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I. EINLEITUNG

Die adjunktive Therapie mit Glukokortikoiden bei Patienten mit schwerer Sepsis oder
septischem Schock wird seit Jahrzehnten kontrovers diskutiert (Meduri, 1999; Russell, 2006). In
den 1950er und 1960er Jahren wurden niedrige Glukokortikoiddosierungen unter dem Postulat
eines Kortisolmangels gewahlt (Weitzmann und Berger, 1974). Aufgrund unzureichender
Studiendesigns konnte allerdings keine abschlielende Therapieempfehlung ausgesprochen
werden. Erkenntnisse aus tierexperimentellen Arbeiten (Hinshaw et al., 1985) lieferten in den
1980er Jahren die Grundlage zu Therapieversuchen mit hochdosierten Glukokortikoiden, denen
als Rationale die Hemmung der Immunantwort zugrunde lag. Zwei grolRe Metaanalysen Utber
diese Studien zeigten jedoch eine erhohte Mortalitat durch Superinfektionen und damit keinen
Uberlebensvorteil der Patienten (Lefering und Neugebauer, 1995; Cronin et al., 1995), wobei die
letztere Arbeitsgruppe lediglich eine Tendenz zu Superinfektionen, allerdings ohne einen
kausalen Zusammengang zu postulieren, beschrieb. Anfang der 1990er Jahre trat erneut das
Konzept eines vermuteten Kortisolmangels, der relativen Nebennierenrindeninsuffizienz
(rNNRI), in den Vordergrund (Rothwell et al., 1991). Ein Kortisolmangel wurde dann vermutet,
wenn nach Stimulation mit adrenokortikotropem Hormon (ACTH) der Serumkortisolspiegel des
Patienten nicht adaquat anstieg. In Observationsstudien wurde gezeigt, dass mit niedrig
dosiertem Hydrokortison als Substitutionstherapie eine hdmodynamische Stabilisierung des

Patienten gelang (Schneider und Voermann, 1991; Briegel et al, 1991).

In den Folgejahren wurden Placebo-kontrollierte randomisierte Studien mit niedrig dosiertem
Hydrokortison durchgefiihrt, die eine schnellere Ruckbildung der Schocksymptomatik zeigten
(Bollaert et al., 1998; Briegel et al., 1999; Keh et al., 2003; Oppert et al., 2005). In der bisher
grofiten Studie mit 300 Patienten mit katecholaminrefraktarem septischem Schock erhielt ein
Studienarm 200 mg Hydrokortison in Kombination mit 50 pg Fludrokortison pro Tag versus
Placebo im anderen Studienarm tber 7 Tage (Annane et al., 2002). Eine friihere Schockrevision
und ein signifikanter Uberlebensvorteil wurden bei den Patienten beobachtet, die keinen
Kortisolanstieg von > 9 ug/dl nach Stimulation mit 250 pg ACTH zeigten (Nonresponder). Es
wurden keine signifikanten Unterschiede im Auftreten von unerwinschten Ereignissen (Adverse
Events) nachgewiesen. Die Ergebnisse dieser Studie hatten Einfluss auf die
Therapieempfehlungen fir Patienten mit septischem Schock, aufgestellt von der ,,Surviving
Sepsis Campain® (Dellinger et al., 2004) und der ,,.Deutsche Sepsis Gesellschaft e.V.* (Reinhart
et al.,, 2005). Auf Grund der unzureichenden Datenlage wurde allerdings nicht empfohlen,



anhand eines ACTH-Stimulationstestergebnis zu entscheiden, welcher Patient im septischen
Schock Gukokortikoide erhalten sollte.

Eine weiterfiihrende Studie sollte, insbesondere im Hinblick auf die Daten von Annane und
Mitarbeitern (2002), die Ergebnisse dieser Autoren bestatigten und die Sicherheit und
Wirksamkeit der Hydrokortisontherapie auch bei Patienten mit katecholaminsensiblem
septischem Schock Uberprifen. Es wurde die von der Europaischen Union geforderte,
multinationale ,,Corticosteroid Therapy of Septic Shock (CORTICUS)-Studie“ an insgesamt
52 Intensivstationen mit 499 Patienten zwischen Marz 2002 und November 2005 initiiert
(Sprung et al., 2008). Auf Grund der Studie von Annane und Mitarbeitern (2002) wurde
postuliert, dass insbesondere Nonresponder von der Gabe niedrig dosierten Hydrokortisons
profitieren, weil der Kortisolmangel mit einer verstarkten inflammatorischen Reaktion
einhergeht. Um diesen Zusammenhang genauer zu untersuchen, wurde eine immunologische
Substudie als Teil der CORTICUS-Studie an insgesamt 13 Intensivstationen von 10
Krankenhdusern im Raum Berlin durchgefihrt, finanziell unterstiitzt von der Deutschen
Forschungsgemeinschaft. Eine zentrale Fragestellung im Rahmen der Berliner CORTCUS-
Substudie war, den Einfluss des postulierten Kortisolmangels im septischen Schock auf den
Immunstatus zu untersuchen. Dazu wurde ein Profil wichtiger immunologischer Parameter bei
Patienten mit vermuteter rNNRI und adaquater Nebennierenrinden (NNR)-Funktion aufgestellt.
Im Folgenden wird zundchst auf pathophysiologische Zusammenhange, Konzepte der rNNRI
sowie die Glukokortikoidwirkung bei Sepsis eingegangen. AnschlieBend werden die

ausgewahlten Parameter zur Charakterisierung des Immunstatus vorgestellt.

I.1. Epidemiologie, Pathogenese und Pathophysiologie der Sepsis

1.1.1. Epidemiologische Daten und Therapiekosten der Sepsis

Die weltweite Inzidenz der Sepsis betragt 18 Millionen Félle pro Jahr, wobei infolge der
demographischen Entwicklung und der Zunahme invasiver Malinahmen bei Hochrisikopatienten
mit einem weiteren Anstieg zu rechnen ist (Angus et al., 2001). Eine neue Studie von Engel und
Mitarbeitern (2007) ergab, dass in Deutschland pro Jahr etwa 75.000 Personen (110 pro 100.000
Einwohner) an einer schweren Sepsis erkranken. Fir den intensivmedizinischen Alltag bedeutet

dies eine Prévalenz von etwa 11 %. Trotz aller Anstrengungen ist die 90-Tage-Mortalitat duf3erst



hoch: bei den unter 60 Jahre alten Patienten betrug sie 46 %, Uber dieser Altersgrenze sogar
60 %. Damit ist dieses Krankheitsbild die dritthdufigste Todesursache in Deutschland. Bauer und
Mitarbeiter (2006) beziffern die Kosten fiir die intensivmedizinische Behandlung mit jahrlich

1,77 Milliarden Euro, was circa 30 % des Budgets aller Intensivstationen entspricht.

1.1.2. Pathogenese und Pathophysiologie der Sepsis

Die Pathogenese der Sepsis beruht auf den Reaktionen des Immunsystems auf eine vorliegende
Infektion (Bauer et al., 2006). Wahrend friiher vor allem proinflammatorische Prozesse als
pathogenetisch bedeutsam galten, findet nun die systemische Antiinflammation als primare
Stressreaktion auf eine Infektion zunehmendes Interesse (Munford und Pugin, 2001). Stress wird
definiert als ein Zustand, in dem die Homdostase des Organismus gestort ist und durch ein
komplexes Arsenal von physiologischen und adaptiven Mechanismen des Organismus
wiederhergestellt werden soll (Chrousos, 2007). Am Anfang steht die Aktivierung
immunkompetenter  Zellen, insbesondere von Monozyten und Makrophagen, deren
proinflammatorische Mediatoren eine Kaskade systemischer Entziindungsreaktionen, das
»Systemic inflammatory response syndrome® (SIRS), auslosen. Nicht nur der Stoffwechsel
immunkompetenter Zellen, sondern auch der von zahlreichen parenchymattsen Zellen wird
aktiviert. Dazu gehdren die Induktion pro- und antiinflammatorischer Mediatoren, Metaboliten,
oxidativer Radikale, Proteine und Funktionsproteine sowie der Apoptose. Die exzessive
Freisetzung von Entzindungsmediatoren veranlasst das Immunsystem zu einer
antiinflammatorischen Gegenreaktion, die ,,Compensatory antiinflammatory response syndrome*
(CARS) genannt wird (Bone, 1996). Sind beide Immunreaktionen ausbalanciert, herrscht
Homdoostase. Die lokalisierte und kontrollierte proinflammatorische Reaktion kann die Infektion
abwehren. Bei Dysregulation kann es zu einem massiven SIRS, oder - bei dominierendem

CARS - zu immunologischer Anergie kommen (Bone, 1996).

Sepsis, schwere Sepsis und septischer Schock definieren ein Krankheitskontinuum:
Definitionsgemal liegt eine Sepsis vor, wenn ein SIRS in Kombination mit einer Infektion oder
bereits der Verdacht auf eine Infektion vorliegt, ohne dass ein mikrobiologisch gesicherter
Infektionsnachweis bendtigt wird. Die Entgleisung der immunologischen Homdoostase ist mit

einem zweischneidigen Schwert vergleichbar: Eine Uberstarke systemische Proinflammation
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fuhrt zu fulminantem Organversagen. Ebenso geféhrdet eine Uberméaliige Antiinflammation den
Patienten, indem durch Immunsuppression die Infektionsausbreitung beginstigt wird. Werden
zusatzlich zum SIRS Symptome des Versagens eines Organs beobachtet, wie beispielsweise eine
Hypoxie oder Anurie, oder auch eine Encephalopathie oder die Dysfunktion der Blutgerinnung,
handelt es sich um eine schwere Sepsis. Vom septischen Schock wird dann gesprochen, wenn -
trotz ausreichender Infusionstherapie - der sepsisinduzierte Blutdruckabfall persistiert (Bone,
1992; 1996). Haufig kann bei Patienten mit septischem Schock durch Katecholamingabe die
Makrozirkulation wiederhergestellt werden. Eine suffiziente Organperfusion kann jedoch trotz
wiederhergestellter Makozirkulation bestehen bleiben, da proinflammatorische Mediatoren
beispielsweise das Endothel schadigen und die Gerinnung aktivieren (Reinhart et al., 2002,
Bateman et al., 2003). Es resultiert eine Gewebshypoxie durch Perfusionsstérung, die
pathophysiologisch das nachfolgende multiple Organversagen, auch ,,Multiple organ dysfunction
syndrome* (MODS) genannt, erklart und die Endphase des septischen Schocks kennzeichnet
(Bauer et al., 2006).

1.2. Relative Nebenniereninsuffizienz bei Patienten im septischen Schock

Zwei Observationsstudien leiteten Anfang der 1990er Jahre eine Wende in der Sepsistherapie ein
(Schneider und Voerman, 1991; Briegel et al., 1991). Diese rickten die blutdruckstabilisierende
Wirkung von Hydrokortison, verabreicht in einer niedrigen Dosierung (200-300 mg/Tag) Uber
mehrere Tage, in den Vordergrund. Die bisherige Gabe von hochdosierten Glukokortikoiden (bis
zu 42 g Hydrokortidondquivalent) hatte primér auf eine Hemmung der proinflammatorischen
Immunreaktion abgezielt. Die Etablierung dieses neuen Therapiekonzepts trug malgeblich zur
Arbeitshypothese bei, dass bei Patienten im septischen Schock, die trotz ausreichender
Volumentherapie Vasopressoren zur Aufrechterhaltung eines adaquaten Blutdrucks bendtigen,

eine rNNRI zu vermuten sei.

1.2.1. Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse

Auf den Stress einer kritischen Erkrankung wie der Sepsis reagiert der Mensch mit einer

immuno-neuro-endokrinen Antwort, die die Aufrechterhaltung der Organhomdoostase zum Ziel



hat (Chrousos, 1995). Hauptkomponenten dieser Stressreaktion sind die Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennieren  (HPA)-Achse mit dem Zielhormon Kortisol sowie das
sympathoadrenale System zur Katecholaminfreisetzung. Eine Gewebsschadigung flhrt zu einer
massiven Freisetzung von Zytokinen, die in Verbindung mit Stressreizen wie Fieber,
Hypotension und Schmerz die HPA-Achse aktivieren. Interleukin-6 (IL-6) oder Tumor-Nekrose-
Faktor-a (TNF-a) triggern beispielsweise die Synthese von Corticotropin-Releasing-Hormon
(CRH) im Hypothalamus, das wiederum die Sekretion des ACTHs im Hypophysenvorderlappen
anregt. Zusétzlich stimulieren diese Zytokine die hypophysére ACTH-Freisetzung sowie direkt
die Zellen der NNR (Chrousos, 2000). Diese physiologische Stressantwort flhrt zu einem
messbaren Anstieg der Serumkortisolkonzentration (Normalwert: 10 bis 20 pg/dl, Stresswert:
50 pg/dl; Schein et al., 1990). Schon lange ist bekannt, dass Kortisol das zentrale Hormon zur
Supprimierung der proinflammatorischen Immunreaktion ist und dieser fundamentale
Mechanismus die Adaptation des Organismus an die Krankheitssituation ermdglicht (Munck et
al., 1984; Sapolsky et al., 2000). Wird die Integritdt der HPA-Achse gestort, kann es zur
Beeintrachtigung der Kortisolproduktion und Kortisolwirkung kommen. Wie Barnes (1993)
beschrieb, fehlt  die inhibitorische = Glukokortikoidwirkung — auf NF-xB, den
Haupttranskriptionsfaktor fur die Produktion von Proinflammationsmediatoren wie IL-6 oder
TNF-a. Ist die Glukokortikoidaktivitdt herabgesetzt, ruft dies eine exzessive Produktion dieser
Zytokine hervor (Van Leeuven et. al., 2001, Dimopoulou et al., 2004). Zusétzlich verringert sich
die glukokortikoidmodulierte Sekretion antiinflammatorischer Mediatoren wie IL-10, IL-1-
Rezeptorantagonist und des l6slichen TNF-a-Rezeptors (van der Poll et al., 1996). Es kann der
Zustand einer Uberstarken Entziindungsreaktion eintreten, der insbesondere im septischen
Schock beobachtet wird (Annane, 2003; Marik, 2007).

1.2.2. Definition und Pathogenese der relativen Nebennierenrindeninsuffizienz

In den letzten Jahren wurden einige randomisierte, doppelblinde und plazebo-kontrollierte
Studien publiziert, bei denen Patienten im septischen Schock mit niedrig dosiertem
Hydrokortison behandelt worden waren (Bollaert et al., 1998; Briegel et al., 1999; Annane et al.,
2002; Keh et al., 2003; Oppert et al., 2005). Im Gegensatz zu Hochdosistherapieregimen konnten
fir Patienten mit schwerem, vasopressorrefraktdrem septischem Schock eine schnellere

kardiovaskuldre  Stabilisierung, rucklaufige Entzindungszeichen und eine gesenkte



Sterblichkeitsrate demonstriert werden (Annane et al., 2004a; Minneci et al., 2004).
Insbesondere  wurden diese Effekte Dbei Patienten festgestellt, die auf einen
Kortikotropinstimulationstest keinen adaquaten Kortisolanstieg zeigten (Ananne et al., 2002).
Dem Konzept nach ist eine rINNRI vergleichbar mit einem relativen Hormonmangelzustand, in
dem kortisolvermittelte Effekte durch Substitution zumindest teilweise wiederhergestellt werden
koénnen (Annane, 2003). Bei vielen kritisch erkrankten Patienten liegt eine beeintrachtigte
Stressantwort zugrunde ohne addquate Erhéhung des Serumkortisolspiegels im Sinne einer
mutmaBlichen rNNRI. Wie Bornstein und Mitarbeiter (2008) in einem Review beschrieben,
kommt es mit zunehmendem Krankheitsstress zu einer Dissoziation zwischen ACTH-
Stimulation und Serumkortisolkonzentration. Es wird angenommen, dass eine ektope und
aberrante Expression von Hormonrezeptoren fiir Neuropepide, Neurotransmitter, Zytokine sowie
Adipokine eine Kortisolfreisetzung aus der NNR stimulieren, die von der HPA-Achsenregulation

abgekoppelt ist.

Einerseits flhrt eine Synthesestérung direkt zu einer Glukokortikoiddefizienz, da die
Sekretionsrate weitgehend proportional zur Syntheserate ist und Kortisol in der NNR nur in
geringem Umfang gespeichert werden kann (Gonzalez et al., 2006). Andererseits kann aufgrund
einer peripheren Kortikosteroidresistenz trotz hoher Serumkortisolspiegel eine ausreichende
Kortisolwirkung fehlen (Ligtenberg und Zijlstra, 2004; Marik et al., 2008). Dies sind die beiden
Hauptkomponenten in der multifaktoriellen Pathogenese dieses Krankheitsbildes. Weitere
Einflisse wurden diskutiert: 1.) eine gestorte hypothalamische (CRH) und hypophysére (ACTH)
Hormonfreisetzung; 2.) eine herabgesetzte adrenale Empfindlichkeit fiir Kortikotropin; 3.) eine
durch Hypoproteindmie herabgesetzte Transportkapazitdt von Kortisol zum Wirkort; 4.) eine
verminderte Glukokortikoidwirkung durch gestdrte Translokation des Glukokortikoidrezeptor-
Komplexes in die Zielzelle; oder 5.) eine erhohte Konversionsrate von Kortisol zu Kortison
(Marik und Zaloga, 2003, Cooper und Stewart, 2003, Arafah 2006, Marik, 2007).

Die rNNRI beim septischen Patienten ist oft reversibel (Marik, 2007). Eine komplette
Destruktion der NNR durch Infektion, Hamorrhagie oder Infarzierung sind selten (Marik und
Zaloga, 2003). Ein wesentlicher iatrogener Faktor ist dagegen die Inhibition der
Kortikosteroidsynthese durch Medikamente. Nach Gabe des Hypnotikums Etomidate wurde eine
Inhibition der Kortisolsynthese fir 48 Stunden bei nicht septischen Patienten nachgewiesen
(Vinclair et al., 2008). Bei Patienten im septischen Schock wurde eine signifikant hohere

28-Tage-Mortalitat nach Etomidateapplikation beobachtet (Sprung et al., 2008).



1.2.3. Diagnose der relativen Nebennierenrindeninsuffizienz

Mangels einer zuverldssigen laborchemischen Bestimmungsmethode ist die Diagnose einer
rNNRI bei Patienten mit therapieresistentem septischem Schock héaufig nur klinisch zu stellen.
Solche Patienten imponieren durch instabile Hdmodynamik und eine anhaltende systemische
Proinflammation (Annane, 2003; Marik et al., 2008). Die Entziindungszeichen persistieren trotz
kalkulierter Antibiotikatherapie, ohne dass ein offensichtlicher Infektionsfokus besteht
(Burchard, 2001). Kommt es zu einer raschen hémodynamischen Besserung
katecholaminpflichtiger Patienten nach Hydrokortisongabe, kann klinisch der Verdacht auf das
Vorliegen einer rNNRI gestellt werden. Fieber, Tachykardie, Hypotension, Hyponatridmie,
Hypoglykamie, erhohte Eosinophilenzahl oder MODS sind typische, aber unspezifische Zeichen
einer rINNRI. Jedoch wurde eine starke Korrelation zwischen rNNRI und Bakteriamie gefunden
(Cooper und Stewart, 2003; Annane et al., 2006a).

Laborchemisch  kann  dieses  Krankheitsbild durch die Messung verschiedener
Kortisolkonzentrationen, beispielsweise des stimulierten oder basalen, des proteingebundenen
oder freien Kortisols beschrieben werden. Die Aussagekraft dieser Ansétze ist limitiert und wird
kontrovers diskutiert: Je nach Patientenkollektiv und Diagnosekriterien variiert die Pravalenz der
rNNRI im septischen Schock zwischen 20 und 75 % (Arafah, 2006), wobei die Diagnose mit
zunehmender Haufigkeit gestellt wird (Marik, 2007). Im Folgenden werden die beiden
Hauptkonzepte zur laborchemischen Diagnostik der rNNRI sowie deren Limitationen

vorgestellt.

1.2.3.1. Das Deltakortisolkonzept der relativen Nebennierenrindeninsuffizienz

Die Bestimmung der Kortisolkonzentration nach ACTH-Stimulation hat eine breite Akzeptanz
gefunden (Annane et al., 2002; de Jong et al., 2007). Beim Kortikotropin-Stimulationstest wird
60 Minuten nach Applikation von 250 ug ACTH der Kortisolanstieg vom Basalkortisolwert im
Serum gemessen. Betrdgt der Deltakortisolwert < 9 ng/dl, ist von einer rNNRI auszugehen
(Rothwell et al., 1991). Diese als ,,Nonresponder* bezeichneten Patienten wiesen eine geringere
Vasopressorenreaktivitat und eine hohere Sterbewahrscheinlichkeit auf (Annane et al., 1998;
2000). In der bisher groRten Studie von Annane und Mitarbeitern (2002) verringerte die Gabe



von niedrig dosiertem Hydrokortison in Verbindung mit Fludrokortison die 28-Tage-
Mortalitatsrate bei Nonrespondern im Vergleich zur Plazebogruppe (53 % zu 63 %; HR 0,67;
Cl 95 % 0,47-0,95; p = 0,02), ohne dass ein signifikanter Unterschied bei Nebenwirkungen
zwischen beiden Gruppen auftrat (Annane et al., 2004). Somit wurde vermutet, dass solche
Patienten einen groferen Vorteil aus der Hydrokortisongabe ziehen als ,,Responder* mit einem
Deltakortisolwert von > 9 pg/dl (Annane et al., 2004; 2006b). Die exakte pathophysiologische
Bedeutung einer beintrachtigten ACTH-Stimulationsantwort ist umstritten, da dieser
Funktionstest nur den Endabschnitt der HPA-Achse prift: Es kénnen keine Aussagen beziiglich
der Hypothalamus- und Hypophysenfunktion oder des Kortisolstoffwechsels an der Zielzelle
getroffen werden (Arafah, 2006). Daher gilt das Deltakortisol als MaR fiir die adrenale Reserve
und nicht der adrenalen Funktion, da die Kortisolsekretionsrate eines Patienten mit maximalem
Krankheitsstress gleich der Kortisolsyntheserate sein kann (Marik und Zaloga, 2002).
Limitierend ist zudem die Aussagekraft einer einzelnen Bestimmung: In einer Studie von
Venkatesh und Mitarbeitern (2005) wiesen 35 % der Nonresponder spontane stundliche
Schwankungen der basalen Serumkortisolkonzentration von mehr als 9 pg/dl auf, sodass die
Aussagekraft eines einzelnen ACTH-Stimulationstestergebnisses umstritten ist. Zudem wird
kritisiert, dass die verwendete ACTH-Dosis von 250 pg supraphysiologisch ist (Marik und
Zaloga, 2003; Arafah, 2006). Um diesen Effekt zu umgehen, wurde der Kortikotropin-
Stimulationstest mit nur 1 pug ACTH vorgeschlagen, der beim gesunden Menschen etwa der
physiologischen Kortikotropinantwort auf Stress entsprechen sollt (Marik und Zaloga, 2003).
Der 1 pg-ACTH-Stimulationstest wurde als sensitiver und spezifischer zur Diagnostik der
rNNRI angesehen (Mayenknecht et al., 1998). Fiir Patienten im septischen Schock konnte der
1 pg-Stimulationstest jedoch nicht validiert werden (Cooper und Stewart, 2003; Annane, 2005a).
Wie Widmer et al. (2005) beschrieben, ist bei gesunden Probanden die
Serumkortisolkonzentration nach Stimulation mit 1 pg in etwa gleichhoch wie nach Stimulation
mit 250 pg. Bei Patienten mit hohem Krankheitsstress nimmt die Serumkortisolkonzentration
mit zunehmender ACTH-Menge jedoch zu, wobei diese Beobachtung wiederum keine klinische
Relevanz hatte. Als Goldstandart wird eine adaquate Serumkortisolsteigerung auf endogene
Stimuli wie Hypotension, Hypoxamie oder Hypoglyk&dmie vorgeschlagen, die die Integritat der
gesamten HPA-Achse voraussetzen wirden (Marik und Zaloga, 2002), im Klinikalltag aber
inpraktikabel sind. Da die Sensitivitat und Spezifitat, und somit die Validitat des Deltakortisols
gering sind, wurde in einer Studie von Annane und Mitarbeitern (2006) der Metyrapon-

Stimulationstest als Goldstandard benutzt. Die Kombination von Basalkortisol < 10 pg/dl und



ein Deltakortisol < 9 pg/dl wurde in dieser Studie als bester Pradiktor fir eine rNNRI
identifiziert.

1.2.3.2. Das Basalkortisolkonzept der relativen Nebennierenrindeninsuffizienz

Verschiedene Autoren wie Marik (2004), Cooper und Stewart (2003)vertreten die Ansicht, dass
die Messung basaler Kortisolwerte die Integritat der HPA-Achse besser reflektiert und damit der
Bestimmung des Deltakortisolwerts tberlegen ist. Hierbei wird die Gesamtkortisolkonzentration
im Serum zum Zeitpunkt der Diagnosestellung gemessen. Der physiologische Referenzbereich
von Kortisol schwankt zwischen dem friilhmorgendlichen Hoch von 25 pg/dl und dem
nachtlichen Tief von 5 pg/dl (Doérner, 2003). Haufig werden bei Patienten im septischen Schock
erhdhte Kortisolkonzentrationen ermittelt. Erniedrigte Werte weisen auf eine rNNRI hin: Bei
einer Basalkortisolkonzentration von < 15 pg/dl gilt eine rNNRI als sehr wahrscheinlich, ein
Wert von > 34 pg/dl schlielt sie nach diesem Modell relativ sicher aus (Annane et al., 2000;
Cooper und Stewart, 2003). In einer anderen Studie Kkorrelierte zudem die Hohe des
Serumkortisolspiegels mit dem Schweregrad der Sepsis: ein Wert von 34 pg/dl war der beste
Diskriminationspunkt zwischen Uberlebenden und Verstorbenen, wobei Patienten mit > 34 pg/dl
Serumkortisol und einem Deltakortisolanstieg von < 9 ug/dl das hochste Risiko hatten zu
versterben (Annane et al., 2000). Ein Basalkortisolspiegel von < 15 pg/dl wurde als Indikation
flir eine Substitutionstherapie mit Glukokortikoiden angesehen (Cooper und Stewart, 2003).
Solche  Studienteilnehmer werden nachfolgend auch ,basalniedrige  Patienten®,
Studienteilnehmer mit > 15 pg/dl Basalkortisol entsprechend ,,basalhohe Patienten® genannt.
Auch die Basalkortisolmethode unterliegt gewissen Limitationen: Sie bildet die HPA-
Achsenaktivitat zum Zeitpunkt der Untersuchung quantitativ ab, ohne jedoch einen direkten
Funktionsnachweis zu erbringen. Die Hauptschwierigkeit bleibt, bei aufgehobenem zirkadianen
Rhythmus der Kortisolfreisetzung, die Interpretation von Einzelbestimmungen. Die Studie von
Venkatesh und Mitarbeitern (2005) beschrieb erhebliche individuelle Schwankungen mit einer
stundlichen Variabilitat zwischen 8 und 30 %, unabhéngig von Blutdruck, Blutzuckerwert und
Korpertemperatur. Dennoch korrelierte die mittlere Kortisolkonzentration aller Werte zu jedem
Zeitpunkt mit den stiindlich gemessenen Basalkortisolkonzentrationen des Tagesprofils mit
tonischem Sekretionsmuster. Ein anderes Problem besteht darin, dass bei Hypoproteindmie auch

ein geringerer Gehalt an Kortisolbindungsproteinen vorliegt. Da 90 bis 95 % des Kortisols
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proteingebunden vorliegt, wird bei hypoproteindmen Patienten (< 2,5 mg/dl Albumin) eine
niedrigere Gesamtkortisolmenge gemessen (Hamrahian et al., 2004). Bei Sepsis kann der Spiegel
des Kortikosteroid-bindenden Globulins (CBG) bis zu 50 % fallen, wobei zudem die CBG-
Bindungsaffinitat durch die fir Sepsis typische Azidose verringert ist: Das bioaktive freie
Kortisol war bei solchen Patienten aber hochnormal oder sogar erhéht, weshalb sich dieser
Parameter zukinftig als der prézisere zur NNR-Funktionsdiagnostik erweisen konnte (Venkatesh
et al., 2005; Arafah, 2006; Ho et al., 2006).

1.3. Adjunktive Applikation von Glukokortikoiden bei Sepsis

Zwei groRe Metaanalysen evaluierten die Sepsistherapie mit hochdosiertem Methylprednisolon
oder Dexamethason. Lefering und Neugebauer (1995) belegten, dass hinsichtlich der
Letalitdtsrate kein Vorteil gegenuber der Placebogruppe erzielt wurde. Derartig hohe
Dosierungen waren mit einer erhohten Gesamtletalititsrate assoziiert, die vor allem durch
Sekundarinfektionen verursacht wurde (Cronin et al., 1995). Das Konzept der rNNRI legte nahe,
dass wesentlich niedrigere Glukokortikoiddosierungen zu wéhlen seien (Briegel et al., 1991), fir
die einige Autoren deskriptiv den Begriff ,,Adrenal Replacement Therapy* eingefiihrten (Meyer
und Hall, 2006). Dennoch bleibt die Indikation fiur den Gebrauch von Glukokortikoiden
umstritten (Dellinger et al., 2004; Russell, 2006).

1.3.1. Therapiekonzept bei relativer Nebennierenrindeninsuffizienz

Es bestehen Unsicherheiten bei der Identifizierung der Patienten, die am meisten von einer
Therapie mit niedrig dosiertem Hydrokortison profitieren kodnnten, sowie hinsichtlich des
optimalen Zeitpunkts flr den Therapiestart und der richtigen Therapiedauer (Keh et al., 2004;
Ligtenberg und Zijlstra, 2004; Annane et al., 2006b). Die Leitlinien empfahlen die Gabe von
Hydrokortison in sogenannten Stressdosierungen von 200 bis 300 mg pro Tag bei allen Patienten
im septischen Schock innerhalb von 24 Stunden, die trotz adaquater Infusionszufuhr
Vasopressoren zur Aufrechterhaltung eines addquaten Blutdruckes bendtigten (Dellinger et al.,

2004; Reinhart et al., 2005). Insbesondere fur Responder konnte bisher kein Benefit durch eine
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solche Therapie nachgewiesen werden, wie ein Review-Artikel von Russell (2006)

zusammenfasst.

1.3.2. Glukokortikoidvermittelte Effekte

Die Substitution von niedrig dosiertem Hydrokortison soll das bei rNNRI angenommene Defizit
von Kortisol im Korper ausgleichen. Hydrokortison entspricht Kortisol mit der glukokortikoiden
und mineralokortikoiden Potenz von 1 (Sapolsky et al., 2000). Als Steroidhormon bindet es an
den intrazytoplasmatisch lokalisierten Glukokortikoidrezeptor, der daraufhin in den Nukleus
eintritt und den zellularen Funktionszustand durch Anderung der Transkripionsrate
glukokortikoidsensitiver Gene durch die RNA-Polymerase bewirkt. Die Regulation dieser Gene
beinhaltet, insbesondere im Rahmen der Sepsis, die Interaktion zwischen dem Kortisol-
Glukokortikoidrezeptor-Komplex und anderen Transkriptionsfaktoren wie dem Nuclear factor-
kB (NF-kB). Neben diesen ,,genomic pathways® existiert zudem ein ,,non-genomic pathway*
durch membranassoziierte Rezeptoren und ,,second messengers* (Rhen und Cidlowski, 2005).
Wie Sapolsky und Mitarbeiter (2000) beschreiben, integriert die glukokortikoidinduzierte
Wirkung sowohl immunaugmentierende als auch immunsupprimierende Einflisse, die auf den
Erhalt der immunologischen Hom@ostase in der Stresssituation abzielen: Bei physiologischer
Kortisoldosierung wird die Infektabwehr im Tierexperiment gestérkt und gleichzeitig ein Schutz
vor UberschieRender Entziindungsreaktion erreicht. VVon entscheidender Wichtigkeit ist dabei,
dass niedrig dosiertes Hydrokortison offensichtlich die Proinflammation supprimiert, ohne die
Immunkompetenz  herabzusetzen (Keh et al., 2003). Ein Beispiel fur diese
immunmodulatorischen Effekte ist die Hemmung der Synthese von Chemokinen und
Zelladhasionsmolekiilen, die die Transmigration von Immunzellen in das entzindete Gewebe
vermitteln (Keh et al., 2005). Die vorteilhafte Wirkung auf das kardiovaskulare System wird
beispielsweise durch Beeinflussung des Vasomotorentonus und Inhibition der zytokininduzierten
Stickstoffmonoxidsynthese sowie insgesamt durch katecholaminpermissive Effekte mit Anstieg
der Katecholaminrezeptorendichte erklart (Keh et al., 2003; Briegel et al., 2009). Dies wurde
klinisch durch eine Abnahme des kardiovaskularen SOFA-Scores belegt (de Jong et al., 2007).
Ob die Glukokortikoidwirkung pharmakologisch oder physiologisch zustande kommt, und ob
beide Begriffe Giberhaupt voneinander abgrenzbar sind, bleibt zu kléren. Die Hauptkomponenten

sind die antiinflammatorische und vasoaktive Potenz dieses Medikaments sowie die Substitution
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eines relativen Hormonmangelzustands und Durchbrechung eines  Glukokortikoid-
Resistenzsyndroms (Munck et al., 1984; Ligtenberg und Zijlsta, 2004). Vor diesem Hintergrund
ist die Wirkung von niedrig dosiertem Hydrokortison auf das Immunsystem von besonderem
Interesse. Die Hypothese ist, dass durch eine Substitution die Imbalance zwischen pro- und
antiinflammatorischen Mediatoren wiederhergestellt werden kann (Keh et al., 2003). Einige
Immunparameter spielen eine herausragende Rolle in der Pathophysiologie der Sepsis und

kdnnten Ausdruck eines solchen Ungleichgewichts sein.

I.4. Wichtige immunologische Parameter in der Sepsis

Um eine rNNRI im septischen Schock uber die Serumkortisolkonzentration hinaus
charakterisieren zu konnen, sollte im Rahmen dieses Forschungsprojekts ein immunologisches
Profil der Studienteilnehmer erstellt werden. Die Pathophysiologie der rNNRI ist komplex,
wobei insbesondere die modulierenden Einflisse von Sepsismediatoren wie IL-1, IL-6 oder
TNF-a auf die HPA-Achse oder den Glukokortikoidrezeptor eine wichtige Rolle spielen kénnten
(Chrousos, 1995; Pariante et al., 1999; Marik und Zaloga, 2002a). Zur Beschreibung der pro-
und antiinflammatorischen Immunreaktion werden im Folgenden ausgewéhlte Parameter

vorgestellt.

1.4.1. Interleukin-6 und Interleukin-8

Das vorwiegend proinflammatorisch wirksame IL-6 wird nicht nur von leukozytaren Zellen wie
Monozyten, Makrophagen sowie Lymphozyten produziert, sondern auch von anderen
immunologisch aktiven Zellen wie Endothel oder Fibroblasten (Jirik et al., 1989). Induziert wird
seine Synthese vor allem durch andere Entziindungsmediatoren wie beispielsweise Endotoxin,
IL-1, TNF-a und Interferon-y (Reinhart et al., 2002). IL-6 gehort zu den Mediatoren, die initial
auf lokale Entzlindungsreize ausgeschiittet werden und die Induktion von Fieber bewirken, des
klassischen Anzeichens einer sich etablierenden Infektion (Janeway et al., 2002). Chrousos
(1995) beschreibt, dass IL-6 der entscheidende Parameter fur die Aktivierung der HPA-Achse
ist, da es starker die Plasmakonzentrationen von ACTH und Kortisol starker erhoht als maximale

CRH-Dosen. IL-6 moduliert die Kortisolproduktion an verschiedenen Stellen der HPA-Achse
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(Chrousos, 1995; Marik und Zaloga, 2002a) und reflektiert den Grad der proinflammatorischen
Aktivierung (Annane et al., 2008). IL-6 weist bei konzentrationsabhdngiger und kontextbezoger
Betrachtung weitere antiinflammatorische Eigenschaften auf (Fink, 2006). Beispielsweise
werden den durch IL-6 induzierten hepatischen Akute-Phase-Proteine (C-reaktives Protein, op.
Makroglobulin ~ und  Fibrinogen) vorwiegend entzindungshemmende  Eigenschaften
zugeschrieben. AuRerdem ist dieses Zytokin wesentlich an der Gerinnungsaktivierung auf
lokaler sowie systemischer Ebene beteiligt: Es steigert die Thrombopoese sowie die Synthese
von Fibrinogen, Faktor VIII und von-Willebrand Faktor. Gleichzeitig wird die Synthese
antikoagulatorischer Faktoren wie Antithrombin 111 oder Protein S inhibiert (Kerr et al., 2001).
IL-6 spielt in der Pathophysiologie des septischen Schocks nicht nur durch Beeinflussung der
Blutgerinnung eine wichtige Rolle, sondern es ist auch durch direkte kardiodepressive Wirkung
an der Entstehung des Schockzustands beteiligt (Pathan et al., 2004; Joulin et al., 2007). Die
Hohe der IL-6-Konzentration ist mit dem Schweregrad der Sepsis, dem Risiko der Entwicklung
des septischen Schocks sowie der Letalitatsrate korreliert (Reinhart et al., 2002).

Ein weiterer wichtiger Proinflammationsmediator in der Sepsis ist IL-8 (Mussack et al., 2005).
Vorrangig von aktivierten Makrophagen und Endothelzellen, aber auch von Epithelzellen und
Fibroblasten produziert (Janeway et al., 2002), kommt diesem chemotaktisch wirksamen Faktor
eine pathophysiologisch wichtige Rolle fir die Gewebsentziindung zu. IL-8 moduliert die
Expression von Adhasionsproteinen fir die Interaktion von Endothelzellen mit neutrophilen
Granulozyten, so dass diese aktiviert, rekrutiert und am Entziindungsort zur Degranulation
stimuliert werden konnen (Hack et al. 1992; Janeway et al., 2002). IL-8 unterhdlt weitere
proinflammatorische Prozesse zur Infektionsabwehr, zum Beispiel die Apoptosehemmung von
Granulozyten. Zudem stellt dieses Zytokin einen wichtigen pradiktiven Marker fur den Verlauf
der Sepsis dar. Ergebnisse von Studien haben gezeigt, dass die IL-8-Konzentration bei schwerer
Sepsis und septischem Schock erhoht ist und mit dem Auftreten von MODS und einer
ungunstigen Prognose korreliert (Fujishima et al., 1996). Livaditi und Mitarbeiter (2006) fanden

eine Korrelation mit dem SOFA-Score.
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1.4.2. Interleukin-10 und der Quotient Interleukin-6/ Interleukin-10

Das antiinflammatorische Zytokin IL-10 wurde als ein wichtiger Regulationsmediator zur
Kontrolle der Entzindungsreaktion identifiziert. Sezerniert wird es vor allem von Monozyten,
Makrophagen und T-Lymphozyten (Janeway et al.,, 2002). Es agiert im Rahmen eines
autoregulativen Mechanismus als potenter Inhibitor der Makrophagenfunktion: Die
pathogenetisch bedeutsame, (berschiefRende Entziindungsreaktion soll so verhindert werden
(Moore et al., 1993; van der Poll et al., 1997). Synonym fur IL-10 ist auch Cytokine-Synthesis-
Inhibitor-F: es wirkt der Synthese der Entziindungsmediatoren IL-6, IL-8 und TNF-o (de Waal
Malefyt et al., 1991; Marie et al., 2000) sowie der Bildung von NO (Moore et al., 2001)
entgegen. Eine zusétzliche antiinflammatorische Eigenschaft von IL-10 ist die Reduktion der
granulozytaren Zytokinsynthese (Cassatella et al., 1993). Bei Patienten mit schwerer Sepsis oder
septischem Schock wurde beobachtet, dass eine erhohte IL-10-Konzentration mit dem
Schweregrad der Erkrankung sowie einer ungiinstigen Prognose korreliert (Friedman et al.,
1997; Gogos et al., 2000). Das Ungleichgewicht zwischen Pro- und Antiinflammation, ein
wesentlicher Faktor im Pathopysiologiekonzept der Sepsis (Keh, 2005), wird vom Quotienten
Interleukin-6/ Interleukin-10 abgebildet: Eine Zunahme des Quotienten bedeutet, dass die
proinflammtorische Reaktion stérker ist als die antiinflammatorische Reaktion ist. Das
Verhaltnis zwischen Pro- und Antiinflammation bestimmt den Schweregrad der Sepsis
entscheidend (Gorgos et al., 2000). Taniguchi und Mitarbeiter (1999) zeigten, dass die Hohe des
Quotienten mit der Schwere der Sepsis korrelierte und zur Prognoseabschéatzung beitrug. Loisa
und Mitarbeiter (2003) fanden bei schwerem Multiorganversagen einen signifikant héheren
Quotienten. Da eine rNNRI durch andauernde systemische Proinflammation gekennzeichnet ist

(Annane, 2003), ist das Verhaltnis von IL-6 zu IL-10 von primérem Interesse.

1.4.3. Tumor-Nekrose-Faktor-g und HLA-DR

Ein durch Endotoxin/Lipopolysaccharid (LPS) aktivierter Makrophage synthetisiert neben freien
Sauerstoffradikalen und anderen mikrobioziden Metaboliten proinflammatorische Mediatoren,
zu denen neben IL-6 insbesondere der TNF-a gehort. Voraussetzung fiir diese
Makrophagenaktivierung sind zuerst die Bindung von LPS an CD14, dem LPS-Rezeptor auf der
Makrophagenoberflache, und die Assoziation von LPS/CD14 mit dem Toll-like Receptor



15

(TLR)-4 auf der Makrophagenoberflache mit transmembrandser Signaldoméne (van Amersfoort
et al.,, 2003). Auf lokaler Ebene bewirkt TNF-a die Aktivierung des Gefdllendothels mit
nachfolgender ~ Permeabilitatssteigerung  fur  Immunzellen, Immunglobuline  und
Komplementfaktoren. Dadurch verstarkt es aber auch die Schocksymptomatik durch den
Ubertritt von Plasma ins Gewebe. Systemisch vermittelt TNF-o Fieber und aktiviert die
intravaskuldre Gerinnung (Janeway et al., 2002). Die Makrophagenaktivierung ist Teil der
angeborenen, unspezifischen Immunitat. Wahrend der Sepsis kann jedoch eine funktionelle
Storung der Monozyten- und Makrophagenfunktion auftreten, die in-vivo durch das LPS Gram-
negativer (Cook, 1998) oder Lipoteichonséduren Gram-positiver Bakterien (Lehner et al., 2001)
induziert wird. Darstellbar wird dieser ,,Endotoxintoleranz® genannte Zustand in vitro, indem
nach LPS-Reexposition voriibergehend eine verminderte Produktion proinflammatorischer
Zytokine gemessen wird (Sinistro et al., 2007). Es handelt sich jedoch nicht um eine vorteilhafte
adaptive Gegenreaktion, sondern um einen Marker von Immundysregulation, der die
Behandlung von Patienten im septischen Schock wesentlich erschwert und mit einem

schlechteren klinischen Outcome assoziiert ist (West und Heagy, 2002).

Bei der Human-Leukocyte-Antigen (HLA)-DR-Expression handelt es sich um einen weiteren
monozytdren Funktionsparameter, der fur die spezifische adaptive Immunitat essentiell ist. HLA-
Merkmale sind fur jeden Menschen individuelle Gewebemerkmale, aufgrund derer das
Immunsystem eigenes von fremdem Gewebe unterscheiden kann. Monozyten und Makrophagen
haben die Funktion, bakterielle Antigene zu internalisieren, zu prozessieren, in Verbindung mit
dem HLA-DR-Rezeptor den T-Helferzellen zu présentieren, und diese dadurch zu aktivieren
(van Ammersfoort et al., 2003). Die Dichte der monozytaren HLA-DR-Expression auf der
Monozytenoberflache bestimmt die Effizienz dieses Abwehrmechanismus und nimmt somit eine
zentrale Stellung in der Regulation der adaptiven Immunantwort ein (Volk et al., 1996).
Wahrend der Sepsis unterliegt die HLA-DR-Rezeptordichte sowohl positiver als auch negativer
Regulation und spiegelt daher stimulierende und supprimierende Einflisse auf das Immunsystem
wider. Bei initial vorliegendem SIRS wurde bei Patienten eine normale bis erhohte, im Verlauf
bei pradominantem CARS eine erniedrigte HLA-DR-Expression gemessen (Haveman et al.,
1999). Im Zustand des septischen Schocks ist die Expressionsdichte haufig signifikant erniedrigt
und ein wichtiges Kennzeichen der Immunparalyse (Volk et al., 1996; Wolk et al., 2000;
Monneret et al., 2004). Eine herabgesetzte HLA-DR-Exprimierung korreliert mit einem erhéhten
Infektionsrisiko: Patienten mit fehlendem Anstieg der HLA-DR-Expression als Antwort auf eine

sich etablierende Infektion haben eine erhdhte Inzidenz fur ein MODS. Entsprechend kann dieser
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Marker zur Prognoseabschatzung und zum Verlaufsmonitoring der Sepsis einen wichtigen
Beitrag leisten (Volk et al., 1996; Monneret et al., 2006).

1.4.4. Stickstoffmonoxidmetaboliten Nitrit/Nitrat

Die Synthese von Stickstoffmonoxid (NO) erfolgt durch drei Isoenzyme, von denen die
induzierbare NO-Synthase (iNOS) das bedeutendste ist. Die iINOS wird in der Sepsis durch
verschiedene proinflammatorische Mediatoren (IL-6, IL-8, TNF-a) sowie Endotoxin aktiviert
und durch Glukokortikoide inhibiert (Moncada et al., 1991; Vincent et al., 2000). Lokalisiert ist
das Enzym vor allem in Makrophagen und Granulozyten, zudem in Thrombozyten und
gewebsstandig in glatten Muskel-, Epithel- und Endothelzellen. Aufgrund der kurzen
Halbwertszeit von NO sind Nitrit (NO,") und Nitrat (NOj3") die stellvertretenden MessgroRen der
NO-Produktion im Korper. Bis vor kurzem wurde angenommen, dass diese Metaboliten
physiologisch inerte, stabile Endprodukte seien. Nun weisen aktuelle Ergebnisse darauf hin, dass
Nitrit als wichtiger intravaskulérer Speicher dient und unter azidotischen, beziehungsweise
hypoxischen Bedingungen wieder zu NO reduziert werden kann (Lundberg und Weitzberg,
2005). Fur das Verstandnis der Pathophysiologie des septischen Schocks ist NO von zentraler
Bedeutung, da es malgeblich fur die Aufrechterhaltung der vaskuldren Homgostase und
Organperfusion verantwortlich ist. Wie Cauwels (2007) in einer Ubersichtsarbeit beschreibt,
geht eine massiv gesteigerte NO-Produktion mit peripherer Vasodilatation und
Katecholaminresistenz einher, was zu einer Storung der renalen und intestinalen Perfusion und
zur Abnahme der myokardialen Kontraktilitat fuhrt. Weiterhin wird die koronare Autoregulation
gestort, und die direkte Schadigung von Endothel und Epithel zieht die Odembildung und
intestinale Bakterientranslokation nach sich (Vincent et al., 2000). Wie Sharshar und Mitarbeiter
(2003) in einer Ubersichtsarbeit beschreiben, ist der septische Schock zudem durch Apoptose
von Neuronen und Gliazellen charakterisiert, die durch NO getriggert wird und deren Ausmald
mit der endothelialen iNOS-Expression korreliert. Betroffen ist beispielsweise die HPA-Achse in
Form des Hypothalamus sowie kardiovaskuldren autonomen Zentren. Aber auch protektive
Einflisse wurden beobachtet: NO wirkt oxidativem Stress entgegen und besitzt mikrobiozide
Eigenschaften (Cauwels, 2007). Ebenso hemmt es die Thrombozytenaggregation und
Leukozytenadhé&sion. Die gesteigerte Produktion von NO ist maligeblich an der Entwicklung des

septischen Schocks beteiligt (Forstermann, 2000; Vincent et al., 2000).
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1.5. Stand der Forschung

Bisher konnten die Deltakortisol- und Basalkortisolmethode zur Diagnostik der rNNRI nicht
durch einen préaziseren diagnostischen Standard abgel6st werden (Annane et al., 2006a; de Jong
et al., 2007). Der ACTH-Stimulationstest ist aufgrund seiner Sicherheit und Einfachheit im
Klinikalltag nicht durch andere NNR-Funktionstests wie den Insulin-Toleranz-Test oder den
Metyrapone-Test ersetzbar (Asare, 2007). Er eignet sich aber nicht, diejenigen Patienten im
septischen Schock zu identifizieren, die Hydrokortison erhalten sollten (Dellinger et al., 2008).
Dagegen konnte die Basalkortisolmethode in naher Zukunft durch die Einbeziehung des freien
Kortisols in die NNR-Funktionsdiagnostik modifiziert werden (Arafah, 2006; Hamrahian et al.,
2006; Asare, 2007). In weiter Ferne steht die Etablierung eines Parameters, der, unabhéngig von
der Serumkortisolkonzentration, die Kortisolaktivitdt auf der zelluldren Ebene in einzelnen
Organen abbildet (Zaloga, 2003; Meyer und Hall; 2006). Der Glukokortikoid-Rezeptor oder der
Transkriptionsfaktor NF-kB konnten solche Endorganmarker darstellen (Marik, 2009).

Die Einteilung von Patienten mit septischem Schock nach dem Deltakortisol- und
Basalkortisokonzept ermdglicht jedoch weiterfiihrende Untersuchungen: Vielleicht spiegelt sich
eine rNNRI in einem spezifischen Profil immunologischer Parameter wider? Bisherige
immunologische Studien beschéaftigten sich mit den Effekten von niedrig dosiertem
Hydrokortison bei Patienten im septischen Schock (Keh et al., 2003; Oppert et al., 2005). Der
Immunstatus zu Behandlungsbeginn, in Abh&ngigkeit von der NNR-Funktion, ist bisher nicht

erfasst worden und war Gegenstand der vorliegenden Arbeit.
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Il. FRAGESTELLUNG

Bei Patienten im septischen Schock wird hdufig eine rNNRI vermutet. Obwohl die
Madglichkeiten zur Diagnosestellung anhand der Deltakortisol- und der Basalkortisoldefinition
unbefriedigend sind, sah die intensivmedizinische Behandlung dieses Krankheitshildes
standardméliiig die Gabe von Hydrokortison in niedriger Dosierung vor. Da bisher weder
Sicherheit noch Effektivitat dieser Therapie - insbesondere fir Responder im ACTH-
Stimulationstest - belegt werden konnten, wurde zwischen Marz 2002 und November 2005 die
CORTICUS-Studie durchgefiihrt (Sprung et al., 2008). Aufgrund der engen Verzahnung der
HPA-Achse - und somit der Serumkortisolkonzentration - mit dem Immunsystem sollte im
Rahmen der hier vorgelegten Arbeit gepruft werden, ob das Krankheitsbild der rNNRI anhand

eines Profils wichtiger immunologischer Parameter besser erfasst und verstanden werden kann.

Das Studienkollektiv sollte einerseits nach der ACTH-Stimulierbarkeit mit dem
Diskriminationspunkt 9 pg/dl und andererseits nach der Basalkortisolkonzentration mit dem
Schwellenwert 15 pg/dl unterteilt werden. Die Immunprofile der einzelnen Patientengruppen
enthalten die folgenden Parameter: Konzentration der Interleukine IL-6, I1L-8 und IL-10 im
Plasma; Konzentration von IL-6-, IL-10- und TNF-o nach Monozytenstimulation mit LPS in
vitro; Expressionsdichte des monozytaren HLA-DR-Rezeptors sowie die

Nitrit/Nitratkonzentration im Plasma.

Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen der rNNRI auf die Konzentration der ausgewéhlten
proinflammatorischen und antiinflammatorischen Immunparameter bei Patienten im septischen
Schock zu charakterisieren und zu klédren, ob die beiden Definitionen der rNNRI den fir dieses

Krankheitsbild angenommenen proinflammatorischen Immunstatus reflektieren.
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I11. PATIENTEN UND METHODIK

I11.1. Studienziel und Studiendesign

Die CORTICUS-Studie ist eine von der Europdischen Union geforderte, multinationale,
randomisierte und Placebo-kontrollierte Studie zur Prufung der Sicherheit und Wirksamkeit von
niedrig dosiertem Hydrokortison bei Patienten im septischen Schock (Sprung et al., 2008).
Insgesamt wurden in Deutschland, Frankreich, Belgien, Portugal und Israel auf
52 Intensivstationen insgesamt 499 Patienten eingeschlossen. Ein immunologischer Teil dieser
Studie wurde in Berlin an insgesamt 13 Intensivstationen von 10 Krankenhdusern durchgefihrt
und von der Deutschen Forschungsgemeinschaft finanziell unterstiitzt. Eine wichtige
Fragestellung im Rahmen der Substudie war es, den Einfluss des bei rNNRI postulierten
Kortisolmangels auf den Immunstatus zu charakterisieren. Die dazu ausgewéhlten Parameter
waren IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, Nitrit/Nitrat sowie HLA-DR.

I11.2. Patientenkollektiv und diagnostische Parameter

Zwischen Marz 2002 und November 2005 konnten insgesamt 84 Patienten in die Berliner
Substudie eingeschlossen werden. Das positive Votum der zustandigen Ethikkommission sowie
die schriftliche Einwilligung der Patienten oder der gesetzlichen Vertreter lagen vor. Alle
Patienten erflllten die nachfolgend beschriebenen Kriterien, die vom American College of Chest

Physicians/ Society of Critical Care Medicine (Bone, 1992) definiert wurden.

111.2.1. Einschlusskriterien

Die Patienten erfullten folgende Einschlusskriterien:

1. Klinischer Nachweis einer Infektion innerhalb der letzten 72 h sowie Vorliegen von
mindestens einer der folgenden Bedingungen:
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Nachweis von polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten in sterilen
Korperfllssigkeiten;

Nachweis pathogener Mikroorganismen in sonst sterilen Korperfllissigkeiten wie
Blut, Urin oder Sputum;

Offensichtlich erkennbare Ursachen einer Infektion, z.B. Darmperforation, eitrige
Waunddrainage;

Sonstiger Kklinischer Nachweis einer Infektion, z.B. Pneumonie, nekrotisierende

Fasziitis.

2. Vorliegen einer Sepsis mit mindestens zwei der nachfolgenden Befunde:

a)
b)
c)
d)

Temperatur > 38,3 °C oder < 35,6 °C;

Herzfrequenz > 90/min;

Atemfrequenz > 20/min oder PaCO, < 32 mmHg oder mantadorische Ventilation;
Leukozyten > 12.000/ul oder < 4000/pl oder eine Linksverschiebung im Blutbild

mit > 10 % unreifen neutrophilen Granulozyten.

3. Eintreten des septischen Schocks innerhalb der letzten 72 h und Erflllung folgender

Kriterien:

a)

b)

Hypotension: Systolischer Blutdruck < 90 mmHg oder Abfall um > 50 mmHg
vom Ausgangswert (> 1 h) bei Hypertonikern, trotz adaquater
Fliissigkeitstherapie und/ oder Dopamingabe (> 5 pug/kgKG/min) oder jede andere
Therapie mit Vasopressoren (Adrenalin, Noradrenalin, Vasopressin) (ber
mindestens 1 h;

Organhypoperfusion/ Organdysfunktion in zeitlichem Zusammenhang mit der
Sepsis (unabhéngig von der Grunderkrankung oder Medikamenten) mit

mindestens einem der folgenden Befunde:

1. Oligurie;

2. Metabolische Azidose (pH < 7,3 oder Basendefizit > 5,0 mmol/l oder Laktat
> 2 mmol/l);

3. Hypoxie (PaOy/ FiO, < 280 ohne Pneumonie oder < 200 bei vorliegender

Pneumonie);
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4. Bewusstseinseintriibung (Glasgow-Coma-Scale (GCS) < 14 oder akute
Verschlechterung);
5. Thrombozytopenie (< 100.000/ul).

111.2.2. Ausschlusskriterien

Ausschlusskriterien waren:

Schwangerschaft;
Alter < 18 Jahre;
Grunderkrankung mit einer Uberlebensprognose von < 3 Monaten;

Kardiopulmonale Reanimation innerhalb der letzten 72 h;

o B~ D

Medikamentds-induzierte Immunsuppression, Chemo- /Bestrahlungstherapie innerhalb

der letzten 4 Wochen;

6. langfristige Glukokortikoidtherapie innerhalb der letzen 6 Monate oder Kkurzfristige
Therapie mit Glukokortikoiden innerhalb der letzten 4 Wochen (topische Applikation
keine Kontraindikation);

7. HIV-Infektion;

8. Reanimationsverweigerung;

9. Akuter Herzinfarkt oder akute Lungenarterienembolie; moribunder Patient mit einer
Lebenserwartung < 24 h; oder Intensivstationsaufenthalt > 2 Monate;

10. Andere Medikamenten-Studie innerhalb der letzten 30 Tage

111.2.3. Definition der relativen Nebennierenrindeninsuffizienz

Die NNR-Funktion der in die CORTICUS-Studie eingeschlossen Patienten wurde nach zwei
Kriterien beurteilt: der Deltakortisoldefinition und der Basalkortisoldefinition der rNNRI. Die
erste basiert auf einem intravendsen ACTH-Stimulationstest, mit dem Rothwell und Mitarbeiter
(1991) erstmalig das Krankheitsbild der rNNRI bei Patienten im septischen Schock beschrieben.
Im Vergleich zu Patienten mit SIRS, Sepsis oder anderen kritischen Erkrankungen ist die
Stimulierbarkeit der NNR bei Patienten mit septischem Schock reduziert (Tayek und Atienza,
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1995). Nach Studieneinschluss wurde jedem Patienten 250 pg ACTH/ Tetracosactid
(Synacthen®, Novartis Pharma GmbH, Nirnberg) verabreicht. Blutproben zur Bestimmung der
Basalkortisolkonzentration im Serum wurden unmittelbar vor Stimulation (Zeitpunkt To) sowie
60 min danach (Tg) abgenommen. Die Kortisolantwort auf die ACTH-Stimulation (3-max)
wurde als Differenz der Konzentrationen zwischen Ty und Tg definiert. Stieg der
Serumkortisolwert um < 9 pg/dl (248 pmol/l) vom Basalkortisolwert an, wurde eine rNNRI
diagnostiziert. Betrug der Konzentrationsanstieg > 9 pg/dl vom Basalkortisolwert, wurde die
NNR-Funktion als adéquat eingestuft. Die Bezeichnungen fir diese Patientengruppen (Annane et
al., 2002) gibt Tab. 1 an.

Tabelle 1. Patientenaufteilung nach dem Deltakortisolkonzept

Deltakortisol (pg/dl) Bezeichnung
<9 Nonresponder
>9 Responder

Als zweiter Parameter in der NNR-Funktionsdiagnostik diente der Basalkortiolwert zum
Zeitpunkt To. Nach dem von Cooper und Stewart (2003) ausgearbeiteten Konzept lag eine
rNNRI dann vor, wenn die gemessene Basalkortisolkonzentration im Serum < 15 pg/dl
(413 pmol/l) betrug. Bei einem Basalkortisolwert von > 15 pg/dl wurde eine adaquate NNR-
Funktion angenommen. Die gemall dieser Einteilung erfolgte Bezeichnung dieser beiden

Patientengruppen zeigt Tab. 2.

Tabelle 2. Patientenaufteilung nach dem Basalkortisolkonzept

Deltakortisol (pg/dl) Bezeichnung

<15 Basalniedrige Patienten

>15 Basalhohe Patienten
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Die methodisch unterschiedlichen Ansétze der NNR-Funktionsdiagnostik implizieren die Frage,
ob beide Definitionen der rNNRI die gleichen Patienten identifizieren. Um die Ubereinstimmung
beider Konzepte zur rNNRI zu Uberprifen, wurden die Studienteilnehmer nach den
Deltakortisol- und Basalkortisolkriterien auf eine Vierfeldertafel aufgeteilt. Die Bezeichnungen

der einzelnen Gruppen fasst Tab. 3 zusammen.

Tabelle 3. Patientenbezeichnung gemél der Vierfeldertafelaufteilung

Basalkortisol (ug/dl)
Deltakortisol (pg/dl)

<15 >15
o basalniedrige basalhohe
<
B Nonresponder Nonresponder
o basalniedrige basalhohe
>
Responder Responder

111.2.4. Klinische Daten, Krankheitsschweregrad und Laborparameter

Folgende Patientendaten wurden erfasst: Alter, Geschlecht, Krankheitsdiagnosen und die
vermutete Sepsisursache, wobei nach den Kategorien Pneumonie, Peritonitis, Polytrauma und
Sonstige differenziert wurde. Weiterhin wurden der mittlere arterielle Blutdruck (MAD) sowie
die Menge der applizierten Katecholamine dokumentiert. Der Krankheitsschweregrad wurde mit
dem ,,Simplyfied acute physiology score (SAPS)-II* bestimmt, der den Zeitraum von 24 h vor
Erfullung der Studieneinschlusskriterien umfasste. In diesen Punktwert zwischen 0 und 163
gehen die Patientencharakteristika 1. Alter des Patienten, 2. Art der Aufnahme (internistisch,
elektive oder notfallmaRige Operation), 3. Vorliegen chronischer Erkrankungen (Acquired
Immunodeficiency Syndrom (AIDS), metastasiertes oder hamatologisches Krebsleiden) und
folgende 12 physiologische Variablen ein: GCS, Herzfrequenz, systolischer Blutdruck, zentrale
Korpertemperatur, das Verhaltnis PaO,/ FiO, bei mechanischer Ventilation oder CPAP-
Beatmung, Urinmenge pro 24 h, sowie die Laborparameter Leukozytenzahl, Natrium, Kalium,

Bikarbonat, Harnstoff und Bilirubin. Je hoher der Scorewert, desto hdher ist der
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Krankheitsschweregrad einzustufen. Die Gesamtpunktzahl korreliert zudem mit dem
Letalitatsrisiko (Le Gall et al., 1993). Auftretende Organfunktionsstorungen wurden mit Hilfe
des ,,Sequential organ failure assessment*“ (SOFA)-Scores erfasst (Vincent et al., 1996), wobei
die resultierende Punktzahl mit der Mortalitat korreliert ist (Vincent et al., 1998). Der SOFA-
Score ist aus 6 Einzelscores zusammengesetzt, die jeweils fir ein Organsystem stehen: Zentrales
Nervensystem, Herz, Lunge, Gerinnungssystem sowie Leber und Nieren. Jedes Organsystem
wird mit einem Punktwert von 0 (keine Fehlfunktion) bis 4 (starkste Fehlfunktion) beurteilt, die
in der Summe maximal 24 Punkteergeben (Vincent et al., 1996). Fur die Bestimmung wird
jeweils der schlechteste Wert innerhalb von 24 Stunden vor Studieneinschluss benutzt. Schon
seit langem ist bekannt, dass die HOhe der Serumkortisolkonzentration mit der Schwere der
Erkrankung korreliert (Melby, 1958) und mit einem schlechteren Outcome verbunden ist
(Annane et al., 2000). Daher sollte gepruft werden, ob eine Korrelation von SAPS 1I- und SOFA-
Score sowohl mit der Serumkortisolkonzentration als auch mit den Proinflammationsmarkern
IL-6 und Nitrit/Nitrat besteht. In der Literatur ist eine inverse Korrelation des SOFA-Scores mit
der HLA-DR-Rezepordichte beschrieben (Tschaikowsky et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit

sollte dieser Zusammenhang ebenfalls untersucht werden.

111.2.5. Immunprofilparameter

Erst nach der Entnahme der Blutproben fiir die Immunparameterbestimmungen erhielt der
Patient die erste Dosis der CORTICUS-Studienmedikation, entweder 50 mg Hydrokortison oder
Placebo, die in Form einer intravendsen Injektion in 10 ml isotoner Natriumchloridlésung
appliziert wurde. Um die Auswirkungen einer diagnostizierten rNNRI auf das Immunprofil eines
Patienten im septischen Schock umfassend zu beschreiben, wurden folgende immunologische
Parameter gemessen: der Plasmaspiegel von IL-6, IL-8 und IL-10, die aus LPS-stimulierten
Monozyten sezernierten TNF-o-, IL-6- und IL-10-Konzentrationen, die HLA-DR-
Rezeptorexpressionsdichte auf der Monozytenoberflaiche sowie die Plasmaspiegel der
Stickstoffmonoxid-Folgeprodukte Nitrit und Nitrat. Die Konzentrationen dieser Marker in den
einzelnen Gruppen sollten bestimmt und anschlieBend mit der Serumkortisolkonzentration
korreliert werden. Insbesondere sollte dieser Zusammenhang fir die proinflammatorischen

Parameter mit stimulierender Wirkung auf die HPA-Achse, 1L-6 und TNF-a gepriift werden. Fir
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IL-10 als antiinflammatoriches Zytokin ist eine inverse Korrelation mit der HLA-DR-Expression
beschrieben (Monneret et al., 2004), die in der hier vorliegenden Studie untersucht werden sollte.

111.3. Verarbeitung der Blutproben

111.3.1. Blutentnahme

Die Blutentnahme fiir die immunologischen Untersuchungen erfolgte unter sterilen Kautelen
(insgesamt 3 EDTA-, 2 Serum- und 1 Heparin-Monovette). Mit Ausnahme der Serum-
Monovetten fiir die Kortisolbestimmung wurden die Blutproben sofort auf Eis gelagert und
direkt nach Ankunft im Labor weiterverarbeitet. Aus der EDTA-Monovette wurde die
Leukozytenzahl pro nl bestimmt (Cell-Dyn 1600, Abbott Diagnostics, USA) und eine Probe fiir
die HLA-DR-Messung entnommen. Aus der Heparin-Monovette wurde eine Probe zur
Monozytenstimulation mit LPS entnommen. Die verbliebene Blutmenge wurde, um die ungleich
langen Transportzeiten von den unterschiedlichen Intensivstationen im Berliner Raum
auszugleichen, jeweils nach 3 h fur 10 min bei 3000 rpm und 4 °C abzentrifugiert (Megafuge
1.0 R.®, Heraeus Instruments, Berlin). Der Uberstand wurde zu je 500 pl in 1,5 ml Eppendorf-
Rohrchen aliquotiert und die Proben zur spateren Bestimmung der Zytokine und der

Nitrit/Nitrat-Konzentration bei - 80 °C gelagert.

111.3.2. Bestimmung der Kortisolkonzentration

Die Serum-Monovetten fiir die Deltakortisol- und Basalkortisolmessungen vor und nach ACTH-
Stimulation wurden nach 3 h Lagerung bei Raumtemperatur ebenfalls 10 min bei 3000 rpm und
4 °C abzentrifugiert und in jeweils ein Kryo-Rohrchen umgefullt. Nach dem Einfrieren der
Proben bei - 80 °C wurden diese gesammelt an das Referenzlabor Prof. J. Briegel, Miinchen,
geschickt. Dort wurde die totale Serumkortisolkonzentration mit Hilfe eines Electro-
chemiluminescense Immunoassays (ECLIA) vom Typ Elecsys® (Roche Diagnostics, Basel,

Schweiz) nach den Herstellerangaben bestimmit.
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111.3.3. LPS-Stimulation von Monozyten

Da nur Monozyten die entsprechenden CD-14-Oberfldchenrezeptoren besitzen, wurde zur
Bestimmung der monozytaren IL-6-, IL-10- und TNF-a-Sekretion eine heparinisierte
Vollblutprobe mit einem LPS-Stimulationsmedium versetzt. Hinsichtlich dieser Zytokine sollte
die Sezernierungsrate pro 1000 Monozyten zwischen den einzelnen Patientengruppen verglichen
werden. Unter Verwendung pyrogenfreien Arbeitmaterials wurden unter der Sterilbank zwei
Eppendorf-Rohrchen, die je 500 ul LPS-Stimulationsmedium der Konzentration 500 pg/ml
(Stock L 4516, Sigma Chemical, St. Louis, USA) enthielten, mit jeweils 50 pl heparinisiertem
Vollblut befullt und anschliel3end fir 4 h bei 37 °C unter 5 % CO; (Heraeus Instruments, Berlin)
inkubiert. Dann wurden die Réhrchen zur Gewinnung des Plasmas 5 min bei 2500 rpm und 4 °C

abzentrifugiert und der Uberstand in jeweils zwei Proben zu 250 pl bei -80 °C eingefroren.

111.3.4. Zytokinbestimmung

111.3.4.1. Messprinzip

Zur Konzentrationsbestimmung der Interleukine 1L-6, IL-8 und IL-10 sowie von TNF-o im
Plasma und nach LPS-Stimulation dienten die in Tab. 4 aufgefiihrten Enzyme-linked
immunosorbent assays (ELISA) nach der ,,Sandwich-Methode* (BD Biosciences, San Diego,
USA). Die Plasmaproben wurden aus EDTA-haltigen Monovetten entnommen. Der
Enzymimmunassay basiert auf dem Prinzip, dass ein gegen das zu bestimmende Zytokin
gerichteter spezifischer Antikorper (Capture-Antikorper) auf einer Mikrotiterplatte gebunden
vorliegt. Nach Inkubation mit der Plasmaprobe bilden sich Antikdrper-Antigen-Komplexe. In
einem darauf folgenden Schritt wird ein zweiter Antikorper (Detektionsantikorper)
hinzugegeben, der an ein anderes Epitop des Zytokins bindet und zusatzlich das Enzym
Peroxidase tragt. Abschlielend wird dem Reaktionsansatz ein chromogenes Substrat
hinzugegeben, das durch das Enzym Peroxydase gespalten wird. Die Zytokinkonzentration kann
dann photometrisch tber die Messung der Extinktion und einen Vergleich mit entsprechenden

Enzymaktivitatsstandards ermittelt werden.
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111.3.4.2. Messprotokoll

Die Aufbereitung der tiefgefrorenen Blutproben zur ELISA-Zytokinbestimmung umfasste

folgende Arbeitsschritte:

1.

2.

Herstellung eines 0,1 M Carbonat-Puffers mit einem pH-Wert von 9,5: 4,2 g NaHCO3
und 1,78 g Na,CO3 wurden in 500 ml Aqua dest. gelost.

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

Beflllen aller Kavitaten der Mikrotiterplatte mit je 100 pl des jeweiligen verdlinnten
Capture-Antikorpers, Abkleben der Platte und Inkubation tUber Nacht bei 4 °C. Bei der

Bestimmung von IL-10 musste bei Raumtemperatur inkubiert werden.

Am folgenden Tag:

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

Laboratories GmbH, Linz, Osterreich);

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

Auffiillen aller Kavitaten mit jeweils 200 pl des Verdunnungspuffers, Inkubation bei

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

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

gemal der Angabe des Herstellers.

Auftauen der Plasmaproben bei Raumtemperatur, Befllen der entsprechenden Kavitaten
der Mikrotiterplatte mit jeweils 100 pul Plasma bzw. Standard (Doppelbestimmung aller
Proben);
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9. Inkubation bei Raumtemperatur fir 2 h und anschlieRend fiinfmaliges Waschen wie unter

5. beschrieben;

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

Verdunnungspuffer im Verhéltnis 1 : 250;

Tabelle 4. Ubersicht der verwendeten ELISA-Sets und Detektionsenzyme

Nr. ELISA-Set Detektionsenzym
1 BD OptEIA® Set Human 1L-6 Streptavidin-HRP
2 BD OptEIA® Set Human IL-8 Streptavidin-HRP
3 BD OptEIA® Set Human IL-10 Avidin-HRP
4 BD OptEIA® Set Human TNF-o Avidin-HRP

HRS = horseradish Peroxidase

11. Befullen der Kavitaten der Mikrotiterplatte mit jeweils 100 pl Detektionsreagenz,
Inkubation bei Raumtemperatur fur 1 h, dann siebenmaliges Waschen wie unter 5.

beschrieben;

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

jeweils 100 pl dieser Losung;

13. Inkubation fir 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln, dann Abstoppen der

Enzymreaktion durch Zugabe von 50 pl einer 1 mmol/l Schwefelséure;

14. Photometrische Messung der Extinktion bei 450 nm (Korrektur 570 nm) und Berechnung
der Zytokinkonzentration (Dynatech MR 5000®, Billinghurst, England;

15. Normierung der nach LPS-Stimulation gemessenen Zytokinkonzentrationen auf
1000 Monozyten.
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111.3.5. Differentialblutbild und HLA-DR-Expressionsdichte

111.3.5.1. Messprinzip

Der prozentuale Anteil der Monozyten und deren HLA-DR-Rezeptordichteexpression (Abb. 1)
wurden mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Das Kernstiick eines Durchflusszytometers ist
ein Argon-lonen-Laser-Strahl, den die Leukozyten in einer Tréagerfllssigkeit einzeln passieren.
Das Vorwartsstreulicht (FSC) gibt Aufschluss tber die ZellgroRe, das Seitwartsstreulicht (SSC)
erlaubt eine Aussage Uber die Zellgranularitat. Tragt man die Streuungen gegeneinander auf,
kann der prozentuale Anteil der leukozytédren Subpopulationen anhand der spezifischen
Charakteristika bestimmt werden. Die Errechnung der Gesamtmonozytenzahl pro nl erfolgte mit
Hilfe der im Cell-Dyn 1600® gemessenen Leukozytenzahl und des prozentualen Anteils der

Monozyten im durchflusszytometrisch ermittelten Differentialblutbild.

SSC

I e e e e e R i
0 200 400 600 800 1000
FSC

Abbildung 1. Leukozytére Subpopulationen (Gate R7: Monozyten; im Vergleich grof3 und
wenig granuliert; Gate R6: Lymphozyten; Gate R8: Granulozyten); x-Achse: FSC; y-Achse: SSC

Zusatzlich ermdglicht die Durchflusszytometrie die Identifizierung und Quantifizierung von
Molekiilen auf der Zelloberflache. Vor der Messung werden die Monozyten mit einem gegen
HLA-DR-gerichteten, fluorochrom-markierten monoklonalen Antikorper markiert. Der
Laserstrahl regt Elektronen des Fluorochroms an, die beim Zurickfallen auf ein niedrigeres
Energieniveau Licht einer bestimmten Wellenldnge emittieren. Die Klassifizierung erfolgt dabei

anhand der charakteristischen Lichtstreuung und der monozytenspezifischen CD-14-Fluoreszenz
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bei 575 nm. Anhand der mittleren Fluoreszenzintensitat kann die HLA-DR-Expressionsdichte

des Monozyten bestimmt werden. Die Messung erfolgte an einem Durchflusszytometer des Typs

FACScan® (Becton Dickinson, San Jose, USA), die Auswertung auf einem Power Macintosh G3

(Apple Computer, Cupertino, USA) unter Verwendung der geratespezifischen CellQuest

®

Software.

111.3.5.2. Messprotokoll

Die Weiterverarbeitung der auf Eis gelagerten EDTA-Vollblutproben erfolgte direkt nach

Ankunft im Labor nach folgender Messvorschrift:

1.

Pipettieren von 50 pl Blut in ein Polystyrol-Réhrchen und Versetzen mit 20 pl des
fluorochrom-markierten  Antikorperpaares  (Anti-HLA-DR  Phykoerythin ~ (PE)/
Anti-CD-14-PerCP, Becton Dickinson, San Jose, USA);

Nach griindlicher Durchmischung der Probe (Vortex Genie 2®, Scientific Industries,
Bohemia, USA) erfolgte eine Inkubation bei 4 °C fir 20 min;

Im Anschluss: Zugabe von 0,5 ml einer 1 : 10 verdiinnten BD FACS®-Lysing Solution
(BD Biosciences, SAN Jose, USA). Die Probe wurde gut durchmischt und 10 min im
Dunklen bei Raumtemperatur inkubiert, anschlieBend 5 min Zentrifugation bei 1200 rpm

und 4 °C (Megafuge 1.0 R.®, Heraeus Instruments, Berlin);

Absaugen des Uberstandes, Zugabe von 2 ml Phosphate Buffered Saline (PAA
Laboratories GmbH, Linz, Osterreich) und erneute Abzentrifugation der Probe wie unter
3. beschrieben.

Letztmaliges Absaugen des Uberstands und Resuspensierung mit 500 pl PBS,

anschlielend durchflusszytometrische Analyse.

Zur Kalibrierung wurden lyophilisierte Standartpartikel (QuantiBRITE® PE Beads, Becton

Dickinson, San Jose, USA) verwendet, die mit 4 Phycoerythrin-Levels konjugiert waren. Der

Einsatz erfolgte nach den Angaben des Herstellers.
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111.3.6. Stickstoffmonoxidmetabolite Nitrit/Nitrat

111.3.6.1. Messprinzip

Die Konzentrationen von Nitrit und Nitrat im entproteinierten Serum wurde in zwei Stufen
bestimmt, wie von Nussler und Mitarbeitern (2002) beschrieben wurden. Nitrit konnte direkt
gemessen werden, wohingegen Nitrat zundchst durch eine enzymkatalysierte Reaktion in Nitrit
uberfuhrt werden musste. Beide Werte wurden photometrisch bestimmt und anschlief3end
addiert.

111.3.6.2. Messprotokoll Nitritbestimmung

Eine Probe von 150 pl Serum, das zuvor 1 : 1 mit destilliertem Wasser verdunnt worden war,
wurde in eine 96-Well-Mikrotiterplatte Gberfuhrt und mit 75 pl 2,3-Diamino-naphthalin (DAN)-
Losung (158 umol/l in 0,62 N HCI; Fluka, Buchs, Schweiz) und 75 pl 1,5 N HCI versetzt. Nach
Durchmischung und flnfminatiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die entstandene
Fluoreszenz mit einem Platten-Reader (Dynatech MR 5000®, Billinghurst, England)
quantifiziert. Die Anregungswellenlédnge betrug 370 nm, die Messung erfolgte bei 405 nm. Eine
Standard- Eichreihe umfasste Konzentrationen von 0,15 bis 5 pmol/l Natriumnitrit. (Fluka,

Buchs, Schweiz).

111.3.6.3. Messprotokoll Nitratbestimmung

Mittels einer bakteriellen Nitrat-Reduktase wurde zunachst Nitrat in Nitrit umgewandelt, dessen
Konzentration anschlieBend nach der oben beschriebenen Methode zu bestimmen war. Eine
Probe von 150 ul Serum, die zuvor 1 : 1 mit destilliertem Wasser verdinnt worden war, wurde in
eine 96-Well-Mikrotiterplatte Uberfuhrt und mit 10 pl Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD-Nay;
108 pmol/l), 10 ul reduziertem B-Nicotinamid-Adenin-Dinukleotidphosphat (NADPH-Nay; 3,2
mmol/l) und 0,1 U Nitrat-Reduktase (Boehringer, Mannheim) versetzt. Nach Durchmischung
und Inkubation unter Lichtausschluss fur 45 Minuten bei 30 °C erfolgte die Nitritbestimmung.
Eine Standard-Eichreihe umfasste die Konzentrationen von 0,15 bis 5 pmol/l Kaliumnitrat
(Fluka, Buchs, Schweiz).
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I11.4. Datenverarbeitung und statistische Auswertung

Alle ermittelten Daten wurden mit Hilfe des ,,Statistical Package for the Social Sciences®,
(SPSS Inc.®, Version 14, Chicago, USA) analysiert. Die Gruppenunterschiede im Immunprofil
bei nicht-verbundenen Stichproben wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test tberprift. Die
Ergebnisse wurden auf der Basis von Median und 25- und 75 %-Perzentile als Boxplot
prasentiert. Statistische Signifikanz wurde jeweils durch eine Wahrscheinlichkeit (p) zur
Annahme der Nullhypothese von p < 0,05 (zweiseitig) definiert. Die Korrelationskoeffizienten
wurden bei intervallskalierten Daten parametrisch nach Pearson beziehungsweise bei

ordinalskalierten Daten nicht-parametrisch nach Spearman berechnet.

I11.5. Liste der verwendeten Einmalartikel

Blutmonovette; 1 x 10 ml EDTA 1)
Blutmonovette; 1 x 2,5 ml EDTA 1)
Blutmonovette; 3 x 5,5 ml Serum 1)
Blutmonovette; 1 x 5,5 ml Li Heparin 1)
Blutmonovette; 1x 2,5 ml Citrat 1)
Pipetten, 10 pl; 10 bis 100 pl; 100 bis 1000 pul; 1000 pl, (@)
Pipettenspitzen blau, 100 bis 1000 um, 72 mm 1)
Pipettenspitze gelb, 1 bis 100 um, 51 mm; 1)
Polypropylen Réhrchen, 1.5 ml 1)
Polystyrol Reagenzglas, 12 mm x 75 mm; 3)
Polystyrol Reagenzglas, 15 ml; (3)
Polystyrol Reagenzglas, EDTA-K, 10 ml 1)
Serologische Pipetten, 1 ml; (3)
Serologische Pipetten, 5 ml; (3)
Serologische Pipetten, 10 ml; 3

(1) = Sarstedt (Numbrecht)
(2) = Eppendorf (Hamburg)
(3) = Becton Dickinson (Heidelberg)
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IV. ERGEBNISSE

Im ersten Abschnitt werden die allgemeinen Patientencharakteristika prasentiert. Es erfolgen die
Zuordnung des Patientenkollektivs nach dem Deltakortisol- und Basalkortisolkonzept sowie die

Patientenaufteilung auf der Vierfeldertafel.

Im zweiten Teil der Ergebnisse werden die Immunprofile, Vitalparameter und die Punktzahlen
der Scores zum Krankheitschweregrad présentiert. Zur Darstellung wurde folgende Reihenfolgt
gewdhlt: Zuerst werden die Messwerte der Nonresponder und Responder nach dem
Deltakortisolkonzept der rNNRI in Textform und als Boxplots aufgefiihrt. Zum Vergleich
werden basalniedrige und basalhohe Patienten nach dem Basalkortisolkonzept der rNNRI
konsekutiv angefuhrt. Im Anschluss kommen die Ergebnisse der Gegeniberstellung beider
Konzepte der rNNRI auf der Vierfeldertafel zur Darstellung. Statistisch signifikante

Unterschiede werden in der Tabellenunterschrift angegeben.

IV.1. Beschreibung des Patientenkollektivs

Fur die CORTICUS-Studie wurden in Berlin 84 Patienten im septischen Schock eingeschlossen:
59 (70 %) ménnliche und 25 (30 %) weibliche Studienteilnehmer. Als Infektionsfokus wurde bei
38 Patienten (45 %) eine Peritonitis und bei 18 (21 %) eine Pneumonie diagnostiziert. Bei
4 Patienten (5 %) lag ein Polytrauma vor, bei 21 Patienten (25 %) wurden andere Ausléser des
septischen Schocks vermutet. In Tab. 5 sind diese Haufigkeiten sowie das Alter, KorpergroRe
und Korpergewicht der Patienten aufgeteilt nach der Deltakortisol- und Basalkortisoldefinition
der rNNRI angegeben. Der Vergleich séamtlicher Patientencharakteristika lieferte keine
statistisch signifikanten Unterschiede. Dies galt auch fur den Vierfeldertafelvergleich, weswegen
auf eine tabellarische Darstellung dieser Werte verzichtet wurde.
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Tabelle 5. Patientencharakteristika nach der Deltakortisol- und Basalkortisolaufteilung

_ Deltakortisol (ug/dl) Basalkortisol (ug/dl)

Patienten
<9 >0 <15 >15

(n)
méannlich 21 38 16 43
weiblich 07 18 04 21
Alter 66 [55; 72] 67 [57; 77] 61 [46; 75] 68 [57; 76]
KorpergroRe 173 [166; 178] 173[165;178] 170 [167; 180] 174 [165; 178]
Korpergewicht 80 [70; 90] 75 [65; 85] 74 [64; 85] 78 [68; 86]
Pneumonie 05 13 09 09
Absomen 14 24 07 31
Polytrauma 03 01 00 04
Andere 05 16 04 17

n = Anzahl, Alter in Jahren, KérpergroRRe in cm, Korpergewicht in kg

IV.1.1. Deltakortisolaufteilung

Nach dem Deltakortisolkonzept der rNNRI ergaben sich folgende Haufigkeiten der Patienten
(Tab. 6).

Tabelle 6. Patientenaufteilung nach dem Deltakortisolkonzept der rNNRI

Deltakortisol Patienten
(Hg/dI) (n)

<9 28 (33 %)

>9 56 (67 %)

n = Anzahl
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IV.1.2. Basalkortisolkonzept

Nach der Basalkortisoldefinition der rNNRI zeigte sich die in Tab. 7 dargestellte Verteilung.

Tabelle 7. Patientenaufteilung nach Basalkortisolkonzept der rNNRI

Basalkortisol Patienten
(Hg/dI) (n)

<15 20 (24 %)

> 15 64 (76 %)

n = Anzahl

IV.1.3. Vierfeldertafelaufteilung

Die Aufteilung der Patienten in der Vierfeldertafel erbrachte die in Tab. 8 zusammengefassten

Ergebnisse.

Tabelle 8. Vierfeldertafelaufteilung der Patienten

Basalkortisol (ug/dl)

Deltakortisol (pg/dl)
<15 >15

<9 3 (4 %) 25 (30 %)

>9 17 (20 %) 39 (46 %)
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1VV.2. Serumkortisolkonzentrationen und klinische Daten zum Krankheits-

schweregrad

1VV.2.1. Serumkortisolkonzentrationen

Die Serumkortisolkonzentrationen der 28 Nonresponder und 56 Responder (Abb. 3) vor dem
ACTH-Stimulationstest unterschieden sich nicht signifikant (p = 0,314). Entsprechend der
Definition war der Deltakortisolanstieg zwischen Nonrespondern und Respondern signifikant
unterschiedlich (4,8 pg/dl [2,9; 7,7] vs. 13,7 pg/dl [10,7; 18,4]; p < 0,001).

Nach der Basalkortisoldefinition der rNNRI unterschieden sich die Hohen der Kortisolspiegel
zwischen basalniedrigen und basalhohen Patienten signifikant (p < 0,001). Die durchschnittliche
Basalkortisolkonzentration aller 84 Studienteilnehmer betrug 22 pg/dl [15,7; 32,6].

(A) (B)
7019 701
601 - 60 1 -
50 1 50 1
_— *k%
401 401

| - |
204 20 1
lo. 10. é

0 0
y ¥
N= 28 56 N= 20 64

Nonresponder Responder Basalniedrige Patienten Basalhohe Patienten

Abbildung 3. Kortisolkonzentration der Gruppen Deltakortisol (A) und Basalkortisol (B);
***p <0,001, N = Anzahl

Auf der Vierfeldertafel (Tab. 9) zeigte sich, dass sich die Kortisolkonzentrationen basalniedriger

Nonresponder signifikant von basalhohen Nonrespondern (p < 0,001), sowie basalniedrigen
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(p = 0,007) und basalhohen (p < 0,001) Respondern unterschieden. Der Ubersichtlichkeit halber

wurden diese Unterschiede nicht in Tab. 9 eingezeichnet.

Tabelle 9. Basalkortisol (ug/dl) im Vierfeldertafelvergleich

Basalkortisol (ug/dl)

Deltakortisol (pg/dl)

<15 >15
<9 6 [5; 8] / 27 [21; 34]
>9 11 [9; 14] == 97[20; 37]

*** ) < 0,001, *44 p < 0,001

1VV.2.2. Mittlerer arterieller Blutdruck und Noradrenalinverbrauch

Der mittlere arterielle Blutdruck (Abb. 4) war zwischen Nonrespondern und Respondern nicht
signifikant unterschiedlich (p = 0,578). Auch im Noradrenalinverbrauch (Abb. 5) unterschieden
sich Nonresponder nicht signifikant von Respondern (p = 0,769).

Zwar konnte zwischen basalniedrigen und basalhohen Patienten kein signifikanter Unterschied
zwischen den mittleren arteriellen Blutdriicken ermittelt werden (p = 0,784), dafiir bendtigten

basalniedrige Patienten signifikant weniger Noradrenalin als basalhohe Patienten (p = 0,026).
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Abbildung 4.  Mittlerer arterieller Blutdruck der Gruppen Deltakortisol (A) und Basalkortisol
(B); N= Anzahl

Die Gegeniiberstellung der mittleren arteriellen Blutdriicke auf der Vierfeldertafel lieferte die in

Tab. 10 zusammengefassten, statistisch nicht signifikant unterschiedlichen Werte.

Tabelle 10. Mittlerer arterieller Blutdruck (mmHg) im Vierfeldertafelvergleich

Basalkortisol (ug/dl)

Deltakortisol (pg/dl)
<15 >15

<9 63 [60; 63] 60 [54; 69]

>9 58 [53; 69] 60 [50; 67]
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(A) (B)
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Abbildung 5.  Noradrenalinverbrauch in den Gruppen Deltakortisol (A) und Basalkortisol (B);
*p=0,026, N = Anzahl

Der Noradrenalinverbrauchs der Patientengruppen im Vierfeldertafelvergleich ist in Tab. 11

zusammengefasst.

Tabelle 11. Noradrenalinverbrauch (ug/kg/min) im Vierfeldertafelvergleich

Basalkortisol (ug/dl)

Deltakortisol (ug/dl)

<15 > 15
<9 0,25 [0,24; 0,39] 0,18 [0,09; 0,42]
>9 0,14 [0,11; 0,19] <= 0,29 [0,14; 0,52]

*p < 0,03, ** p < 0,004
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1VV.2.3. SAPS II- und SOFA-Score

Der SAPS 11-Score (Abb. 6) der letzten 24 h vor Studieneinschluss wies zwischen
Nonrespondern und Respondern keinen signifikant unterschiedlichen Punktwert auf (p = 0,988).
Der SOFA-Score (Abb. 7) lieferte ebenfalls nahezu identische Ergebnisse fir diesen Zeitraum
(p = 0,528). Der SAPS II- sowie der SOFA-Score der Nonresponder korrelierten nicht mit der
Basalkortisolkonzentration (r = 0,012; r = 0,080). Bei Respondern konnte dagegen eine
Korrelation des SAPS 11- sowie des SOFA-Scores mit der Basalkortisolkonzentration berechnet
werden (r = 0,535, p <0,001; r = 0,537, p < 0,001).

Der SAPS I11-Score (Abb. 6) zeigte fiir basalhohe Patienten einen in der Tendenz hdheren
Krankheitsschweregrad als fur basalniedrige Patienten an (p = 0,071), der SOFA-Score (Abb. 7)
wies einen signifikant hoheren Punktwert auf (p = 0,017). Zwar Korrelierten bei basalhohen
Patienten der SAPS II- sowie der SOFA-Score méssig mit der Basalkortisolkonzentration
(r = 0,268, p = 0,033; r = 0,301, p = 0,016), bei basalniedrigen Patienten konnten jedoch keine
signifikanten Korrelationen gezeigt werden (r = 0,168; r = 0,408).

(A) (B)
901 901 -
801 801
701 70
60- 60

501 5014

401 401

301 304
201 201
10 . I 10 .
N= 28 55 N= 20 63
Nonresponder Responder Basalniedrige Patienten Basalhohe Patienten

Abbildung 6. SAPS II-Score in den Gruppen Deltakortisol (A) und Basalkortisol (B);
N = Anzahl
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Die Punktzahlen des SAPS I1I-Scores und signifikante Unterschiede im Vierfeldertafelvergleich
sind in Tab. 12 aufgefihrt.

Tabelle 12. SAPS 1I-Score (Punkte) im Vierfeldertafelvergleich

Basalkortisol (ug/dl)

Deltakortisol (pg/dl)

<15 > 15
<9 47 [34; 52] 44 [38; 59]
>9 40 [34; 47] <> 48[36; 59]
*p<0,041
(A) (B)
181 181
16 1 16 o
*
141 14 4

121

101

6 6

4 4

2 v 2 v

N= 28 56 N= 20 64
Nonresponder Responder Basalniedrige Patienten Basalhohe Patienten

Abbildung 7. SOFA-Score in den Gruppen Deltakortisol (A) und Basalkortisol (B);
*p<0,017, N = Anzahl

In Tab. 13 sind die Ergebnisse des Vierfeldertafelvergleichs fur den SOFA-Score

zusammengefasst.
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Tabelle 13. SOFA-Score (Punkte) im Vierfeldertafelvergleich

Basalkortisol (ug/dl)
Deltakortisol (pg/dl)

<15 >15
<9 10 [8; 11] 10 [8; 12,5]
>9 8[7; 10] «=—  10[9; 12]

** = 0,047, *4p = 0,015

IV.3. Immunprofil

1V.3.1. Monozyten

Die Anzahl der Monozyten im Vollblut (Abb. 8) bei Nonrespondern war nur geringfiigig hoher
als bei Respondern (p = 0,563). Dagegen wurde bei basalniedrigen Patienten eine signifikant

héhere Monozytenanzahl als bei basalhohen Patienten gemessen (p = 0,029).

(A) (B)
2,01 2,01
*
151 151
1,01 1,09

0,0 ] 0,0 .
N= 28 55 N= 20 63

Nonresponder Responder Basalniedrige Patienten Basalhohe Patienten

Abbildung 8. Monozytenanzahl in den Gruppen Deltakortisol (A) und Basalkortisol (B);
*p =0,029, N = Anzahl
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Die Gegenuberstellung der Monozytenanzahl auf der Vierfeldertafel lieferte die in Tab. 14

zusammengefassten Werte.

Tabelle 14. Monozytenanzahl (pro nl) im Vierfeldertafelvergleich

Basalkortisol (ug/dl)

Deltakortisol (pg/dl)

<15 > 15
<9 0,44 [0,19; 1,43] 0,57 [0,44; 0,92]
>9 0,63[0,54;1,04] <+X— 0,44[0,28; 0,78]

**p < 0,005

1V.3.2. Interleukin-6

1V.3.2.1. IL-6-Konzentration im Plasma

Die Konzentration des Zytokins IL-6 im Plasma (Abb. 9) war bei Nonrespondern signifikant
hoher als bei Respondern (p = 0,007). Eine signifikante Korrelation zwischen dem
Basalkortisolwert sowie dem IL-6-Spiegel konnte nur bei Respondern (r = 0,298, p = 0,026),
nicht aber bei Nonrespondern hergestellt werden (r = 0,305, p = 0,114). Der SAPS II- sowie der
SOFA-Score der Nonresponder korrelierten nicht mit der IL-6-Plasmakonzentration (r = 0,126;
r =0,121). Bei Respondern konnte ebenfalls keine Korrelationen des SAPS I1- sowie des SOFA-

Scores mit der IL-6-Plasmakonzentration gemessen werden (r = 0,155; r = 0,172).

Im Gegensatz dazu wurde bei basalniedrigen Patienten eine signifikant niedrigere IL-6-
Konzentration als bei basalhohen Patienten festgestellt (p = 0,003). Eine Korrelation zwischen
dem Basalkortisolwert sowie dem IL-6-Spiegel konnte weder bei Patienten mit < 15 pg/dl
Basalkortisol noch bei Patienten mit > 15 pg/dl Basalkortisol hergestellt werden (r = 0,249;
r = 0,192). Der SAPS II- sowie SOFA-Score korrelierten weder bei basalniedrigen Patienten
(r = 0,127; r = - 0.33) noch bei basalhohen Patienten (r = 0,089; r = 0,057) mit der IL-6-

Plasmakonzentrationen.
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Abbildung 9. IL-6 im Plasma der Gruppen Deltakortisol (A) und Basalkortisol (B);
*p <0,007, ** p <0,003, N = Anzahl

Die Konzentrationen von IL-6 im Vierfeldertafelvergleich und resultierend signifikante
Unterschiede sind in Tab. 15 aufgefiihrt.

Tabelle 15. IL-6 (pg/ml) im Vierfeldertafelvergleich

Basalkortisol (ug/dl)

Deltakortisol (pg/dl)

<15 > 15
<9 380 [356; 569] 461 [341; 524]
2
>9 191 [120;335] <+  379[208; 512]

4 p=0,039, * p < 0,011, *** p < 0,0005



45

IV.3.2.2. IL-6-Konzentration nach Monozytenstimulation

Die IL-6-Freisetzung pro 1000 Monozyten nach LPS-Stimulation (Abb. 10) unterschied sich
nicht signifikant zwischen Nonrespondern und Respondern (p = 0,786). Allerdings zeigte sich
eine Korrelation zwischen der IL-6-Freisetzung pro 1000 Monozyten und der
Basalkortisolkonzentration bei Nonrespondern (r = 0,512, p = 0,007), nicht aber bei Respondern
(r=0,251, p=0,070).

Zwischen basalniedrigen und basalhohen Patienten wurde ebenfalls kein signifikanter
Unterschied in der IL-6-Freisetzung pro 1000 Monozyten bestimmt (p = 0,267). Die
Kotisolkonzentrationen von Patienten mit einem Basalkortisol < 15 pg/dl sowie von Patienten
mit > 15 pg/dl waren mit der jeweiligen IL-6-Freisetzung pro 1000 Monozyten korreliert
(r=0,499, p =0,042; r = 0,439, p < 0,005).

(A) (B)
4,01 4,07
351 ] 351 o
3,04 301
251 251

2,01 2,01

151 151

1,01 1,01

0,0 i 0,0 i
N= 26 53 N= 17 62

Nonresponder Responder Basalniedrige Patienten Basalhohe Patienten

Abbildung 10. IL-6 nach Monozytenstimulation in den Gruppen Deltakortisol (A) und
Basalkortisol (B); N = Anzahl

Die IL-6-Freisetzung pro 1000 Monozyten der Patientengruppen im Vierfeldertafelvergleich ist

in Tab. 16 zusammengefasst. Signifikante Unterschiede wurden nicht gemessen.
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Tabelle 16. IL-6 (pg/ 1000 Zellen) im Vierfeldertafelvergleich

Basalkortisol (ug/dl)

Deltakortisol (pg/dl)

<15 >15
<9 4,7[2,7,6,8] 0,8 [0,5; 2]
>9 1,3 [0,6; 1,5] 1,1[0,5; 1,7]

1V.3.3. Interleukin-10

1V.3.3.1. IL-10-Konzentration im Plasma

Beim antiinflammatorisch wirksamen IL-10 (Abb. 11) ko nnte kein signifikanter Unterschied
zwischen den Plasmakonzentrationen bei Nonrespondern und Respondern festgestellt werden
(p = 0,069). Es wurden Korrelationen zwischen den IL-10-Spiegeln und den
Basalkortisolkonzentrationen sowohl bei Nonrespondern als auch bei Respondern gefunden
(r=0,559, p=0,002; r=0,277, p = 0,04).

Basalniedrige Patienten verfiigten Uber eine signifikant niedrigere IL-10-Konzentration als
basalhohe Patienten (p < 0,001). Zudem wurden Korrelationen zwischen der IL-10- und
Basalkortisolkonzentration sowohl bei basalniedrigen als auch basalhohen Patienten berechnet
(r=0,517,p=0,02; r=0,311, p =0,013).
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Abbildung 11. IL-10 im Plasma der Gruppen Deltakortisol (A) und Basalkortisol (B);
***p < 0,001, N = Anzahl

In Tab. 17 sind die Ergebnisse des Vierfeldertafelvergleichs fir die IL-10-Konzentration im

Plasma zusammengefasst.

Tabelle 17. IL-10 (pg/ml) im Vierfeldertafelvergleich

Basalkortisol (ug/dl)

Deltakortisol (pg/dl)

<15 > 15
<9 16 [13: 21] 54 [26; 114]
pd
>9 15 [5; 28] s 35 [18: 64]

** < 0,001, “Ap = 0,003
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IV.3.3.2. IL-10-Konzentration nach Monozytenstimulation

Bei Nonrespondern und Respondern wurde nach Monozytenstimulation mit LPS eine identische
IL-10-Freisetzung pro 1000 Monozyten (Abb. 12) gemessen (p = 0,831). Korrelationen mit der

Basalkortisolkonzentration konnten nicht berechnet werden (r = 0,350; r = 0,156).

Basalniedrige Patienten wiesen im Vergleich zu basalhohen Patienten ebenfalls keine signifikant
unterschiedliche 1L-10-Freisetzung pro 1000 Monozyten auf (p = 0,805). Es zeigten sich zudem

keine Korrelationen mit der Basalkortisolkonzentration (r = 0,176; r = 0,159,).

(A) (B)
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0,151 0,151
0,10 0,10

0,051

00,00 .
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Nonresponder Responder Basalniedrige Patienten Basalhohe Patienten

Abbildung 12. IL-10-Konzentration nach Monozytenstimulation in den Gruppen Deltakortisol
(A) und Basalkortisol (B); N = Anzahl

Die Gegenuberstellung der IL-10-Konzentrationen nach Monozytenstimulation auf der
Vierfeldertafel lieferte die in Tab. 18 zusammengefassten, nicht signifikant unterschiedlichen

Ergebnisse.
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Tabelle 18. IL-10 (pg/1000Zellen) im Vierfeldertafelvergleich

Basalkortisol (ug/dl)

Deltakortisol (pg/dl)

<15 > 15
<9 0,09 [0,02; 0,16] 0,04 [0,01; 0,08]
>9 0,03 [0,01; 0,09] 0,04 [0,01; 0,09]

1V.3.4. Quotient Interleukin-6/ Interleukin-10

IV.3.4.1. Quotient IL-6/ IL-10 im Plasma

Anhand des Quotienten IL-6/ IL-10 im Plasma (Abb. 13) konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen Nonrespondern und Respondern festgestellt werden (p = 0,893). Zwischen dem
Quotienten 1L-6/ 1L-10 und der Basalkortisolkonzentration wurde bei Nonrespondern eine
massige Korrelation (r = 0,378, p = 0,047) im Vergleich zu Respondern ohne signifikante

Korrelation (r = 0,208) nachgewiesen.

Bei basalniedrigen Patienten wurde ein signifikant hoherer Quotient als in der Vergleichsgruppe
mit > 15 pg/dl Basalkortisol gemessen (p = 0,012). Basalniedrige Patienten zeigten eine
Korrelation zwischen dem Quotienten IL-6/ IL-10 und der Basalkortisolkonzentration (r = 0,548,

p = 0,012) im Gegensatz zu basalhohen Patienten (r = - 0,211).
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Abbildung 13. Der Quotient IL-6/ IL-10 im Plasma der Gruppen Deltakortisol (A) und
Basalkortisol (B); *p <0,012, N = Anzahl

Die IL-6/ IL-10-Plasmaquotienten  mit  einem  signifikanten  Unterschied

Vierfeldertafelvergleich sind in Tab. 19 aufgefihrt.

Tabelle 19. Der Quotient IL-6/ IL-10 im Vierfeldertafelvergleich

Basalkortisol (ug/dl)

Deltakortisol (pg/dl)

<15 > 15
<9 24 [16,8; 43,2] 8,1[3,0; 18,5]
>9 16 [7,6; 24,8] 10,4 [3,6; 16,4]

*p < 0,024
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IV.3.4.2. Der Quotient IL-6/ IL-10 nach Monozytenstimulation

Der Quotienten IL-6/ IL-10 nach Monozytenstimulation (Abb. 14) war zwischen Nonrespondern

und Respondern nicht signifikant unterschiedlich (p = 0,800).

Ebenfalls unterschieden sich basalniedrige Patienten nicht signifikant von basalhohen Patienten
(p = 0,556).
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Abbildung 14. Der Quotient IL-6/ IL-10 nach Monozytenstimulation der Gruppen Deltakortisol
(A) und Basalkortisol (B); N = Anzahl

Der Quotient IL-6/ IL-10 nach Monozytenstimulation im Vierfeldertafelvergleich ist in Tab. 20

zusammengefasst. Signifikante Unterschiede wurden nicht errechnet.
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Tabelle 20. Quotient IL-6/ IL-10 nach Monozytenstimulation im Vierfeldervergleich

Basalkortisol (ug/dl)

Deltakortisol (pg/dl)

<15 > 15
<9 24 [16,8; 43,2] 34,4 [10,0; 51,3]
>9 26,9 [18,7; 67,6] 27,0 [16,5; 48,1]

1V.3.5. Interleukin-8

Die Konzentration von IL-8 (Abb. 15) im Plasma der Nonresponder war nicht signifikant
unterschiedlich von derjenigen der Responder (p = 0,855). Eine Korrelation zwischen dem
Basalkortisol sowie IL-8 wurde sowohl bei Nonrespondern als auch bei Respondern berechnet
(r=0,428, p<0,023; r=0,533, p <0,001).

Dagegen zeigten basalniedrige im Vergleich zu basalhohen Patienten eine signifikant niedrigere
IL-8-Konzentration (p = 0,001). Nicht bei basalniedrigen Patienten (r = 0,287), aber bei
basalhohen Patienten wurde eine Korrelationen zwischen der Basalkortisol- und der IL-8-

Konzentration bestimmt (r = 0,446, p < 0,001).
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Abbildung 15. IL-8 im Plasma der Gruppen Deltakortisol (A) und Basalkortisol (B),
**p=0,001; N = Anzahl

Die Gegenuberstellung der IL-8-Konzentrationen nach Monozytenstimulation auf der

Vierfeldertafel lieferte die in Tab. 21 zusammengefassten Ergebnisse.

Tabelle 21. IL-8 (pg/ml) im Vierfeldertafelvergleich

Basalkortisol (ug/dl)
Deltakortisol (pg/dl)

<15 >15
<9 57 [35; 238] / 114 [53; 244]
>9 55 [30; 95] «=—=  173[62; 321]

*p = 0,015, ** p = 0,002
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1VV.3.6. Tumor-Nekrose-Faktor-a

Die Messung der TNF-a-Freisetzung pro 1000 Monozyten (Abb. 16) ergab fir Nonresponder
und Responder keine signifikant verschiedenen Konzentrationen (p = 0,826). Eine Korrelationen

zur Basalkortisolkonzentration konnte nicht festgestellt werden (r = 0,226; r = 0,021).

Basalniedrige Patienten hingegen wiesen eine signifikant hohere TNF-a-Ausschittung als
basalhohe Patienten auf (p = 0,033). Es zeigte sich keine Korrelation zwischen der
Basalkortisolkonzentration von Patienten mit < 15 pg/dl Basalkortisol und der TNF-a-

Freisetzung pro 1000 Monozyten (r = 0,230), aber bei Patienten mit > 15 pg/dl Basalkortisol
(r=0,262, p = 0,040).
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Abbildung 16. TNF-a-Konzentration nach Monozytenstimulation in den Gruppen Deltakortisol
(A) und Basalkortisol (B), * p =0,033; N = Anzahl

In Tab. 22 ist die TNF-a-Ausschittung in der Vierfelderaufteilung der Patienten aufgefiihrt.
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Tabelle 22. TNF-a-Konzentration (pg/1000 Zellen) im Vierfeldertafelvergleich

Basalkortisol (ug/dl)

Deltakortisol (pg/dl)

<15 > 15
<9 1,43 [0,49; 2,37] 0,12 [0,06; 0,37]
>9 0,29 [0,14; 0,39] 0,13 [0,07; 0,3]

*p = 0,047

IV.3.7. HLA-DR-Expressionsdichte

Die Messung der Expressionsdichte der HLA-DR-Rezeptoren (Abb. 17) ergab zwischen
Nonrespondern und Respondern keinen signifikanten Unterschied (p = 0,879). Die HLA-DR-
Expressionsdichte bei Nonrespondern korrelierte weder mit der Basalkortisolkonzentration
(r = - 0,208), der IL-10-Konzentration (r = - 0,315) noch dem SOFA-Score (r = 0,235). Bei
Respondern wurden ebenfalls keine Korrelationen mit der Basalkortisolkonzentration
(r=0,103), der IL-10-Konzentration (r = -0,083,) oder dem SOFA-Score (r = 0,119) gemessen.

Ebenso unterschieden sich die HLA-DR-Expressionsdichten basalniedriger Patienten nicht von
denen basalhoher Patienten (p = 0,373). Bei basalniedrigen Patienten wurden keine
Korrelationen zwischen der HLA-DR-Expression und der Basalkortisolkonzentation (r = - 0,367)
oder dem SOFA-Score (r = -0,122), allerdings eine inverse Korrelation mit der IL-10-
Konzentration (r = - 0,498, p = 0,03) errechnet. Basalhohe Patienten wiesen keine Korrelationen
mit der Basalkortisolkonzentration (r = 0,065) oder der IL-10-Konzentration (r = - 0,158) auf.
Allerdings wurde eine positive Korrelation mit dem SOFA-Score berechnet (r = 0,298,
p =0,019).
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Abbildung 17. HLA-DR-Expressionsdichte in den Gruppen Deltakortisol (A) und
Basalkortisol (B); N = Anzahl

Die HLA-DR-Expressionsdichten im Vierfeldertafelvergleich ohne signifikante Unterschiede
sind in Tab. 23 aufgefihrt.

Tabelle 23. HLA-DR-Expressionsdichte (pro Monozyt) im Vierfeldertafelvergleich

Basalkortisol (ug/dl)

Deltakortisol (pg/dl)

<15 > 15
<9 3589 [3274; 8869] 3143 [2315; 5912]
>9 3607 [2413; 6751] 2923 [1084; 6651]

1VV.3.8. Stickstoffmonoxidmetaboliten Nitrit/Nitrat

Der Vergleich der Nitrit/Nitrat-Konzentrationen (Abb. 18) zwischen Nonrespondern und

Respondern ergab keinen signifikanten Unterschied (p = 0,255). Weder bei Nonrespondern noch
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bei Respondern wurden Korrelationen zur Basalkortisolkonzentration bestimmt (r = 0,42;
r = 0,215). Allerdings imponierten bei Nonrespondern Korrelationen mit dem SAPS II- sowie
SOFA-Score (r = 0,517, p = 0,05; r = 0,386, p = 0,042), was bei Respondern nicht der Fall war
(r=0,191; r = 0,098).

Dagegen fiel bei basalhohen Patienten eine signifikant héhere Nitrit/Nitat-Konzentration im
Vergleich zu basalniedrigen Patienten auf (p = 0,004). Es konnte keine Korrelation zwischen der
Nitrit/Nitrat-Konzentration und den Basalkortisolkonzentrationen bei Patienten mit < 15 pg/dl
oder > 15 pg/dl Basalkortisol gefunden werden (r = 0,128; r = 0,000), auch nicht zum SAPS II-
oder SOFA-Score (r = 0,066; r = 0,129).
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Abbildung 18. Nitrit/Nitrat-Konzentration im Plasma der Gruppen Deltakortisol (A) und
Basalkortisol (B);** p = 0,004, N = Anzahl

Die Nitrit/Nitrat-Konzentrationen in der Vierfeldertafelaufteilung sind in Tab. 24 aufgefihrt.
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Tabelle 24. Nitrit/Nitrat-Konzentration (umol/l) im Vierfeldertafelvergleich

Basalkortisol (ug/dl)

Deltakortisol (pg/dl)

<15 >15
<9 82 [41; 119] 72 [46; 146]
>9 28 [16; 89] «——  81[42;143]

*p = 0,007, ** p =0,004
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V. DISKUSSION

Im ersten Teil der Diskussion werden die Diagnostik der rNNRI anhand des Deltakortisol- und
Basalkortisolkonzepts und die Ergebnisse der Kortisolmessungen in Bezug auf den
Krankheitsschweregrad des Studienkollektivs erortert. Im zweiten Teil werden die
Immunprofildaten zu diesen beiden Patientenaufteilungen diskutiert und anschlief}end im dritten
Teil der Diskussion auf der Vierfeldertafel gegentibergestellt. Es folgt das Fazit.

V.1. Diagnostik der rNNRI

Ziel dieser Dissertation war es, die Auswirkungen der rNNRI auf die Konzentrationen der
ausgewahlten proinflammatorischen und antiinflammatorischen Immunparameter bei Patienten
im septischen Schock zu charakterisieren. Es sollte gepriift werden, ob die beiden Definitionen
der rNNRI den fir dieses Krankheitshild angenommenen proinflammatorischen Immunstatus
reflektieren. Als erstes Ergebnis konnte festgehalten werden, dass beide Definitionen der rNNRI
unterschiedliche Patientenkollektive identifizierten. Nur eine Minderheit von 3 Patienten wies
sowohl das Deltakortisol- als auch das Basalkortisolkriterium auf. Dieses Ergebnis verdeutlicht,
dass die Definition sowie Diagnostik dieses uneinheitlichen Krankheitsbilds mit den momentan

im Kklinischen Alltag verfiigbaren Methoden groRe Schwierigkeiten bereiten.

Der Diskriminationspunkt von 9 pg/dl nach der Deltakortisolmethode identifizierte
Nonresponder mit 4,8 pg/dl Deltakortisol und Responder mit 13,7 pg/dl Deltakortisol im
Median. Die Anzahl der Nonresponder war mit 33% der Studienpatienten deutlich geringer im
Vergleich zu der vielbeachteten multizentrischen Studie von Annane und Mitarbeitern (2002), in
der 77 % als Nonresponder Klassifiziert wurden. Dieser Unterschied konnte durch das
eingeschlossenen Patientenkollektiv begriundet sein: Nonresponder der Annane-Studie wiesen
beispielsweise einen hoheren SAPS II-Score auf (59 vs. 50 Punkte), hatten einen hoheren
Vasopressonrenbedarf (Noradrenalin 1,1 pg/kg/min vs. 0,5 pg/kg/min) und ein hoéheren
Laktatwert im Blut (4,8 mmol/l vs. 4,3 mmol/l). Zudem differierte das Studiendesign. So lag das
Zeitfenster zwischen Schockbeginn und Studieneinschluss in der Annane-Studie bei 8 Stunden
im Vergleich zu 72 Stunden in der CORTICUS-Studie. Der Vergleich der
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Basalkortisolkonzentration zwischen Nonrespondern und Respondern lieferte kein signifikant
unterschiedliches Ergebnis und bestatigte damit die Rationale fir den ACTH-Stimulationstest.

Die Beobachtung mehrerer Autoren, dass hohe Basalkortisolspiegel mit einem relativ geringen
Kortisolanstieg nach ACTH-Stimulation assoziiert sind (Bouachour et al., 1995; Marik und
Zaloga, 2002), konnte in der vorliegenden Studie bestétigt werden: 3 von 20 Patienten (15 %) in
der Patientengruppe mit < 15 pg/dl Basalkortisol sowie 25 von 64 Patienten (39 %) mit
> 15 ug/dl Basalkostisol wurden ermittelt. Je hoher der Basalkortisolspiegel ist, desto hoher ist
die Inzidenz einer rNNRI. Aufgrund der &hnlich hohen Basalkortisolkonzentrationen erftllten
lediglich 3 Patienten beide Definitionen der rNNRI und fielen als basalniedrige Nonresponder
auf. 85 % der Studienteilnehmer mit niedriger Basalkortisolkonzentration (17 von 20 Patienten)
waren mit ACTH adéquat stimulierbar, wohingegen nur 61 % der Studienteilnehmer mit hoher
Basalkortisolkonzentration (39 von 64 Patienten) eine Zunahme des Deltakortisols um > 9 pg/dl
nach ACTH-Stimulation zeigten.

Im Hinblick auf die vermutete rNNRI wird in einer aktuellen Publikation beschrieben, dass
dieses Krankheitsbild durch eine Serumkortisolkonzentration und Glukokortikoidaktivitat
gekennzeichnet sei, die, bemessen am Krankheitsschweregrad, inaddquat niedrig ist (Marik,
2009). Angesichts dahnlicher Basalkortisolkonzentrationen missten die Nonresponder in unserer
Studie also einen deutlich hoheren Krankheitsschweregrad aufweisen. Zwischen Nonrespondern
und Respondern konnten aber keine signifikant unterschiedlichen SAPS I1I- oder SOFA-
Scorewerte festgestellt werden. Diese Beobachtung, allerdings bisher nicht publiziert, wurde
auch im gesamten Kollektiv der CORTICUS-Studie gemacht (Sprung et al., 2008; personliche
Kommunikation mit Herrn PD Dr. Keh). Zudem benétigten Nonresponder keine hohere
Noradrenalingabe zur Aufrechterhaltung des gleichen mittleren arteriellen Blutdrucks als
Responder. In einer Studie von Soni und Mitarbeitern (1995), in der der APACHE-Score als
Standardscore zur Einschédtzung des Krankheitsschweregrades benutzt wurde, konnte ebenfalls

kein signifikanter Unterschied zwischen Nonrespondern und Respondern erfasst werden.

Eine mdgliche Ursache der herabgesetzten Stimulierbarkeit im Kortikotropintest konnte im
Einfluss proinflammatorischer Zytokine und Peptide bestehen. Insbesondere IL-6 bewirkt eine
von CRH- und ACTH-unabhangige Synthese und Freisetzung von Kortisol aus der NNR
(Chrousos, 1995; Van den Berghe et al., 1998; Ligtenberg und Zijlstra, 2004). Bei den

Nonrespondern in unserer Studie wurde eine signifikant hohere IL-6-Konzentration im Plasma
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gefunden. Eine Hypothese ist, dass in diesem Kollektiv die Kortisolfreisetzung aus der NNR
bereits so stark stimuliert war, dass nach exogener ACTH-Stimulation das Deltakortisol im
Median lediglich 4,8 pg/dl betrug. Ob bei diesen Nonrespondern ein tatsachlicher relativer
Hormonmangelzustand bestand, bleibt letztlich ungeklart, da zudem kein hdoherer
Krankheitsschweregrad feststellbar war. Die schnellere hdmodynamische Stabilisierung nach
Hydrokortisongabe konnte auf das Vorliegen einer rNNRI hinweisen, was in der CORTICUS-
Studie allerdings nicht abzubilden war (Sprung et al., 2008). In der Literatur wird eine rNNRI als
Zustand beschrieben, in dem gemessen am Krankheitsschweregrad der Serumkortisolspiegel als
relativ zu niedrig erscheint, die proinflammatorische Immunantwort zu kontrollieren (Cooper
und Stewart, 2003; Marik, 2009). In den hier vorliegenden Daten wurde bei Respondern eine
schwache Korrelation zwischen dem SAPS II- beziehungsweise dem SOFA-Score mit der
Basalkortisolkonzentration bestimmt. Offenbar besteht eine Wechselbeziehung. Warum dies bei
Nonrespondern nicht der Fall war, obwohl im Vergleich zu Respondern keine Unterschiede
zwischen den Basalkortisolkonzentrationen oder dem Krankheitsschweregrad imponierten,
konnte auf eine Abkoppelung dieses Kollektivs mit vermuteter rNNRI von den oben
beschriebenen Zusammenhangen zwischen Serumkortisolkonzentration und

Krankheitsschweregrad hindeuten.

Nach dem Diskriminationspunkt 15 pg/dl nach der Basalkortisoldefinition der rNNRI konnten
ebenfalls zwei statistisch signifikant unterschiedliche Patientengruppen identifiziert werden.
Basalniedrige Patienten hatten im Median lediglich 11 pg/dl, basalhohe Patienten 27 pg/dl
totales Kortisol im Serum. Seit langem ist beschrieben, dass die Hohe der Kortisolkonzentration
mit dem Krankheitsschweregrad korreliert (Melby, 1958; Annane et al., 2000; Cooper und
Stewart, 2003; Kwon et al., 2007). Dies konnte in der vorliegenden Studie bestatigt werden. Im
Vergleich zu basalniedrigen Patienten wurde festgestellt, dass basalhohe Patienten den
tendentiell hoheren SAPS 1I- und einen signifikant hoheren SOFA-Scorewert aufwiesen. Die
Berechnung eines positiven Korrelationskoeffizienten bestatigte den Zusammenhang zwischen
der hoheren Serumkortisolkonzentration und dem hoheren SAPS I1I- sowie SOFA-Score bei
basalhohen Patienten. Zudem bendétigten diese Patienten mehr Noradrenalin zur Stabilisierung
eines vergleichbaren mittleren arteriellen Bludrucks als basalniedrige Patienten. Dieses Ergebnis
steht allerdings im Kontrast zu der postulierten Annahme von Cooper und Stewart (2003), dass
nur niedrige Kortisolwerte eine NNRI anzeigen. In der Zusammenschau kénnen die Ergebnisse
als Indizien dafir gewertet werden, dass bei den basalniedrigen Patienten unserer Studie

zumindest keine objektivierbare rNNRI vorlag, da eine niedrigere Serumkortisolkonzentration
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durch einen geringeren Kortisolbedarf bei geringerem Krankheitsschweregrad erklarbar ist.
Zudem zeigte die Betrachtung dieses Studienkollektivs auf der Vierfeldertafel, dass bei 85 % der
basalniedrigen Patienten der Serumkortisolspiegel nach exogener ACTH-Zufuhr addquat um
> 9 pg/dl anstieg. Eine primadre rNNRI ist bei diesen Patienten deshalb eher unwahrscheinlich.
Eine Differenzierung zwischen primérer und sekundarer rNNRI kann dennoch nicht getroffen
werden, da neben dem Deltakortisolanstieg die genaue Kenntnis anderer Parameter wie
beispielsweise der endogenen ACTH-Konzentrationen sowie des Kortisolbedarfs in Relation

zum Krankheitsstress erforderlich ist.

Bei den Studienteilnehmern mit > 15 pg/dl Basalkortisol konnte ein signifikant hoherer 1L-6-
Spiegel gemessen werden. Somit kommt IL-6 als Stimulator der Kortisolsynthese in Betracht.
Die Kombination von hohen IL-6- und hohen Basalkortisolkonzentrationen kann in diesem
Studienkollektiv als Zeichen einer Immundysregulation im septischen Schock interpretiert
werden. Wie in der Deltakortisolaufteilung imponierten hohe IL-6-Konzentrationen in
Verbindung mit einer Nebennierenrindenfunktionsstérung, da lediglich noch 39 % den Patienten
mit > 15 pg/dl Basalkortisol addquat mit ACTH stimulierbar waren. Dieses Kollektiv hatte
zudem den hochsten Noradrenalinverbrauch. Es ist bekannt, dass Katecholamine als zweites
Endprodukt des Stresssystems die IL-6-Produktion stimulieren und letztlich die Proinflammation
mit kontrollieren, da durch IL-6 die Glukokortikoidsynthese stimuliert, die Akute-Phase-
Reaktion aktiviert und die TNF-a-Synthese herabreguliert werden (Chrousos, 1995). In der
Zusammenschau ergibt sich flr basalhohe Patienten also ein Immunprofil, das auf eine starkere
Aktivierung der HPA-Achse und des Immunsystems in Verbindung mit einem hoheren

Krankheitsschweregrad hinweist.

Die Diagnosemdglichkeiten der rNNRI im septischen Schock sind nicht nur durch die
pathophysiologische Komplexitét dieses Krankheitsbildes begrenzt, sondern werden auch durch
eine Vielzahl an messtechnischen Limitationen erschwert. Die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse des ACTH-Stimulationstests  (Loisa et al., 2005) sowie einzelner
Basalkortisolmessungen (Venkatesh et al., 2005) bei Patienten im septischen Schock ist
bekanntermaRen gering. Zudem bereitet die laborchemische Bestimmung von Kortisol groRRe
Schwierigkeiten. So wurden signifikant unterschiedliche Kortisolkonzentrationen in
Abhéngigkeit von der Messmethode beschrieben (Cohen et al., 2006). Im Vergleich zu einer
Referenzmethode wie der Massenspektrometrie konnen die Ergebnisse der mit Immunoassays

gemessenen Kortisolkonzentrationen erheblich variieren (Briegel et al., 2007). Zudem treten je
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nach verwendetem Immunoassay stark variierende Schwankungen der Kortisolkonzentration auf
(Vogeser et al., 2007), wobei speziell bei Patienten im septischen Schock noch Interferenzen
durch Antikorperinteraktionen hinzukommen (Bolland et al., 2005). Andere physiologische
NNR-Stimulationsteste, die wie beispielsweise der Insulin-induzierte Hypoglykémietest eine
theoretisch bessere Evaluation der HPA-Achsenintegritat bieten, stellen ebenfalls keine
brauchbare Alternative dar: Sie sind fur kritisch erkrankte und chronisch kranke Patienten zu
risikobehaftet (Oelkers, 1996; Cooper und Stewart, 2003; Meyer und Hall, 2006).

V.2. Immunprofile nach dem Deltakortisol- und Basalkortisolkonzept

Bisher ist ungeklart, welchen Einfluss eine rNNRI auf die ausgewahlten Immunparameter hat,
oder inwieweit Konzentrationsschwankungen der immunologischen Parameter zu diesem
Krankheitsbild beitragen. Im Folgenden werden die Immunprofile der Patienten mit rNNRI nach
dem Deltakortisolkonzept mit denen der Patienten mit rNNRI nach dem Basalkortisolkonzept
verglichen. Die Ergebnisse werden vor dem Hintergrund der spezifischen Zytokinwirkung im
septischen Schock erldutert und in Bezug auf die Entitat der rNNRI diskutiert.

V.2.1. Interleukin-6 und Interleukin-8

Nonresponder wiesen im Vergleich zu Respondern die signifikant hohere I1L-6-
Plasmakonzentration auf, wéhrend sich die IL-8-Plasmakonzentrationen nicht signifikant
unterschieden. Annane und Mitarbeiter (2006c) beschrieben bereits hohere 1L-6-Konzentrationen
bei Nonrespondern des 250 pg ACTH-Stimulationstests. Autoren wie Dimopoulou und
Mitarbeiter (2002), Annane (2003) und Marik (2007) beschreiben die Entitdt der rNNRI als
einen Zustand andauernder systemischer Proinflammation bei relativem Kortikosteroidmangel.
Pathophysiologisch resultiert eine maximal aktivierte NNR mit konsekutiv supprimierter ACTH-
Stimulierbarkeit. Die hohere IL-6-Konzentration bei Nonrespondern in unserer Studie kann
daher als Indiz fir das Vorliegen einer rNNRI gewertet werden. Wéhrend der Stressantwort des
Korpers ist IL-6 gleichzeitig ein potenter Aktivator der HPA-Achse, weshalb diesem Zytokin
auch antiinflammatorische Eigenschaften zugeschrieben werden (Hotchkiss und Karl, 2003).

IL-6 bewirkt ein Ansteigen des Serumkortisolspiegels durch Erhéhung der CRH und ACTH-
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Freisetzung (Prigent et al., 2004) sowie durch direkte Stimulation von NNR-Zellen (Turnbull
und Rivier, 1999). Kortisol ist der Hauptvermittler der antiinflammatorischen Gegenaktivitét in
der Sepsis (Sapolsky et al., 2000). Seine entziindungshemmende Wirkung basiert auf der
Inhibition des Transkriptionsfaktors NF-kB: Die Produktion proinflammatorischer Zytokine wie
IL-6 und IL-8 wird daraufhin wieder unterbunden und der Regelkreis geschlossen (Barnes und
Adcock, 1993; van Leeuwen et al., 2001; Rhen und Citlowski, 2005).

Es kann spekuliert werden, dass die HPA-Achse bei den Nonrespondern unserer Studie durch die
hohe IL-6-Konzentration bereits stark aktiviert war. Als Indiz dafir kann die tendenziell hthere
Basalkortisolkonzentration von 25 pg/dl in diesem Kollektiv gewertet werden. Aufgrund dieser
bereits hohen HPA-Achsenaktivitat konnte ein Deltakortisolanstieg von > 9 pg/dl im ACTH-
Test nicht erreichbar gewesen sein. Andererseits kann spekuliert werden, dass bei
Nonrespondern gerade durch den relativen Kortisolmangel die IL-6-Synthese weniger
supprimiert wird und dieser Zytokinspiegel deshalb hoher war als bei Respondern. In diesem
Fall wirde die hohere IL-6-Plasmakonzentration bei Nonrespondern eine starkere
proinflammatorische  Aktivierung des Immunsystems beziehungsweise eine geringere
antiinflammatorische Inhibition des Immunsystems durch eine relative Kortikosteroiddefizienz
reflektieren. Ob dann die hoheren IL-6-Spiegel fir die Dysfunktion der HPA-Achse
verantwortlich sind, oder die vermutete rNNRI bei Nonrespondern zu den hoheren IL-6-
Konzentrationen flhrt, kann wegen der bis dato unbekannten pathophysiologischen
Zusammenhange nicht beantwortet werden. In der Literatur beschreiben Soni und Mitarbeiter
(1995) in einer Studie, die rNNRI im septischen Schock im Zusammenhang mit verschiedenen
Plasmazytokinspiegeln untersuchte, dass im Kollektiv der Responder die hoheren IL-6-
Konzentrationen gemessen wurden. Im Gegenschluss vermuteten diese Autoren, dass bei den
Nonrespondern dieser Studie eine abgeschwachte IL-6-Antwort vorlag, die wiederum zu einer
Unterstimulation der HPA-Achse fiihrte und zu einer rNNRI beitrug. Dieses Ergebnis war aber
statistisch nicht signifikant. Interessanterweise konnten keine weiteren signifikanten
Unterschiede zwischen Nonrespondern und Respondern unserer Studie bei den anderen

Proinflammationsmarkern des Immunprofils, IL-8 und TNF-a, beobachtet werden.

Als Folge einer Kortisoldefizienz kénnen Gewebsschadigungen und Organversagen auftreten,
die mit hohen IL-6-Konzentrationen direkt in Verbindung gebracht werden (Reinhart et al.,
2002; Marik, 2007). In der Patientenaufteilung nach dem Basalkortisolkonzept zeigte sich, dass
bei Patienten mit vermuteter rNNRI signifikant geringere IL-6- und IL-8-Konzentrationen
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gemessen wurden. Als wesentliches Ergebnis dieser Dissertation ist damit festzustellen, dass sich
Patienten mit rNNRI nach dem Deltakortisolkriterium bezlglich der Proinflammationsmarker
unseres Immunprofils wesentlich von Patienten mit rNNRI nach dem Basalkortisolkriterium
unterscheiden. Nicht basalniedrige, sondern basalhohe Patienten wiesen die héheren IL-6- sowie
IL-8-Spiegel auf - allerdings auch den hoheren Krankheitsschweregrad. An dieser Stelle soll auf
zwei Studien hingewiesen werden, die die myokardiale Dysfunktion im Kontext ihrer
pathophysiologischen Bedeutung fiir den septischen Schock behandeln. Die Autoren konnten
eine direkte Beziehung zwischen der IL-6-Konzentration und dem Krankheitsschweregrad
herstellen: Fir 1L-6 wurde eine kardiodepressive, negativ inotrope Wirkung und damit eine
mdogliche Korrelation zum Krankheitsschweregrad nachgewiesen (Pathan et al., 2004; Joulin et
al., 2007).

Die von uns aufgestellte Hypothese, nach der die IL-6-Plasmakonzentration aufgrund der HPA-
Achsen-stimulierenden Wirkung dieses Zytokins positiv mit der Serumkortisolkonzentration
korreliert sein sollte, konnte in unserer Studie nur bedingt bestatigt werden. Eine Korrelation
zwischen der IL-6-Plasmakonzentration und der Basalkortisolkonzentration konnte nur bei
Respondern nachgewiesen werden. Bei Nonrespondern war, moglicherweise aufgrund der
hoheren

IL-6-Serumkonzentrationen bei statistisch nicht signifikant unterschiedlicher
Basalkortisolkonzentration, kein Zusammenhang zwischen diesen beiden Variablen zu ermitteln.
Dies konnte wiederum ein indirekter Hinweis fir eine Dysregulation des HPA-
Achsenregelkreislaufs bei Nonrespondern sein. Korrelationen zwischen der IL-6-Konzentration
und dem SAPS II- sowie SOFA-Score konnten in keiner der beiden Gruppen der
Deltakortisolaufteilung hergestellt werden. Nach der Basalkortisolaufteilung der Patienten, wo
statistisch signifikant niedrigere IL-6-Plasmaspiegel und SAPS Il sowie SOFA-Scores bei
Patienten mit < 15 pg/dl Basalkortisol gemessen wurden, konnten ebenfalls keine Korrelationen
zwischen der IL-6-Plasmakonzentrationen und dem SAPS-II- oder SOFA-Score berechnet
werden. In der Literatur wird lediglich die Korrelation der IL-6-Konzentration mit dem
APACHE-Score beschrieben (Wakefield et al., 1998)

Bei direkter Betrachtung der Immunzellen ex vivo konnte dagegen eine Korrelation zwischen
der IL-6-Freisetzung aus LPS-stimulierten Monozyten und der Serumkortisolkonzentration
hergestellt werden. Dies galt sowohl flr die Nonresponder als auch fur die basalniedrigen und

basalhohen Patienten. Zudem liel? die Bestimmung der IL-6-Freisetzung aus Monozyten in der
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LPS-Stimulation folgenden Schluss zu: Da sowohl die Monozytenzahl als auch die IL-6-
Freisetzung pro 1000 Monozyten zwischen beiden Gruppen der Deltakortisoldefinition sowie der
Basalkortisoldefinition nicht signifikant verschieden waren, muss das zusatzliche IL-6 im Plasma
beider Patientengruppen aus anderen Zellen als den Monozyten stammen. In Frage kommen
insbesondere die Kupffer-Zellen in den Lebersinusoiden, die bei der Entziindungsreaktion die
Hauptproduzenten von IL-6 sind (Hoffmann et al., 1993; Koo et al., 1999).

Fur das Zytokin 1L-8 konnten dagegen sowohl fir Nonresponder als auch flr Responder positive
Korrelationen zur Basalkortisolkonzentration bestimmt werden. Beide Kollektive wiesen
vergleichsweise hohe Basalkortisolkonzentrationen von > 20 pg/dl auf. Auch Patienten mit
> 15 pg/dl Basalkortisol wiesen eine positive Korrelation zwischen Serumkortisol und IL-8 auf. Als
Ergebnis kann deshalb festgehalten werden, dass hohe Serumkortisolkonzentrationen bei
septischen Patienten, unabhangig von der NNR-Funktion, mit den IL-8-Plasmaspiegeln positiv

korrelieren.

V.2.2. Interleukin-10 und der Quotient Interleukin-6/ Interleukin-10

Wie von Sfeir und Mitarbeiter (2001) beschrieben, ist die Plasmakonzentration von IL-10 im
septischen Schock erhoht. Ein Anstieg von IL-10 kann auf eine lberstarke antiinflammatorische
Gegenregulation hinweisen (Hotchkiss und Karl; 2003). Im Plasma der Nonresponder unserer
Studie wurde zwar eine in der Tendenz hohere IL-10-Konzentration gemessen, dennoch ergab
sich keine statistische Signifikanz im Vergleich zu Respondern. Trotz der signifikant htheren
IL-6-Plasmakonzentration ergab sich zwischen Nonrespondern und Respondern kein signifikant
unterschiedlicher IL-6/ IL-10-Quotient. Ob dieser Quotient tberhaupt geeignet ist, eine Aussage
uber das Vorherrschen von Pro- oder Antiinflammation zu treffen, ist ungeklart. Flr Patienten
mit einer vermuteten rNNRI nach der Deltakortisoldefinition erscheint in der Zusammenschau
ein zur Proinflammation hin verschobenes Immunprofil allerdings unwahrscheinlich. In beiden
Gruppen konnte eine positive Korrelation zwischen dem IL-10-Spiegel und der
Basalkortisolkonzentration hergestellt werden. Einige Autoren beschrieben, dass IL-10
insbesondere von Monozyten sezerniert wird und autoregulativ der Freisetzung
proinflammatorischer Mediatoren entgegen wirken soll (de Waal Malefyt et al., 1991, Wolk et

al., 2000). In der LPS-Stimulation von Monozyten wurden aber keine signifikanten Unterschiede
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zwischen Nonrespondern und Respondern deutlich. Weder die IL-10-Freisetzung pro
1000 Monozyten noch der IL-6/ IL-10-Quotient nach LPS-Stimulation deuteten auf einen
mdoglichen Einfluss von einer nach dem Deltakortisolkonzept vermuteten rNNRI auf die

Monozytenfunktion hin.

Signifikante  Unterschiede lieferte  dagegen die  Patientenaufteilung nach dem
Basalkortisolkonzept der rNNRI, wonach basalniedrige Patienten durch die signifikant
niedrigere 1L-10-Konzentration auffielen. Niedrige IL-10-Konzentrationen brachten Taniguchi
und Mitarbeiter (1999) mit einem pathophysiologisch relevanten Fehlen protektiver
antiinflammatorischer Mechanismen in Zusammenhang. Eine weitere Studie hatte zum Ergebnis,
dass aus niedrigen IL-10-Spiegeln hohe IL-6/ IL-10-Quotienten resultieren, wie sie dann auch im
Verlauf bei Patienten mit MODS beobachtet wurden (Loisa et al., 2003). Fir die basalniedrigen
Patienten unserer Studie wurde ein signifikant hoherer Quotient berechnet. Isoliert betrachtet
lieRe dieser Quotient die Schlussfolgerung zu, dass hier ein proinflammatorischer Immunstatus
vorlage. Angesichts der Tatsache, dass in den Quotientwert jedoch die geringsten IL-6- und
IL-10-Konzentrationen des gesamten Studienkollektivs eingingen, erscheint ein Fehlen von
antiinflammatorischer  Gegenregulation als fragwirdig. SchlieBlich zeigten fast alle
basalniedrigen Patienten eine adéquate ACTH-Stimulierbarkeit, so dass zumindest potentiell
mehr Antiinflammation in Form von Kortisol zur Verfligung gestanden haben sollte.
Interessanterweise war, innerhalb der Basalkortisoldefinition der rNNRI, IL-10 als wichtiger
Regulationsmediator zur Kontrolle der Entziindungsreaktion mit der zugehorigen
Basalkortisolkonzentration positiv korreliert. Basalhohe Patienten wiesen im Vergleich bereits
die hohere 1L-6-Konzentration, insbesondere aber auch die deutlich hohere 1L-10-Konzentration
auf. Aus dieser Konstellation ergab sich ein signifikant niedrigerer 1L-6/ 1L-10-Quotient ohne
Korrelation zur Basalkortisolkonzentration. Damit war die Immunantwort basalhoher Patienten
im Vergleich zu basalniedrigen Patienten starker durch Antiinflammation geprégt, fur die der
hohe Basalkortisolwert als Stimulator zu nennen ist. Diese Hypothese wird durch die Ergebnisse
nach der Deltakortisolaufteilung untermauert, die &hnliche Konzentrationshéhen und einen
identischen Quotienten auswiesen. Basalhohe Patienten waren nicht nur durch die héheren IL-6-
und IL-10-Konzentrationen gekennzeichnet, sondern wie bereits beschrieben auch durch hohere
SAPS I1I- und SOFA-Scorewerte. In einer Studie belegten Gogos und Mitarbeitern (2000), dass
hohe IL-10-Konzentrationen Hauptpréadiktor fir ein schlechtes Outcome waren und auch mit
dem SAPS II-Wert korrelierten. Jedoch konnte eine Korrelation mit dem SAPS II-Score in

unserer Studie nicht beobachtet werden.
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Die Monozytenstimulation mit LPS zeigte, dass zwischen basalniedrigen und basalhohen
Patienten keine signifikant unterschiedliche IL-10-Freisetzung pro 1000 Monozyten bestand.
Eine nach dem Basalkortisolkonzept vermutete rNNRI wirkte sich also nicht auf die monozytare
IL-10-Freisetzung aus. Da der IL-10-Plasmaspiegel basalhoher Patienten bei gleicher
Sekretionsrate mehr als doppelt so hoch war, obwohl sogar eine signifikant niedrigere
Monozytenzahl vorlag, konnte, analog zu IL-6, folgende Schlussfolgerung gezogen werden: Die
Immunantwort der basalhohen Patienten im septischen Schock wurde wahrscheinlich durch
relativ. mehr IL-10 aus nicht-monozytaren Zellen bestimmt. Die hoheren IL-10-
Plasmakonzentrationen bei basalhohen Patienten konnten ebenfalls aus den Kupffer-Zellen der
Leber oder aus Makrophagen in der Lunge stammen (Mosmann, 1994; Kono et al., 2006).
Einschrankend ist zu beachten, dass IL-10 autokrin wirkt und somit der gemessene
Plasmaspiegel nicht zwingend den Wirkspiegel reflektiert, der in der unmittelbaren

Mikroumgebung eines Monozyten vorliegt (Corinti et al., 2001).

V.2.3. Tumor-Nekrose-Faktor-a.

Monozyten und Makrophagen sezernieren eine Vielzahl proinflammatorischer Mediatoren, zu
denen insbesondere TNF-a gehort (van Ammersfoort et al., 2003). Die rasch folgende
systemische Antiinflammation wird durch Kortisol und IL-10 vermittelt, wobei eine Uberstarke
Immunsuppression den Zustand der Immunparalyse herbeifihren kann (Volk et al., 2000).
Wesentliches Kennzeichen der Immunparalyse ist die Endotoxintoleranz: Die Monozyten
septischer Patienten fallen durch eine reduzierte Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie
TNF-a nach LPS-Reexposition auf (Volk et al., 1996; West und Heagy, 2002). In der
Deltakortisolgruppe unserer Studie wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den TNF-a-
Konzentrationen von Nonrespondern und Respondern gemessen. Somit konnte kein Hinweis
darauf gefunden werden, dass eine nach dem Deltakortisolkonzept vermutete rNNRI
Auswirkungen auf Monozyten bezuglich einer Endotoxintoleranz hat.

Bei basalhohen Patienten dagegen wurde ein signifikant niedrigerer TNF-o-Wert pro
1000 Monozyten gemessen, also weniger Immunkompetenz beziehungsweise mehr
Endotoxintoleranz als bei basalniedrigen Patienten vermutet. Dieses signifikante Ergebnis passt

gut zu den bisher diskutierten Ergebnissen, wonach basalhohe Patienten abermals die
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unglnstigere Parameterkonstellation aufwiesen. Chrousos (1995) beschrieb, dass IL-6 die
Synthese von TNF-a inhibiert und umgekehrt. Unsere Ergebnisse reflektieren diesen
Zusammenhang gut, da die signifikant hoheren IL-6- und niedrigeren TNF-a-Spiegel in vitro im
Kollektiv der Patienten mit > 15 pg/dl Basalkortisol gemessen wurden. Sfeir und Mitarbeiter
(2001) zeigten in vitro, dass bei Endotoxintoleranz IL-10 im Plasma septischer Patienten fir die
herabgesetzte monozytdre Produktion proinflammatorischer Zytokine verantwortlich ist. Die
Autoren beobachteten, dass Anti-IL-10-Antikorper den Effekt septischen Plasmas auf die
TNF-a-Freisetzung normaler Monozyten inhibierten. In der Patientenaufteilung nach dem
Basalkortisolkonzept konnte dieser Zusammenhang in unserer Studie nachvollzogen werden: Die
geringste IL-10-Plasmakonzentration und die hochste in vitro gemessene TNF-a-Konzentration
des Studienkollektivs wurden bei basalniedrigen Patienten gefunden. Bei einer nach der
Basalkortisoldefinition vermuteten rNNRI konnte also ebenfalls keine Endotoxintoleranz
festgestellt werden. In der Studie von Soni und Mitarbeitern (1995), in der allerdings die direkte
Serumkonzentrationen von TNF-a gemessen wurde, war ebenfalls kein signifikanter Unterschied

zwischen Nonrespondern und Respondern festgestellt worden.

V.2.4. HLA-DR-Expressionsdichte

Die monozytdre HLA-DR-Expression war in allen Gruppen unseres Patientenkollektivs, ohne
signifikante Unterschiede, auf weit unter 5000 Rezeptoren pro Zelle herabgesetzt. Somit scheint
eine rNNRI keinen Einfluss auf die monozytdre HLA-DR-Expressionsdichte zu haben. Bei
einem Referenzwert von 15.000 Rezeptoren pro Zelle sprechen Décke und Mitarbeiter (2005)
von immunsupprimierten Patienten, die ein erhohtes Risiko fiir infektiose Komplikationen
haben. Bei < 5000 Rezeptoren pro Zelle handelt es sich nach Definition dieser Autoren um eine
Immunparalyse. Im Folgenden sollen trotz fehlender statistisch signifikanter Unterschiede einige

Beobachtungen aus dem Kollektiv unserer Studie berichtet werden.

Nonresponder und basalniedrige Patienten wiesen mit Uber 3000 Rezeptoren pro Monozyt die
etwas hoheren Expressionsdichten auf, die Patientenkollektive ohne rNNRI dagegen zeigten die
geringeren Dichten dieses Immunkompetenzmarkers. Im hier untersuchten Studienkollektiv
wurde die hochste HLA-DR-Rezeptorexpressionsdichte bei basalniedrigen Patienten gemessen,
die gleichzeitig auch die niedrigste I1L-10-Konzentration des Kollektivs aufwiesen. Die HOhe der

HLA-DR-Expression wird durch ein komplexes System verschiedener Mediatoren moduliert:
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IL-12, IFN-y und GM-CSF stimulieren seine Expression, wahrend 1L-10, das Prostaglandin-E,
und TGF-B die Expression inhibieren (Volk et al., 1996). Monneret und Mitarbeiter (2004)
konnten einzig fir 1L-10 eine Korrelation mit der HLA-DR-Expression zeigen, wobei im friihen
septischen Schock hohe IL-10-Konzentrationen mit einem Tiefpunkt der HLA-DR-Messwerte
korrelierten. Diese inverse Korrelation konnte im Kollektiv der basalniedrigen Patienten unserer
Studie bestatigt werden. Den zu Grunde liegenden Wirkmechanismus beschrieben Fumenaux
und Pugin (2002): Serum-1L-10 fuhrt bei septischen Patienten zu Reendozytose und

intrazellularer endosomaler Sequestration der bereits fertig ausgebildeten Rezeptormolekiile.

In unserer Studie verfugten basalniedrige Patienten Uber die hochste HLA-DR-Rezeptordichte,
basalhohe Patienten dagegen Uber die geringste Expressionsdichte dieses Rezeptors. Ein
Studienergebnis von Le Tulzo und Mitarbeitern (2003) zeigte, dass ein erhohter Kortisolspiegel
sowohl in vivo als auch in vitro zu einem partiellen Verlust der HLA-DR-Expression fihrte.
Dies wurde zumindest anteilig auf die Inhibition eines Transaktivator-Proteins zurlckgefuhrt,
wobei die Serumkortisolkonzentration nach Dexamethasongabe negativ mit der HLA-DR-
Expression  Kkorrelierte.  Eine  inverse  Korrelation  zwischen  der  HLA-DR-
Rezeptorexpressionsdichte und der Serumkortisolkonzentration konnte in unserer Studie
allerdings in keiner der analysierten Gruppen gefunden werden. Zudem ist bekannt, dass die
Gabe von niedrigdosiertem Hydrokortison bei Patienten im septischen Schock die HLA-DR-
Expression nicht beeinflusst (Keh et al., 2003).

Bei den basalhohen Patienten unserer Studie wurden die niedrigste HLA-DR-Expressionsdichte
und der hochste SOFA-Score ermittelt. Zudem konnte eine positive Korrelation zwischen beiden
Parametern berechnet werden. Eine Studie von Tschaikowsky und Mitarbeitern (2002)
demonstrierte dagegen die inverse Korrelation des SOFA-Scores mit der HLA-DR-Expression
bei Patienten mit schwerer Sepsis. In der Literatur wird berichtet, dass der Grad der Expression
dieses Oberflachenmarkers eine Prognoseabschétzung erlaubt. Eine Vorhersage des Outcomes
war allerdings nicht anhand der zu Beginn des Schockzustands gemessenen Konzentrationen
(Perry et al., 2003), sondern erst ab Tag 7 mdglich (Tschaikowsky et al., 2002). Eine Abnahme
der HLA-DR-Rezeptorenzahl wird bereits friih, also praktisch simultan mit dem Eintritt des
septischen Schocks beobachtet (Ddocke et al., 1997; Le Tulzo et al., 2003; Monneret et al., 2004).
Es hat den Anschein, dass die initiale Verringerung dieser Rezeptoren Teil eines autoregulativen
Feedback-Mechanismus ist, der die Begrenzung der zelluldaren Immunantwort zum Ziel hat

(Tschaikowsky et al., 2002). Manche Patienten zeigen daraufhin aber ein Unvermdgen zur



71

Wiederherstellung der Immunabwehr, die, als zentraler Punkt der Immundepression, vielleicht

von groRerer Wichtigkeit ist als die Sepsis auslosenden Faktoren (Le Tulzo et al., 2003).

V.2.5. Stickstoffmonoxidmetaboliten Nitrit/Nitrat

Stickstoffmonoxid ist als gasformiger Botenstoff fir die physiologische und pathologische
Beeinflussung des vaskuldren Tonus von entscheidender Bedeutung. Die im septischen Schock
massiv gesteigerte NO-Produktion ist Hauptvermittler der peripheren Vasodilatation und
Katecholaminresistenz, deren klinische Folgen eine therapierefraktdre Hypotension und
konsekutives Organversagen sind (Cauwels, 2007). Die bei Sepsis gemessene Nitrit/Nitrat-
Konzentration Ubersteigt 100 pmol/l meist nicht (Feihl et al., 2001). Die hohen Werte bei
Nonrespondern wie auch Respondern zeigten eine hohe NO-Bildung im septischen Schock an.
Es ergab sich aber kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Kollektiven. Eine nach der
Deltakortisoldefinition vermutete rNNRI hatte also keinen Einfluss auf die Hohe der
Nitrit/Nitrat-Konzentration. Eine Korrelation zwischen der Basalkortisolkonzentration und der
Nitrit/Nitrat-Konzentration konnte weder bei Nonrespondern noch bei Respondern gefunden

werden.

In der Basalkortisolaufteilung wurde festgestellt, dass Patienten mit < 15 pg/dl Basalkortisol eine
signifikant geringere Nitrit/Nitrat-Konzentration aufwiesen - analog zu den Ergebnissen der
IL-6- und IL-8-Bestimmung, also die vorteilhaftere Parameterkonstellation. Die ermittelte
Konzentration von 36 pmol/l reprasentierte zudem die mit Abstand geringste Konzentration des
Studienkollektivs, die in Verbindung mit dem niedrigsten SOFA-Score-Wert aller
Studienteilnehmer beobachtet wurde. Eine Studie von Mitaka und Mitarbeitern (2003) beschrieb
eine gute Korrelation zwischen Nitrit/Nitrat und dem SOFA-Score. In unserer Studie war die
Nitrit/Nitrat-Konzentration der Nonresponder mit dem SOFA-Score korreliert. Die weitere
Analyse des Immunprofils erbrachte jedoch keine moglichen Beziige zur komplexen Regulation
des NO-Metabolismus, der nachfolgend kurz beschrieben werden soll: Als Antwort auf einen
Entzlindungsreiz wird die normalerweise nicht exprimierte Form der iNOS de-novo synthetisiert.
Anschlielend produziert das Enzym tber l&ngere Zeit grol’e Mengen an NO (Morris und Billiar,
1994). Zu den iINOS-Aktivatoren in der Sepsis gehdren TNF-a, IFN-y und IL-1, aber auch

direkte Stimulatoren wie Zellwandbestandteile von Gram-positiven sowie Gram-negativen
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Bakterien. Zur komplexen inhibitorischen Regulation des NO-Metabolismus in der Sepsis zahlen
beispielsweise IL-8, IL-10 und TGF-p (Forstermann, 2000). Auch Glukokortikosteroide hemmen
die Aktivitat der INOS, indem die Transkription der zugehdrigen Messenger-RNA blockiert wird
(Szabo et al., 1994). Eine Korrelation zwischen der Nitrit/Nitrat-Konzentration und dem
Basalkortisol konnte flr keine der untersuchten Gruppen unseres Studienkollektivs ermittelt

werden.

V.3. Vierfeldertafelvergleich

Die Gegenuberstellung beider Konzepte der rNNRI auf der Vierfeldertafel zeigte, dass sich
basalhohe Nonresponder und basalniedrige Responder in der Konzentration der Immunparameter
IL-6, IL-8 und IL-10, der Nitrit/Nitrat-Konzentration sowie in der Hohe des SOFA-Scores
signifikant unterschieden. Offensichtlich identifizieren beide Konzepte der rNNRI unter
immunologischem Gesichtspunkt unterschiedliche Patienten. Der Vergleich mit Patienten ohne
Hinweis auf eine rNNRI, den basalhohen Respondern, sollte anschlielend zeigen, was eine
vermutete rNNRI nach dem Deltakortisol- beziehungsweise dem Basalkortisolkonzept jeweils
immunologisch kennzeichnet. Eine Betrachtung der basalniedrigen Nonresponder folgt

abschlieRend.

Zuerst wurde das Deltakortisolkonzept analysiert und einVergleich zwischen Nonrespondern und
Respondern innerhalb der basalhohen Patienten angestellt. Dieser ergab, dass der ACTH-
Stimulationstest keine signifikanten immunologischen Unterschiede identifizierte. Somit konnte
die Hypothese, dass sich ein Patient mit Verdacht auf rNNRI nach dem Deltakortisolkonzept
immunologisch von einem Patienten ohne Hinweis auf rNNRI unterscheidet, bis auf die I1L-6-
Konzentration nicht bestatigt werden. Auch klinisch konnte kein Einfluss der rNNRI in Form
eines hoheren Krankheitsschweregrads festgestellt werden. Aufgrund dieser grofien
Uberschneidungen scheint der Parameter Deltakortisol < 9 pg/dl nicht geeignet zu sein, Patienten
mit rNNRI sicher von Patienten ohne rNNRI zu unterscheiden. Der Vergleich zwischen
Nonrespondern und Respondern innerhalb der basalniedrigen Patienten lieferte trotz der
geringen Patientenzahl ein statistisch signifikantes Ergebnis. Basalniedrige Nonresponder wiesen
die hohere 1L-6-Konzentration und den groReren Noradrenalinverbrauch auf. Allerdings wurden
keine Differenzen im Krankheitsschweregrad festgestellt. Interessanterweise waren die 1L-6-
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Konzentration und der Noradrenalinverbrauch, im Vergleich zu basalhohen Respondern, nahezu
identisch. Der IL-6/ IL-10-Quotient wiederum unterschied sich nicht signifikant.

Danach wurde das Basalkortisolkonzept betrachtet. Der Vergleich zwischen basalniedrigen und
basalhohen Respondern ergab fur fast alle Parameter signifikant unterschiedliche Ergebnisse.
Somit wurde die Hypothese, dass sich eine rINNRI immunologisch vom Zustand einer adaquaten
NNR-Funktion unterscheiden misste, in der Patientenaufteilung nach dem Basalkortisolkonzept
bestatigt. Allerdings wurden im Profil der basalniedrigen Responder die niedrigsten
Proinflammationsmarker und der niedrigste Krankheitsschweregrad des Gesamtkollektivs
abgebildet. Der Vergleich zwischen basalniedrigen und basalhohen Nonrespondern lieferte fir

keinen Parameter ein statistisch signifikant unterschiedliches Ergebnis.

V.4, Fazit

In unserer Studie wurden 84 Patienten auf das Vorliegen einer rNNRI im septischen Schock
untersucht. Dazu wurden die beiden zu diesem Zeitpunkt in der Diskussion stehenden
Diagnosemdglichkeiten, das Deltakortisol- und das Basalkortisolkonzept, verwendet. Nach dem
aktuellen Stand der Forschung wird eine Kortisoldefizienz mit tberstarker Proinflammation in
Verbindung gebracht (Marik, 2009). Das Deltakortisolkonzept konnte diesen Zustand wegen
fehlender signifikanter Unterschiede im untersuchten Kollektiv nicht ausreichend erfassen.
Einzig wurde bei Nonrespondern eine hohere IL-6-Konzentration gemessen, allerdings erwiesen
sich die Serumkortisolspiegel und der Krankheitschweregrad als nicht signifikant unterschiedlich
im Vergleich zu Respondern. Wurde die Basalkortisoldefinition zugrunde gelegt, ergaben sich
klare immunologische Unterschiede. Die basalniedrigen Patienten wiesen die signifikant
geringeren Konzentrationen der Proinflammationsmarker 1L-6, IL-8 und Nitrit/Nitrat sowie den
geringeren Krankheitsschweregrad auf. Die Vierfeldertafelbetrachtung bestatigte die Ergebnisse
aus den Einzelbetrachtungen: Zwischen Respondern und Nonrespondern wurden innerhalb der
basalhohen Studienteilnehmer keine immunologischen Unterschiede identifiziert. Die
Konzentration des Basalkortisols dagegen war ein Einflussfaktor, der ein vom
Krankheitsschweregrad abhangiges Ungleichgewicht zwischen Pro- und Antiinflammation
reflektierte. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Auswirkungen einer
vermuteten rNNRI im septischen Schock auf die Zytokine IL-6, IL-8, IL-10, auf die
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Nitrit/Nitrat-Konzentration, die monozytdre TNF-a-Freisetzung sowie die HLA-DR-
Expressionsdichte dieses Krankheitsbild in unser Studie nicht eindeutiger charakterisierten -
zumindestens nicht innerhalb der untersuchten Zeitspanne von 72 h nach Eintritt des septischen
Schocks.

Seit langem ist belegt, dass Patienten mit hohen Serumkortisolkonzentrationen eine schlechtere
Prognose haben (Melgy 1958, Annane et al., 2000). Die Plasmakortisolkonzentration resultiert
aus einem komplexen Ineinandergreifen der Produktionsrate, der metabolischen Clearance und
dem Verteilungsvolumen (Briegel, 2009). In der hier vorliegenden Arbeit sind die gemessenen
Serumkortisolkonzentrationen vergleichbar mit denen aus Studien der letzten Jahre: 34 pg/dl
beziehungsweise 21 pg/dl und 26 pg/dl (Annane et al., 2000; 2002), 31 pg /dl und 30 pg/dl (Keh
et al., 2003) oder 21 pg/dl und 24 pg/dl (Oppert et al., 2005). Insofern kann von einem
reprasentativen Kollektiv von Patienten im septischen Schock ausgegangen werden. In den
Patientengruppen mit Verdacht auf eine rNNRI, den Nonrespondern und den Patienten mit
< 15 pg/dl Basalkortisol, konnten keine Korrelationen zwischen der Serumkortisolkonzentration
und dem SAPS II- beziehungsweise SOFA-Scorewert errechnet werden. Bei Respondern sowie
Patienten mit > 15 pg/dl Basalkortisol war dagegen eine lineare Beziehung nachzuweisen. Eine
Korrelation zwischen einem Proinflammationsmarker und dem Krankheitsschweregrad konnte

nur bei Nonrespondern, und zwar fir die Nitrit/Nitrat-Konzentration, festgestellt werden.

Die Betrachtung der Korrelationen zwischen der Serumkortisolkonzentration und den Zytokinen
ergab einige interessante Befunde. Die monozytare 1L-6-Freisetzung bei Nonrespondern sowie
basalniedrigen und basalhohen Patienten korrelierte positiv mit der Serumkortisolkonzentration.
IL-8 korrelierte stets mit hohen Serumkortisolkonzentrationen, wohingegen IL-10 in allen
Gruppen positiv mit der Serumkortisolkonzentration korreliert war. Die Plasma-IL-6-, TNF-a-
oder Nitrit/Nitrat-Konzentrationen waren weder bei Nonrespondern noch bei Patienten mit
< 15 pg/dl Basalkortisol mit der Serumkortisolkonzentration korreliert. In der vorliegenden
Studie konnte die rNNRI im septischen Schock immunologisch und Klinisch nicht préziser
erfasst werden. Keine der Patientengruppen imponierte durch ein Immunprofil, das eine zur
Proinflammation verschobene Imbalance widerspiegelte und damit suggestiv fir einen Benefit
durch Hydrokortisonsubstitution gewesen ware. Aufgrund der derzeitigen Datenlage erscheint es
fragwirdig, ob die Deltakortisol- und Basalkortisolmethode zur Erfassung von Patienten mit

rNNRI geeignet sind.
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Die hier préasentierten immunologischen Untersuchungensergebnisse stehen im Einklang mit den
Ergebnissen der CORTICUS-Studie (Sprung et al., 2008), basierend auf der Patienteneinteilung
nach dem Deltakortisolkonzept. Im Hinblick auf die 28-Tage-Mortalitat als primarer Endpunkt
wurde kein signifikanter Unterschied zwischen Nonrespondern und Respondern, weder in der
Hydrokortison- noch in der Plazebogruppe, identifiziert. Auch beim Endpunkt Schockrevision
wurde kein signifikanter Unterschied zwischen diesen Gruppen festgestellt. Im Lichte dieser
Erkenntnisse wurden die Definition der rNNRI sowie die Aussagekraft des ACTH-
Stimulationstests in Frage gestellt. Die aktuell giiltige Leitlinie der ,,Surviving Sepsis Campain‘
empfiehlt daher die intravendse Gabe von niedrigdosiertem Hydrokortison (< 300 mg pro Tag)
nur noch bei Patienten im septischen Schock, bei denen die Hypotension, trotz addquater
Infusionszufuhr  und  bereits  begonnener  Vasopressorentherapie, fortbesteht.  Die
Therapieindikation sollte klinisch gestellt werden, unabhangig von den Ergebnissen des nicht

mehr empfohlenen ACTH-Stimulationstests (Dellinger et al., 2007).

Unabhangig von den Schwierigkeiten in der Diagnosestellung einer rNNRI im septischen
Schock unterliegen die prasentierten Ergebnisse Limitationen. Bei der Interpretation der
Immunparametermessungen muss beachtet werden, dass der bloRe Plasmaspiegel nur
unzureichend die Bioaktivitat der Zytokine widerspiegelt. Grinde daftr sind beispielsweise die
Présenz zirkulierender natirlicher Inhibitoren oder auch die Abhéngigkeit von Kostimulatoren
flr eine bestimmte Wirkung. Im Vergleich zu anderen Studien kénnten abweichende Ergebnisse
durch Unterschiede im Patientenkollektiv, der vorliegenden Grunderkrankung, andere
Probeabnahmezeiten oder laborbedingte Abweichungen erkléarbar sein. Auch der Einfluss des
Hypnotikums Etomidate, das zu einer iatrogenen rNNRI durch Inhibition des
Kortisolmetabolismus durch Hemmung der 11B-Hydroxylase und damit der Konversion von
11-Deoxykortisols zu Kortisol fiihrt (Absalom et al., 1999), ist an dieser Stelle anzuftihren.
Sprung und Mitarbeiter (2008) wiesen eine signifikant erhdhte 28-Tage-Mortalitdt bei mit
Etomidate behandelten Patienten der CORTICUS-Studie nach.

Bisher stand die Dysfunktion der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden (HPA)-Achse
und das Konzept der rNNRI bei Patienten mit systemischer Proinflammationsreaktion im Fokus
der Forschung. Neue Erkenntnisse deuten darauf hin, dass die periphere Kortisolresistenz eine
wichtige Rolle spielen kénnte. Mit zunehmender Schwere der Sepsis, oder einer anderen
kritischen Erkrankung wie einem ,,Acute respiratory distress syndrom“ (ARDS), nimmt die
Sensitivitat der Gewebe fiir Glukokortikoide ab (Briegel et al., 2009), was durch Reduktion
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sowohl der Anzahl als auch der Affinitat der zytoplasmatischen Glukokortikoidrezeptoren belegt
ist (Meduri et al., 2002). Eine internationale Arbeitsgruppe prégte im Auftrag des American
College of Critical Care Medicine den Begriff ,Critical illness-related corticosteroid
insufficiency (CICRI)“: Es wird postuliert, dass eine CICRI durch Kortisolmangel in Form einer
rNNRI und unzureichende Kortikosteroidwirkung in Form einer Kortikosteroidresistenz des
peripheren Gewebes hervorgerufen wird. Dieses Krankheitsbild ist durch eine protrahierte und
uberstarke proinflammatorische Antwort des Korpers auf die zugrunde liegende Infektion
charakterisiert (Marik et al.,, 2008), die durch eine inaddquate Kortikosteroidaktivitat in
Anbetracht der Stressreaktion und des Krankheitsschweregrads begunstigt  wird.
Pathophysiologisch  resultiert eine insuffiziente steroidvermittelte  Suppression der
proinflammatorischen Transkriptionsfaktoren (Marik, 2009). Nach dem aktuellen Stand der
Forschung sollte daher der Begriff ,relative Nebennierenrindeninsiffizienz® (rNNRI) durch
CICRI ersetzt werden (Briegel und Mitarbeiter, 2009). Wéhrend Kklinisch eine arterielle
Hypotension mit Vasopressorenpflichtigkeit trotz VVolumentherapie imponiert, werden die zur
Zeit besten Schwellenkriterien zur Diagnosestellung einer CICRI von dieser Expertengruppe mit
einem totalen basalen Kortisol von < 10 pg/dl (< 0,280 umol/l), beziehungsweise einem
Kortisolanstieg von < 9 ud/dl (< 0,248 pumol/l), angegeben. Die Messung des freien Kortisols
waére vorzuziehen, zumal dessen Anstieg nach ACTH-Stimulation ausgepragter ist (Vogeser et
al.,, 2002). Die Therapieindikation mit Hydrokortison sollte von diesen Messparametern
allerdings nicht abhangig gemacht werden. In unserer Studie ware dies beispielsweise bei den

Nonrespondern mit der signifikant héheren IL-6-Konzentration vorstellbar.

Der Anstieg der Kortisolproduktion im Rahmen der Stressantwort des Organismus auf eine
Infektion und die konsekutiven immunologischen, kardiovaskuldren und metabolischen Effekte
zur Wiederherstellung der Homdostase sind in der Literatur detailliert beschrieben. Der additive
Einfluss der vermuteten peripheren Glukokortikoidresistenz im Rahmen einer Sepsis muss
dagegen noch untersucht werden. Ein Beispiel aus der Evolution zeigt, dass eine
Glukokortikoidresistenz sogar heriditar auftritt. Neue-Welt-Affen aus Zentral- und Stidamerika,
beispielsweise der Baumwollkappen-Tamarin (Saguinus oedipus) oder das Totenkopféaffchen
(Saimiri sciureus), uberexprimieren ein Glukokortikoidrezeptor (GR)-Chaperon (FK-binding
protein-51). Daraus resultiert eine verminderte Translokation des Glukokortikoid-GR-a-
Komplex in den Nukleus. Konsequtiv haben diese Tiere hohere Konzentrationen von totalem
und freiem Kortisol im Serum im Vergleich zu Alte-Welt-Affen und dem Menschen (Scammell
et al., 2001). Mit der Einflhrung des Begriffs CICRI (Marik et al., 2008) riuickt die vermutete
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Resistenz des Gewebes auf Glukokortikoide in den neuen Fokus der Forschung. Eine CICRI
stellt ein Kontinuum unzureichender Kortikosteroidwirkung bis hin zur Kortikosteroidresistenz
dar, aber ist ein potentiell reversibles Syndrom (Briegel et al., 2009). Es wird beeinflusst durch
die Anzahl und die Affinitét der zur Verfugung stehenden Glukokortikoidrezeptoren sowie durch
die intrazellulare Signaltransduktion. Neue Forschungsansatze bieten Marker der
Glukokortikoidaktivitat auf zellularer Ebene, wie beispielsweise der Glukokortikoidrezeptor, der
Transkriptionsfaktor NF-xB, das Annexin-1, das IL-6, sowie idealer Weise ein zuverlassiger und
sicherer Funktionstest zur Integritat der gesamten HPA-Achse (van Leeuwen et al., 2001; Marik,
2009). Zudem konnte eine verbesserte Diagnosemaglichkeit der rNNRI, beispielsweise die
Bestimmung des freien Kortisols im Serum, neue Mdglichkeiten zur Erforschung und zum
Verstandnis der Pathophysiologie im Bereich der HPA-Achse und der Zielgewebe im septischen

Schock erdffnen.
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V1. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen einer vermuteten relativen
Nebennierenrinden-insuffizienz (rNNRI) auf proinflammatorische und antiinflammatorische
Immunparameter bei Patienten im septischen Schock untersucht. Anhand dieses Immunprofils
sollte geprift werden, ob ein Defizit an antiinflammatorisch wirksamen Kortisol mit einem

uberwiegenden proinflammatorischen Immunstatus einhergeht.

Hintergrund Als Kriterium flr eine rNNRI galten einerseits das Deltakortisolkonzept, ein
Serumkortisolanstieg nach 250 pg ACTH-Stimulation um < 9 pg/dl, und andererseits das
Basalkortisolkonzept, ein Diskriminationspunkt von < 15 png/dl Serumkortisol. Die
Diagnosestellung der rNNRI ist wegen der komplexen Physiologie und verschiedener
Storfaktoren schwierig. Aufgrund der engen Verzahnung zwischen der Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennieren-Achse mit dem Immunsystem sollte geklart werden, ob dieses
Krankheitsbild anhand eines Profils ausgewahlter immunologischer Parameter préziser

charakterisiert werden kann.

Methoden  In die Studie wurden zwischen Marz 2002 und November 2005 in Berlin 84
Patienten im septischen Schock eingeschlossen. Geprift wurden die Basalkortisolkonzentration,
der Kortisolanstieg nach Stimulation mit 250 ug ACTH, die Plasmakonzentrationen der
Interleukine I1L-6, IL-8 und IL-10 und von Nitrit/Nitrat, die Konzentrationen von IL-6, IL-10 und
TNF-a nach Monozytenstimulation mit LPS sowie die monozytdre HLA-DR-Expressionsdichte.
Zusatzlich wurden folgende klinische Daten erhoben: Geschlecht, Alter, mittlerer arterieller
Blutdruck, Noradrenalinverbrauch, SAPS-II- und SOFA-Score. Die Bestimmung des
Serumkortisols erfolgte in einem Referenzlabor. Im eigenen Labor wurden die
Zytokinkonzentration durch ELISA, die HLA-DR-Rezeptordichte durchflusszytometrisch und
die Nitrit/Nitratkonzentration fluoreszenzspektrometrisch gemessen.

Ergebnisse Die Patientenaufteilung nach der Deltakortisoldefinition der rNNRI ergab, dass
bei Nonrespondern (n = 28) eine signifikant hohere IL-6-Konzentration im Plasma vorlag. Fur
alle anderen Immunparameter sowie hinsichtlich des Krankheitsschweregrades konnten keine
signifikanten  Unterschiede zu Respondern (n = 56) ermittelt werden. In der
Basalkortisolaufteilung unterschieden sich dagegen fast alle Parameter signifikant. Basalniedrige

Patienten (n = 20) fielen durch geringere Plasmakonzentrationen von IL-6, IL-8 und IL-10 und
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Nitrit/Nitrat auf, sodass sich ein hoherer IL-6/ IL-10-Quotient ergab. Weiterhin wurden bei einer
hoheren Monozytenzahl nach LPS-Stimulation signifikant hohere TNF-o-Werte, aber gleiche
IL-6- und IL-10-Konzentrationen im Vergleich zu basalhohen Patienten gemessen. Aus diesen
Konstellationen wird ersichtlich, dass die htheren Plasmakonzentrationen von IL-6 und I1L-10
bei basalhohen Patienten nicht aus den Monozyten stammte. Bei basalhohen Patienten (n = 64)
wurde ein signifikant hoherer Noradrenalinverbrauch bei gleichem mittlerem arteriellen
Blutdruck, sowie ein tendentiell htherer SAPS I1- und signifikant hoherer SOFA-Scorewert
ermittelt. Bei Kombination beider Konzepte der rNNRI auf der Vierfeldertafel imponierte die
auBerst geringe Anzahl basalniedriger Nonresponder (n = 3) und damit die geringe
Ubereinstimmung beider Konzepte. Von basalniedrigen Respondern (n = 17) unterschieden sich
einerseits basalhohe Nonresponder (n = 25) in den Parametern IL-6, IL-8, IL-10, Nitrit/Nitrat
und SOFA-Score, sowie andererseits basalhohe Responder (n = 39) in den Parametern IL-6,
IL-8, IL-10, Nitrit/Nitrat, Monozyten, Noradrenalin, SAPS II- und SOFA-Score signifikant.
Zwischen Nonrespondern und Respondern konnten innerhalb der basalhohen Patienten keine

Unterschiede festgestellt werden.

Diskussion  Bei Nonrespondern wurde eine hohere IL-6-Konzentration als Indiz fur eine
gesteigerte Proinflammation ermittelt. Allerdings wurden keine weiteren Hinweise auf eine
rNNRI gefunden. Die nach dem Basalkortisolkonzept aufgestellten Immunprofile zeigten
dagegen signifikante Unterschiede: Hohere Proinflammationsmarker und einen hoheren
Krankheitsschweregrad wiesen allerdings nicht - wie vermutet - basalniedrige, sondern
basalhohe Patienten auf. Somit reflektierte das Basalkortisolkriterium eine durch den
Krankheitsschweregrad  gepragte  Verteilung der Pro- und Antiinflammation. Der
Vierfeldertafelvergleich illustrierte, dass beide Konzepte jeweils unterschiedliche Patienten
identifizierten. Das Deltakortisolkriterium ermittelte, im Gegensatz zum Basalkortisolkriterium,

keine signifikanten immunologischen Unterschiede.

Schlussfolgerungen Die ausgewéhlten Immunparameter stellten keine geeignete Erganzung zur
sicheren Identifizierung von Patienten dar, bei denen nach dem Deltakortisol- oder
Basalkortisolkonzept eine rNNRI vermutet wird. Als limitierende Faktoren sind insbesondere
ausgepragte Schwankungen des Serumkortisospiegels bei Patienten im septischen Schock sowie
bei der laborchemischen Bestimmung der Serumkortisolkonzentration anzufiihren. In das
Konzept der rNNRI im septischen Schock muss die gesamte HPA-Achse, insbesondere die

vermutete Glukokortikosteroidresistenz der Zielzellen, mit einbezogen werden.
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