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Einleitung

1 EINLEITUNG

Die Sepsis ist eine komplexe systemische Reaktion des Immunsystems auf ein
Pathogen. Nach einer im Jahr 2011 initiierten Studie des Center for Sepsis Control and
Care in Jena wurden die epidemiologischen Daten zur Sepsis in Deutschland ermittelt
(Heublein et al., 2013). Die Inzidenz der Sepsis liegt bei 106/100.000 Einwohnern, fur
die schwere Sepsis bei 84/100.000 Einwohnern, sowie bei 23/100.000 Einwohnern fur
den septischen Schock. Mit zunehmender Schwere der Erkrankung steigt die
Krankenhaussterblichkeitsrate und betragt 10,5% fur die Sepsis, 42,8% fir die
schwere Sepsis und 60,5% fur den septischen Schock. Die Sepsis stellt mit jahrlich
ca. 50.000 Todesfallen in Deutschland somit die dritthdufigste Todesursache dar
(Heublein et al., 2013).

Ein maRRgeblicher Bestandteil der Pathophysiologie des septischen Schocks ist die
unregulierte  Aktivierung der Blutgerinnung. Die disseminierte intravasale
Koagulopathie (disseminated intravascular coagulation, DIC) ist eine der
schwerwiegendsten Komplikationen einer Sepsis. Diese ist gekennzeichnet durch die
systemische, intravasale Aktivierung der Gerinnungskaskade und entwickelt sich bei
circa 35% aller Patienten mit septischem Schock (Levi and van der Poll, 2017;
Okamoto et al., 2016). Hierbei kommt es zur Stérung der physiologischen Balance
zwischen pro- und antikoagulatorischen Prozessen.

Die Ursache dafir liegt zum einen in einer, durch die Sepsis induzierten, gesteigerten
Expression von Gewebethromboplastin (tissue factor; TF) in Endothelzellen und
Monozyten, zum anderen in der durch Zytokine beeinflussten Interaktion von
Inflammation und Koagulation (Mosnier et al., 2007). Hierbei wird zum einen das
Gerinnungssystem durch die systemische Inflammation im Rahmen der Sepsis
aktiviert, andererseits wird die Aktivitdt der Inflammation durch die Gerinnung
beeinflusst (Levi et al., 2004). Diese Wechselwirkung tragt zu einer unregulierten
systemischen Gerinnungsaktivierung und gesteigerten Thrombingenerierung bei.
Gleichzeitig versagen im  septischen Geschehen die physiologischen
antikoagulatorischen  Prozesse  (u.a.  Antithrombin, der Inhibitor des
Gewebethromboplastin Weges (tissue factor pathway inhibitor, TFPI) und das Protein
C/S-System), die eine Uberschiel3ende Gerinnung verhindern (Levi and van der Poll,

2017). Dies kann in einer diffusen, intravasalen Aktivierung des Gerinnungssystems
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Einleitung

mit katastrophalen Folgen fur die Mikrozirkulation minden. Hierbei werden durch die
Aktivierung des Gerinnungssystems einerseits groRe Mengen an Gerinnungsfaktoren
verbraucht, was zu einer Verbrauchskoagulopathie fihren kann, die mit einem
erhohten Blutungsrisiko einhergeht (Hardaway and Vasquez, 2001; Taylor et al.,
2001). Andererseits entstehen durch die Aktivierung der Gerinnungsfaktoren
Mikrothromben, die zu Embolien, GefaRverschlissen und daraus resultierend zur

Gewebehypoxie fuhren kénnen (Simmons and Pittet, 2015).

Das Protein C/S-System spielt im Rahmen des Gerinnungssystems eine wichtige,
allgemein protektive Rolle. Unter physiologischen Bedingungen hat das Protein C/S-
System neben seiner antikoagulatorischen auch anti-inflammatorische und anti-
apoptotische Eigenschaften (Mosnier et al.,, 2007). Protein C (PC) wird durch den
Thrombomodulin-Thrombin-Komplex nach Bindung an den endothelialen Protein C-
Rezeptor (EPCR) aktiviert (Xu et al., 1999). Die antikoagulatorische Funktion von
aktiviertem Protein C (APC) wird mit Hilfe des Cofaktors Protein S (PS) durch die
Inaktivierung der Gerinnungsfaktoren Va und Vllla ausgeibt. Hierdurch wird eine
tberschieRende Thrombinbildung verhindert.

Das Protein C/S-Systems nimmt im Rahmen der Sepsis und des septischen Schocks
eine wichtige Schnittstelle zwischen Entztindungsreaktion und Gerinnungssystem ein
(Levi and van der Poll, 2017). Es wird dabei allgemein angenommen, dass APC im
Rahmen der Sepsis vermindert ist (Faust et al., 2001; Yan and Dhainaut, 2001). Als
Ursache dafir gilt u.a. eine durch Entziindungsmediatoren wie Tumornekrosefaktor-
alpha (TNF-a) hervorgerufene, reduzierte Thrombomodulin (TM)-Expression auf
Endothelzellen (Moore et al., 1987, 1989). Geeignete Messverfahren, die eine
Charakterisierung von APC im Verlauf der Sepsis und des septischen Schocks
ermoglichen, sind aktuell jedoch nur bedingt vorhanden. Dies liegt vor allem an der
schnellen Inaktivierung von APC sowie an den hohen Plasma-Konzentrationen des

Zymogens PC im Vergleich zu APC.
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1.1 Die zellulare Gerinnung

Die Blutgerinnung basiert auf zwei eng miteinander abgestimmten Systemen: der
primaren, zellularen Hamostase sowie der sekundaren, plasmatischen Hamostase.
Die primare, zellulare (oder auch thrombozytare) Hamostase ist gekennzeichnet durch
mehrere sequenzielle Prozesse, an deren Ende die Entstehung eines weil3en,
Thrombozyten-reichen Thrombus steht.

Die Initiation der zellularen Gerinnung geht von einer Verletzung der Gefaliwand mit
begleitendem Endothelschaden aus. Hierbei kommt es zur Freisetzung von
endothelialen Bindegewebsproteinen, v.a. Kollagen (Brass, 2003). In der Folge kommt
es zur Freisetzung des von-Willebrand-Faktors (VWF) aus den alpha-Granula der
Thrombozyten und den endothelialen Weibel-Palade-Koérperchen (Dole et al., 2005).
Der im Blut zirkulierende vVWF bindet nun an freigelegtes subendotheliales Kollagen
(siehe Abbildung 1).

Thrombozyt vWF

R

N /_i/\) ﬂ

Subendothelialer
Raum™] Kollagen

Abbildung 1: Die primare Hamostase: Initiation, modifiziert nach (Jurk and Kehrel,
2005)

VWEF, von-Willebrand-Faktor; WPK, Weibel-Palade-Korperchen

In einem nachsten Schritt findet die Adh&sion der Thrombozyten an subendotheliales
Kollagen statt. Mit Hilfe ihres von-Willebrand-Rezeptors (VWR) kénnen diese an den
kollagengebundenen vVWF binden. Die Bindung des VWF an den vVWR fiihrt schlief3lich
zur Bedeckung des Endothelschadens durch die Thrombozyten, sowie zu einer

Veranderung ihrer Form (shape change) (Jurk and Kehrel, 2005) (siehe Abbildung 2).
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o
’/\ Thrombozyt
Shape chang%

Subendothelialer

Raum Kollagen

Abbildung 2: Die primére Hamostase: Adhasion, modifiziert nach (Jurk and Kehrel,
2005)

VWF, von-Willebrand-Faktor; VWR, von-Willebrand-Rezeptor

Mit der Forméanderung geht gleichzeitig die Aktivierung der Thrombozyten einher,
wodurch diese Mediatorstoffe aus ihren praformierten Granula freisetzen.
Adenosindiphosphat (ADP), Calcium-lonen (Ca?*) und Plattchenaktivierender Faktor
(PAF) werden sezerniert. Das freigesetzte ADP bindet an ADP-Rezeptoren weiterer
Thrombozyten, wodurch es zu deren Aktivierung und zur Ausbildung von
Pseudopodien kommt (Li et al., 2010). Ebenso wird Cyclooxygenase (COX) stimuliert,
wodurch die Thromboxan-A2 (TXAz)-Synthese ansteigt und es zur Vasokonstriktion
kommt (Vanhoutte, 1988). Die aktivierten Thrombozyten verursachen durch die
freigesetzten Mediatoren die Aktivierung weiterer Thrombozyten (positiver Feedback-
Mechanismus). Thrombozyten haften ausschlie3lich an geschadigtem Endothel.
Damit keine Thrombozytenaktivierung an unbeschadigtem Endothel stattfindet,
sezerniert dieses standig Stickstoffmonoxid, sowie Prostacyclin (Brass, 2003). Ebenso
besitzt das intakte Endothel keine thrombozytenbindenden Rezeptoren.

Die Aggregation der Thrombozyten wird durch eine Konformationséanderung des
Glykoprotein-(GP)-llb/llla-Rezeptors auf der Thrombozytenmembran ermdglicht.
Dadurch kann zirkulierendes Fibrinogen aus dem Blutplasma am Rezeptor gebunden
werden und es bildet sich ein Netzwerk, in dem Thrombozyten durch Fibrinogen-
Brucken verbunden sind (Ruggeri and Mendolicchio, 2007). Dies wird tber das bereits

sezernierte TXA2, sowie uUber PAF verstarkt. So entsteht ein dichter Thrombozyten-
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Pfropf, der sog. ,weile Thrombus®, welcher noch instabil ist und an der Schlie3ung
des Endotheldefektes beteiligt ist (Brass, 2003) (siehe Abbildung 3).

V2

A
’ Vasokonstriktion

Arachidon-
,I saure cox & _<

A® TXA, Fibrinogen
e AOR \ Fordert \
\ b Thrombozyten- v
N f Gpllb/IllaR aggregation

ADP Ca?* —
\ — 2 PAF

Abbildung 3: Die primare Hamostase: Aktivierung und Aggregation, modifiziert nach
(Jurk and Kehrel, 2005)

ADP, Adenosindiphospohat; COX, Cyclooxygenase; Ca?*, Calcium-lon; Gpllb/lllarR, Glykoprotein-lib/llla-Rezeptor; PAF,
Plattchenaktivierender Faktor; TXA,, Thromboxan A,

1.2 Plasmatische Gerinnung und Fibrinolyse

Die sekundéare, plasmatische Gerinnung ist gekennzeichnet durch die kaskadenartige
Aktivierung von Gerinnungsfaktoren. Dabei werden inaktive Proenzyme in aktive
Enzyme umgewandelt, welche in der proteolytischen Spaltung von Prothrombin zu
Thrombin und folglich in der Umwandlung von Fibrinogen zu unléslichem Fibrin enden
(Potzsch and Madlener, 2010). Eine Ubersicht der Gerinnungsfaktoren ist in Tabelle
1 zu finden. Die plasmatische Gerinnung setzt sich aus dem intrinsischen und dem

extrinsischen Weg zusammen, welche unterschiedlich aktiviert werden kénnen.
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Tabelle 1: Die Gerinnungsfaktoren (Potzsch and Madlener, 2010)

a, aktiviert; Ca?*, Calcium-lon; TF, tissue factor

Faktor | Fibrinogen

Faktor la Fibrin

Faktor Il Prothrombin

Faktor lla Thrombin

Faktor Il TF

Faktor IV Caz*

Faktor V Akzeleratorglobulin

Faktor VII Prokonvertin

Faktor VI AntihAmophiles Globulin A
Faktor 1X antihdamophiles Globulin B, Christmas-Faktor
Faktor X Stuart-Prower-Faktor

Faktor XI Rosenthal-Faktor

Faktor XII Hageman-Faktor

Faktor XIlI Fibrin-stabilisierender Faktor

Die Aktivierung des intrinsischen Systems erfolgt Uber den Kontakt von Faktor XII
mit negativ geladenen Oberflachen, Kollagen und Kallikrein (Schmaier, 2008). Hierbei
wird aus Faktor XII der aktivierte Faktor Xlla. Dieser aktiviert zusammen mit Thrombin
(Faktor Ila) den Faktor XI zu Xla. Es kommt in der Folge zur weiteren Aktivierung von
Faktor IX durch den Faktor Xla. Parallel wird Faktor VIII durch Thrombin zu Faktor
Villa aktiviert. Als Folge entsteht als Enzym-Komplex die intrinsische Tenase,
bestehend aus den Faktoren IXa und Vllla zusammen mit Phospholipiden (PL) und
Ca?*. Dieser Enzymkomplex aktiviert im Anschluss den Faktor X (Kalafatis et al.,
1997).

Die Aktivierung des extrinsischen Systems erfolgt durch, aus einer
Gewebeverletzung freigesetzten, TF (Faktor Ill) (Butenas et al., 2002). Dieser aktiviert
gemeinsam mit Ca?* den Faktor VII. Aktivierter Faktor Vlla bildet daraufhin zusammen
mit Faktor Ill, PL und Ca?' einen Enzym-Komplex, die extrinsische Tenase. Die
gemeinsame Endstrecke des intrinsischen und extrinsischen Weges startet durch die
Aktivierung von Faktor X durch die intrinsische und extrinsische Tenase (Kalafatis et
al., 1997). Zusatzlich kommt es zur Aktivierung von Faktor V durch Thrombin. Die
beiden aktivierten Faktoren Xa und Va bilden zusammen mit PL und Ca?* den
Prothrombinase-Enzymkomplex. Dieser wandelt Prothrombin (Faktor 1) in Thrombin

(Faktor Ila) um. Es kommt zur Spaltung von Fibrinogen (Faktor 1) in Fibrin (Faktor 1a)

11



Einleitung

durch Thrombin. Parallel aktiviert Thrombin den Faktor XIII zu Faktor Xllla. Dieser
sorgt fur Quervernetzungen der Fibrinmonomere, wodurch ein unléslicher
Fibrinthrombus entsteht (Lord, 2011). Dieser festigt sich und es entsteht der rote
Thrombus, der einen Endotheldefekt abdecken und so eine Blutung zum Stoppen

bringen kann (siehe Abbildung 4).

Intrinsicher Weg Extrinsicher Weg
77N\
= -/~ —\ f

Extrinsische
Tenase

...............

&E&D

quervernetzter

Fibrinthrombus

o) |
Protein C +
Thrombomodulin

Abbildung 4: Die Gerinnungskaskade, modifiziert nach (Bishop and Lawson, 2004)

Die romischen Ziffern | - XlII geben die einzelnen Gerinnungsfaktoren an; Pfeile bezeichnen aktivierende Interaktionen;
gestrichelte Pfeile bezeichnen hemmende Interaktionen; a, aktiviert; Ca?*, Calcium-lon; PL, Phospholipid; TFPI, tissue factor
pathway inhibitor

Die Blutgerinnung ist ein Prozess mit mehreren Kopplungsschleifen in einem
gegenregulierenden System. Hierbei missen im physiologischen Zustand Gerinnung
und Gerinnungshemmung in Balance sein. Unter physiologischen Bedingungen ist die
Aktivierung des Gerinnungssystems durch drei Systeme kontrolliert: Antithrombin,
TFPI und das Protein C/S-System (Levi and van der Poll, 2017). Antithrombin spielt
dabei die Hauptrolle der physiologischen Gerinnungshemmung (Mammen, 1998). Es
hemmt Thrombin und Faktor X und somit die gesamte sekundare Hamostase. Das
TFPI-System hemmt den extrinsischen Weg der Gerinnungskaskade durch Inhibition
des TF.

12
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Die Fibrinolyse, der Abbau des Blutgerinnsels, startet nahezu gleichzeitig mit der
Aktivierung der Gerinnungskaskade, um eine UberschieRende Gerinnung des Blutes
zu verhindern und entstandene Blutgerinnsel abzubauen. Dabei werden enzymatische
Prozesse in Gang gesetzt, die zum Abbau des Fibrinthrombus fiihren. Das im Blut
zirkulierende Plasminogen wird hierbei durch spezifische Serinproteasen, sog.
Plasminogenaktivatoren, wie Faktor Xlla, tissue plasminogen activator (t-PA) und
Urokinase, in seine aktive Form, das Plasmin umgewandelt. Plasmin spaltet Fibrin
wodurch l6sliche Fibrinpeptide entstehen und das Blutgerinnsel abgebaut wird
(Potzsch and Madlener, 2010).

13
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1.3 Das Protein C/S-System

Ein weiterer zentraler Bestandteil der endogenen Antikoagulation ist das Protein C/S-
System. Es ist eines von drei endogenen Systemen (neben Antithrombin und TFPI),
welches die Blutgerinnung inhibieren kann und daher eine bedeutende Rolle fur die
Balance der Hamostase spielt (Levi and van der Poll, 2017). Die physiologische
Aktivierung von APC wird dabei durch die Interaktion zwischen Thrombin, TM, PC und
EPCR reguliert (Bouwens et al., 2013) (siehe Abbildung 5).

Die Aktivierung des Protein C/S-Systems erfolgt durch Thrombin. Nach Bindung von
Thrombin an das endothelstandige TM kommt es zur Bildung des Thrombin-
Thrombomodulin-Komplexes. Dieser bindet an den EPCR und aktiviert das Zymogen
PC, woraufhin die Freisetzung von APC resultiert. Das endothelial freigesetzte APC ist
fur die antikoagulatorische Funktion zustandig. APC hemmt durch proteolytische
Spaltung die Faktoren Va und Vllla und inhibiert somit die weitere
Thrombingenerierung. Beschleunigt wird diese proteolytische Spaltung durch den
Cofaktor PS. APC wirkt somit im Sinne einer negativen Rickkopplung auf Thrombin.
Gleichzeitig wirkt APC pro-fibrinolytisch, indem es den Plasminogen-Aktivator-Inhibitor
Typ 1 (PAI-1) hemmt (Bouwens et al.,, 2013). Wahrend das freigesetzte APC
antikoagulatorische Funktionen wahrnimmt, ist das endothelial gebundene APC am
EPCR fir die zytoprotektiven Eigenschaften von APC verantwortlich. Hier kommt es
durch eine Aktivierung des Protease-aktivierten Rezeptors-1 (PAR-1), einem G-
Protein gekoppelten Rezeptor, zur Regulation verschiedener intrazellularer Prozesse.
So besitzt APC neben anti-inflammatorischen, auch anti-apoptotische Eigenschaften,
die Fahigkeit die Barrierefunktion des Endothels zu stabilisieren und die
Genexpression zu regulieren (Bouwens et al., 2013). Bei der anti-inflammatorischen
Funktion des APC spielt vor allem die Hemmung der TNF-a Synthese eine grol3e
Rolle, sowie die Unterdriickung des Transkriptionsfaktors nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B-cells (NFkB). Dies bewirkt zum einen eine Hemmung
der Zytokin-vermittelten Signalkaskaden und zum anderen eine Hemmung der TNF-a-
abhangigen Induktion von Adh&sionsmolekiilen. APC reguliert die damit verbundenen
anti-apoptotischen Genprodukte hoch und unterdriickt die proapoptotische p53- und

Bax-Expression (Mosnier et al., 2007).
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O A Yy L

EPCR

PC activation Antithrombotic Cytoprotective
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Abbildung 5: Das Protein C/S-System, modifiziert nach (Bouwens et al., 2013)

APC, aktiviertes Protein C; EPCR, endothelialer Protein C-Rezeptor; FVa/FVllla, aktivierter Faktor V und VIII; PAR-1, Protease-
aktivierter Rezeptor 1; PC, Protein C; PS, Protein S; TM, Thrombomodulin; lla, Faktor Ila (Thrombin)

Die Bedeutung des PC-Systems fir die Gerinnung lasst sich durch Stdérungen
desselben verdeutlichen. Hierzu zahlen der PC-Mangel, sowie die APC-Resistenz,
bzw. die Faktor V-Leiden-Mutation.

Beim PC-Mangel kommt es aufgrund eines kongenitalen oder erworbenen Mangels
an PC zu erhohter Gerinnungsneigung. Ein homozygoter PC-Mangel fihrt durch
intravaskulare Thrombosierung der Mikrozirkulation zu ausgepragter neonataler
Purpura fulminans (Branson et al., 1983). Personen mit heterozygotem PC-Mangel
haben ein ca. 7-fach hdheres Risiko eine Venenthrombose zu entwickeln (Martinelli et
al., 1998). Der kongenitale PC-Mangel ist ein selten vorkommender, jedoch starker

Risikofaktor fur vendse Thromboembolien. Dieser ist bei circa 2-5% der Patienten mit

einer Venenthrombose ursachlich zu finden (Mateo et al., 1997). Der erworbene
Protein-C-Mangel findet sich bei stark fortgeschrittenen Lebererkrankungen, schweren
viralen oder bakteriellen Infektionen, Sepsis, DIC und Vitamin-K-Mangel.

Der APC-Resistenz, bzw. der Faktor V-Leiden Mutation liegt eine Punktmutation im
Faktor-V-Gen zugrunde. Diese fuhrt zu einer Unfahigkeit des Protein C/S-Komplexes
den aktivierten Faktor Va zu binden. Hierdurch wird die Gerinnungshemmung inhibiert
und es resultiert eine Thrombophilie bei den betroffenen Patienten. Heterozygote
Trager weisen einen hyperkoagulativen Zustand auf, welcher mit einem circa 8-fach
erhdhten Risiko fir vendse Thrombosen verbunden ist. Das Risiko ist fir homozygote
Trager circa 80-fach erhoht (Koster et al., 1993).
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1.4 Parameter zur Charakterisierung der Gerinnung

Zur Charakterisierung der Gerinnung kénnen globale Basisparameter von spezifischen
Tests unterschieden werden. Teile der Basisdiagnostik stellen die Thrombozytenzahl
sowie die globalen Gerinnungstests Quick-Wert (bzw. International Normalized Ratio,
INR) und die aktivierte partielle Thromboplastinzeit (PTT) dar (Winter et al., 2017). Sie
dienen zur Beurteilung des extrinsischen bzw. intrinsischen Gerinnungssystems und
kénnen zur Verlaufskontrolle bei prophylaktischer und therapeutischer Antikoagulation
eingesetzt werden. Die Bestimmung der Thrombozytenzahl erlaubt eine orientierende
Einteilung in Thrombozytopenie bzw. Thrombozytose, ohne Aussage Uber die
Funktionsfahigkeit dieser treffen zu kbnnen. Daflrr stehen Thrombozytenfunktionstests
zur Verfigung.

Des Weiteren stehen diverse Biomarker, welche vor allem als Spaltprodukte im
Rahmen der Gerinnungsaktivierung anfallen, zur Verfugung. Diese werden in der
klinischen Routine seltener eingesetzt und dienen vor allem bei speziellen
hamostaseologischen Fragestellungen als wertvolle Parameter. Die D-Dimere seien
hier als wichtiger Parameter in der klinischen Routine bei vermuteten
thromboembolischen Ereignissen genannt (Bates, 2012). Eine Ubersicht der

Parameter der Blutgerinnung liefert Tabelle 2.
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Tabelle 2: Parameter der Blutgerinnung (P6tzsch and Madlener, 2010)

F 1+2, Prothrombinfragmente 1 und 2; INR, International Normalized Ratio; PC-Aktivitat, Protein C-Aktivitat; PTT, partial
thromboplastin time; TAT-Komplex, Thrombin-Antithrombin-Komplex

Parameter Definition Diagnostischer Nutzen Referenzwert
= Thromboplastinzeit/ Stérungen des extrinsischen
Prothrombinzeit (PTT) Signalweges
Dauer von Aktivierung des Uberwachung einer Therapie
Quick-Wert extrinsischen Systems bis Bildung  mit Vitamin K-Antagonisten 70-130 %
eines Fibringerinnsels
Erfasst die Aktivitat der Faktoren Vitamin-K Mangel, schwere
VII, X, V, I Lebererkrankungen
laboruibergreifende Normierung s. Quick
INR des Quick Wertes 085115
INR von 1 = Quick-Wert 100%
= partielle Thromboplastinzeit Stérungen des intrinsischen
Signalweges
Dauer von Aktivierung des Uberwachung einer Therapie
PTT intrinsischen Systems bis Bildung mit unfraktioniertem Heparin  26,1-36,1 sec.
eines Fibringerinnsels
Erfasst die Aktivitét der Faktoren
X, X1, 1X, VI, X, V
Kernlose Blutplattchen, welche die  Orientierende
Hauptrolle in der zellularen Basisdiagnostik: 150-
Thrombozyten H&amostase spielen Thrombophilie/
400x109/1
initialer Verschluss von Thrombotyopenie
Blutungsquellen, Thrombusbildung
= Thrombin-Antithrombin-Komplex indirektes Maf3 der
_— < 3,9 ng/mi
TAT-Komplex  Entstehen bei der Inaktivierung von  Thrombinbildung
Thrombin durch Antithrombin
= Prothrombinfragment 1+2 direktes MaR3 der
F1+2 Entstehen bei der Aktivierung von Thrombingenerierung < 0,34 nmol/l
Prothrombin zu Thrombin
D-Dimere Fibrinspaltprodukte, die bei der hoch sensitiv fur <05 mgl
Fibrinolyse entstehen Thromboembolien
= Protein C-Aktivitat PC-Mangel birgt erhdhtes
Zymogen von APC Thromboserisiko
PC-Aktivitat Nach Aktivierung wichtiges 79-150 %

endogenes Antikoagulanz, durch

Hemmung der Faktoren Va, Vllla
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1.5 Der septische Schock

Die im Rahmen einer deutschlandweiten prospektiven Multicenter-Studie vom
Kompetenznetzwerk Sepsis (SepNet) erhobene Pravalenz auf Intensivstationen
betrug im Jahr 2003 12,4% fir Sepsis und 11,0% fur schwere Sepsis bzw. septischen
Schock (Engel et al., 2007). Trotz intensiver Forschung in den letzten Jahrzehnten
und der standigen Weiterentwicklung bestehender Therapiekonzepte entwickeln
weiterhin circa 25% der Patienten mit schwerer Sepsis im weiteren Verlauf einen
septischen Schock (Whiles et al., 2017). Dieser geht mit einer Mortalitat von bis zu
60,5% einher (Heublein et al., 2013).

Die Sepsis ist Folge einer dysregulierten Immunantwort als Antwort auf eine Infektion
(Singer et al., 2016). Als Ausloser kommen meist Bakterien, aber auch Viren, Pilze
oder Parasiten in Betracht. Dabei entsteht aus einer dysregulierten Immunreaktion
eine systemische Entziindungsreaktion, welche zu systemischen Schaden auch an
fokusfernen Organen fiihren kann (Bauer u.a. 2006). Verantwortlich fur die
systemische Reaktion sind sog. Pathogen-assoziierte molekulare Muster (Pathogen-
associated molecular patterns, PAMPS), welche Bestandteile des Erregers darstellen
und eine Immunreaktion auslésen. Durch Aktivierung des Immunsystems kommt es
zur Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen wie Interleukin-1 (IL-1) und
TNF-a (Schlegel u.a. 2014). Kaskadenartig werden dadurch weitere Zytokine wie IL-6
ausgeschiittet und das Komplementsystem aktiviert. Diese massive Aktivierung
proinflammatorischer Prozesse fuihrt zur systemischen Ausbreitung der initialen
Infektion und kann zu Schaden an fokusfernen Organen fuhren. Der septische Schock
stellt, wie auch das Multiorganversagen (multi organ disfunction syndrome, MODS),
eine schwerwiegende Komplikation bei Patienten mit Sepsis dar. Die Einteilung der
Sepsis-Stadien angefangen vom Systemischen inflammatorischen Response-
Syndrom (SIRS)-Syndrom, Sepsis, schwere Sepsis bis zum septischen Schock wird
in Abbildung 6 und Abbildung 7 dargestellt.

18



Einleitung

Das SIRS ist ein klinisches Syndrom, welches eine unspezifische systemische
Immunreaktion des Koérpers auf eine Schadigung beschreibt. Hierbei kbnnen sowohl
infektiose als auch nicht-infektiose Ursachen, wie Traumata, Operationen oder auch
Verbrennungen vorliegen. Ein SIRS liegt vor, wenn mindestens zwei der vier
nachfolgenden Kriterien erftillt werden:

0
(07:) o Hyperthermie (Temperatur = 38,0 °C) oder Hypothermie (< 36,0 °C)
o Tachykardie (Herzfrequenz = 90/min)
e Tachypnoe (Atemfrequenz = 20/min) oder Hyperventilation (arterieller paCO2
< 4,3 kPa bzw. 33 mmHg)
o Leukozytose (= 12 000/uL) oder Leukopenie (< 4 000/uL) oder >10% unreife
Neutrophile im Differenzialblutbild
v
- Beim Vorliegen eines SIRS in Kombination mit einer vermuteten oder bestatigten
‘n Infektion liegt eine Sepsis vor. Hierbei muss zuséatzlich ein mikrobiologischer
o Erregernachweis vorhanden sein. Bei negativer Blutkultur missen zur Definition einer
n Sepsis alle vier 0.g. SIRS Kriterien erfillt sein
v
Eine schwere Sepsis liegt dann vor, wenn zusétzlich zu einer diagnostizierten Sepsis
mindestens eine organbezogene Dysfunktion vorliegt. Diese sind wie folgt definiert:
» e Akute Enzephalopathie (Vigilanzeinschrankung, Desorientiertheit)
4 Relative oder absolute Thrombozytopenie (Thrombozytenabfall = 30% in 24h
% oder Thrombozyten < 100.000/pL, bei Ausschluss einer Blutung)
i e Metabolische Azidose (Base Excess < - 5mmol/L oder Plasma
o Laktatkonzentration 2 1,5-fach des lokal tiblichen Referenzbereiches
E e Arterielle Hypoxamie (paO2 < 75mmHg unter Raumluft oder paO2/FiO2 <
[3) 250mmHg unter O2-Gabe ohne pulmonale oder kardiale Ursache
n e Akute renale Dysfunktion (Diurese < 0,5mL/kg/h fir mindestens 2h trotz
ausreichender Volumensubstitution oder Serum-Kreatininanstieg = 2-fach des
jeweiligen Referenzbereiches)
\ 4
Der septische Schock liegt vor, wenn zusatzlich zu den Kriterien der schweren Sepsis
X eine Sepsis induzierte Hypotension vorliegt. Dabei muss mindestens eines der
3 folgenden Kriterien fir mindestens 1h vorliegen:
<
8 e systolischer arterieller Blutdruck < 90mmHg
o o mittlerer arterieller Druck (MAP) < 60mmHg
S e notwendiger Vasopressoreinsatz, um den systolischen arteriellen Blutdruck
2 290 mmHg oder den arteriellen Mitteldruck 265 mmHg zu halten
o
Q0 Die Hypotonie muss trotz adaquater Volumengabe bestehen und darf nicht durch
andere Ursachen zu erklaren sein

Abbildung 6: Das Sepsis Kontinuum nach S2-Leitlinie, modifiziert nach (Levy et al.,

2003)
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Im Jahr 1992 wurde von einer Expertenkomission erstmals eine einheitliche Definition
der Sepsis (Sepsis-1) auf einer Konferenz des American College of Chest Physicians
(ACCP) und der Society of Critical Care Medicine (SCCM) vorgeschlagen (Bone et al.,
1992). Diese wurde im Jahre 2001 auf der International Sepsis Definitions Conference
in Washington D.C. Uberarbeitet (Levy et al., 2003). Hierbei entstand die Sepsis-2-
Leitlinie. Die Definition und Einteilung der Sepsis in ihre Schweregrade erfolgt in dieser
Arbeit nach der Sepsis-2-Leitlinie von 2001 (Levy et al., 2003). Dabei wird die
Erkrankung in ihre Unterkategorien SIRS, Sepsis, schwere Sepsis und septischer
Schock eingeteilt, welche kontinuierlich ineinander ubergehen kdnnen (siehe
Abbildung 6 und Abbildung 7).

Sepsis 5;2:;:3
Infektion . kutes
+ - Organdysfunktion Kreislauf
SIRS : - Kreislaufversagen
+ +

Abbildung 7: Die Stadien der Sepsis, modifiziert nach (Jawad et al., 2012)

Im Jahr 2016 wurde eine neue Sepsis Leitlinie (Sepsis-3) verdffentlicht (Singer et al.,
2016). Die Sepsis wird aktuell als ,lebensbedrohliche Organdysfunktion aufgrund einer
fehlregulierten Korperantwort auf eine Infektion® definiert. Hierbei rickt die
Organdysfunktion mehr in den Fokus. Entscheidend ist nun nicht mehr die Erfullung
der SIRS-Kriterien, aufgrund ihrer geringen Spezifitat, sondern die Erfullung der
Sequential Organ Failure Assessment (SOFA)-Score Kriterien. Eine Sepsis liegt nun
vor, wenn sich der SOFA-Score akut um mindestens zwei Punkte verschlechtert. Als

Screening Methode wurde hierzu der quick SOFA-Score (QSOFA) eingefuhrt, um eine
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schnelle Diagnostik im klinischen Alltag zu ermdglichen. Eine Ubersicht tber die
historische Entwicklung der Sepsis Leitlinien bietet Abbildung 8.

1992 2001 2016
Sepsis-1 Sepsis-2 Sepsis-3
Leitlinie Leitlinie Leitlinie

SIRS-Kriterien SOFA-Score

Abbildung 8: Die zeitliche Entwicklung der Sepsis Leitlinien, eigene Abbildung

1.6 Biomarker im Rahmen des septischen Schocks

Aktuell gibt es keinen spezifischen Biomarker, der das Vorliegen einer Sepsis bestatigt
(Honore et al., 2014; Scheer et al., 2016). Eine Reihe an Biomarkern kann jedoch auf
ein septisches Geschehen hinweisen und einen Hinweis auf die Schwere der
Erkrankung geben. Hierzu zéhlen das C-reaktive Protein (CRP) als genereller
Infektionsparameter. Ebenso gilt das Procalcitonin (PCT) als Infektionsparameter v. a.
bei bakteriellen Infektionen, welcher zusatzlich einen Hinweis auf die Schwere der
Erkrankung liefern kann (Huang et al., 2019). Weitere Biomarker, welche im Rahmen

des septischen Schocks verandert sein kdnnen, sind in Tabelle 3 dargestellt.
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Tabelle 3: Biomarker im Rahmen des septischen Schocks (Huang et al., 2019)

CRP, C-reaktives Protein; IL-6, Interleukin-6; PCT, Procalcitonin

Biomarker  Definition Bedeutung Referenzwert
= C-reaktives Protein akute Infektionen bakterieller
oder viraler Genese
CRP hoch sensitiv wichtigster unspezifischer akuter
. — " < 0,5 mg/dl
Teil der unspezifischen Entziindungsparameter
Immunreaktion
Akut-Phase-Protein
= Procalcitonin hochspezifisch fur systemische
pCT Vorstufe des Schilddriisen bakterielle Infektionen
Hormons Calcitonin < 0,5 ug/l
Synthese hauptsachlich in
Leber, Niere und Muskelzellen
= Interleukin-6 Aktivierung der
Gerinnungskaskade, sowie des
Immunsystems
Aktivierung der Lymphozyten Frihmarker fir neonatale
IL-6 ] 1 pg/mi
und der Synthese von Akute- Sepsis
Phase-Proteinen
Induktion von Fieber im
Hypothalamus
= WeilRe Blutzellen eine Infektion kann eine
Lymphozyten als Teil des Lgukozytose (>10.QOO/pL), oder
» eine Leukozytopenie
spezifischen Immunsystems (<4.000/L) verursachen 4.000.
Leukozyten Granulozyten, Natlrliche
10.000/pl

Killerzellen und Mastzellen als
Zellen des unspezifischen

Immunsystems
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1.7 APC und Sepsis

Als dritthaufigste Todesursache auf deutschen Intensivstationen ist die Sepsis eine
aktuelle Herausforderung fur Klinik und Forschung zugleich. Sie ist gekennzeichnet
durch eine unkontrollierbare Aktivierung des Immunsystems mit massiver
Zytokinausschittung wie IL-6 und TNF-a, sowie durch die Aktivierung des
Komplementsystems und einer unmittelbaren Aktivierung des Gerinnungssystems.
Die Zytokinausschittung stellt hier die Schnittstelle zwischen Inflammation und
Koagulation dar.

Als Komplikation einer Sepsis kann es dabei zur Entwicklung eines MODS, sowie bei
circa 35% zu einer DIC kommen (Okamoto et al., 2016). Beinahe alle Patienten mit
Sepsis zeigen Veranderungen in der Gerinnung, welche von einer geringen
Gerinnungsaktivierung, uber eine Veradnderung der Thrombozytenzahl bis hin zur
manifesten DIC reichen kdnnen (Levi and van der Poll, 2017). Fur die DIC ist dabei
eine Aktivierung der intravasalen Gerinnung durch die inflammatorischen Zytokine
TNF-a, sowie IL-6 charakteristisch. Gleichzeitig hemmen diese ebenso die Fibrinolyse
(van der Poll et al., 1990, 1994). Resultierend entsteht dabei eine Imbalance zwischen
Fibrinbildung und dessen Abbau. Die tiberschief3ende Fibrinbildung fuhrt einerseits zu
mikrovaskularen Thromben in der Mikrozirkulation. Andererseits entstehen massive
Blutungen durch den andauernden Verbrauch von Gerinnungsfaktoren bei
anhaltender Aktivierung des Gerinnungssystems (Hardaway and Vasquez, 2001). Die
Pravention der DIC ist daher ein wichtiges therapeutisches Ziel im Rahmen einer
Sepsis-Therapie, um den Tod durch ein MODS zu verhindern (Simmons and Pittet,
2015).

APC wirkt als potentes koérpereigenes Antikoagulanz und hat ebenso anti-
inflammatorische Eigenschaften. Das Protein C/S-System ist als eines der wichtigsten
korpereigenen, gerinnungshemmenden Systeme wahrend einer Sepsis in der
Funktion gestort (Levi and Poll, 2015). Als Ursache gilt hier die drastisch reduzierte
TM-Expression durch inflammatorische Zytokine wie TNF-a und IL-6 (Faust et al.,
2001). Ebenso ist das Protein C/S-System durch die Herabregulation des EPCR
deutlich beeintrachtigt (Taylor et al., 2000). So wurden bei circa 90% der Patienten mit
Sepsis niedrige Werte von PC gefunden (Bernard et al., 2001a). Des Weiteren wurde
in zahlreichen Studien mit Sepsis Patienten ein Zusammenhang zwischen erniedrigten
PC-Werten und erhdhter Mortalitat festgestellt (Alcaraz et al., 1995; Fijnvandraat et al.,
1995; Fourrier et al., 1992; Hazelzet et al., 1994; Hesselvik et al., 1991; Leclerc et al.,
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1992; Lin et al., 2008; Lorente et al., 1993; Marlar et al., 1985; Orwoll et al., 2015;
Powars et al., 1987, 1993; Roman et al., 1992; Sapru et al., 2015).

Ein zunachst erfolgsversprechendes Konzept stellte daher die Gabe von
rekombinantem APC (rAPC; Drotrecogin, Handelsname Xigris®) dar. So fuhrte die
Gabe von rAPC im Pavianmodell mit Escherichia-coli-induzierter Sepsis zu einem
verbesserten Uberleben im Tiermodell (Taylor et al., 1987). Ebenso konnte in einem
Tiermodell, mit Meningokokken-induziertem Endotoxinschock bei Hasen, durch APC
ein verbessertes Uberleben gezeigt werden (Roback et al., 1998).

Im Jahre 2001 wurde rAPC im Rahmen der PROWESS-Studie (Recombinant Human
Activated Protein C Worldwide Evaluation in Severe Sepsis) als 96 Stunden lange,
niedrig dosierte Infusion bei Patienten im septischen Schock eingesetzt (Bernard et
al., 2001a). Die Dysregulation der physiologischen Gerinnungshemmung durch
Einsatz von rAPC zu korrigieren, sowie die unkontrollierte Thrombingenerierung mit
folgender mikrovaskularer Thromben zu verhindern, stellten hierbei therapeutische
Optionen dar, positiv in das Fortschreiten der Sepsis einzugreifen (Levi and van der
Poll, 2007). Hierbei konnte die 28-Tage-Mortalitat durch Anwendung von rAPC bei
Erwachsenen mit schwerer Sepsis signifikant gesenkt werden (Bernard et al., 2001b).
10 Jahre spater konnten die vorteilhaften Ergebnisse im Rahmen der PROWESS-
SHOCK-Studie jedoch nicht reproduziert werden (Ranieri et al., 2012). Gleichzeitig
wurden mit der Gabe von rAPC vermehrt Blutungsereignisse mit letalem Ausgang in
Zusammenhang gebracht (Carlotta Rossi et al., 2013). Dies resultierte in einer
Infragestellung der Sicherheit und Effektivitat von rAPC (Xigris ®) und das Medikament
wurde infolgedessen 2011 vom Markt genommen.

Neben der therapeutischen Gabe von APC lie3en sich aus der Messung von
zirkulierendem APC bei Patienten im septischen Schock eventuell auch fiir den
Krankheitsverlauf bedeutende Informationen ableiten.

Bisherige diagnostische Studien mit dem Ziel der Quantifizierung von APC bei Sepsis
und septischem Schock erbrachten jedoch kontroverse Ergebnisse. Mittels eines
monoklonalen Antikdrper-basierten Enzyme Capture Assays (ECA) konnten in einer
Studie bei Patienten mit schwerer Sepsis erhohte APC-Werte bei 20 von 32 Patienten
festgestellt werden (Liaw et al.,, 2004). Ebenso konnten in der Gruppe der
Uberlebenden Patienten signifikant hohere APC-Werte im Vergleich zur Gruppe der
verstorbenen Patienten gemessen werden. Diese Aussage wird von einer weiteren

Studie Uber Sepsis bei Kindern unterstitzt (de Kleijn et al., 2003). Hier konnten erhéhte
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APC-Werte bei 27 von 28 Kindern mit Meningokokken-Sepsis und Purpura fulminans
nach Gabe von PC mittels eines modifizierten Antikdrper-basierten ECA-Verfahrens
nach Gruber et al. identifiziert werden (Gruber and Griffin, 1992; de Kleijn et al., 2003).
In einer anderen Studie hingegen, mit 14 Kindern mit Meningokokken-Sepsis, wurden
niedrige oder nicht messbare APC-Werte bei allen untersuchten Kindern gemessen
(Faust et al., 2001). Zur Messung von APC wurde hier ebenso das ECA-Verfahren von
Gruber et al. verwendet. Eine weitere Studie untersuchte 26 Patienten mit
Chemotherapie-induzierter Neutropenie und infolgedessen schwerer Sepsis und
septischem Schock (Mesters et al., 2000). Hier wurde APC ebenso mittels ECA-
Verfahren nach Gruber und Griffin gemessen. Als Nachweisgrenze (limit of detection,
LOD) wurde ein Wert von 2,26 ng/ml ermittelt. Es zeigte sich bei allen Patienten ein
normwertiges APC. Nach 12 Stunden konnten in der Gruppe mit 13 Patienten im
septischen Schock erhohte APC-Werte gemessen werden. Hier zeigte sich jedoch
kein signifikanter Unterschied zu den anderen 13 Patienten mit schwerer Sepsis. Alle
13 Patienten mit septischem Schock verstarben.

Die heterogenen Ergebnisse verdeutlichen die Schwierigkeiten bei der Messung von
APC. Unterschiedliche LODs der verwendeten Messverfahren, sowie die heterogenen
Studienpopulationen, welche nicht zwischen schwerer Sepsis und septischem Schock
differenzieren, erschweren zum einen die Aussage per se und machen eine

Vergleichbarkeit der Studienergebnisse nur bedingt moglich.
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1.8 Messmethoden von APC

Obwohl zahlreiche Studien die bedeutende Rolle von APC im Rahmen der Sepsis-
induzierten Gerinnungsstorung zeigen konnten, fehlt es an einer etablierten
Messmethoden zur Bestimmung von APC im klinischen Alltag.

Bereits 1992 beschrieben Gruber und Griffin eine Messmethode zur Bestimmung von
APC mittels ECA (Gruber and Griffin, 1992). Als Catcher wurde ein monoklonaler
Antikorper verwendet, welcher nicht zwischen APC und PC unterscheiden konnte. Zur
Quantifizierung des Substrates war dafur eine aufwendige, wochenlange Inkubation
notwendig. Die LOD dieses Verfahrens lag bei 0,25 ng/ml. Orthner konnte im
darauffolgenden Jahr durch Verwendung von Agaroseperlen die Inkubationszeit des
Substrates auf 16-18 Stunden reduzieren (Orthner et al., 1993). Im Jahr 2003
beschrieben Liaw et al. die Verwendung eines monoklonalen Antikdrpers mit einer
erhohten Bindungsneigung an APC verglichen mit PC (Liaw et al., 2003). Auch hier
war eine Inkubationszeit von bis zu 19 Stunden notwendig. Die LOD in diesem
Verfahren lag bei 0,25 ng/ml. Ein weiterer Ansatz eine Messmethode fiir APC zu
etablieren, lag darin, die Konzentration von Komplexen, bestehend aus APC und
Protein C-Inhibitor (PCI) zu detektieren (Espana et al., 1996). Espana et al.
entwickelten hierfir bereits 1996 einen Ansatz. Dazu musste die entnommene
Plasmaprobe in zwei separate R6hrchen aufgeteilt werden, wobei das eine Réhrchen
Heparin enthielt, um die APC-PCI-Komplexbildung zu verstarken. Das andere
Rohrchen enthielt Benzamidin, um die Komplexbildung zu hemmen. Die APC-
Konzentration wurden dann aus der Differenz der Konzentrationen an APC-PCI-
Komplexen der beiden Proben bestimmt (Espana et al., 1996; Espafa et al., 2001).
Unklar bleibt hier jedoch der genaue Einfluss von Heparin, sowie der Einfluss des
Plasmalevels von PCI. Die LOD lag bei diesem Verfahren bei 0,1 ng/ml. Zur

Durchftihrung der Messung wurden 4 Stunden angegeben.
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1.9 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Ziel der hier vorliegenden Arbeit ist die Analyse der diagnostischen und
prognostischen Aussagekraft von APC bei Patienten im septischen Schock. Hierzu
werden auf Aptameren basierte Oligonucleotide-Enzyme-Capture-Assays (OECA)
genutzt, um das fur die plasmatische Gerinnung bedeutsame Enzym APC zu
bestimmen (Mdller et al., 2011, 2012). APC hat eine nur sehr kurze Halbwertszeit von
ca. 20 Minuten, wodurch eine Messung im klinischen Alltag deutlich erschwert wird.
Bei Vorbehandlung der Abnahmerdéhrchen mit reversiblen Serin-Inhibitoren ist es
maglich, die irreversible Inaktivierung von APC zu verhindern (Mdller et al., 2012). Das
OECA-Verfahren ermdglicht durch die Verwendung von hochsensitiven Aptameren
zudem eine hohere Sensitivitat als bisher verwendete Nachweisverfahren (Miller et
al., 2009). Die Messung von APC ist mittels OECA innerhalb von 7 Stunden von der
Blutabnahme bis zum Endergebnis deutlich schneller, als dies bisherige Methoden

ermdglichen.

Die Hypothese der hier vorliegenden Arbeit adressiert hierbei, dass APC mit
etablierten Gerinnungsmarkern korreliert und dariber hinaus mit diagnostischen und
prognostischen Informationen beziglich des Gesamtiberlebens von Patienten im
septischen Schock einhergeht. Neben der Charakterisierung des Verlaufes dieses
Gerinnungsmarkers im septischen Schock konnten damit auch prognostische
Aussagen anhand der indirekten Bestimmung der endothelialen Funktion, mittels APC
als Surrogatparameter, maglich sein.

Als primarer Endpunkt der Studie wurde die Assoziation von APC mit der 28-Tage-
Mortalitat untersucht. Als sekundare Endpunkte wurden die Korrelation von APC mit
etablierten Markern der plasmatischen Gerinnung sowie DIC, die diagnostische
Wertigkeit von APC und der pradiktive Nutzen von APC hinsichtlich der 28-Tages-

Mortalitat analysiert.
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2 STUDIENPOPULATION, MATERIAL UND METHODEN

2.1 Studiendesign und Studienkollektiv

Die hier vorliegende Studie ist eine prospektive, monozentrische Beobachtungsstudie
und wurde auf Grundlage der Deklaration von Helsinki durchgefuhrt. Vor
Studienbeginn erfolgte die Prifung und Genehmigung durch die Ethikkommission II
der Medizinischen Fakultat Mannheim der Universitat Heidelberg (Ethikvotum 2015-
526N-MA, siehe Anhang Ethikvotum). Alle eingeschlossenen Patienten, bzw. deren
gesetzlichen Vertreter stimmten der Teilnahme an der Studie nach ausfuhrlicher
Aufklarung zu.

Eingeschlossen wurden 48 Patienten mit der Diagnose septischer Schock, die im
Zeitraum von Mai 2015 bis Oktober 2016 auf der Intensivstation der I. Medizinischen
Klinik der Universitatsmedizin Mannheim behandelt wurden. Um die Beurteilung des
zeitlichen Verlaufes von APC und etablierter Gerinnungsparameter beim septischen
Schock zu erméglichen, wurden ausschliel3lich Patienten in die Studie aufgenommen,
bei denen innerhalb von 24 Stunden nach Auftreten der ersten Symptome eines
septischen Schocks die Vorstellung im Krankenhaus erfolgte. Aufgrund des
explorativen Charakters der Studie erfolgte keine vorherige Power-Analyse.

Die Diagnose septischer Schock wurde auf Grundlage der, zum Zeitpunkt der
Studiendurchfuihrung aktuellen, Sepsis-Il-Leitlinie gestellt und durch zwei erfahrene
Intensivmediziner bestatigt (Levy et al., 2003).

Eingeschlossen wurden alle Patienten im 0.g. Zeitraum, die die Einschlusskriterien
erfillten und mindestens ein Kriterium der schweren Sepsis und eines septischen
Schocks erfullten.  Ausschlusskriterien  stellten alle therapeutischen und
diagnostischen Malinahmen dar, welche die Blutgerinnung oder die laborchemische

Untersuchung der Gerinnungsparameter beeinflussten (siehe Tabelle 4).
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Tabelle 4: Ein- und Ausschlusskriterien

septische Enzephalopathie

relative/ absolute Thrombozytopenie

schwere Sepsis arterielle Hypoxamie

(mindestens 1 Kriterium) metabolische Azidose

septisches Nierenversagen mit einer
Diurese < 0,5ml/kg/h

Einschlusskriterien Blutdruck systolisch < 90 mmHg

mittlerer arterieller Blutdruck

) > 65 mmHg unter Volumentherapie
septischer Schock

: . oder
(mindestens 1 Kriterium)
Vasopressortherapie zur
Aufrechterhaltung eines adaquaten

Blutdruckes

therapeutische Antikoagulation

Verbrennung

Polytrauma

Fibrinolyse

Operation

Ausschlusskriterien
Aktive Blutung

Hamophilie
Erkrankung des Faktor V-Leiden
Hamostasesystems Protein C/S-Mangel

Prothrombinmutation

2.2 Studienablauf

Nach Studieneinschluss wurden zur Bestimmung von APC an vier definierten
Zeitpunkten Blutabnahmen durchgefuhrt. Die erste Abnahme (Tag 0) erfolgte direkt
nach der Diagnose septischer Schock. Weitere Blutabnahmen fanden nach 24
Stunden (Tag 1), nach 72 Stunden (Tag 3) und nach 144 Stunden (Tag 6) statt. Alle
Blutabnahmen wurden im Rahmen der laborchemischen Routineuntersuchung durch
Punktion einer peripheren Vene durchgefihrt. Der Studienablauf ist in Abbildung 9

dargestellt.
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Tag1 Tag0
24 h Oh

Tag 3
72h

Tag 6
144 h

—

Tag 28

Screening

Ein-und
Ausschlusskriterien

Blutabnahme

Klinische Daten
APC
Laborparameter
Gerinnungsparameter

Diagnose:
septischer Schock

Blutabnahme

Klinische Daten
APC
Laborparameter
Gerinnungsparameter

Blutabnahme

Klinische Daten
APC
Laborparameter
Gerinnungsparameter

Blutabnahme

Klinische Daten
APC
Laborparameter
Gerinnungsparameter

Follow Up

Verstorbene

Tod durch Sepsis

_{

Uberlebende

Abbildung 9: Der Studienablauf

APC, aktiviertes Protein C
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Nach Blutabnahme wurden die Proben unverztiglich bei 2500xg bei 4°C fiir 15 Minuten
zentrifugiert. Das hierbei separierte Plasma wurde bei -80° Celsius gelagert. Die

Bestimmung der Konzentration von APC wurde mittels OECA durchgefihrt.

2.2.1 Basisdaten

Zur Dokumentation der Patientendaten (siehe Tabelle 5) wurde eine digitale
Datenbank angelegt. Dokumentiert wurden die medizinische Anamnese des Patienten
sowie klinische Parameter zum Zeitpunkt der Aufnahme auf die Intensivstation (siehe
Tabelle 6). Ergdnzend wurden intensivmedizinische Scores erhoben, sowie die im
Laufe des intensivmedizinischen Aufenthaltes entstandenen Organdysfunktionen,
durchgefiihrte Interventionen und die Laborparameter dokumentiert (siehe Tabelle 7).
Ebenso wurde die Dauer auf Intensivstation, der Grund der Entlassung und die 28-
Tages Mortalitat in der Datenbank festgehalten. Bei fehlenden Daten wurde
Akteneinsicht in die entsprechende Patientenakte beantragt und retrospektiv in der

Datenbank erganzt.

Tabelle 5: Ubersicht der dokumentierten Patientendaten

EK, Erythrozytenkonzentrat; TK, Thrombozytenkonzentrat

Medikamentenanamnese

Medizinische Anamnese Vorerkrankungen: Diabetes mellitus, arterieller Hypertonus,

Dialysepflichtigkeit, Immunsuppression, maligne Erkrankung

Hamatologisches Versagen

Organversagen im Verlauf Leberversagen

Enzephalopathie

Anzahl der Transfusionen von EK und TK

Chirurgisches Fokussanierung

Interventionen Anzahl der abgenommenen Blutkulturen

Anzahl positiver Blutkulturen

Erreger der Blutkulturen
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Tabelle 6: Ubersicht der klinischen Parameter zu Studienbeginn

EK, Erythrozytenkonzentrat; TK, Thrombozytenkonzentrat

Fokus Septischer Fokus

Herzfrequenz

Systolischer Blutdruck

Kreislaufparameter Mittlerer arterieller Druck

Temperatur

Katecholaminbedarf
paCO2
paO2

Lactat

Blutgasanalyse

Base Excess

Atemfrequenz

Atmung Horovitz Quotient Q < 250 mmHg

Intubation

Dialysepflicht

) Transfusion EK
Organfunktion

Transfusion TK

Glasgow Coma Scale

2.2.2 DIC, APACHE II, SAPS Il und SOFA Score

Die Diagnose einer DIC wurde in der hier vorliegenden Dissertation anhand des DIC
Scores der International Society of Thrombosis and Haemostasis (ISTH) definiert
(Taylor et al., 2001). Der genaue Algorithmus ist im Anhang DIC Score zu finden.
Zur objektiven Einschatzung des Gesundheitszustandes der eingeschlossenen
Patienten wurden etablierte intensivmedizinische Scores verwendet.

Der Acute Physiology and Chronic Health Evaluation (APACHE) Il Score ist ein
intensivmedizinischer Aufnahmescore und dient der Risikostratifizierung hinsichtlich
Mortalitat. Er besteht aus 3 Teilen: dem acute physiology score, den sog. age points
und den chronic health points. Jedem Punktsummenwert kann eine prognostische
Mortalitdt zugeordnet werden (Knaus et al., 1985). Ein Erhebungsbogen mit allen
Parametern, sowie die entsprechende Auswertungstabelle findet sich im Anhang
Anhang APACHE Il Score.

Der Simplified Acute Physiology Score (SAPS) Il ist ein etablierter
intensivmedizinischer Score zur Abschéatzung der Prognose und Letalitat (Le Gall,

1993). Er wird einmalig bei Aufnahme auf die Intensivstation erhoben. Er umfasst
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insgesamt 17 Parameter. Jedem Scorewert ist ein Mortalitatsrisiko zugeordnet (Le
Gall, 1993). Ein detaillierter SAPS Il Erhebungsbogen mit Auswertung findet sich im
Anhang SAPS Il Score.

Der SOFA Score ist ein Score zur Abschéatzung der Organdysfunktion und Mortalitat
(Vincent et al., 1996; Minne et al., 2009). Hierbei werden sechs Organsysteme (Lunge,
zentrales Nervensystem (ZNS), Herz-Kreislauf, Leber, Gerinnung und Nieren)
beurteilt. Ein per se hoher SOFA Score geht bereits mit erhohter Mortalitdt einher

(Ferreira, 2001). Ein Erhebungsbogen mit Auswertung istim Anhang SOFA Score.

2.3 Bestimmung der Biomarker
2.3.1 Bestimmung etablierter Gerinnungsparameter

Die etablierten Gerinnungsparameter PC-Aktivitat, D-Dimere, Thrombin-Antithrombin
(TAT)-Komplex und Prothrombinfragmente 1+2 (F 1+2) wurden ebenso wie das APC
an den definierten Zeitpunkten (Tag 0, Tag 1, Tag 3, Tag 6) gemessen.

Die PC-Aktivitat und D-Dimere wurden mittels eines BCS XP-Gerinnungsanalysators
unter Verwendung des Berichrom® PC (Siemens Healthcare Diagnostics Products
GmbH, Marburg, Deutschland) bzw. des INNOVANCE® D-Dimers (Siemens
Healthcare Diagnostics Products GmbH, Marburg, Deutschland) analysiert. Die
Prothrombinfragmente 1 und 2 (F 1+2), sowie die Thrombin-Antithrombin-Komplexe
(TAT) wurden unter Verwendung des Enzygnost® TAT micro bzw. Enzygnost® F 1+2
micro (Siemens Healthcare Diagnostics Products GmbH, Marburg, Deutschland)
mittels Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)-Verfahren bestimmt. Die
jeweiligen Referenzbereiche (95%-Konfidenzintervalle, KI) wurden durch Analyse von
Plasmaproben von gesunden Blutspendern bestimmt und wie folgt festgelegt (Becher
et al., 2018):

PC-Aktivitat: 79-150%
D-Dimer: 0-0,5 mg/l
TAT-Komplexe: 0-3,9 ng/ml
F1+2: 0-0,34 nmol/l

Neben den etablierten Gerinnungsparameter wurde ein kleines Blutbild, die
Infektparameter sowie weitere in Tabelle 7 aufgelistete Parameter an den definierten

Zeitpunkten analysiert.
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Tabelle 7: Laborparameter an Tag 0, 1, 3 und 6

APC, aktiviertes Protein C; CRP, C-reaktives Protein; F 1+2, Prothrombinfragment 1 und 2; GFR, glomerulére Filtrationsrate;
INR, International Normalized Ratio; PC-Aktivitat, Protein C-Aktivitat; PCT, Procalcitonin; PTT, partial thromboplastin time;
TAT, Thrombin-Antithrombin-Komplex

Leukozyten

Blutbild Hamoglobin

Thrombozyten
INR
PTT

D-Dimere

Gerinnungsparameter PC-Aktivitat
F1+2

TAT-Komplexe
APC

Harnstoff

Niere Kreatinin
GFR
CRP
PCT

Infektparameter

Ischamie-Marker Laktat

2.3.2 Bestimmung von aktiviertem Protein C

Die Bestimmung von APC erfolgte mittels eines Oligonucleotide-Enzyme-Capture-
Assay-basierten Testverfahrens.

Vor der Blutabnahme zur Bestimmung von APC wurden den Standard Citrat
Monovetten® (Sarstedt, Numbrecht, Deutschland) Bivalirudin (Angiox®, The
Medicines Company, Oxfordshire, Vereinigtes Koénigreich Grof3britannien) und
Aprotinin  (Applichem, Darmstadt, Germany) hinzugefligt, um eine endglltige
Konzentration von 250 pg/ml (115 pM) und 500 KIU/ml zu erhalten.

Das OECA Verfahren ist eine Form des ELISA. Es stellt eine besondere Form des
indirekten ELISA-Verfahrens dar (sog. Sandwich-ELISA). Hierbei erfolgt zuerst das
Auftragen eines Catcher-Molekils, welches an die Mikrotitrationsplatte bindet. Dieser
Catcher bindet hochspezifisch den Analyten. Die Rolle des Catcher-Molekuls wird in
dem verwendeten Verfahren von einem fur APC hochspezifischen Aptamer, single-
stranded deoxyribonucleic acid (einzelstrangige Desoxyribonukleinsdure, ssDNA)
Aptamer HS02-52G, ubernommen (Mduller et al., 2012). Es folgt das Auftragen des
Analyten und somit eine hochaffine Bindung des Analyten an den Catcher.
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Uberschussiges Analysat wird durch einen Waschvorgang entfernt. Da der Analyt
selbst ein Enzym ist, erfolgt der Nachweis desselben durch die direkte
Substratumsetzung mittels eines fluorogenen Substrates. Als Peptidsubstrat wurde
Pefaflour Pca (Pefa-5791) (Pentapharm, Basel, Schweiz), bestehend aus einer
Aminosaurekette und dem Farbstoff 7-Amino-4-Methylcoumarin (AMC), verwendet:
Pyrimidin-Prolin-Arginin-AMC-Acetat. Durch die proteolytische Spaltung des
Substrates mittels APC wird ein Indikator freigesetzt, der fluorometrisch gemessen
werden kann. Die Floureszenzemission pro Zeiteinheit ist dabei proportional zur
vorhandenen Menge an Enzym, also an APC. Ein genauer Ablauf des OECA-

Verfahrens ist in Abbildung 10 dargestellt.

Pyrimidin-Prolin-
Arginin-AMC-Acetat

cGACT
:
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Cc-G

Cc-G

G-C

Abbildung 10: Oligonucleotide-Enzyme-Capture-Assay, eigene Abbildung

Auftragen des Catcher-Molekiils (ssDNA Aptamer HS02-52G) an den Boden der Mikrotiterplatte. Zugabe des Analyten (APC)
und Bindung des Analyten an den Catcher (ssSDNA Aptamer HS02-52G). Zugabe eines zum Enzym passenden Substrats:
Pyrimidin-Prolin-Arginin-AMC-Acetat, das zu einem nachweisbaren Reaktionsprodukt umgesetzt wird. Messung der
Floureszenzemission: Die Menge des umgesetzten Substrates ist proportional zur Menge des Analyten. AMC, 7-Amino-4-
Methylcoumarin; APC, aktiviertes Protein C; ssDNA, single-stranded deoxyribonucleic acid

Als LOD fur APC wurde im Rahmen des APC-OECA-Verfahrens 0,022 ng/ml
(0,39 pmol/l), als Bestimmungsgrenze (limit of quantification, LOQ) wurde 0,116 ng/ml
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(2,06 pmol/l) ermittelt (Muller et al., 2012). Bei gesunden Probanden war APC durch
diese Methode nicht nachweisbar (Miller et al., 2012). Im Rahmen dieser Studie
wurden nur APC Werte oberhalb des LOQ-Limits verwendet. Mit Hilfe des OECA-
basierten Verfahrens ist eine Bestimmung von APC in ca. 7 Stunden von der
Blutentnahme bis zum Testergebnis moglich.

2.4 Statistische Analyse

Zur statistischen Auswertung wurde das Programm IBM SPSS Statistics (Statistics
27.0, IBM 2020, Vereinigte Staaten von Amerika) verwendet.

Normalverteilte Variablen wurden als Mittelwert mit Standardabweichung angegeben.
Nicht normalverteilte Variablen wurden als Median mit Interquartilsabstand (Interquartil
Range, IQR) angegeben. Diskrete Variablen wurde als Haufigkeiten in Prozentzahlen
(%) angegeben. Zum Vergleich kontinuierlicher Variablen wurde der zweiseitige t-Test
verwendet. Der Chi Quadrat-Test bzw. Fisher Exakt Test wurde zum Vergleich
diskreter Variablen verwendet. Korrelationen zwischen Gerinnungsparametern
wurden mittels Spearman Korrelationskoeffizienten gepruft. Die Berechnung der
geeigneten Cutoff-Werte einzelner Gerinnungswerte fur die Vorhersage des priméaren
Endpunktes wurde mittels Youden-Index durchgefiihrt. Die diagnostische Wertigkeit
einzelner Gerinnungswerte wurde durch Grenzwertoptimierungskurven (receiver
operating characteristics, ROC) und der zugehorigen Flache unter der Kurve (area
under the curve, AUC) ermittelt. Zur Bewertung wurden folgende Kategorien gewahlt
(Safari et al., 2016): 90-100 exzellent, 80-90 gut, 70-80 ausreichend, 60-70
unzureichend. Zur Berechnung der Effektstarke wurde Cramer’s V berechnet. Dabei
gilt nach Kraska-Miller: Werte <0,3 — kleiner Effekt; 0,3 < Wert < 0,7 — mittlerer Effekt;
Werte > 0,7 — grol3er Effekt (Kraska-Miller, 2014).

Zur Analyse unabhangiger EinflussgréfRen auf die abhangige Variable Tod durch
Sepsis wurde zunachst eine univariate und im Anschluss eine multivariate logistische
Regressionsanalyse durchgefihrt. Hierfir wurde als Ergebnis das Quotenverhéltnis
(Odds Ratio, OR) sowie deren KI mit 95%-Konfidenzniveau angeben. Zur
Untersuchung der Gite des Modells wurde Nagelkerkes R-Quadrat berechnet
(Nagelkerke, 1991). Ab einem Wert von 0,5 kann von einem sehr guten Modell
ausgegangen werden (Backhaus et al., 2016). Bei allen genannten statistischen Tests
wurde zweiseitig getestet sowie p=0,05 als Signifikanzniveau festgelegt
(Eckey and Turck, 2006).
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3 ERGEBNISSE

3.1 Patientenpopulation und Basisdaten

In die Studie wurden 48 Patienten eingeschlossen. 38 (79,2%) davon waren mannlich
und 10 (20,8%) weiblich. Das mediane Lebensalter lag bei 63,0 (IQR 51,5-71,0)
Jahren. Die am haufigsten vorkommende Vorerkrankung des Gesamtkollektives war
die arterielle Hypertonie (43,8%), gefolgt von Diabetes mellitus Typ Il (29,2%) und
malignen Erkrankungen (25,0%).

Von allen 48 in die Studie eingeschlossenen Patienten verstarben 19 (39,6%)
innerhalb von 28 Tagen nach Diagnose, wahrend 29 (60,4%) der Studienteilnehmer
Uberlebten (siehe Abbildung 11). In beiden Gruppen lag das mediane Alter bei 63,0
Jahren, hier zeigten sich keine statistisch signifikante Unterscheidung im Vergleich
beider Gruppen (Uberlebende 63,0 Jahre vs. Nicht-Uberlebende 63,0 Jahre; p=1,00).
Innerhalb der mannlichen Subgruppe zeigte sich ebenso kein statistisch signifikanter
Unterschied in Bezug auf das Uberleben (mannliche Uberlebende 79,3% vs.

mannliche Verstorbene 79,0%; p=0,59).

80—

60.4

60—

39.6

40

Inzidenz (%)

20+

Abbildung 11: Inzidenz (%) der 28-Tage Mortalitat des Studienkollektivs
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Hinsichtlich der bei Einschluss in die Studie vorliegenden Vorerkrankungen zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede im Vergleich beider Subgruppen. Einzig in der
Pravalenz einer bestehenden Immunsuppression (Uberlebende 6,9% vs. Nicht-
Uberlebende 26,3%; p=0,07) als auch eines Diabetes mellitus Typ Il (Uberlebende
37,9% vs. Nicht-Uberlebende 15,8%; p=0,09) gab es Unterschiede zwischen den

Subgruppen, die jedoch keine statistische Signifikanz erreichten (siehe Tabelle 8).

Tabelle 8: Basisdaten und Anamnese der gesamten Studienpopulation,
Vergleich Uberlebende und Verstorbene

IQR, interquartil range (25. bzw. 75. Perzentile); n, Anzahl

Gesamt Uberlebende Verstorbene p-Wert
(n=48) (n=29) (n=19)
Alter, Median (IQR) 63,0 (51,5-71,0) 63,0 (51,0-73,0) 63,0 (57,0-68,0) 1,00
Mannlich, n (%) 38 (79,2) 23 (79,3) 15 (79,0) 0,59
Anamnese, n (%)
Diabetes mellitus 14 (29,2) 11 (37,9) 3 (15,8) 0,09
Arterielle Hypertonie 21 (43,8) 15 (51,7) 6 (31,6) 0,17
Dialysepflichtiges 5(10,4) 2 (6,9) 3 (15,8) 0,35
Nierenversagen
Immunsuppression 7 (14,6) 2 (6,9) 5(26,3) 0,07
Maligne Erkrankung 12 (25,0) 6 (20,7) 6 (31,6) 0,44

3.1.1 Klinische Parameter bei Aufnahme auf die Intensivstation

Im Gesamtkollektiv lag bei 24 (50,0%) Patienten eine Pneumonie als Fokus der Sepsis
vor, gefolgt von abdominellen (16,7%), urogenitalen (12,5%) und dermatologischen
(4,2%) Ursachen. Andere Fokusse (u.a. Peritonsillarabszesse und Spondylodiszitis mit
paravertebralem Abszess) waren in 16,7% der Falle urséchlich fur die Entwicklung der
Sepsis (siehe Abbildung 12).

Im Vergleich der Subgruppen bezuglich des Fokus zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den Verstorbenen und Uberlebenden. In beiden Gruppen war
der septische Fokus am haufigsten die Pneumonie (Uberlebende 51,7% vs. Nicht-
Uberlebende 47,4%; p=0,77), gefolgt von einem abdominellen Fokus (Uberlebende
20,7% vs. Nicht-Uberlebende 10,5%; p=0,36) sowie anderen Ursachen, wie z.B.

Peritonsillarabszess oder Spondylodiszitis, welche jeweils nur einmalig auftraten.
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50.0

Pravalenz (%)

Abbildung 12: Pravalenz (%) der septischen Fokusse in der Studienpopulation

Zur objektiven Einschatzung des Gesundheitszustandes der eingeschlossenen
Patienten wurden direkt bei Aufnahme auf die Intensivstation (Tag O0)
intensivmedizinisch etablierte Scores erhoben. Der SAPSII Score hatte im
Patientenkollektiv einen medianen Wert von 57,0 (IQR 49,0-68,5). Der SOFA Score
lag bei 12,0 (IQR 11,0-14,0) und der APACHEII Score hatte einen medianen Wert von
27,5 (IQR 23,0-32,0). Alle Scores zeigten erhdhte Werte, welche mit einem erhdhten
Mortalitatsrisiko einhergehen. Es zeigte sich jedoch keine signifikante Differenz
(p>0,05) zwischen den Uberlebenden und den Nicht-Uberlebenden zu Studienbeginn.
Der DIC Score zeigte in beiden Gruppen eine gleiche Verteilung. Sowohl in der Gruppe
der Verstorbenen als auch in der Gruppe der Uberlebenden lag der DIC Score bei 3
(IQR 3-4) Punkten. Entsprechend der Score Interpretation kann hier nicht von einer
manifesten DIC ausgegangen werden.

30 (62,5%) Patienten litten an einem Nierenversagen, darunter 17 (35,4%) mit
Dialysepflichtigkeit. Eine invasive Beatmung war an Tag O bereits bei 34 (70,8%)
Patienten notwendig. Auch hier zeigten sich keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den Uberlebenden und den verstorbenen Patienten (p>0,05).
Eine Ubersicht der klinischen Parameter zu Studienbeginn (Tag 0) ist in Tabelle 9
aufgefuhrt.
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Tabelle 9: Klinische Parameter der gesamten Studienpopulation,
Vergleich Uberlebende und Verstorbene
APACHE, Acute Physiology and Chronic Health Evaluation; DIC, disseminated intravascular coagulation; IQR,

interquartile range (25. bzw. 75. Perzentile); n, Anzahl; SAPS, Simplified Acute Physiology Score; SOFA,
Sequential Organ Failure Assessment

Gesamt Uberlebende Verstorbene p-Wert
(n=48) (n =29) (n=19)
Beatmung, n (%) 34 (70,8) 20 (69,0) 14 (73,7) 0,73
Nierenversagen, n (%) 30 (62,5) 16 (55,2) 14 (73,7) 0,20
Dialyse, n (%) 17 (35,4) 9 (31,0) 8 (42,1) 0,44
Septischer Fokus, n (%)
Pneumonie 24 (50,0) 15 (51,7) 9 (47,4) 0,77
Haut 2(4,2) 1(3,5) 1(5,3) 0,76
Abdominal 8 (16,7) 6 (20,7) 2 (10,5) 0,36
Urogenital 6 (12,5) 3(10,3) 3 (15,8) 0,58
Andere 8 (16,7) 4 (13,8) 4(21,1) 0,51
Scores, Median (IQR)
SOFA Score 12,0 (11,0-14,0) 12 (10,0-14,0) 12 (11,0-14,0) 0,21
SAPS Il Score 57,0 (49,0-68,5) 56 (42,0-66,0) 57,5 (51,75-69,75) 0,31
APACHE Il Score 27,5 (23,0-32,0) 27,0 (23,0-31,0) 30,0 (24,0-37,0) 0,15
DIC Score 3(3-4) 3(3-4) 3 (3-4) 1,00

Die Gesamtliegedauer auf der Intensivstation im untersuchten Patientenkollektiv
betrug im Median 12,0 (IQR 4,0 Tage - 20,0 Tage) Tage. Die kirzeste Liegedauer lag
bei einem Tag, die l&angste bei 52 Tagen. Im Vergleich der Subgruppen lasst sich ein
signifikanter Unterschied der Liegedauer auf der Intensivstation feststellen. Die
Uberlebenden Patienten hatten eine signifikant langere Liegedauer auf Intensivstation
als die verstorbenen Patienten (20,0 Tage vs. 4,0 Tage; p=0,0001)
(siehe Abbildung 13).
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Abbildung 13: Liegedauer auf Intensivstation (Tage): Gesamtpopulation, Vergleich
Uberlebende und Verstorbene

Jeder Punkt stellt einen Patienten dar. Der Balken steht fiir den Median, die Whiskers stellen die 25. bzw. 75. Perzentile dar

3.1.2 Basislabor Parameter

Bei allen eingeschlossenen Patienten wurde ein Basislabor abgenommen. In allen
Patientenproben zeigten sich erhéhte Infektionsparameter: PCT lag im Median bei
26,1 pg/l (IQR 1,6-48,6). Das CRP war mit einem medianen Wert von 208,0 mg/l (IQR
121,0-302,0) deutlich iber dem Referenzwert (<5 mg/l). Ebenso waren die Leukozyten
mit 11,7 x 10%%/ (IQR 5,6-20,9) deutlich erhoht. Kreatinin als organspezifischer
Biomarker der Nieren war mit 1,83 mg/dl (IQR 0,92-3,58) erhtht (Referenzwert:
Manner 0,8-1,2 mg/dl; Frauen 0,7-1,1 mg/dl). Der Laktatwert war mit 3,1 mmol/l (IQR
1,5-5,5 mmol/l) im gesamten Patientenkollektiv erhéht (Referenzwert: <2mmol/l).
Einzig die Lactatwerte an Tag O waren in der Gruppe der Nicht-Uberlebenden
signifikant hoher als in der Gruppe der Uberlebenden (5,0 vs. 2,6 mmol/l; p=0,04).
Ansonsten zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der Laborwerte zwischen den
Subgruppen. Eine Ubersicht der Laborparameter der Gesamtpopulation, sowie eine
Gegeniiberstellung der Uberlebenden und Verstorbenen, an Tag 0 ist in Tabelle 10

dargestellt.
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Tabelle 10: Laborparameter an Tag 0 in der Gesamtpopulation,
Vergleich Uberlebende und Verstorbene

Angaben in Median (IQR); CRP, C-reaktives Protein; GFR, glomerulare Filtrationsrate; IQR,
interquartil range (gibt die 25. bzw. 75. Perzentile an); n, Anzahl; PCT, Procalcitonin

Gesamt Uberlebende Verstorbene p-Wert
(n = 48) (n =29) (n=19)
PCT (ug/l) 26,1 (1,6-48,6) 36,9 (4,3-54,2) 3,7 (1,2-26,1) 0,12
CRP (mg/l) 208,0 221,5 206,0 0,60
(121,0-302,0) (129,5-286,0) (46,6-306,0)
Kreatinin (mg/dl) 1,8 (0,9-3,5) 1,4 (0,9-2,7) 2,1(0,8-5,1) 0,33
GFR (ml) 37,6 (20,6-76,0) 47,0 (20,5-93,5) 32,9 (25,5-68,0) 0,21
Lactat (mmol/l) 3,1(1,5-5,5) 2,6 (1,5-3,8) 5,0 (1,8-8,4) 0,04
Hamoglobin (g/dl) 11,5(9,6-13,9) 12,7 (9,5-14,7) 11,7 (8,4-14,1) 0,25
Leukozyten (1021 11,7 (5,6-20,9) 10,8 (5,8-18,9) 18,3 (3,7-22,4) 0,47
Harnstoff (mg/dl) 72,9 77,9 53,3 (27,7-75,7) 0,13

(39,4-103,7)

(42,2-114,0)
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3.2 Gerinnungsparameter
3.2.1 Zeitlicher Verlauf der Gerinnungsparameter in der Gesamtpopulation

Zur Gesamtbeurteilung der Gerinnung wurden folgende globale Gerinnungsparameter
zu Studienbeginn (Tag 0), nach 24 Stunden (Tag 1), an Tag 3 und Tag 6 gemessen:
INR bzw. Quick-Wert, PTT und Thrombozyten. Zudem wurden die
Gerinnungsparameter TAT, F 1+2, D-Dimere und PC-Aktivitat zur Beurteilung der

Aktivitat der plasmatischen Gerinnung bestimmit.
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Abbildung 14: Boxplots der INR-Werte in der Gesamtpopulation gemessen an
Tag0,1,3und 6

Die Box entspricht dem 1. bzw. 3. Quartil; der Teiler entspricht dem Median; die Whisker entsprechen den
95%-Konfidenzintervallen; die Kreise stellen Ausrei3er dar; INR, International Normalized Ratio

An Tag 0 lag der INR in der Gesamtpopulation im Median bei 1,20 (IQR 1,09-1,40) und
lag somit leicht Uber dem Referenzbereich. An den darauffolgenden Untersuchungen
an Tag 1 (1,16; IQR 1,06-1,27), Tag 3 (1,06; IQR 1,02-0,15) und Tag 6
(1,10; IQR 1,05-1,18) lagen die INR-Werte der Gesamtpopulation im Referenzbereich.
Maximalwerte wurden an Tag 0 (3,04) und Tag 1 (2,83) gemessen
(siehe Abbildung 14).

43



Ergebnisse

150
— 100
Q
0
— o
I_ 8 O
"7
D [ [ [ [
Q N i) ©
/\@Q} &‘b(b &rz,.'tb «ra.'tb

Abbildung 15: Boxplots der PTT-Werte (sek) in der Gesamtpopulation gemessen an
Tag0,1,3und 6

Die Box entspricht dem 1. bzw. 3. Quartil; der Teiler entspricht dem Median; die Whisker entsprechen den
95%-Konfidenzintervallen; die Kreise stellen Ausreier dar; PTT, partial thromboplastin time

Die PTT-Werte zeigten sich initial in der Gesamtpopulation normwertig (32 sek;
IQR 26-40). Auch in den darauffolgenden Messungen an Tag 1 (33 sek; IQR 28-36),
Tag 3 (31 sek; IQR 29-35) und Tag 6 (30 sek; IQR 25-34) blieben die Werte im
Referenzbereich. Die hochsten Werte (68 sek) wurden an Tag O, sowie an Tag 3
(118 sek) gemessen (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 16: Boxplots der Thrombozyten-Werte (10%I) in der Gesamtpopulation
gemessen an Tag 0, 1, 3 und 6

Die Box entspricht dem 1. bzw. 3. Quartil; der Teiler entspricht dem Median; die Whisker entsprechen den
95%-Konfidenzintervallen; die Kreise stellen AusreiRer dar

Die Thrombozyten waren zu Beginn der Studie in der Gesamtpopulation normwertig
(182x10%1; IQR 119-275). An Tag 1 (147x10%1; IQR 77-232) und Tag 3 (137x10%I;
IQR 65-212) nahmen die Werte im Vergleich zu Tag 0 ab und sanken unter den
Referenzbereich. An Tag 6 (165x10%/1; IQR 94-222) war ein leichter Anstieg, innerhalb
des Referenzbereiches, zu messen. Die Maximalwerte wurden zu Beginn der Studie
(Tag 0) mit 567x10°%/1 gemessen (siehe Abbildung 16).
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Abbildung 17: Boxplots der TAT-Werte (ng/ml) in der Gesamtpopulation gemessen
anTag0,1,3und6

Die Box entspricht dem 1. bzw. 3. Quartil; der Teiler entspricht dem Median; die Whisker entsprechen den
95%-Konfidenzintervallen; die Kreise stellen Ausreier dar; TAT, Thrombin-Antithrombin-Komplex

Die TAT-Werte (13,8 ng/ml; IQR 7,5-21,2) in der Gesamtpopulation waren an Tag 0
erheblich erhéht. Im Verlauf der Studie zeigten die TAT-Werte in der gesamten
Studienpopulation eine kontinuierliche Abnahme. Die Werte waren im Median stets
oberhalb des Referenzbereichs (<4,1 ng/ml). Die Maximalwerte wurden innerhalb der
ersten 24 Stunden (Tag 0 und Tag 1) mit 60,0 ng/ml gemessen (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 18: Boxplots der F 1+2-Werte (nmol/l) in der Gesamtpopulation gemessen
anTag0,1,3und6

Die Box entspricht dem 1. bzw. 3. Quartil; der Teiler entspricht dem Median; die Whisker entsprechen den
95%-Konfidenzintervallen; die Kreise stellen Ausreier dar; F 1+2, Prothrombinfragmente 1 und 2

Die F 1+2 Werte waren initial normwertig (0,37 nmol/l; IQR 0,14-0,65) und erreichten
ihr Maximum (0,54 nmol/l; IQR 0,27-0,82) an Tag 3. Maximalwerte wurden bei allen
Messungen mit 1,20 nmol/l gemessen (siehe Abbildung 18).
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Abbildung 19: Boxplots der D-Dimere (mg/l) in der Gesamtpopulation gemessen an
Tag0,1,3und 6

Die Box entspricht dem 1. bzw. 3. Quartil; der Teiler entspricht dem Median; die Whisker entsprechen den
95%-Konfidenzintervallen; die Kreise stellen AusreiRer dar

Alle eingeschlossenen Patienten zeigten erhéhte D-Dimere an Tag 0 (5,57 mgll;
IQR 3,55-11,71). Diese stiegen im Verlauf des septischen Schocks stetig an
(Tag 1: 4,79 mg/l; IQR 3,19-8,64; Tag 3: 7,27 mg/l; IQR 3,23-16,04). Ihr Maximum
erreichten sie an Tag 3 mit 7,27 mg/l (IQR 3,23-16,04). Maximalwerte wurden an Tag
6 mit 49,90 mg/l gemessen (siehe Abbildung 19).
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Abbildung 20: Boxplots der PC-Aktivitat (%) in der Gesamtpopulation gemessen an
Tag0,1,3und 6

Die Box entspricht dem 1. bzw. 3. Quartil; der Teiler entspricht dem Median; die Whisker entsprechen den
95%-Konfidenzintervallen; die Kreise stellen Ausreil3er dar; PC-Aktivitat, Protein C-Aktivitat

Die PC-Aktivitat war reduziert unter 70,0% bei 33 (68,8%) Patienten zum Zeitpunkt des
Studienbeginns (Tag 0). Eine PC-Aktivitdt oberhalb 70,0% wurde bei 22 (45,8%)
Patienten gemessen am Tag 6. Im Verlauf zeigten die Werte der PC-Aktivitat eine
kontinuierliche Zunahme von 55,8% (IQR 43,85-74,60) an Tag 0 auf 87,2%
(IQR 63,25-107,68) an Tag 6 in der Gesamtpopulation. Maximalwerte wurden an
Tag 3 (149,0%) und Tag 6 (150,0%) gemessen (siehe Abbildung 20).
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3.2.2 Zeitlicher Verlauf der Gerinnungsparameter im Vergleich Uberlebende versus

Verstorbene

Zur Gesamtbeurteilung der Gerinnung wurden folgende globale Gerinnungsparameter
zu Studienbeginn (Tag 0), nach 24 Stunden (Tag 1), an Tag 3 und Tag 6 gemessen:
INR bzw. Quick-Wert, PTT und Thrombozyten. Zudem wurden die
Gerinnungsparameter TAT, F 1+2, D-Dimere und PC-Aktivitat zur Beurteilung der
Aktivitat der plasmatischen Gerinnung bestimmt. Im folgenden Kapitel werden nun die

Gerinnungsparameter der Uberlebenden den Verstorbenen gegeniibergestellit.
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Abbildung 21: Boxplots der INR-Werte an Tag 0, 1, 3 und 6 im Vergleich Uberlebende
vs. Verstorbene

Die Box entspricht dem 1. bzw. 3. Quartil; der Teiler entspricht dem Median; die Whisker entsprechen den
95%-Konfidenzintervallen; die Kreise stellen Ausrei3er dar; INR, International Normalized Ratio

Die INR-Werte waren zu Studienbeginn und zum Ende der Studie hin in der Gruppe
der Verstorbenen leicht hoher als in der Gruppe der Uberlebenden
(Tag 0: Uberlebende 1,18 vs. Nicht-Uberlebende 1,21; p=0,15; Tag 6: Uberlebende
1,09 vs. Nicht-Uberlebende 1,17; p=0,37). Es konnte jedoch weder zu Beginn der
Studie noch im weiteren Verlauf ein signifikanter Unterschied zwischen den
Uberlebenden und den  Verstorbenen  festgestellt  werden (p>0,05)
(siehe Abbildung 21).
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Abbildung 22: Boxplots der PTT-Werte (sek) an Tag 0, 1, 3 und 6 im Vergleich
Uberlebende vs. Verstorbene

Die Box entspricht dem 1. bzw. 3. Quartil; der Teiler entspricht dem Median; die Whisker entsprechen den
95%-Konfidenzintervallen; die Kreise stellen Ausrei3er dar; PTT, partial thromboplastin time

Zwischen den Subgruppen konnte kein signifikanter Unterschied der PTT-Werte
festgestellt werden. Der Hochstwert (118 sek) wurde an Tag 3 in der Gruppe der
Verstorbenen gemessen. Auch zu diesem Zeitpunkt zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zu den Verstorbenen (Uberlebende 31 sek vs. Verstorbene 32 sek;
p=0,51) (siehe Abbildung 22).
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Abbildung 23: Boxplots der Thrombozyten (10%I) an Tag 0, 1, 3 und 6 im Vergleich
Uberlebende vs. Verstorbene

Die Box entspricht dem 1. bzw. 3. Quartil; der Teiler entspricht dem Median; die Whisker entsprechen den
95%-Konfidenzintervallen; die Kreise stellen Ausrei3er dar

Die Thrombozyten waren zu Beginn der Studie in beiden Gruppen normwertig
(Uberlebende 181x10%I vs. Nicht-Uberlebende 186x10%I; p=0,59). Nach 24 Stunden
(Tag 1) waren die Thrombozyten in der Gruppe der Verstorbenen unterhalb des
Referenzbereiches (Uberlebende 171x10%1 vs. Nicht-Uberlebende 126x109%/1; p=0,41).
An Tag 3 zeigte sich in der Gruppe der Verstorbenen eine deutliche Thrombozytopenie
(85x10%1; IQR 58-192). Zwischen den Subgruppen konnte nur zum letzten Zeitpunkt
der Studie (Tag 6) ein signifikanter Unterschied (Uberlebende 187x109%1 vs.
Nicht-Uberlebende 93x109%/; p=0,004) festgestellt werden (siehe Abbildung 23).
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Abbildung 24: Boxplots der TAT-Werte (ng/ml) an Tag 0, 1, 3 und 6 im Vergleich
Uberlebende vs. Verstorbene

Die Box entspricht dem 1. bzw. 3. Quartil; der Teiler entspricht dem Median; die Whisker entsprechen den
95%-Konfidenzintervallen; die Kreise stellen Ausrei3er dar; TAT, Thrombin-Antithrombin-Komplexe

Die gemessenen TAT-Werte an Tag O waren in der Gruppe der Verstorbenen erheblich
erhoht (19,4 ng/ml). Sie waren zu diesem Zeitpunkt signifikant héher im Vergleich zur
Gruppe der Uberlebenden (Verstorbene 19,4 ng/ml vs. Uberlebende 10,1 ng/ml;
p=0,01). Im weiteren zeitlichen Verlauf nahmen die Werte in beiden Gruppen ab.
An Tag 1 (Verstorbene 17,7 ng/ml vs. Uberlebende 11,5 ng/ml; p=0,19), Tag 3
(Verstorbene 16,9 ng/ml vs. Uberlebende 10,2 ng/ml; p=0,10) und Tag 6 (Verstorbene
10,3 ng/ml vs. Uberlebende 6,9 ng/ml; p=0,07) zeigten sich zunehmend niedrigere
Werte. Deutlich zu erkennen ist, dass die Verstorbenen durchgehend héhere Werte
aufwiesen als die Uberlebenden. Es zeigte sich nur zu Beginn der Studie (Tag 0) ein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen (Verstorbene 19,4 ng/ml vs.
Uberlebende 10,1 ng/ml; p=0,01) (siehe Abbildung 24).
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Abbildung 25: Boxplots der F 1+2-Werte (nmol/l) an Tag 0, 1, 3 und 6 im Vergleich
Uberlebende vs. Verstorbene

Die Box entspricht dem 1. bzw. 3. Quartil; der Teiler entspricht dem Median; die Whisker entsprechen den
95%-Konfidenzintervallen; die Kreise stellen Ausrei8er dar; F 1+2, Prothrombinfragmente 1 und 2

Die F 1+2 Werte waren zu Studienbeginn in der Subgruppe der Uberlebenden leicht
vermindert (0,30 nmol/l; IQR 0,10-0,60). In der Gruppe der Verstorbenen zeigten sich
Normalwerte (0,50 nmol/l; IQR 0,30-0,80). Nach 24 Stunden waren die gemessenen
F 1+2 Werte in beiden Gruppen normwertig (Referenzbereich 0,4-1,1 nmol/l). An
Tag 3 zeigten sich in der Gruppe der Verstorbenen die meisten Hochtswerte
(0,70 nmol/l; IQR 0,30-1,10). Es zeigte sich Uber den gesamten Zeitraum der Studie
kein  signifikanter = Unterschied  zwischen  den  Subgruppen  (p>0,05)
(siehe Abbildung 25).
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Abbildung 26: Boxplots der D-Dimere (mg/l) an Tag 0, 1, 3 und 6 im Vergleich
Uberlebende vs. Verstorbene

D-Dimere (mg/L)

Die Box entspricht dem 1. bzw. 3. Quartil; der Teiler entspricht dem Median; die Whisker entsprechen den
95%-Konfidenzintervallen; die Kreise stellen AusreiRer dar

Die D-Dimere zeigten in der Subgruppe der verstorbenen Patienten eine stetige
Erh6éhung im Verlauf der Beobachtung. Ab dem zweiten Beobachtungstag (Tag 1)
zeigten sich signifikante Unterschiede (Verstorbene 10,5 mg/l vs. Uberlebende
3,6 mg/l; p=0,04) im Vergleich zur Subgruppe der Uberlebenden. Auch an den
weiteren Zeitpunkten Tag 3 (Verstorbene 20,5 mg/l vs. Uberlebende 4,1 mg/l; p=0,02)
und Tag 6 (Verstorbene 25,1 mg/l vs. Uberlebende 5,7 mg/l; p<0,01) waren signifikante

Unterschiede zwischen den Subgruppen festzustellen (siehe Abbildung 26).
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Abbildung 27: Boxplots der PC-Aktivitat (%) an Tag O, 1, 3 und 6 im Vergleich
Uberlebende vs. Verstorbene

Die Box entspricht dem 1. bzw. 3. Quartil; der Teiler entspricht dem Median; die Whisker entsprechen den
95%-Konfidenzintervallen; die Kreise stellen Ausreil3er dar; PC-Aktivitat, Protein C-Aktivitat

Die PC-Aktivitat war zu Studienbeginn in der Gruppe der Uberlebenden und in der
Gruppe der Verstorbenen erheblich reduziert unter 70,0%. Bei den Verstorbenen
wurde bei Studienbeginn (Tag 0) bei 19 (39,6%) Patienten eine PC-Aktivitat unterhalb
70,0% gemessen. In der Gruppe der Uberlebenden wurde bei 14 (29,2%) Patienten
eine PC-Aktivitat unterhalb 70% gemessen. Im weiteren Verlauf nahmen die Werte der
PC-Aktivitat in beiden Subgruppen kontinuierlich zu. Die Hdchstwerte wurden an
Tag 6 in der Gruppe der Verstorbenen gemessen (87,2%; IQR 63,25-107,68). Hier
wurde bei 18 (37,5%) Patienten aus der Gruppe der Verstorbenen eine PC-Aktivitat
oberhalb 70% gemessen. Auch wenn die PC-Aktivitat in der Gruppe der Verstorbenen
stets hoher war als in der Gruppe der Uberlebenden, zeigte sich zu keinem Zeitpunkt

ein statistisch signifikanter Unterschied (alle p-Werte >0,05) (siehe Abbildung 27).
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3.3 Aktiviertes Protein C

APC lag bei 45 (93,5%) Patienten in mindestens einem Messwert innerhalb der vier
Blutabnahmen uber der LOQ. Bei allen Nicht-Uberlebenden Patienten wurden erhéhte
Messwerte festgestellt (siehe Abbildung 30). Die héchsten Werte wurden nach 24
Stunden (Tag 1) bei 33 (82,5%) Patienten gemessen (siehe Abbildung 28).
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Abbildung 28: Balkendiagramm der Inzidenz-Werte (%) von APC oberhalb des LOQ
in der Gesamtpopulation an Tag 0, 1, 3 und 6

APC, aktiviertes Protein C; LOQ, limit of quantification

Die Inzidenzwerte von APC oberhalb des LOQ nahmen im Laufe der Messungen initial
bis zum Tag 1 zu und fielen dann kontinuierlich unterhalb des LOQ des OECA an
Tag 6 ab. Die hochste Inzidenz zeigte sich an Tag 1 mit 82,5%. Ebenso zeigte sich
bereits zu Beginn der Studie ein erhdhter Inzidenz Wert mit 79,2%. Am letzten Tag der

Datenerhebung war die LOQ bereits auf 63,6% abgefallen.
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3.3.1 Zeitlicher Verlauf von APC in der Gesamtpopulation
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Abbildung 29: Boxplots der APC-Werte (ng/ml) in der Gesamtpopulation gemessen
anTag0,1,3und6

Die Box entspricht dem 1. bzw. 3. Quartil; der Teiler entspricht dem Median; die Whisker entsprechen den
95%-Konfidenzintervallen; die Kreise stellen Ausreil3er dar; APC, aktiviertes Protein C

Zu Studienbeginn zeigten sich die Werte von APC in der Gesamtpopulation deutlich
erhoht (0,59 ng/ml; IQR 0,27-0,93). Hier wurde auch der Maximalwerte mit 6,07 ng/ml
gemessen. Im Verlauf zeigten die Werte des APC in der gesamten Studienkohorte
eine kontinuierliche Abnahme von 0,59 ng/ml (IQR 0,27-0,93) zu Studienbeginn, zu
0,40 ng/ml (IQR 0,17-0,67) an Tag 1, zu 0,29 ng/ml (IQR 0,16-0,40) an Tag 3 und auf
0,16 ng/ml (IQR 0,07-0,28) an Tag 6 in der Gesamtpopulation. Abbildung 29 stellt den
Verlauf der APC-Werte der Gesamtpopulation graphisch dar.
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3.3.2 Zeitlicher Verlauf von APC im Vergleich Uberlebende versus Verstorbene
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Abbildung 30: Boxplots der APC-Werte (ng/ml) an Tag 0, 1, 3 und 6 im Vergleich
Uberlebende vs. Verstorbene

Die Box entspricht dem 1. bzw. 3. Quartil; der Teiler entspricht dem Median; die Whisker entsprechen den
95%-Konfidenzintervallen; die Kreise stellen Ausreil3er dar; APC, aktiviertes Protein C

Als primarer Endpunkt der Studie wurde der Zusammenhang zwischen APC und der
Mortalitat untersucht. Im Vergleich der Verstorbenen mit den Uberlebenden zeigten
sich zu Beginn der Studie (Tag 0) signifikant héhere Messwerte in der Gruppe der
Verstorbenen (Uberlebende 0,44 ng/ml vs. Verstorbene 0,95 ng/ml; p<0,004). Im
weiteren Verlauf zeigte sich das APC in beiden Subgruppen abnehmend. So wurden
an den weiteren Zeitpunkten Tag 1 (Verstorbene 0,86 ng/ml vs. Uberlebende
0,39 ng/ml; p=0,18), Tag 3 (Verstorbene 0,35 ng/ml vs. Uberlebende 0,29 ng/ml;
p=0,40) und Tag 6 (Verstorbene 0,11 ng/ml vs. Uberlebende 0,17 mg/l; p=0,94)
kontinuierlich niedrigere Werte gemessen. Es zeigte sich bis auf Tag 0 kein
signifikanter Unterschied zwischen der Subgruppe der Uberlebenden und
Verstorbenen. Der hochste Wert wurde zu Studienbeginn in der Gruppe der
Verstorbenen erreicht mit 6,07 ng/ml. Eine graphische Darstellung des zeitlichen
Verlaufs der APC-Werte im Vergleich der Subgruppen findet sich in Abbildung 30.
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3.4 Korrelation der Parameter

Die Korrelationsanalyse als sekundarer Endpunkt der Studie zeigte signifikante
Korrelationen zwischen APC und den Gerinnungsparametern. So konnte zu
Studienbeginn (Zeitpunkt dO) ein positiver, signifikanter Zusammenhang zwischen
APC und TAT ermittelt werden (r=0,674; p<0,001). Ebenso bestand zwischen APC
und den D-Dimeren (r=0,411; p=0,004), sowie zwischen APC und F 1+2
(r=0,371; p=0,010) ein positiver, signifikanter Zusammenhang. 24 Stunden nach
Studienbeginn (Zeitpunkt d1) konnte ein positiver signifikanter Zusammenhang
zwischen APC und TAT (r=0,402; p=0,010), sowie zwischen APC und den D-Dimeren
(r=0,332; p=0,037) gefunden werden. Auch nach 72 Stunden (Zeitpunkt d3) bestand
ein positiver, signifikanter Zusammenhang zwischen APC und TAT (r=0,500; p=0,001),
APC und D-Dimeren (r=0,435; p=0,006), sowie zwischen APC und F 1+2
(r=0,437; p=0,006). Zum letzten Zeitpunkt der Datenerhebung (d6) waren insgesamt
weniger signifikante Korrelationen wie zu Beginn der Datenerhebung zu finden. Hier
konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen APC und einem etablierten
Gerinnungsparameter ermittelt werden. Eine Zusammenfassung der Korrelationen ist
in Tabelle 11 dargestellt. Eine Korrelation der Parameter mir einer DIC konnte in
unserer Studie nicht festgestellt, da in keiner der beiden Subgruppen eine manifeste

DIC beobachtet werden konnte.

Tabelle 11: Spearmankorrelationen von APC mit Gerinnungsparametern zu
den Zeitpunkten dO0, d1, d3, d6

* p<0,05; die p-Werte geben die Korrelation zwischen APC und den Gerinnungsparametern an den entsprechenden
Studienzeitpunkten wieder

APC, aktiviertes Protein C; d, Tag; F 1+2, Prothrombinfragment 1 und 2; INR, International Normalized Ratio; PC-Aktivitat,
Protein C-Aktivitat; PTT, partial thromboplastin time; TAT, Thrombin-Antithrombin-Komplex

APC APC APC APC
do d1 d3 dé

1 D-Dimere 0,411~ 0,332* 0,435* 0,280
2 TAT 0,674* 0,402* 0,500* 0,156
3 F1+2 0,371* 0,252 0,437* 0,182
4 Thrombozyten 0,047 0,115 -0,047 0,004
5 INR 0,054 0,243 0,227 0,023
6 PTT -0,046 -0,197 -0,05 -0,395
7 PC-Aktivitat -0,238 -0,216 -0,341 -0,297
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3.5 APC und Mortalitat

Als Sekundarer Endpunkt wurde die diagnostische Wertigkeit der APC-Werte
hinsichtlich der 28-Tage Mortalitat evaluiert. Hierzu kalkulierten wir Cutoff-Werte und
fuhrten ROC-Analysen durch. Die Cutoff-Werte wurden hierbei mit Hilfe des Youden-
Index berechnet. Dazu wurden jeweils die Maximal-bzw. Minimalwerte verwendet, um

einen Cutoff mit moglichst hoher Sensitivitat und Spezifitat zu ermitteln.

Tabelle 12: ROC-Analysen, Cutoff-Werte und AUC

APC, aktiviertes Protein C; AUC, area under the curve; F 1+2, Prothrombinfragment 1 und 2; INR, International
Normalized Ratio; max, Maximalwert; min, Minimalwert; PC-Aktivitat, Protein C-Aktivitat; PTT, partial thromboplastin
time; TAT, Thrombin-Antithrombin-Komplex

Cutoff-Wert AUC
D-Dimere max > 21,23 0,662
TAT max 2225 0,667
F 1+2 max =1,03 0,534
Thrombozyten min 2217 0,570
INR max <121 0,547
PTT max = 58,5 0,602
APC max 20,776 0,757
PC-Aktivitat min <40,7 0,544

Die ROC-Analysen erbrachten eine AUC von 0,76 fir APC, eine AUC von 0,67 flir TAT
und eine AUC von 0,66 fir die D-Dimere. Die AUC von TAT ist insgesamt als
,Sschwach®, die AUC von APC als ,ausreichend” einzuordnen (Safari et al., 2016). Es
zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen der AUC von APC und TAT
(p=0,332). Alle Cutoff-Werte der Parameter mit der entsprechenden AUC sind in
Tabelle 12 dargestellt.

Fur die Berechnung des Zusammenhangs zwischen APC und der 28-Tage-Mortalitat
konnten die Daten von insgesamt 47 Patienten verwendet werden. Der beste Cutoff-
Wert fUr die Mortalitat wurde fur APC-Werte Uber 0,77 ng/ml berechnet. Dies ergab
eine Sensitivitdt von 72,2% und eine Spezifitat von 72,4%. Die Anzahl der richtig
Positiven lag bei 61,9%. Die Anzahl der richtig Negativen lag bei 80,8%. Die ROC-
Kurve von APC istin Abbildung 31 dargestellt. Der beste Cutoff-Wert fur die Mortalitat
wurde fir TAT-Werte Uber 22,5 ng/ml berechnet (Sensitivitat 65,5%, Spezifitat 65,5%).
Die Roc-Kurve von TAT ist in Abbildung 32 dargestellt.
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Abbildung 31: ROC-Kurve von APC fur die Vorhersage der Mortalitat

Die schwarze Linie stellt die ROC-Kurve mit der AUC fiir APC dar; die rote Linie beschreibt die AUC 0,5; APC, aktiviertes
Protein C; AUC, area under the curve; max, maximal; ROC, receiver operating characteristics
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Abbildung 32: ROC-Kurve von TAT flr die Vorhersage der Mortalitat

Die schwarze Linie stellt die ROC-Kurve mit der AUC fuir TAT dar; die rote Linie beschreibt die AUC 0,5; AUC, area under the
curve; max, maximal; ROC, receiver operating characteristics; TAT, Thrombin-Antithrombin-Komplex
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Tabelle 13: Kreuztabelle APC

Cutoff von APC20,77 ng/ml; APC, aktiviertes Protein C

Uberlebende Verstorbene Gesamt
< Cutoff Anzahl 21 5 26
% innerhalb Cutoff 80,8% 19,2% 100%
APC Cutoff
2 Cutoff Anzahl 8 13 21
% innerhalb Cutoff 38,1% 61,9% 100%
Anzahl 29 18 47
Gesamt
% innerhalb Cutoff 61,7% 38,3% 100%

Insgesamt betrachtet lagen 26 Félle unterhalb des Cutoffs von APC und 21 Falle
oberhalb des Cutoffs von APC (20,77 ng/ml). Die Population unterhalb des Cutoffs fur
APC zeigte 21 (80,8%) Uberlebende und 5 (19,2%) Verstorbene. In der Population
oberhalb des Cutoffs (APC=0,77 ng/ml) waren 8 (38,1%) Uberlebende und 13 (61,9%)
Verstorbene (siehe Tabelle 13).

Die Analyse des pradiktiven Nutzens von APC hinsichtlich der 28-Tage-Mortalitat als
sekundaren Endpunkt zeigte einen hochsignifikanten Zusammenhang zwischen APC-
Werten Cutoffs  (APC=0,77 Mortalitat
(Chi? = 8,953; p<0,003). Patienten mit APC-Werten oberhalb des Cutoff-Wertes hatten

ein signifikant hoheres Risiko an einem septischen Schock zu versterben. Statistisch

oberhalb des ng/ml) und der

signifikante ebenfalls  fur  D-Dimere
(Chi’= 8,392; p<0,004) und TAT (Chi’= 6,947; p<0,008). Die Effektstarke wurde mit
Hilfe von Cramer’s V berechnet. Es zeigt sich die grofite Effektstarke mit Cramer's V
von 0,436 fur APC, gefolgt von Cramer‘s V von 0,418 fir D-Dimere und 0,380 fur TAT.

Als weiterer sekundéarer Endpunkt der Studie wurde der Einfluss von unterschiedlichen

Zusammenhange  zeigten  sich

Parametern auf die 28-Tage-Mortalitdt untersucht. Hierzu wurde eine univariate,
logistische Regression durchgefihrt. Hierbei wurden folgende Variablen als mdgliche
Einflussgréf3en auf die Mortalitdt verwendet: Geschlecht, Alter, APC max, TAT max,
APACHE II Score und Nierenversagen im Verlauf. Als Pradiktoren fur die 28-Tage
Mortalitat konnten das Nierenversagen im Verlauf (OR 4,04; 95%-KI 1,13-14,02;
p=0,03), der APACHE Il Score (OR 1,13; 95%-KI 1,03-1,22; p=0,04), die
TAT-Komplexe (OR 1,13; 95%-KI 1,01-1,92; p=0,04) und APC (OR 2,93;
95%-KI 1,23-7,31; p=0,02) ermittelt werden. Die weitere Analyse mittels multivariater
logistischer Regression, identifizierte APC (OR 4,253; 95%-KI 1,28-14,11; p = 0,018)
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und das Nierenversagen im Verlauf (OR 0,047; 95%-KI 0,003-0,75; p=0,031) als
unabhangige Pradiktoren fir die 28-Tage Mortalitéat (siehe Tabelle 14).

Tabelle 14: Multivariate logistische Regression

APC, aktiviertes Protein C; APACHE, Acute Physiology and Chronic Health Evaluation; Kl, Konfidenzintervall; max, maximal;
SOFA, Sequential Organ Failure Assessment; TAT, Thrombin-Antithrombin-Komplex

Parameter Odds- p-Wert 95%-K1 Odds- Nagelkerkes R?
Ratio Ratio

Geschlecht 0,534 0,576 [0,059-4,806] 0,530
Alter 1,069 0,242 [0,956-1,194]

APC max 4,253 0,018 [1,282-14,106]

TAT max 1,055 0,183 [0,975-1,142]

APACHE Il Score 1,133 0,283 [0,902-1,423]

Nierenversagen im Verlauf 0,047 0,031 [0,003-0,751]

Das Modell weist mit einem Bestimmtheitsmaf von 0,530 (Nagelkerkes R-Quadrat)

eine sehr gute Gute auf.
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4 DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war die Analyse des diagnostischen Nutzens eines OECA-
Testverfahrens zur Bestimmung von APC bei Patienten im septischen Schock. Dazu
konnten 48 Patienten tUber den Zeitraum eines Jahres in die Studie eingeschlossen
werden. Als primarer Endpunkt wurde die Assoziation von APC mit der 28-Tages
Mortalitat definiert. Als sekundare Endpunkte wurden die Korrelation von APC mit
etablierten Gerinnungsparametern, die diagnostische Wertigkeit von APC, sowie der
pradiktive Nutzen von APC hinsichtlich der 28-Tage Mortalitat festgelegt. In unserer
Studie konnte gezeigt werden, dass in der initialen Phase der Sepsis die APC-Werte
in der Gruppe der Verstorbenen signifikant hoher sind und mit etablierten
Gerinnungsparametern korrelieren. Des Weiteren sind erhohte APC-Werte zu Beginn
der Sepsis unabhangige Pradiktoren fur die 28-Tage Mortalitat. Das OECA-Verfahren
stellt fir die Messung von APC eine schnelle, hoch sensitive und fir den klinischen
Alltag gut durchfiihrbare Methode dar. In der nachfolgenden Diskussion werden die

Ergebnisse der Studie im Hinblick auf die aktuelle Studienlage diskutiert.
4.1 Diskussion der Testmethode

Bisher gibt es keine etablierte Messmethode im klinischen Alltag zur Bestimmung von
endogen zirkulierendem APC. Insgesamt ist die Quantifizierung von APC durch die
kurze Halbwertszeit von nur 20 Minuten, bei kontinuierlicher Inaktivierung durch
endogene Inhibitoren, schwierig (Muller et al., 2012). Ebenso besteht beim Nachweis
von Proteinen in humanen Plasmaproben eine generelle Herausforderung. Das
humane Plasma besteht aus einer Vielzahl verschiedener Proteine, von denen die 22
haufigsten 99% der Proteinmasse ausmachen (Lao et al., 2009). Dies macht die
enorme Herausforderung deutlich, Proteine zu detektieren, die nur in niedrigen
Konzentrationen vorkommen, geringe Halbwertszeiten aufweisen und strukturell
ahnliche Zymogene besitzen.

Aufgrund der wichtigen physiologischen Rolle von APC in der Entwicklung zahlreicher
Erkrankungen, jedoch aktuell noch fehlender etablierter Messmethoden, sind in der
Literatur zahlreiche Methoden zur Bestimmung von APC beschrieben worden.
Oto et al. fassten in einem review von 2020 alle bisherigen Methoden zur APC-
Bestimmung zusammen (Oto et al., 2020). Insgesamt konnten alle bisherigen

Verfahren in drei Kategorien zusammengefasst werden. Dabei wurden ECA-Verfahren

65



Diskussion

(Gruber and Griffin, 1992; Liaw et al., 2003; Orthner et al., 1993), Sandwich-ELISA
Verfahren (Espafa et al.,, 2001; Fernandez et al., 2006; Martos et al., 2016) und
Aptamer-basierte Biosensoren (Erdem and Congur, 2014; Hosseini Ghalehno et al.,
2019; Koyun et al., 2019) verwendet.

Die ECA-Assays basieren auf einem monoklonalen oder polyklonalen Antikérper,
welcher APC bindet. Hierbei wird die amidolytische Aktivitdt von APC als Enzym
genutzt und die Umsetzung eines spezifischen chromogenen Substrates gemessen.
Die LOD dieses Messverfahrens liegt bei 5 pmol/l (Gruber and Griffin, 1992;
Liaw et al., 2003). Im Vergleich zu dem von uns verwendeten OECA-Verfahren mit
einer LOD von 0,39 pmol/l (0,02 ng/ml) ist das ECA-Verfahren weniger sensitiv
(Mller et al., 2012). Die Dauer fur die Durchfihrung dieses Testverfahrens liegt bei
19 bis 300 Stunden (Gruber and Griffin, 1992; Liaw et al., 2003). Dies eignet sich nur
bedingt flr den klinischen Alltag.

Fur die Durchfuhrung eines Sandwich-ELISA Verfahrens werden zwei Antikérper
bendtigt. Einen monoklonalen anti-PC-Antikbrper und einen anti-PC-Inhibitor-
Antikorper. Hierbei wird die APC-Konzentration aus der Differenz der Konzentrationen
an APC-PCI-Komplexen in den beiden Antikorper-Proben bestimmt. Die Durchfiihrung
dauert circa 4 Stunden. Es erfolgt keine direkte Messung von APC. Das von Fernandez
et al. entwickelte ELISA-Verfahren wurde bisher nur im Tiermodell bei M&usen
untersucht (Fernandez et al., 2006). Eine weitere Studie zur Quantifizierung von APC
mittels ELISA von 2016 misst die Summe von frei zirkulierendem APC und APC-PCI-
Komplexen, wodurch eine exakte Messung von APC nur bedingt moglich ist
(Martos et al., 2016).

Die neueste Generation von APC-Testverfahren nutzt Aptamer-basierte Biosensoren
mit Ribonukleinsaure (ribonucleic acid, RNA) oder Desoxyribonukleinsaure
(deoxyribonuleic acid, DNA) (Erdem and Congur, 2014; Hosseini Ghalehno et al.,
2019; Koyun et al.,, 2019). Ghalehno et al. beschrieben die Verwendung eines
selektiven und einfachen elektrochemischen Aptasensors mit Gold Nanopartikeln
unter Verwendung von Methylenblau als Redoxindikator. Hier konnten APC-
Konzentrationen ab 1,78 pmol/l (0,073 ng/ml) detektiert werden. Bisher wurde dieses
Assay jedoch noch nicht in Studien mit humanen Plasmaproben durchgeflhrt
(Hosseini Ghalehno et al., 2019).
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Alle bisherigen Methoden zur Messung von APC unterscheiden sich deutlich
hinsichtlich der LOD, des notwendigen Plasmavolumens der zu untersuchenden
Probe, sowie der Bearbeitungszeit bis zum Vorliegen des Testergebnisses.

Das OECA-Verfahren wurde bisher nur in der Studie von Miller et al. angewendet.
Auffallig ist hierbei die niedrige LOD im Vergleich zu anderen Messverfahren. Ebenso
fallt das APC bei Gesunden, laut Miller et al., beim OECA-Verfahren unter die
Bestimmungsgrenze (LOD) und ist somit weder nachweisbar noch messbar. APC ist
demnach ca. 50-125-mal niedriger beim Gesunden, als dies in anderen Verfahren der
Fall ist, wohingegen bei anderen Messmethoden auch bei Gesunden ein APC
zwischen 23 pmol/l und 41 pmol/l gemessen werden konnte (Liaw et al., 2003;
Martos et al.,, 2016). Eine mdgliche Erklarung dafir kénnte sein, dass die APC-
Konzentration, die bei Muller et al. zur Generierung der Kalibrierungskurve verwendet
wurde, unterschatzt wurde (Oto et al., 2020). Miller dagegen begrindet die niedrige
LOD und hohe Sensitivitat durch das hochspezifische Aptamer HS02-52G (Mller et
al., 2012).

Die Kalibrierung des OECA-Verfahrens wurde mit zwei verschiedenen APC Varianten
durchgefuhrt: rAPC (Xigris©) und plasma derived APC (aus Plasma gewonnenes APC,
pAPC). Bei identischen Konzentrationen beider Produkte wurden durchweg hohere
Messwerte flr rAPC gemessen. Dies ist wahrscheinlich auf die h6here Reinheit, sowie
auf ein anderes Glykosilierungsmuster von rAPC zurtickzufuihren (Muller et al., 2012).
Zur Kalibrierung des OECA-Verfahrens wurde daher das pAPC verwendet, um eine
Unterschéatzung der APC-Plasmaspiegel zu vermeiden. Die LOD des Assays wurde
bei 0,02 ng/ml (0,39 pmol/l) festgelegt und stellt eine im Vergleich zu anderen
Messmethoden niedrigere Nachweisgrenze dar. Die erhdhte Sensitivitat des OECA-
Testverfahrens kann die hohe Pravalenz der Patienten mit erhohten APC-Werten in
unserer Studie erklaren. Dies unterstreicht die Notwendigkeit einer Vereinheitlichung
der Tests zur Vergleichbarkeit zwischen Laboren und Messmethoden.

Mit 100l Plasmavolumen ist das benétigte Plasmavolumen fur das OECA-Verfahren
im Vergleich zu den meisten Messmethoden niedrig. Die bendtigten Plasmavolumen
reichen je nach Messmethode von 2,5ul bis 9000ul (Bauer et al., 1984;
Takazoe et al., 1999). Das geringe Plasmavolumen lasst somit eine Bestimmung im
Rahmen einer laborchemischen Routineuntersuchung im Klinischen Alltag

sicherstellen.
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Das OECA-Verfahren bietet mit einer circa 7-stiindigen Gesamtbearbeitungszeit eine,
im Vergleich zu anderen Verfahren, schnellere Durchfuhrung. Vergleichbare
Messmethoden brauchen zwischen 3 bis 300 Stunden von der Probenentnahme bis
zum Testergebnis (Gruber and Griffin, 1992; Liaw et al, 2003). Eine
Gesamtbearbeitungsdauer von 7 Stunden wirde einen Gebrauch im klinischen Alltag
mit Hinblick auf ein zeithahes Monitoring bei rAPC-Gabe, sowie zur friihzeitigen
Therapieevaluation bei erhéhten prognostischen Mortalitatsmarkern ermdoglichen.
Vorteile von Aptamer-basierten Testverfahren im Vergleich zu Antikdrper-basierten
Verfahren sind die thermische Stabilitat der Aptamere. Sie weisen im Vergleich zu
Antikdrper-basierten Messmethoden auch keine Immunitat auf. Insgesamt sind
Aptamere leicht und ginstig zu produzieren und sind ebenso einfach zu inaktivieren.
Sie lassen sich einfach modifizieren und besitzen eine hohe Spezifitat und Affinitat zu
ihrem Liganden. Ebenso konnte ein Einfluss des Aptamers auf die Aktivitdt von APC
fur das OECA-Verfahren nicht nachgewiesen werden (Muller et al., 2012).

Zusammenfassend bietet die Messung von APC mittels OECA-basiertem
Testverfahren ein standardisiertes Testsystem mit einer niedrigen LOD, kombiniert mit
einer Gesamtbearbeitungszeit von nur 7 Stunden, im Vergleich zu anderen Antikérper-

basierten Testverfahren.
4.2 Diskussion der Ergebnisse
4.2.1 Priméarer Endpunkt

Als primérer Endpunkt wurde die Assoziation von APC mit der 28-Tage-Mortalitat
definiert. In unserer Studie zeigten sich zu Studienbeginn bei 93,5% der Patienten im
septischen Schock erhéhte APC-Werte. Die héchsten Werte wurden nach 24 Stunden
bei 82,5% der Patienten gemessen. In der Subgruppe der Verstorbenen zeigten sich
zu Studienbeginn signifikant hthere APC-Werte als in der Gruppe der Uberlebenden
(p=0,004).

Vorausgegangene Studien bei Patienten mit Sepsis und im septischen Schock
berichten von heterogenen Ergebnissen in Bezug auf die Pravalenz erhéhter APC-
Werte. Die Forschergruppe um Liaw et al. konnte in ihrer Studie, mittels eines ELISA-
basierten Assays mit einem capture Antikdrper erhdhte APC-Werte zu Studienbeginn
bei 32 Patienten mit schwerer Sepsis nachweisen (Liaw et al., 2004). Im Gegensatz
zu unseren Ergebnissen, zeigte diese Studie erhohte APC-Werte in der Gruppe der

Uberlebenden. Mit dem gleichen Assay Format zeigte die Arbeitsgruppe um De Kleijn
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erhohte APC-Werte bei 32 Kindern mit schwerer Meningokokken Sepsis
(de Kleijn et al., 2003). Hier wurden ebenso wie in unserer Studie erhohte APC-Werte
in der Gruppe der Verstorbenen gefunden. Hingegen dieser Studien und unseren
Ergebnissen, ist in anderen Studien nur von einem kleinen Prozentsatz erhhter APC-
Werte bei Patienten mit Sepsis und septischem Schock die Rede (Bernard et al.,
2001b; Mesters et al., 2000). Die hohe Sensitivitat des OECA-Verfahrens stellt eine
maogliche Erklarung fir die hohe Pravalenz von Patienten mit erhéhten APC-Werten in
unserer Studie dar.

Die initial erh6hten APC-Werte bei allen Verstorbenen und bei der Mehrheit der
Uberlebenden lassen auf eine initial suffiziente endotheliale Funktion schlieRen,
welche die initiale Generierung von APC ermdéglicht. Zur Generierung von APC ist ein
funktionsfahiger Thrombomodulin-Thrombin-Komplex, die Integritat des EPCR, sowie
das Vorhandensein seines Zymogens PC, sowie Thrombin notwendig (Colbert and
Schmidt, 2016; Elisen et al.,, 1998; Mohan Rao et al., 2014). Die Integritat des
Endothels lasst sich jedoch ohne simultane Untersuchung entsprechender
endothelialer Parameter, wie Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1), nicht sicher
beurteilen. Hier wéaren weitere Studien, welche den Nutzen von APC als

Surrogatparameter flir die endotheliale Funktion analysieren, notwendig.

Nach dem initialen Anstieg von APC, sank im Verlauf der Studie das APC innerhalb
der ersten 48 Stunden stark herab, einhergehend mit einer abnehmenden
Thrombinbildung, welche sich durch die Abnahme der TAT-Komplexe widerspiegelte.
Dies deckt sich mit der Charakterisierung des Protein C/APC-Systems bei Patienten
mit MODS und schwerer Sepsis in einer vorausgegangen Studie (Borgel et al., 2007).
Die rasche Abnahme von APC nach 48 Stunden lasst sich durch unterschiedliche
Faktoren erklaren. Zum einen kénnte durch die endotheliale Dysfunktion im Rahmen
der Sepsis eine suffiziente Aktivierung von PC nicht mehr gegeben sein. Ebenso ist
die Abnahme von Thrombin und somit die herabgesetzte Aktivierung von PC zu APC
eine mogliche Ursache fur den Abfall des APC im Verlauf. Gleichzeitig kdnnte durch
die Zunahme der Aktivitdt des PCI der abnehmende Verlauf erklart werden. Die
Ergebnisse unserer Studie legen nahe, dass eine abnehmende Gerinnungsaktivierung
eine wichtige Rolle spielen konnte. Dies wird durch die abnehmende
Thrombingenerierung im Verlauf, sowie die signifikante Korrelation zwischen APC und

TAT unterstitzt. Die TAT-Komplexe sind hier als Malf3 fur die zunehmende Inhibierung
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von Thrombin und die damit einhergehende Abnahme der Gerinnungsaktvierung zu

interpretieren.

Die PC-Aktivitat war initial (dO) in der Gesamtpopulation erniedrigt und stieg im Laufe
der Studie kontinuierlich bis an Tag 6 an. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen
erniedrigtem PC und erhdhter Mortalitat im septischen Schock, wie er in zahlreichen
Studien nachgewiesen ist, konnte in unserer Studie nicht nachgewiesen werden
(Alcaraz et al., 1995; Fijnvandraat et al., 1995; Fourrier et al., 1992; Hazelzet et al.,
1994; Hesselvik et al., 1991, Leclerc et al., 1992; Lin et al., 2008; Lorente et al., 1993;
Marlar et al., 1985; Orwoll et al., 2015; Powars et al., 1987, 1993; Roman et al., 1992;
Sapru et al., 2015). Es lasst sich in unserer Studie eine tendenziell negative Korrelation
zwischen APC und seinem Zymogen PC nachweisen. Im Verlauf nahm die Thrombin
Konzentration ab, einhergehend mit einer abnehmenden Aktivierung von PC zu APC.
Es resultierten abnehmende APC-Werte und eine zunehmende PC-Aktivitat im
Verlauf, da die abnehmenden Thrombin-Konzentrationen fur eine abnehmende
Aktivierung von PC zu APC verantwortlich sind. Dies wird durch Mesters et al.
unterstitzt (Mesters et al., 2000). Dem gegeniiber steht die Annahme, dass erniedrigte
PC-Werte mit erniedrigten APC-Werten einhergehen (Bernard et al., 2001b;
Faust et al., 2001; Yan and Dhainaut, 2001).

4.2.2 Sekundarer Endpunkt

Als einer der sekundéren Endpunkte der Studie wurde die diagnostische Wertigkeit
von APC analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass die APC-Werte in der Gruppe der
verstorbenen Patienten mit septischem Schock zu Studienbeginn signifikant héher
sind als in der Gruppe der Uberlebenden. Es zeigte sich ebenso ein signifikanter
Zusammenhang zwischen den APC-Werten oberhalb des Cutoffs und der Mortalitat.
Dies geht mit einer Sensitivitdt von 72,2% und eine Spezifitat von 72,4% einher.
Patienten im septischen Schock mit APC-Werten 20,776 ng/ml hatten ein signifikant
héheres Risiko innerhalb von 28 Tagen zu versterben. Erhohte APC-Werte konnten
zudem als unabhéngige Préadiktoren fur die 28-Tage-Mortalitéat in unserer Studie

identifiziert werden.

Ein Zusammenhang von erhdhten APC-Werten mit der Mortalitat zeigte sich bisher nur

in wenigen Studien. So unterstitzen die Ergebnisse von de Kleijn et al. unsere Studie,
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welche erhbhte APC-Werte, bei 27 von 28 Kindern mit Meningokokken Sepsis und
Purpura fulminans, nach Gabe von PC identifizieren konnten (de Kleijn et al., 2003).
Zur Messung von APC wurde in dieser Studie der ECA von Gruber et al. verwendet
mit einer LOD von 2,5 ng/ml und einer Bearbeitungsdauer von bis zu mehreren Tagen
(Gruber and Griffin, 1992). APC zeigte in dieser Studie eine starke Korrelation mit TAT.
Ein signifikanter Unterschied des APC-TAT-Verhaltnisses zwischen den
Uberlebenden und Verstorbenen konnte hier nachgewiesen werden. Das APC-TAT
Verhaltnis war in der Gruppe der Verstorbenen signifikant hdher und unterstreicht die
Aussage unserer Studie im Hinblick auf erhohte APC-Werte in der Gruppe der
Verstorbenen. Liaw et al. unterstitzt unsere Studienergebnisse im Hinblick auf erhéhte
APC-Werte bei Patienten mit Sepsis (Liaw et al., 2004). In einer Studie mit 32
Patienten mit schwerer Sepsis konnten erhéhte APC-Werte bei 20 von 32 Patienten
gefunden werden. Im Gegensatz zu unserer Studie, waren hier jedoch die APC-Werte
in der Gruppe der Uberlebenden signifikant erhoht. Als Messmethode wurde ein ECA
mit einem monoklonalen Antikérper mit einer LOD von 2,5 ng/ml verwendet. Die
Inkubationszeit betrug in diesem Assay circa 19 Stunden (Liaw et al., 2003). Eine
weitere Studie untersuchte 26 Patienten mit Chemotherapie-induzierter Neutropenie
und infolgedessen schwerer Sepsis und septischem Schock (Mesters et al., 2000).
Hier wurden die APC-Werte ebenso mittels ECA-Verfahren nach Gruber und Griffin
(LOD 2,5 ng/ml) gemessen. Hier zeigten sich, nach 12 Stunden, in der Subgruppe der
Patienten mit septischem Schock erhthte APC-Werte. Dies deckt sich mit den
Ergebnissen unserer Studie. Alle 13 Patienten mit septischem Schock verstarben. Es
konnte hier kein signifikanter Unterschied, zwischen der Subgruppe der Patienten mit
septischem Schock und derer mit schwerer Sepsis, in Hinblick auf die APC-Werte
ermittelt werden. Gegenuber unseren Studienergebnissen stehen die Ergebnisse von
Faust et al. (Faust et al., 2001). In einer Studie bei 14 Kindern mit schwerer
Meningokokken Sepsis lagen nur erniedrigte oder nicht messbare APC-Werte bei allen
14 Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe vor (Faust et al.,, 2001). Die APC-
Messungen wurden in dieser Studie mittels modifiziertem ECA-Verfahren nach
Gruber et al. mit einer LOD von 3 ng/ml durchgefiihrt. Die LOD dieses Verfahrens steht

der LOD von 0,02 ng/ml in dem von uns verwendeten OECA-Verfahrens gegeniber.

Als sekundéarer Endpunkt wurde ebenso die Korrelation von APC mit etablierten

Gerinnungsparametern analysiert. Die im Verlauf der Studie abnehmenden APC-
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Werte gingen mit abnehmenden TAT- und F1+2-Werten einher. Hier konnte eine
signifikante, positive Korrelation von APC mit etablierten Gerinnungsparametern, wie
D-Dimere, TAT und F1+2 nachgewiesen werden. Wir gehen daher davon aus, dass
die abnehmende Thrombingenerierung unter der Therapie fur die abnehmende
Aktivierung von PC zu APC verantwortlich ist, welches sich in den nach 24 Stunden
abnehmenden APC-Werten unserer Studie zeigt. Die Aktivierung von APC wird durch
Thrombin vermittelt und spiegelt den Aktivierungsstatus des plasmatischen
Gerinnungssystems wider. Die initial erhéhten TAT-Werte, als MalRR fiur die
Thrombingenerierung, unterstiitzen die Ergebnisse unserer Studie. So zeigen erhéhte
APC-Werte eine Aktivierung des Gerinnungssystems und korrelieren mit einer

schlechten Prognose.

Als weiterer sekundarer Endpunkt wurde die Korrelation von APC mit DIC definiert.
Hier zeigten sich keine signifikanten Zusammenhange mit dem Studienkollektiv. Die
Verteilung der DIC zeigte sich in der Gruppe der Uberlebenden und bei den
Verstorbenen &hnlich und lag in beiden Subgruppen unterhalb des Grenzwertes fur
eine manifeste DIC. Dies spiegelt nicht die allgemeine Pravalenz einer DIC im Rahmen

eines septischen Schock von circa 35% wider (Okamoto et al., 2016).
4.3 Limitationen

Die Studie schloss 48 Patienten mit septischem Schock ein. Der Anteil der méannlichen
Probanden lag bei 79,2% und ist somit im gesamten Studienkollektiv sehr hoch. Die
Studienpopulation  spiegelt ebenso nur die Versorgungsrealitit an der
Universitdtsmedizin Mannheim wider. Zuletzt lasst die geringe Fallzahl nur eine
bedingte Generalisierung der Studienaussage zu. Es bleibt abzuwarten, ob sich die
Ergebnisse dieser Studie in einer gro3en multizentrischen Studie mit einer hohen
Fallzahl bestatigen lassen.

Durch die Veroffentlichung der neuen Sepsis 3 Leitlinie im Jahre 2016, ruckte die
systemische Reaktion auf eine Infektion in den Fokus der diagnostischen Kriterien
(Singer et al., 2016). Fur die aktuelle geltende Definition einer Sepsis ist nun nicht mehr
die Infektion selbst entscheidend, sondern die durch sie ausgeloste Reaktion mit
resultierenden Organschadigungen. Zur Diagnose wird der SOFA Score
herangezogen. Durch die neuen Sepsis-Kriterien ist eine mogliche Anderung des

Patientenkollektivs unserer Studie denkbar. Der gemessene SOFA Score zu Beginn
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des intensivmedizinischen Aufenthaltes war mit 12,0 (IQR 11,0-14,0) Punkten in
unserem Studienkollektiv bereits per se erhoht. Dies legt die Vermutung nahe, dass
auch unter der aktuellen Sepsis Definition, sich das Studienkollektiv nicht mal3geblich
geéndert hatte, als zum Zeitpunkt unserer Studiendurchfihrung, in der das
Studienkollektiv hach Sepsis-2 Leitlinie ausgewahlt wurde.

4.4 Implikationen fur die klinische Praxis

Die Sepsis, bzw. der septische Schock, stellt mit ihrer inflammatorischen und
thromboembolischen Komponente die Todesursache Nummer drei in Deutschland
dar. Als pradiktiver Faktor konnte APC durch das Erkennen von Patienten mit
erhdhtem Risiko flr ein schlechtes Outcome, zu einer frihzeitigen Erkennung derer
und damit zu einem besseren Outcome beitragen. Eine schnelle und verlassliche
Prognoseeinschatzung konnte so diesen Patienten eine  schnellere
Therapieintervention ermdglichen. Rekombinante APC-Varianten, z.B. ohne
antithrombotische  Wirkung, versprechen ebenso neue therapeutische
Einsatzmoglichkeiten (Griffin et al 2015). Dazu sind standardisierte Messmethoden
zum Monitoring von APC, zur weiteren Entwicklung beim Einsatz von rAPC, zur
Vergleichbarkeit und zur Durchfiihrung von grof3en Studien, dringend notwendig. Das
OECA-Verfahren kdnnte sich daftir mit einer niedrigen LOD und einer Gesamttestzeit
von 7 Stunden zum Standardverfahren etablieren. Zuséatzlich stellt das OECA-
Verfahren, das als Catcher ein Aptamer anstelle eines Antikdrpers benutzt, eine
interessante Alternative zu herkdbmmlichen Verfahren dar. Die gute Reproduzierbarkeit
sowie einfache Modifizierbarkeit des Verfahrens koénnten weitere vielfaltige

Anwendungsmadglichkeiten eréffnen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde der diagnostische Nutzen eines Oligonucleotide-
Enzyme-Capture-Assay-basierten Testverfahrens zur Bestimmung von aktiviertem
Protein C bei Patienten im septischen Schock untersucht. Ziel dieser Arbeit war die
Assoziation von aktiviertem Protein C und der 28-Tage-Mortalitat zu analysieren. Als
sekundére Endpunkte wurden die Korrelation von aktiviertem Protein C mit etablierten
Markern der plasmatischen Gerinnung, sowie der disseminierten intravasale
Koagulopathie, die diagnostische Wertigkeit von aktiviertem Protein C und der
pradiktive Nutzen von aktiviertem Protein C hinsichtlich der 28-Tages-Mortalitat
analysiert.

Insgesamt konnten 48 Patienten mit septischem Schock in die Studie eingeschlossen
werden. Aktiviertes Protein C wurde zu Studienbeginn (d0), nach 24 Stunden (d1),
nach 72 Stunden (d3) und nach 144 Stunden (d6) mittels eines Oligonucleotide-
Enzyme-Capture-Assay-basierten Testverfahrens gemessen. Von den
eingeschlossenen Patienten verstarben innerhalb des Studienzeitraumes von
28 Tagen insgesamt 19 (39,6%) Patienten, wahrend 29 (60,4%) der Studienteilnehmer
Uberlebten. Die Werte von aktiviertem Protein C waren zu Studienbeginn in der Gruppe
der Verstorbenen signifikant erhéht (p=0,004) und zeigten eine starke Korrelation mit
etablierten Gerinnungsparametern wie D-Dimere, Thrombin-Antithrombin-Komplexe
und Prothrombinfragmente 1+2. Werte von aktiviertem Protein C tber 0,77 ng/ml
gingen mit einem erhéhten Mortalitatsrisiko einher. Mittels univariater und multivariater
logistischer Regression konnten das aktivierte Protein C (OR 4,253; 95%-KI 1,28-
14,11; p=0,018) als unabhangiger Pradiktor fir die 28-Tage Mortalitdt analysiert
werden.

Als pradiktiver Faktor kdnnte aktiviertes Protein C, Patienten im septischen Schock mit
erhohtem Risiko flr ein schlechtes Outcome frithzeitig identifizieren. Eine schnelle und
verlassliche Prognoseeinschéatzung mittels Messung von aktiviertem Protein C, kdnnte
so diesen Patienten eine schnellere Therapieintervention ermoglichen. Standardisierte
Messmethoden zum Monitoring von aktiviertem Protein C, zur Vergleichbarkeit und
zur Durchfuhrung von grof3en Studien sind dringend notwendig. Das Oligonucleotide-
Enzyme-Capture-Assay kdnnte sich daftir mit einer niedrigen Bestimmungsgrenze und

einer Gesamttestzeit von nur 7 Stunden zum Standardverfahren etablieren.
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7.2 Anhang DIC Score

Diagnostischer Algorithmus zur Diagnose einer manifesten DIC (Taylor et al., 2001):

1.

4.

Risikobeurteilung:

vorbestehende Grunderkrankung vorhanden, welche bekanntermal3en mit
einer DIC assoziiert ist? (siehe Tabelle 15) Wenn ja, dann weiter mit Punkt 2,
ansonsten kein Vorliegen einer manifesten DIC wahrscheinlich

Globale Gerinnungstests durchfiihren:

Thrombozyten, Prothrombinzeit (PT), Fibrinogen, l16sliche Fibrinmonomere oder
Fibrinabbauprodukte

Score kalkulieren anhand der Ergebnisse der Gerinnungstests
(siehe Tabelle 16: DIC Score (Taylor et al., 2001)Tabelle 16)

Interpretation (siehe Tabelle 17)

Tabelle 15: DIC-assoziierte Grunderkrankungen

DIC, disseminated intravascular coagulation

Sepsis/schwere Infektion (alle Keime)

Trauma (z B. Polytrauma, Neurotrauma, Fettembolie)

Organdestruktion (z.B. schwere Pankreatitis)

maligne Erkrankungen: solide Tumore,
myeloproliferative/ lymphoproliferative maligne

Erkrankungen

Grunderkrankungen, mit bekanntem geburtshilfliche Komplikationen:

Risiko eine manifeste DIC zu entwickeln  Fruchtwasserembolie, vorzeitige Plazentablésung

Gefallanomalien: Kasabach-Merrit-Syndrom, groR3e

GefalRaneurysmen

schweres Leberversagen

schwere toxische oder immunologische Reaktionen:
Schlangenbisse, Freizeitdrogen,

Transfusionsreaktionen, Transplantatabstof3ung
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Tabelle 16: DIC Score (Taylor et al., 2001)

DIC, disseminated intravascular coagulation

Parameter Score-Punkte
Thrombozyten > 100.000/m3 0
50.000 — 100.000/m3 1
< 50.000/m3 2
Fibrinmarker Normal 0
(z.B. D-Dimere, Leicht erhoht 2
Fibrinspaltprodukte) Stark erhdht 3
Prothrombinzeit < 3 Sek. 0
Sek. 1
> 6 Sek 2
Fibrinogen > 19/l 0
< 1g/l 1
Tabelle 17: Interpretation DIC Score
DIC, disseminated intravascular coagulation
Score-Wert Interpretation Empfehlung
> 5 Punkte Manifeste DIC vorhanden Tagliche Wiederholung des
Scores
< 5 Punkte Keine manifeste DIC Wiederholung des Scores in

vorhanden

1-2 Tagen

86



Tabellarischer Anhang

7.3 Anhang SOFA Score

Tabelle 18: SOFA Score (Vincent et al., 1996)

ZNS, zentrales Nervensystem; GCS, Glasgow Coma Scale; MAP, mean arterial pressure

Organsystem Parameter 1 Punkt 2 Punkte 3 Punkte 4 Punkte
Lunge Oxygenierung < 400 < 300 <200 <100
sindex und kiinstliche  und kunstliche
(PaO2/Fi02) Beatmung Beatmung
in mmHg
ZNS GCS 13-14 10-12 6-9 <6
Herz- MAP (mmHg), MAP <70 Dopamin<5/ Dopamin>5/ Dopamin > 15/
Kreislauf Katecholamin Dobutamin Adrenalin/ Adrenalin/
dosis (beliebige Nordrenalin < Noradrenalin >
Dosis mind. 0.1/pg/kg/min  0.1/pg/kg/min
1h)
Leber Bilirubin 1,2-1,9 2,0-5,9 6,0-11,9 >12,0
(mg/dl)
Gerinnung Thrombozyten < 150.000 < 100.000 < 50.000 < 20.000
ful
Nieren Kreatinin 1.2-1,9 2.0-3,4 3.5-4,9 oder > 5,0 oder Urin
(mg/d) Urin < 500 <200 ml/d
ml/d

Es muss der jeweils schlechteste Wert pro Organsystem zur

herangezogen werden.

Auswertung SOFA Score:

Berechnung

Ein Anstieg =22 Punkten spricht fur eine akute Organdysfunktion. Wurde der Score

zuvor nicht erfasst gilt als Vergleichswert 0. Bei stationdren Patienten geht man von

einer Mortalitatsrate von >10% ab einem SOFA Score von 2 aus (Ferreira, 2001).
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7.4 Anhang APACHE Il Score
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APACHE Il Score (Knaus et al., 1985)

Abbildung 33
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Tabellarischer Anhang

Tabelle 18: Auswertung APACHE Il Score

Punktsummenwerte: Minimum: O Punkte; Maximum: 71 Punkte

Punktsummenwert 0-4 5-9 10-14 15-19 20-24

25-29

30-34

>34

Mortalitat (ca.) 4% 8% 15% 25 % 40 %

55 %

75 %

85 %

7.5 Anhang SAPS Il Score

Tabelle 19: SAPS Il Score (Le Gall, 1993)

AIDS, Acquired Immune Deficiency Syndrome; GCS, Glasgow Coma Scale; PaO,, Sauerstoffpartialdruck

Parameter Wert Punkte
<40 0
40-59 7
60-69 12
Alter (Jahren)
70-74 15
75-79 16
>80 18
<40 11
40-69
Herzfrequenz (Schlage/min.) 70-119
120-159
> 160 7
<70 13
Blutdruck 70-99 5
(systolisch, mmHg) 100-199 0
> 200 2
< 39,0 0
Temperatur (°C)
> 39,0 3
_ <100 11
bei Beatmung PaO2
) 100-199 9
(mmHg)/Fi02
> 200
<0,5 11
Urinausscheidung (I/Tag) 0,5-0,99
>1,0
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Tabellarischer Anhang

Parameter

Wert

Punkte

Harnstoff (mg/dl)
oder
Harnstoff-Stickstoff (mg/dl)

<60
60-179
>180
oder
<28
28-83
> 84

0

Leukozyten (103/mm3)

<1,0
1,0-19,9
> 20

Kalium (mmol/l)

<3
3,0-4,9
>5

Natrium (mmol/l)

<125
125-144
> 145

Serum Bikarbonat (mg/l)

<15
15-19
> 20

Bilirubin (mg/dl)

<40
4,0-5,9
>6,0

© b O O W Ok, O Ol W O W w o

GCS (vor Sedierung)

>6
6-8
9-10
11-13
14-15

=N
w o

Vorerkrankungen

metastasierende
Tumorerkrankung
maligne hAmatologische
Erkrankung

AIDS

©o o o1 N

=
o

17

Zuweisung auf die

Intensivstation

geplant chirurgisch
medizinisch

ungeplant chirurgisch

90



Tabellarischer Anhang
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Abbildung 34: Auswertung SAPS Il Score (Le Gall, 1993)

Punktsummenwerte: Minimum: 0 Punkte, Maximum: 163 Punkte

7.6 Anhang Glasgow Coma Scale

Tabelle 20: Glasgow Coma Scale (Teasdale and Jennett, 1974)

Punktsummenwerte: Minimum: 3 Punkte, Maximum: 15 Punkte

Punkte

Augen 6ffnen

verbale Reaktion

motorische Reaktion

6

auf Aufforderung

5

konversationsfahig und

orientiert

gezielt auf Schmerzreiz

spontan

desorientiert

Beugeabwehr

auf Aufforderung

inadaquate AuRRerungen

Beugesynergismen

PN Wb

auf Schmerzreiz

unverstandliche Laute

Strecksynergismen

keine Reaktion

keine Reaktion

keine Reaktion
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