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1 Einleitung

1.1 Ubersicht

Die schwere Sepsis und deren Folgezustdnde wie der septische Schock respektive das
sepsisassoziierte Multiorganversagen stellen multifaktorielle, schwer behandelbare und
heterogene Krankheitsbilder dar.

Diese zahlen, trotz aller medizinischer Fortschritte, auf nicht-kardiologischen
Intensivstationen nach wie vor zu den haufigsten Todesursachen (Engel et al. 2007,
Angus et al. 2001). Die chirurgische Fokussanierung, die antimikrobielle Therapie sowie
supportive intensivmedizinische Malinahmen lebensbedrohlicher Organdysfunktionen
gehdren zum Standard im klinischen Management des Patienten im septischen Schock.
Hierbei ist die Beseitigung der auslosenden Ursache primares Behandlungsziel.
Spezielle  Strategien, welche die  Modulation des  Gerinnungs- und
Inflammationssystems betreffen, sind zuséatzlich zur Standardtherapie wichtige
erganzende adjunktive Therapieoptionen.

Wahrend der letzten Jahre flhrten verbesserte pathophysiologische Kenntnisse utber
die komplexen molekularen Mechanismen des Organversagens zur Weiterentwicklung
immunmodulatorischer Therapiestrategien (Marshall 2003).

Die isolierte Blockade einzelner Mediatoren oder Zytokine innerhalb der Entziindungs-
oder Gerinnungskaskade als adjunktive Therapieform konnte jedoch fur die meisten
Patientengruppen  bisher nur selten einen gunstigen Einfluss auf den
pathophysiologischen Verlauf der Inflammation nehmen (Werdan et al. 2007, Vincent et
al. 2002, Abraham et al. 2001, Reinhart et al. 2001, Boillot et al.1995, Bone et al. 1995,
Greenberg et al. 1992). Auch der therapeutische Einsatz von Glukokortikoiden als eine
adjunktive Therapieoption in der Behandlung des septischen Schocks unterliegt einem
veranderten Verstandnis vom komplexen Zusammenspiel pro- und
antiinflammatorischer Immunreaktionen. Schon seit Beginn der 1950er bis in die
achtziger Jahre hinein setzte man Glukokortikoide in hoher Dosierung ein (Weitzman
und Berger 1974). Dieses geschah unter der Vorstellung, ein globales Unterdriicken der
Entzindungsreaktion wirke sich positiv auf die Mortalitatsentwicklung aus. Nachdem
sich anhand mehrerer Studien jedoch keine Reduktion der Mortalitat, vielmehr aber ein

vermehrtes Auftreten infektioser Komplikationen zeigen lie3, wurde dieses



Therapiekonzept verlassen (Bone et al. 1987, VASSCSG 1987). Abgesehen von
speziellen Indikationsbereichen, lehnte man den Einsatz von Glukokortikoiden im
septischen Schock generell ab.

Der Einsatz von Hydrocortison in niedriger, stress-adaptierter Dosierung
(200-300 mg/d) wurde erst zu Beginn der 1990er Jahre erneut aufgegriffen und zahlt
derzeit zu den aktuellen und viel diskutierten Therapieansatzen innerhalb des
multimodalen Behandlungkonzepts des septischen Schocks.

In der vorliegenden Arbeit werden die immunologischen Effekte einer adjunktiven
Therapie mit niedrig dosiertem Hydrocortison bei Patienten im septischen Schock
dargestellt und diskutiert. Es wird dabei im Besonderen auf die Beeinflussung der
proinflammatorischen Immunantwort eingegangen. Die Daten wurden im Rahmen einer
prospektiven, randomisierten, doppelblinden, Placebo-kontrollierten, monozentrischen

Cross-over Studie erhoben.
1.2 Definitionen

Nach der klassischen klinisch-infektiologischen Definition von Hugo Schottmiller aus
dem Jahre 1914 versteht man unter Sepsis die systemische Einschwemmung von
Mikroben oder mikrobiellen Produkten aus einem oder mehreren Infektionsherden. Als
Folge kommt es zu einer Aktivierung einer Vielzahl von koérpereigenen
Mediatorsystemen, wie die Aktivierung von Immunzellen, die Freisetzung l6slicher
Mediatoren und deren komplexe Interaktionen Uber l6sliche und zellgebundene
Rezeptorsysteme mit anderen Systemen, wie etwa dem Gerinnungssystem. Es
resultieren eine inadaquate Gewebeperfusion und eine systemische Inflammation.
Pathophysiologisch imponieren Perfusionsfehlverteilungen, Mikrothrombosierungen und
ein Kapillarlecksyndrom. In der Regel resultiert eine insuffiziente Mikrozirkulation trotz
erhaltener Makrozirkulation und somit eine Sauerstoffschuld in der Peripherie und auf
zellularer Ebene. Sepsis stellt demnach einen Symptomenkomplex aus systemischer
Entzindungsreaktion bei gleichzeitigem Vorliegen eines lokalen Entzindungsherdes

dar.

Im Rahmen der ,Consensus Conference* des American College of Chest Physicans/
Society of Critical Care Medicine im Jahre 1991 wurden fir die Begriffe Sepsis, schwere
Sepsis, septischer Schock und Multiorganversagen nachfolgende Definitionen
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erarbeitet (Bone et al. 1992). Diese bilden bis heute, wenn auch in teilweise
modifizierter Form, die Grundlage von Definitionen in klinischen Studien und aktuellen
Leitlinien der Deutschen Sepsisgesellschaft zur Pravention, Diagnose, Therapie und

Nachsorge der Sepsis (Reinhart et al. 2010).

Einem SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrome) liegen auf zellularer und
biochemischer Ebene diejenigen Mechanismen zugrunde, die eine Entzindung
charakterisieren, jedoch ohne dass eine infektiose Ursache vorliegen muss. Ausloser
fur dieses Syndrom koénnen beispielsweise ausgedehnte Operationen, ein schweres

Trauma, grof3flachige Verbrennungen oder generell jedes Schockgeschehen sein.

Mindestens zwei der folgenden klinischen Kriterien missen erfillt sein, wenn man von
SIRS spricht:

Fieber (= 38 °C) oder Hypothermie (< 36 °C)

Tachykardie (Herzfrequenz = 90/ min)

Tachypnoe (Frequenz = 20/ min) oder Hyperventilation (PaCO; < 32 mmHg)

Leukozytose (= 12000/ pl) oder Leukopenie (< 4000/ pl) oder = 10 % unreife
Neutrophile im Differentialblutbild

Wird mikrobiologisch oder klinisch eine Infektion als Ursache eines SIRS

nachgewiesen, so spricht man von Sepsis .

Treten im Rahmen der Sepsis Zeichen der Organdysfunktion, Hypoperfusion oder
Hypotension auf, bezeichnet man diesen Zustand als schwere Sepsis . Als septische
Hypotension wird dabei das Vorliegen eines systolischen Blutdrucks < 90 mmHg oder
ein Abfall um > 40 mmHg vom Ausgangswert definiert. Im Rahmen der Hypoperfusion
konnen Klinische Symptome wie eine Laktatazidose, Oligurie oder eine akute

Veréanderung der Bewusstseinslage auftreten.




Als septischen Schock bezeichnet man das mit der schweren Sepsis assoziierte
Kreislaufversagen, welches trotz adaquater Volumensubstitution persistiert, mit Zeichen
der Hypoperfusion und Organdysfunktion einhergeht und durch andere Ursachen nicht
erklart werden kann. Auch Patienten, die im Rahmen einer Therapie mit inotropen oder
vasokonstriktiven Medikamenten normotensive Werte, aber trotzdem Zeichen der

Organdysfunktion und Hypoperfusion aufweisen, befinden sich im septischen Schock.

MODS (Multiple Organ Dysfunction Syndrome) bezeichnet die parallele oder
sequentielle  Funktionseinschrankung mindestens zweier Organsysteme beim
Akutkranken. Dabei stellt jede einzelne Organdysfunktion fur sich betrachtet eine vitale
Bedrohung dar. Es ergibt sich die Notwendigkeit der intensivmedizinischen Intervention
zur Aufrechterhaltung der Homdoostase.

1.3 Epidemiologie und klinische Relevanz

Die schwere Sepsis und der septische Schock stellen eine der haufigsten
Todesursachen  aullerhalb  der  kardiologischen und kardiochirurgischen
Intensivstationen dar. In den USA treten jahrlich etwa 751.000 Falle schwerer Sepsis
auf. Im Jahr 1995 betrug die Zahl der an einer schweren Sepsis verstorbenen Patienten
9,3 % aller Todesfalle. Sie entsprach etwa der Anzahl an Patienten, die infolge eines
akuten Myokardinfarkts verstarben (Angus et al. 2001).

In Deutschland erkranken 79.000 Einwohner pro Jahr an einer Sepsis, 75.000
Einwohner pro Jahr leiden an einer schweren Sepsis beziehungsweise erleiden einen
septischen Schock. Septische Erkrankungen sind fur etwa 60.000 Todesfalle pro Jahr
verantwortlich. Sie stellen nach der koronaren Herzkrankheit und dem Myokardinfarkt
die dritthaufigste Todesursache dar (Brunkhorst et al. 2005).

Trotz steter Verbesserungen im Bereich der operativen, pharmakologischen und
supportiven Therapiestrategien liegt die Letalitdt der schweren Sepsis auf deutschen
Intensivstationen bei 40 %, die des septischen Schocks bei 56 % (Engel et al. 2007).
Die Uberlebenden Patienten leiden zum Telil unter einer betrachtlichen Einschréankung
ihrer Lebensqualitat etwa durch eine reduzierte physische Leistungsfahigkeit
(Perl et al. 1995). Auch verkirzt sich die Lebenserwartung nach einer Sepsis im
Vergleich zu nicht-septischen Patienten um vier Jahre (Quartin et al. 1997).

Die Inzidenz der schweren Sepsis steigt Untersuchungen zufolge jahrlich um
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etwa 1,5 % (Angus et al. 2001). Als Ursachen hierfir sind zum einen Veranderungen zu
nennen, die das Patientenkollektiv betreffen. Die Uberlebensrate multimorbider
Patienten mit chronischen Erkrankungen, die fir ein septisches Geschehen
pradisponiert sind, ist angestiegen. Neuere immunkompromittierende Therapieformen
finden bei Patienten mit chronisch entziindlichen Erkrankungen, Neoplasien und bei
Patienten nach Organtransplantationen Anwendung. Auch die Anzahl der HIV-
infizierten Patienten wird in Zukunft innerhalb der Gruppe infektionsgefahrdeter
Patienten weiter zunehmen.

Die Inzidenz und Letalitat der schweren Sepsis steigt mit zunehmendem Alter
exponentiell an. Daher ist allein aufgrund der angenommenen demographischen
Entwicklung eine Zunahme der Sepsis zu erwarten. Alter stellt einen unabhangigen
Pradiktor bezuglich der Letalitat septischer Patienten dar (Martin et al. 2006).
Zusammenfassend gilt also, dass die Zahl der primar oder sekundar
immunkompromittierten Personen auch in Zukunft noch erheblich zunehmen wird
(Walmrath et al. 2001). Ferner sind viele medizinische Innovationen auf dem Gebiet
invasiver diagnostischer und therapeutischer MalRnahmen zu verzeichnen, die
zusatzliche Keimeintrittspforten darstellen.

Etwa 2-11 % der Aufnahmen in ein Krankenhaus beziehungsweise auf eine
Intensivstation erfolgen aufgrund einer schweren Sepsis (Angus et al. 2001). Die
Sepsis-bedingten Krankenhauskosten in den USA betragen schatzungsweise 16,7
Milliarden Dollar pro Jahr. In Deutschland werden ca. 30 % des Budgets fur
Intensivmedizin, etwa 1,77 Milliarden Euro, allein fir die intensivmedizinische
Versorgung von Patienten mit schwerer Sepsis bendtigt (Brunkhorst et al. 2005). Die
schwere Sepsis und der septische Schock stellen somit Krankheitsbilder von
bedeutender medizinischer aber auch soziobkonomischer Relevanz dar.

Trotzdem ist die o6ffentliche und selbst fachoffentliche Wahrnehmung der Sepsis im
Vergleich zu anderen lebensbedrohlichen Erkrankungen verhaltnismaRig gering
ausgepragt. In einer aktuellen Umfrage konnten 47 % der befragten Personen den

Begriff Sepsis nicht einordnen (Rubulotta et al. 2009).
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1.4 Immunsystem und Pathogenese der Sepsis

Als Schutz vor allgegenwartigen Pathogenen verfiigt der menschliche Korper tber
verschiedenartige Abwehrmechanismen. Chemische und mechanische Barrieren sollen
den Eintritt von Erregern verhindern. Das Immunsystem dient der Erkennung und
Bekampfung von Fremdantigenen (Beutler und Poltorak 2001).

Aus pathophysiologischer Sicht unterteilt man die Immunantwort auf mikrobielle
Pathogene in zwei Systeme zum einen das angeborene (innate) zum anderen das
erworbene (adaptive) Immunsystem. Der wesentliche Unterschied beider eng
miteinander verknipften Systeme besteht im Mechanismus der Pathogenerkennung.
Das angeborene Immunsystem ist phylogenetisch alter und vermittelt die primare
Abwehrreaktion auf eine Infektion. Charakteristischerweise verlauft die Aktivierung mit
hoher Geschwindigkeit, ohne dass zuvor ein Pathogenkontakt stattgefunden haben
muss. Dabei erkennt das innate Immunsystem eine grof3e, heterogene Gruppe von
Erregern anhand spezieller, hoch konservierter Antigenstrukturen, wie zum Beispiel
bakterielle DNA, doppelstrangige RNA, Lipopolysaccharide und Peptidoglykane. Diese
chemisch betrachtet sehr unterschiedlichen Molekiile bezeichnet man als sogenannte
PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns). Diese invarianten Strukturen sind
von essentieller Bedeutung fir die Pathogenitéat eines Mikroorganismus und evolutionar
nicht entbehrlich (Medzhitov und Janeway Jr. 2000).

Zur Erkennung dieser potenziell gefahrlichen Fremdantigene und deren Abgrenzung
von kdrpereigenen Strukturen finden sich zellgebundene Rezeptoren, sogenannte PRR
(Pattern-Recognition Receptors) insbesondere auf der Zellmembran von Makrophagen,
dendritischen Zellen, B-Zellen und anderen Effektorzellen des Immunsystems
(Medzhitov und Janeway Jr. 1997).

Besonders hervorzuheben sind hierbei die ,Toll-like-Rezeptoren®, die in den 1990er
Jahren entdeckt wurden. Sie finden sich bei allen Séaugetieren, aber auch bei einigen
Pflanzen und Insekten. Uber einen diesen Rezeptoren nachgeschalteten
intrazytoplasmatischen Signalweg wird die Produktion von Zytokinen und anderen
Mediatoren vermittelt. Eine Schlisselstellung innerhalb des Signalwegs nimmt der
Transkriptionsfaktor NF-kB ein (Lien und Ingalls 2002).

Ferner spielen Zellen der angeborenen Immunabwehr eine zentrale Rolle in der

Initierung erworbener Immunprozesse. Makrophagen und dendritische Zellen
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phagozytieren Antigene und prasentieren sie Uber sogenannte ,major histocomptibility
class 1l“- Rezeptoren den Rezeptoren ,naiver‘ T-Zellen. Sie induzieren hiertiber die
erworbene Immunantwort.

Das erworbene Immunsystem zeichnet sich durch das hochspezifische Erkennen
bestimmter Antigene aus. Ferner kann eine Anpassung an antigene Strukturen erfolgen
und ein sogenanntes immunologisches Gedachtnis ausgebildet werden.

Sepsis beschreibt einen klinischen Symptomenkomplex resultierend aus einer zu
Beginn sinnvollen und angemessenen Abwehrreaktion des Organismus auf eine
Infektion. Neben der Elimination des Fremdantigens hat der Organismus zum Ziel, die
systemische Ausbreitung der Infektion zu verhindern, die Homoostase aufrecht zu
erhalten sowie die Wundheilungsprozesse einzuleiten. Im Rahmen der Immunantwort
kommt es zur Aktivierung sequentieller, intrazellularer Ablaufe in immunkompetenten
Zellen, Endothel, Epithel und im neuroendokrinen System. Fehlgeleitete
Regulationsmechanismen innerhalb dieses hochkomplexen Systems konnen die
Schadigung koérpereigener Zellen, die systemische Ausbreitung der Infektion bis hin zur
Entwicklung von SIRS, Schock oder gar Multiorganversagen bedingen (Cohen 2002).
Das entzindliche Geschehen wird dabei nicht ausschliel3lich vom auslésenden Agens,
sondern von der exzessiven inflammatorischen Wirtsreaktion aufrecht erhalten
(Hotchkiss und Karl 2003).

Entsprechend eines dynamischen Prozesses dominiert zu Beginn der Sepsis zunachst
eine  proinflammatorische  Reaktion. Nach  Stimulation durch  spezifische
Oberflachenrezeptoren wie CD14 und ,Toll-like-Rezeptoren“ produzieren Makrophagen,
Monozyten und neutrophile Granulozyten vermehrt proinflammatorische Zytokine wie
TNF-a, IL-1B, IL-12, IFN-y, IL-6 sowie weitere immunmodulatorische Botenstoffe, die
die nachfolgenden Reaktionen des Korpers steuern. Neben Phagozytose und
Degranulation kommt es zur Freisetzung reaktiver Sauerstoff- und anderer toxischer
Radikale, zur Produktion von Stickstoffmonoxid sowie zu einer veranderten
Zelladhasion (Dransfield et al. 1995).

Diese Prozesse dienen der lokalen Infektabwehr und dem Versuch, eine systemische
Ausbreitung des Krankheitsgeschehens zu verhindern. Bei Persistenz des septischen
Bildes Uberwiegen in der spateren Phase antiinflammatorische Mechanismen, unter

Umstanden bis hin zur Immunsuppression (Hotchkiss und Karl 2003). Dabei steht die
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Produktion antiinflammatorischer Mediatoren wie IL-10, sTNF-a-R (léslicher TNF-a-
Rezeptor), IL-1-RA (IL-1-Rezeptor-Antagonist) und TGF (Transforming Growth Factor)-
B im Vordergrund. Die Phasen der Hyper- und Hypoinflammation treten vermutlich nicht
streng biphasisch auf, sondern verlaufen simultan, Uberlappend oder phasenhaft
(Xiao et al. 2006).

1.5 Glukokortikoide

Glukokortikoide werden aufgrund ihrer immunmodulierenden und entziindungs-
hemmenden Eigenschaften erfolgreich zur Therapie einer Vielzahl von Erkrankungen
eingesetzt.

In den 1930er Jahren gelang den Biochemikern Kendell, Reichstein und Wintersteiner
in unterschiedlichen, von einander unabhangigen Arbeitsgruppen der Nachweis von
,cortisol“ in der Nebennierenrinde. Im weiteren Verlauf konnten verschiedene
Kortikosteroide wie Hydrocortison sowie die Mineralkortikoide isoliert werden. Der
Rheumatologe Hench fuhrte ,Cortisol“ 1948 in den klinischen Alltag zur erfolgreichen
Therapie der rheumatoiden Arthritis ein. Im Dezember 1950 wurden die
Forschungsleistungen von Kendall, Hench und Reichstein mit dem Nobelpreis fir

Physiologie und Medizin honoriert (Meduri 1999).
1.5.1 Molekulare Wirkmechanismen der Glukokortikoid e

Es werden verschiedene Wirkmechanismen der Glukokortikoide angenommen,
wodurch sich deren unterschiedlicher Wirkungseintritt (im Bereich von Sekunden bis zu

Stunden) erklaren lasst.
1.5.1.1 Genomische Wirkmechanismen

Nach Diffusion durch die Zellmembran bindet das lipophile Glukokortikoid zunachst an
ubiquitar exprimierte zytosolische Glukokortikoidrezeptoren (cGR). Der dimerisierte und
somit aktivierte Glukokortikoid-Rezeptor Komplex (GC/cGR-Komplex) transloziert in den
Zellkern und bindet dort an spezifische DNA-Abschnitte, sogenannte GRE
(Glucocorticoid Responsive Elements). Uber diesen Mechanismus wird die
Transkription je nach Zielgen aktiviert oder gehemmt (Rhen und Cidlowski 2005).

Neben dieser direkten genomischen Wirkungsweise wird die Genexpression auch
13



indirekt, durch eine Interaktion des aktivierten GC/cGR-Komplexes mit verschiedenen
Transkriptionsfaktoren, wie NF-kB und AP-1 beeinflusst (Vanden Berghe et al. 1999). In
der Vermittlung der immunmodulierenden und antiinflammatorischen Wirkung von
Glukokortikoiden nimmt die Hemmung des Transkriptionsfaktors NF-kB eine
Schlusselrolle ein (De Bosscher et al. 2003). In unstimulierten Zellen ist NF-kB im
Zytosol an ein inhibitorisch wirksames Protein, I-kB gebunden und befindet sich somit in
einem inaktiven Zustand. I-kB liegt in verschiedenen Isoformen vor, die mit
unterschiedlicher Affinitat und Spezifitit an die NF-kB Dimere binden. Nach
entsprechender Aktivierung beispielsweise durch TNF-a, IL-1 oder LPS wird I-kB durch
schnelle Phosphorylierung abgespalten und der aktive Transkriptionsfaktor NF-kB
transloziert in den Zellkern. Dort bindet er an kB-Motive in Promotor- und
Enhancersequenzen und aktiviert spezifisch die Transkription verschiedener
immunologisch relevanter Gene, einschlie3lich des |-kB Gens. Dieser Effekt ist
allerdings nicht in allen Zellsystemen nachweisbar (Auphan et al. 1995,
Scheinman et al. 1995).

Die vermehrte Genexpression von I-kBa fuhrt im Rahmen eines negativen
Feedbackmechanismus zur Inaktivierung von NF-kB (Hoffmann et al. 2002, Sun et al.
1993). Nach Bindung an den Zellkern wird die mRNA-Transkription von
proinflammatorisch wirksamen Zytokinen (wie TNFa, IL-13, IL-2, IL-6), von Chemokinen
(wie IL-8), von Zelladhasionsmolekilen (wie ICAM-1, E-Selektin) und anderen
entzindungsassoziierten Enzymen (wie Cyclooxygenase, iINOS, PLA2) initiiert (Loop
und Pahl 2003). NF-kB nimmt somit eine zentrale Stellung in der Regulation der innaten
und adaptiven Immunabwehr ein (Caamafio und Hunter 2002, Janeway Jr. und
Medzhitov 2002, Li und Verma 2002). Die genomischen Wirkungen sind dosisabhangig
und bereits im Niedrigdosisbereich nachweisbar. Der Effekt beginnt nach

ca. 30 Minuten und erreicht ein Maximum nach etwa sechs bis acht Stunden.

1.5.1.2 Nicht-genomische Wirkmechanismen

Anhand dieses Wirkprinzips lassen sich einige immunologische Effekte erklaren, die
bereits Sekunden bis Minuten nach der Applikation von Glukokortikoiden auftreten. Es
wird angenommen, dass Glukokortikoide in sehr hohen Dosierungen zu
physikochemischen Wechselwirkungen mit biologischen Membranen fuhren und die

14



Aktivitat membranassoziierter Proteine beeinflussen (Buttgereit und Scheffold 2002).
In niedriger Konzentration werden nicht-genomische Effekte vermutlich spezifisch tber
membranstandige Glukokortikoidrezeptoren vermittelt, die an schnelle second
messenger Systeme gekoppelt sind (Bartholome et al. 2004). Ein gut untersuchtes
Beispiel fur diesen Wirkmechanismus stellt die Aktivierung der eNOS (endotheliale NO-
Synthase) Uber den Glukokortikoidrezeptor-abhangigen, aber Transkriptions-
unabhangigen PI3K/Akt-Signalweg dar (Rhen und Cidlowski 2005).

1.5.2 Immunologische Effekte

Klassischerweise wird den Glukokortikoiden ein immunsuppressives,
antiinflammatorisches Wirkungsspektrum zugeschrieben. Dementsprechend werden sie
erfolgreich in der Therapie von Autoimmunerkrankungen, bei Erkrankungen des
entzindlich-rheumatischen  Formenkreises, in der Onkologie und in der
Transplantationsmedizin eingesetzt (McEwen et al. 1997, Reichlin 1993).

Die inhibitorischen Effekte auf die verschiedenen, an der Immunantwort beteiligten
Zelltypen wie Lymphozyten, Makrophagen und dendritische Zellen sind vielféltig.
Glukokortikoide inhibieren die Synthese, Freisetzung und die Wirksamkeit von
proinflammatorischen Zytokinen und anderen Mediatoren im Rahmen des
entztindlichen Geschehens (Sapolsky et al. 2000).

Allerdings wird den Steroiden auch eine immunstimulatorische Wirkung, zugesprochen,
so dass man zusammenfassend von einer Immunmodulation durch Glukokortikoide

sprechen kann (Galon et al. 2002).

1.5.3 Bisherige therapeutische Strategien mit Gluko  kortikoiden im septischen
Schock

In den 1990er Jahren fuhrte man im Wesentlichen zwei grof3e Metaanalysen zur
Evaluation der Glukokortikoidtherapie im septischen Schock durch (Cronin et al. 1995,
Lefering und Neugebauer 1995). Es wurden Studien zwischen 1966-1993 analysiert.
Wahrend dieses Zeitraumes entsprach der Ubliche Therapiestandard einer
hochdosierten Glukokortikoidtherapie mit Hydrocortisonaquivalenten um 40 g. In der
Analyse von Lefering lie3 sich kein signifikanter Effekt der Therapie auf die
Gesamtletalitatsrate belegen. Die Inzidenz unerwinschter Nebenwirkungen wie etwa

Hyperglykdmie oder eine Zunahme nosokomialer Infektionen war nicht erhoht.
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In der Analyse von Cronin ergab sich neben einer Erh6hung der Gesamtletalitatsrate
zusatzlich ein erhohtes Risiko sekundarer Infektionen.

In einer anderen Studie lie3en sich eine Verschlechterung der renalen und hepatischen
Funktion sowie die Zunahme sekundéarer Infektionen belegen (Slotman et al. 1993).
Abgesehen von speziellen Indikationsbereichen wurde nach diesen Ergebnissen von
einem generellen Einsatz hoch dosierter Glukokortikoide im septischen Schock
abgeraten. Erst die Beobachtung, dass eine schwere Sepsis mit einer relativen
Nebennierenrindeninsuffizienz oder einer induzierten Glukokortikoidrezeptor-Resistenz
vergesellschaftet sein konnte, verstarkte erneut das wissenschaftliche Interesse an
einer Glukokortikoidtherapie in niedriger, stress-adaptierter Dosierung (Briegel et al.
1999, Molijn et al. 1995).

Nach einzelnen Fallbeobachtungen einer Schockumkehr unter Einsatz von niedrig
dosiertem Hydrocortison folgten dann Ende der 90er Jahre mehrere grof3e klinische
Studien. Durch die Definitionen, die in der ,Consensus Conference® des American
College of Chest Physicans/Society of Critical Care Medicine im Jahre 1991 festgelegt
wurden, lie3en sich Forschungsergebnisse nun besser vergleichen.

Im Wesentlichen belegten drei Studien den positiven Einfluss von niedrig dosiertem
Hydrocortison auf die Schockdauer und Vasopressorenfreiheit sowie eine niedrigere
Rate eines sepsisinduzierten Multiorganversagens (Annane et al. 2002, Briegel et al.
1999, Bollaert et al. 1998). Diese prospektiven, doppelblinden Studien unterscheiden
sich vor allem bezlglich der Applikationsart von Hydrocortison (Bolus versus
kontinuierliche Applikation), dem Zeitpunkt des Studieneinschlusses (friher versus

spater septischer Schock) und der Dauer der Therapie voneinander.
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1.6 Ziel der Arbeit

Anhand der Messung verschiedener Mediatoren wurden immunologische Effekte einer
adjunktiven Therapie mit niedrig dosiertem Hydrocortison im Rahmen der
monozentrischen, prospektiven, randomisierten, doppelblinden, Placebo-kontrollierten,

Cross-over Studie untersucht.
Dabei sind im Rahmen dieser Arbeit folgende Punkte von besonderem Interesse:

1. Der Konzentrationsverlauf von proinflammatorischen Mediatoren unter der Gabe von

niedrig dosiertem Hydrocortison bei Patienten im septischen Schock.

2. Der Konzentrationsverlauf von proinflammatorischen Mediatoren nach Beendigung

der Zufuhr von niedrig dosiertem Hydrocortison bei Patienten im septischen Schock.

3. Die Auswirkungen infolge des Applikationszeitpunktes des niedrig dosierten

Hydrocortisons.

Die in-vivo-Effekte einer niedrig dosierten Hydrocortisontherapie auf verschiedene
Immunparameter bei Patienten im septischen Schock wurden bisher nur selten anhand

klinischer Studien untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Nach Genehmigung durch die Ethikkommission wurde die Studie im Zeitraum von 1997
bis 2000 auf der anasthesiologischen Intensivstation der Klinik fur Anésthesiologie und
operative Intensivmedizin der Charité, Campus-Virchow Klinikum durchgefihrt.
Patienten, die folgende Einschlusskriterien erfullten und keine Ausschlusskriterien

besal3en, wurden in die Studie aufgenommen.

I. Einschlusskriterien (A-C musste erfillt sein)

A. Einverstandniserklarung durch den Patienten beziehungsweise Angehérigen/

gesetzlichen Vertreter

B. Vorliegen eines septischen Schocks  (alle Kriterien 1-3 mussten erfillt sein)
1. Klinisch gesicherte Infektion oder sehr hohe Wahrscheinlichkeit einer Infektion
2. SIRS-Kriterien (mindestens drei Kriterien mussten erfillt sein)

Fieber (= 38 °C) oder Hypothermie (< 36 °C)
Tachykardie (Herzfrequenz = 90/ min)

Respiratorische Insuffizienz (Atemfrequenz > 20/ min oder PaCO;, < 32 mmHg)
beziehungsweise maschinelle Beatmung

Leukozytose (= 12000/ pl) oder Leukopenie (£ 4000/ pul) oder = 10 % unreife
Neutrophile im Differentialblutbild

3. Septische Hypotension
(systolischer Blutdruck < 90 mmHg oder Abfall um > 40 mmHg vom Ausgangswert
ohne Hinweis auf eine andere Ursache)

C. Noradrenalinbedarf: Trotz addquater Volumensubstitution besteht Noradrenalin-
bedarf zur Aufrechterhaltung eines mittleren arteriellen Drucks > 70 mmHg.
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Il. Ausschlusskriterien

o Alter < 18 Jahre

o Vorbestehende Glukokortikoidtherapie (innerhalb der letzten drei Monate vor

Studienbeginn)
o Einnahme immunsuppressiv wirksamer Medikamente
o Vorliegen einer hamatologischen Grunderkrankung
0 Schwangerschaft
0 Moribunder Status

RoutinemaRig wurden zur Erfassung der Schwere des Krankheitsbildes und des
Klinischen Verlaufs der SAPS Il (Le Gall et al. 1993) (Simplified Acute
Physiology Score) - und der SOFA (Vincent et al. 1996) (Sepsis-related Organ Failure
Assessment)- Score vor Studieneinschluss erhoben und im Verlauf dokumentiert.

Die Patienten wurden gemafR den Ublichen Standards der Intensivstation zur Therapie
von Patienten im septischen Schock behandelt. Diese haben die frihzeitige
chirurgische Herdsanierung, eine kalkulierte beziehungsweise gezielte antibiotische
Therapie, sowie Optimierung von Volumenhaushalt, Hdmodynamik und Gerinnung zum
Ziel.

Zur Steuerung von Hamodynamik und Volumentherapie wurde entsprechendes
hamodynamisches Monitoring mittels arterieller Blutdruckmessung und
Pulmonaliskatheter veranlasst. In regelmaRigen Intervallen von acht Stunden erhob
man folgende Parameter: mittlerer arterieller Druck, Herzfrequenz, zentralvendser
Druck, Herzindex, systemischer GefaRwiderstand, mittlerer pulmonal-arterieller Druck,
pulmonalarterieller GefalRwiderstand, pulmonal-kapillarer Verschlussdruck,
Vasopressorenbedarf  und Kodrpertemperatur. Neben der differenzierten
Volumentherapie kam Noradrenalin als Vasopressor zum Einsatz. Dabei wurde ein
mittlerer arterieller Druck von = 70 mmHg angestrebt. Die Beatmung erfolgte
druckkontrolliert und mit positiv endexpiratorischem Druck. Bei gegebener Indikation
wurde eine spezifische Lagerungstherapie sowie die Inhalation von Stickstoffmonoxid

veranlasst. Die Analgosedierung erfolgte mit Opiaten und Benzodiazepinen. Bei
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Patienten mit akutem Nierenversagen wurde eine intermittierende oder kontinuierliche
Hamodialyse beziehungsweise Hamofiltration durchgefuhrt. Diese Standards blieben
durch das Studienprotokoll unbeeinflusst.

Die Entscheidung bezlglich des Fortfihrens einer Hydrocortisontherapie nach
beendeter Applikation der Studienmedikation oblag den behandelnden Arzten der

Intensivstation.

2.2 Randomisierung und Studiendesign

59 Patienten im
septischen Schock

19 Patienten
ausgeschlossen D —

40 Patienten
randomisiert
HeA o2 HC-2(n=20)
H gage 1-‘3 Tage 1-3
ydrocortison
10 mgi Placebo
& rra HC-1(n=20)
Tage 4-6
Hydrocortison Taged-6
10 mg/h Placebo

Abbildung 2.2.1 Schematische Darstellung: Screening, Randomisierung, Studiendesign

Bei der Untersuchung handelt es sich um eine prospektive, randomisierte, doppelblinde,
Placebo-kontrollierte, monozentrische Cross-over Studie.

Die Patienten, die die Einschlusskriterien erfullten wurden in zwei Gruppen zu je 20
Personen randomisiert. Die Herstellung der Studienmedikation (50 ml Perfusorspritzen
mit Hydrocortison beziehungsweise NaCl 0,9 %) erfolgte unter sterilen Kautelen durch
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die zentrale Apotheke. Die verblindeten Perfusorspritzen wurden an die Intensivstation
geliefert. Die Randomisierung der Patienten erfolgte durch die an der Studie beteiligten
Pharmazeuten.

Zunachst wurden die Ausgangswerte der Vitalparameter der Patienten erfasst und die
ersten Blutproben unter sterilen Kautelen aus einem liegenden arteriellen oder
zentralventsen Verweilkatheter entnommen. Nach der Randomisierung wurden zwei
Patientengruppen unterschieden.

Ein mit HC-1 bezeichnetes Patientenkollektiv erhielt wahrend der ersten drei Tage
(Tage 1-3) der Studie Hydrocortison in einer Dosierung von 10 mg/h. Nach Ablauf des
ersten Studienabschnitts verabreichte man diesen Patienten fur einen weiteren
Zeitraum von drei Tagen (Tage 4-6) Placebo (Natriumchlorid 0,9 %).

Das zweite, mit HC-2 bezeichnete Patientenkollektiv erhielt zun&chst Placebo
(Tage 1-3) und im zweiten Studienabschnitt Hydrocortison (Tage 4-6). Die Patienten
beider Gruppen bekamen vor Beginn der kontinuierlichen Gabe eine sogenannte
.loading-dose“ von 100 mg Hydrocortison beziehungsweise Placebo uUber einen
Zeitraum von 30 Minuten verabreicht. Die Studienmedikation wurde Uber einen
zentralventsen Zugang appliziert.

Auch nach Abschluss des Untersuchungszeitraumes von sechs Tagen blieben die
Patienten weiterhin  klinisch erfasst etwa bezilglich einer fortbestehenden
Katecholaminpflichtigkeit. Das Fortsetzen der Therapie mit Hydrocortison lag dabei im
Ermessen der behandelnden Arzte. Somit konnten eventuell auftretende Rebound-
Phanomene lber den eigentlichen Untersuchungszeitraum hinaus erfasst und bewertet

werden.
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2.3 Material

2.3.1 Gerate

FASCcan, Durchflusszytometer

Becton Dickinson, California, USA

Megafuge 1.0R, Zentrifuge

Heraeus Instruments, Berlin

Cell-Dyn 1600, Zellzahler

Abbott Instruments, Wiesbaden

Dynatech MR5000, Photometer

DPC Biermann, Bad Nauheim

Mikrotiterplatten-Waschgerat 812SW1

SLT LAB, Stral3burg, Frankreich

Power MaclIntosh G3

Apple Computer, USA

2.3.2 Monoklonale Antikorper/Durchflusszytometrie

Anti-CD 11b-FITC

Becton Dickinson, Heidelberg

IgG1-FITC Isotypenkontrolle

Becton Dickinson, Heidelberg

2.3.3 Enzyme-linked immunosorbent assay/Solid-phase

Radioimmunoassay

Human-Interleukin-6 Immunoassay

R&D, Wiesbaden

Human-Interleukin-8 Immunoassay

BD PharMingen, Heidelberg

sE-Selektin Immunoassay

BenderMed Alexis, Wien

Cortisol solid-phase Radioimmunoassay

Biermann, Bad Nauheim

2.3.4 Reagenzien/Puffer

Aqua dest.

Braun Melsungen AG, Melsungen

Cellwash

Becton Dickinson, Heidelberg

Calibrite-Beads

Becton Dickinson, Heidelberg

FACSFlow

Becton Dickinson, Heidelberg

FACSLysing Solution

Becton Dickinson, Heidelberg

FACSRinse

Becton Dickinson, Heidelberg
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FACSSafe

Becton Dickinson, Heidelberg

Natriumazid

Merck, Darmstadt

PBS-Dulbecco (w/o Ca2+/Mg2+),
Instamed 9,55 g/l

Seromed Biochrom KG, Berlin

Tween 20 Sigma
FBS (Fetal Bovine Serum) Sigma
Avidin-HRP (Horseradish Peroxidase) Sigma
TMB-Set (Tetramethylbenzidine) Sigma

Beschichtungspuffer (Coating)

Na2CO3 3,56 g/NaHCO3 8,4 g auf 1
Liter Aqua dest. (pH 9,5)

Waschpuffer PBS mit 0,05 % Tween 20 (pH 7,4)
Verdunnungspuffer PBS mit 10 % FBS (pH 7,0)
Detektionsenzym Avidin-HRP (Horseradish Peroxidase)
Substratlésung TMB-Set (Tetramethylenbenzidin)
Stopplésung 2N Schwefelsaure

2.3.5 Ein- und Mehrwegatrtikel

Mikrotiterplatten Flachboden, Maxisorp

NUNC, Thermo Fisher Scientific

Pipetten (10 pl, 10-100 ul,100-1000 pl
und 1000 pl)

Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen (1-100 ym,100-1000 pum)

Sarstedt, NUmbrecht

Polypropylen Réhrchen 1,5 mi

Sarstedt, Numbrecht

Polystyrol Reagenzglas 12 mm x 75 mm

Becton Dickinson, Heidelberg

Polystyrol Reagenzglas 15 ml

Becton Dickinson, Heidelberg

Polystyrol Reagenzglas EDTA K, 10 ml

Sarstedt, NUmbrecht

S-Monovette 75/ 15

Sarstedt, NUmbrecht

Monovette Li-Heparin

Sarstedt, NUmbrecht

Monovette EDTA K, 10 ml

Sarstedt, NUmbrecht

Serologische Pipetten 1 ml, 5 ml, 10 ml

Becton Dickinson, Heidelberg
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2.4 Probenmaterial und Aufbereitung

Die Blutentnahme erfolgte vor Studienbeginn (Tag 0) und weiterhin taglich Gber einen
Zeitraum von sechs Tagen uber einen arteriellen oder zentralvendésen Zugang.
Insgesamt wurden 2,7 ml EDTA-BIut fur die durchflusszytometrischen Untersuchungen,
5,5 ml Blut fur Funktionstests und 10 ml Blut fuir die ELISA-Untersuchungen entnommen
und bis zur ztigigen Weiterverarbeitung auf Eis gelagert.

Zur Gewinnung von Plasmaproben flihrte man eine Zentrifugation tber zehn Minuten
mit 3000 rpm bei 4 ° C durch. Der Uberstand wurde v orsichtig abpipettiert und in
Eppendorf-Réhrchen aliquotiert. Die Aliquots lagerte man bei -80 ° C bis zur weiteren

Analyse.

Die Cortisol-Bestimmung im Serum erfolgte im endokrinologischen Labor der

Medizinischen Klinik der Charité mittels einem ,solid-phase” Radioimmunoassay.

Die Bestimmung der l6slichen Mediatoren IL-6, IL-8 und sE-Selektin erfolgte mittels
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) vom Sandwichtyp nach Angaben des

jeweiligen Herstellers im Labor der Studiengruppe.

Die mittlere Fluoreszenzaktivitat von CD 11b auf Granulozyten wurde mittels

durchflusszytometrischen Messungen ebenfalls im oben genannten Labor ermittelt.
2.4.1 Testprinzip ELISA

Die ELISA-Technik eignet sich zur quantitativen Bestimmung eines Antigens mittels
zweier Antikdrper die hochspezifisch an verschiedene Epitope des nachzuweisenden
Antigens binden. Im ersten Schritt findet die Inkubation des zu untersuchenden
Substrats mit einem an eine Festphase gekoppelten Antikdrper statt. Uberschiissige
Bestandteile werden im Anschluss durch einen Reinigungsvorgang entfernt, und ein
sekundarer Antikorper wird auf die Festphase aufgetragen. Dieser zweite, an ein Enzym
gekoppelte Antikdrper bindet nun an ein anderes Epitop des bereits durch den ersten
Antikdrper an die feste Phase gebundenen Proteins. Nach Zugabe einer Farbreagenz
kommt es zu einer enzymatischen Farbreaktion, die durch Hinzufiigen einer
Saureldsung beendet wird. Die Intensitat der Farbreaktion erlaubt einen Rickschluss

auf die Konzentration des untersuchten Proteins und wird photometrisch bestimmt.
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2.4.2 Arbeitsprotokoll zur Bestimmung von IL-6, IL- 8 und sE-Selektin mittels
ELISA

Den IL-6 (beziehungsweise IL-8, sE-Selektin) Fang-Antikdrper verdinnt man mit dem
Beschichtungspuffer (im Verhéltnis 1:25). Die Mikrotiterplatte wird mit 100 pl der
Verdinnung pro Kavitat beimpft, abgeklebt und Uber Nacht beziehungsweise
mindestens 12 Stunden bei 4 °C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubation wird die Platte
dreimal mit Waschpuffer gewaschen und ausgeklopft. Danach folgt das Auftragen von
je 200 ul des Verdunnungspuffers pro Kavitat. Nach Inkubation fur eine Stunde bei
Raumtemperatur, findet ein erneutes dreimaliges Waschen statt. Das lyophylisierte IL-6
(beziehungsweise IL-8, sE-Selektin) wird mit einer Endkonzentration von 500 pg/ml
rekonstituiert. Danach stellt man durch Zugabe des Verdinnungspuffers eine
Standardreihe (250, 125, 62.5, 31.5, 15.6, 7.8, 0 pg/ml) her, die bei den
Probenmessungen auf jeder Mikrotiterplatte mitgefiihrt wird. Die Proben werden bei
Raumtemperatur aufgetaut und mit den Standards jeweils 100 ul in jede Kavitat der
praparierten Mikrotiterplatte pipettiert. Es folgen eine zweistiindige Inkubation bei
Raumtemperatur und Dunkelheit sowie dreimaliges Waschen der Platte. Der
biotinylierte IL-6 (beziehungsweise IL-8, sE-Selektin) Detektionsantikdrper wird
rekonstituiert und 15 Minuten vor Gebrauch mit dem Detektionsenzym (Avidin-HRP)
versetzt. Jeweils 100 pl dieses Gemisches werden in jede Kavitat pipettiert. Nach
erneuter Inkubation fir eine Stunde bei Raumtemperatur und Dunkelheit wird die Platte
siebenmal gewaschen und ausgeklopft. Im nachsten Schritt pipettiert man jeweils
100 pl der frisch angesetzten Substratiésung (TMB-Set) in jede Vertiefung und die
Platte wird fur 30 Minuten bei Raumtemperatur und Dunkelheit inkubiert. Das
Aufbringen von 50 pl einer Stopplosung beendet die Enzymreaktion. Die Konzentration
von IL-6 (beziehungsweise IL-8, SE-Selektin) kann nach photometrischer Messung von
450 nm gegen einen Referenzfilter von 630 nm berechnet werden. Alle Messungen
fuhrt man als Doppelbestimmungen durch. Kreuzreaktionen mit anderen Zytokinen

treten laut Hersteller nicht auf.
2.4.3 Prinzip der durchflusszytometrischen Messung

Die Durchflusszytometrie ist ein zytophotometrisches Verfahren zur quantitativen
Analyse von Zelleigenschaften. Dabei werden in einer Tragerlosung befindliche Zellen
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nach hydrodynamischer Fokussierung einzeln, mittels eines fokussierten Laserstrahls
untersucht und anhand der gemessenen Streulicht- und Fluoreszenzsignale identifiziert.
Es findet dabei ein Argonlaser Verwendung, der Licht bei 488 nm emittiert.

Nach Auftreffen des Laserlichts auf eine Zelle entstehen charakteristische
Streulichtsignale im sogenannten Vorwarts- und Seitwartsstreulicht (,forward scatter”
FSC und ,side scatter® SSC). Dabei korreliert das Vorwartsstreulicht mit dem
Querschnitt der Zelle und erlaubt Rickschlisse auf die GroRRe. Im Seitwartsstreulicht
kdnnen Aussagen uber Granularitat und &uf3ere Form der Zelle getroffen werden. Die
Darstellung beider Gréf3en in einem Diagramm (FCC/SSC) erlaubt die Differenzierung
der verschiedenen Leukozytenpopulationen.

Ferner kann man mit dem Durchflusszytometer Fluoreszenzintensitaten einzelner
Zellen messen. Zur Darstellung zellgebundener Adhasionsmolekile in einer
Zellpopulation verwendet man monoklonale Antikorper, die gegen spezifische
Oberflachenproteine gerichtet und mit Fluorochromen (z.B. Fluorescein-Isothiocyanat,
Phycoerythrin) konjugiert sind. Durch die absorbierte Lichtenergie des Lasers werden
Elektronen auf ein héheres Energieniveau angehoben. Beim Zuriickspringen auf das
Ursprungsniveau kommt es zur Emission eines Photons und somit zur Fluoreszenz.
Dabei korreliert die Fluoreszenzintensitat mit der Rezeptorendichte auf der
untersuchten Zelle.

Die spezifischen Streulicht- und Fluoreszenzsignale werden graphisch in Form von
Punktwolken, sogenannten ,Dot Plots®, dargestellt. Die Selektion spezifischer
Zellpopulationen erfolgt mittels ,Gating“ anhand der Messwerte fur Vorwarts- und
Seitwartsstreulicht. Die so ausgewahlte Population kann dann bezuglich ihrer
Fluoreszenzeigenschaften differenziert untersucht werden.

Die Analyse der Messwerte erfolgt nach Digitalisierung der Daten durch eine spezielle

Software.

2.4.4 Arbeitsprotokoll zur Bestimmung der mittleren Fluoreszenzintensitat von
CD11b auf Granulozyten

Die Blutproben zur durchflusszytometrischen Untersuchung werden innerhalb von 30
Minuten nach Entnahme gemald dem Standardprotokoll verarbeitet.

Es wird jeweils 100 pl arterielles Blut in ein Polystyrol-Réhrchen pipettiert und eine
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Farbmarkierung zellgebundener Adhasionsmolekule durchgefihrt. Hierzu figt man den
Proben jeweils 20 pl des FITC markierten spezifischen monoklonalen Antikdrpers Anti-
CD 11b hinzu. Die Markierung mittels 20 pl IgG1-FITC dient als Isotypenkontrolle. Die
Inkubation aller Proben findet fir 20 Minuten im Kuhlschrank bei 4 °C statt. Als weitere
Arbeitsschritte folgen die Lyse der kernlosen Zellen, ein Waschvorgang und die
Fixierung der Leukozyten.

Die verwendete Lyse liegt als 10-fach-Konzentrat vor. Sie muss vor der Anwendung mit
Aqua dest. verdinnt werden. In jedes Polystyrol-Réhrchen werden je 2 ml der einfach
konzentrierten LOsung pipettiert. Nach sorgfaltigem Mischen schlief3t sich eine
Inkubation fur 20 Minuten bei Zimmertemperatur und Dunkelheit an. Danach
zentrifugiert man die Proben (1200 rpm, bei 4 °C, fur 5 Minuten). Nach AbgielR3en des
Uberstands werden die Zellen mit 3 ml kaltem PBS (4 °C) resuspendiert und erneut
zentrifugiert (1200 rpm, bei 4 °C, fur 5 Minuten). Die Losung wird auf eine Zellzahl von
10.000 Leukozyten/ul eingestellt. Die durchflusszytometrischen Messungen fiihrt man
zugig nach der Verarbeitung der Proben durch, welche bis dahin bei 4 ° C und
Dunkelheit gelagert werden.

Die differenzierte Auswertung nach Zellpopulationen und Expression der
Oberflachenmolekiile erfolgt mit Hilfe der CellQuest®-Software. Die graphische
Darstellung der Ergebnisse erfolgt als korrelierte Zweiparameterdarstellung, in Form
sogenannter ,Dot Plots* (Punktwolken). Dieser schlie3t sich eine statistische
Auswertung mit der oben genannten Software an.

Wochentlich erfolgt die Kalibrierung und Gerateoptimierung des Durchflusszytometers
mit fluoreszenzmarkierten Latexpartikel (Calibrite-Microbeads®), die zellahnliche
Eigenschaften besitzen, um die Vergleichbarkeit der Fluoreszenzmessungen zu

unterschiedlichen Zeitpunkten zu gewéabhrleisten.
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2.5 Statistische Methoden

Die statistische Datenanalyse des Versuchs im Cross-over Design erfolgte nach den
Empfehlungen von Senn (Senn 1993).

Um die individuellen, Hydrocortison-abhangigen Effekte auf die untersuchten Parameter
darstellen zu konnen, wurde ein Wilcoxon-Rangsummentest fur verbundene
Stichproben durchgefiihrt. Dabei verglich man den Wert eines untersuchten Parameters
am dritten Tag der Verumgabe mit dem Wert am dritten Tag der Placebogabe. Bei
einem Signifikanzniveau p < 0,05 zeigte sich ein signifikanter Einfluss des
Therapieverfahrens, das heil3t ein Hydrocortison-abhangiger Effekt.

Der Friedman-ANOVA-Test flr nicht-parametrische, gepaarte Messwiederholungen
wurde zur Untersuchung von Veranderungen innerhalb eines Studienabschnitts
herangezogen, um Aussagen Uber die Therapie zum jeweiligen Zeitpunkt treffen zu
konnen.

Zur Darstellung Hydrocortison-unabhangiger Effekte, wie etwa ein Zeit-
beziehungsweise ,Carry-over“-Effekt, erfolgte fur jeden Patienten die Bildung der
Differenz des zu untersuchenden Parameters am dritten Tag der Hydrocortisongabe
und dem entsprechenden Wert am dritten Tag der Placebogabe sowie ein
anschlieBender Mann-Whitney-U-Test flr unabhangige Stichproben. Dabei diente die
Zugehorigkeit zu einer randomisierten Gruppe als Gruppierungsfaktor.

Der pc-Wert beschreibt dabei den p-Wert des Hydrocortison-unabhangigen Effekts.
Bei Testergebnissen mit einem Signifikanzniveau pg, < 0,02 liegt entweder ein Zeit-
oder ,Carry-over* -Effekt vor. Der Zeiteffekt beschreibt, dass die durch
Hydrocortisongabe erzielten Effekte wéhrend des Untersuchungszeitraums von
Hydrocortison-unabhangigen Effekten (z.B. Intensivtherapie) tberlagert wurden.

Der ,Carry-over‘-Effekt sagt aus, dass die Hydrocortisonwirkung dber den
Applikationszeitraum hinaus, also wahrend der eigentlichen Placebophase, wirksam

war.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

Von den insgesamt 59 Patienten, die wahrend des Untersuchungszeitraums die
Kriterien des septischen Schocks erflllten, wurden 40 von ihnen im Alter von 20 bis 77
Jahren (Median 55 Jahre) in die Studie eingeschlossen.

Zum Ausschluss der anderen 19 Patienten fuhrten folgende Grinde:
vorbestehende Glukokortikoidtherapie (13 Patienten), Vorliegen einer
hamatopoetischen Grunderkrankung (ein Patient), Therapie mittels ECMO (ein Patient),
Lebenserwartung geringer als 24 Stunden (zwei Patienten), sowie eine Ablehnung der
Studienteilnahme durch Angehdorige (zwei Patienten).

Unter den eingeschlossenen Patienten lag bei 13 von ihnen (32,5 %) ein schweres
Trauma, bei 11 Patienten (27,5 %) eine maligne gastrointestinale Erkrankung, bei 9
Patienten (22,5 %) eine schwere Pneumonie und bei 7 Patienten (17,5 %) eine benigne
gastrointestinale Erkrankung als Grunderkrankung vor.

Der Studieneinschluss erfolgte auf der Intensivstation innerhalb von 48 Stunden nach
Entwicklung eines septischen Schocks, respektive bei Ubernahme des Patienten aus

anderen Krankenhausern zum friihst moglichen Zeitpunkt.
3.1.1. Patientencharakteristika

In den Gruppen HC-1 (n=20) und HC-2 (n=20) bestand kein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der Alters- und Geschlechterverteilung.

Ebenso war das Ausmald der Organfunktionsstérung, welches anhand SAPS I
(Simplified Acute Physiology Score) und SOFA- (Sepsis-related Organ Failure
Assessment) Score vor Studieneintritt ermittelt wurde, in beiden Gruppen vergleichbar.
Dies galt ebenfalls fur die Vergleichbarkeit beziglich des Zeitraums zwischen dem

Auftreten des septischen Schocks und des Studieneinschlusses.
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HC-1

HC-2

(n=20) (n=20) p-Wert
. 54 50
Alter [in Jahren] (46, 63) (42, 58) 0.37
Geschlecht [m/w] 13/7 13/7 1.0
SAPSII 42 42 0.96
[zum Einschlusszeitpunkt] (35, 49) (36, 48) '
SOFA 9.7 10.4 0.42
[zum Einschlusszeitpunkt] (8.5, 10.9) (9.1, 11.7) '
>24 h 4 4
ggg:)ncrLSes septischen 5448 = 0 05>
bis Studieneinschluss
[in Stunden] 48-120 h 6 4 0.71
>120h 3 2

Tabelle 3.1.1 Patientencharakteristika bei Studieneinschluss (Median, CI 95 % flr Alter, SAPSII, SOFA; Haufigkeiten

fur Geschlecht)

Ferner wiesen auch die Daten beziglich der zugrunde liegenden Erkrankung, der

Infektionsquelle und des Erregerspektrums keine statistisch signifikanten Unterschiede

auf.
HC-1 HC-2 p-Wert
(n=20) (n=20)
Grunderkrankung
Trauma 6 5
Pneumonie 14 16
ARDS 8 10
Gastrointestinale Erkrankungen 10 8
Sonstige 1 1
Hauptinfektionsquelle
Pulmonale Infektion 12 13
Gastrointestinale Infektion 8 6
Wundinfektion / 1
Erregerspektrum
Gram-positive Bakterien 3 5 0.69
Gram-negative Bakterien 10 5 0.19
Gemischtes Erregerspektrum 3 3
Pilzinfektion 1 /
Nicht identifizierte Erreger 3 7 0.27

Tabelle 3.1.2 Patientencharakteristika bei Studieneinschluss (Grunderkrankung [Mehrfachnennung maoglich]

Infektionsort und Erregerspektrum)
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Im Anschluss an die Untersuchung wurden weitere Daten beziglich der
28-Tage-Uberlebensrate und des notwendigen Fortfiihrens der Katecholamin- und
Hydrocortisontherapie erhoben. Wahrend des Beobachtungszeitraums von sechs
Tagen verstarb kein Patient. Die Krankenhaus- und Intensivstationsletalitdtsrate betrug

in beiden Untersuchungsgruppen jeweils 30 %.
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3.2 Effekte von Hydrocortison auf die Cortisolkonze ntration im Plasma

5000-

4000

3000

2000

nmol/Liter

1000+

0_

Cortisolspiegel im Plasma

X-Achse: Zeitdauer der Studienerhebung in Tagen

Y-Achse: Cortisolkonzentration [nmol/Liter]

Tag 0: Ausgangswerte vor Applikation von o Hydrocortison e Placebo
o HC-1, e HC-2

Mittelwerte, Cl 95 %

Die basale Plasmakonzentration von Cortisol zeigte zum Ausgangszeitpunkt der
Untersuchung in den beiden Untersuchungsgruppen HC-1 und HC-2 keinen statistisch
signifikanten Unterschied (HC-1: 844 nmol/Liter; HC-2: 822 nmol/Liter).
In beiden Gruppen kam es nach Zufuhr von Hydrocortison zu einem signifikanten
Anstieg von Cortisol im Plasma; jeweils im Mittel um den Faktor 5 (1,6-16). Der
Spitzenwert wurde innerhalb von 24 Stunden nach Beginn der Applikation erreicht. Er
betrug im Mittel in der Gruppe HC-1 3500 nmol/Liter, in der Gruppe HC-2
3200 nmol/Liter. Nach Beendigung der Hydrocortisonzufuhr in der Gruppe HC-1 fielen
die Cortisolwerte innerhalb von 24 Stunden auf Werte entsprechend des jeweiligen
Ausgangniveaus ab. Der Cortisolanstieg verlief dabei unabhangig von der basalen
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Plasmakonzentration, dem Zeitpunkt  der  Cortisolgabe

oder

anderen

Patientencharakteristika. Der Hydrocortison-abhéngige Effekt war gegentber den

Hydrocortison-unabhangigen Effekten signifikant.

Statistik Cortisol
3000-
I p < 0,0001
Friedman p
E 20001
= HC Tag 0-3 < 0.0001
3
g 1000+ HC Tag 3-6 < 0.0001
PL Tag 0-3 0.54
0- PL Tag 3-6 <0.0001
Hydrocortison Placebo Mann-Whitney U Pecu
(HC-unabhéngig) 0.54

Cortisol: Hydrocortison-abhangiger Effekt
Mittelwerte; SEM
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3.3 Losliche Mediatoren

3.3.1 Effekte von Hydrocortison auf die Konzentrati on von Interleukin-6 im
Plasma

@
- =
N -
W -
& -
O
P

Tag

Plasmaspiegel von IL-6

X-Achse: Zeitdauer der Studienerhebung in Tagen

Y-Achse: IL-6 Konzentration [pg/ml]

Tag 0: Ausgangswerte vor Applikation von o Hydrocortison e Placebo
o HC-1, e HC-2

Mittelwerte, 95 % CI

Die basale Plasmakonzentration von Interleukin-6 zeigte zum Ausgangszeitpunkt der
Untersuchung in den beiden Untersuchungsgruppen HC-1 und HC-2 keinen statistisch
signifikanten Unterschied.
Nach Zufuhr des Verums im Untersuchungskollektiv HC-1 kam es zu einem
signifikanten Abfall der Interleukin-6-Konzentration gegenuber der Untersuchungs-
gruppe HC-2, die wahrend desselben Zeitraums Placebo erhielt (p < 0,01). Auch
innerhalb dieser Untersuchungsgruppe (HC-2) lie3 sich ein signifikanter Abfall des
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Interleukin-6-Spiegels verzeichnen, welcher allerdings deutlich geringer ausgepragt
war. Nach Absetzen der Hydrocortisonzufuhr in der Untersuchungsgruppe HC-1 kam es
zu einem signifikanten Wiederanstieg der Interleukin-6 Spiegel, die sich jedoch bis zum
Ende des Untersuchungszeitraums unterhalb der Ausgangswerte bewegten.
Der Hydrocortison-abhéngige Effekt war gegenuber den Hydrocortison-unabhangigen
Effekten signifikant.

Statistik IL-6
6001
500
Friedman p
400
E Al HC Tag 0-3 <0.0001
S 3007
HC Tag 3-6 <0.0001
200
100 PL Tag 0-3 < 0.0001
0- i’ PL Tag 3-6 < 0.0001
Hydrocortison Placebo Mann-Whitney U Peu
(HC-unabhéangig) 0.18

Interleukin-6: Hydrocortison-abhangiger Effekt
Mittelwerte; SEM
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3.3.2 Effekte von Hydrocortison auf die Konzentrati on von Interleukin-8 im
Plasma

Plasmaspiegel von IL-8

X-Achse: Zeitdauer der Studienerhebung in Tagen

Y-Achse: IL-8 Konzentration [pg/ml]

Tag 0: Ausgangswerte vor Applikation von o Hydrocortison e Placebo
o HC-1, e HC-2

Mittelwert, Cl 95 %

Die basale Plasmakonzentration von Interleukin-8 zeigte zum Ausgangszeitpunkt der
Untersuchung in den beiden Untersuchungsgruppen HC-1und HC-2 keinen statistisch
signifikanten Unterschied.
Wahrend der Therapie mit Hydrocortison kam es in der Untersuchungsgruppe HC-1 im
Vergleich zur Untersuchungsgruppe HC-2 zu einem statistisch signifikanten Abfall der
Interleukin-8-Konzentration im Plasma (p < 0.01). Dieser konnte bereits innerhalb von
24 Stunden nach Beginn der Hydrocortisonzufuhr verzeichnet werden. Auch unter
Placebozufuhr wurden gegentber den Ausgangswerten erniedrigte Plasmaspiegel von
Interleukin-8 gemessen. Diese lagen jedoch, im Vergleich zu den erhobenen Werten
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der HC-1 Untersuchungsgruppe, deutlich hoéher. Nach dem Beginn der
Hydrocortisonzufuhr im Kollektiv HC-2 gemalR dem Studienprotokoll im zweiten
Studienabschnitt, liel3 sich in dieser Gruppe ebenfalls ein signifikanter Abfall der IL-8-
Konzentration im Plasma feststellen. Nach Beendigung der Hydrocortisonzufuhr in der
Gruppe HC-1 kam es zu einem signifikanten Wiederanstieg der Interleukin-8-
Plasmaspiegel. Dabei verzeichnete man im Vergleich zu den Ausgangswerten
erniedrigte Spiegel. Der Hydrocortison-abhangige Effekt war gegeniber den

Hydrocortison-unabhangigen Effekten signifikant.

Statistik 1L.-8
250+
200 -
p < 0,0001 Friedman p
£ 1507 HC Tag 0-3 < 0.0001
\5’ —_—
2 100- . HC Tag 3-6 < 0.0001
50 PL Tag 0-3 0.32
N PL Tag 3-6 0.001
: Mann-Whitney U Peu
Hydrocortison Placebo
(HC-unabhangig) 0.035

Interleukin-8: Hydrocortison-abhangiger Effekt
Mittelwerte; SEM
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3.3.3 Effekte von Hydrocortison auf die Konzentrati on von solublen E-Selektin im
Plasma

150+

Plasmaspiegel von sE-Selektin

X-Achse: Zeitdauer der Studienerhebung in Tagen

Y-Achse: sE-Selektin Konzentration [pg/ml]

Tag 0: Ausgangswerte vor Applikation von o Hydrocortison e Placebo
o HC-1, e HC-2

Mittelwerte, Cl 95 %

Die Plasmakonzentration des ldslichen Adhasionsmolekiils E-Selektin zeigte zum

Ausgangszeitpunkt der Untersuchung in den beiden Untersuchungsgruppen

HC-1 und HC-2 keinen statistisch signifikanten Unterschied.

Nach Beginn der Hydrocortisonzufuhr in der Gruppe HC-1 kam es zu einem

signifikanten Abfall der Konzentration von sE-Selektin im Plasma im Vergleich zur

Untersuchungsgruppe HC-2.

Auch im Untersuchungskollektiv HC-2 zeigte sich nach Verumgabe ein signifikanter

Abfall der Konzentration von sE-Selektin im Plasma. Nach Beendigung der

Hydrocortisonzufuhr in der Gruppe HC-1 kam es zu einem signifikanten Wiederanstieg
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der Plasmaspiegel von sE-Selektin. Der Hydrocortison-abhéngige Effekt war gegentber
den Hydrocortison-unabhangigen Effekten signifikant.

Statistik sE-Selektin
100
<
757 p <0,0001 Friedman p
E HC Tag 0-3 < 0.0001
S 501 S
= HC Tag 3-6 < 0.0001
257 PL Tag 0-3 0.16
o PL Tag 3-6 <0.0001
Mann-Whitney U Peu
Hydrocortison Placebo
(HC-unabhangig) 0.18

sE-Selektin: Hydrocortison-abhangiger Effekt
Mittelwerte; SEM
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3.4 Effekte von Hydrocortison auf die mittlere Fluo reszenzintensitat von CD 11b

auf Granulozyten

‘T 250"
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Mittlere CD 11b-Fluoreszenzintensitat auf Granulozy  ten

X-Achse: Zeitdauer der Studienerhebung in Tagen

Y-Achse: Mittlere Fluoreszenzintensitat CD 11b Expression auf Granulozyten
Tag 0: Ausgangswerte vor Applikation von o Hydrocortison e Placebo

o HC-1, e HC-2

Mittelwerte, CI 95 %

Die mittlere Fluoreszenzintensitst von CD 11b auf Granulozyten zeigte zum
Ausgangszeitpunkt der Untersuchung in den beiden Untersuchungskollektiven HC-1
und HC-2 keinen statistisch signifikanten Unterschied.
In der Patientengruppe HC-1 kam es nach Beginn der Verumgabe zu einem statistisch
signifikanten Abfall der mittleren Fluoreszenzintensitat von CD 11b auf Granulozyten.
Auch im zweiten Untersuchungsabschnitt (HC-2) wurde unter Hydrocortisonzufuhr ein
signifikanter Abfall der mittleren Fluoreszenzintensitat von CD 11b auf Granulozyten
gemessen. Nach Absetzen der Hydrocortisonzufuhr in der Gruppe HC-1 wurde ein
signifikanter Wiederanstieg der Fluoreszenzintensitat beobachtet.
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Der Hydrocortison-abhéngige Effekt war gegenuber den Hydrocortison-unabhangigen
Effekten signifikant.

T Statistik CD11b

® 1257

2

8 1007 p < 0,0001

5 Friedman p

g

- : HC Tag 0-3 < 0.0001

(V]

S o HC Tag 3-6 <0.001

s 2 PL Tag 0-3 0.30

o -

2 o PL Tag 3-6 <0.01

Hydrocortison Placebo Mann-Whitney U Peu

(HC-unabhéngig) 0.97

CD 11b: Hydrocortison-abhangiger Effekt
Mittelwerte; SEM
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4 Diskussion

Die hdmodynamischen Effekte von Hydrocortison bei Patienten im septischen Schock
iIm Sinne eines reduzierten Vasopressorenbedarfs und einer verkirzten Schockdauer
sind durch verschiedene klinische Studien gut belegt (Oppert et al. 2005; 2000,
Annane, 2002 et al., Briegel et al.1999).

Die Immuneffekte, die im Rahmen einer niedrig dosierten Hydrocortisontherapie
auftreten, wurden dagegen nur selten mittels kontrollierter, klinischer Studien erfasst. Im
Rahmen dieser Arbeit sollen unter anderem die in-vivo-Effekte einer Therapie mit
niedrig dosiertem Hydrocortison anhand ausgewahlter proinflammatorischer Parameter

bei Patienten im septischen Schock dargestellt und diskutiert werden.
4.1 Studienprotokoll und Methodik

Durch das Design als Cross-over Studie konnte bei allen untersuchten Patienten ein
intraindividueller Vergleich wahrend des Behandlungszeitraumes vorgenommen
werden. Die Behandlungsintervalle verdoppelten sich somit. Dabei gilt zu
unterstreichen, dass die supportive, intensivmedizinische Therapie wahrend des
gesamten Untersuchungszeitraums nach den allgemein glltigen Standards zur
Therapie der Sepsis durchgefihrt wurden. Die Patienten beider Gruppen befanden sich
zum Zeitpunkt des Studienbeginns in unterschiedlichen Stadien des Sepsisgeschehens.
Bezluglich des Zeitraums zwischen Beginn des septischen Schocks und
Studieneinschluss bestand zwischen den Gruppen HC-1 und HC-2 jedoch kein
signifikanter Unterschied. Das Studiendesign wirft die Frage auf, ob der Verlauf der
gemessenen Parameter durch die Zugehorigkeit zum jeweiligen Untersuchungskollektiv
beeinflusst wird.

Allerdings ermdglicht das Studiendesign, das Immungeschehen wahrend der
verschiedenen Phasen der Sepsis zu beobachten und auch eventuell auftretende
Reboundeffekte nach Beendigung der Therapie zu erfassen.

ELISA und die Durchflusszytometrie sind etablierte Standardanalyseverfahren zur
quantitativen Zytokindiagnostik beziehungsweise zur Messung von
Oberflachenantigenen auf verschiedenen immunkompetenten Zellen und haben einen
festen Stellenwert in Klinik und Forschung.

Um methodische Fehler zu vermeiden und valide Ergebnisse zu erzielen, wurden
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Probeabnahme, -verarbeitung und -aufbewahrung standardisiert und zeitlich genau
eingehalten. Die durchflusszytometrische Analyse erfolgte innerhalb von vier Stunden

nach Blutentnahme.
4.2 Losliche Mediatoren

4.2.1 Interleukin-6 und Verlauf der Plasmaspiegel u nter niedrig dosiertem

Hydrocortison

IL-6 ist ein variabel glykosyliertes Glykoprotein von 22-27 kDa, das von den
unterschiedlichsten Zelltypen und Gewebearten, wie zum Beispiel Makrophagen,
Monozyten, Endothel- und Epithelzellen, gebildet wird.

Als Stimulatoren fur die Produktion und Freisetzung von IL-6 sind bakterielle
Lipopolysaccharide, virale Nukleinsauren, doppelstrangige DNA, und Zytokine wie IL-1
und TNF-a beschrieben worden (Reinhart et al. 2002). IL-6 besitzt ein variables
Spektrum biologischer Funktionen. Es induziert unter anderem die Bildung von CRP,
Fibrinogen, a-1-Glykoprotein und anderen sogenannten Akute-Phase-Proteinen in der
Leber (Gauldie et al.1992). Unter Einwirkung von Glukokortikoiden wird dieser Effekt
potenziert im Gegensatz zu den sonst hemmenden Eigenschaften der Glukokortikoide
auf die IL-6-Produktion und Wirkung im Gewebe (Chrousos 1995).

IL-6 werden prohdmatopoetische Eigenschaften sowie eine Beteiligung an der
Modulation der Knochenresorption zugesprochen (Barton 1997).

Durch die Steigerung der Synthese von Fibrinogen, Faktor VIII und Von-Willebrand-
Faktor initilert IL-6 die Gerinnungsaktivierung, wahrend antikoagulatorisch wirksame
Faktoren wie Protein S und Antithromin Il in ihrer Synthese gehemmt werden (Kerr et
al. 2001). Im Tiermodell konnte durch die Elimination von IL-6 eine abgeschwéachte
Gerinnungsaktivierung im Sepsismodell erzielt werden (van der Poll et al.1994).

Neben der Beeintrachtigung der Gerinnung tragt die septische Myokardschadigung als
wesentlicher pathophysiologischer Faktor zur Entstehung des septischen Schocks und
Multiorganversagens bei. In einer britischen Studie wurde bei Patienten mit einer
Meningokokkensepsis die myokarddepressive Wirkung von IL-6 in vitro gezeigt.

Es stellte sich weiterhin heraus, dass die IL-6-Spiegel mit dem Ausmald der
Myokarddysfunktion und der Schwere der septischen Erkrankung korrelierten (Pathan
et al. 2004).
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Die Aktivierung der Genexpression von IL-6 wird durch die NF-kB-Bindungsstelle im
Promoter vermittelt (Miyamoto et al. 1994). Basierend auf der Pyrogenitdt und der
Induktion der Akute-Phase-Reaktion galt IL-6 zunéchst als ein Kklassisch
proinflammatorisches Zytokin.  Wie viele andere Zytokine besitzt IL-6 jedoch neben
pro- auch antiinflammatorische Eigenschaften (Steensberg et al. 2003, Elenkov et al.
2000, Xing et al. 1998, Tilg et al. 1994).

IL-6 hemmt beispielsweise die endotoxinstimulierte IL-1 und TNF-a-Synthese (Aderka
et al. 1989). Auch in neueren tierexperimentellen Studien konnte der regulierende Effekt
von IL-6 auf die TNF-a-Produktion in immunkompetenten Zellen belegt werden (Diao
und Kohanawa 2005, Yasukawa et al. 2003). Ferner inhibiert IL-6 die Produktion von
IFN-y (Interferon-gamma) und (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor)
(Barton 1997). Interleukin-6 besitzt somit pro- und antiinflammatorische Eigenschaften
und eignet sich als Indikator einer aktivierten Immunreaktion im Rahmen einer Sepsis.
IL-6 wird zlgig nach Gewebeverletzungen im Rahmen von Trauma oder operativen
Eingriffen sowie inflammatorischen Prozessen freigesetzt (Damas et al. 1992, Hall und
Desborough 1992). Bei gesunden Personen wurden bereits zwei Stunden nach
Endotoxingabe die hochsten Plasmaspiegel von IL-6 gemessen (Fong et al. 1989).
In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die Hohe der IL-6-Spiegel mit
der Schwere des septischen Erkrankungsbildes, gemessen an der Letalitat, korrelieren.
(Oberholzer et al. 2000, Damas et al. 1997, Casey et al. 1993).

Vor allem in der Frihphase der Sepsis dient der IL-6- Spiegel als geeigneter
prognostischer Marker (Spittler et al. 2000). Es konnte auch ein Zusammenhang
zwischen dem Ausmald der Gewebezerstorung und der Hohe des Interleukin-6-Spiegels
festgestellt werden (Martin et al. 1997). Erhohte IL-6 Spiegel, die sich gemeinsam mit
dem Auftreten von SIRS nach groRen tumorchirurgischen Eingriffen zeigen, kénnen als
Indikator fur das Entstehen einer postoperativen Sepsis gewertet werden (Mokart et al.
2005).

In einer Studie mit polytraumatisierten Patienten wurde gezeigt, dass ein erhdhter IL-6-
Spiegel mit einem erhdhten Risiko der Entwicklung eines Multiorganversagens
einherging (Frink et al. 2009).

Bekanntermal3en fuhrt die hoch dosierte Gabe von Glukokortikoiden, wie etwa im

Rahmen eines rheumatologischen Therapieregimes zu einer signifikant verminderten
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IL-6-Konzentration im Plasma (van den Brink et al. 1994). In einer Studie konnte
gezeigt werden, dass die Applikation von Hydrocortison und Dexamethason, den durch
korperliche Anstrengung hervorgerufenen Anstieg von IL-6 abschwachte (Papanicolaou
et al. 1996 a).

In der vorliegenden Studie waren die IL-6-Spiegel zu Beginn des
Untersuchungszeitraumes (Tag 0) in beiden Untersuchungskollektiven entsprechend
des Vorliegens eines septischen Schocks deutlich erhoht.

Dies kann man als Korrelat der Hyperinflammation und Aktivierung des Immunsystems
im Rahmen des septischen Geschehens werten. Der Abfall des IL-6-Spiegels unter
niedrig dosiertem Hydrocortison erfolgte zigig, innerhalb von 24 Stunden nach
Applikation. In der Untersuchungsgruppe HC-2 war bis Tag 3 unter der Applikation von
Placebo ebenfalls ein signifikanter Abfall von IL-6 zu beobachten. Er war allerdings
langsamer und geringer ausgepragt als in der Gruppe HC-1. Dieser Abfall erklart sich
dadurch, dass alle Patienten gemafR den intensivmedizinischen Standards zur Therapie
des septischen Schocks behandelt wurden. Dies fuhrte, unabhéangig von der Applikation
von Hydrocortison, zu einer gunstigen Beeinflussung des Immunsystems und
Krankheitsverlaufs.

Unter Berucksichtigung weiterer in dieser Untersuchung erhobener Daten ist der
IL-6-Verlauf unter Hydrocortison Ausdruck einer supprimierten proinflammatorischen
Reaktion und vermutlich positiv zu bewerten. Studien belegen, dass vor allem Uber
einen langeren Zeitraum erhohte IL-6-Werte bei septischen Patienten mit einer
schlechteren Prognose vergesellschaftet sind (Spittler et al. 2000, Pinsky et al. 1993).

In einer Studie von Yende et al. wurden die aufgrund einer ambulant erworbenen
Pneumonie hospitalisierten Patienten Uber einen Zeitraum von einem Jahr nachverfolgt.
Am Tag der Krankenhausentlassung, also nach klinischer Genesung, wurde unter
anderem der IL-6-Spiegel der Patienten bestimmt. Die Langzeitdaten zeigten, dass bei
Entlassung persistierend erhohte IL-6-Spiegel, gewertet als Ausdruck einer
subklinischen Infektion, mit einer héheren Sterblichkeit wahrend der darauffolgenden
drei Monate assoziiert waren (Yende et al. 2008).

Die Ergebnisse unserer Studie decken sich mit Daten in der Literatur. In einer
Versuchsreine mit gesunden Personen zeigten sich nach Gabe von niedrig

dosiertem Hydrocortison und Endotoxinstimulation gesenkte Spiegel

45



proinflammatorischer Zytokine (Barber et al. 1993).

Auch andere klinische Studien mit Patienten im septischen Schock kamen zu ahnlichen
Ergebnissen (Oppert et al. 2005, Briegel et al. 2001) und brachten die Reduktion der
proinflammatorischen Immunantwort in Zusammenhang mit einer verbesserten
Organfunktion. In beiden prospektiven Studien wurden ausschliel3lich Patienten im
hyperdynamen, septischen Schock eingeschlossen und ein paralleles Studiendesign
verwendet. In der Untersuchung von Oppert et al. wurde zur Diagnose einer relativen
Nebennierenrindeninsuffizienz bei allen Patienten zu Beginn der Untersuchung ein
ACTH-Test durchgefuhrt. Die Effekte von Hydrocortison auf die Immunantwort erfasste
man unter anderem durch die Messung der IL-6- und IL-10-Spiegel im Plasma. In der
Studie von Briegel et al. wurden zur Untersuchung der proinflammatorischen
Immunantwort, neben IL-6 zusatzlich IL-8- und TNFa-Spiegel gemessen.

In einer alteren Studie mit Patienten im septischen Schock beziehungsweise mit
schwerer Sepsis berucksichtigte man weniger spezifische inflammatorische Mediatoren
wie CRP und soluble Phospholipase A2. Bereits hier zeigte sich der inhibitorische Effekt
von niedrig dosiertem Hydrocortison (Briegel et al. 1994).

In der Pathophysiologie der Sepsis spielt die frihe, proinflammatorische Phase eine
wichtige Rolle. Es wird angenommen, dass die Beeinflussung der inflammatorischen
Antwort zu einem geeigneten Therapiezeitpunkt das Outcome verbessern kénnte
(Hotchkiss und Karl 2003, Cohen 2002).

Als klinischer Parameter der inflammatorischen Reaktion wurde in der Studie, die der
vorliegenden Arbeit zugrunde liegt (Keh et al. 2003) unter anderem die
Korpertemperatur erfasst. Diese fiel ebenfalls unter Hydrocortisontherapie signifikant
ab.

Nach Beendigung der Hydrocortisonzufuhr in der Gruppe HC-1 kam es innerhalb von
24 Stunden zu einem Wiederanstieg von IL-6, entsprechend eines Reboundeffekts etwa
auf das Niveau der Kontrollgruppe HC-2 am dritten Tag der Untersuchung. Ebenso kam
es zu einem Wiederanstieg der Koérpertemperatur. Diese Daten belegen, dass die
Hydrocortisonwirkung auf IL-6 und Korpertemperatur reversibel und wegen der
Halbwertszeit von Hydrocortison von acht Stunden nur auf die Dauer der Therapie
begrenzt ist.
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4.2.2 Interleukin-8 und Verlauf der Plasmaspiegel u nter niedrig dosiertem

Hydrocortison

IL-8 ist ein nicht glykosiliertes Protein mit einem Molekulargewicht von 8-14 kDA aus
der Familie der CXC-Chemokine. Eine Vielzahl von Zellen wie beispielsweise
Monozyten, Makrophagen, Fibroblasten, Endothel-und Epithelzellen produzieren IL-8
(Schonbeck et al. 1995, Baggiolini et al. 1989). Nach entsprechender Stimulation durch
IL-1, TNF- a, LPS oder Immunkomplexe erfolgt die Sezernierung von IL-8 jedoch
hauptsachlich durch Monozyten und Makrophagen, wobei bereits nach zwei Stunden
Maximalspiegel messbar sind (Martich et al. 1991).

Als primére Zielzellen fungieren neutrophile Granulozyten, die besonders viele IL-8-
Rezeptoren an ihrer Zelloberflache aufweisen. Hiertber ergibt sich auch eine wichtige
biologische Wirkung von IL-8. Es handelt sich um die Mobilisierung, Aktivierung und
Steuerung der Degranulation von neutrophilen Granulozyten, sowie um die Hemmung
von deren Apoptose (Clark-Lewis et al. 1991). Dies erklart die zum Teil sehr
ausgepragte Gewebeinfiltration von Neutrophilen in akut entziindetes Gewebe (Harada
et al. 1994).

Ferner induziert IL-8 die Expression endothelialer Adhasionsmolekile, reguliert die
Interaktion zwischen basophilen Granulozyten und Endothelzellen (Bacon et al. 1994)
und greift regulierend in das Wachstum von epidermalen Zellen sowie in die
Angiogenese ein (Strieter et al. 1995).

Interleukin-8 spielt aufgrund seiner chemotaktischen Eigenschaften eine wesentliche
Rolle bei der Abwehr bakterieller pulmonaler Infekte (Standiford et al. 1996). Die hohe
Resistenz gegenuber Azididat, Proteolyse und Hitze bedingt, dass IL-8 im akut
entziindeten Gewebe auch noch langere Zeit nachweisbar ist (Remick 2005). Es konnte
ein Zusammenhang zwischen erhdhten IL-8 Konzentrationen in der bronchoalveolaren
Lavage und der Entwicklung eines ARDS bei Patienten mit einem erhdhten Sepsisrisiko
hergestellt werden (Donnelly et al. 1993).

Desweiteren lassen sich erhohte IL-8-Spiegel als Marker der dominierenden
proinflammatorische Immunantwort in der Frihphase der Sepsis interpretieren.

Man konnte anhand verschiedener Studien darstellen, dass die HOhe des
Plasmaspiegels mit der Schwere des Erkrankungsbildes korreliert. In einigen Studien
erwiesen sich hohe Plasmaspiegel von IL-8 als pradiktiv fir das Auftreten von
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Multiorganversagen und hoherer Letalitat (Bozza et al. 2007, Rodriguez-Gaspar et al.
2001, Fujishima et al. 1996, Marty et al. 1994). Dabei scheint IL-8 dasjenige Zytokin zu
sein, das am besten mit dem Auftreten klinischer Symptome der Sepsis wie Lactatamie,
schwere Hypoxamie und disseminierte intravasale Gerinnung korreliert (Damas et al.
1997).

Klinisch wird die Bestimmung von IL-8 beispielsweise zur Uberwachung von Patienten
nach einer Organtransplantation eingesetzt (Pirenne et al. 1994). Auch in der
Diagnostik neonataler bakterieller Infektionen besitzt die Bestimmung von IL-8- sowie
IL-6-Plasmaspiegeln einen festen Stellenwert (Blscher et al. 2000).

Unter der Therapie mit niedrig dosiertem Hydrocortison zeigte sich in den
Untersuchungen, die der vorliegenden Arbeit zugrunde liegen, signifikant erniedrigte
IL-8-Plasmaspiegel. Das war innerhalb von 24 Stunden nach Beginn der Applikation der
Fall. Nach Beendigung der Therapie in der Gruppe HC-1 stieg die Plasmakonzentration
von IL-8 auf die Ausgangswerte, im Sinne eines Rebounds, an. Dieses Ergebnis deckt
sich mit einer Studie von Briegel (Briegel et al. 2001), in der sich ebenfalls ein
signifikanter Abfall der IL-8-Plasmakonzentration 24 Stunden nach Hydrocortisongabe
nachweisen lie3. Die signifikant niedrigeren IL-8-Spiegel sind als Ausdruck einer
supprimierten Inflammation zu bewerten. Patienten, die im Sepsisverlauf ein
Multiorganversagen entwickeln, weisen gegeniber Patienten mit einem
Multiorganversagen  nicht-inflammatorischer  Ursache deutlich  erhdhte  IL-8
Konzentrationen auf (Marty et al. 1994). Niedrigere IL-8-Spiegel kdnnten sich somit
positiv auf den weiteren Krankheitsverlauf, vor allem hinsichtlich der Entwicklung eines

Multiorganversagens auswirken.

4.2.3 Solubles E-Selektin und Verlauf der Plasmaspi  egel unter niedrig dosiertem

Hydrocortison

Selektine sind kohlenhydratbindende Adhasionsmolekile, die membrangebunden und
I6slich vorkommen. Sie wurden in den 1980er Jahren entdeckt und charakterisiert. Die
Namensgebung der L-, P- und E-Selektine erfolgte nach den Zelltypen (leucocyte,
platelet, endothelial), auf denen sie zuerst beschrieben wurden (Lasky 1995,
Bevilacqua et al. 1991). Selektine spielen eine Ubergeordnete Rolle im Signalprozess,

der die Leukozyten- Endothelzell- Thrombozyten-Interaktion wahrend inflammatorischer
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Prozesse reguliert.

Funktionell vermitteln sie das sogenannte ,tethering“ und ,rolling“ in der frihen Phase
der Leukozytenadhasion. , Tethering” beschreibt die initiale Kontaktaufnahme zwischen
flieRenden Leukozyten und vaskularen Endothelzellen. Es entstehen anfangs nur sehr
schwach affine Bindungen zwischen den Leukozyten und den Rezeptoren, die zunachst
noch haufig reiRen und sich dann erneut bilden. Durch diese Bindungen wird die
FlieRgeschwindigkeit der Leukozyten verlangsamt und die Zellen rollen am Endothel
entlang. Diese Rollbewegung bereitet die spatere, feste Endothelbindung vor.
E-Selektin (CD62E, ELAM-1) ist ein etwa 115 kDa grol3es, transientes Glykoprotein,
das nach vorangegangener Aktivierung durch Zytokine wie IL-1 und TNF-a mit einer
Latenz von vier bis acht Stunden ausschlie3lich von Endothelzellen synthetisiert und
exprimiert wird. Es eignet sich deshalb hervorragend als Marker der endothelialen
Aktivierung. Unaktiviert prasentieren die Zellen nur wenig oder kein E-Selektin (Ferrero
et al. 1996, Adams und Shaw 1994, Bevilacqua et al. 1989). Die transkriptionelle
Regulation von E-Selektin erfolgt unter anderem durch den Transkriptionsfaktor NF-kB
(Runegeler et al. 1999).

Die lokale Aktivierung des Endothels ist von entscheidender Bedeutung fur die effektive
Infektabwehr. Sie stellt einen physiologischen, adaptiven Prozess dar. Wenn jedoch
eine Uberschieliende Endothelaktivierung vorliegt, dann werden strukturelle und
funktionelle Veranderungen eingeleitet, die in eine gestérte mikrovaskulare
Permeabilitdt, Leukozytenadhasion und -migration, endotheliale Apoptose und eine
Minderung antikoagulatorischer Faktoren munden (Peters et al. 2003). Das stimulierte
Endothel nimmt aufgrund seiner Barrierefunktion und seinem Vorkommen in allen
Organsystemen, sowie wegen seiner antikoagulatorischen Oberflache eine
Schlusselstellung in der Pathogenese der schweren Sepsis und dem assoziierten
Multiorganversagen ein (Hack und Zeerleder 2001).

Erhohte Spiegel von sE-Selektin als Ausdruck der endothelialen Aktivierung kbnnen im
Rahmen verschiedener Krankheitsprozesse gemessen werden. Im Tierversuch liel3 sich
darstellen, dass im Rahmen eines septischen Schocks eine deutlich ausgepragtere
Expression stattfindet als im hypovolamischen Schock (Redl et al. 1991).

Auch beim Menschen werden im Fall von Sepsis und septischen Schock signifikant

hohere Spiegel gemessen als beispielsweise nach operativen Eingriffen, einem Trauma
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oder einem Schockgeschehen einer anderen Genese (Boldt et al. 1996).

In einer Studie von Cummings wurden intensivpflichtige Patienten untersucht. Bei allen
lieBen sich erhohte sE-Selektin-Spiegel nachweisen. Die héchsten Plasmaspiegel
wurden bei Patienten mit positivem Infektionsnachweis in der Blutkultur erhoben und
zwar unabhangig vom Ausmald der hamodynamischen Beeintrachtigung dieser
Erkrankten. Dartberhinaus fanden sich bei allen Patienten, die nicht Uberlebten, hohere
sE-Selektin-Spiegel als bei denen, die Uberlebten allerdings ohne statistische
Signifikanz (Cummings et al. 1997).

Auch andere Studien belegen den Zusammenhang von erh6hten Plasmaspiegeln mit
der Schwere der Erkrankung sowie dem Auftreten von Schock und Multiorganversagen
(Kayal et al. 1998, Endo et al. 1995).

In vitro-Daten belegen, dass Dexamethason die durch LPS stimulierte E-Selektin-
Expression inhibiert (Brostjan et al. 1997, Ray et al. 1997, Cronstein et al.1992).
Hierbei konnte NF-kB als der primare Angriffspunkt der Glukokortikoid-vermittelten
Hemmung von E-Selektin identifiziert werden (Brostjan et al. 1997).

In der hier dargestellten Untersuchung zeigte sich unter der Therapie mit niedrig
dosiertem Hydrocortison in beiden Untersuchungskollektiven eine signifikante
Reduktion des solublen E-Selektins. Dieser Effekt war nach Absetzen von
Hydrocortison in der Gruppe HC-1 reversibel.

Eine sequentielle Studie von Leone und Mitarbeitern untersuchte die modulierenden
Eigenschaften von Hydrocortison auf verschiedene Zelladhasionsmolkile (sICAM,
sVCAM, sE-Selektin, sP-Selektin) bei Patienten im septischen Schock (Leone et al.
2004). Die Untersucher stellten einen differenzierten Einfluss von Hydrocortison fest,
der durch den Abfall von sE-Selektin-, den Anstieg von sICAM- und unveranderte sP-
Selektin- beziehungsweise sVCAM-Plasmaspiegel dokumentiert ist. Auch diese Daten
unterstitzen die Annahme, dass die Reduktion von sE-Selektin unter Hydrocortison als
gehemmte endotheliale Aktivierung interpretiert werden kann.

NF-kB nimmt eine zentrale Rolle in der Modulation der Sepsis und des Sepsis-
assoziierten Organversagens ein (Abraham 2003). Bei septischen Patienten kann eine
gesteigerte Aktivierung von NF-kB nachgewiesen werden (Arnalich et al. 2000). Dabei
korrelieren die Mortalitatsrate und das klinische Outcome mit dem Ausmal3 und der

Dauer der Aktivierung. Im Vergleich mit dem APACHE Il Score lasst sich die
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Mortalitdtswahrscheinlichkeit anhand des Anstiegs von NF-kB &hnlich prazise
vorhersagen (Arnalich et al. 2000, Bohrer et al. 1997).

Neuere tierexperimentelle Daten belegen ebenfalls den Stellenwert der endothelialen
NF-kB-Aktivitdt als Vermittler des septischen Multiorganversagens (Ye et al. 2008).
Die im Rahmen des septischen Schocks unkontrollierte Zunahme der Leukozyten-
Endothel-Interaktion kann zu Gewebe- und Gefal3schaden auch im primér nicht
geschadigten Gewebe fuhren. So tragt der Verlust der Barrierefunktion auch wesentlich
zur Entwicklung des ARDS bei (Fein und Calalang-Colucci 2000).

RhAPC (rekombinantes humanes aktiviertes Protein C) hat einen festen Stellenwert in
der adjunktiven Therapie der schweren Sepsis. Hierbei profitieren vor allem Patienten
mit einem APACHE-Score > 25. Neben antikoagulatorischer und profibrinolytischer
Wirkungen besitzt rhAPC auch antiinflammatorische und antiapoptotische
Eigenschaften (Brueckmann et al. 2004, Joyce et al. 2001, Esmon 2000). RhAPC
vermittelt modulatorische Effekte auf endotheliales NF-kB und vermindert auf diesem
Weg die pathologisch gesteigerte Endothel-Leukozyteninteraktion (Weigand et al. 2003,
Joyce und Grinnell 2002).

Die durch Hydrocortison verursachte Reduktion von E-Selektin kbnnte Ausdruck einer
limitierten endothelialen Aktivierung sein und wirde damit eventuell protektiv in die
Entwicklung eines Multiorganversagens eingreifen. Dieser Effekt kdnnte zumindest
teilweise durch die Abschwachung der NF-kB-Aktivitat erklart werden (De Bosscher et
al. 2000, Simoncini et al. 2000).

4.3 Expression von CD 11b auf Granulozyten unter ni edrig dosiertem

Hydrocortison

Integrine sind heterodimere, transmembranare Glykoproteine, die an verschiedenste
zellulare und extrazellulare Liganden wie etwa Kollagen, Fibrinogen, Faktor X,
Fibronektin u.a. binden. Diese Ligandenvielfalt erklart die Einbindung der Integrine in
viele wichtige biologische Funktionen. Dazu gehéren etwa die Zellmigration im Rahmen
von Inflammation und Trauma, die Angiogenese und die Hamatopoese.

Chemisch gesehen bestehen Integrine aus zwei nicht kovalent gebundenen
Untereinheiten (a- und B-Untereinheit). Bisher sind 24 Integrine bekannt, die sich aus

Kombinationen der verschiedenen a- (insgesamt 18) und B-Untereinheiten
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(insgesamt 8) zusammensetzen und sich so beziglich ihrer Ligandenspezifitat
unterscheiden. Die Klassifikation in Integrin-Subfamilien erfolgt anhand der pB-
Untereinheit. Die B2-Integrine finden sich auf Leukozyten und nehmen hinsichtlich einer
Vielzahl immunologischer Vorgéange eine Schlisselrolle ein. Sie setzten sich aus CD18
als B-Untereinheit, assoziiert mit einer variablen a-Untereinheit (CD11a, CD11b, CD11c
und CD11d) zusammen. Die Liganden konnen zur Unterscheidung der
Leukozytenpopulation herangezogen werden. Das Integrin CD11b/CD18 wird auch als
Mac-1 (Macrophage-1 antigen) oder CR3 (Complement receptor 3) bezeichnet und wird
von Monozyten und Granulozyten exprimiert. Es ist in viele biologische Prozesse wie
Phagozytose, Endotheladh&sion und -migration, Regulierung von Apoptose und
Degranulation eingebunden (Springer 1990). Die Integrinbindung initiiert den festen
Kontakt zwischen Leukozyten und Endothel im Rahmen der Adhasionskaskade. Nach
der Aktivierung durch inflammatorische Mediatoren erfolgt eine
Konformationsanderung, die eine qualitative Anderung des niedrig affinen in den hoch
affinen Zustand des Integrins CD11b bedingt (Diamond und Springer 1993, Hynes
1992). Es kommt zur Interaktion zwischen CD11b und dem Endothelzellrezeptor
ICAM-1. Hierdurch wird nach dem gefestigten Kontakt zwischen Leukozyten und
vaskularem Endothel die Diapedese eingeleitet.

B2-Integrine befinden sich auf der Oberflache ruhender Leukozyten in inaktiver Form
und kénnen nach entsprechender Stimulation zigig aktiviert werden. Durch diesen
Mechanismus kann die Inflammation vermieden wund eine funktionierende
Immunabwehr gewahrleistet werden (Hynes 2002).

Die wichtige biologische Funktion der Integrine zeigt sich bei Patienten mit einer
Punktmutation der B2-Integrinuntereinheit (CD18) wodurch die Assoziation von CD18
mit der a-Untereinheit verhindert wird (Arnout 1990). Die Expression der 2-Integrine ist
nicht oder kaum nachweisbar, die feste Adh&sion und Transmigration der Leukozyten
ist gestort und sie gelangen nicht mehr zum Infektionsherd. Klinisch duf3ert sich dieses
als LAD (Leukozytenadhasionsdefizienz) bezeichnete Krankheitsbild durch eine
Leukozytose und schwerwiegende persistierende Infektionen (Nelson et al. 1992).
Neben den mechanischen Funktionen agieren Integrine auch als Signaltransduktoren,
die Signale vom Zellinneren nach auf3en (,inside-out-signaling“) aber auch von der

Zelloberflache  ins  Innere  der Zelle  (,outside-in-signaling”)  vermitteln.
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Die Bindung des Liganden an ein Integrin kann eine Zelldifferenzierung, -proliferation
und -aktivierung, sowie Genexpression ausldsen.

Verschiedene Studien belegen, dass bei septischen Patienten eine erhdhte Expression
von CD11lb auf Granulozyten messbar ist (Takala et al. 1999, Lin et al. 1993).
Gemeinsam mit der Bestimmung von IL-8 eignet sich die CD11b Bestimmung auf
Granulozyten zum frihzeitigen Erkennen einer neonatalen Sepsis (Nupponen et al.
2001).

Wahrend die Zahl der neutrophilen Granulozyten sich in der hier diskutierten
Untersuchung unter der Applikation von niedrig dosiertem Hydrocortison nicht
signifikant veranderte, konnte eine verminderte Expression von CD11b auf den Zellen
nachgewiesen werden. Dieses war in beiden Untersuchungskollektiven der Fall und
nach Beendigung der Hydrocortisonzufuhr in der Gruppe HC-1 vollstandig reversibel.

Im Rahmen einer lokalen Infektion ist die endotheliale-leukozytére Interaktion von
herausragender Wichtigkeit fir deren Begrenzung und die Aufrechterhaltung der
Homoostase. Die unter Umstanden exzessive Leukozytenaktivierung in der friihen
Phase der Inflammation kann dazu fuhren, dass auch entfernte Organsysteme in den
inflammatorischen Prozess eingebunden werden. Hinsichtlich der Pathogenese eines
ALl (Acute Lung Injury) spielt die Endothelschadigung durch Granulozyten eine
Ubergeordnete Rolle (Lee und Downey 2001). Die Inaktivierung von CD11b in
transgenen Mausen bewirkt eine reduzierte Endothelpermeabilitdt der Lungengefalle
und die verminderte Sequestration von Granulozyten ins Gewebe nach Induktion einer
E.coli-Sepsis (Gao et al. 2005). In einer weiteren tierexperimentellen Studie konnte
belegt werden, dass im Rahmen einer polymikrobiellen, abdominellen Sepsis die
Applikation von Mac-1 Dblockierenden Antikérpern den  Sepsis-induzierten
Gewebeschaden und ein Sepsis-induziertes Lungenddem deutlich minimierten
(Asaduzzaman et al. 2008).

Die reduzierte Expression des granulozytaren CD11b in unserer Untersuchung kann als
Ausdruck einer limitierten granulozytaren Aktivierung gewertet werden, die sich

potentiell positiv auf den Krankheitsverlauf auswirkt.
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4.4 Auswirkungen des Applikationszeitpunkts von nie drig dosiertem
Hydrocortison

In einer Subgruppenanalyse verdeutlichte sich, dass 11 Patienten Hydrocortison in
einer frihen (< 48 Stunden) Phase, 29 Patienten in einer spaten Phase (> 48 Stunden)
des septischen Schocks erhalten hatten. Hierbei zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede beziglich der immunologischen Parameter nach drei Tagen der
Verumgabe.

4.5 Bewertung des Konzentrationsverlaufs proinflamm atorischer Mediatoren
nach Beendigung der Zufuhr von niedrig dosiertem Hy drocortison

In der Langzeitanwendung von hoch dosierten Glukokortikoiden, etwa zur Therapie
rheumatischer Erkrankungen oder im Rahmen der Transplantationsmedizin stellt die
Beendigung der Glukokortikoidtherapie ein bekanntes Problem dar (Hricik et al. 1994,
Gulanikar et al. 1991). Neben dem Wiederauffammen des primar behandelten
Erkrankungsbildes beziehungsweise der Transplantatabstol3ung kdnnen vielfaltige, zum
Teil sehr unspezifische Symptome eines Glukokortikoidentzugs auftreten. Neben
Appetitlosigkeit, Mudigkeit, Fieber, Ubelkeit und Erbrechen imponieren Arthralgien,
Myalgien, Cephalgien und Hypotension (George und Robertson 1987, Dixon und
Christy 1980). Diese klinischen Zeichen sind typisch fur das Vorliegen einer
Nebennierenrindeninsuffizienz nach Glukokortikoidtherapie in supraphysiologischer
Dosierung (Hochberg et al. 2003).

Bei Patienten mit Morbus Cushing wurden in einer Studie IL-6, TNF-a und IL-1-Spiegel
vor und nach einem chirurgischen Eingriff zur Therapie der Grunderkrankung
gemessen. Dabei zeigte sich in der postoperativen Phase bei Patienten, die sich in
einem hypocortisolamischen Zustand befanden, ein signifikanter Anstieg von IL-6
gegenuber den praoperativ gemessenen Werten. Ferner zeigten sich klinisch bei diesen
Erkrankten die typischen Symptome eines akuten Glukokortikoidentzugs. Bei Patienten
dagegen, die postoperativ keine Hypocortisolamie aufwiesen, wurden weder ein
Zytokinanstieg noch die entsprechenden klinischen Symptome beobachtet. Die
Untersucher stellten die Frage, ob die erhdéhten IL-6-Spiegel eine Erklarung fur die
Symptome des Glukokortikoidentzugs darstellen kdnnten, da die exogene Zufuhr von
IL-6 &hnliche Symptome hervorrufen kann (Papanicolaou et al. 1996 b). Andere Studien
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wiederum belegen, dass die Infusion von rekombinanten IL-6 keine Verdnderungen der
Hamodynamik herbeiftihrt (Christman et al. 1995) und sich die klinischen Symptome
demnach nicht durch die erhéhten IL-6 Spiegel erklaren liel3en.

Zur Vermeidung von Komplikationen nach Glukokortikoidentzug hat sich der langsame,
ausschleichende Entzug der Medikation, sogenanntes ,tapering off* als
Standardverfahren nach Zufuhr supraphysiologischer Dosierungen durchgesetzt
(Hochberg et al. 2003).

In der Studie von Keh et al. zeigte sich unter der Therapie mit niedrig dosiertem
Hydrocortison eine signifikante h&modynamische Stabilisierung der Patienten im
septischen Schock und eine deutlichere Reduktion des Noradrenalinbedarfs im
Vergleich zur Placebogruppe. Nach Beendigung der Studienmedikation kam es zu einer
Verschlechterung der hamodynamischen Situation. Rund 30 % der Patienten, die
zunachst Vasopressoren-frei waren, benétigten erneut Noradrenalin (Keh at al. 2003).
Bei den im Kontext der vorliegendem Arbeit besprochenen Parametern IL-6, IL-8, SE-
Selektin und CD 11b zeigte sich nach Beendigung der niedrig dosierten
Hydrocortisontherapie ein signifikanter Wiederanstieg der Parameter. Das belegt die
vollstdndige Reversibilitdt der Hydrocortisonwirkung. Auch nach relativ kurzer
Anwendung von Glukokortikoiden in niedriger Dosierung lieBen sich demnach
immunologische und hamodynamische Reboundphdnomene nach abrupter Beendigung
der Glukokortikoidzufuhr nachweisen. Die aktuellen Empfehlungen zum Einsatz von
niedrig dosiertem Hydrocortison zur Therapie der Kortikosteroidinsuffizienz bei kritisch
Kranken sehen, nicht zuletzt auf Grund der Ergebnisse unserer Studie, zur Vermeidung
dieser Reboundphanomene ein langsames Ausschleichen der Medikation vor (Marik et
al. 2008). Dies wird auch in den aktuellen S2k-Leitlinien der DSG und DIVI zur Therapie
der Sepsis empfohlen (Reinhart et al. 2010).

4.6 Klinische Relevanz

Der Einsatz von niedrig dosiertem Hydrocortison bei Patienten im septischen Schock ist
vor allem unter h&dmodynamischen Gesichtspunkten Gegenstand vieler klinischer
Studien. Belegt ist dabei die stabilisierende Wirkung auf den Geféaldtonus und die
schnellere Schockumkehr (Minneci et al. 2009).

Die Studie, die dieser Arbeit zugrunde liegt, diente unter anderem zur Erfassung der
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immunologischen Veranderungen als Korrelat dieser klinischen Beobachtungen.

Dabei zeigte sich eine signifikante Reduktion einer Reihe von proinflammatorischen
Mediatoren und belegt somit die antiinflammatorische Wirkung von niedrig dosiertem
Hydrocortison bei Patienten im septischen Schock.

Das im Rahmen der Inflammation aktivierte, komplexe System aus pro- und
antiinflammatorischen Mediatoren ist, wie bereits erwahnt, nicht nur an der Entstehung
der Sepsis beteiligt, sondern bestimmt malfgeblich den weiteren Verlauf und die
Prognose. Dabei ist der unginstige Einfluss Ubersteigerter proinflammatorischer
Zytokinspiegel in der Frihphase der Sepsis auf den Krankheitsverlauf durch Studien
belegbar (Pinsky et al. 1993, Fisher et al. 1993, Damas et al. 1992; 1989).

In frihen Erklarungsmodellen der Sepsispathogenese stellte man eine tberschiel3ende
proinflammatorische Immunanwort in den Mittelpunkt der Uberlegungen. Folgerichtig
schlossen sich Therapieversuche mit dem Ziel der isolierten Blockade
proinflammatorischer Zytokine an (Remick 2007). Diese aus heutiger Sicht einseitige
Betrachtungsweise wurde nach dem Scheitern der genannten Therapieansatze und
zusatzlichen pathophysiologischen Kenntnissen von der Vorstellung eines
phasenhaften Sepsisverlaufs abgeldst. Das Sepsiskonzept nach Bone beschreibt einen
zweiphasigen, zum Teil Uberlappenden Ablauf von Hyper- und Antiinflammation (SIRS
und CARS) und verdeutlicht somit das Problem therapeutischer Optionen (Bone 1996,
Bone et al. 1997). Die Therapie sollte entsprechend dem Krankheitsstadium erfolgen, in
dem sich der Patient mutmafilich befindet. Idealerweise musste vor Therapiebeginn
eine Diagnose des aktuellen immunologischen Funktionszustands sowie eine Analyse
der infektionsspezifischen Immunreaktion durchgefiihrt werden. Der Einsatz
antiinflammatorisch wirksamer Stoffe ist also mitunter zeitlich sehr eng einzugrenzen
und der ideale Therapiezeitpunkt ist schwierig zu ermitteln.

Verschiedene antiinflammatorische Therapiestrategien wurden in den letzten
Jahrzehnten erforscht. Untersuchungen am Tiermodell stellen dabei ein wichtiges und
unabdingbares Hilfsmittel zum Verstandnis der grundlegenden molekularen und
genetischen Mechanismen von SIRS und Sepsis dar. Die Versuchsanordnungen
reflektieren jedoch nur unzureichend die Komplexitat und Interdependenz der
Entstehung und Aufrechterhaltung der humanen Sepsis. Wichtige Einflussfaktoren wie

Alter, Geschlecht, Begleiterkrankungen und genetische Polymorphismen kénnen in
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diesen Untersuchungen nicht oder nur unzureichend abgebildet werden (Rittirsch et al.
2007). Dies konnte erklaren, dass zum Teil Erfolg versprechende tierexperimentelle
Untersuchungen (Gérard et al.1993, Ohlsson et al. 1990) sich leider nicht auf klinische
Studien Ubertragen liel3en.

Fraglich ist auch, inwieweit die isolierte Blockade einzelner Mediatoren im komplexen
System der Zytokinaktivierung mit Gberlappenden und redundanten Aktivierungswegen
geeignet ist, die systemische Reaktion positiv zu beeinflussen.

Randomisierte, kontrollierte Studien zur Blockade von TNF- a erbrachten keinen Benefit
fur das untersuchte Kollektiv (Abraham et al. 2001; 1995, Cohen und Carlet 1996,
Fisher et al. 1996). Klinische Untersuchungen zur Wirksamkeit von Interleukin-1-
Rezeptor- Antagonisten, Bradykinin-Antagonisten, Elastase-Inhibitoren und Ibuprofen
bei septischen Patienten brachten ebenfalls keine positiven Ergebnisse hervor (Bernard
et al. 1997, Fein et al. 1997, Fisher et al. 1994).

In einer Analyse verschiedener préklinischer und klinischer Studien liel3 sich jedoch
herausarbeiten, dass eine Subgruppe von Patienten mit besonders schwerem
Krankheitsverlauf und einem hohen Sterberisiko von dem frihen Einsatz Mediator-
spezifischer antiinflammatorischer Substanzen profitieren koénnte (Eichacker et al.
2002).

Die Gabe von niedrig dosiertem Hydrocortison beeinflusst im Vergleich zu einer
isolierten Blockade einzelner Mediatoren ein breites Spektrum der Faktoren, die an der
inflammatorischen Antwort beteiligt sind. Hydrocortison wirkt immunregulativ, das heif3t
antiinflammatorisch ohne eine Verstarkung einer Immunsuppression (Keh et al. 2003,
Briegel et al. 2001). Die Steroidwirkung wird unter anderem Utber die Modulation des
Transkriptionsfaktors NF-kB vermittelt. NF-kB spielt in den Prozessen zur Steuerung
der Immunantwort und in der Pathogenese vieler Erkrankungen eine entscheidende
Rolle. Es greift regulierend in die Koordination der innaten und adaptiven Immunabwehr
im Rahmen der Sepsis ein, indem es nach Translokation in den Zellkern die Expression
von Genen fir Zytokine, Chemokine, Adhasionsmolkile, Integrine und andere die
Immunantwort betreffende Proteine reguliert (Zingarelli et al. 2003). Dabei kénnen
bestimmte, durch NF-kB regulierte Entziindungsmediatoren ihrerseits die Aktivitat von
NF-kB steigern und somit das Ausmafl und die Dauer der inflammatorischen Antwort

beeinflussen (Caamafio und Hunter 2002). Sowohl in tierexperimentellen
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Sepsismodellen als auch bei septischen Patienten konnte in verschiedenen
Organsystemen eine erhohte NF-kB-Aktivitat nachgewiesen werden (Arnalich et al.
2000, Schwartz et al. 1996).

Naturgemald hat das Interesse an therapeutischen Optionen beziiglich der Modulation
und Blockade der NF-kB-Aktivitat in den letzten Jahren stetig zugenommen. Dabei
wurden verschiedene pharmakologische und natirliche Verbindungen, wie etwa
NSAIDs, Glukokortikoide, Proteasom-Inhibitoren, Gelbwurzelfarbstoff und
Teepolyphenole auf ihre Wirksamkeit getestet (Zingarelli et al. 2003).

Tierexperimentelle Untersuchungen haben verdeutlicht, dass viele der Sepsis-
induzierten Organdysfunktionen durch eine Blockade von NF-kB korrigiert werden
konnten. Allerdings zeigte sich ebenfalls, dass diese Blockade, die Fahigkeit des Wirts
zur Bakterienabwehr stark beeintrachtigt (Liu und Malik 2006, Sha et al. 1995).
Wiuinschenswert sind demnach therapeutische Ansatze, die modulierend auf den
Transkriptionsfaktor einwirken, ohne dessen balancierenden Einfluss auf die
verschiedenen Immunfunktionen zu beeintrachtigen. Eine zellspezifische Therapie, wie
die isolierte Blockade von endothelialem NF-kB, stellt ebenfalls eine viel versprechende
Therapieoption dar (Ye et al. 2008).

Ebenso wie Hydrocortison werden die antiinflammatorischen Eigenschaften von rhAPC
unter anderem durch die funktionelle Hemmung von NF-kB und die nachfolgend
gehemmte Transkription und Synthese proinflammatorischer Mediatoren vermittelt
(Joyce und Grinnell 2002). Innerhalb des multimodalen Behandlungskonzepts des
septischen Schocks ist der Einsatz von rhAPC eine adjunktive Therapieoption. Dabei ist
der Umstand gesichert, dass vor allem schwer erkrankte Patienten von einer Therapie
profitieren (Deans et al. 2004, Bernard et al. 2001). Von einem Einsatz bei Patienten mit
einem APACHE-II-Score < 25 wird dagegen derzeit abgeraten, da diese Erkrankten
eine hohere Ein-Jahres-Letalitatsrate aufwiesen, nachdem sie rhAPC erhalten hatten
(Abraham et al. 2005).

Der Einsatz von Hydrocortison bei Patienten im septischen Schock wurde in den letzten
Jahren nach neuer Studienlage wiederholt kontrovers diskutiert.

Die Therapieempfehlungen basierten zunachst im Wesentlichen auf den Ergebnissen
einer franzdsischen Multicenterstudie, die einen positiven Einfluss von Hydrocortison

bei Patienten mit einer relativen Nebennierenrindeninsuffizienz belegt (Annane et al.
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2002). Bei den Patienten, die in die Studie eingeschlossenen wurden, flhrte man
zundchst einen ACTH-Test zur Analyse des funktionellen Zustands der
Nebennierenrinde durch. Es erfolgte je nach Cortisolanstieg eine Einteilung in
sogenannte ,Responder” und ,Non-Responder”. Die Patienten der Interventionsgruppe
erhielten Uber einen Zeitraum von sieben Tagen Bolusgaben von Hydrocortison (50 mg
alle 6 h i.v.) sowie zusatzlich taglich 50 pg Fludrocortison (p.o.). Bei den ,Non-
Respondern®, die Hydrocortison erhalten hatten, lie3 sich eine Reduktion der 28-Tage-
Sterblichkeit nachweisen (von 63 % auf 53 %). Wesentliche negative Nebeneffekte
einer Hydrocortisontherapie, wie etwa eine Zunahme sekundarer Infektionen, traten
nicht auf.

Um die Effektivitat und Sicherheit des Einsatzes von Hydrocortison anhand einer
groReren Patientenzahl zu ermitteln, wurde eine randomisierte, doppelblinde, Placebo-
kontrollierte Multicenterstudie (CORTICUS-Studie) durchgefiihrt (Sprung et al. 2008).
Auch in dieser Studie nahm man zu Beginn eine Einteilung der Patienten in
.Responder” und ,Non-Responder* anhand eines ACTH-Tests vor. Die Applikation der
Studienmedikation erfolgte bolusweise (50 mg Hydrocortison alle 6 h i.v.). Im Ergebnis
zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der 28-Tage-Sterblichkeit zwischen
Patienten der Hydrocortisongruppe und der Placebogruppe unabhéangig vom Vorliegen
einer relativen Nebennierenrindeninsuffizienz. Allerdings konnte bei allen mit
Hydrocortison behandelten Patienten, unabhangig vom Ergebnis des ACTH-Tests, die
Vasopressorentherapie friher beendet werden.

Es gibt verschiedene Erklarungsansatze fiur die differierenden Ergebnisse der
Annane- und CORTICUS-Studie. Im Vergleich zur Studie von Annane waren die
Patienten der CORTICUS-Studie weniger schwer erkrankt (28-Tage-Mortalitédt im
Placebo Arm 61 % versus 31,5 %). Die Therapie nach Auftreten der
Schocksymptomatik initiierte man in der Studie von Annane innerhalb von acht
Stunden. In die CORTICUS-Studie dagegen wurden auch Patienten mit einer
Schockdauer bis zu 72 Stunden eingeschlossen. Auch die Therapiedauer unterschied
sich voneinander. In der Studie von Annane wurde die Hydrocortisontherapie tber
sieben Tage durchgefiihrt. Die Patienten der CORTICUS-Studie erhielten Hydrocortison
zunachst fur einen Zeitraum von funf Tagen und danach in ausschleichender Dosierung

Uber weitere sechs Tage. Des Weiteren wurde in der Annane-Studie zusatzlich
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Fludrocortison verabreicht. Eine kurzlich vero6ffentlichte Studie liel3 jedoch keinen
Unterschied erkennen bezlglich der Krankenhaus-Sterblichkeit zwischen Patienten mit
septischem Schock, die nur Hydrocortison verabreicht bekamen oder Patienten, die
zusatzlich Fludrocortison erhielten (Annane et al. 2010).

Fuhrt man Subgruppenanalysen von CORTICUS-Patienten durch, kénnen Erkrankte
naher betrachtet werden, die die Einschlusskriterien der Annane-Studie erfillen.
Innerhalb dieses Kollektivs zeigten sich ahnliche Therapieeffekte von Hydrocortison wie
in der Annane-Studie. Dabei besaR die Hydrocortisongruppe einen Uberlebensvorteil.
Dies stutzt die Hypothese, dass insbesondere Patienten mit einem hohen Sterberisikio
von einer Therapie mit Glukokortikoiden profitieren und dass ein friher Therapiebeginn
dabei eine entscheidende Rolle spielt (Marik et al. 2008).

Die Ergebnisse der CORTICUS-Studie haben die Diskussion belebt, ob auch eine
niedrig dosierte Hydrocortisontherapie das Risiko sekundarer Infektionen erhdht.
In der Hydrocortisongruppe zeigte sich eine hoéhere Inzidenz an Superinfektionen.
Darunter wurden auch Zweitepisoden einer Sepsis und eines septischen Schocks
subsummiert. Es st fraglich, inwieweit die Zweitepisoden der Sepsis durch
immunologische Reboundph&dnomene nach Absetzen der Glukokortikoidtherapie erklart
werden konnten, oder ob tatsachlich eine neue Infektion mit einem anderen Erreger
vorlag. Dabei ist zu bemerken, dass bisher in keiner anderen Studie eine erhdhte Rate
an Infektionen durch moderat dosierte Glukokortikoidgabe signifikant belegt ist (Keh et
al. 2008). Auch bei langerfristiger Anwendung (bis zu 32 Tagen) von niedrig bis moderat
dosierten Glukokortikoiden im Rahmen der Behandlung von ALl und ARDS zeigte sich
kein Anstieg von Infektionen (Tang et al. 2009).

Die Daten der CORTICUS-Studie legen in jedem Fall eine differenzierte
Betrachtungsweise des Einsatzes von Hydrocortison bei Patienten im septischen
Schock nahe. Die Ergebnisse sind in die aktuellen Sk2-Leitlinien der DSG und der DIVI
(Reinhart et al. 2010) sowie in die internationalen Guidelines der ,Surviving Sepsis
Campaign” eingeflossen (Dellinger et al. 2008). GemalR der derzeitigen Empfehlung ist
der Einsatz von niedrig dosiertem Hydrocortison nur bei Patienten zu erwagen, die sich
trotz adaquater Volumen- und Vasopressortherapie weiterhin im therapierefraktaren

septischen Schock befinden.
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Endogene Glukokortikoide unterstitzen die innate und adaptive Immunabwehr bei der
Elimination von Toxinen und anderen Pathogenen und helfen so bei der Limitierung von
Gewebeschaden (Sapolsky et al. 2000, Chrousos 1995). In der friihen Phase des
septischen Schocks liegt haufig eine UberschieRende proinflammatorische
Immunantwort vor, die mal3geblich an der Entwicklung des weiteren Krankheitsverlaufs
beteiligt ist. Die Beeinflussung der systemischen Inflammation ist eine wichtige
therapeutische Option im Rahmen der Sepsistherapie (Galon et al. 2002).

Die in dieser Arbeit dargestellten Daten unterstreichen das ginstige Wirkprofil von
Hydrocortison insbesondere in dieser Krankheitsphase bei Patienten im septischen
Schock.

Es stellt sich jedoch die Frage, warum trotz der nachweisbaren Hemmung der
Inflammation durch Hydrocortison bei Patienten im septischen Schock die Studienlage
keinen sicheren Nachweis eines Uberlebensvorteils erbringen konnte. Eine aktuelle
Registerstudie, in der mehr als 12.000 Patienten mit schwerer Sepsis untersucht
wurden, ergab sogar eine erhdohte Mortalitéat unter Hydrocortisontherapie (Beale et al.
2010). Die Untersuchung war ursprunglich zur Evaluation des Einsatzes von rhAPC im
klinischen Alltag konzipiert worden. Die Aussagen hinsichtlich des Einsatzes von
Hydrocortison sind aus verschiedenen Grunden kritisch zu betrachten. Informationen
bezuglich des Therapiebeginns und der Therapiedauer sowie der exakten Dosierung
der Glukokortikoide sind nicht bekannt. Auch sollte man bei der Interpretation einer
retrospektiven Observationsstudie gegenuber randomisierten, kontrollierten Studien
generell zahlreiche ,Storfaktoren® bertcksichtigen.

Im Folgenden werden Erklarungsmdoglichkeiten fur das Ausbleiben eines sicheren
Uberlebensvorteils durch Hydrocortison diskutiert.

Ein wichtiger Hinweis ergibt sich durch Untersuchungen, die den Einsatz von niedrig
dosierten Glukokortikoiden zur Therapie von ALI und ARDS zum Gegenstand haben.
Anhand einiger randomisierter Studien lie3 sich neben einer signifikanten Reduktion
inflammatorischer Marker auch eine Senkung der Mortalitat belegen (Meduri et al. 2007,
Annane et al. 2006, Confalonieri et al. 2005, Meduri et al. 1998). Dabei gilt es
hervorzuheben, dass in den Studien von Meduri et al. die Steroide uber einen
wesentlich langeren Zeitraum (bis zu 32 Tagen) angewendet wurden. Eventuell ist eine

langere Therapiedauer mitverantwortlich fir die besseren Ergebnisse.
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Auch Unterschiede bezlglich des Therapiebeginns koénnten differierende
Studienergebnisse erklaren. In der Studie von Annane et al. wurde schon in der sehr
frihen Phase des septischen Schocks mit der Glukokortikoidtherapie begonnen. In die
CORTICUS-Studie hingegen wurden auch Patienten eingeschlossen, die sich in einer
spateren Phase des Krankheitsgeschehens befanden. Mdglicherweise kommen die
hemmenden Effekte von Hydrocortison auf die tUberschie3ende Inflammation in einer
spateren Phase des Sepsisgeschehens nicht mehr positiv zum Tragen und werden
durch andere Effekte innerhalb des dynamischen Prozesses mit Phasen der Hyper- und
Hypoinflammation Uberlagert.

Ein weiterer wichtiger Ansatzpunkt ergibt sich durch die Interpretation der CORTICUS-
Daten hinsichtlich des kontrovers diskutierten Anstiegs sekundarer Infektionen in der
Hydrocortisongruppe. Es stellt sich die Frage, inwieweit die positiven Effekte der
Hydrocortisontherapie, etwa in Bezug auf die Stabilisierung der Hamodynamik, durch
das Auftreten einer neuen Infektion Uberlagert sein kbnnten. Zu den sekundéaren
Infektionen in der Verumgruppe wurde auch das Auftreten eines neuen septischen
Schocks gezahlt. Eine langere Therapie mit Hydrocortison kénnte sich eventuell positiv
hinsichtlich des Auftretens eines erneuten Schockgeschehens auswirken.
Im Kontrast zu diesen Ergebnissen der CORTICUS-Studie stehen die Ergebnisse einer
aktuellen Metaanalyse (Annane et al. 2009), anhand derer kein erhéhtes Infektionsrisiko
unter Hydrocortisontherapie nachgewiesen wurde.

Die klinisch entscheidende Frage, ob das Risiko eines erhthten Infektionsrisikos den
Nutzen einer Schockreduktion Uberwiegt, kann anhand der derzeitigen Datenlage nicht
abschlieRend beantwortet werden.

Weitere Studien hinsichtlich der Evaluation immunologischer Effekte von Hydrocortison

bei Patienten im septischen Schock sind wiinschenswert.
4.7 Limitierende Faktoren der Studie

Aussagen daruber inwieweit sich die beobachteten immunologischen Veranderungen
unter der Therapie mit niedrig dosiertem Hydrocortison positiv auf das Outcome
auswirken, kdnnen aufgrund des Studiendesigns als Cross-over Studie nicht getroffen
werden. Ebenso gilt es zu bedenken, dass der relativ kurze Untersuchungszeitraum von

nur drei Tagen keine Aussagen Uber die Auswirkungen einer prolongierten Therapie mit
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Hydrocortison auf das Immunsystem zulasst.

Desweiteren wurde bei den Patienten kein ACTH-Test durchgefihrt, um eine relative
Nebennierenrindeninsuffizienz zu diagnostizieren. Bei normaler Nebennierenrinden-
funktion ware es von besonderem Interesse gewesen, wie sich die niedrig dosierte
Hydrocortisontherapie, Uber die Substitution eines relativen Steroidmangels hinaus, auf
das Immunsystem auswirkt.

Allerdings ist der Stellenwert des ACTH-Tests bei Patienten mit Sepsis oder septischen
Schock Gegenstand kontroverser Diskussionen. Beziglich der Festlegung eines
Cortisol-Schwellenwerts zur Diagnose einer relativen Nebennierenrindeninsuffizienz bei
Patienten im septischen Schock herrscht Uneinigkeit (Siraux et al. 2005).

Die Cortisolbestimmung im Serum septischer Patienten erschwert sich durch eine hohe
Inter-Assay-Varianz (Briegel et al. 2009). Die Durchfihrung eines ACTH-Tests vor
Beginn einer Therapie mit niedrig dosiertem Hydrocortison im septischen Schock wird
derzeit nicht empfohlen (Reinhart et al. 2010).

Methodisch gilt zu hinterfragen, inwieweit mittels der quantitativen Bestimmung I6slicher
Mediatoren durch ELISA die tatséchliche biologische Aktivitat der Zytokine abgebildet
werden kann. Auch gilt anzumerken, dass die Halbwertszeit vieler Zytokine im Plasma
sehr kurz ist.
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5 Zusammenfassung

Die dieser Arbeit zugrunde liegende Studie hatte zum Ziel, die immunologischen Effekte
einer niedrig dosierten Hydrocortisontherapie bei Patienten im septischen Schock zu
untersuchen und darzustellen.

Im Rahmen der prospektiven, randomisierten, doppelblinden, Placebo-kontrollierten
Cross-over Studie erhielten 40 Patienten im septischen Schock eine adjunktive, niedrig
dosierte Hydrocortisontherapie tber einen Zeitraum von drei Tagen.

Anhand von ELISA erfolgte unter anderem die Messung der proinflammatorischen
Zytokine IL-6 und IL-8, sowie sE-Selektin als Marker der Endothelaktivierung. Zur
Darstellung der Granulozytenaktivierung erfolgte die durchflusszytometrische

Bestimmung von CD 11b auf Granulozyten.

Im Ergebnis zeigt sich, dass die Gabe von niedrig dosiertem Hydrocortison zu
signifikanten  Immuneffekten bei Patienten im septischen Schock fuhrt.
Es lasst sich eine zlgige, signifikante Reduktion der proinflammatorischen Zytokine IL-6
und IL-8 nachweisen. Das belegt die antiinflammatorische Wirkung von niedrig
dosiertem Hydrocortison bei Patienten im septischen Schock.

Ferner lasst sich eine reduzierte Endothel- und Granulozytenaktivierung anhand des
signifikanten Abfalls von sE-Selektin und Expression von CD11b auf Granulozyten
belegen. Dadurch wird die systemische Ausbreitung inflammatorischer Prozesse
gehemmt und der Entwicklung von Organdysfunktionen entgegengewirkt.

Der Zeitpunkt der Hydrocortisongabe, also friih oder spat im Schock, wirkt sich nicht auf
den  Konzentrationsverlauf ~ der  untersuchten  Parameter  wahrend des
Untersuchungszeitraums aus. Die immunologischen Effekte der niedrig dosierten
Hydrocortisontherapie sind wéahrend unterschiedlicher Phasen des Schockgeschehens
nachweisbar.

Die Beendigung der Glukokortikoidgabe fuhrt zu einem schnellen Wiederanstieg aller im
Rahmen dieser Arbeit dargestellten Parameter. Die durch Hydrocortison
hervorgerufenen Veranderungen sind also vollstandig reversibel. Der Wiederanstieg ist
als immunologisches Reboundphdnomen zu werten und unterstreicht den Sinn eines

ausschleichenden Entzugs auch nach einer niedrig dosierten Glukokortikoidtherapie.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

ALI Acute Lung Injury

AP-1 Activating Protein 1

APACHE | Acute Physiology And Chronic Health Evaluation
ARDS Acute Respiratory Distress Syndrome
CARS Compensatory Anti-inflammatory Response Syndrome
Cl Konfidenzintervall

cGR zytosolischer Glukokortikoidrezeptor

CRP C-reaktives Protein

CR3 Complement Receptor 3

DNA Desoxyribonukleinsaure

ECMO Extracorporale Membranoxygenation

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
eNOS endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase
FITC Fluorescein-Isothiocyanat

FSC Forward scatter/Vorwartsstreulicht

GC Glucocorticoid

GM-CSF | Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor
GRE Glucocorticoid Response Element

ICAM Intercellular Adhesion Molecule

IFN Interferon

I-kB Inhibitor kappaB

INOS induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase
kDa Kilodalton

LAD Leukozytenadhasionsdefizienz

LPS Lipopolysaccharid

Mac-1 Macrophage-1 antigen

MODS Multiple Organ Dysfunction Syndrome
NF-kB Nuclear Factor kappaB

NSAID Non Steroidal Anti Inflammatory Drug

PAMP Pathogen-Associated Molecular Pattern

PE Phycoerythrin

PI3K Phospatidyl-Inositol 3 Kinase

PLA2 Phospholipase A2

PRR Pattern-Recognition Receptor

rhAPC rekombinantes humanes aktiviertes Protein C
RNA Ribonukleinsédure

rpm Umdrehungen pro Minute

SAPS Simplified Acute Physiology Score

SEM Standard error of the mean

SIRS Systemic Inflammatory Response Syndrome
SOFA Sepsis-related Organ Failure Assessment
SSC Sidescatter/Seitwartsstreulicht

TGF Transforming Growth Factor

TNF Tumornekrosefaktor

VCAM Vascular Cell Adhesion Molecule
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