalt anschlieRend erneut ausgeschlagen. Dieser Vorgang wurde flinf

Mal wiederholt (insgesamt sechs Waschvorgénge). Nach dem letzten Waschvorgang wurden

die Strips mit der offenen Seite nach unten sanft gegen ein trockenes Papiertuch getupft, um

die restliche in den Strips befindliche Flissigkeit herauszubefordern.

AnschlieBend wurden in alle Wells jeweils 200 ul eines enzymgebundenen polyklonalen

Antikorpers gegen humanen TNF-a (TNF-o Conjugate, Part # 893153) hinzugegeben. Die

Strips wurden mit einem Coverslip abgedeckt und fur weitere zwei Stunden inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der oben beschriebene Waschvorgang wiederholt.

AnschlieBend wurden 50 pl der vorbereiteten Substratlésung in die Wells pipettiert und die

Strips erneut im abgedeckten Zustand bei Raumtemperatur fiir eine Stunde inkubiert.

50 ul der Verstéarkerlosung wurden in die Wells pipettiert. Die Strips wurden mit einem neuen

Coverslip abgedeckt und fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

AnschlieBend wurden 50 pl der Stopplésung (Stop Solution, Part # 895032) hinzugegeben.
Innerhalb der n&chsten 30 Minuten wurde die Extinktion mithilfe eines ELISA-Readers
(FLUOSTAR OPTIMA, BMG Labtech, Offenburg, Deutschland) Uber eine 4-Points-Parameter-

Kurve ermittelt. Anhand der Standardkurve wurde die Konzentration der Proben bestimmt.

Der hier verwendete ELISA bedient sich des Sandwich-Verfahrens mit dem zusatzlichen Schritt
der Amplifizierung, welche dazu dient, geringere Konzentrationen einer Substanz valide
nachzuweisen. Hierfur wird nach der Entwicklung der Antigen-Antikérperbindungsreaktion nicht
sofort gestoppt, sondern die Amplifizierlosung aufgetragen. Diese bewirkt eine Verstarkung der
bereits vorliegenden Bindung und fuhrt zu einer deutlicheren Messbarkeit von Substanzen, die in
geringen Konzentrationen vorliegen. Dieser ELISA wird nun fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur

inkubiert.

IL-6

Die Analyse von IL-6 wurde in folgenden Schritten durchgefiihrt:

Zunachst wurden alle notwendigen Reagenzien wie folgt vorbereitet:
Herstellung einer Waschldsung: 20ml eines Waschpuffers (Wash Buffer Concentrate, Part #
895003) wurden in 500ml destilliertem Wasser geldst.
Herstellung der Substratlésung: Farbreagenz A (Color Reagent A, Part # 895000), bestehend
aus stabilisiertem Wasserstoffperoxid, sowie Farbreagenz B (Color Reagent B, Part # 895001),
bestehend aus Chromogen, wurden 15 Minuten vor dem Einsatz im Verhaltnis 1:1 miteinander

gemischt.
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Herstellung des Standards: Das Standardpulver (IL-6 Standard, Part # 890047) wurde im
Calibrator Diluent (Calibrator Diluent RD6F, Part # 895018) gelost. Die
Ausgangskonzentration der so entstandenen Standardlésung betrug 300 pg/ml. Diese wurde
fur 15 Minuten inkubiert und durch kreisformige Bewegungen vermischt.

Vorbereitung der Verdinnungsreihe: Ausgangskonzentration war 100 pg/ml. Die
Verdunnungsreihe wurde bis zu einer Endkonzentration von 3,12 pg/ml durchgefuhrt. Hierzu
waren sechs Réhrchen notwendig. Im ersten Réhrchen wurden 667 ul Calibrator Diluent
(Calibrator Diluent RD6F, Part # 895018) fur Serum und Plasma mit 333 pl Standardldsung
vermischt. In allen anderen Réhrchen wurden 500 pL Calibrator Diluent (Calibrator Diluent
RDG6F, Part # 895018) pipettiert. Anschliefend wurden nach dem Prinzip der geometrischen
Verdinnungsreihe 500 pL pro Réhrchen pipettiert. Jede Verdinnung wurde ausreichend

gemischt.

Durchfiihrung des ELISAS:
Entsprechend der Probenzahl wurden Strips in ein Halterungssystem eingelegt.
In jedes Well (Standard, Blank und Proben) wurden 100 ul Assay Diluent (Assay Diluent
RD1W, Part # 895117) pipettiert.
Entsprechend eines Belegungsprotokolls wurden jeweils 100 pl von Proben, Blank und
Standard in die Wells pipettiert. Diese wurden anschlieBend mit einem Coverslip bedeckt und
durch vorsichtige kreisformige Bewegungen gemischt.
Die Wells wurden danach fur zwei Stunden bei Zimmertemperatur inkubiert.
Waschvorgang: Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Strips gedffnet und vorsichtig
ausgeschlagen. Mit einer Spritzflasche wurden 400 pl der vorbereiteten Waschldsung auf die
Wells gegeben und der Inhalt anschlieBend erneut ausgeschlagen. Dieser VVorgang wurde drei
Mal wiederholt (insgesamt vier Waschvorgange). Nach dem letzten Waschvorgang wurden
die Strips mit der offenen Seite nach unten sanft gegen ein trockenes Papiertuch getupft, um
die restliche in den Strips befindliche Flissigkeit herauszubefordern.
AnschlieBend wurden in alle Wells jeweils 200 pl eines enzymgebundenen polyklonalen
Antikdrpers gegen humanen IL-6 (IL-6 Conjugate, Part # 890046) hinzugegeben. Die Strips
wurden mit einem sauberen Deckel verschlossen und fir weitere zwei Stunden inkubiert.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der oben beschriebene Waschvorgang wiederholt.
Danach wurden 200 ul der vorbereiteten Substratlésung aus Farbreagenz A (Color Reagent A,
Part # 895000) und Farbreagenz B (Color Reagent B, Part # 895001) in die Wells pipettiert

und die Strips erneut im geschlossenen Zustand bei Raumtemperatur fir 20 Minuten inkubiert.
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Dann wurden 50 ul der Stopplésung (Stop Solution, Part # 895032) hinzugegeben.

Innerhalb der néachsten 30 Minuten wurde die Extinktion mithilfe eines ELISA-Readers
(FLUOSTAR OPTIMA, BMG Labtech, Offenburg, Deutschland) Uber eine 4-Points-Parameter-

Kurve ermittelt. Anhand der Standardkurve wurde die Konzentration der Proben bestimmt.

Der LiMAX-Test und die Verlaufe der Zytokine CT-proET-1, TNF-a und IL-6 wurden in der

Sepsis-Gruppe und in der SIRS-Gruppe untersucht und miteinander verglichen.

TNE-a und IL-6
In der Sepsis-Gruppe wurden die Werte der Zytokine mit dem Ergebnis des LIMAX-Tests an den
jeweiligen Tagen korreliert und in Streudiagrammen dargestellt.

Fir die Untersuchung einer Korrelation der Zytokine mit der hepatischen Dysfunktion bei

septischen Patienten wurde ein LIMAx-Wert von 100 pg/kg/h als Cut-Off-Wert ausgewahlt.
Unterschieden wurde zwischen Patienten, die an mindestens einem Untersuchungstag einen
LiMAXx-Wert von <100 pg/kg/h aufwiesen, und Patienten, die an allen Untersuchungstagen einen
LiIMAX-Wert von >100 pg/kg/h aufwiesen. Der Verlauf der Konzentrationen von CT-proET-1,

TNF-a und IL-6 wurde in beiden Untergruppen miteinander verglichen.

Zum Vergleich der untersuchten Parameter in Abhangigkeit des Schweregrades der Sepsis wurde
ein  APACHE-II-Score von 20 als Cut-Off-Wert festgelegt. Dementsprechend wurde die
Sepsis-Gruppe in eine Gruppe bestehend aus Patienten mit einem APACHE-II-Score >20 und in

eine Gruppe bestehend aus Patienten mit einem APACHE-II-Score <20 unterteilt.
Der Verlauf der Konzentrationen von CT-proET-1, TNF-a, IL-6 und des LiIMAX-Tests wurde

zwischen diesen beiden Untergruppen verglichen.



Um festzustellen, ob es einen Zusammenhang zwischen den Zytokinen und dem Krankheitsverlauf

gibt, wurde die Sepsis-Gruppe in zwei Untergruppen unterteilt:
e (i) Negativer Verlauf (Aufenthaltsdauer von >30 Tagen auf der Intensivstation oder Tod
wéhrend des Klinikaufenthaltes)
e (ii) Positiver Verlauf (Aufenthaltsdauer von <30 Tage und Uberleben)
Der Verlauf der Konzentrationen von CT-proET-1, TNF-a und IL-6 wurde zwischen diesen

beiden Untergruppen verglichen.

2.9. Statistische Auswertung

Die Daten werden als Mittelwerte (MW) * Standardabweichung (SD) sowie in den Boxplots als
Mediane dargestellt. Die Uberpriifung der Daten auf Normalverteilung erfolgte mittels
Histogrammen und Shapiro-Wilk-Test. Mittelwertvergleiche erfolgten entsprechend der
Datenskalierung und -verteilung univariat mittels Mann-Whitney-U-Test. Korrelationen wurden
entsprechend der Datenskalierung mittels Spearmans Rang-Korrelation analysiert. Zur Analyse
von Haufigkeiten kategorialer Variablen wurde der Chi-Square-Test angewendet. Statistische
zweiseitige P-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet. Die statistische Auswertung
erfolgte nach Ricksprache mit dem Institut fir Biometrie und Epidemiologie der Charité —
Universitaitsmedizin  Berlin. Alle Berechnungen wurden mithilfe eines statistischen
Computerprogramms (IBM SPSS Statistics, Version 25, Armonk, USA) durchgefunhrt.
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3. Ergebnisse

Innerhalb der 17-monatigen Rekrutierungsphase wurden samtliche an der chirurgischen und
anasthesiologischen Intensivstation der Charité, Campus Virchow-Klinikum, behandelten
Patienten mit einer Sepsis (n = 185) auf einen Einschluss in die Studie hin Gberprift. 157 Patienten
wurden von der Teilnahme ausgeschlossen. Hauptausschlusskriterien waren bestehende
Lebererkrankungen, eine vorherige Chemotherapie, ein Zustand nach Lebertransplantation, eine
tagliche Kortison-Einnahme von mehr als 5 mg, eine Ablehnung der Teilnahme an der Studie und
ein nicht exakt definierbarer Zeitpunkt des Beginns der Sepsis. Somit konnten 28 Patienten in die
Studie aufgenommen werden.

Die haufigsten Atiologien der Sepsis waren eine sekundire Peritonitis (n = 15) und eine
Pneumonie (n = 9). Zwei Patienten hatten eine Bypass-Prothesen-Infektion. Ein Patient hatte eine
Portinfektion und ein Patient ein Unterschenkel-Gangran. Laut der im Jahr 2016 verdffentlichten
neuen Sepsis-Definition hatten 17 Patienten einen septischen Schock und elf Patienten eine Sepsis.
Das Alter der Patienten betrug 67 + 10 Jahre. Insgesamt wurden 20 ménnliche und acht weibliche
Patienten eingeschlossen. Die SIRS-Gruppe bestand aus finf méannlichen Patienten. Das Alter
dieser Patienten betrug 64 + 4,7 Jahre.

Die mittlere Aufenthaltsdauer der Sepsis-Gruppe auf der Intensivstation betrug 27 + 26 Tage. Die
mittlere Aufenthaltsdauer im Krankenhaus betrug 38 + 30 Tage. Sechs Patienten starben innerhalb
von sieben bis 106 Tagen nach Einschluss in die Studie an den Folgen der Sepsis. Die
uberlebenden Patienten wurden innerhalb von neun bis 102 Tagen entlassen.

Die mittlere Aufenthaltsdauer der SIRS-Gruppe auf der Intensivstation betrug 2 + 2 Tage. Die
mittlere Aufenthaltsdauer im Krankhaus betrug 10 £ 4 Tage. Alle Patienten dieser Gruppe
uberlebten. Tabelle 5 zeigt die Charakteristika der Sepsis- und SIRS-Gruppe am Tag der

Aufnahme.
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Sepsis-Gruppe (n =28) SIRS-Gruppe (n=5) P

Geschlecht (m/w) 20/8 5/- n.s
Alter (Jahre) 67 £ 10# 64 £4,7 n.s
Septischer Fokus

Abdomen 15 - -

Lunge 9 - -

Sonstige 4 - -
Schweregerad [26]

Sepsis 2 - -

Schwere Sepsis 2 - -

Septischer Schock 24 - -
APACHE-I11-Score 26 +11# 13+3,6 <0,027
SOFA 9+5s 2+18 <0,013
SAPS-II 52 + 19 25%3 <0,014
PCT [ng/ml] 23+ 26 0,3+0,3 <0,001
CRP [mg/l] 162 + 844 75+ 48 <0,021
Leukozyten [Anzahl/nl] 15+ 14 11+£2 n.s
Bilirubin [mg/dl] 1+1 0,58 £ 0,27 n.s.
INR 15+0,3 1,2+0,1 <0,023
LOS-ICU [Tage] 27 £ 26 2+2 <0,001
LOS-Hospital [Tage] 38 + 30 104 <0,01
Mortalitat n (%) 6 (21) 0 (0) n.s.

Tabelle 5. Basis-Charakteristika der Sepsis- und SIRS-Gruppe: Die Daten sind, soweit in der
Tabelle nicht anders bezeichnet, als MW + SD angegeben. LOS-ICU, Aufenthaltsdauer auf der

Intensivstation; LOS-Hospital, Aufenthaltsdauer im Krankenhaus; # Normalverteilung liegt vor;

n. s., nicht signifikant.
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LiIMAX

92 % der septischen Patienten (n = 26) entwickelten an mindestens einem Tag eine hepatische
Dysfunktion. Die Patienten der Sepsis-Gruppe hatten am Tag O einen mittleren LIMAX von
208 * 130 pg/kg/h. Dieser Wert fiel bis zum Tag 2 auf 165 + 93 pg/kg/h ab und stieg am Tag 5
auf 290 £ 190 pg/kg/h an. Am Tag 10 lag der LIMAX mit 357 £ 179ug/kg/h im Normbereich
(>315 pg/kg/h). Auch die SIRS-Gruppe hatte initial mit 302 + 115 pg/kg/h eine geringfligig
verminderte Leberfunktion. Diese erholte sich bis Tag 2 auf 311 + 72 pg/kg/h und lag am Tag 5
mit 355 + 0 pug/kg/h im Normbereich. Der Unterschied zur Sepsis-Gruppe war am Tag 2 (p <0,011)
signifikant (Abbildung 2A).

CT-proET-1

Die Patienten der Sepsis-Gruppe hatten am Tag O eine mittlere Serumkonzentration von CT-
proET-1von 247 + 143 pmol/l. Am Tag 2 lag die mittlere Serumkonzentration bei 233 + 144pmol/I
und am Tag 5 bei 167 + 90 pmol/l. Am Tag 10 fiel die mittlere Serumkonzentration auf
143 + 86 pmol/l ab. Die SIRS-Gruppe zeigte zu allen Messzeitpunkten Werte im Normbereich.
Diese lagen am Tag O bei 70 + 32 pmol/l, am Tag 2 bei 70 = 30 pmol/l und am Tag 5 bei
66 + 30 pmol/l. Signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen gab es an Tag 0 (p <0,001),
Tag 2 (p <0,002) und Tag 5 (p <0,024) (Abbildung 2B).

TNF-a

Die Serumkonzentration von TNF-a. in der Sepsis-Gruppe lag am Tag 0 bei 11 =5 pg/ml, am Tag
2 bei 8+ 5 pg/ml, am Tag 5 bei 6 + 3 pg/ml und am Tag 10 bei 6 £ 5 pg/ml. Die Serumkonzentration
in der SIRS-Gruppe lag am Tag 0 bei 2 + 2 pg/ml, am Tag 2 bei 2 £ 2 pg/ml und am Tag 5 bei
3+2pg/ml und war an allen Messtagen im physiologischen Bereich. Signifikante Unterschiede
zwischen beiden Gruppen gab es an Tag 0 (p <0,001) und Tag 2 (p <0,004) (Abbildung 2C).

IL-6

Die Serumkonzentration von IL-6 lag in der Sepsis-Gruppe am Tag 0 bei 362 + 144 pg/ml, am
Tag 2 bei 218 + 165 pg/ml, am Tag 5 bei 135 + 142 pg/ml und am Tag 10 bei 118 + 135 pg/ml. In
der SIRS-Gruppe wurde am Tag 0 eine Serumkonzentration von 130 + 160 pg/ml, am Tag 2 von
31 £ 28 pg/ml und am Tag 5 von 61 + 83 pg/ml gemessen. Signifikante Unterschiede zwischen
beiden Gruppen gab es an Tag 0 (p <0,004) und Tag 2 (p <0,004) (Abbildung 2D).

Tabelle 6 zeigt die Verldufe des LiIMAX-Tests und der Zytokine in beiden Gruppen.
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Zeit [Tag] Sepsis SIRS P
LiMAX 0 208 £ 130 302 + 1154 n.s.
[mg/kg/h] 2 165 + 93 311 +72# <0,011
5 290 £ 190 355 n.s
10 357 + 179 -
CT-proET-1 0 247 £ 143 70 £ 32# <0,001
[pmol/1] 2 233+ 144 70+ 30 <0,002
5 167 £ 90 66 + 30# <0,024
10 143 + 86 -
TNF-a, 0 11+5 2+2 <0,001
[pg/mi] 2 85 2+2 <0,004
5 +3 3+ 2 n.s.
10 6+5 -
IL-6 0 362 + 144 130 + 160 <0,004
[pg/ml] 2 218 £ 165 31 + 28« <0,004
5 135+ 142 61 +83 n.s
10 118 £ 135 -

Tabelle 6. Verlauf des LiIMAX-Tests und der Serumkonzentration von CT-proET-1, TNF-a und

IL-6 in der Sepsis- und SIRS-Gruppe: Angegeben sind MW + SD; #, Normalverteilung liegt vor;

n. s., nicht signifikant.
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Abbildung 2. Verlauf von LIMAX, CT-proET-1, TNF-a und IL-6 in der Sepsis- und SIRS-Gruppe:
(A) LIMAX, (B) CT-proET-1, (C) TNF-a, (D) IL-6. Boxplots mit Angabe der Mediane. Whisker
sind auf das 1,5-Fache des Interquartilsabstands (IQA) beschrankt. WeiRe Box: Sepsis-Gruppe,
schraffierte Box: SIRS-Gruppe, weille bzw. schraffierte Kreise: milde Ausreifer (1,5 bis 3-Fache

des IQA), Dreiecke: extreme Ausreiller (>3-Fache des IQA), gestrichelte Linie: Normbereich.
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TNF-0 und IL-6

CT-proET-1

Am Tag 0 lag der Korrelationskoeffizient bei -0,04, am Tag 2 bei -0,44, am Tag 5 bei -0,44 und
am Tag 10 bei -0,50. Die Korrelationen waren an den Tagen 2 (p <0,019), 5 (p <0,019) und 10
(p <0,013) signifikant (Abbildung 3).

TNF-a

Am Tag 0 lag der Korrelationskoeffizient bei -0,23, am Tag 2 bei -0,53, am Tag 5 bei -0,35 und
am Tag 10 bei -0,46. Die Korrelationen waren an den Tagen 2 (p <0,004) und 10 (p <0,028)
signifikant (Abbildung 4).

IL-6

Am Tag 0 lag der Korrelationskoeffizient bei -0,34, am Tag 2 bei -0,61, am Tag 5 bei -0,55 und
am Tag 10 bei -0,67. Die Korrelationen waren an den Tagen 2 (p <0,001), 5 (p <0,004) und 10
(p <0,001) signifikant (Abbildung 5).
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Abbildung 3. Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen CT-proET-1 und

LiIMAX-Test in der Sepsis-Gruppe an Tag 0, Tag 2, Tag 5 und Tag 10. r, Spearman-

Korrelationskoeffizient; n. s., nicht signifikant.
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Abbildung 4. Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen TNF-o und LiMAx-Test
in der Sepsis-Gruppe an Tag 0, Tag 2, Tag 5 und Tag 10. r, Spearman-Korrelationskoeffizient;

n. s., nicht signifikant.
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Abbildung 5. Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen IL-6 und LiIMAX-Test in

der Sepsis-Gruppe an Tag 0, Tag 2, Tag 5 und Tag 10. r, Spearman-Korrelationskoeffizient; n. s.,

nicht signifikant.



Von den 28 Patienten der Sepsis-Gruppe hatten elf Patienten (40 %) an mindestens einem Tag
einen LIMAX von <100 pg/kg/h (Gruppe LiMAx <100). 17 Patienten (60%) hatten an jedem
Messtag einen LiMAx von >100 pg/kg/h (Gruppe LiMAx >100).

CT-proET-1

Die Serumkonzentration von CT-proET-1 lag bei Patienten der Gruppe LiMAx >100 an Tag 0 bei
239 = 96 pmol/l, an Tag 2 bei 213 + 137 pmol/l, an Tag 5 bei 139 + 91 pmol/l und an Tag 10 bei
116 + 60 pmol/l. Bei Patienten der Gruppe LIMAXx <100 lag die Serumkonzentration von
CT-proET-1 an Tag 0 bei 259 + 199 pmol/l, an Tag 2 bei 264 + 156 pmol/l, an Tag 5 bei
210 £ 75 pmol/l und an Tag 10 bei 188 + 106 pmol/l. Der Unterschied zwischen den beiden
Gruppen war an den Tagen 5 (p <0,011) und 10 (p <0,021) signifikant (Abbildung 6A).

TNF-a

Die Serumkonzentration von TNF-a lag bei Patienten der Gruppe LiMAx >100 an Tag 0 bei 10 +
6 pg/ml, an Tag 2 bei 6 = 4 pg/ml, an Tag 5 bei 5 + 3 pg/ml und an Tag 10 bei 5 + 4 pg/ml. Bei
Patienten der Gruppe LiMAX <100 lag die Serumkonzentration von TNF-o an Tag O bei
13 + 5 pg/ml, an Tag 2 bei 10 + 5 pg/ml, an Tag 5 bei 6 £ 3 pg/ml und an Tag 10 bei 8 + 5 pg/ml.
Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen war am Tag 10 (p <0,005) signifikant (Abbildung
6B).

IL-6

Die Serumkonzentration von IL-6 lag bei Patienten der Gruppe LiMAx >100 an Tag O bei
332 + 153 pg/ml, an Tag 2 bei 194 + 170 pg/ml, an Tag 5 bei 106 + 113 pg/ml und an Tag 10 bei
62 + 61 pg/ml. Bei Patienten der Gruppe LiMAX <100 lag die Serumkonzentration von IL-6 an
Tag 0 bei 403 = 127 pg/ml, an Tag 2 bei 251 + 160 pg/ml, an Tag 5 bei 174 + 171 pg/ml und an
Tag 10 bei 188 + 171 pg/ml. Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen war zu keinem
Zeitpunkt signifikant (Abbildung 6C).

Tabelle 7 zeigt die Verldufe der Zytokine in beiden Gruppen.
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Zeit [Tag] LiMAX <100 LiMAx >100 p
CT-proET-1 0 259 + 199 239 + 96+ n.s.
[pmol/l] 2 264 + 156+ 213 £137 n.s.

5 210 + 75# 139 +91 <0,011

10 188 + 106# 116 + 60 <0,021
TNF-a 0 13 £ 5+ 0+6 n.s
[pa/mi] 10 + 5# 64 n.s

5 +3 +3 n.s

10 +5 + <0,005
IL-6 0 403 + 127 332 + 153 n.s
[pg/ml] 251 + 160« 194 + 170 n.s

5 174 £ 171 106 £ 113 n.s

10 188 £+ 171# 62 £ 61 n.s

Tabelle 7. Serumkonzentrationen von CT-proET-1, TNF-a und II-6 bei Patienten mit
LiIMAX <100ug/kg/h bzw. LiMAx >100ug/kg/h: angegeben sind MW * SD; #, Normalverteilung
liegt vor; n. s., nicht signifikant.
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Abbildung 6. Verlauf von CT-proET-1, TNF-a und IL-6 in Abhdngigkeit der hepatischen
Dysfunktion in der Sepsis-Gruppe. (A) CT-proET-1, (B) TNF-a, (C) IL-6. Boxplots mit Angabe
der Mediane. Whisker sind auf das 1,5-Fache des IQA beschrankt. Weille Box: LiMAx >100
pa/h/kg, schraffierte Box: LIMAX <100 pg/kg/h, weilde bzw. schraffierte Kreise: milde Ausreiler
(1,5 bis 3-Fache des IQA), Dreiecke: extreme Ausreilder (>3-Fache des IQA), gestrichelte Linien:

Normbereich.



Von den 28 Patienten der Sepsis-Gruppe wurde bei 20 Patienten (72 %) ein APACHE-I1I-Score
von >20 ermittelt. Acht Patienten (28 %) hatten einen Score von <20.

LiIMAX

Der LiIMAX lag bei Patienten mit einem APACHE-1I-Score >20 an Tag 0 bei 193 + 138 pg/kg/h,
an Tag 2 bei 134 + 78 pg/kg/h, an Tag 5 bei 246 + 180 pg/kg/h und an Tag 10 bei
324 £ 191 pg/kg/h. Bei Patienten mit einem APACHE-II-Score von <20 lag der LiIMAX an Tag 0
bei 222 + 107 pg/kg/h, an Tag 2 bei 227 + 96 pg/kg/h, an Tag 5 bei 400 £ 189 pg/kg/h und an Tag
10 bei 427 £ 128 pg/kg/h. Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen war an den Tagen 2
(p <0,017) und 5 (p <0,023) signifikant (Abbildung 7A).

CT-proET-1

Die Serumkonzentration von CT-proET-1 lag bei Patienten mit einem APACHE-II-Score >20 an
Tag 0 bei 256 £ 160 pmol/l, an Tag 2 bei 254 + 158 pmol/l, an Tag 5 bei 190 = 96 pmol/l und an
Tag 10 bei 150 + 75 pmol/l. Bei Patienten mit einem APACHE-II-Score von <20 lag die
Serumkonzentration von CT-proET-1 an Tag 0 bei 203 £ 75 pmol/l, an Tag 2 bei 180 = 107 pmol/I,
an Tag 5 bei 104 + 36 pmol/l und an Tag 10 bei 126 + 114 pmol/l. Der Unterschied zwischen den
beiden Gruppen war an Tag 5 (p <0,01) signifikant (Abbildung 7B).

TNF-a

Die Serumkonzentration von TNF-a lag bei Patienten mit einem APACHE-II-Score >20 an Tag 0
bei 12 + 5 pg/ml, an Tag 2 bei 9 £5 pg/ml, an Tag 5 bei 6 £ 3 pg/ml und an Tag 10 bei 7 + 5 pg/ml.
Bei Patienten mit einem APACHE-II-Score von <20 lag die Serumkonzentration von TNF-a an
Tag 0 bei 8 £ 3 pg/ml, an Tag 2 bei 5 + 1 pg/ml, an Tag 5 bei 4 £ 1 pg/ml und an Tag 10 bei 3 £
1 pg/ml. Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen war an Tag 0 (p <0,035), an Tag 2
(p <0,015), an Tag 5 (p <0,01) sowie an Tag 10 (p <0.009) signifikant (Abbildung 7C).

IL-6

Die Serumkonzentration von IL-6 lag bei Patienten mit einem APACHE-II-Score >20 an Tag 0
bei 380 £ 138 pg/ml, an Tag 2 bei 243 + 165 pg/ml, an Tag 5 bei 173 + 154 pg/ml und an Tag 10
bei 140 = 144 pg/ml. Bei Patienten mit einem APACHE-II-Score von <20 lag die
Serumkonzentration von IL-6 an Tag 0 bei 321 + 159 pg/ml, an Tag 2 bei 161 + 160 pg/ml, an
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Tag 5 bei 47 =42 pg/ml und an Tag 10 bei 70 £ 106 pg/ml. Der Unterschied zwischen den beiden
Gruppen war an Tag 5 (p <0,011) signifikant (Abbildung 7D).

Tabelle 8 zeigt die Verlaufe des LIMAX-Tests und der Zytokine in beiden Gruppen.

Zeit [Tag] APACHE >20 APACHE<20 P
LiMAX 0 193 £ 138 222 +107% n.s.
[mna/kg/h] 2 134 +78 227 + 96# <0,017

5 246 + 180 400 + 189 <0,023

10 324 £ 191« 427 + 1284 n.s.
CT-proET-1 0 256 + 160 203 £ 754 n.s
[pmol/l] 2 254 + 158 180 + 107 n.s

5 190 + 96# 104 £+ 36 <0,01

10 150+ 75 126 + 114 n.s.
TNF-a 0 12 + 54 8+3 <0,035
[pg/ml] 2 9+5 S5+ 1 <0,015

5 6+3 4+ 14 <0,01

10 7+5 3+x1 <0.009
IL-6 0 380 + 138 321 + 159+ n.s.
[pg/ml] 2 243 £ 165 161 + 160 n.s.

) 173 £ 154 47 £ 424 <0,011

10 140 + 144 70 + 106 n.s.

Tabelle 8. LIMAX-Test, CT-proET-1, TNF- o und IL-6 in Abhangigkeit des Schweregrades der

Sepsis: Angegeben sind MW = SD; #, Normalverteilung liegt vor; n. s., nicht signifikant.
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Abbildung 7. Verlauf von LiMAX, CT-proET-1, TNF-a und IL-6 in Abhéngigkeit des
Schweregrades der Sepsis, definiert durch den APACHE-I1I-score. (A) LIMAX, (B) CT-proET-1,
(C) TNF-q, (D) IL-6. Boxplots mit Angabe der Mediane. Whisker sind auf das 1,5-Fache des IQA
beschrankt. WeiRe Box: APACHE-II-score <20, schraffierte Box: APACHE-II-score >20, weille
bzw. schraffierte Kreise: milde AusreiRer (1,5 bis 3-Fache des IQA), Dreiecke: extreme Ausreiller

(>3-Fache des IQA), gestrichelte Linie: Normbereich.



Von den 28 Patienten der Sepsis-Gruppe hatten 14 Patienten (50 %) einen negativen Verlauf. Von

diesen 14 Patienten sind sechs Patienten wéhrend ihres Klinikaufenthaltes gestorben. 14 Patienten

(50 %) hatten einen positiven Verlauf.

CT-proET-1

Die Serumkonzentration von CT-proET-1 lag bei Patienten mit einem positiven Verlauf an Tag 0
bei 217 + 85 pmol/l, an Tag 2 bei 182 £ 93 pmol/l, an Tag 5 bei 115 £ 48 pmol/l und an Tag 10
bei 101 + 47 pmol/l. Bei Patienten mit einem negativen Verlauf lag die Serumkonzentration von
CT-proET-1 an Tag 0 bei 277 + 182 pmol/l, an Tag 2 bei 283 + 171 pmol/l, an Tag 5 bei
220 £ 93 pmol/l und an Tag 10 bei 186 + 97 pmol/l. Der Unterschied zwischen den beiden
Gruppen war an den Tagen 5 (p <0,002) und 10 (p <0,002) signifikant (Abbildung 8A).

TNF-a

Die Serumkonzentration von TNF-a. lag bei Patienten mit einem positiven Verlauf an Tag 0 bei 9
+5pg/ml, an Tag 2 bei 5 + 1 pg/ml, an Tag 5 bei 4 £ 1 pg/ml und an Tag 10 bei 3 £ 1 pg/ml. Bel
Patienten mit einem negativen Verlauf lag die Serumkonzentration von TNF-o an Tag 0 bei
14 £ 5 pg/ml, an Tag 2 bei 11 +£5 pg/ml, an Tag 5 bei 7 = 4 pg/ml und an Tag 10 bei 9 + 6 pg/ml.
Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen war an den Tagen 0 (p <0,021), 2 (p <0,002) und
10 (p <0,001) signifikant (Abbildung 8B).

IL-6

Die Serumkonzentration von IL-6 lag bei Patienten mit einem positiven Verlauf an Tag 0 bei
317 £ 159 pg/ml, an Tag 2 bei 157 + 151 pg/ml, an Tag 5 bei 68 + 55 pg/ml und an Tag 10 bei
44 + 37 pg/ml. Bei Patienten mit einem negativen Verlauf lag die Serumkonzentration von IL-6
an Tag 0 bei 407 £ 116 pg/ml, an Tag 2 bei 278 + 161 pg/ml, an Tag 5 bei 201 + 171 pg/ml und
an Tag 10 bei 185 + 156 pg/ml. Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen war an den Tagen
5 (p <0,02) und 10 (p <0,017) signifikant (Abbildung 8C).

Tabelle 9 zeigt die Verlaufe der Zytokine in beiden Gruppen.
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Zeit [Tag] Negativer Verlauf Positiver Verlauf P
CT-proET-1 0 277 +£182 217 + 85# n.s
[pmol/l] 2 283 + 171x# 182 £ 93 n.s

5 220 + 93 115 + 48% <0,002

10 186 + 97+ 101 £+ 47 <0,002
TNF-a 0 14 + 54 9+5 <0,021
[pg/ml] 2 11 + 5 5% 1 <0,002

5 74 4+ 1s n.s.

10 9+6 3+1s <0,001
IL-6 0 407 £ 116 317 £ 159 n. s.
[pg/ml] 2 278 £ 161# 157 £ 151 n.s.

5 201 £ 171+ 68 + 55# <0,02

10 185 + 156# 44 + 374 <0,017

Tabelle 9. Serumkonzentrationen von CT-proET-1, TNF-a und IL-6 bei Patienten mit negativem

bzw. positivem Verlauf: Angegeben sind MW + SD; # Normalverteilung liegt vor; n. s., nicht

signifikant.
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Abbildung 8. Verlauf von CT-proET-1, TNF-a und IL-6 in Abhangigkeit vom Krankheitsverlauf.
(A) CT-proET-1, (B) TNF-a, (C) IL-6. Boxplots mit Angabe der Mediane. Whisker sind auf das
1,5-Fache des IQA beschrankt. Weile Box: positiver Verlauf, schraffierte Box: negativer Verlauf,
weilRe bzw. schraffierte Kreise: milde Ausreil3er (1,5 bis 3-Fache des IQA), Dreiecke: extreme

Ausreil3er (>3-Fache des IQA), gestrichelte Linie: Normbereich.
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit ist es, den Zusammenhang zwischen den inflammatorischen Zytokinen ET-1,
TNF-0 und IL-6 und dem Ausmal} einer Leberdysfunktion bei septischen Patienten zu
untersuchen. Daflr sind die LIMAXx-Werte mit den korrespondierenden Zytokinspiegeln korreliert
worden. Ein LIMAx-Wert <100 pg/kg/h bei septischen Patienten ist ein valider Parameter fur
einen schlechten Verlauf (4). Deshalb sind die Patienten in Gruppen unterteilt und die Verlaufe
der Zytokine untersucht worden. Auch das Ausmal der Sepsis, definiert durch den APACHE-II-
Score, wird dabei beriicksichtigt, indem die Zytokinverldufe und der LiIMAX-Test bei einem
APACHE-I1-Score >20 einerseits und <20 andererseits gemessen worden sind. Zuletzt ist der
Zusammenhang zwischen dem Krankheitsverlauf und der Hohe der Zytokinspiegel untersucht
worden. Als Kontrollgruppe sind Patienten nach groRen abdominalchirurgischen Operationen
ohne Leberbeteiligung herangezogen worden, bei denen ein postoperatives SIRS hat vermutet
werden kdnnen. Im Folgenden werden die Ergebnisse der einzelnen Untersuchungen im Einzelnen
diskutiert.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass 90 % der septischen Patienten in den ersten
24 Stunden nach Sepsisbeginn eine Leberdysfunktion entwickeln. Der Nadir der Leberfunktion ist
nach 48 Stunden erreicht. Die Inzidenz der hepatischen Dysfunktion im Rahmen einer Sepsis wird
in der Literatur geringer angegeben. Ein Grund ist, dass in diesen Studien die Leberfunktion mittels
statischer (biochemischer) Laborparameter wie Bilirubin, Transaminasen, Gerinnungsparameter,
Albumin und LDH gemessen worden ist. In der vorliegenden Studie wird erstmalig bei septischen
Patienten ein dynamischer Test, der LiMAXx-Test, verwendet, welcher die maximale
Leberfunktionskapazitat zum Zeitpunkt der Durchfihrung misst (35). In einem Review von
Nesseler et al. wird die Inzidenz fir die hepatische Dysfunktion bei Sepsis je nach Studiendesign
mit 20 bis 50 % angegeben (53). In den meisten der in diesem Review analysierten Studien wird
zur Beurteilung der Leberfunktion die Hohe eines oder mehrerer der oben genannten
biochemischen Parameter untersucht. Kobashi et al. stellen in einer retrospektiven Analyse bei
58 % von 400 septischen Patienten eine Leberdysfunktion innerhalb von einem Tag nach
Aufnahme auf die Intensivstation fest (54). Als Leberdysfunktion haben die Autoren eine
Erhohung von mindestens einem der folgenden Parameter definiert: Bilirubin, AST, ALT oder
GGT.

Es ist bekannt, dass die statischen Leberfunktionstests die aktuelle Leberfunktion nicht

ausreichend genau darstellen kénnen. So befinden sich beispielsweise die statischen Parameter im



49

frihen Zirrhose-Stadium Child-Turcotte-Pugh A typischerweise im Normbereich (25). Die
Transaminasen ALT und AST konnen zwar bei der Unterscheidung zwischen chronischem und
akutem Leberschaden nutzlich sein, sie korrelieren jedoch nicht mit dem Ausmal} des
Leberschadens. Eine Normalisierung der Aktivitdt von ALT und AST im Serum kann ein Hinweis
sowohl auf eine Leberzellregeneration als auch auf eine Leberzellnekrose sein (55). Brun-Buisson
et al. haben durch die Berechnung des SOFA-Scores bei 541 septischen Patienten eine Inzidenz
von 46 % beziglich einer hepatischen Dysfunktion (Leber-Score >0) festgestellt (56). Fur die
Beurteilung der Leberfunktion innerhalb des SOFA-Scores wird nur das Serum-Bilirubin
verwendet (44). Das flhrt zu einer Ungenauigkeit, weil nicht jede Schadigung der Leber zwingend
mit einer Erhéhung des Serum-Bilirubins einhergehen muss (25). Des Weiteren &ndert sich die
Hohe des Bilirubins je nach Ausmald der Leberschadigung mit einer zeitlichen Latenz von
mehreren Stunden bis mehreren Tagen, wodurch die Bestimmung der aktuellen Leberfunktion
zusétzlich erschwert wird (35). Dies kann dazu fuhren, dass die tatsdchliche Anzahl der septischen
Patienten mit einer Leberdysfunktion nicht detektiert und eine falsche niedrige Inzidenz errechnet
wird. Lock et al. haben den LiMAXx-Test mit dem ICG-Test sowie anderen Klinischen
Laborparametern wie AST, ALT, Bilirubin, Ammoniak, Albumin, PTZ, INR hinsichtlich seiner
diagnostischen und prognostischen  Aussagekraft bei der Messung der initialen
Transplantatfunktion bei Patienten nach einer Lebertransplantation (57) verglichen. Der LIMAX-
Test zeigt sich im Gegensatz zu anderen Testverfahren dabei als ein verlasslicher und genauer Test
zur ldentifizierung der Patienten mit einer eingeschrankten Transplantatfunktion. In der
vorliegenden Studie hat sich der LiIMAX-Test ebenfalls als eine verlassliche Methode gezeigt, um
eine frihzeitige Leberdysfunktion bei septischen Patienten zu detektieren und zu quantifizieren.
Erstmals wird gezeigt, dass der Anteil der septischen Patienten, die eine frihe Funktionsstérung
der Leber erleiden, hoher sein kann als bis jetzt bekannt. Dies verdeutlicht einerseits die
Anfalligkeit der Leber fir eine Sepsis, andererseits bedeutet es, dass der Einsatz des LiIMAX-Tests
bei der rechtzeitigen Erkennung dieser Krankheit hilfreich sein kdnnte. Sepsis ist grundsétzlich
ein Notfall und bedarf schnellstmdglich einer Einleitung der addquaten Therapie (58). Bei jeder
akuten Organdysfunktion ist eine Sepsis als Differentialdiagnose in Betracht zu ziehen. Obwohl
laut der aktuellen Sepsis-Definition Bilirubin im Rahmen der Berechnung des SOFA-Scores als
einziger Leberfunktionsparameter vorgeschlagen wird, konnte der LIMAX-Test bereits zu einem

friheren Zeitpunkt einen wichtigen Hinweis auf eine beginnende Sepsis geben.

Die Serum-Spiegel von CT-proET-1, TNF-a und IL-6 ist in der Sepsis-Gruppe initial deutlich

erhéht gewesen und im Laufe der darauffolgenden Tage kontinuierlich abgefallen. Die Werte sind
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jedoch bis Tag 10 weiterhin oberhalb des Normbereichs geblieben. Es existieren verschiedene
Studien, in denen ebenfalls erhohte Spiegel dieser Zytokine bei Sepsis beschrieben werden (10,
20, 59-61). So haben Schuetz et al. im Rahmen einer klinisch-prospektiven Studie gezeigt, dass es
innerhalb von 24 Stunden nach Beginn der Sepsis zu einer signifikanten Erh6hung von ET-1
kommt (20). Ein dhnliches Ergebnis haben Wang et al. im Rahmen einer experimentellen Studie
mit septischen Ratten gezeigt. Sie haben beobachtet, dass es bereits eine Stunde nach Induktion
einer Peritonitis zu einer vermehrten Genexpression von TNF-o und IL-6 mit konsekutiver
Spiegelerhéhung im Serum kommt (10).

Um die hohen Serum-Spiegel dieser Zytokine zu erklaren, muss auf die besondere Rolle der Leber
bei der Beseitigung von Krankheitserregern und deren Bestandteilen hingewiesen werden.

Die Leber beherbergt einen Groliteil der Makrophagen. Diese machen etwa 80 % des gesamten
retikuloendothelialen Systems des Korpers aus (62). Zusammen mit den Hepatozyten sind die
leberspezifischen Makrophagen, die Kupferzellen, fur die Beseitigung eines Grofteils der
Bakterien und ihrer Bestandteile aus dem systemischen Kreislauf verantwortlich (53). Injiziert
man Bakterien intravends in Ratten, so werden innerhalb weniger Minuten tber 60 % der
Bakterien in den Kupferzellen wiedergefunden (63). Durch die Phagozytose der Bakterien bzw.
ihrer Bestandteile wie der Lipopolysaccharide (LPS) kommt es Giber den Weg mehrerer komplexer
Mechanismen zur Aktivierung dieser Zellen. Das fihrt zur erhdhten Genexpression und
Produktion einer groflen Anzahl von Mediatoren wie der proinflammatorischen Zytokine,
Stickstoffmonoxid, reaktiven Sauerstoffprodukten sowie Eicosanoiden. Diese sind fir eine
angemessene Immunreaktion und Verteidigung des Organismus gegenuber Krankheitserregern
unerlasslich (53). Zu den proinflammatorischen Zytokinen gehéren TNF-o und IL-6. Uber die
Aktivierung der Kupferzellen und sinusoidalen Endothelzellen kommt es ebenfalls zu einer
enormen Freisetzung von ET-1 (64). Obwohl die Kupferzellen und die Hepatozyten im gesunden
Menschen regelmaRig bakteriellen Bestandteilen aus den Portalgefalen ausgesetzt sind, ist die
Expression der Gene der proinflammatorischen Zytokine in diesen Zellen kaum nachweisbar. Eine
Uberflutung dieser Zellen mit Endotoxinen fiihrt jedoch zu einer hochgradigen Expression der
genannten Gene und zur Freisetzung ihrer Produkte (65).

In der vorliegenden Studie kann ein kontinuierlicher Abfall von CT-proET-1, TNF-a und IL-6 im
Verlauf beobachtet werden. Das kann sowohl auf eine erfolgreiche Therapie der Sepsis
zurlickgefiihrt werden als auch auf die im Verlauf der Sepsis stattfindende korpereigene
Immunsuppression. Ziel des Letztgenannten ist es, die Balance zwischen der pro- und
antiinflammatorischen immunologischen Reaktion wiederherzustellen. In Studien mit Injektion

von Endotoxinen in Menschen ist es etwa zwei Stunden nach dem Anstieg der Serumspiegel



51

proinflammatorischer Zytokine zu einem reaktiven Anstieg des antiinflammatorischen
Interleukin-10 (IL-10) (65) gekommen. Neben IL-10 kommt es auerdem zu einer vermehrten
Ausschuttung weiterer antiinflammatorischer Mediatoren wie Interleukin-4, Interleukin-13,
Transforming-Growth-Factor-, Glucocorticoide und Prostaglandin-E2. Der Anstieg der
antiinflammatorisch wirkenden Substanzen fiihrt in der Folge zu einer verminderten Freisetzung
proinflammatorischer Mediatoren und letztlich zu ihrer Neutralisation durch l6sliche Rezeptoren
(65). Eine zu starke antiinflammatorische Gegenregulierung des Korpers kann jedoch auch zu
einer vollstandigen Immunparalyse fuhren, die eine erfolgreiche antimikrobielle Therapie
erheblich erschweren kann. Der kontinuierliche Abfall von CT-proET-1, TNF-a und IL-6 in dieser
Studie steht im Einklang mit bereits verdffentlichten Daten und kdnnte in Zukunft zur Etablierung
von Methoden beitragen, mit deren Hilfe eine bessere Uberwachung des Fortschreitens dieser
Erkrankung und des Erfolgs der durchgefiihrten Behandlung ermdglicht werden kann.

Hinsichtlich des Verlaufs der Serumspiegel der Zytokine und der Leberfunktion zeigt sich in der
vorliegenden Studie eine deutliche Verzogerung des Abfalls der Zytokine verglichen mit dem
LiMAXx-Test. Nachdem sich die Leberfunktion bis zu Tag 10 weitestgehend normalisiert hat,
liegen die Spiegel der Zytokine noch oberhalb des Normbereichs. Daraus kdnnte geschlossen
werden, dass insbesondere eine massive Erhéhung der proinflammatorischen Zytokine zu einer
Leberdysfunktion flhrt. Auf diese Zusammenhénge wird in den Kapiteln 4.2. und 4.3. im Detail

eingegangen.

Um den Einfluss der Sepsis besser darstellen zu kdnnen, sind als Kontrollgruppe Patienten, die
nach ausgedehnten chirurgischen Eingriffen im oberen Gastrointestinaltrakt ein SIRS entwickelt
haben, untersucht worden. SIRS ist eine immunologische Reaktion des Korpers auf einen duReren
oder inneren Reiz. Sie ist grundsatzlich vergleichbar mit der Reaktion des Korpers bei einer Sepsis.
Der entscheidende Unterschied ist, dass die Ursache nicht eine Infektion ist, sondern wie im
vorliegenden Fall eine ausgedehnte abdominelle Operation. Interessanterweise zeigt der
LiMAX-Test bei den SIRS-Patienten nur an Tag 2 einen geringfugigen Abfall unterhalb des
Normbereiches. An Tag 5 liegt der LiMAX wieder im Normbereich. Diese Ergebnisse stehen im
Einklang mit der prospektiven Studie von Wiezer et al. Die Autoren haben bei Patienten nach einer
grolRen abdominellen Operation keinen Hinweis auf eine Leberzellschédigung festgestellt (66).
Auch die Serumspiegel von CT-proET-1 und TNF-a lagen in der vorliegenden Studie bei den
SIRS-Patienten an allen Messtagen im Mittel im Normbereich. Dies unterstreicht wiederum die
Annahme, dass das Ausmal} der Leberdysfunktion mit der Hohe der proinflammatorischen

Zytokine korreliert. Diese Zusammenhénge sind schon in anderen Untersuchungen hergestellt
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worden (67). Die Autoren, die eine Erhéhung von CT-proET-1 nach groRen Operationen
festgestellt haben, fiihren dies auf eine Verletzung groRerer GeféRen zuriick (68). TNF-a ist in
verschiedenen Studien untersucht worden. Bei Patienten mit einem Trauma ist darin keine
signifikante Erhdhung beobachtet worden (69).

IL-6 ist in der vorliegenden Studie als einziges Zytokin auch bei SIRS-Patienten erhoht. Friihere
Studien haben bereits einen Zusammenhang zwischen IL-6 und den SIRS-Scores bei Patienten
nach ausgedehnten Operationen feststellen kénnen. IL-6 ist postoperativ regelmélRig erhéht
gewesen und hat mit dem Ausmal} des operativen Eingriffs korreliert (70, 71). Giannoudis et al.
schlielen daraus, dass IL-6 einen Marker fur die Gewebsverletzung darstellen kénnte (70). Auch
bei polytraumatisierten Patienten sind erhohte IL-6-Spiegel nachgewiesen worden. Die Hohe der
Spiegel hat mit dem AusmaR der Verletzung korreliert (69). Die erhéhten IL-6-Serumspiegel
konnten auf die bidirektionalen Funktionen von IL-6 zurtickgefuhrt werden. IL-6 hat einerseits
potente proinflammatorische Eigenschaften, die als wichtiger Teil der Immunkaskade zur
Aktivierung des Immunsystems fiihren, und anderseits auch antiinflammatorisch-regeneratives
Potenzial, das zu einer Einddmmung der Immunantwort und Regeneration des verletzten Gewebes
beitragen kann (12). IL-6 kann demnach unabhéngig von einer bakteriellen Infektion bei
verschiedenen Formen einer Gewebsverletzung erhoht sein. In der vorliegenden Studie ist die
Konzentration von IL-6 in der SIRS-Gruppe tber den Normbereich hinaus erhéht. Dennoch liegt

sie signifikant unterhalb der Konzentrationen in der Sepsis-Gruppe.

Eine der grofiten Herausforderungen im Umgang mit septischen Patienten ist die friihzeitige
Erkennung einer Infektion. Eine solche Erkenntnis hat maflgeblichen Einfluss auf die
Entscheidung im klinischen Alltag hinsichtlich eines rechtzeitigen Beginns der antibiotischen
Therapie sowie der intensivmedizinischen MaRnahmen wie hdmodynamischer Uberwachung,
Flussigkeitssubstitution und Einsatz von Vasopressoren. Der spéte oder unzureichende Einsatz
dieser MaRnahmen durch z. B. verspatetes Erkennen eines lebensbedrohlichen Zustands hat einen
betrachtlichen Einfluss auf die Uberlebensrate der Patienten (58). Die hohe Mortalitit und der
hohe Anteil der Funktionsstérung unterschiedlicher Organe in der Sepsis verdeutlichen, wie
wichtig es ist, unser Wissens Uber die einzelnen Prozesse dieser Krankheit zu erweitern. Die in
dieser Studie gewonnenen Erkenntnisse Uber die Konzentration der drei Zytokine stehen im
Einklang mit den bereits veroffentlichten klinischen Studien und kdnnten zur Erweiterung unseres
Verstandnisses tber die Immunantwort wahrend der Sepsis beitragen (72-74). Wéhrend einige
Autoren die Hohe der Zytokine lediglich zu einem bestimmten Zeitpunkt wahrend der Sepsis

beschreiben, wird in dieser Studie der Verlauf der Zytokine iber mehrere Tage hinweg untersucht,
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was signifikant hinsichtlich der hepatischen Funktion, des Verlaufs der Krankheit und letztendlich
der Prognose des Patienten ist. Diese Erkenntnisse kdnnen dazu beitragen, im Rahmen weiterer
Studien Marker zu identifizieren, mit denen eine Sepsis verlasslicher und vor allem friher
identifiziert werden kann. Dass sich die Medizin in Zukunft in Richtung einer markerorientierten
Diagnose bewegen konnte, legen zudem die noch unverdffentlichten Daten von Grueb et al. nahe:
Die Autoren haben festgestellt, dass Sepsis ab einer bestimmten Hohe von IL-6 bereits vor Beginn
der Symptome vorhergesagt werden kann (United States Patent: US 20160305957). Dolin et al.
sehen das ebenfalls so: Sie schlagen eine Kombination aus IL-6, STREM-1 (einem loslichen
Rezeptor auf der Zellmembran der myeloischen Zellen) und PCT als potenzielle Biomarker zur
frihzeitigen Erkennung einer Sepsis vor (75).

Septische Patienten zu identifizieren, schlie3t ihre korrekte Unterscheidung von SIRS-Patienten
ohne Infektion mit ein. Hierdurch kdnnen im klinischen Alltag u. a. der ungerechtfertigte Einsatz
von Antibiotika und die damit einhergehende zusétzliche Belastung fir die Patienten reduziert, die
Entwicklung von Resistenzen vermieden sowie Ressourcen geschont werden. Obwohl in der
vorliegenden Studie lediglich funf Patienten der SIRS-Gruppe angehoért haben, stehen die
Ergebnisse im Einklang mit anderen Studien und verdeutlichen den wichtigen Unterschied

zwischen der Dynamik der untersuchten Zytokine bei Sepsis- und SIRS-Patienten.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass bei septischen Patienten eine negative Korrelation zwischen

den in dieser Studie untersuchten Zytokinen und der Leberfunktion besteht. Hohe Konzentrationen
von CT-proET-1, TNF-a oder IL-6 sind mit niedrigen LiMAX-Werten, also einer eingeschrankten
Leberfunktion, assoziiert.

ET-1 gehort zu den potentesten VVasokonstriktoren und wird hauptséchlich von den Endothelzellen
freigesetzt (19). Andere Zellen wie Makrophagen, glatte Muskelzellen und Neuronen sind
ebenfalls an der Produktion und Freisetzung dieses Peptids beteiligt. Unter physiologischen
Bedingungen wird ET-1 streng reguliert und je nach Bedarf kontinuierlich in bestimmten Mengen
freigesetzt. Es nimmt an der Regulierung des Gefél3tonus im Korper teil und spielt eine wichtige
Rolle flr den sinusoidalen Blutfluss in der Leber (19, 64, 76, 77). ET-1 entfaltet seine Wirkung in
der Leber sowohl im prasinusoidalen Bereich, indem es zu einem erhéhten Widerstand in den
Portalgefalien flhrt, als auch intrasinusoidal, wo es durch die hepatischen Ito-Zellen zu einer
Kontraktion dieser Gefale kommt (78).
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In den ersten Stunden nach Beginn der Sepsis kommt es durch die Aktivierung der Kupferzellen,
Migration der Granulozyten und der T-Zellen sowie durch die Freisetzung groRer Mengen
Zytokine zu einer starken Stimulierung der ET-1-Freisetzung. Durch die in diesem
Zusammenhang entstehenden Sauerstoffradikale kommt es zu einer Schadigung der
Endothelzellen (76). Diese Schadigung fluhrt zu einer zusatzlichen und unkontrollierten
Freisetzung von ET-1.

Die Ergebnisse verschiedener Studien deuten darauf hin, dass ET-1 eine wichtige Rolle bei der
Entwicklung einer hepatozelluldaren Schadigung spielt (19, 59, 77). Bauer et al. haben im
Tierversuch durch intraportale Injektion verschiedener Konzentrationen von ET-1 in die Leber
beobachtet, dass bereits geringe Mengen ET-1 (0,5 pmol/ 100 g/min) zu einer Einschrankung der
hepatischen  Mikrozirkulation filhren. Hohere Dosen verschlechtern die hepatische
Mikrozirkulation zunehmend und fiihren zuséatzlich zu einer Einschrankung der Gallensekretion
(19). Baveja et al. zeigen eine Hypersensibilisierung der hepatischen Mikrozirkulation gegentber
ET-1 bei septischen Ratten auf. Im Vergleich zur Kontrollgruppe wird bei septischen Ratten nach
Injektion von ET-1 eine signifikant hohere Kontraktion der Sinusoidalgefalle und eine erhohte
Aktivitat von ALT im Serum gemessen (21). Die erhohte ALT-Konzentration kann ein Hinweis
auf eine hepatozelluldre Schadigung durch die Minderdurchblutung sein. Die Autoren postulieren,
dass im Rahmen einer Sepsis eine starkere Reaktion auf ET-1 stattfindet als unter physiologischen
Bedingungen.

Neben der starken Vasokonstriktion und der damit einhergehenden hypoxischen Schadigung der
Leberzellen verstarkt ET-1 durch weitere Faktoren zusétzlich eine hepatische Dysfunktion
wéhrend der Sepsis. ET-1 triggert eine inflammatorische Antwort, die zu einer erhohten
Expression proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a, Interleukin-1 (IL-1) und IL-6 flhrt.
Daneben wird die Expression von Adhédsionsmolekilen auf Endothelzellen erhéht und die
Einwanderung neutrophiler Granulozyten ins Gewebe stimuliert. Zusammen fuhrt dies zu einer
weiteren Schédigung hepatischer Endothelzellen. Daneben kommt es zusatzlich zu einer
vermehrten Freisetzung reaktiver Sauerstoffradikaler, was (ber eine Schadigung zellularer
Strukturen zu einer Verstarkung der Organdysfunktion beitragt (64, 68, 76, 77).

TNF-a ist eines der potentesten proinflammatorischen Zytokine. Es ist als wichtiger Mediator des
Immunsystems flr den Schutz des Kdrpers gegentiber Krankheitserregern und fiir die Regulierung
der Immunreaktion von grof3er Bedeutung (8). In den vergangenen Jahrzehnten sind verschiedene
Studien publiziert worden, die eine mdgliche schadigende Wirkung von hohen Konzentrationen
dieses Zytokins auf die Leber beschreiben. Wang et al. haben mittels des ICG-Tests die Wirkung

unterschiedlicher Dosen von TNF-a auf die Leberfunktion von gesunden Ratten untersucht (11).
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Die intravendse Injektion von 0,05 mg/kg fiihrte dabei noch zu keinerlei Anderung in der
gemessenen Leberfunktion. Die Erhdhung der Dosis um den Faktor 5 flihrte hingegen bereits nach
einer Stunde zu einer deutlichen Einschrankung der Leberfunktion. Dieses Modell hat spater auch
auf die Sepsis Ubertragen werden konnen. 90 Minuten nach Induktion der Sepsis kann im
Tierversuch eine Erhéhung von TNF-a und IL-6 sowie eine Verschlechterung der Leberfunktion
beobachtet werden. Zu einer systemischen hdmodynamischen Veranderung kommt es nach 120
Minuten (10). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die friihe hepatozellulére Schadigung nicht
nur auf eine Storung der Mikrozirkulation und Organperfusion zuruckgefihrt werden kann,
sondern moglicherweise auch auf einer direkten Schadigung durch Freisetzung grolRer Mengen
proinflammatorischer Zytokine wie dem TNF-a beruhen konnte.

Andere Autoren haben TNF-a als Induktor einer hepatozelluldaren Apoptose in der ischdmischen
Leber identifiziert (9). Im Tierversuch resultiert eine Inhibition von TNF-a in einem verminderten
Anstieg des AST, in einer verminderten Apoptose und in einer héheren Uberlebensrate. Auf der
anderen Seite wurde eine verminderte Leberzellregeneration festgestellt. Diese gegensatzliche
Wirkung von TNF-a ist von der Wissenschaft noch nicht in allen Einzelheiten verstanden worden.
Eine Erklarung konnte sein, dass TNF-a seine Wirkung iiber zwei verschiedene Rezeptoren,
Tumornekrosefaktor-Rezeptor Typ 1 (TNFR1) und Tumornekrosefaktor-Rezeptor Typ 2
(TNFR2), entfaltet. TNFR1 fihrt zur Freisetzung inflammatorischer Mediatoren inklusive TNF-a.
selbst. TNFR2 wird eine protektive Funktion zugeschrieben und fiihrt unter anderem zu einer
Hemmung der TNF-a-Produktion (79). Hohe TNF-a-Spiegel im Blut flihren zu einer verstarkten
Freisetzung weiterer Zytokine, die sich gegenseitig hochregulieren und ebenfalls zu einer
hepatischen Dysfunktion beitragen kdnnen. Daneben aktiviert TNF-o die Endothelzellen. Durch
die Expression und Bildung von Adhdasionsmolekiilen an der Oberflache dieser Zellen und die
darauffolgende Einwanderung neutrophiler Granulozyten kommt es zur Degranulation
zytotoxischer Enzyme sowie zur Bildung freier Sauerstoffradikale. Die Folge davon sind eine
Schédigung der Endothelzellen mit konsekutivem Austritt von Plasma in den Extrazellularraum,
eine damit verbundene Schocksymptomatik, eine disseminierte intravasale Koagulation und
zuletzt eine Hypoperfusion der Organe. Verschlimmert wird die Situation durch die ebenfalls von
TNF-o getriggerte Freisetzung von Stickstoffmonoxid und Kohlenstoffmonoxid, die zu einem
weiteren systemischen Druckverlust und einer verminderten Organperfusion fuhrt (8, 80). Auch
diese Prozesse sind flr die hepatische Schadigung und die damit verbundene Dysfunktion im
spateren Verlauf der Sepsis mitverantwortlich.

IL-6 ist ein pleiotropes multifunktionales Zytokin, das auf verschiedene Organe unterschiedliche

Wirkungen ausibt (12). Es wird davon ausgegangen, dass IL-6 einen Einfluss auf die



56

Leberfunktion septischer Patienten hat, indem es unter anderem die Produktion von Akute-Phase-
Proteinen in der Leber stimuliert (6). Die Freisetzung solcher Proteine fiihrt zum Beispiel zu einer
Hemmung der antikoagulatorischen Proteine C und S, einer Aktivierung Thrombin-aktivierender-
Fibrinolysehemmer sowie zu einer vermehrten Bildung des Tissue-Faktors (81). Dies fuhrt
insgesamt zu einer prokoagulatorischen Situation. Das Risiko flr eine Entstehung von
Mikrothromben oder eine disseminierte intravasale Koagulation ist erh6ht und kénnte die ohnehin
verminderte  hepatische  Perfusion weiter verschlechtern. In einer randomisierten
placebokontrollierten Doppelblind-Studie mit Sepsis-Patienten ist unter anderem gezeigt worden,
dass eine andauernde Koagulopathie wéhrend der ersten 24 Stunden nach Auftritt der Sepsis zu
einer erhdhten Entwicklung von Organversagen und einer erhohten Mortalitét fihrt (82). Daneben
wird gezeigt, dass IL-6 zu einer Phosphorylierung von Zelladhdsionsmolekiilen zwischen den
Endothelzellen der UmbilikalgefaBe fuhrt. Hierdurch kommt es zu einer Zunahme der
Durchlassigkeit der GeféRe. Dieser Prozess konnte im Rahmen einer Sepsis mitverantwortlich fir
den Ubertritt von Fliissigkeit aus dem GefaRsystem in das Interstitium sein. Hypotension, Odeme
und eine Minderperfusion von wichtigen Organen wie der Leber und eine damit einhergehende
Gewebeschadigung koénnten die Folgen sein (83). Cressmann et. al. haben andererseits gezeigt,
dass die vollstandige Unterdriickung der Genexpression von IL-6 zu einer verminderten
Regeneration der Hepatozyten bei leberteilresezierten M&usen fuhrt (84). Dies belegt, dass erhéhte
IL-6-Spiegel ebenfalls eine protektive Wirkung haben konnten. Zukunftige Studien sollten die

gegensatzlichen Wirkungen von IL-6 genauer untersuchen.

Die negativen Korrelationen zwischen den untersuchten Zytokinen und der hepatischen Funktion
in dieser Arbeit stehen im Einklang mit den aus tierexperimentellen Studien gewonnen Daten. Sie
bestatigen die Assoziation von ET-1, TNF-a und IL-6 mit dem Ausmall der hepatischen
Dysfunktion bei septischen Patienten. Die Daten gehen ebenso konform mit klinischen Studien
aus vergangenen Jahren, in denen im Falle von erhéhten Plasmakonzentrationen von ET-1, TNF-
o oder IL-6 eine pathologische Anderung einiger biochemischen Laborparametern wie AST, ALT,
Bilirubin, Albumin und PTZ festgestellt worden ist (85-87). So haben Buendgens et al. bei
septischen Patienten mit erhohten ET-1-Werten ebenfalls erhohte PTZ und verminderte
Albuminkonzentrationen beobachtet. Bei den Leberparametern ALT und Bilirubin haben die
Autoren keinen Zusammenhang feststellen kdnnen. In einer anderen Studie ist zwar ein
Zusammenhang zwischen ET-1 und Bilirubin festgestellt worden, jedoch nicht zwischen ET-1 und
ALT (86). Diese Ergebnisse stuitzen einerseits die Daten dieser Arbeit, anderseits verdeutlichen

sie die in Kapitel 4.1 dargelegte Ungenauigkeit der biochemischen Leberparameter zur
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Quantifizierung der tatsdchlichen Leberfunktion. Diese Ungenauigkeit durfte auch die
Erforschung der Zusammenhdange zwischen den in der Sepsis stattfindenden Prozessen und der
Entstehung einer hepatischen Stérung erschweren.

In der vorliegenden Arbeit wird mithilfe des LiMAX-Tests erstmals die tatsachlich vorhandene
Stoffwechselkapazitat der Leber mit den Zytokinen ET-1, TNF-a und IL-6 an den jeweiligen
Tagen korreliert. Es kann gezeigt werden, dass bei allen drei Zytokinen einheitlich innerhalb der
ersten 24 Stunden nach Eintritt der Sepsis (Tag 0) keine signifikante Korrelation mit der
Leberfunktion besteht. Eine signifikant negative Korrelation wird bei allen Zytokinen ab Tag 2
festgestellt. Diese setzt sich aufler bei TNF-o (am Tag 5 nicht signifikant) bis Tag 10 fort. Ein
solcher Zusammenhang konnte darauf hindeuten, dass der leberschédigende Effekt der Zytokine
erst nach Ablauf des ersten Tages der Sepsis einsetzt. Aktuell werden MaRnahmen wie die gezielte
Entfernung der Immunmediatoren aus dem Patientenblut erforscht, die eine Regulierung der
Immunantwort bei septischen Patienten zum Ziel hat (88). Die Erkenntnisse aus den beschriebenen
Zusammenhangen zwischen den Zytokinen und der Leber stitzt die Annahme, dass die
Regulierung der Plasmakonzentrationen der Zytokine bereits in den ersten 24 Stunden nach
Eintritt der Sepsis die Leber vor einem bevorstehenden Zelluntergang schiitzen kénnte. Warum
TNF-o im Gegensatz zu den anderen beiden Zytokine am Tag 5 keine signifikante Korrelation mit
der Leberfunktion aufweist, kann anhand der Daten der Studie nicht hinreichend geklart werden.
Tatsache ist, dass die Prozesse wahrend der Sepsis, zusatzlich zu den hier untersuchten
Mediatoren, von zahlreichen anderen pro- und antiinflammatorischen Mediatoren gesteuert
werden, die sich gegenseitig in einem hochgradig komplexen Mechanismus beeinflussen.
Samtliche Zytokine sind wéhrend der Erkrankung einer kontinuierlichen Dynamik ausgesetzt. Es

bleibt somit Gegenstand zukunftiger Studien, dieser Frage weiter nachzugehen.

Die gewahlte Grenze der Leberfunktionsstérung in dieser Studie ist aufgrund der Publikation von

Kaffarnik et al. gewéhlt worden, in welcher ein LIMAX von 100 pg/kg/h als bester Cut-Off-Wert
fur die Préadiktion einer negativen Prognose bei septischen Patienten errechnet worden ist (4).

Es ist aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ersichtlich, dass die Serumkonzentrationen
von CT-proET-1 und TNF-a bei Patienten mit einem LiMAx <100 pug/kg/h hoher sind als bei
Patienten mit einem LiMAx >100 pg/kg/h. Der Unterschied ist bei TNF-a an Tag 10 signifikant
und bei CT-proET-1 zusétzlich auch an Tag 5. Dies konnte darauf hinweisen, dass die persistierend

hohen Serumspiegel der Zytokine vor allem im spateren Verlauf der Sepsis die Leberfunktion
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beeinflussen und zusétzlich die bereits geschadigte Leber an der Regeneration hindern. Dies steht
im Einklang mit der Tatsache, dass die Konzentration der Zytokine in dieser Studie an Tag 0 nicht
signifikant mit dem LiMAXx-Wert korreliert hat. Fallen die Serumspiegel im Verlauf ab, kann sich
die Leber regenerieren und ihre physiologische Funktion wiedererlangen. Diese Annahme wird
von Séanchez-Etayo et al gestlitzt. Die Autoren haben am Tiermodell einen erhéhten
intraabdominellen Druck induziert und nach vollstandiger Blockade von ET-1-Rezeptoren eine
bessere hepatische Mikrozirkulation und Oxygenierung festgestellt als in der Kontrollgruppe (89).
Wu et al. sind in einer Studie mit septischen Ratten zu &hnlichen Ergebnissen gekommen. Die
Autoren haben nach Unterdriickung der Endothelin-Produktion eine verbesserte Mikrozirkulation
der Leber nachweisen (90) kdnnen. Die verbesserte Blutversorgung kdnnte eine wichtige Rolle
bei der Regeneration der Leber spielen.

Andere Autoren haben im Einklang mit den Ergebnissen dieser Arbeit beobachten kénnen, dass
eine partielle Hemmung von TNF-a zu einer verminderten hepatischen Zellschddigung fiihrt. Eine
vollstandige Unterdriickung der Expression von TNF-a resultiert jedoch bei Versuchstieren mit
einem Ischamie-Reperfusionsschaden in einem erhdhten Leberschaden (91). Wie erwéhnt entfaltet
TNF-a seine Wirkung tiber zwei verschiedene Rezeptoren (TNFR1 und TNFR2). TNFR1 scheint
in der Signaltransduktion von TNF-a die Hauptrolle zu spielen (92). Hinzu kommt, dass TNFR1
selbst im Rahmen der Inflammation zwei unterschiedliche Prozesse einleiten kann. Wird TNF-a
nach seiner Bindung an TNFR1 im Rahmen einer Endozytose in die Zelle aufgenommen, wird der
Zelluntergang eingeleitet. Bleibt TNF-a nach seiner Bindung an TNFR1 hingegen an der
Zelloberflache bestehen, so wird eine Proliferation der Zelle und somit Regeneration des Organs
induziert. Wann die Zelle sich fur einen bestimmten Signalweg entscheidet, ist Gegenstand der
aktuellen Forschung (91). Es wird jedoch schon jetzt deutlich, dass TNF-a bei septischen Patienten
auch hinsichtlich der Regeneration der Leber eine wichtige Rolle spielen kénnte. Die Ergebnisse
der vorliegenden Studie konnen zwischen diesen Wirkungen nicht unterscheiden. Hierfur missten
im Rahmen von zukiinftigen Experimenten u. a. die Bindungsverhéltnisse von TNF-a an die
beiden Rezeptoren TNFR1 und TNFR2 untersucht werden. TNF-a scheint jedenfalls bei
septischen Patienten eher eine Leberdysfunktion zu verstarken.

Der Verlauf von IL-6 ist ahnlich wie die Verlaufe von CT-proET-1 und TNF-a. Allerdings kann
kein signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit einem LiMAx >100 pg/kg/h und Patienten
mit einem LiMAXx <100 pg/kg/h festgestellt werden. Wie bereits erldutert kann IL-6 die
Entstehung einer hepatischen Dysfunktion beglinstigen. Dies kann den hohen Serumspiegel von
IL-6 bei Patienten mit einem LIMAX <100 pg/kg/h erkliaren. Die potenziellen regenerativen

Eigenschaften von IL-6 kdnnten der Grund fir die Héhe von IL-6 bei Patienten mit einer besseren
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Leberfunktion (LiMAx >100 pg/kg/h) sein. Trautwein et al. haben bei Ratten, die einer partiellen
Hepatektomie unterzogen worden sind, deutlich hohere Konzentrationen von IL-6 gemessen als
bei Ratten mit einer Scheinoperation (93). Die Autoren haben eine signifikant positive Korrelation
zwischen der Hohe wvon IL-6 und Messenger-RNA von mehreren Proteinen und
Transkriptionsfaktoren feststellen konnen, die fur die Aktivierung der Proliferation der
Hepatozyten verantwortlich gemacht werden. Vor dem Hintergrund der Ergebnisse der
vorliegenden Studie und zahlreicher vorangegangener Studien kann davon ausgegangen werden,
dass IL-6 ein unspezifischer Parameter ist und bei zahlreichen Prozessen erhoht sein kann (94).
Dies konnte erkléren, dass dieses Zytokin bei Patienten mit einem LiMAX <100 ug/kg/h trotz der
tendenziell hoheren Konzentrationen im Vergleich mit Patienten mit LiMAx >100 pg/kg/h zu

keinem Messzeitpunkt einen statistisch signifikanten Unterschied erreicht.

Ein LIMAX von 100 pg/kg/h bedeutet, dass eine kritische Leberinsuffizienz (95) vorliegt.
Kaffarnik et al. haben fir diesen Cut-Off-Wert bei septischen Patienten eine Sensitivitat von
100 % und eine Spezifitat von 77 % fir Mortalitat im Krankenhaus oder einen langen Aufenthalt
auf der Intensivstation (4) errechnet. Angesichts der erhthten Zytokin-Konzentrationen bei
LiIMAX <100 pg/kg/h wére es denkbar, dass dieser Wert dazu verwendet werden konnte, um
Patienten zu selektieren, die von Therapieverfahren wie extrakorporaler Zytokin-Adsorption
profitieren konnen. Diese Hypothese muss im Rahmen von anderen klinischen Studien uberpriift

werden.

An dieser Stelle muss betont werden, dass die Leber nicht nur die Freisetzung der
Immunmediatoren triggert, sondern auch fur deren Beseitigung aus dem systemischen Kreislauf
mitverantwortlich ist (80). Auf diese Weise wird unter physiologischen Bedingungen eine
Feinjustierung der Funktionen des Immunsystems sichergestellt und einer proinflammatorischen
Uberreaktion entgegengesteuert. Im Rahmen einer Sepsis kann die eingeschrankte hepatische
Funktion mit einer daraus resultierenden verminderten Beseitigung der Mediatoren zusatzlich zu
deren Erhéhung im Blut beitragen. Es ist wahrscheinlich, dass sich die hohen Konzentrationen
von ET-1, TNF-a, IL-6 und die eingeschrankte Leberfunktion wahrend der Sepsis in einem

Circulus vitiosus gegenseitig bedingen und verstéarken.



Der APACHE-II-Score ist eine validierte Methode, um den Schweregrad einer Krankheit und die

Uberlebenswahrscheinlichkeit von Patienten auf einer Intensivstation zu beurteilen (42). Dieses
System hat jedoch einige Schwéchen, die eine rechtzeitige Erkennung eines Hochrisikopatienten
erschweren konnen. Zum Beispiel konnen junge Patienten mit einer schweren Sepsis, die
ansonsten jedoch keine chronischen Erkrankungen haben, trotz ungtinstiger Prognose einen falsch-
niedrigen APACHE-II-Score erhalten (96). Um zwischen einer schweren und einer weniger
schweren Sepsis zu unterscheiden, ist in der vorliegenden Studie ein Cut-Off-Wert von 20
festgelegt worden. Grundlage dafir ist die Studie von Meyer et al. mit 578 Patienten. Deren
Autoren haben in ihrer Analyse einen APACHE-11-Score von 20 als besten Cut-Off-Wert fiir die
Vorhersage der Mortalitat der Patienten auf der Intensivstation gefunden (97).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass die Hohe der Serumspiegel von CT-proET-1,
TNF-0 und IL-6 mit dem Schweregrad der Sepsis, definiert durch den APACHE-II-Score,
korrelieren. Diese sind bei Patienten mit einem APACHE-II-score >20 (im Folgenden ,,schwere
Form der Sepsis® genannt) hoher als bei Patienten mit einem APACHE-II-Score <20 (im
Folgenden ,leichte Form der Sepsis® genannt). Statistisch signifikant sind die Werte fir
CT-proET-1 und IL-6 am Tag 5 nach Auftritt der Sepsis. Bei TNF-a ist dies zu allen
Messzeitpunkten der Fall. Brauner et al. haben ebenfalls bei Patienten mit einem septischen
Schock eine Korrelation von ET-1 und TNF-a, gemessen in den ersten 24 Stunden nach Auftritt
der Krankheit, mit dem APACHE-II-Score beobachtet (98). In Bezug auf ET-1 kann in der
vorliegenden Arbeit im Gegensatz zur Studie von Brauner et al. ein signifikanter Zusammenhang
mit dem APACHE-II-Score nur im spateren Verlauf der Sepsis festgestellt werden. Diese
Diskrepanz konnte dadurch erklart werden, dass in der Studie von Brauner et al. die
Spiegelbestimmung nur am ersten Tag nach Beginn des septischen Schocks durchgefiihrt worden
ist. Eine langerfristige Untersuchung ist nicht durchgefiihrt worden. Elif et al. haben in einer
klinischen Studie mit 60 septischen Patienten eine positive Korrelation von TNF-a und IL-6 mit
APACHE-I1-Score nachgewiesen (99). In einer weiteren Studie mit 840 septischen Patienten hat
der APACHE-II-Score in Kombination mit dem IL-6 hinsichtlich der 28-Tage-Mortalitat einen
hoheren pradiktiven Wert als fir sich alleine (82). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stehen
im Einklang mit der vorhandenen Literatur und lassen vermuten, dass nicht nur IL-6, sondern auch
ET-1 und TNF-o mit dem Schweregrad der Sepsis assoziiert sind und zur Vorhersage des

Krankheitsverlaufs herangezogen werden konnten.
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Korrelierend mit den erhdhten Serumspiegeln der untersuchten Zytokine in der vorliegenden
Studie ist die Leberfunktion in der Patientengruppe mit einer schweren Form der Sepsis im
Vergleich mit Patienten mit einer leichten Form der Sepsis erniedrigt. Der Unterschied zwischen
den Gruppen ist an den Tagen 2 und 5 signifikant. Interessanterweise zeigen Patienten mit einer
schweren Form der Sepsis an den Tagen 0 und 2 einen progredienten niedrigen LiMAXx-Wert, der
erst ab Tag 5 langsam ansteigt ohne in den Normbereich zurtickzugehen. Die Gruppe der Patienten
mit einer leichten Form der Sepsis zeigt bereits ab Tag 2 einen steigenden LiIMAXx-Wert und
erreicht am Tag 5 eine normale Leberfunktion. Diese Ergebnisse zeigen erstmals unabhéngig von
biochemischen Laborparametern die Assoziation zwischen dem Schweregrad der Sepsis und der
tatséchlich vorhandenen Stoffwechselkapazitit der Leber. Sie belegen, dass die Leber durch den

Schweregrad der Sepsis beeinflusst werden kénnte.

Es wére von grof’em Vorteil, einen in der klinischen Routine einfach durchzufuhrenden Test zu
entwickeln, mit dessen Hilfe der Schweregrad einer Sepsis mit einer hoheren Genauigkeit ermittelt
werden kann als mit dem APACHE-II-Score allein. Ein solcher Fortschritt wiirde bei der Wahl
und Intensitat einer Therapie eine wichtige Rolle spielen. Dies wirde z. B. dazu beitragen,
Patienten, die von einem friihzeitigen Einsatz vasoaktiver Substanzen, mechanischer Ventilation
und Nierenersatztherapie profitieren konnten, gezielter zu selektieren. Umgekehrt wirden
Patienten erkannt, bei denen eine aggressive Therapie nicht indiziert ist und somit eine zusétzliche
Belastung durch eine solche Therapie fiir den Patienten nicht in Kauf genommen werden muss.
Kirzlich veroffentlichte Studien zeigen, dass durch die Kombination von mehreren
Immunmediatoren héhere Vorhersagewerte erreicht werden kdnnen als durch aktuell etablierte
Verfahren wie SOFA- oder APACHE-I1-Score (72, 100). Von Matsumoto et al. wird z. B. ein
Punktesystem basierend auf den Konzentrationen von IL-6, IL-18, Interleukin-8, IL-10, Monocyte
Chemoattractant Protein-1 und Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 als ein viel versprechender
Test zur Vorhersage sowohl des Schweregerades der Sepsis als auch der Mortalitat vorgeschlagen
(72).

ET-1, TNF-a, IL-6 und der LIMAX-Test konnten zur Erweiterung anderer VVorhersage-Verfahren
eingesetzt werden, um deren Genauigkeit zu erhdhen. Im Rahmen zukiinftiger Studien sollten die
Sensitivitat wie auch die Spezifitat von ET-1, TNF-a, IL-6 und dem LiMAX-Test hinsichtlich der
Vorhersage des Schweregerades der Sepsis sowohl alleine als auch in kombinierter Form

untersucht und deren diagnostische Wertigkeit in diesem Zusammenhang validiert werden.



In der vorliegenden Studie ist untersucht worden, ob in der Sepsis-Gruppe ein Zusammenhang

zwischen CT-proET-1, TNF-a, IL-6 und dem Krankheitsverlauf der Patienten festgestellt werden
kann. Patienten mit einem negativen Verlauf zeigten hdhere Serumspiegel von CT-proET-1,
TNF-o und IL-6. Dieser Unterschied ist bei CT-proET-1 und IL-6 im spateren Verlauf der Sepsis
an den Tagen 5 und 10 signifikant, bei TNF-o zusétzlich auch in der friihen Phase der Sepsis.
Zahlreiche Studien aus den vergangenen Jahren stehen im Einklang mit diesen Ergebnissen. Sie
zeigen ebenfalls die Assoziation einer hohen Konzentration der genannten Zytokine mit der
ungunstigen Prognose bei septischen Patienten (72, 73, 101-104). Beispielsweise ist der TNF-a-
Spiegel in einer Studie mit Patienten mit septischem Schock in der Gruppe der Nicht-
Uberlebenden zu allen drei Messzeitpunkten (Einschluss in die Studie, Tag 1 und Tag 10)
signifikant hoher als in der Uberlebenden-Gruppe (102). Naffaa et al. haben zudem im Rahmen
einer klinisch-prospektiven Studie mit septischen Patienten den IL-6-Wert am Tag der Entlassung
der Patienten aus dem Krankenhaus als einen unabhédngigen Pradiktor der
Sechs-Monate-Mortalitét identifiziert (103). In einer weiteren Studie haben Sepsis-Patienten mit
einem IL-6-Serumspiegel >1000 pg/ml am Tag der Diagnose eine Mortalitat von 56 %, verglichen

mit einer Mortalitat von 40 % bei Patienten mit niedrigeren Spiegeln (104).

Das zunehmende Verstandnis uber die Rolle der Zytokine hat zur Entwicklung von Antikérpern
gefiihrt, die einige oder sdmtliche Signalwege des jeweiligen Zytokins unterdriicken kénnen.

Es existieren bereits mehr als 40 Wirkstoffe, die mit unterschiedlicher Selektivitat die beiden
bekannten Endothelin-Rezeptoren hemmen und beispielsweise in der Behandlung der pulmonalen
Hypertension erfolgreich eingesetzt werden kdnnen (64). Einige dieser Wirkstoffe erhalten aktuell
eine besondere Aufmerksamkeit bei der Behandlung von septischen Patienten und befinden sich
in der Erprobung. Ziel ist es, durch Antagonisierung der Wirkung von ET-1 die Prognose dieser
kritisch kranken Patienten zu verbessern. Je nach Wirkstoff kdnnten Effekte wie eine verbesserte
Durchblutung der Organe, eine Hemmung der Bildung verschiedener Zytokine, eine
Unterdriickung der Freisetzung von Sauerstoffradikalen und Wasserstoffperoxid, eine
Reduzierung der Organschadigung und eine Verbesserung des mittleren arteriellen Drucks erzielt
werden. Durch den frihzeitigen Einsatz von Bosentan, einem nicht-selektiven
ET-1-Rezeptorblocker, ist im Tierexperiment bereits eine hohere Uberlebensrate bei Mausen mit
einem septischen Schock nachgewiesen worden (64, 105). Der frihe Einsatz von Granulocyte

Colony Stimulating im septischen Tiermodell fiuhrt zu einer Verbesserung der Sieben-Tage-
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Mortalitat von 96 auf 42 %. Im Blut der Versuchstiere ist eine Verringerung des Anteils von
Endotoxinen sowie von ET-1 und TNF-a festgestellt worden (106). Allerdings hat beim Menschen
ein solcher Effekt bisher nicht nachgewiesen werden konnen.

Im Hinblick auf TNF-a sind ebenfalls verschiedene Experimente durchgefiihrt worden, um durch
Unterdriickung der Wirkung oder der Freisetzung dieses Zytokins das Uberleben der septischen
Patienten zu verbessern. Marquez et al. haben in Tiermodellen durch friihe Infusion (30 Minuten
vor oder nach Induzierung der Sepsis) eines spezifischen TNF-a-Antikorpers eine signifikant
hohere Uberlebensrate erreichen konnen als in der Kontrollgruppe (69 % vs. 29 %) (7). In den
meisten Studien kann allerdings kein signifikante Effekt einer solchen Behandlung nachgewiesen
werden (107). Interessant in diesem Zusammenhang sind die Ergebnisse einer randomisierten
Doppelblind-Studie von Bernard et al. mit septischen Patienten: Durch den Einsatz eines
polyklonalen TNF-a-Antikorpers kann zwar eine deutliche Senkung von TNF-a im Plasma
herbeigefuhrt werden, jedoch hat das auf die Mortalitat gegeniiber der Placebo-Gruppe keinen
Einfluss (108).

Hinsichtlich der Inhibierung der Wirkung von IL-6 bei Sepsis sind die Ergebnisse der Studien
ebenfalls heterogen. Wahrend Riedemann et al. im Tierversuch durch eine vollstandige Blockade
von IL-6 einen Uberlebensvorteil bei septischen Mausen festgestellt haben, konnen Vysa et al. im
Rahmen einer groReren experimentellen Studie diese Ergebnisse nicht reproduzieren (109, 110).
Durch Hemmung eines der beiden Signalwege von IL-6, welches die proinflammatorischen
Funktionen vermittelt, kdnnen Barkhausen et al. wahrend einer Beobachtungsperiode von 96
Stunden bei septischen Mausen eine Uberlebensrate von 100 % erreichen. Durch eine vollstindige
Blockierung von IL-6 kdnnen die Autoren hingegen keinen positiven Effekt erzielen (111).

All diese Ergebnisse verdeutlichen die Komplexitéat der Kurz- und Langzeitwirkung der einzelnen
Zytokine und lassen vermuten, dass mit einer isolierten Unterdriickung einzelner

Immunmediatoren wahrscheinlich kein Uberlebensvorteil erzielt werden kann.

In der vorliegenden Studie hat gezeigt werden kénnen, dass TNF-a als einziges Zytokin bereits in
der friihen Phase der Sepsis signifikant mit dem Krankheitsverlauf assoziiert ist. CT-proET-1 und
IL-6 erreichen eine solche Assoziation erst ab Tag 5. Diese Erkenntnisse kénnten dazu beitragen,
den Zustand des septischen Patienten im Verlauf seiner Krankheit besser einzuschatzen und
entsprechend der wahrscheinlichen Prognose rechtzeitig geeignete Mafinahmen einzuleiten. Ein
Testverfahren auf Basis der gleichzeitigen Konzentrationsmessung aller drei Zytokine kénnte vor
allem an den Tagen 5 und 10 von Vorteil sein. Die Relevanz der Etablierung von neuen Markern

in Bezug auf die friihzeitige Einschatzung des Schweregrades der Sepsis ist in Kapitel 4.4
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dargestellt worden. Hinsichtlich des Krankheitsverlaufs behélt sie hier ihre Giltigkeit. Die
Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit unterstreichen ebenfalls, wie wichtig es ist, neuartige
Therapieverfahren zu entwickeln, um die Wiederherstellung des Geleichgewichts der

Immunreaktion zu unterstiitzen und das Uberleben kritisch kranker Patienten zu sichern.

4.6. Ausblick

In den vergangenen Jahrzehnten sind beachtliche Fortschritte in der Diagnostik und der
Behandlung von Sepsis gemacht worden. Dennoch stellt diese Krankheit mit einer weltweiten
Mortalitatsrate von Uber 5 Millionen pro Jahr weiterhin eine ernste Herausforderung dar (112).
Mit stetiger Zunahme unseres Wissens Uber die komplexen biologischen Prozesse wahrend einer
Sepsis, die erheblichen Einfluss auf Organe wie die Leber ausiiben kénnen, und mit den daraus
resultierenden diagnostischen und therapeutischen MaRnahmen wéchst auch die Notwendigkeit
des Einsatzes eines geeigneteren Verfahrens zur Ermittlung der tatsdchlichen Leberfunktion.
Biochemische Laborparameter wie Transaminasen, Bilirubin, Albumin oder Gerinnungswerte
verfigen wie dargelegt tber keine hohe Genauigkeit, um den aktuellen Zustand der Leber
darzustellen. Der ICG-Test wird als dynamisches Verfahren ebenfalls in der Ermittlung der
Leberfunktion eingesetzt. Er konnte jedoch aufgrund seiner hinlénglich bekannten Limitierungen
zu falsch-positiven oder negativen Ergebnissen fiihren (113, 114). Dies flihrt zu der Frage, ob diese
Tests weiterhin alleine fiir die Diagnostik und die Erforschung der Zusammenhénge zwischen
Zytokinen und der Leber ausreichen.

Bei septischen Patienten haben Buendgens et al. eine schwache Korrelation zwischen ET-1,
Albumin (r =-0,3) und PTZ (r = -0,2) gezeigt. Bilirubin und ALT sind nicht mit ET-1 korreliert
gewesen (85). In einer Studie mit Empfangern einer Lebertransplantation hat durch Infusion von
Somatostatin eine Verringerung der Konzentration von ET-1 am OP-Tag erreicht werden kénnen.
Diese Dynamik ist mit einer Verringerung der Plasmakonzentration von AST assoziiert gewesen
— im Gegensatz zu den Ergebnissen von Buendgens et al. auch mit Bilirubin und ALT, jedoch
nicht mit PTZ (115). Bei Patienten mit Leberzirrhose ist nach einer viermonatingen Therapie mit
einem R-Blocker eine Verdoppelung der ET-1-Konzentrationen verzeichnet worden. Die
Konzentrationen von Bilirubin, AST, ALT und Ammoniak sowie die PTZ haben hingegen keine
signifikante Dynamik gezeigt.

Hinsichtlich der Assoziation von ET-1 mit dem ICG-Test sind die Ergebnisse der verdffentlichten
Studien einheitlicher: In einem Rattenmodell fur hamorrhagischen Schock ist die erhéhte
Konzentration von ET-1 mit einer verringerten Plasmaverschwinderate von ICG assoziiert

gewesen (116). Eine dhnliche Assoziation ist in einer klinischen Studie mit Patienten mit einer
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chronischen Lebererkrankung présentiert worden. Zusatzlich haben die Autoren auch eine
moderate negative Korrelation zwischen den Syntheseleistungsparametern Albumin und PTZ
festgestellt (117). Andere Zytokine wie TNF-o und IL-6 sind ebenfalls mit den erwahnen
Leberfunktionstests assoziiert (118-122). Es scheint jedoch, dass deren Auswirkung auf die Leber
durch den ICG-Test friher sichtbar gemacht werden kann als durch die Messung der
biochemischen Laborparameter. In einem Rattenmodell ist nach Injektion von LPS bereits nach
einer Stunde eine erhebliche Erh6hung von TNF-a verzeichnet worden. Eine Erhéhung von ALT
ist bis sechs Stunden nach der Injektion jedoch nicht festgestellt worden (118). Wang et al. haben
hingegen beobachtet, dass es bereits einer Stunde nach der intravendsen Injektion von TNF-a zu
einer pathologischen Veranderung des ICG-Tests kommt (10). Bei Tieren, die sechs Wochen lang
mit einem hepatotoxischen Mittel vorbehandelt worden sind, sind die erhdhten TNF-a-
Konzentrationen korrelierend mit samtlichen gemessenen Leberfunktionsparametern: ICG, AST,
ALT, Bilirubin, Albumin und Gesamtcholesterin (120).

Es sei erwéhnt, dass die direkte Vergleichbarkeit dieser Studien nur eingeschrankt maoglich ist.
Grinde hierfir sind unterschiedliche Tiermodelle oder Patientenkollektive mit unterschiedlichen

Fragestellungen, Endpunkten und Pathologien.

Der LiMAX-Test konnte ein verlassliches Verfahren fur die Diagnostik und Erforschung der
Leberfunktion bei septischen Patienten sein, zumal seine hohere Genauigkeit im Vergleich zu
biochemischen Laborparametern bei mehreren Leberpathologien wie bei hepatozellularem
Karzinom, Leberfibrose, Leberdysfunktion nach Chemotherapie und bei transplantierten Patienten
erwiesen ist (36-38, 57, 123). Um den Stellenwert der einzelnen Testverfahren bei septischen
Patienten zu eruieren, ist es unerldsslich, im Rahmen einer geeigneten klinisch-prospektiven
Studie den LiIMAX-Test, den ICG-Test und die Konzentration der biochemischen Laborparameter
miteinander zu vergleichen. Mdglicherweise konnte sich die Kombination aus mehreren

Testverfahren gegenliber dem Einsatz eines einzelnen Verfahrens als tberlegen erweisen.

Von groRer Bedeutung sind auch die rechtzeitige Feststellung der Sepsis selbst, ihre sicherere
Unterscheidung von anderen Immunreaktionen und die Vorhersage ihres Verlaufs bei jedem
einzelnen Patienten. Rezente Studien zeigen vielversprechend, dass die Messung von Zytokinen
als neue Biomarker unsere diagnostische Sicherheit erhthen konnte (72, 75, 124). IL-6 kénnte zu
den Markern gehdren, die eine hohe diagnostische Wertigkeit in der VVorhersage von Sepsis und
ihrer Schweregrade bieten kdnnen. Es ist gezeigt worden, dass dieses Zytokin in Kombination mit
PCT und CRP eine Sensitivitat von tiber 80 % und eine Spezifitat von 100 % erreichen kann (124).
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Es lieBe sich spekulieren, dass die aktuelle Sepsis-Definition in Zukunft von einer neuen
Definition abgeldst werden konnte, die nicht wie bisher allein auf Kriterien wie einer akuten
Zunahme des SOFA-Scores und der Laktat-Konzentration basiert, sondern zusétzlich auch die

Hohe von mehreren relevanten Zytokinen berucksichtigt.

Immense Forschungsanstrengungen werden nicht nur in der Diagnostik und der VVorhersage von
Sepsis unternommen, sondern auch in neuen Therapieansatzen, die aus den gewonnenen
Erkenntnissen resultieren. Die isolierte Unterdriickung der Wirkung einzelner Zytokine wird bei
zahlreichen inflammatorischen Krankheiten wie rheumatoider Arthritis, juveniler idiopathischen
Avrthritis, Colitis ulcerosa und Psoriasis erfolgreich eingesetzt (125, 126). Bei septischen Patienten
findet diese Therapieform jedoch bis jetzt keinen Einzug in die klinische Routine (125-128). Dies
ist u. a. auf fehlende Wirksamkeit oder schwerwiegende Nebenwirkungen im Rahmen von
klinischen Studien zurtickzufiihren. Die komplexen biologischen Prozesse wéhrend einer Sepsis
und die zahlreichen teilweise gegensatzlichen Funktionen eines jeden Zytokins sind sicherlich eine
der Hauptgriinde daftr, warum die positive Beeinflussung des Krankheitsverlaufs durch eine
einfache Antagonisierung eines bestimmten Zytokins schwierig ist. Der rekombinante
IL-1-Rezeptorantagonist Anakinra hat bislang als einer der wenigen Zytokininhibitoren im
Rahmen einer erneuten Analyse einer Phase-I11-Studie eine reduzierende Wirkung auf die 28-
Tage-Mortalitat bei septischen Patienten zeigen kdnnen (129). Steeland et al. haben vor Kurzem
einen neuen Antikorper erprobt, der gleichzeitig TNFR1 und das Matrix-Metalloproteinase-8
inhibiert. Im Rahmen eines klinischen Pilotprojekts haben die Autoren mit diesem Wirkstoff eine
Reduzierung des SOFA-Scores bewirken kdnnen (130). Es bleibt abzuwarten, ob sich einige
rekombinante Zytokininhibitoren in Zukunft als wirkungsvoll erweisen kénnen.

Die extrakorporale Hamoadsorption ist eine andere neuartige Therapiestrategie, die eine
Regulierung der (berschielenden Immunreaktion durch gleichzeitige Entfernung der
Entziindungsmediatoren aus dem Blut zum Ziel hat (88). In Anbetracht des hochgradig komplexen
humanen Immunsystems ist das ein schwieriges Unterfangen, das jedoch in den meisten klinischen
Pilotstudien Hoffnung gemacht hat (131, 132). Wichtige Fragen im Hinblick auf den richtigen
Zeitpunkt, die Dauer und die H&ufigkeit des Einsatzes dieses Systems sind noch unbeantwortet.
Auch die Beantwortung der Frage, ob eine solche Therapie fiir den septischen Patienten von
Vorteil sein wird, bleibt abzuwarten. Noch fehlen aussagekréaftige Studien zu diesem Thema. Die
Fortflhrung der Forschung ist der sicherste und wahrscheinlich einzige Weg fur die Erweiterung
unserer Mdglichkeiten im Kampf gegen Sepsis — eine Krankheit, die so hdufig und zugleich so
todlich ist.
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Eine Limitierung der vorliegenden Studie ist die geringe Anzahl der Patienten. Die SIRS-Gruppe
mit lediglich finf Patienten steht nicht im Gleichgewicht zur Sepsis-Gruppe. Weitere
Limitierungen sind die geringe Anzahl der untersuchten Zytokine, die kurze
Untersuchungsperiode von nur zehn Tagen, die geringe Anzahl der Untersuchungsintervalle und
die Tatsache, dass nur ein Verfahren zur Ermittlung der Leberfunktion eingesetzt worden ist. Die
dargelegten Ergebnisse erlauben es nicht, Aussagen Uber einen mdglichen kausalen
Zusammenhang zu treffen. Des Weiteren kann durch die prasentierten Zusammenhange nicht auf
den genauen Vorhersagewert der Zytokine im Hinblick auf die Prognose der Patienten geschlossen
werden. Hierfur ist u. a. die Durchfihrung von Receiver-Operating-Characteristic-Analysen
notwendig. Zukinftige Studien sollten eine gréRere Anzahl von Patienten Uber einen langeren
Zeitraum und mit mehr Untersuchungsintervallen wissenschaftlich begleiten. Zur genaueren
Eruierung der Zusammenhdnge zwischen Leber und Zytokinen sollten die Konzentrationen
samtlicher relevanten Immunmediatoren Uberwacht werden. Regressionsanalysen sollten zur
Untersuchung von potenziellen kausalen Zusammenhéngen zusétzlich zur Berechnung der
Korrelationen durchgefiihrt werden. Zur Ermittlung der hepatischen Funktion sollten Verfahren
verwendet werden, mit denen nicht nur die metabolische Kapazitat, sondern auch die Exkretions-

und Syntheseleistung der Leber gemessen werden kénnen.

4.8. Zusammenfassung

Mit der vorliegenden Studie hat gezeigt werden kdnnen, dass es bereits wenige Stunden nach
Entstehung der Sepsis bei der Mehrheit der Patienten zu einer deutlichen und im Verlauf
progredienten Einschrankung der hepatischen Funktion kommt. ET-1, TNF-o und IL-6 kdnnten
einen Einfluss auf das Ausmald der hepatischen Dysfunktion haben. Wahrend 1L-6 auch bei SIRS-
Patienten erhohte Serumspiegel aufweist, scheinen ET-1 und TNF-a spezifischere
proinflammatorische Mediatoren zu sein, die eine wichtige Rolle fur den Verlauf der Sepsis
darstellen. ET-1, TNF-a und IL-6 sind nicht nur bei septischen Patienten erhoht, sondern
korrelieren mit dem AusmaR der Leberdysfunktion, mit dem Schweregrad der Sepsis und mit dem
Verlauf der Erkrankung. Aufgrund der Komplexitdt des Zusammenwirkens der pro- und
antiinflammatorischen Zytokine in der Sepsis ist es schwierig herauszuarbeiten, ob die Zytokine
selbst fur eine septische Leberdysfunktion verantwortlich sind oder ob durch ein progredientes
Leberversagen deren Serumspiegel auf hohem Niveau persistieren. Wahrscheinlich bedingt beides
sich gegenseitig. Die komplexen Wirkungen von ET-1, TNF-o und IL-6 erschweren es, durch eine

einfache Antagonisierung oder Suppression ihrer Freisetzung einen klaren Vorteil fur den
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Patienten zu erzielen. Fir die Aufrechterhaltung der Mikrozirkulation und Perfusion der Organe
sowie deren Regeneration im Falle einer Schadigung, fiir den Schutz des Korpers gegenuber
Krankheitserregern durch Regulierung des Immunsystems und letztlich fur die Anpassung des
Stoffwechsels an die sich stdndig andernden Umstdnde im Rahmen einer Sepsis sind all diese
Zytokine unerlasslich. Studien wie die von Marquez et al. machen deutlich, dass nicht eine
vollstandige Deaktivierung von ET-1, TNF-a und IL-6 das Ziel sein kann, sondern eher eine
Feinjustierung ihres Anteils im Blut. Auf diese Weise soll die physiologische Wirkung dieser
Mediatoren vorhanden bleiben, ihr schédlicher Einfluss jedoch weitestgehend unterbunden
werden. Hierfur ist es von immenser Bedeutung, unser Wissen Uber die Zusammenwirkung der
einzelnen Mediatoren des Immunsystems zu erweitern. Weitere Studien sind notwendig, in denen
nicht wie bisher die Suppression eines einzelnen Zytokins untersucht, sondern die pro- und
antiinflammatorische Immunreaktion als Ganzes betrachtet und ihre Feinjustierung als Ziel gesetzt

werden sollte.
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