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Zusammenfassung

1 ZUSAMMENFASSUNG

Nach wie vor ist die Sepsis mit all ihren Manifestationen die haufigste Todesursache auf
Intensivstationen. Trotz eines immensen Zuwachses an Erkenntnissen zur Pathogenese der
Sepsis bis hin zu den molekularen Mechanismen bleibt die Mortalitdt der Sepsis nahezu
unverandert hoch. Im Zentrum der pathogenetischen Vorstellungen zur Entwicklung eines
septischen Multiorganversagens steht heute die Fehlregulation potentiell protektiver
Defensivsysteme des septischen Patienten. Dabei hat eine unkontrolliert GberschieRende
Entzindungsantwort letztlich die gleichen deletaren Folgen wie eine exzessive
antiinflammatorische Gegenregulation, die in einer allgemeinen Immunparalyse enden kann.
Charakteristisch hierfir ist die Deaktivierung der Monozyten im peripheren Blut mit einer
verminderten Expression von Oberflachenmolekilen sowie einer abgeschwachten

stimulierbaren Zytokinantwort.

Aus einer groRen Anzahl von Studien geht hervor, dass Sedativa und Anasthetika, die
wahrend einer Operation und zur Behandlung intensivpflichtiger Patienten eingesetzt
werden, die humoralen und zellularen Komponenten des Immunsystems in vitro beeinflussen
kénnen. Die Relevanz dieser Erkenntnisse und die mdglichen beteiligten Mechanismen in
vivo sind jedoch noch wenig erforscht. Insbesondere ist der Einfluss von Anasthetika bei
Sepsispatienten relevant, die im Rahmen der intensivmedizinischen Versorgung uber
mehrere Tage kontinuierlich analgosediert werden. Dabei sind einer aktuellen Untersuchung
zufolge Midazolam und Propofol die am haufigsten eingesetzten Sedativa auf europaischen

Intensivstationen.

In der vorliegenden prospektiv randomisierten Studie wurden daher die Monozytenfunktion
sowie die spontane und stimulierbare Zytokinantwort von intensivtherapiepflichtigen
Patienten mit schwerer Sepsis in Abhangigkeit einer prolongierten kontinuierlichen Infusion
von Midazolam oder Propofol untersucht. Es wurden 24 Patienten mit schwerer Sepsis
konsekutiv aufgenommen. Ausgehend von einer einheitlichen Analgosedierung mit
Midazolam/Fentanyl wurden die Patienten in die beiden gleich groRen Behandlungsgruppen
Midazolam/Fentanyl oder Propofol/Fentanyl randomisiert und Uber einen achttagigen
Zeitraum untersucht. Zusatzlich wurden die Ergebnisse mit den Werten von 6 gesunden

Probanden verglichen.

Die HLA-DR- und CD14-Expression der Monozyten wurde mittels Durchflusszytometrie

bestimmt. Die Zytokinkonzentrationen von TNF-a, IL-6 und IL-10 wurden mittels ,Enzyme
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Zusammenfassung

linked immunosorbant assay“ (ELISA) gemessen. Fir die ex vivo Stimulierung der
Zytokinantwort wurde in einem Vollblutansatz sowohl gramnegatives Endotoxin (LPS) als
auch grampositives Staphylokokkentoxin (SAC-I) verwendet, um zusatzlich den Einfluss des
stimulierenden  Bakterientoxins  darstellen zu kénnen. Zur Einschatzung der
Erkrankungsschwere wurde taglich der Acute Physiology And Chronic Health Evaluation
(APACHE) Il -Score, der Multiple Organ Failure (MOF) -Score und der Sepsis-related Organ
Failure Assessment (SOFA) -Score erhoben. Beide Patientengruppen waren im Alter

vergleichbar und wiesen bei Studieneinschluss vergleichbar hohe Scorewerte auf.

Im Vergleich zu den gesunden Probanden wiesen die Patienten mit schwerer Sepsis eine
signifikant verminderte monozytare HLA-DR-Expression sowie eine signifikant niedrigere
Fraktion der CD14 zweifach positiven Zellen auf. Bei den Patienten mit schwerer Sepsis
fuhrte in der ersten Halfte des Untersuchungszeitraums Propofol, nicht aber Midazolam, zu
einem signifikanten Anstieg der Fraktion der CD14 einfach positiven Zellen, einem Zelltyp
der vornehmlich proinflammatorische Zytokine produziert. Parallel dazu fihrte Propofol, nicht
aber Midazolam, in der ersten Halfte des Untersuchungszeitraums zu einem signifikanten
Anstieg der spontanen IL-6-Konzentration. Die Analyse der spontanen TNF-a-Antwort ergab

dagegen keinen signifikanten Unterschied.

Langzeitsedierung mit Propofol, nicht aber mit Midazolam, fuhrte im Verlauf zu einem
deutlichen Anstieg HLA-DR positiver Monozyten. In einigen Studien zeigte sich bei einer
verminderten monozytaren HLA-DR-Expression eine reduzierte TNF-a-Antwort nach
Stimulierung mit LPS. In der vorliegenden Studie flihrte Propofol zu einer signifikanten
Erholung der im Vergleich zu den gesunden Probanden deutlich supprimierten LPS-
stimulierten TNF-a- und IL-10-Freisetzung, wahrend die Zytokinkonzentrationen bei
Sedierung mit Midazolam auf einem konstant niedrigen Niveau verblieben. Es zeigte sich
ferner, dass diese Erholung der Zytokinkonzentrationen keineswegs fir gramnegatives LPS
spezifisch war. Auch unter Stimulierung mit dem grampositiven Toxin SAC-l war ein
signifikanter Anstieg der TNF-a- und IL-10-Freisetzung mit Propofol, nicht aber mit
Midazolam zu beobachten. Das Gram-Verhalten des stimulierenden Bakterientoxins hatte

keinen Einfluss auf die Zytokinantwort der Sepsispatienten.

In einigen Studien wird eine erhdhte Morbiditats- und Letalitédtsrate bei Patienten mit
anhaltend niedriger HLA-DR-Expression, einhergehend mit einer herabgesetzten TNF-a-
Freisetzung der Monozyten/Makrophagen auf eine Stimulation mit LPS gezeigt. In der
vorliegenden Studie zeigte sich bei den intensivmedizinischen Scorewerten der

Sepsispatienten eine Korrelation mit der sich erholenden Stimulierbarkeit der Zytokinantwort.
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Propofol flihrte sowohl im MOF-, SOFA- als auch im APACHE Il Score zu einer signifikant

schnelleren Erholung der Scorewerte gegentber der Sedierung mit Midazolam.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie weisen darauf hin, dass Midazolam und Propofol im
Rahmen der Langzeitsedierung bei Patienten mit schwerer Sepsis einen unterschiedlichen,
teils kontraren Einfluss auf die spontane Produktion proinflammatorischer und
antiinflammatorischer Zytokine haben. In Anbetracht der Tatsache, dass sowohl hohe
Konzentrationen proinflammatorischer Zytokine, als auch hohe Konzentrationen
antiinflammatorischer Zytokine zu einer vitalen Bedrohung flhren kdnnen, ist die Balance
zwischen pro- und antiinflammatorischen Zytokinen entscheidend. Dies gilt sowohl fir den
Verlauf einer Sepsis mit ihren unterschiedlichen Manifestationen (,systemic inflammatory
response syndrome“ = SIRS oder ,compensatory anti-inflammatory response syndrome* =
CARS), als auch flir mdgliche Therapieansatze. Vor diesem Hintergrund, insbesondere bei
einer maoglichst individuell abgestimmten Therapie der schweren Sepsis intensivpflichtiger
Patienten, kann die Wahl des geeigneten Sedativums durchaus klinische Bedeutung haben.
Darliber hinaus lassen die anhaltend starke Suppression der Monozytenfunktion sowie die
fehlende Erholung der stimulierten Zytokinantwort unter Sedierung mit Midazolam verbunden
mit einer langsameren Erholung der intensivmedizinischen Scorewerte einen glinstigeren

Krankheitsverlauf unter einer Sedierung mit Propofol vermuten.

1.1 SUMMARY

Despite advances in the understanding of the complex phathogenesis, sepsis remains the
most common cause of death in intensive care units. Systemic activation of essentially
protective mechanisms may lead to autodestructive “host defense failure disease” resulting
in multiple organ dysfunction. An excessive systemic inflammatory response will have similar
deleterious consequences as an exessive compensatory anti-inflammatory response that
may lead to a state of immunoparalysis characterised by impaired monocyte function with

decreased HLA-DR expression and impaired stimulated cytokine response.

A huge number of studies have shown that many of the analgesic, sedative, and anaesthetic
agents commonly used both during surgery and in critically ill patients on the intensive care
unit (ICU), modify components of the immune response in vitro. The in vivo relevance of
these findings and the possible mechanisms involved are much less clear. The influence of

anaesthetic agents is in particular relevant in septic ICU patients, receiving continuous
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analgosedation for several days. Pursuant to a recent study midazolam and propofol are the

most commonly used sedative agents in European ICUs.

The aim of this study was to investigate monocyte function and cytokine production in
critically ill patients with severe sepsis with regard to a prolonged continuous infusion of
midazolam and propofol. 24 consecutive patients admitted to ICU fulfiling ACCP/SCCM
criteria for severe sepsis were prospectively studied. Starting from a uniform analgosedation
with midazolam/fentanyl at day 1 the patients were then randomly allocated to one of two
equally sized groups receiving either midazolam/fentanyl or propofol/fentanyl. In addition, the

results were compared to the results obtained in whole blood of 6 healthy volunteers.

Monocyte HLA-DR and CD14 expression was analyzed by flow cytometry. Cytokine
concentration of tumor necrosis factor-a (TNF-a), interleukin-6 (IL-6) and IL-10 were assayed
by ,Enzyme linked immunosorbant assay“ (ELISA). The cytokine response was stimulated in
whole blood cultures ex vivo with LPS (E. coli O111:B4) as gram-negative stimulus or with
Staphylococcus aureus Cowan strain | (SAC-I) lysate as gram-positive stimulus.
Measurements were taken at days 1, 2, 3, 4, and 8 after enroliment. To evaluate the severity
of desease “Acute Physiology And Chronic Health Evaluation” (APACHE) Il -Score, “Multiple
Organ Failure” (MOF) -Score and “Sepsis-related Organ Failure Assessment” (SOFA) -Score

were carried out daily. Demographic data were similar in both groups.

Compared to healthy volunteers patients with severe sepsis showed a significant decrease in
monocyte HLA-DR expression and a significant decrease of CD14++ monocytes. In septic
patients propofol but not midazolam caused a significant increase of CD14+ monocytes
within the first 4 days, a cell type mainly producing pro-inflammatory cytokines. Within the
same period of time propofol but not midazolam led to a significant increase of spontaneous

IL-6 release. There was no significant difference in the unstimulated TNF-o response

Long-term sedation with propofol but not with midazolam caused an increase of HLD-DR
positive monocytes. It is known from the literature that reduced monocyte HLA-DR
expression is associated with reduced TNF-a response following stimulation with LPS. In the
present study propofol but not midazolam caused a significant recovery of suppressed LPS-
stimulated TNF-a and IL-10 response. Furthermore, it could be demonstrated that the
recovery of TNF-a and IL-10 release during sedation with propofol was not at all specific for
gram-negative LPS. A significant increase of TNF-a and IL-10 release could also be found by

stimulation with the gram-positive toxin SAC-I during propofol sedation but not during
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midazolam sedation. The gram specific behaviour of the stimulating bacterial toxin had no

influence on the cytokine response in septic patients.

Increased rates for morbidity and lethality have been described for patients with continuously
low monocyte HLA-DR expression, accompanied by reduced TNF-a release of monocytes in
response to stimulation with LPS. The present study demonstrates correlation of intensive
care scores in septic patients with the recovery of the stimulated cytokine response.
Following treatment with propofol, MOF-, SOFA- as well as APACHE Il scores showed a

significantly faster recovery as compared to sedation with midazolam.

The results of the study presented suggest, that in the course of long-term sedation
midazolam and propofol show a different, partially contrary influence on the spontaneous
production of pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines. Regarding the fact that high
concentrations of pro-inflammatory cytokines as well as high concentrations of anti-
inflammatory cytokines may lead to vital reactions, the balance between pro- and anti-
inflammatory cytokines is crucial not only for the course of sepsis as with its different
manifestations such as SIRS and CARS but also for possibly different therapeutic
approaches. In this context and in particular in regard to individually designed therapies of
severe sepsis in intensive care patients, the choice of a suitable sedative agent may very
well have clinical consequences. The continuous high suppression of the monocyte function
as well as the missing recovery of the stimulated cytokine response under treatment with
midazolam in conjunction with slower recovery of the intensive care scores may give reasons

to assume a more favourable course of desease under sedation with propofol.
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2 EINLEITUNG

Nach wie vor ist die Sepsis in ihrer klinischen Manifestation als systemische
Entzindungsreaktion (,systemic inflammatory response syndrome“ = SIRS) mit septischem
Schock und Organdysfunktion (,multiple organ dysfunction syndrome® = MODS) die
Hauptursache von Morbiditat und Letalitat von Intensivpatienten. Trotz aller Fortschritte der
modernen Intensivmedizin und trotz eines immensen Zuwachses an Erkenntnissen zur
Pathogenese ist der Verlauf der schweren Sepsis auch heute noch bei vielen Patienten, die
wegen einer schweren Infektion, groRen Operationen oder ausgedehnten Unfall- oder
Brandverletzungen intensivmedizinisch behandelt werden missen, tddlich [TRAN, 1990;
MARSHALL 1995]. Nach aktuellen Angaben erkranken in Deutschland jahrlich etwa 150.000
Einwohner an einer Sepsis; dabei entwickelt etwa die Halfte dieser Patienten eine schwere
Sepsis bzw. einen septischen Schock. Mit rund 60.000 Todesfallen pro Jahr stellen
septische Erkrankungen nach der koronaren Herzkrankheit und dem akuten Myokardinfarkt
die dritthaufigste Todesursache dar [BAUER, 2006]. Auch limitiert die Zunahme der Inzidenz
und die persistierend hohe Letalitat der Sepsis die Fortschritte neuer oder experimenteller
Therapieverfahren zahlreicher Fachgebiete (z.B. Viszeralchirurgie, Transplantationsmedizin,
Hamatoonkologie mit Hochdosischemotherapie), die alle mit einer Erhéhung des

Sepsisrisikos einhergehen.

Neben patienteneigenen biologischen Determinanten wie Alter, Geschlecht oder genetisch
bedingten Alterationen des Immunsystems und neben dem chirurgischen Trauma als
solches haben Anasthetika und Anasthesieverfahren einen nachhaltigen Einfluss auf die
postoperative  Immunantwort [STEVENSON, 1990; SHEERAN, 1997]. Dieser
medikamentdse Einfluss ist insbesondere bei Sepsispatienten relevant, die im Rahmen der
intensivmedizinischen Versorgung Uber mehrere Tage kontinuierlich intravends

analgosediert werden mit Substanzen wie Fentanyl, Propofol und Midazolam.

2.1 Geschichte der Sepsis

Sepsis kommt aus dem Griechischen und bedeutet Faulnis (onmmw = faulen machen).
Zuruckzufuhren ist dieser Begriff auf Hippokrates. Dieser beschrieb ca. 400 v.Chr. eine
Krankheit, die ein bis zwei Wochen nach einer Verwundung als Fieber beginnt, ,das
verursacht wird durch eine Materie, die fault®, und die haufig mit dem Tod endet. Als

Erklarung dieses Phanomens nahm Hippokrates eine Freisetzung von Giften aus dem
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faulenden Gewebe an. Diese Hypothese zur Beantwortung der entscheidenden Frage, wie
es ausgehend von einer lokalen Verletzung zu einer systemischen Entzindungsreaktion
und Organschadigungen kommen kann, bzw. welche Mediatoren hierbei eine Rolle spielen,
blieb als pathophysiologische Erklarung bis weit ins 19. Jahrhundert bestimmend [Ubersicht
in KREYMANN, 1996].

Erst um 1860 wurde mit der Begriindung der modernen Mikrobiologie durch Pasteur und
Koch die Grundlage flr eine rationale Erklarung der Sepsis gegeben [FASQUELLE, 1986].
Bereits 1905 definierte Ziegler in seinem Lehrbuch der Pathologie die Sepsis als ,eine
Vergiftung des Organismus durch Toxine, Toxalbumine, Fermente und andere Produkte
bakteritischer Zersetzung, also eine septische Intoxikation* [ZIEGLER, 1905]. 1914 definierte
Schottmiiller die Sepsis wie folgt: ,eine Sepsis liegt dann vor, wenn sich innerhalb des
Korpers ein Herd gebildet hat, von dem aus konstant oder periodisch pathogene Bakterien in
den Blutkreislauf gelangen, derart, dass durch diese Invasion subjektiv oder objektiv
Krankheitserscheinungen ausgelést werden.“ Diese vielzitierte Definition der Sepsis blieb
tiber viele Jahrzehnte die beherrschende Lehrmeinung [SCHOTTMULLER, 1914].

2.2 Definitionen

Uber viele Jahre blieb der Begriff ,Sepsis“ nur sehr unscharf definiert. Zwar wurde
Schottmiillers Sepsisdefinition in der Folgezeit standig variiert, nicht aber substantiell
geandert. Auch wurden Begriffe wie ,Septikamie“, ,Sepsis-Syndrom® o.a. parallel oder
synonym flr verschiedenste Krankheitsbilder verwandt [ELEBUTE, 1983; KREYMANN,
1996]. Zwei Erkenntnisse gegen Ende der 80er Jahre fihrten dann zu der heute

dominierenden syndromorientierten Terminologie:

Als 1987 zwei Multicenter Studien verdffentlicht wurden, in denen der Einsatz von
Methylprednisolon als adjuvante Sepsistherapie geprift worden war, stellte sich in der
Diskussion dieser Studien heraus, dass die Einschlusskriterien die Studienergebnisse
erheblich beeinflussen [BONE, 1987; The Veterans Administration Systemic Sepsis
Cooperative Study Group, 1987].

Aulerdem mehrten sich im gleichen Zeitraum klinische Beobachtungen, dass auch primar
abakterielle Erkrankungen wie hamorrhagisch-traumatischer Schock oder Pankreatitis zur
Manifestation eines ,septischen® Zustandsbildes filhren konnten. So konnten Tachykardie,

Tachypnoe, Fieber oder Leukozytose auch bei polytraumatisierten Patienten sowie bei
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Patienten nach herzchirurgischen Eingriffen unter Einsatz der Herzlungenmaschine
beobachtet werden [WESTABY, 1987].

Auch fur die Organfunktionsstérungen wurden Analogien zwischen infektiosen und
offensichtlich nicht-infektiosen Erkrankungen festgestellt. 1988 zeigte Nuytinck durch
Analysen der Autopsie- und Histologiebefunde von Patienten, die wenige Tage nach einem
schweren Trauma verstarben, dass auch primar unverletzte Organe makro- und
mikroskopische Zeichen einer generalisierten Entziindungsreaktion aufwiesen. Die Organe
waren 6dematds vergrofRert und wiesen histologisch Ansammlungen polymorphkerniger
Leukozyten, ein intrazelluldres und/oder ein interstitielles Odem und z.T. auch Zellnekrosen
auf [NUYTINCK, 1988]. Diese Befunde zeigen deutlich, dass

I. Entzindungsreaktionen nicht nur mikrobiell, sondern auch durch eine Vielzahl
anderer Noxen induziert werden konnen

II. primar nicht erkrankte oder traumatisierte Organe sekundar durch inflammatorische
Prozesse geschadigt werden kénnen, im Sinne eines ,remote organ failure*

III. durch Generalisation der Entziindungsantwort ein urspriinglich protektiver
Mechanismus des Korpers zu einer eigenstandigen Bedrohung des Organismus
fihren kann [GORIS, 1985; KOCH, 1996]

Vor diesem Hintergrund trafen 1991 Vertreter des American College of Chest Physicians
(ACCP) und der amerikanischen Society of Critical Care Medicine (SCCM) in einer
Konsensuskonferenz zusammen, im Bemihen um eine einheitliche und verbindliche
Definition der Sepsis, die auch den neugewonnenen pathophysiologischen Erkenntnissen
gerecht werden sollte. Unabhangig der Genese wird als neutraler Oberbegriff flir eine
systemische inflammatorische Reaktion der Begriff ,systemic inflammatory response
syndrome (SIRS)“ eingefihrt [ACCP/SCCM Consensus Conference, 1992].

SIRS
Das klinische Bild des SIRS ist gekennzeichnet durch mindestens zwei der folgenden

Symptome:

» Korpertemperatur tber 38°C oder unter 36°C

A\

Erhdhte Herzfrequenz (> 90 / min)

» Respiratorische Insuffizienz: Tachypnoe (Atemfrequenz > 20 / min) oder
Hyperventilation (PaCO, < 32 mm Hg)

» Veranderungen im weifen Blutbild: Leukozytose (> 12 000 / pl) oder Leukozytopenie
(<4000 / pl) oder Linksverschiebung mit mehr als 10% unreifen Neutrophilen

12



Einleitung

Sepsis
Ist das SIRS infektionsbedingt (z.B. durch Bakterien, Viren, Pilze oder Parasiten) so handelt
es sich laut Definition der Konsensuskonferenz um eine Sepsis. Auch hier missen wieder

mindestens zwei der 0.g. SIRS-Kriterien vorliegen. Der Zusammenhang zwischen SIRS und

Sepsis ist in Abbildung 2.1 dargestellt.

Abb. 2.1: Beziehungen zwischen Infektion, SIRS und Sepsis

Bakterien
Endotoxine
Exotoxine

Modifiziert nach KOCH 1996

Um die unterschiedlichen Schweregrade einer Sepsis benennen zu kénnen, die auch die
jeweilige Prognose beeinflussen, definierte die Konsensuskonferenz zwei von einer

einfachen Sepsis abzugrenzende Stadien: die schwere Sepsis und den septischen Schock.
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Schwere Sepsis
Eine schwere Sepsis ist gekennzeichnet durch eine oder mehrere der folgenden

zusatzlichen Kriterien:

» Organdysfunktion

» septische Hypotension (definiert als systolischer Blutdruck unter 90 mmHg bzw. ein
Druckabfall groRer als 40 mmHg unter Ausgangswert)

» Hypoperfusion (klinisch erkennbar an einer Laktat-Erhéhung, Azidose, Oligurie oder
einer akuten Veranderung der Bewusstseinslage)

Septischer Schock
Persistiert die Hypotension bei einer schweren Sepsis trotz adaquater Flissigkeitstherapie
und unter Ausschluss anderer Ursachen (z.B. kardiogen, anaphylaktisch, hypovolamisch),

liegt ein septischer Schock vor.

Die im Zusammenhang mit schwerer Sepsis und septischem Schock stehenden
Organdysfunktionen werden entsprechend den Richtlinien der ACCP / SCCP als ,multiple
organ dysfunction syndrome (MODS)" bezeichnet. Das MODS ist definiert als das Auftreten
von alterierten Organfunktionen beim Akutkranken mit der Notwendigkeit einer
intensivmedizinischen Intervention zur Aufrechterhaltung der Homoostase. Verlauf und
Prognose der Sepsis hangen im Wesentlichen von der Manifestation eines MODS bzw.
eines Schocks ab [BAKKER, 1996; SMITH, 1991].

2.3 Pathophysiologie der Sepsis

Basierend auf zahlreichen klinischen und tierexperimentellen Untersuchungen haben sich
die pathophysiologischen Vorstellungen der Sepsis grundlegend gewandelt. Standen in der
Vergangenheit die Einwirkungen des Erregers auf den Organismus im Vordergrund, so
kommt nach heutiger Auffassung der Fehlregulation primar protektiver Defensivsysteme des
septischen Patienten im Sinne einer ,host defense failure disease“ eine Schlisselrolle in der
Pathogenese der Sepsis bzw. des MODS zu [GORIS, 1985; SIEGEL, 1993; BAUER, 1996;
BONE, 1996]. Initialer Ausloser einer systemischen Entziindungsreaktion ist offenbar die
Aktivierung des unspezifischen Immunsystems durch Toxine pathologischer Keime, die nach
Uberwindung lokaler Gewebebarrieren in die Blutbahn gelangen und zu einer exzessiven
Produktion von Entziindungsmediatoren filhren. Als Folge der (berschiel’enden

Inflammationsreaktion kommt es zu einer generalisierten Stérung der Zell-Zellkommunikation
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und subzellularer Funktionen wie Signaltransduktion und Stressgenexpression. Als Trigger
kommen bei der Sepsis neben Zellwandbestandteilen gramnegativer wie grampositiver

Bakterien auch Pilze, Parasiten oder Viren in Frage.

2.3.1 Klinisches Bild der Sepsis

Im Initialstadium ist das klinische Bild der Sepsis gepragt von lokalen Manifestationen im
Bereich des Entziindungsherds (z.B. Abszess oder Pneumonie). Im weiteren Verlauf treten
systemische Ereignisse im Sinne eines SIRS hinzu, wobei Fieber und Schittelfrost, haufig
mit diskontinuierlichem Verlauf, als typische unspezifische Entziindungszeichen beobachtet
werden. Die weiteren Symptome ergeben sich aus den verschiedenen
Organmanifestationen. So kann sich beispielsweise eine plotzliche Veranderung der
Bewusstseinslage, eine Oligurie, eine respiratorische Insuffizienz sowie ein Kreislaufschock
entwickeln. Die metabolische Azidose mit Hyperlaktatamie ist das laborchemische Korrelat
der schockspezifischen Storungen von Sauerstoffangebot und -verbrauch. Diese ergeben

sich im Einzelnen durch pathophysiologische Veranderungen wie:

» myokardiale Dysfunktion mit verminderter Kontraktilitat des Herzens durch negativ
inotrope Eigenschaften von Stickstoffmonoxid (NO) (u.a. induziert durch TNF-a)

» rechtsventrikuldre Dysfunktion infolge einer pulmonalen Hypertonie bei ARDS

» exzessive Vasodilatation durch unphysiologisch hohe NO-Produktion mit
systemischen wie regionalen Kreislaufveranderungen

» absolutes und relatives intravasales Volumendefizit durch:
o Umverteilung des Volumens aufgrund eines erhéhten vendsen Poolings

e Anstieg der Kapillarpermeabilitat mit Flussigkeitsverlust in den interstitiellen
Raum

e Erhohte Verluste via Kutis und Ventilation
o Verminderte Flissigkeitsaufnahme

» unphysiologische Verteilung des HZV auf die verschiedenen Organe (v.a. zu Lasten
des Gastrointestinaltrakts mit konsekutiver Hypoxie und intramukosaler Azidose
gefolgt von einer erhéhten mukosalen Permeabilitat mit bakterieller Translokation)

» ausgepragte Mikrozirkulationsstérungen durch:
e vasogene Faktoren wie Thromboxane, Prostazykline, Endothelin und NO
e Verbrauchskoagulopathie (DIC)
o Leukozyten-Sticking*

¢ Endothelschwellung und Gewebetdem

Im Frihstadium der Sepsis sind die Organdysfunktionen als Folge von Herz-

Kreislaufstrungen noch prinzipiell reversibel, wahrend das etablierte Organversagen im
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Spatstadium der Sepsis prognose- und verlaufsentscheidend ist. Dabei zeigt der klinische
Verlauf der Sepsis, dass die Entwicklung von Komplikationen, insbesondere des MODS, bei
vergleichbaren Bedingungen wie Schwere des Traumas, Alter, oder Vorerkrankungen der
Patienten, einer erheblichen interindividuellen Variabilitdt unterliegt. [BAUER, 1996;
REINHART, 2001]

2.3.2 Molekulare Mechanismen der Sepsis

Die molekularen Mechanismen der Entzliindungsantwort sind am besten untersucht bei der

Infektion mit gramnegativen Bakterien:

Aus der Zellwand gramnegativer Bakterien wird nach Lyse durch immunkompetente Zellen
oder auch durch bakterizide Antibiotika Lipopolysaccharid (LPS) freigesetzt. Das Endotoxin
LPS wird nun an das LPS-bindende Protein (LBP), ein in der Leber synthetisiertes Akute-
Phase-Protein, gekoppelt [BEUTLER, 2001]. Der so entstandene LPS-LBP-Komplex
interagiert dann mit dem CD14-Rezeptor zirkulierender Monozyten oder gewebestandiger
Makrophagen (CD= “cluster of differentiation; international einheitliche Nomenklatur fir
Zelloberflachenmarker) [WRIGHT, 1990]. Auch kénnen Uber l6sliche CD14-Rezeptoren,
nach deren Bindung an LPS/LBP, Endothelzellen aktiviert werden, die primar nicht in der

Lage sind, diesen Oberflachenrezeptor zu exprimieren [ULEVITCH, 1995].

Nach erfolgter Bindung von LPS/LBP an den CD14-Rezeptoren von
Monozyten/Makrophagen ist an der Initierung der intrazelluldaren Signaltransduktion ein
weiteres transmembrandses Rezeptorprotein beteiligt. Aufgrund seiner Ahnlichkeit mit dem
Drosophila-Protein Toll, wird dieses Rezeptorprotein als "Toll-like"-Rezeptor 4 (TLR4)
bezeichnet. Derzeit sind 10 TLR bekannt. Der Ligand fir TLR4 ist das gramnegative
Endotoxin wahrend TLR2 verschiedene grampositive Zellwandbestandteile bindet
[ADEREM, 2001; EDELMAN, 2006; LIEN, 2002].

Durch die Bindung des LPS-LBP-Komplexes an die Oberflachenrezeptoren CD14 und TLR4
wird eine intrazellulare Signaltransduktionskaskade stimuliert, die auf einem komplexen
Zusammenspiel von Proteinkinasen und Proteinphosphatasen beruht [HUNTER, 1995 und
2000]. Insbesondere unter dem Einfluss der Proteinkinase C (PKC) und der
Proteintyrosinkinase (PTK) kommt es zu einer Phosphorylierung von kB, der inhibitorischen
Untereinheit des Transkriptionsfaktors NF-xB (nuklarer Faktor-xB) [GENG 1993, MELLOR
1998, SHAPIRA 1994, WEST 1997]. Durch die Phosphorylierung wird kB inaktiviert und
damit NF-xB aktiviert [BAEUERLE 1998, WULCZYN 1996]. Es folgt eine gesteigerte
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Transkription abhangiger Gene, die mit einer vermehrten Zytokinproduktion einhergeht. So
fuhrt die Stimulation mit LPS zu einer etwa 100fachen Zunahme der mRNA-Konzentration
und einer erneut um den Faktor 100 hoheren Sekretionsleistung des Makrophagen fur
Tumornekrosefaktor-a. (TNF-a) [BEUTLER 1985]. Neben TNF-a kommt es aul’erdem zu
einer verstarkten Expression diverser Interleukine (IL), die dann entweder in der Zelle

verbleiben oder aber von der Zelle abgegeben werden (Abbildung 2.2).

Abb. 2.2: Kaskade der Signaltransduktion; Erlauterung im Text

Signaltransduktion

Aktivierung von Transkriptionsfaktoren

2.4 Bakterielle Toxine

Die wichtigste Differentialfarbung zur mikroskopischen Darstellung von Bakterien stellt die
Gram-Farbung dar. Entwickelt wurde diese Farbemethode Ende des 19. Jahrhunderts von
dem danischen Arzt und Bakteriologen Hans Christian Gram. Aus diesem so genannten
Gram-Verhalten folgt eine Einteilung in grampositive Bakterien, die violett/blau erscheinen,

und gramnegative Bakterien, die rot gefarbt werden (Abbildung 2.3).

17



Einleitung

Abb. 2.3: Gram-Verhalten: Aufbau von Zellwand und Kapsel gramnegativer und
grampositiver Bakterien [Pschyrembel, 1998]
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Das Wiederaufleben grampositiver bakterieller Infektionen hat einen dramatischen Wechsel
im Pravalenzmuster nosokomialer Infektionen nach sich gezogen. 50% aller Sepsisfalle sind
mittlerweile durch grampositive Bakterien bedingt mit steigender Tendenz [WENZEL, 1988;
PINNER, 1996; SOLOMKIN, 2001]. Peptidoglykane und Lipoteichonsauren sind die beiden
Hauptzellwandkomponenten grampositiver Bakterien. Diese spielen eine entscheidende

Rolle in der Initiierung der deletaren Zytokinantwort, die mit Sepsis und MODS assoziiert ist.

Um dieser Entwicklung Rechnung zu tragen, wurde in der vorliegenden Arbeit die
Zytokinantwort neben gramnegativem LPS auch mit dem grampositiven Lysat aus

Staphylococcus aureus (SAC-I = Staphylococcus aureus Cowan strain-I-lysate) stimuliert.

2.5 Monozyten/Makrophagen

In der Pathophysiologie der Sepsis nehmen die Monozyten/Makrophagen eine zentrale
Stellung ein. Nach ihrer Differenzierung aus den myeloischen Stammzellen des
Knochenmarks gelangen sie zunachst als Monozyten in die Blutbahn. Innerhalb weniger
Tage treten sie ins Gewebe Uber und verbleiben dort als ortstandige Makrophagen. Dort
steuern sie im Rahmen der lokalen Immunabwehr die Reparatur verletzter Strukturen Uber
die sequentielle Freisetzung verschiedener humoraler Faktoren. Die induzierte Expression
von Adhasionsrezeptoren fuhrt zur Granulozyteninfiltration, die Freisetzung von
Wachstumsfaktoren férdert die Angiogenese und die Narbenbildung [BAUER, 1996]. Auch

nehmen diverse Chemokine, wie ,monocyte inflammatory proteins (MIP-1a, MIP-13)“ oder
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»,monocyte chemoattractant proteins (MCP-1 bis MCP-5)“ Einfluss auf die monozytare
Immunantwort [LUSTER, 1998]. Bei Uberschreiten eines kritischen Schwellenwerts erfolgt
die Freisetzung von Zytokinen, in deren unmittelbarer Folge z.B. TNF-a lokal die
phagozytotische Aktivitdt der neutrophilen Granulozyten hochreguliert [KLEBANOFF, 1986;
LARRICK, 1987]. Im Verlauf der systemischen Entziindungsreaktion sind es vor allem die
Monozyten/Makrophagen, die unmittelbar nach Toxinexposition aktiviert werden, erste
Zytokine freisetzen und die weitere Zytokinantwort initiieren. Gleichzeitig stellen sie
quantitativ die bedeutendste Quelle fiur Proteasen und Sauerstoffradikale dar [ROTHE,
1999].

Im Rahmen der Bakterientoxin-stimulierten Entziindungsantwort der Sepsis spielt der
eingangs beschriebene CD14-Rezeptor der Monozyten/Makrophagen eine entscheidende
Rolle. Nach ZIEGLER-HEITBROCK koénnen die Monozyten/Makrophagen beziglich ihrer
Expressionsdichte des Oberflachenrezeptors CD14 in zwei Subpopulationen aufgeteilt
werden: in Zellen mit niedriger Expressionsdichte (CD14 einfach-positive Zellen; CD14+), ein
Phanotyp, der vorwiegend proinflammatorische Zytokine produziert und Zellen mit hoher
Expressionsdichte (CD14 zweifach-positive Zellen; CD14++), die primar fir die
antiinflammatorische  Zytokinantwort nach Endotoxin-Stimulation verantwortlich sind
[ZIEGLER-HEITBROCK, 1988; PASSLICK, 1989; FRANKENBERGER, 1996].

Ein weiteres bedeutendes Oberflachenmolekiil der Monozyten/Makrophagen ist das HLA-DR
(human leukocyte locus A system). Es gehort zur Gruppe der MHC (,Major Histocompatibility
Complex®) Molekiile der Klasse Il, welche die HLA-D Genloci reprasentieren und nur von
Zellen exprimiert werden, die zur Antigenprasentation befahigt sind. Exogene Antigene
werden, nach Phagozytose und intrazellularer Aufbereitung, als Antigen-HLA-DR-Komplex
von T-Helfer-Zellen erkannt. In der Folge initiieren die sensibilisierten T-Helfer-Zellen die
Differenzierung der B-Lymphozyten zu antikérperbildenden Plasmazellen. Die MHC-Klasse-
[I-Expression ist fir die Immunkompetenz von entscheidender Bedeutung. Eine verminderte
HLA-DR-Expression gilt als Marker fir die Deaktivierung der Monozyten/Makrophagen
[AYALA, 1996; VOLK, 1996], wobei die gestorte Antigenprasentation als Hauptursache der
erhohten Infektanfalligkeit im Verlauf der Sepsis anzusehen ist [BAUER, 1996].

Als phagozytierende und antigen-prasentierende Zellen sowie in ihrer Funktion als
Produzenten diverser Zytokine stehen die Monozyten/Makrophagen an der Schnittstelle von
unspezifischem und spezifischem Immunsystem. Storungen dieser vulnerablen Funktionen

gelten als zentrale Determinanten systemischer Entziindungsreaktionen.
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2.6 Zytokine

Zytokine sind pluripotente Polypeptide kleiner Molekuilgrée mit einem Molekulargewicht von
unter 50 kDa wund werden von immunkompetenten Zellen produziert, v.a. von
Monozyten/Makrophagen aber auch von Endothelzellen oder diversen Parenchymzellen. Im
Rahmen einer Entziindungsreaktion nehmen Zytokine eine bedeutende Rolle ein. Uber die
Beeinflussung zellularer und humoraler Reaktionen kénnen sie Dauer und Intensitat der
Immunantwort entscheidend beeinflussen. Man unterteilt die Zytokine grob in zwei Gruppen:
Zytokine wie TNF-o, IL-1 und IL-6 haben vorwiegend entzindungsverstarkende
Eigenschaften und zahlen zu den sogenannten proinflammatorischen Zytokinen. Bei
Zytokinen wie z.B. IL-1-Rezeptorantagonist (IL-1RA), IL-4 oder IL-10 Uberwiegen
entzindungshemmende  Wirkungen. Sie gehdren  folglich  zur  Gruppe der
antiinflammatorischen Zytokine. Eine strenge Einteilung der Zytokine in eine der beiden
Gruppen ist allerdings nicht moéglich [SHEERAN, 1997]. Die Wirkung der Zytokine auf die
jeweilige Zielzelle erfolgt Uber spezifische Zytokinrezeptoren, wobei unter physiologischen
Bedingungen die autokrinen und parakrinen Effekte, im Sinne einer Zell-Zell-Kommunikation,
im Vordergrund stehen [FONG, 1990]. So spielen z.B. die lokalen Wirkungen der
proinflammatorischen Zytokine bei der Demarkation von Abszessen sowie bei der lokalen
Regulation von Reparationsvorgangen eine zentrale Rolle [ECHTENACHER, 1990]. Es
kommt hierbei zur Migration von Neutrophilen, Lymphozyten und Monozyten an den
Entzindungsort, erméglicht durch eine gesteigerte Endothelpermeabilitdt und unterstitzt
durch Adhasionsmolekile [MENGER, 1998] und chemotaktische Zytokine (sog.
,Chemokine“) wie z.B. IL-8 [LUSTER, 1998]. Im Gegensatz zu diesen primar protektiven
lokalen Effekten kommt es im Rahmen einer Sepsis zu einer Uberschiel3enden Freisetzung
von TNF-a und anderen proinflammatorischen Zytokinen mit einer verstarkten systemischen
(endokrinen) Wirkung. Nach heutigem Verstéandnis kommt dieser haufig zu beobachtenden
"Zytokinamie" eine zentrale Bedeutung in der Pathogenese des septischen MODS zu
[BAUER, 1996].

Die individuelle Immunantwort wird durch eine komplexe Interaktion synergistisch und
antagonistisch wirkender Abschnitte des Zytokinnetzwerks moduliert, dessen einzelne
Komponenten vielfaltige und von Konzentration und Zielzelle abhangige Wirkungen entfalten
konnen. Entscheidend fir den Ablauf eines physiologischen Krankheitsprozesses ist die
Balance zwischen pro- und antiinflammatorischen Zytokinen [MCBRIDE, 1998]. So kann die
Freisetzung antiinflammatorischer Zytokine das frilhe proinflammatorische Signal der
Monozyten/Makrophagen beenden und dadurch den Organismus vor den deletaren Folgen
einer Uberschieflenden Entziindungsantwort (SIRS) schiitzen [RENSING, 2001]. Aber auch
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das andere Extrem, eine exzessive antiinflammatorische Gegenreaktion kann den Patienten
vital bedrohen. Es kommt zur Immunparalyse mit einer verminderten HLA-DR-Expression
der Monozyten/Makrophagen mit konsekutiver reduzierter Antigenprasentation und
reduzierter Produktion proinflammatorischer Zytokine mit gesteigerter Infektanfalligkeit des
Organismus [ERTEL, 1995]. Dieses Krankheitsbild wird als "compensatory anti-inflammatory
response syndrome" (CARS) bezeichnet [BONE, 1996].

Abb. 2.4: Initiale Triggerung einer systemischen Entziindungsreaktion [BAUER, 1996];
Erlduterung im Text
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Die Frihphase der systemischen Entziindungsantwort (SIRS) ist gekennzeichnet durch eine
exzessive Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a und IL-1. Diese
sogenannten "proximalen" oder "Alarmzytokine" werden bereits innerhalb der ersten Stunde
nach LPS-Kontakt der Monozyten/Makrophagen ausgeschittet. Sie stimulieren in der Folge,
im Sinne eines positiven "feed back"-Mechanismus, die Freisetzung weiterer "distaler"
Zytokine wie IL-6 und IL-8 [REDL, 1993; RENSING, 2001]. Obwohl gleichzeitig auch eine
Gegenregulation  eingeleitet wird im  Sinne einer vermehrten  Sezernierung
antiinflammatorischer  Zytokine wie IL-10, IL-4, IL-1RA oder transformierender

Wachstumsfaktor § (TGF-B), ist die beobachtete systemische Entzindungsreaktion Resultat
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eines Nettolberwiegens bzw. einer ungenigenden Kontrolle proinflammatorischer
Mediatorwirkungen (Abbildung 2.4). Im folgenden sollen die in der vorliegenden Arbeit

untersuchten Zytokine naher dargestellt werden:

Tumornekrosefaktor-a (TNF-a)

Die Bezeichnung ,tumor necrosis factor® beruht auf der Entdeckung von Carswell und
Mitarbeitern aus dem Jahre 1975, dass dieser Serumfaktor zur Nekrose von transplantierten
Tumoren fuhren kann [CARSWELL, 1975]. Lokalisiert ist der humane Genlokus fir TNF-a
auf dem kurzen Arm von Chromosom 6, im Bereich des ,major histocompatibility complex*
(MHC). Initial wird TNF-a als 26 kDa-Prohormon synthetisiert. Nach Acylierung als Typ-II-
Membranprotein kann TNF-o Uber eine N-terminale hydrophobe Domane an die
Zellmembran gebunden und dort partiell gespeichert werden [SHEERAN, 1997; TRACY,
1993]. Aus dem Prohormon entsteht nach Abspaltung ein inaktives 17 kDa-Polypeptid, das
erst durch Trimerisierung als TNF-a biologisch aktiv wird [SMITH, 1987].

TNF-a Ubernimmt im Rahmen der Entzindungsantwort die Rolle eines zentralen Mediators.
Zu einer messbaren Freisetzung von TNF-a kommt es bereits wenige Minuten nach
Endotoxinkontakt. Innerhalb von 1 h nach LPS-Gabe konnten bei gesunden Probanden
Plasmakonzentrationen von 1000 pg/ml TNF-a erreicht werden [LIN, 1999]. TNF-a initiiert
die Synthese weiterer Zytokine wie IL-1, IL-6 und IL-8, die ihrerseits wieder die biologischen
Effekte von TNF-a verstarken kénnen. So zeigten Fong und Mitarbeiter in einem Tiermodell,
dass durch Vorbehandlung mit monoklonalen anti-TNF-Antikérpern die durch E. coli-Injektion

induzierbare Freisetzung von IL-1p und IL-6 vermindert werden konnte [FONG, 1989].

In einer Vielzahl von Untersuchungen konnte die Bedeutung von TNF-a fUr die Pathogenese
von Sepsis und Organversagen gezeigt werden. So wurden bei Patienten mit
Karzinomerkrankungen, denen rekombinantes TNF-a infundiert wurde, die typischen
Zeichen eines generalisierten Inflammationssyndroms wie Fieber, Leukozytose und
hamodynamische Instabilitait beobachtet, verbunden mit einer Beeintrachtigung von
Oxygenierungsindex sowie Leber- und Nierenfunktion [CHAPMAN, 1987; RENSING, 2001;
SELBY, 1987]. Bereits Anfang der 90er Jahre berichteten verschiedene Arbeitsgruppen,
dass TNF-a, aber auch IL-1p und IL-6 bei Patienten mit septischem Schock in héheren
Konzentrationen nachweisbar waren als bei Patienten mit einem hamorrhagischen Schock
[ENDO, 1992]. Auch wurden héhere TNF-a-Konzentrationen bei Intensivpatienten mit Sepsis
gemessen im Vergleich zu Patienten, die z.B. nach Myokardinfarkt oder wegen

dekompensierter Herzinsuffizienz intensivtherapiepflichtig waren [CASEY, 1993].
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Interleukin-6 (IL-6)

Das 21 kDa-Glykoprotein Interleukin-6 kann von verschiedenen Zellen synthetisiert werden,
u.a. von Monozyten/Makrophagen, Lymphozyten und Fibroblasten. Die Wirkung von IL-6
resultiert aus einer Interaktion mit einem spezifischen Rezeptorkomplex, der aus einem 80
kDa-Rezeptorprotein und einem 130 kDa-Glykoprotein besteht, wobei die Anwesenheit des
Glykoproteins offensichtlich flr eine effektive Signaltransduktion erforderlich ist [HIBI, 1990;
SHEERAN 1997]. IL-6 nimmt im Rahmen der Entziindungsantwort verschiedene Funktionen
wahr. So induziert IL-6 die Produktion der Akute-Phase-Proteine in der Leber, aktiviert B-
und T-Lymphozyten, wirkt modulierend auf die Hamatopoese, aktiviert das
Gerinnungssystem und wirkt schliellich auch eigenstandig als Pyrogen [BORDEN, 1994;
DINARELLO, 1989; VAN DER POLL, 1994].

Verschiedene Stimuli bedingen eine Freisetzung von IL-6, wobei TNF-a, IL-13 und Endotoxin
potente Aktivatoren darstellen [FONG, 1989; HACK, 1989]. So wurden in der oben
genannten Studie von Lin und Mitarbeitern ca. 2 h nach LPS-Injektion IL-6-
Plasmakonzentrationen von Uber 1400 pg/ml bei gesunden Probanden gemessen [LIN,
1999]. Zu ahnlichen Ergebnissen kamen verschiedene klinische Untersuchungen, bei denen
IL-6 nach Stressereignissen wie Trauma oder Verbrennung, Operation oder bei Sepsis in
z.T. hohen systemischen Konzentrationen nachweisbar war [FRIELING, 1995; GRZELAK,
1996; MARTIN, 1994; RODRIGUEZ, 1993]. Von allen Zytokinen scheint bei Sepsis IL-6 am
besten mit Schweregrad und Prognose der Erkrankung zu korrelieren [FRIELING, 1995;
GARDLUND, 1995; SULLIVAN, 1992].

Interleukin-10 (IL-10)
Fiorentino beschrieb 1989 einen Faktor, der von Ty,-Zellen sezerniert wird und die Synthese
von y-IFN in Tys-Klonen hemmt. Dieser urspriinglich als ,cytokine synthesis inhibiting factor®

(CSIF) benannte Mediator wurde als Interleukin 10 in die Zytokinnomenklatur aufgenommen.

Das 18 kDa-Polypeptid IL-10 gehort im Gegensatz zu TNF-a zu der Gruppe der
antiinflammatorischen Zytokine. IL-10 kann wirkungsvoll die Effektorfunktion der
Monozyten/Makrophagen inhibieren, u.a. durch Hemmung der Produktion der
proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-1 und IL-8 [BLACKWELL, 1996; FIORENTINO,
1991; KLAVA, 1997]. Aulerdem stimuliert IL-10 die Produktion anderer
antiinflammatorischer Molekile wie IL-1-Rezeptorantagonist, sodass daraus in der Summe
eine ausgepragte antiinflammatorische Aktivitat resultiert [CASSATELLA 1994]. In der oben
genannten Untersuchung an gesunden Probanden konnten Lin und Mitarbeiter zeigen, dass

die durch LPS-Gabe induzierbare Inflammationsreaktion letztendlich auch zu einer
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messbaren Freisetzung von IL-10 flhrt. Dabei wurde das Maximum der IL-10-Antwort nach 3
h und damit zeitlich nach dem von TNF-o. und IL-6 beobachtet. Weiterhin legen mehrere
Untersuchungen nahe, dass IL-10 selektiv die HLA-DR-Expression von Monozyten
unterdricken und damit die Interaktion mit den T-Lymphozyten stéren kann [GIANNOUDIS,
2000; KLAVA 1997; SPITTLER, 1995]. Aulzerdem kann IL-10 offensichtlich Gber den CD95-
Signaltransduktionsweg Apoptose in Monozyten induzieren, sodass auch die
Apoptoseregulation als weiterer antiinflammatorischer Mechanismus diskutiert werden kann
[SCHMIDT, 2000].

Tabelle 2.1:  Ubersicht iiber die Wirkungen und Syntheseorte von TNF-a, IL-6 und IL-10

Zytokin Syntheseort Wirkung
Monozyten, Fieber, HZV1, SV|, Tachykardie, Induktion von
_ Makrophagen, Adhasionsmolekilen, Lymphozytopenie,
T:g},:;?gtgo B-Lymphozyten, Monozytopenie, Aktivierung und Erhéhung der
T-Lymphozyten, zirkulierenden Zahl neutrophiler Granulozyten,
(TNF-a) Naturliche Killerzellen, Gerinnungsaktivierung, Schlafinduktion,
Mastzellen, Induktion der Akute-Phase-Reaktion, Induktion
Endothelzellen, der endokrinen Stressantwort (CRH?1),
Keratinozyten, Glykogenolyse, Hemmung der Lipoproteinlipase,
Astrozyten, Apoptose, Induktion der distalen
Mikrogliazellen, glatte »Zytokinkaskade*
Muskelzellen,

Fibroblasten

Monozyten, Induktion der Akute-Phase-Reaktion,
A Makrophagen, Hamatopoese, Differenzierung von B-
Inte{:fflsl;m 2 Endothelzellen, Lymphozyten, Regulation der B- und T-
B-Lymphozyten, Lymphozytenfunktion, synergische Wirkung mit
T-Lymphozyten, TNF-a, Freisetzung von TNFR, Hemmung der
Hepatozyten, TNF-o. Genexpression
Fibroblasten,
Keratinozyten
Monozyten, HLA-DR-Expression|, TNF-a|,IL-1], IL-
Interleukin- Makrophagen, 8|,PGE2|, verminderte Aktivierung von
10 Keratinozyten, neutrophilen Granulozyten, Aktivierung des
B-Lymphozyten, Wachstums und der Differenzierung von B-
(IL-10) T-Lymphozyten Lymphozyten

Modifiziert nach BAUER 1998

IL-10 konnte in verschiedenen klinischen Untersuchungen sowohl bei Patienten mit Sepsis

bzw. mit septischem Schock, als auch bei Patienten nach groR3en chirurgischen oder
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orthopadischen Eingriffen nachgewiesen werden [DERKX 1995, GIANNOUDIS 2000,
GOMEZ-JIMENEZ 1995, MARCHANT 1994, OGATA 2000]. Nach derzeitigem
Kenntnisstand ist das antiinflammatorisch wirksame IL-10 offensichtlich integraler Bestandteil
der Entzindungsantwort nach Infektion oder chirurgischem Trauma. Tabelle 2.1 bietet einen

Uberblick tber die Hauptwirkungen der oben beschriebenen Zytokine.

2.7 Analgosedierung bei Intensivpatienten

Ahnlich wie die maschinelle Beatmungs- oder die Ernahrungstherapie gehoren heute auch
Analgesie und Sedierung zu den Standardtherapieverfahren beim Intensivpatienten. Ziel der
Analgosedierung ist es, den Patienten vor zahlreichen stress- und schmerzbedingten Stimuli
zu schutzen, sowie die Gewahrleistung von Anxiolyse, nachtlichem Schlaf und Amnesie
[MURDOCH, 2000; SHAPIRO, 1995]. Aulerdem tragt die Sedierung zur Reduktion des
sympathischen Tonus, der Senkung des Sauerstoffverbrauchs in kritischen Situationen und
somit indirekt zur Stabilisierung der Hamodynamik bei [SYDOW, 1999]. Das ideale
Sedierungslevel mag von Patient zu Patient variieren, doch gilt als allgemeines Idealbild ein
schmerz- und angstfreier, sedierter und doch weckbarer, kooperativer Beatmungspatient
[PRIEN, 2000; TUNG, 1995; YOUNG, 2000]. Die richtige Dosierung ist dabei von hoher
Wichtigkeit, da sowohl eine inadaquate Schmerzbehandlung wie auch eine Unter- oder
Ubersedierung den Heilungsprozess des Intensivpatienten negativ beeinflussen kénnen
[SHAFER, 1998]. Die Anwendung einer Sedierungsskala fuhrt zu einer Reduktion der Anzahl
der Patienten mit exzessiver Sedierung [DETRICHE, 1999]. Die am haufigsten eingesetzte
Sedierungsskala ist dabei die Ramsay-Skala, wahrscheinlich auch wegen ihrer leichten

Anwendbarkeit in der Praxis.

Einer aktuellen Untersuchung zufolge kommen auf europaischen Intensivstationen derzeit
meist Midazolam oder Propofol zur Sedierung und Fentanyl oder Morphin als
Opioidanalgetika zur Anwendung. Midazolam wurde dabei von 63% der befragten
Intensivmediziner oft oder immer benutzt, Propofol von 35% und Fentanyl und Morphin von
jeweils 33% [SOLIMAN, 2001]. Es zeigten sich teilweise erhebliche landesspezifische
Unterschiede im Gebrauch der einzelnen Substanzen. So wird z.B. in Norwegen und
Frankreich fast ausschlieBlich Midazolam eingesetzt; auch in den Niederlanden, Osterreich
und Deutschland wird Midazolam als Sedativum bevorzugt. In den Gbrigen Staaten halt sich
der Gebrauch von Midazolam und Propofol in etwa die Waage. Morphin ist das

dominierende Analgetikum in Norwegen und in der Schweiz. Favorisiert wird Morphin
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aullerdem in Grofbritannien, Irland, Schweden und Spanien, wahrend in Deutschland,
Frankreich und Italien Fentanyl bevorzugt wird [MURDOCH, 2000].

Im folgenden soll kurz auf die Pharmakokinetik der in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Sedativa Midazolam und Propofol sowie des als Hintergrundanalgetikum verabreichten

Fentanyl eingegangen werden:

2.71 Fentanyl

Bereits 1961 wurde Fentanyl als das erste synthetische Opioid auf dem deutschen Markt
eingefiihrt. Das Anilinopiperidinderivat Fentanyl (Phenylethyl-propionyl-anilinopiperidin),
chemisch dem Pethidin verwandt, ist pharmakologisch wie Morphin ein p-Rezeptoragonist
mit einer ca. 125fach starkeren analgetischen Wirkung. Seine intrinsische Potenz ist dabei
nur unwesentlich starker als diejenige von Morphin [LEYSEN, 1983; STAHL, 1977].

Abb. 2.5: Strukturformel von Fentanyl
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Die Pharmakokinetik von Fentanyl ist wegen seiner hohen Lipophilie komplex
(Plasmaproteinbindung ca. 85%). Bei einer Einmalgabe ist seine Kinetik im wesentlichen
durch die relativ schnelle Verteilungsphase bestimmt (kurze a-HWZ von 2-13 min). Fentanyl
durchdringt sehr rasch die Blut-Hirnschranke und erreicht nach 3-5 min maximale Effekte
wobei die Konzentration im Gehirn um ein 10faches hoher liegt als die Konzentration im
Plasma. Der hohe Konzentrationsgradient begtinstigt wiederum den Abstrom von Fentanyl
aus dem Gehirn resultierend in einer kurzen Wirkdauer [LARSEN, 2002].
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Anders verhalt sich die Kinetik bei repetitiver oder kontinuierlicher Anwendung. Das extrem
fettldsliche Fentanyl sequestriert dosis- und perfusionsabhangig schnell in lipophiles Gewebe
und diffundiert bei wiederholter Anwendung aufgrund seiner vergleichbar langen B-HWZ von
3,1-6,6 h entsprechend langsam zurlick. Es kommt zur Kumulation im ZNS, Muskel- und
Fettgewebekompartiment, in der Lunge sowie aufgrund seiner Basizitat auch in der sauren
Magenschleimhaut (basisches Fentanyl) [ROERIG, 1987; WATERS, 1999]. Daraus resultiert
eine verlangerte Wirkdauer bzw. eine klinisch relevante Verlangerung der B-HWZ. Dieses
Phanomen wird durch die Kontext-sensitive HWZ beschrieben; “Kontext“ steht dabei fur die
Infusionsdauer [HUGHES, 1992]. Bereits nach 2-stiindiger i.v.-Gabe steigt sie steil und fast
linear an mit konsekutiv protrahierter Aufwachphase mit der Gefahr einer spaten
Atemdepression. Die Elimination von Fentanyl erfolgt zu mehr als 90% nach hepatischer

Metabolisierung, nur ein sehr geringer Teil erscheint unverandert im Urin.
2.7.2 Midazolam
Das wasserldsliche Benzodiazepin Midazolam (8-Chlor-6-[2-fluorphenyl-1-methyl]-4H-

imidazo-benzodiazepin) wurde 1984 als Dormicum®-Injektionslésung in die Klinik eingefiihrt.

Abb. 2.6: Strukturformel von Midazolam
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Midazolam hat aufgrund seiner Lipophilie bei physiologischem pH-Wert eine ausgezeichnete
Biomembrangéangigkeit. Bei einer Verteilungs-o-HWZ von 7-15 min und einer Eliminations -
HWZ von 2-4 h weist das kurzwirksame Benzodiazepin nach i.v.-Anwendung einen bi-
exponentiellen Verlauf der Serumkonzentrationskurve auf. Nach rascher Bolusinjektion fallt

die Plasmakonzentration in den ersten 15 min auf 10-20% des Ausgangswertes, nach 2 h
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auf ca. 5% [KLOTZ, 1989; LARSEN, 2002]. Die Biotransformation von Midazolam erfolgt
rasch vor allem in der Leber zum pharmakologischen Hauptmetabolit Hydroxymidazolam.
Nach hepatischer Glukuronidierung erfolgt die Elimination renal. Interindividuelle
Unterschiede im Ansprechen auf Midazolam sind im wesentlichen bedingt durch seine hohe
Eiweillbindung (94 bis 96%). Bei Niereninsuffizienz vermindert sich dieser Anteil auf 93%.
Eine Anderung der Eiweillbindung induziert eine unverhéaltnismaRige Anderung der freien
Wirkstoff-Fraktion [VINIK, 1983].

In der Langzeitanwendung von Midazolam bei Intensivpatienten finden sich grofle
interindividuelle Unterschiede in der Pharmakokinetik und Pharmakodynamik [BEHNE,
1987]. Langer dauernde Zufuhr von Benzodiazepinen flihrt zu einer Herunterregulierung der
ZNS-Rezeptoren mit nachfolgender Toleranz gegeniber der Benzodiazepinwirkung. So
bendtigen Intensivpatienten fiir eine effektive Sedierung haufig erheblich héhere Dosen als
Patienten die Midazolam im Rahmen diagnostischer und therapeutischer Eingriffe erhalten
[DIRKSEN, 1987; DRIESSEN, 1991; OLDENHOF, 1988; SHAFER, 1990]. Aufgrund einer
verlangerten Eliminationshalbwertzeit ist bei vielen Intensivpatienten die Aufwachphase
verzogert. Ursache fir die langen Eliminationshalbwertzeiten sind zum einen eine
eingeschrankte metabolische Kapazitat mit verminderter Clearance und/oder ein erhéhtes
Verteilungsvolumen. Das erhohte Verteilungsvolumen ist dabei auf einen niedrigen
Albumingehalt im Plasma mit verminderter Plasmaproteinbindung zurtckzufuhren [VREE,
1989]. Als mdgliche Ursachen der verminderten Clearance werden Hypovolamie,
verminderte Leberperfusion, reduzierte Leberfunktion, Wechselwirkungen mit anderen
Medikamenten, erniedrigtes Herzzeitvolumen, veradnderte Gewebebindung, geringere
Plasmaproteinbindung sowie Veranderungen im Rahmen einer Sepsis beschrieben
[DIRKSEN, 1987; MALACRIDA, 1991; SHELLY, 1987].

2.7.3 Propofol

Propofol (Disoprivan®) wurde 1988 auf dem deutschen Markt eingefiihrt. Als alkyliertes
Phenol ist Propofol (2,6-Di-isopropylphenol) praktisch wasserunléslich und liegt daher zur

intravendsen Anwendung als 2%ige isotone Ol-in-Wasser-Emulsion vor.

Im Dreikompartmentsystem ergibt sich fiir Propofol eine a-Halbwertzeit von wenigen Minuten
und eine B-Halbwertzeit von 30 - 70 min. Das Erwachen erfolgt gewdhnlich rasch, weil selbst
nach langer Infusionszeit eine Umverteilung von Propofol aus dem zentralen Kompartiment
in die peripheren Kompartimente bei gleichzeitiger Metabolisierung stattfindet (die Kontext-

sensitive HWZ betragt nach 3std. Infusion ca. 25 min., nach 8std. Infusion ca. 40 min). Auch
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nach kontinuierlicher Gabe kumuliert Propofol nicht, jedoch muss nach langerer Zufuhr in der
intensivmedizinischen Analgosedierung mit einer deutlich verlangerten Aufwachphase
gerechnet werden, selten tritt auch ein verldngertes Koma nach Propofol-Sedierung auf
[HEDERA, 1999; KOWALSKI, 1999]. Die Plasmaproteinbindung ist mit 98% sehr hoch. Auch
seine Clearance ist mit 20 — 30 ml/kg/min hoch [BAILIE, 1992]. Die metabolische
Inaktivierung von Propofol erfolgt durch Hydroxylierung und Konjugation in der Leber mit

anschlief3ender renaler Ausscheidung der Metaboliten.

Abb. 2.7: Strukturformel von Propfol
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Nach Langzeitgabe von Propofol muss in der Phase der Entwéhnung von der Beatmung
(,weaning®) die Atmung bzw. der physiologische Gasaustausch Uberwacht werden.
Besonders bei Komedikation mit Opioiden besteht die Gefahr einer respiratorischen
Insuffizienz bzw. respiratorischen Hyperkapnie mit Azidose. Auch gilt es, die durch
kontinuierliche  Zufuhr von Lipidemulsionen erhéhte Triglyceridkonzentration zu
bertcksichtigen, auch vor dem Hintergrund einer kalorischen Abstimmung in der
parenteralen Erndhrung [LARSEN, 2002].

2.8 Modulation der Immunantwort durch Anasthetika

Bereits zu Beginn des 20. Jahrhunderts ging man davon aus, dass Anasthetika einen
ungunstigen Einfluss auf das Immunsystem haben kdnnen: 1899 beschrieben Chadbourne
und Mitarbeiter eine sich entwickelnde Leukozytose nach operativem Eingriff unter
Diethylather [CHADBOURNE, 1899]. 1903 beobachteten Snell und Mitarbeiter in
tierexperimentellen Untersuchungen eine Beeintrachtigung der Abwehrfunktion durch

verschiedene Anasthesieverfahren [SNELL, 1903]. Spatere Studien zeigten postoperativ
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eine  verminderte  T-Zell-Population, eine  verminderte  T-Zell-Migration  nach
Mitogenstimulation, sowie eine durch diverse Anasthetika reversibel gehemmte Chemotaxis
[MOUDGIL, 1977; PARK, 1971; SLADE, 1975; WALTON, 1979]. AulRerdem werden direkte
und durch Beeinflussung der neurohumoralen Stressantwort bedingte indirekte Effekte der
Anasthetika auf das Immunsystem zusatzlich durch unspezifische Wirkungen wie z.B. einen
Blutdruckabfall beeinflusst [HEESEN, 1995].

Um den perioperativen Einfluss auf das Immunsystem genauer zu evaluieren, wurden in den
1980er Jahren mehrere Studien durchgefiihrt mit dem primaren Ziel, den Einfluss einer
Allgemeinanasthesie vom operativen Trauma als solches abzugrenzen. So zeigten Hole und
Mitarbeiter eine erheblich eingeschrankte Monozytenfunktion, gemessen an der induzierten
Lyse maligner Zellen, wahrend und nach Operationen am Hiftgelenk unter
Allgemeinanasthesie nicht jedoch unter Epiduralanasthesie [HOLE, 1982]. Whelan und
Mitarbeiter beschrieben eine signifikante Reduktion der Lymphozytenzahl und eine
abgeschwachte Reaktion der Lymphozyten auf Mitogene und Histokompatibilititsantigene
bei transurethralen Resektionen der Prostata unter Allgemeinanasthesie, wahrend unter
Epiduralanasthesie durchgefiihrte Behandlungen dagegen nur zu minimalen Veranderungen
der Lymphozyten/Leukozyten flihrten [WHELAN, 1982]. Bei Hysterektomien in
Neuroleptanasthesie fanden Tgnnesen und Wahlgreen postoperativ eine signifikante
Verminderung der NK-Zellen-Aktivitdt begleitet von einer Leukozytose und einer
Lymphopenie. Unter Epiduralanasthesie blieben die Veranderungen aus [TONNESEN,
1988].

Mittlerweile existieren eine Fllle von Studien, die eine Beeinflussung des Immunsystems
durch Anasthetika nachweisen. So konnte fir Thiopental, Midazolam und Propofol in
klinischen Konzentrationen eine Beeintrachtigung der Monozyten/Makrophagen Funktion
bezlglich Chemotaxis, Phagozytose und Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies gezeigt
werden [HELLER, 1998; JENSEN, 1993; KRESS, 1989; KRUMHOLZ, 1994 und 1995;
MIKAWA, 1998; NISHINA, 1998]. In anderen Studien hatte Midazolam im Gegensatz zu
Propofol keinen Einfluss auf die Neutrophilenfunktion [HEINE, 1996; O’'DONNELL, 1992].
Auch konnten Inada und Mitarbeiter an einem Rattenmodell mit induzierter abdominaler
Sepsis nachweisen, dass Propofol die Wasserstoffperoxidproduktion der neutrophilen
Granulozyten signifikant starker unterdriickt als Midazolam [INADA, 2001]. Fir Midazolam
konnte ferner in einem Mausemodell gezeigt werden, dass Midazolam die
Mastzellproliferation und die IgE-vermittelte TNF-a-Freisetzung hemmt [BIDRI, 1999]. Fur
Propofol konnte in vitro ein erhéhter Quotient aus T-Helferzellen des Typ 1 zu Zellen des Typ

2 nachgewiesen werden, wahrend Thiopental einen kontraren Effekt ausubte [SALO, 1997].
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In einer anderen Studie flhrte die Infusionsanasthesie mit Propofol bei Patientinnen, die sich
einer Brustoperation unterzogen, zu einem erhdhten Prozentsatz an T-Helferzellen
[PIRTTIKANGAS, 1994]. In einer Studie an chirurgischen Intensivpatienten setzte Propofol
nach in vitro Toxinstimulation die Lymphozytenproliferation herab, wahrend dieser Effekt bei
gesunden Probanden ausblieb [PIRTTIKANGAS, 1993]. Fir Ketamin konnte in
Tierversuchen ein protektiver Effekt nachgewiesen werden. In einem Rattenmodell mit
endotoxinbedingtem septischen Schock konnte flir Ketamin ein hemmender Effekt auf die
Hypotension, metabolische Azidose und die TNF-a- und I[L-6-Konzentration mit einer
Senkung der Letalitat nachgewiesen werden [SHAKED, 2004; TANIGUCHI, 2001]. Auch flr
die Lokalanasthetika Lidocain und Bupivacain konnten im Tierversuch an Mausen mit Sepsis
eine Reduktion der TNF-a-Konzentration sowie eine geringere Inzidenz eines renalen und
hepatischen Versagens mit reduzierter Letalitat nachgewiesen werden [GALLOS, 2004]. In
einer Studie der eigenen Arbeitsgruppe konnten Larsen und Mitarbeiter in Vollblutkulturen
gesunder Probanden nach ex vivo Stimulation mit LPS eine Modulation der Zytokinantwort
durch diverse Anasthetika nachweisen: So wurde die TNF-a-Antwort durch Thiopental und
Ketamin in pharmakologischen Konzentrationen gehemmt, wahrend Propofol bereits in
klinischen Konzentrationen zu einer vermehrten TNF-a-Freisetzung fihrte. Ketamin setzte
auflerdem die IL-1R-Antwort herab. Etomidat und Thiopental fihrten zu einer gesteigerten IL-
10-Produktion [LARSEN, 1998].

2.9 Fragestellung

Die dargestellten Literaturbefunde belegen, dass neben patienteneigenen biologischen
Determinanten wie Alter, Geschlecht oder genetisch bedingten Alterationen des
Immunsystems und neben dem chirurgischen Trauma als solches, Anasthetika und
Anasthesieverfahren die einzelnen Komponenten der Immunantwort beeinflussen kénnen.
[STEVENSON, 1990; SHEERAN, 1997; LARSEN, 1998]. Dieser medikamentose Einfluss ist
insbesondere bei Sepsispatienten relevant, die im Rahmen der intensivmedizinischen
Versorgung Uber mehrere Tage kontinuierlich intravends analgosediert werden mit
Substanzen wie Fentanyl, Propofol und Midazolam. Wahrend es in der Literatur eine Vielzahl
an in vitro Studien gibt, untersuchten nur wenige Arbeiten den Einfluss der Anasthetika in
vivo. Noch weniger Studien existieren, in denen Patienten einem spezifischen
Anasthesieregime randomisiert zugewiesen wurden. Nur unzureichend charakterisiert ist
somit die Relevanz der erhobenen in vitro Untersuchungsergebnisse sowie die exakten
Mechanismen einer solchen Immunmodulation. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher,

die Monozytenfunktion und die Zytokinantwort bei einem grélReren Patientenkollektiv mit
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schwerer Sepsis unter dem Einfluss einer prolongierten kontinuierlichen Infusion von
Propofol und Midazolam eingehend zu untersuchen. In der vorliegenden Untersuchungsreihe

sollten dabei die folgenden Fragen beantwortet werden:

e Welchen Einfluss haben Midazolam und Propofol auf die Deaktivierung der

Monozyten bei gesunden Probanden und bei Patienten mit schwerer Sepsis?

Die dargestellten Literaturbefunde belegen, dass Monozyten/Makrophagen eine
Schlusselrolle bei der Regulation der Immunantwort des Organismus besitzen und demnach
eine FunktionseinbuRe dieser Zellpopulation bei verschiedenen Stressereignissen zu
weitreichenden Konsequenzen fir die Inflammationsantwort flhren sollte. In diesem
Teilabschnitt soll daher die monozytare Dysfunktion bei Intensivpatienten mit schwerer
Sepsis unter dem Einfluss einer Langzeitsedierung mit Midazolam bzw. Propofol untersucht

werden.

e Welchen Einfluss haben Midazolam und Propofol auf die im Vollblut ex vivo
bestimmte spontane monozytare Zytokinantwort bei gesunden Probanden und

bei Patienten mit schwerer Sepsis?

e Welchen Einfluss haben Midazolam und Propofol auf die im Vollblut ex vivo
stimulierbare monozytare Zytokinantwort bei gesunden Probanden und bei

Patienten mit schwerer Sepsis?
Fir die Stimulation der Zytokinantwort wurde sowohl gramnegatives Endotoxin (LPS) als

auch grampositives Staphylokokkentoxin (SAC-1) verwendet, um zusatzlich den Einfluss des

stimulierenden Bakterientoxins darstellen zu konnen.
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3 METHODIK

Die vorliegende prospektiv randomisierte Studie wurde bei Patienten durchgefiihrt, die auf
der anasthesiologischen oder der allgemein- bzw. unfallchirurgischen Intensivstation der
Universitatskliniken des Saarlandes, Homburg/Saar, behandelt wurden. Darlber hinaus
wurde flur weitergehende Untersuchungen bei gesunden Probanden Vollblut enthommen und
ex vivo analysiert. Die Forschungsvorhaben wurden von der zustandigen Ethikkommission
der Arztekammer des Saarlandes genehmigt und erfolgten mit dem Einverstandnis der
Probanden oder Patienten bzw. ihrer nachsten Angehdrigen. Unter Berlcksichtigung der
Ein- und Ausschlusskriterien wurden die Patienten entsprechend der chronologischen

Reihenfolge in die Untersuchungen aufgenommen.

3.1 Patienten mit schwerer Sepsis

Die Untersuchungen der Patienten mit ,schwerer Sepsis® erfolgte bei erwachsenen Patienten
beiderlei Geschlechts, die auf den oben genannten Intensivstationen der Universitatskliniken
des Saarlandes, Homburg/Saar, behandelt wurden. Die Patienten wurden in enger
Zusammenarbeit mit den fiir die Grunderkrankungen zustandigen Fachabteilungen betreut.

Es wurden insgesamt 24 Patienten in die Studie eingeschlossen.
3.1.1 Einschluss- und Ausschlusskriterien

Grundlage der Einschlusskriterien zur Aufnahme in die Untersuchungen war die Definition
des Begriffs ,schwere Sepsis“ durch die Konsensuskonferenz des American College of
Chest Physicians (ACCP) und der Society of Critical Care Medicine (SCCM) [ACCP/SCCM,
1992].

Die einzelnen Einschlusskriterien waren wie folgt vorgegeben:

» Schwere Sepsis, definiert durch:

e Mindestens zwei der folgenden SIRS-Kriterien:
o Korpertemperatur iber 38°C oder unter 36°C
o0 Herzfrequenz tiber 90/min
o Atemfrequenz Uber 20/min oder paCO, unter 32 mmHg
o Leukozyten Uber 12.000/ul oder unter 4000/ul oder mehr als 10% unreife
Formen

¢ Kilinisch oder mikrobiologisch gesicherte infektidse Ursache des SIRS
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¢ Mindestens eine der folgenden zusatzlichen Kriterien:
o Organdysfunktion
o Septische Hypotension (definiert als systolischer Blutdruck unter 90 mmHg
bzw. ein Druckabfall grof3er als 40 mmHg unter Ausgangswert)
o0 Hypoperfusion (klinisch erkennbar an einer Laktat-Erhdéhung, Azidose,
Oligurie oder einer akuten Veranderung der Bewusstseinslage)

» Respiratorische Insuffizienz, die eine maschinelle Beatmung fir mindestens 3 Tage
erfordert

> Lebensalter Uber 18 Jahre

Als Ausschlusskriterien waren folgende Erkrankungen bzw. Begleitumstande definiert:
» Immunsuppression aktuell oder in den letzten 12 Monaten (z.B. Behandlung mit
Kortikoiden, Zytostatika oder Immunsuppressiva)

» Hamatologische Systemerkrankung (z.B. Hodgkin- oder Non-Hodgkin-Erkrankungen,
akute oder chronische Leukamien)

» Kontraindikation gegen eine der zur Analgosedierung vorgesehenen Substanzen

A\ 4

Behandlung mit Dopamin
» Teilnahme an einer anderen wissenschaftlichen Untersuchung

3.1.2 Analgosedierung

Um eine einheitliche Ausgangssituation zu gewahrleisten erhielten alle 24 in die Studie
eingeschlossenen Intensivpatienten am ersten Tag (T4: Tag 1 nach Diagnosestellung
“schwere Sepsis”) Midazolam als Sedativum. Die Randomisierung zu einer der beiden gleich

grolten Behandlungsgruppen erfolgte dann an Tag 2:

Midazolamgruppe: Die Patienten (n = 12) erhielten zunachst eine kontinuierliche Infusion
von 0,05 mg/kgkG/h Dormicum® (Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-
Wyhlen)

Propofolgruppe: Die Patienten (n = 12) erhielten anfanglich eine Dosierung von 2

mg/kgKG/h Disoprivan® (Zeneca, Plankstadt)

Alle Patienten erhielten als analgetische Komponente eine Hintergrundinfusion von 1
ug/kgKG/h Fentanyl (Fentanyl®-Janssen, Janssen-Cilag GmbH, Neuss). Die weitere
Infusionsgeschwindigkeit wurde in Schritten von jeweils 25% der Ausgangsdosierung an den
klinischen Bedarf angepasst. Die Tiefe der Analgosedierung wurde mit der 6-Punkte-Skala
nach Ramsay abgeschatzt [RAMSAY, 1974]. Ziel war zunachst ein Score-Wert von 4-5, d.h.
der Patient reagiert auf laute Ansprache oder ein leichtes Klopfen auf die Stirn mit sofortigem

bis tragen Erwachen. Die Sedierungsskala nach Ramsay ist in Tabelle 3.1 dargestellt.
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Tabelle 3.1:  Sedierungsscore nach Ramsay 1974

Scorewert Klinischer Zustand

1 Wach: angstlich, agitiert, unruhig

Wach: kooperativ, orientiert, ruhig

Weckbar auf Ansprache: Reaktion auf Kommandos erhalten

Schlaf: sofortige, klare Reaktion auf einen Stimulus (laute Ansprache,
leichtes Beklopfen der Stirn)

Schlaf: trdge Reaktion auf einen Stimulus (laute Ansprache, leichtes
Beklopfen der Stirn)

Schlaf: keine Reaktion auf einen Stimulus (laute Ansprache, leichtes
Beklopfen der Stirn)

o a A~ WD

3.1.3 Allgemeine Intensivtherapie

Die Patienten wurden in der Regel aus dem OP-Saal auf die Intensivstation ibernommen.
Mit den beteiligten Fachkollegen wurden Erkrankung, bisherige medikamentdse bzw.
chirurgische Therapie und weiterhin geplante diagnostische und therapeutische Malnhahmen
besprochen. Die Intensivtherapie der Patienten erfolgte nach den auf unserer Intensivstation
Ublichen Behandlungsstandards und Therapieprotokollen [WILHELM, 1999].

Maschinelle Beatmungstherapie

Die Beatmungstherapie erfolgte ausschlieRlich mit Intensivrespiratoren vom Typ ,Evita® 1*
oder ,Evita® 4“ (Drager AG, Liibeck) und generell iber einen Endotrachealtubus oder eine
Trachealkanule. Fur jeden Patienten wurde die Respiratoreinstellung individuell gewahlt und
durch kontinuierliche Pulsoxymetrie und regelmafige arterielle Blutgasanalysen Uberwacht.
Grundsatzlich wurde eine druckorientierte (z.B. druckkontrollierte oder druckbegrenzte)
Beatmungsform mit positivem endexspiratorischen Druck (PEEP) angewandt, die eine
Eigenatmung der Patienten ermdglicht, bzw. unterstitzt (bevorzugt im BIPAP-Modus). Die
Entwéhnung von der Beatmung (,weaning®) erfolgte nach der (Ublichen klinischen
Verfahrensweise, d.h. bei vermehrter Spontanatmung durch Reduktion der inspiratorischen
Sauerstoffkonzentration (FiO,) auf < 0,4 und begleitet durch eine schrittweise Reduktion des
PEEP-Niveaus auf 5 mbar. Die meisten Patienten konnten anschlieRend bei ausreichender
Oxygenierung, Ventilation und Atemmechanik und hinlanglich stabiler Kreislaufsituation

extubiert werden. Bei einigen Patienten mit prolongiertem Entwohnungsverlauf wurde
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voribergehend ein Tracheostoma angelegt, in der Regel durch eine perkutane
Dilatationstracheotomie nach Ciaglia (Cook Critical Care Europe, Bjaeverskov, Danemark)
[WALZ, 1996].

Flussigkeits- und Elektrolyttherapie

Die Flussigkeits- und Elektrolyttherapie orientierte sich an dem korrigierten Basisbedarf
erwachsener Patienten und erfolgte initial mit ca. 30-40 ml/kgKG/Tag einer Kalium-
angereicherten Eindrittelelektrolytidsung mit 5%-Glukosezusatz (Sterofundin® BG-5, B.
Braun Melsungen AG, Melsungen). Volumen- und Elektrolytstatus wurden regelmafig
klinisch, hdmodynamisch bzw. anhand von Laboranalysen kontrolliert und entsprechend
korrigiert. Insbesondere in der Initialphase der Sepsistherapie hatte die Aufrechterhaltung
bzw.  Wiederherstellung eines  ausreichenden intravasalen Volumens  erste

Behandlungsprioritat.

Erndhrungstherapie

Die meisten Patienten mussten wahrend der Intensivbehandlung klnstlich ernahrt werden.
Soweit moglich wurde hierbei die enterale Erndhrung, z.B. mittels Sondenkost, der
parenteralen Therapie vorgezogen. Indikationsstellung und konkrete Nahrstoffdosierungen
orientierten sich dabei an der aktuellen Stoffwechselsituation, dem individuellen
Erndhrungszustand und an Art und Ausmal der Erkrankung [HACKL, 1998; JOLLIET, 1998].

Antibiotikatherapie und mikrobiologisches Monitoring

Gemaly den Einschlusskriterien fir ,schwere Sepsis“ musste die infektibse Ursache der
systemischen Entziindung mikrobiologisch gesichert oder zumindest nach klinischen
Kriterien offensichtlich sein. Es wurde folglich bei allen untersuchten Patienten eine

Antibiotikatherapie durchgeflhrt, in der Regel nach folgendem Schema:

» Entnahme von mikrobiologischem Untersuchungsmaterial bereits intraoperativ oder
unmittelbar nach Aufnahme auf der Intensivstation, z.B. Peritonealflissigkeit,
Wundabstrich, Bronchialsekret, Urin und Blutkultur

» Anschlieend sofortiger Beginn einer kalkulierten Omnispektrum-Antibiotikatherapie

» Dosisanpassung bei Organinsuffizienz, evtl. unterstitzt durch intermittierende
Bestimmung der Antibiotika-Serumkonzentrationen

» Bei klinischer Besserung und Erregeridentifikation  Deeskalierung  der
Antibiotikatherapie und gezielte Behandlung nach Antibiogramm-Ergebnissen

» Im Einzelfall orale Weiterbehandlung oder Umstellung der Antibiotikatherapie bei
verandertem klinischen Verlauf.
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In Abhangigkeit vom Ausgangsbefund sowie vom individuellen Krankheitsverlauf erfolgten
weitere mikrobiologische Untersuchungen. Alle Materialien wurden an das Institut fur
Medizinische Mikrobiologie und Hygiene (Direktor: Prof. Dr. M. Herrmann), der
Universitatskliniken des Saarlandes eingesandt, die dort weiter bearbeitet wurden. Die

Befunde wurden gemeinsam mit dem zustandigen Mikrobiologen besprochen.

Sonstige Intensivtherapie

Bei allen Patienten wurde eine Stressulkusprophyaxe durchgefihrt. Im Rahmen der
Korrektur einer positiven FlUssigkeitsbilanz oder bei Patienten mit eingeschrankter
Nierenfunktion war eine Diuretikatherapie zur Steigerung der Urinausscheidung indiziert. Die
Dosierung richtete sich hierbei nach dem klinischen Bedarf. Traten Zeichen des akuten
Nierenversagens auf, wurde eine kontinuierliche veno-venése Hamodialyse (CVVHD) als
Nierenersatzverfahren in enger Zusammenarbeit mit der hiesigen Medizinischen Klinik 1V
(Direktor: Prof. Dr. Kéhler) eingesetzt. Abhangig vom individuellen Blutungsrisiko erfolgte bei
den Patienten eine intravendse Thromboembolieprophylaxe mit unfraktioniertem Heparin.
Der Heparineffekt wurde durch Gerinnungsanalysen kontrolliert und die weitere Heparin-
Dosierung individuell angepasst. Eine praoperative Dauermedikation wurde, sofern unter den
Bedingungen der Intensivbehandlung sinnvoll, weitergefiihrt. Eine Therapie mit Blut- und
Gerinnungsprodukten erfolgte entsprechend dem klinischen Zustand des einzelnen
Patienten unter Berucksichtigung von Vorerkrankungen, Laboranalyseergebnissen,
Hamodynamik und globalem Sauerstoffangebot [HEBERT, 1999].

Intensivmedizinisches Monitoring
Alle Patienten mit schwerer Sepsis auf der Intensivstation wurden kontinuierlich Uberwacht.

Folgende Vitalparameter wurden bei allen Patienten erhoben:

» Herzfrequenz und -rhythmus mit Monitor-EKG

» Systolischer, diastolischer und mittlerer arterieller Blutdruck mit kontinuierlicher
invasiver Bluddruckmessung

» Zentraler Venendruck Uber einen zentralvends platzierten Mehrlumenkatheter
» Partielle Sauerstoffsattigung mit Pulsoxymetrie

» Stlndliche Urinausscheidung Uber einen transurethral oder suprapubisch
eingefuhrten Blasenkatheter

» Korpertemperatur Uber eine rektal eingefiihrte Messsonde
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Laboranalysen
Bei allen Patienten wurden mehrmals taglich arterielle Blutgasanalysen durchgefuhrt.
Zusatzlich war im Verlauf der ersten Behandlungswoche die tagliche Analyse der folgenden

Laborparameter vorgesehen:

» Blutbild und Differentialblutbild

» Gerinnungsanalyse

» Elektrolytkonzentrationen: Natrium, Kalium und Kalzium

» Serumwerte fir Gesamteiweill, Albumin, GOT, GPT, y-GT, Bilirubin, alkalische
Phosphatase, Cholinesterase, Kreatinin, Harnstoff, Laktat und C-reaktives Protein

» Kreatinin-Clearance

Die Analyse dieser Laborparameter erfolgte durch das Klinisch-Chemische Zentrallabor bzw.
durch die Abteilung fir Klinische Hamostaseologie und Transfusionsmedizin der

Universitatskliniken des Saarlandes.

3.1.4 Katecholamintherapie

Die Katecholamintherapie orientierte sich an den derzeit glltigen Empfehlungen
[HOLLENBERG, 1999; MEIER-HELLMANN, 2000]: Grundséatzlich wurde bei den septischen
Patienten ein arterieller Mitteldruck von Uber 70-75 mmHg angestrebt unter gesonderter
Beriicksichtigung individueller Vorerkrankungen. Reichte die Volumentherapie zur
Gewahrleistung eines adaquaten arteriellen Perfusionsdrucks allein nicht aus, so wurde
zusatzlich Noradrenalin (Arterenol®, Hoechst AG, Frankfurt a.M.) infundiert und
bedarfsgerecht dosiert. Eine deutlich eingeschrankte myokardiale Pumpfunktion (z.B. bei
einem Herzzeitindex unter 2,5 I/min/m?) wurde zusatzlich mit Dobutamin (Dobutrex®, Lilly
Deutschland GmbH, Bad Homburg) behandelt. Auf den Einsatz von Dopamin wurde generell
verzichtet. Nach aktueller Datenlage kann Dopamin die Oxygenierung der besonders
hypoxiegefahrdeten Darmmukosa verschlechtern, den hepatischen Blutfluss vermindern, die
Ausschittung verschiedener Hypophysenhormone beeintrachtigen und so, z.B. durch eine
Hypoprolaktindmie, auch die Lymphozyten- und Makrophagenaktivitat vermindern [GIRAUD,
1984; MEIER-HELLMANN, 1997; NEVIERE, 1996; VAN DEN BERGHE, 1996].

3.1.5 Intensivmedizinische Scores

Am Morgen jedes Behandlungstages wurden bei allen Patienten mehrere
intensivmedizinische Scores erhoben: APACHE I1I-Score (Acute Physiology And Chronic
Health Evaluation II-Score), MOF-Score (Multiple Organ Failure-Score) und SOFA-Score
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(Sepsis-related Organ Failure Assessment-Score). Die Erhebung erfolgte in der vorliegenden
Untersuchung ausschlieBlich durch einen einzigen Untersucher, um eine mdgliche
Beobachter-abhangige Variabilitdt der Ergebnisse grundsatzlich ausschlieRen zu kdénnen
[POLDERMAN, 2001]. Bezlglich der Problematik der Ermittlung von Scorewerten anhand
der Glasgow-Koma-Skala bei analgosedierten Patienten sei auf die Stellungnahme in
Abschnitt 5.1.1 verwiesen. Zur Errechnung des jeweiligen Scores wurden flir jeden
Parameter die schlechtesten Werte der vorangegangenen 24 h herangezogen. Im folgenden

sind die Scores im Detail abgebildet:

APACHE lI-Score

Der APACHE II-Score umfasst 11 physiologische Parameter, den Punktwert der Glasgow-
Koma-Skala sowie Alter und bestimmte Vorerkrankungen und wurde als allgemeiner
intensivmedizinischer Score und unter Berlcksichtigung zusatzlicher Koeffizienten
urspriinglich zur Prognoseberechnung entwickelt [KNAUS, 1985; TEASDALE, 1974]. In der
vorliegenden Untersuchung wurde der APACHE 1I-Score wie vielfach Ublich abweichend von
der  Originalpublikation ~ verwendet und  zur  Schweregradklassifikation,  zur
Verlaufsbeobachtung sowie zum Vergleich verschiedener Intensivpatientengruppen
herangezogen [KERN, 2001] (siehe Tabelle 3.2).

MOF-Score

Der 1985 von Goris und Mitarbeitern entwickelte MOF-Score fur die Beurteilung und den
Vergleich der Dysfunktionen von einzelnen Organen ist nach wie vor weit verbreitet und
anerkannt [GORIS, 1985]. Einteilungskriterien sind die Beurteilungen von sieben
Organsystemen nach Funktion bzw. Dysfunktion. Jedes Organsystem wird von 0 bis 2
gradiert (siehe Tabelle 3.3).

SOFA-Score

Der SOFA-Score wurde 1994 anlasslich einer Konsensuskonferenz der European Society of
Intensive Care Medicine ausdricklich nicht zur Prognoseabschatzung erstellt. Vielmehr soll
der Score den individuellen Schweregrad von Organstérungen bei Sepsis beschreiben und
eine tagliche Verlaufsbeoachtung ermdglichen. Der SOFA-Score erfasst insgesamt 6
Parameter (Oxygenierung, Blutgerinnung, Leber, Niere, Herzkreislaufsystem, ZNS); dabei
wird der Schweregrad der Stérung mit jeweils 1-4 Punkten bewertet [VINCENT, 1996] (siehe
Tabelle 3.4).
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Tabelle 3.2:  APACHE II-Score nach Knaus 1985, modifiziert nach Neugebauer 2001

APACHE I Erhohte Werte Erniedrigte Werte
4 3 2 1 0 1 2 3 4
Rektaltemperatur S 41 39,0 - 38,5 - 36,0 - 34,0 - 32,0- 30,0 - <299
(°C) = 40,9 38,9 38,4 35,9 33,9 31,9 -
Arterieller Mittel- 130 - 110 -
druck (mmHg) > 160 159 129 70 - 109 50 - 69 <49
:7;3:;’“"‘*"2 2180 | oo | O~ 70 - 109 55-69 | 40-54 | <39
‘(‘:t/?n“i’:;'eq“e"z >50 | 35-49 25-34 | 12-24 | 10-11 | 6-9 <5
Oxygenierung 350 - 200 -
Fi0,>0,5: AaDO, | =°%° | 400 a9 | <200
FiO2 < 0,5: paO; >70 61-70 55 - 60 <55
o 7,60 - 7,50 - 7,33 - 7,25 - 7,15 -
Arterieller pH-Wert >7,7 7.69 759 7.49 732 704 <7,15
+ 160 - 155 - 150 - 130 - 120 - 111 -
Na® (mmol/l) = 1 179 159 154 149 129 119 =il
K* (mmol/l) >7,0 6,0-6,9 55-59]35-54130-34|25-29 <25
Kreatinin (mg/dl) * >3,5 20-34|15-19 06-1,4 <0,6
- q 50,0 - 46,0 - 30,0 - 20,0 -
Hamatokrit (%) > 60,0 59,9 49.9 45.9 20.9 <20,0
Leukozyten (x 20,0 - 15,0 - 3,0 -
10%/y) > 40,0 39.9 19.9 14.9 1,0-2,9 <1,0
Glasgow-Coma-
Scale 15 - (Punktzahl der Glasgow-Coma-Scale)
Alter (J) >75 65 - 74 55 - 64 45 - 54 <44
Punktzahl 6 5 3 2 0
Grund der Intensiv- | Intensivbehandlung nach Intensivbehandlung nach Notfall-OP oder bei
behandlung ** Elektiv-OP nichtoperativen Patienten
Punktzahl 2 5

*

Punkte fir Kreatinin werden bei akutem Nierenversagen verdoppelt

** Punkte in Abhangigkeit vom Grund der Intensivbehandlung werden nur addiert, wenn eine der
folgenden chronischen Vorerkrankungen vorliegt:

>

Lunge: chronisch restriktive, obstruktive oder vaskulare Erkrankungen, die eine erhebliche
Einschrankung der Leistungsfahigkeit bedingen; gesicherte chronische Hypoxie,
Hyperkapnie, sekundare Polyzythamie; schwere pulmonale Hypertonie (>40 mmHg);
Respiratorabhangigkeit

Herz-Kreislauf-System: Herzinsuffizienz NYHA Klasse IV
Niere: chronisches dialysepflichtiges Nierenversagen

Leber: histologisch gesicherte Leberzirrhose und dokumentierte portale Hypertension; Z.n.
Osophagusvarizenblutung, Leberversagen, Enzephalopathie, Koma

Immunsystem (Anmerkung: Erkrankungen des Immunsystems waren Ausschlusskriterien fir
die vorliegende Untersuchung und werden daher nicht weiter aufgefiihrt.)
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Tabelle 3.3: MOF-Score nach Goris 1985
MOF Punktzahl
0 (leicht) 1 (mittelschwer) 2 (schwer)
Beatmung: Beatmung:
Lunge keine Beatmung PEEP < 10 cm H;0, PEEP > 10 cm H0,
FiO, < 0,4 FiO; > 0,4
Therapie erforderlich Arterielle Hypotension
Herz- ormaler RR (RR > 100mmHg) (RR < 100mmHg)
kreislauf- - Dopamin < 10 pg/kg/min Dopamin > 10 pg/kg/min
ohne vasoaktive Substanzen . . . . . .
Nitroglycerin < 20 pg/kg/min Nitroglycerin > 20 pg/kg/min
system . :
Arterenol < 0,1 pg/kg/min Arterenol > 0,1 pg/kg/min
Niere Kreatinin < 2,0 mg/dI Kreatinin > 2,0 mg/d| Dialyse, Hamofiltration
sGOT < 25 UL SGOT = 25 Ut und < 50 UL sGOT > 50 U/L
Leber und I oder
Bilirubin < 2,0 mg/d| Bilirubin = 2,0 mg/diiund = 6,0 Bilirubin > 6,0 mg/d|
mg/d|
Thrombozvten und Thrombozyten < 50.000 /ul héamorrhagische Diathese
Blut Leukoz ytex normal oder Leukozyten oder Leukozyten
> 3500/ul und < 6000/pl < 2500/ul oder > 6000/pl
Gastro- Blutung, Pankreatitis,
q . . " Perforation
intestial- normale Funktion Cholezystitis oder Ulkus Transfusion > 2 EK’s/24h
Trakt nekrotisierende Enterokolitis
. eingeschranktes schwer gestortes
ZNS nornéacl:eé F>u;1‘I‘(tlon Reaktionsvermogen Reaktionsvermogen
(Ee =ik (GCS > 11, < 13) (GCS < 10)
PEEP = Positive endexpiratory pressure
FiO, = Inspiratorische Sauerstoffkonzentration
RR = Blutdruck nach Riva-Rocci
sGOT = Serum-Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
EK = Erythrozytenkonzentrat
GCS = Glasgow-Coma-Score
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Tabelle 3.4:

SOFA-Score nach Vincent 1996

<400 mmHg < 300 mmHg <200 mmHg < 100 mmHg
< 150.000 /pl < 100.000 /pl < 50.000 /pl < 20.000 /pl
1,2 - 1,9 mg/dl 2,0 - 5,9 mg/dl 6,0-11,9mg/dl | > 12 mg/dl
Dopamin Dopamin
Dopamin <5 > 5 pg/kg/min, > 15 ug/kg/min,
pg/kg/min Noradrenalin Noradrenalin
MAP <70 mmHg | o Dobutamin | <0,1 pg/kg/min | > 0,1 ug/kg/min
(jede Dosis) oder Adrenalin oder Adrenalin
<0,1 pg/kg/min > 0,1 pg/kg/min
10-12 6-9 <6
3,5 - 4,9 mg/dl > 5,0 mg/dl
1,2 - 1,9 mg/dl 2,0 - 3,4 mg/dl oder oder
< 500 ml/Tag <200 ml/Tag

*

Katecholamine miissen mindestens 1 h infundiert worden sein.

paO, = arterieller Sauerstoffpartialdruck

FiO, = Inspiratorische Sauerstoffkonzentration
TZ = Thrombozyten

GCS = Glasgow-Coma-Score

3.1.6 Probenentnahme, Messparameter und -zeitpunkte

Bei allen Patienten wurde Uber einen zentralen Venenkatheter 15 ml Vollblut in kommerziell
erhaltliche und pyrogenfreie Laborrdhrchen (Zitrat-Monovette®, Sarstedt, Nimbrecht)
abgenommen. Die Blutproben wurden unmittelbar nach der Entnahme auf Eis gelagert, zum
Forschungslabor transportiert und dort weiterverarbeitet. Die Probenentnahme erfolgte

jeweils morgens um 8:00 Uhr zu den folgenden Messzeitpunkten:

T4: Tag 1 nach Diagnosestellung “schwere Sepsis”
T2: Tag 2 nach Diagnosestellung “schwere Sepsis”

T3: Tag 3 nach Diagnosestellung “schwere Sepsis”

vV V V V

T4: Tag 4 nach Diagnosestellung “schwere Sepsis”

Y

Tg: Tag 8 nach Diagnosestellung “schwere Sepsis”
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Dabei wurden folgende Parameter bestimmt:

YV V V V V

3.2

3.21

Spontane sowie LPS- und SAC-I-stimulierte TNF-a-Antwort
Spontane sowie LPS- und SAC-I-stimulierte IL-10-Antwort
Spontane IL-6-Antwort

HLA-DR-Expression der Monozyten

CD14-Expression der Monozyten

Gesunde Probanden

Probenentnahme und Messparameter

Venoses Blut von 6 gesunden Probanden wurde aseptisch enthommen und in vitro

analysiert. Die Blutentnahmen fanden alle vormittags statt. Es wurden jeweils 15 ml Vollblut

in kommerziell erhaltliche und pyrogenfreie Laborréhrchen (Zitrat-Monovette®, Sarstedt,

Numbrecht) abgenommen. Die Proben wurden unmittelbar in unserem Forschungslabor

weiterverarbeitet. Dabei wurden folgende Parameter bestimmt:

vV V. V V V

3.3

Spontane sowie LPS-stimulierte TNF-a-Antwort
Spontane sowie LPS-stimulierte 1L-10-Antwort
Spontane IL-6-Antwort

HLA-DR-Expression der Monozyten

CD14-Expression der Monozyten

Probenaufarbeitung und Messmethodik

Die in den folgenden Untersuchungsabschnitten verwendeten Laborchemikalien waren von

der hochsten erhdltlichen Reinheit und wurden, sofern nicht anders erwahnt, von Sigma

Chemicals (Taufkirchen) bezogen. Im Unterabschnitt zur Gewinnung der PBMC-Fraktion

wurden, sofern nicht anders erwahnt, Materialien der Firma Becton Dickinson (Lincoln Park,

NY) bezogen.
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3.3.1 Probenaufarbeitung Sepsispatienten

Spontane, unstimulierte Zytokinkonzentrationen

Fur die Messung der spontanen Zytokinantwort wurde in unserem Forschunslabor eine
Zitrat-Monovette® sofort fiir 10 min bei 2755 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
in Reaktionsgefale pipettiert und bis zur Zytokinbestimmung mit ELISA bei —-80°C

eingefroren.

Stimulierte Zytokinkonzentrationen

In Anlehnung an das von Wilson beschriebene Vollblutprotokoll wurde eine zweite Zitrat-
Monovette® sofort steril aufgearbeitet [WILSON, 1991 erganzt durch GRUNDMANN, 2000;
KLEINSCHMIDT, 1998; ZIEGENFUSS, 1999]. Es wurden 5 ml Zitratvollblut im Verhaltnis 1:5
mit 20 ml Zellkulturmedium RPMI 1640 (Roche Molecular Diagnostics, Mannheim) verdinnt
und nach Heparinisierung (2 IE/ml) durch Hinzufigen von 0,25 ml einer 250 mM
Kalziumchloridlésung rekalzifiziert. AnschlieRend wurden jeweils 3 Proben a 2,5 ml fir 1h bei
37°C in einer angefeuchteten Raumluft-Atmosphéare mit 5% CO,-Zusatz inkubiert. Die 3
Proben wurden dann Kkurzzeitig aus dem Inkubationsschrank entnommen und

folgendermalen weiterbehandelt:

» Probe1: Zugabe von 1 ug/ml LPS (Lipopolysaccharid aus Escherichia coli
0111:B4)

» Probe 2: Zugabe von 5 pl/ml einer nach Herstellerangaben vorbereiteten SAC-I-
Suspension aus Staphylococcus aureus Cowan strain-I-Lysat

> Probe 3: Diese Probe wurde nicht stimuliert und diente als Kontrollwert

Die jeweils zugefligte Menge an Toxin wurde gewahlt, da aus eigenen Voruntersuchungen
bekannt war, dass diese Dosierungen unter den gegebenen Bedingungen zu einer jeweils
maximalen TNF-a-Freisetzung fuhren; fur die LPS-Dosis wurde dies auch von Mitov und
Mitarbeitern berichtet [MITOV, 1997]. Nach einer weiteren 24-stiindigen Inkubationszeit
wurden die Uberstande abpipettiert und in Reaktionsgefalen bis zur Zytokinbestimmung bei

—80°C eingefroren.

Gewinnung der PBMC-Fraktion fir die durchflusszytometrische Analyse der
Monozyten/Makrophagen

Sofern nicht anders erwahnt wurden die in diesem Untersuchungsabschnitt verwendeten
Materialien von Becton Dickinson (Lincoln Park, NY) bezogen. Zur Auftrennung des Blutes in
seine einzelnen Fraktionen wurden in einem Zentrifugenrohrchen auf 5 ml Histopaque-

Trennmedium (Sigma; Dichte: 1,077 g/ml) 5 ml Zitratblut geschichtet. Danach erfolgte die
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Dichtegradientenzentrifugation fir 20 Minuten bei 680 x g und 4°C. Nach der Zentrifugation
waren vier Schichten voneinander getrennt. Am Boden des Zentrifugenréhrchens
sedimentierten die Erythrozyten und die Granulozyten. Dariber befand sich die Interphase,
bestehend aus Trennmedium und vereinzelten PBMC-Zellen. Als Schicht mit der geringsten
Dichte bildete das Serum den oberen Abschluss. Der Hauptteil der monozytaren Zellen des
peripheren Blutes (,peripheral blood mononuclear cells* PBMC) sammelte sich als zellreiche
schmale Schicht (,buffy coat®) zwischen der Interphase und dem Serum. Der buffy coat und
die Interphase wurden in sterile 13 ml Zentrifugenréhrchen pipettiert. Um die Zellen vom
Trennmedium zu isolieren, wurden die Roéhrchen bis auf 10 ml mit PBS (phophate buffered
saline; Life Technologies, Paisley, Scotland) aufgefillt und fir 10 Minuten bei 150 x g und
4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in einem 1,5 ml
Reaktionsgefalt in 500 pl PBS resuspendiert. Zur Markierung der Oberflachenantigene der
PBMCs wurden spezifische fluoreszierende Antikérper verwendet. Zu der Suspension
wurden jeweils 20 pl der monoklonalen Antikérper gegen die Oberflachenrezeptoren CD14
(anti CD14; Leu-M?>; gekoppelt mit Fluoreszeinisothiozyanat, Kion M@P9) und HLA-DR (anti-
HLA-DR, gekoppelt mit dem Fluoreszenzfarbstoff Phycoerythrin, Klon L243.9) pipettiert und
fir 10 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Anschliefend wurden die Proben erneut fir 10 min
bei 150 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand mit den nicht gebundenen Antikérpern
wurde verworfen, die Zellen mit 500 pl PBS resuspendiert und anschlielend in ein

Zentrifugenréhrchen Ubertragen, welches an das Fluoreszenzzytometer angepasst war.
3.3.2 Probenaufarbeitung Probanden

Es wurden 10 ml Zitratblut nach oben beschriebenem Vollblutprotokoll aufgearbeitet und
jeweils 6 Proben a 2,5 ml fir 1 h bei 37°C in angefeuchteter Raumluft-Atmosphéare mit 5%
COx-Zusatz nach Zugabe der Sedativa vorinkubiert. Anschlielend wurden die Proben
kurzzeitig aus dem Inkubationsschrank enthommen und zum Teil mit LPS (Lipopolysaccharid

aus Escherichia coli O111:B4) stimuliert:

> Probe1: Zugabe von Midazolam (4.30*10° M)

> Probe 2: Zugabe von Midazolam (4.30*10®° M), auRerdem Zugabe von 1 pg/ml LPS
nach 1 h Vorinkubation

> Probe 3: Zugabe von Propofol (1.57*10° M)

> Probe 4: Zugabe von Propofol (1.57*10 M), auRerdem Zugabe von 1 pg/ml LPS
nach 1 h Vorinkubation

» Probe 5: Kontrolle ohne Sedativum und ohne LPS
» Probe 6: Kontrolle ohne Sedativum mit 1 ug/ml LPS nach 1 h Vorinkubation
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Die Berechnung der Anasthetikakonzentrationen erfolgte unter der Annahme eines
Kopergewichts von 70 kg, einem Blutvolumen von 5 | und einer Injektionsdosis von 2
mg/kgKG Propofol bzw. 0.1 mg/kgkG Midazolam und entsprechen der 10fachen Dosis der
klinischen Konzentration [LARSEN, 1998]. Diese supraklinische Dosierung schien fur einen
Vergleich mit Sepsispatienten die Uber mehrere Tage eine Dauerinfusion erhielten mit
konsekutiven Kumulationseffekten sinnvoll. Siehe hierzu auch Anmerkungen in Abschnitt
5.1.2.

Nach einer weiteren 24-stiindigen Inkubationszeit wurden die Proben bei 680 x g Uber einem
Histopaque-Trennmedium (Dichte: 1,077 g/ml) fur 20 min zentrifugiert. Die Plasma-Schicht
wurde abpipettiert und in Reaktionsgefallen bis zur Zytokinbestimmung bei —80°C
eingefroren. Der buffy coat und die Interphase wurden wie oben beschrieben separiert und

fur die durchflusszytometrische Analyse aufgearbeitet.

3.3.3 Durchflusszytometrische Analyse der Monozyten/Makrophagen

Die PBMCs wurden mittels eines Durchflusszytometers (FACScan; Becton Dickinson, San
Jose, CA, USA) analysiert und mit der Software von Cellquest (Becton Dickinson, San Jose,
CA, USA) quantifiziert.

Mit jeder Patientenprobe wurden zwei Messungen durchgefihrt. In der ersten Messung
wurden 10.000 aller in der Suspension enthaltenen Zellen analysiert. Die gezahlten Zellen
lieBen sich anhand ihrer GrdlRe (x-Achse: forward scatter, FSC) und ihres
Granulierungsgrades (y-Achse: side scatter, SSC) drei voneinander getrennten
Zellpopulationen zuordnen: Die Population mit der geringsten Zellgrofie bilden vereinzelte
Erythrozyten und Zellschutt. Eine mittlere ZellgroRe und Granularitat besitzen die
Lymphozyten. Die groBten Zellen mit der starksten Granularitdt sind Monozyten. In

Abbildung 3.1 ist eine reprasentative Messung dargestellt.
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Abb. 3.1: Darstellung einer reprasentativen durchflusszytometrischen Messung
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Die ZellgrofRe (x-Achse) ist gegen die Granularitat (y-Achse) dargestellt. Einheit beider Achsen: 0,01
Volt

Um die zu analysierende Population der Monozyten wurde ein Fenster gesetzt und in einer
zweiten Messung 10.000 Zellen aus diesem Rahmen gezahlt. Diese Zellen wurden dann
anhand ihrer Fluoreszenzeigenschaften naher differenziert. Aufgetragen wurden die mittleren
Fluoreszenzintensitaten (MFI) von Fluoreszeinisothiozyanat (FITC), welches an den CD14-
Antikérper gekoppelt ist gegen die MFI von Phycoerythin (PE), welches an den HLA-DR-
Antikdrper gekoppelt ist. Der so erhaltene Plot wurde durch zwei Geraden bei 256*10™V in
vier Quadranten unterteilt, da aufgrund von Vorversuchen davon auszugehen war, dass es

sich bei Messwerten unterhalb dieser Grenze um Autofluoreszenz bzw. unspezifische
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Bindungen handelt. Zellen mit hdheren Werten wurden als HLA-DR bzw. CD14 positiv
angesehen. Nach Ziegler-Heitbrock wurde die Expressionsdichte des LPS-bindenden

Oberflachenrezeptors CD14 zusatzlich semiquantitativ in zwei Subpopulationen aufgeteilt: in

Abb. 3.2: Darstellung der Monozyten-Subpopulationen; Mittlere Fluoreszenzintensititen
in Volt

10*

FL1-Height (3) vs FL2-Heigit (4)

R3
102 T O 10*

Auf der x-Achse ist die MFI von FITC, gekoppelt an den CD14-AK, auf der y-Achse die MFI von PE,
gekoppelt an den HLA-DR-AK dargestellt. Die beiden Linien, die die Achsen bei 10" schneiden, teilen
den Graph in vier Quadranten. Werte <10 entsprechen der Eigenfluoreszenz, Werte >10 resultieren
aus der Fluoreszenz der Antikorper.

Region 1:  CD14 einfach-positive, HLA-DR positive Monozyten

Region 2:  CD14 zweifach-positive, HLA-DR positive Monozyten
Region 3:  CD14 positive, HLA-DR negative Monozyten
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Zellen mit niedriger Expressionsdichte (CD14 einfach-positive Zellen; CD14+), ein Phanotyp,
der vorwiegend proinflammatorische Zytokine produziert und Zellen mit hoher
Expressionsdichte (CD14 zweifach-positive Zellen; CD14++), die primar fir die
antiinflammatorische Zytokinantwort nach Endotoxinstimulation verantwortlich sind. Die
Grenze zwischen beiden Populationen wurde in Anlehnung an Ziegler-Heitbrock bei einer
mittleren Fluoreszenzintensitat von 468*102V angenommen [ZIEGLER-HEITBROCK, 1988].
So konnten in der gewahlten Population der Monozyten drei verschiedene Subpopulationen

unterschieden werden (Abbildung 3.2).

Zellen aus den Regionen 1, 2 und 3 wurden als Gesamtpopulation gleich 100% gesetzt und
dienten den nachfolgenden Untersuchungen als Nennermenge. So errechnet sich
beispielsweise die Fraktion der CD14 einfach-positiven Zellen funktionstiichtiger Monozyten

aus der Formel:

Region 1/ (Region 1 + Region 2 + Region 3)

3.3.4 Messung der Zytokine mittels ELISA

Die Messungen der Zytokinkonzentrationen von TNF-q, IL-6 und IL-10 erfolgten, gesammelt
fur mehrere Patienten, innerhalb von drei Monaten nach Anfertigung des Vollblutansatzes
mit kommerziell erhaltlichen ELISA-Kits (enzyme linked immunosorbent assay, Roche
Molecular Diagnostics, Mannheim). Die Analyse selbst erfolgte exakt mit der vom Hersteller
angegeben Technik [ROCHE, 1999]. Die Testmethode der Zytokinassays beruht dabei auf
einem quantitativen ,Sandwich Prinzip“. Zwei monoklonale Maus-Antikérper erkennen
unterschiedliche, in der Rezeptor-bindenden Region liegende Epitope des zu messenden
Zytokins, so dass nur biologisch wirksames Zytokin gemessen wird. Die Analyse kann in

folgende Einzelschritte aufgegliedert werden:

» Im Proben- oder Standardmaterial enthaltenes Zytokin wird im ersten
Inkubationsschritt von einem biotinylierten Wandantikbrper und von einem
Peroxidase-konjugierten Detektionsantikérper gebunden (=Sandwich-Bildung). Der
gebildete Komplex wird dabei Uber den biotinylierten Antikérper an die
streptavidinbeschichtete Wand der Mikrotiterplatte fixiert.

» Im folgenden Waschschritt werden ungebundene Antikdérper ausgewaschen und
unspezifische Bindungen gelost.

» Nach Zugabe von Tetramethylbenzidin als Substrat fur die im Komplex gebundene
Peroxidase wird in einem zweiten Inkubationsschritt eine Farbreaktion initiiert.
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» Durch Zugabe von Schwefelsaure als Stoppldosung wird die Farbentwicklung beendet
und es erfolgt die photometrische Messung. Die Farbintensitat ist der
Zytokinkonzentration proportional.

» FUr jede Testserie werden Standards mit bekannten Konzentrationen mitgefthrt und
eine Bezugskurve durch Auftragen von Extinktion gegen Konzentration erstellt. Die
Zytokinkonzentration im Probenmaterial wird durch Ablesen an dieser Kurve ermittelt.

Die Assays fur die verschiedenen Zytokine unterscheiden sich nur in Details. Die

Abweichungen werden in Tabelle 3.5 aufgeflhrt.

Tabelle 3.5:  Arbeitsschema der verwendeten ELISA-Kits [ROCHE, 1999].

i l i Zeit
) I = IL-10

Proben und Standards

1 in die entsprechenden
wells der Mikrotiterplatte
pipettieren

20 pl

1. Inkubation nach
Zugabe der 4 h 2h 2h

2 Immunoreagenzlosung 200 pl bei RT auf bei RT auf bei RT auf
(enthalt die beiden einem Schiittler | einem Schiittler | einem Schuttler
Antikorper)

3 Zugabe der

Waschlésung Sx 300l 3 x 1 min 3x 1 min 3x1min

15-25 min 20-30 min 15-25 min
bei RT auf bei RT auf bei RT auf
einem Schittler | einem Schiittler | einem Schuttler
im Dunkeln im Dunkeln im Dunkeln

2. Inkubation nach
4 Zugabe der 200 pl
Substratlésung

5 Zugabe der

Stopplésung e

Photometrische Messung
bei 450 nm
(Referenzwellenlange:
690 nm)

RT = Raumtemperatur

Die Absorption wurde fur alle Assays mit dem ELISA-Reader (Mikrotek Laborsysteme
GmbH, Overath) gemessen und mit Hilfe des Softwarepakets ,MikroWin“ (Mikrotek
Laborsysteme GmbH, Overath) analysiert. Da aus Vorversuchen bekannt war, dass nach
LPS- bzw. SAC-I-Stimulation deutlich hdhere TNF-a-Konzentrationen zu erwarten waren als

bei spontaner Zytokinfreisetzung, wurden die stimulierten TNF-a-Proben im Verhaltnis 1:10
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verdinnt und der Verdinnungsfaktor anschliefend bei der Berechnung der Konzentrationen
bericksichtigt. Dadurch war es moglich, die Messungen im linearen Bereich der gleichzeitig
erstellten Standardkurve durchzuflhren. Alle unstimulierten Proben sowie die IL-10-
Konzentrationen wurden unverdunnt analysiert. Weitere Informationen zu den verwendeten

ELISA-Kits sind in Tabelle 3.6 zusammengefasst.

Tabelle 3.6:  Informationen zu den verwendeten ELISA-Kits [ROCHE, 1999]

ELISA-Kit h-TNF-a. h-IL-6 h-IL-10

Sensitivitat * > 12 pg/ml > 10 pg/ml > 5 pg/ml

Messbereich 20 - ca. 800 pg/ml 5 - ca. 1000 pg/ml 5 - ca. 700 pg/ml
Intra-Assay Varianz 4,6+12% < 8% <6%
Inter-Assay Varianz 6,7 £1,1% <15% <12%

Zahlenwerte sind Angaben als Grenzwert, Bereich oder Mittelwert + Standardabweichung.

* Die Sensitivitat ist angegeben als Detektionsgrenze (,Limit of detection®).

3.4 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte nach Beratung durch das Institut flir Medizinische
Biometrie, Epidemiologie und Medizinische Informatik der Universitat des Saarlandes und
unter Verwendung des kommerziell erhiltlichen Software-Pakets SigmaStat® (Version 2.03,
SPSS Science Software GmbH, Erkrath). Fir die graphische Darstellung der Ergebnisse
wurde das Zeichenprogramm SigmaPlot 2000® (Version 6.0, SPSS Science Software GmbH,
Erkrath) benutzt. Bei den Prozentdarstellungen der Zytokinantwort erfolgte die Berechnung
der Werte aufgrund des hohen SEM der durch das hohe Mal an interindividueller Variabilitat
bedingt ist in LOG%.

Fur die Datenanalyse galt: Bei den stetigen Daten erfolgte zuerst eine Prifung auf
Normalverteilung mittels Kolmogorov-Smirnov-Test. Waren die Kriterien fur eine
parametrische Testung erfullt, wurde zum Vergleich von zwei Gruppen der ungepaarte t-Test
oder bei mehr als zwei Gruppen eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) durchgeflhrt.
Bei wiederholten Messungen wurde innerhalb einer Gruppe der gepaarte t-Test bzw. die

Varianzanalyse fiur wiederholte Messungen (repeated measures ANOVA) verwendet, zur
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Analyse des Einflusses von zwei Merkmalen die zweifaktorielle Varianzanalyse fir
wiederholte Messungen. Wurde bei einer Varianzanalyse ein signifikanter Unterschied
festgestellt, erfolgte anschliefend der Student-Newman-Keuls-Test zur post-hoc-Analyse fur
multiple Vergleiche bzw. der Bonferroni-Test zur post-hoc-Analyse fir Vergleiche gegen eine
Kontrollgruppe. Waren die Kriterien fur die Durchfihrung parametrischer Testverfahren nicht
erfullt, so wurden entsprechende nichtparametrische Analyseverfahren (Mann-Whitney-U-
Test, Wilcoxon-Test, Kruskal-Wallis-Test bzw. Friedman-Test) angewandt. Alle Tests wurden
mit zweiseitiger Fragestellung durchgefuhrt, das Signifikanzniveau als p<0,05 festgelegt und
die Daten als Mittelwert und Standardfehler (SEM) dargestellt. Die graphische Darstellung

der Daten erfolgte als Liniendiagramm mit Angabe der Regressionsgeraden.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Demographische Daten und SIRS-Kriterien

Im Untersuchungszeitraum wurden insgesamt 24 Patienten mit der Diagnose ,schwere

Sepsis” in die Studie eingeschlossen, jeweils 12 Patienten pro Gruppe.

SIRS-Kriterien und C-reaktives Protein

Die SIRS-Kriterien an Tag 1 bei Aufnahme in die vorliegende Untersuchung sind in Tabelle
4.1 zusammengefasst. In beiden Gruppen lag die Herzfrequenz (HF) deutlich Gber 100/min.
Die Konzentration an C-reaktivem Protein (CRP) war ebenfalls in beiden Gruppen stark
erhdht und lag in der Midazolamgruppe im Mittel bei Gber 200 mg/I, in der Propofolgruppe bei
Uber 250 mg/l. Im Rahmen der Inflammationsreaktion wurden in beiden Patientengruppen
erhohte Leukozytenzahlen gemessen. Bei Studienbeginn lag eine Leukozytose von im Mittel
23.500 Leukozyten/ul in der Midazolamgruppe, sowie 17.500 Leukozyten/ul in der
Propofolgruppe vor. Insgesamt konnten bei Studienbeginn keine signifikanten Unterschiede

der beiden Gruppen festgestellt werden.

Dauer der Intensivbehandlung und Beatmungstage

Gemal den Einschlusskriterien fiir die vorliegende Untersuchung wurden alle Patienten bei
Studienbeginn maschinell beatmet. Der Aufenthalt auf der Intensivstation und die
Beatmungsdauer wurden auf der Basis einer Mitternachtsstatistik ermittelt. Die
Beatmungstherapie erfolgte generell (ber einen Endotrachealtubus oder eine
Trachealkanule. Patienten wurden als ,beatmet® bezeichnet, solange eine maschinelle
Unterstitzung erfolgte.  Signifikante  Unterschiede bezilglich der Lange der
intensivmedizinischen Behandlung sowie der maschinellen Beatmung zwischen der

Midazolam- und der Propofolgruppe wurden nicht festgestellt (Tabelle 4.1).
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Tabelle 4.1: Demographische Daten und SIRS-Kriterien bei Patienten mit schwerer Sepsis an
Tag 1 nach Studieneinschluss

Patientendaten Midazolam Propofol p

Alter (Jahre) 58,8 +4,4 62,3+4,1 n.s.

GroRe (cm) 169+ 1,6 167 + 1,8 n.s.

Gewicht (kg) 759+54 70,3+4,3 n.s.

Korpertemp. (°C) 38,1+0,2 38,0+0,2 n.s.

. HF (1/min.) 1154 £ 4,8 111,1£ 3,5 n.s.
SIRS-Kriterien:

Leukozyten (x10%/ul) 23,5+2,0 175+2,2 n.s.

CRP (mgll) 207 £ 20,8 276 + 39,8 n.s.

Dauer der Intensivbehandlung (Tage) 25,7+5,0 245+438 n.s.

Beatmungsdauer (Tage) 10,9+ 1,5 12,9 + 3,1 n.s.

Alle Angaben als Mittelwert £+ SEM

n.s. = nicht signifikant

4.2 Intensivmedizinische Diagnosen und Erreger

Wie oben bereits dargelegt, musste die infektibse Ursache der schweren Sepsis
mikrobiologisch gesichert oder zumindest nach Kklinischen Kriterien augenscheinlich
bewiesen sein. Daher wurde bei allen Patienten mikrobiologisches Untersuchungsmaterial
schon intraoperativ oder unmittelbar nach Aufnahme auf der Intensivstation entnommen und
eine zUgige Erregeridentifikation angestrebt. Alle Befunde wurden bezuglich ihrer Plausibilitat
mit dem zustandigen Mikrobiologen besprochen.

Die jeweiligen intensivmedizinischen Hauptdiagnosen sowie die nachgewiesenen Erreger,
die als verantwortlich fiur die Entstehung der Sepsis betrachtet wurden, sind in Tabelle 4.2

dargestellt.
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Tabelle 4.2: Diagnosen und nachgewiesene Erreger, die bei den in die Studie
eingeschlossenen Patienten als verantwortlich fiir die Entstehung der Sepsis

betrachtet wurden

Patient :
ID Alter Medikation Dlagnose Erreger
1 69 Midazolam | Diinndarmperforation Enterobacter
2 55 Midazolam | Perforierte Appendizitis E.coli
3 48 Midazolam | Parapharyngealabszess Streptokokken, Staph. aureus
4 90 Propofol | Rektumperforation E.coli
5 61 Propofol | Diinndarmperforation Enterokokken
6 42 Propofol | Kolonperforation Salmonella sp.
7 59 Midazolam | Beinphlegmone - Nicht identifiziert -
8 41 Propofol | Nekrot. Pankreatitis & P.-abszess Koagulase-neg. Staph.
9 69 Midazolam | Nekrotisierende Cholezystitis E.coli, Enterokokken
10 68 Propofol |[intraabdomineller AbszeR E.coli, Enterokokken, Pseudomonas
11 76 Midazolam | Perforierte Sigmadivertikulitis Enterokokken, Pseudomonas
12 53 Midazolam | Anastomoseninsuff. nach Kolon-OP Enterokokken, E.coli
13 45 Midazolam | Anastomoseninsuff. nach Jejunum-OP | Enterokokken
14 69 Propofol [ Mediastinitis nach Osophagusruptur - Nicht identifiziert -
15 72 Propofol | Osteomyelitis nach Hiiftgelenksersatz | Streptokokken
16 46 Midazolam | Diinndarmperforation Pseudomonas, Enterokokken
17 72 Propofol | Pneumonie Staph. aureus
18 60 Propofol | Kolonperforation E.coli
19 62 Propofol | Anastomoseninsuffizienz - Nicht identifiziert -
20 30 Midazolam | Pneumonie, Peritonitis Pseudomonas
21 73 Midazolam | Diinndarmperforation Enterokokken
22 46 Propofol | multiple Abszesse Aktinomyces meyeri
23 82 Midazolam | Pneumonie E.coli/Enterokokken
24 65 Propofol | Osteomyelitis und PsoasabszeR Pseudomonas aeruginosa

Den Patienten mit schwerer Sepsis wurden in chronologischer Reihenfolge ID-Kennungen von 1 bis
24 zugeteilt.

Passend zu dem auf unserer Intensivstation Uberwiegend behandelten Patientengut wurde
bei 18 Patienten (75%) eine abdominalchirurgische Erkrankung als Ursache der schweren
Sepsis identifiziert; hingegen wurden z.B. lediglich 3 Patienten wegen einer Pneumonie in
die Studie aufgenommen. Bei 13 Patienten (54%) wurden gramnegative Erreger
nachgewiesen, die allein oder in Kombination als verantwortlich fur die Entstehung der
Sepsis betrachtet wurden. Bei weiteren 3 Patienten (13%) wurden zwar ausschlieRlich
Enterokokken nachgewiesen, jedoch kann hier aufgrund der Erkrankungslokalisation
(Dinndarm) eine Mitbeteiligung gramnegativer Erreger nicht ausgeschlossen werden. Bei 5
Patienten (21%) wurde ausschlielllich von grampositiven Erregern als Ursache der
Erkrankung ausgegangen. Kein Erreger konnte schlief3lich bei 3 Patienten (13%) identifiziert
werden (Tabelle 4.2).
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4.3 Katecholamintherapie

Eine Insuffizienz des Herz-Kreislaufsystems erforderte bei 10 von 12 (83,3%) der Patienten
in der Midazolamgruppe und bei allen Patienten in der Propofolgruppe eine
kreislaufunterstiitzende Katecholamintherapie mit Noradrenalin. Bei Studieneinschluss
betrug die mittlere Dosierung bei Patienten der Midazolamgruppe 0,43 pg/kg/min (Bereich
0,03 - 1,55 pg/kg/min) und bei Patienten der Propofolgruppe 0,40 pg/kg/min (Bereich 0,04 -
0,98 pg/kg/min). Die Dosierungshdéhe der Katecholamine war in beiden Gruppen auch im
weiteren Verlauf der Therapie vergleichbar; statistisch signifikante Unterschiede bestanden
nicht (Tabelle 4.3).

Tabelle 4.3:  Noradrenalintherapie bei Patienten mit schwerer Sepsis

0,43£0,17 0,40 £ 0,08

0,40 £0,17 10 0,55£0,18 12
0,34 £0,14 9 0,71 £ 0,46
0,33£0,12 7 0,54 + 0,34

Alle Angaben als Mittelwert + SEM

Zusatzlich wurde bei einigen Patienten Dobutamin eingesetzt. Auch hier ergaben sich keine

signifikanten Unterschiede im Vergleich beider Gruppen (Tabelle 4.4).

Tabelle 4.4: Dobutamintherapie bei Patienten mit schwerer Sepsis

- 0 - 0

1,81 1 1,96 1
3,29+ 1,48 2 2,17 £0,21 2
2,84+1,93 2 4,76 1

Alle Angaben als Mittelwert £+ SEM
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4.4 Intensivmedizinische Scores

Passend zu den Einschlusskriterien wiesen die Patienten mit schwerer Sepsis insgesamt
hohe APACHE II-, MOF- und SOFA- Scorewerte auf. Dabei waren die Scorewerte bei
Studieneinschluss in beiden Gruppen vergleichbar. Signifikante Unterschiede an Tag 1
bestanden nicht (Tabelle 4.5).

Tabelle 4.5: Intensivmedizinische Scorewerte der Patienten mit schwerer Sepsis an Tag 1
Midazolam Propofol
Tag 1 (Punktwerte) (Punktwerte) P
APACHE lI-Score 242+2,0 27,1+ 1,6 n.s.
MOF-Score 96+0,5 9,8+0,3 n.s.
SOFA-Score 10,8+ 0,5 12,1+0,7 n.s.

Alle Angaben als Mittelwert £+ SEM

n.s. = nicht signifikant

Im folgenden wird der Verlauf der intensivmedizinischen Scores innerhalb der ersten 8 Tage

nach Studieneinschluss dargestellt:

4.41 APACHE II-Score

Den Einschlusskriterien entsprechend wurden bei allen Patienten initial hohe Scorewerte
beobachtet (24,2 + 2,0 Punkte in der Midazolamgruppe und 27,1 + 1,6 Punkte in der
Propofolgruppe). Am achten Tag nach Beobachtungsbeginn lag der Scorewert in der
Propofolgruppe mit 16,0 + 2,6 Punkten signifikant unterhalb des Ausgangswertes. Auch bei
den Patienten in der Midazolamgruppe konnte eine Erholung der Scorewerte auf 20,9 + 2,1
Punkte verzeichnet werden (Tabelle 4.6). Allerdings blieb der Punktwertabfall hier ohne
Signifikanz. Auch der Vergleich beider Gruppen untereinander (Midazolam vs. Propofol)

ergab keine signifikanten Unterschiede.
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Tabelle 4.6: APACHE II-Scores der Patienten mit schwerer Sepsis im Verlauf der ersten 8
Tage nach Studieneinschluss

242+2,0 27,1+£1,6 n.s.
232+1,9 242+25 n.s.
244 +272 22,7+1,9 n.s.
22,0+1,9 221+23 n.s.

Alle Angaben als Mittelwert £+ SEM

n.s. = nicht signifikant
# = p<0,05 vs. Tag 1

4.4.2 MOF-Score

Wie bei den APACHE II-Scores, wurden auch initial hohe Werte in den MOF-Scores
beobachtet (9,6 + 0,5 Punkte in der Midazolamgruppe und 9,8 + 0,3 Punkte in der
Propofolgruppe). Im Verlauf des Beobachtungszeitraumes waren die Werte in beiden
Gruppen rucklaufig. Auch hier war der Punktwertabfall in der Propofolgruppe mit
Durchschnittswerten von 5,6 £ 0,7 am achten Tag insgesamt deutlicher ausgepragt als in der
Midazolamgruppe, jedoch in beiden Gruppen signifikant. Der Vergleich beider Gruppen

untereinander (Midazolam vs. Propofol) ergab keine signifikanten Unterschiede (Tabelle 4.7).

Tabelle 4.7: MOF-Scores der Patienten mit schwerer Sepsis im Verlauf der ersten 8 Tage

nach Studieneinschluss

9,6+0,5 9,8+0,3 n.s.
9,4+0,6 9,6 +0,5 n.s.
8,9+0,8 8,8+ 0,6 n.s.
84+0,8 8,5+0,9 n.s.
74+09# 56+0,7# <0,001 / <0,001

Alle Angaben als Mittelwert + SEM

n.s. = nicht signifikant
# = p<0,05 vs. Tag 1
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4.4.3 SOFA-Score

Wie bereits fur APACHE II- und MOF-Scores beschrieben, waren auch die SOFA-Scores
initial erhéht (10,8 £ 0,5 Punkte in der Midazolamgruppe und 12,1 + 0,7 Punkte in der
Propofolgruppe). Im weiteren Verlauf zeigte sich auch hier ein Riickgang der Scorewerte in
beiden Gruppen mit Signifikanz an Tag 8 (7,8 + 1,6 Punkte in der Midazolamgruppe und 4,1
+ 0,8 Punkte in der Propofolgruppe). Der Vergleich beider Gruppen untereinander
(Midazolam vs. Propofol) ergab keine signifikanten Unterschiede (Tabelle 4.8).

Tabelle 4.8: SOFA-Scores der Patienten mit schwerer Sepsis im Verlauf der ersten 8 Tage
nach Studieneinschluss

SOFA-Score | 'lazolm | Froeero) i
Tag 1 10,8 £+ 0,5 12,1+£0,7 n.s.
Tag 2 10,3+0,8 12,0+0,7 n.s.
Tag 3 10,3+ 1,1 11,0+0,8 n.s.
Tag 4 99+1,2 98+1,3 n.s.
Tag 8 78+x16# 4,1+0,8# 0,002 / <0,001

Angegeben ist der Mittelwert + SEM

n.s. = nicht signifikant
# = p<0,05 vs. Tag 1

Auffallend in der Betrachtung der Ergebnisse aller drei intensivmedizinischen Scores ist,
dass die Patienten der Propofolgruppe trotz allgemein héheren Ausgangswerten an Tag 1
am Ende des Untersuchungszeitraums niedrigere Scores als die Patienten der
Midazolamgruppe erreichten.

4.5 Leukozytenzahl

Im Rahmen der Inflammationsreaktion wurden in beiden Patientengruppen erhéhte
Leukozytenzahlen gemessen (bei Studienbeginn im Mittel 23.500/ul in der Midazolamgruppe
und 17.500/ul in der Propofolgruppe). Ein signifikanter Unterschied an Tag 1 zwischen
beiden Gruppen bestand nicht. Eine Leukozytopenie an Tag 1 wurde bei keinem der

Patienten beider Gruppen nachgewiesen. Im weiteren Verlauf der Erkrankung konnte in
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beiden Gruppen eine kontinuierliche Ruckbildung der Leukozytose auf mittlere Werte von
18.100/ul in der Midazolamgruppe sowie 14.000/pl in der Propofolgruppe beobachtet
werden. Die Normalisierung der Leukozytenzahlen war jedoch nur in der Midazolamgruppe
(Tag 8) signifikant. Ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen bestand lediglich

an Tag 3. Die Leukozytenzahlen sind in Tabelle 4.9 dargestellt.

Tabelle 4.9: Leukozytenzahlen bei Patienten mit schwerer Sepsis

Leukozyten M dazgiam Fropgtel p
Tag 1 23,5+ 2,0 17,522 n.s.
Tag 2 21,1£1,9 15,7 £1,9 n.s.
Tag 3 21,4+2,9 13,7+2,1* 0,029
Tag 4 204+29 13,7+2,3 n.s.
Tag 8 18,124 # 14,0 £2,3 0,021 /n.s.

Angegeben ist der Mittelwert + SEM

n.s. = nicht signifikant
# = p<0,05 vs. Tag 1

* = p<0,05 Propofol vs. Midazolam

4.6 Monozytenfunktion bei gesunden Probanden und bei

Patienten mit schwerer Sepsis

Im vorliegenden Untersuchungsabschnitt soll eine differenzierte Untersuchung des
Funktionszustandes der Monozyten/Makrophagen sowohl bei den gesunden Probanden als
auch bei den Patienten mit schwerer Sepsis durchgefiihrt werden. Insbesondere soll der
Einfluss der Anasthetika Midazolam und Propofol auf die Monozyten-/Makrophagenfunktion

untersucht werden.

4.6.1 HLA-DR-Expression der Monozyten bei gesunden Probanden und bei Patienten

mit schwerer Sepsis
Der Anteil HLA-DR-positiver Zellen lag bei gesunden Probanden stets im Normbereich. Im

Kontroll-Vollblut ohne Medikamentenzusatz betrug der mittlere Anteil HLA-DR-positiver

Zellen 96%. Nach Zugabe der Anasthetika nahm die monozytare HLA-DR-Expression
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geringflgig ab. Signifikante Unterschiede wurden dabei weder im Vergleich zur Kontrolle,

noch zwischen den Sedativa verzeichnet (Tabelle 4.10).

Die Patienten mit schwerer Sepsis wiesen dagegen eine starke und im Erkrankungsverlauf
lang anhaltende Suppression der monozytaren HLA-DR-Expression auf. Im Vergleich zu den

gesunden Probanden waren die Werte an jedem Untersuchungstag signifikant supprimiert.

Tabelle 4.10: Monozytare HLA-DR-Expression bei gesunden Probanden sowie bei Patienten
mit schwerer Sepsis; angegeben als HLA-DR-positive Monozyten in Prozent
aller Monozyten.

Midazolam Propofol
HLA-DR (in %) (in %) P
Kontrolle 95,7+ 1,8
Probanden:
Med. Effekt 92,6+ 2,9 93,8+2,0 n.s.
Tag 1 60,2+550 57,3+7,30 <0,001 /0,003
Tag 2 56,2+42d 58,8 +8,6 & <0,001 /0,010
Sepsis Pat.: Tag 3 52,2+578 67,9+6,08 <0,001/0,006
Tag 4 59,0+49d8 68,8 +6,2d <0,001 /0,007
Tag 8 61,7+520 71,0+480 <0,001 /0,002

Alle Angaben als Mittelwerte £+ SEM

n.s. = nicht signifikant
& =p<0,05 Sepsispatienten vs. Probanden-Vollblut nach Medikamentenzugabe

Gemall dem Analgosedierungsschema erhielten alle in die Studie eingeschlossenen
Patienten am Tag der Diagnosestellung (Tag 1) Midazolam als Sedativum, um eine
einheitliche Ausgangssituation gewahrleisten zu kdnnen. Die Randomisierung zu einer der
beiden Behandlungsgruppen erfolgte dann an Tag 2. Um nun wiederum den Verlauf
hervorzuheben, beginnend vom gemeinsamen Ausgangswert an Tag 1, wurde im Folgenden
auf Prozentdarstellungen zuriickgegriffen. Hierflr wurden die Ergebnisse flr jeden einzelnen

Patienten als Prozentwert von Tag 1 berechnet; die Werte an Tag 1 entsprechen 100%.

Bei Patienten mit schwerer Sepsis, die Midazolam erhielten, blieb die monozytare HLA-DR-
Expression im wesentlichen auf gleichbleibend niedrigem Niveau supprimiert. Im Gegensatz
dazu konnte in der Propofolgruppe eine kontinuierliche Erholung der HLA-DR-Fraktion Uber
den Erkrankungsverlauf beobachtet werden. Signifikante Unterschiede konnten allerdings

nicht nachgewiesen werden (Abbildung 4.5).
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Abb. 4.5: Verlauf der Fraktion HLA-DR-positiver Monozyten innerhalb der ersten 8 Tage
nach Studieneinschluss; dargestellt sind die Absolutwerte in Prozent von Tag 1
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Angegeben sind Mittelwerte £+ SEM

4.6.2 CD14-Expression der Monozyten bei gesunden Probanden und bei Patienten

mit schwerer Sepsis: Fraktion der CD14 einfach-positiven Monozyten

Die Fraktion der CD14 einfach-positiven Zellen betrug bei den gesunden Probanden etwa
15%. Die Zugabe von Midazolam hatte keinen Effekt auf die Anzahl CD14+ Zellen. Im
Gegensatz dazu zeigte sich nach Zugabe von Propofol eine deutliche Zunahme des Anteils
CD14 einfach-positiver Zellen. Es zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied sowohl
im Vergleich mit dem Kontroll-Vollblut als auch im Vergleich mit dem Midazolam-Vollblut der

gesunden Probanden (Tabelle 4.11).

Die deutlich erhéhten Werte im Propofol-Vollblut der gesunden Probanden konnten in der

Propofolgruppe der Patienten mit schwerer Sepsis in diesem Ausmald nicht erreicht werden.
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Es zeigte sich hier eine signifikant niedrigere Fraktion CD14 einfach-positiver Zellen bei

septischen Patienten an den Tagen 1, 2 und 8 (Tabelle 4.11).

Tabelle 4.11: CD14 einfach-positive Monozyten bei gesunden Probanden sowie bei Patienten
mit schwerer Sepsis; angegeben als CD14+/HLA-DR-positive Monozyten in
Prozent aller Monozyten

CD14 einfach-pos. | M¢%m Ao P
Probanden: Kontrolle 15,2 +5,0
Med. Effekt 154 +4,6 63,6 £ 12,0 #* n.s./0,004; 0,004
Tag 1 20,5+4,0 21,2+400 n.s./ 0,001
Tag 2 18,6 +4,0 322+8,48 n.s./ 0,045
Sepsis Pat.: Tag 3 17,6 +34 38,0+85# n.s./0,023
Tag 4 19,2 +2,7 365+7,3#* n.s./0,008; 0,048
Tag 8 27,6 £6,0 22,6+4,40 n.s. /0,004

Alle Angaben als Mittelwert £+ SEM

n.s. = nicht signifikant

# =p<0,05 Sepsispatienten vs. Tag 1 bzw. Probanden-Vollblut nach Medikamentenzugabe vs.
Probanden-Vollblut ohne Medikamente (Kontrolle)

& =p<0,05 Sepsispatienten vs. Probanden-Vollblut nach Medikamentenzugabe

* =p<0,05 Propofol vs. Midazolam

Wie im Midazolam-Vollblut bei den gesunden Probanden blieben auch bei den Patienten mit
schwerer Sepsis in der Midazolamgruppe die Werte im Untersuchungszeitraum auf einem
annahernd gleichbleibend niedrigen Niveau. In der Prozentdarstellung konnte ein leichter,
nicht signifikanter Anstieg des Anteils CD14 einfach-positiver Zellen beobachtet werden.
Anders stellte sich der Verlauf in der Propofolgruppe dar: Hier konnte ein signifikanter
Anstieg der CD14 einfach-positiven Zellen innerhalb der ersten Untersuchungshalfte an den
Tagen 3 und 4 beobachtet werden (siehe Abbildung 4.6). An Tag 8 gingen die Werte
wiederum annahernd auf das Ausgangsniveau von Tag 1 zurick. In der Darstellung der
Absolutwerte  konnte  ferner ein  signifikanter = Unterschied  zwischen den

Medikamentengruppen an Tag 4 verzeichnet werden (Tabelle 4.11).
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Abb. 4.6: Verlauf der Fraktion CD14 einfach-positiver Monozyten innerhalb der ersten 8
Tage nach Studieneinschluss; dargestellt sind die Absolutwerte in Prozent von
Tag 1
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# = p<0,05 Sepsispatienten vs. Tag 1 bzw. Probanden-Vollblut nach Medikamentenzugabe vs.
Probanden-Vollblut ohne Medikamente (Kontrolle)

* = p<0,05 Propofol vs. Midazolam

4.6.3 CD14-Expression der Monozyten bei gesunden Probanden und bei Patienten

mit schwerer Sepsis: Fraktion der CD14 zweifach-positiven Monozyten

Die Fraktion der CD14 zweifach-positiven Zellen betrug im Kontroll-Vollblut der gesunden
Probanden im Mittel rund 80%. Wahrend die Zugabe von Midazolam die Fraktionsstarke der
CD14 zweifach-positiven Zellen nicht beeinflusste, ergab das Zufiigen von Propofol eine
deutliche Suppression der Werte. Auch hier zeigte sich ein signifikanter Unterschied sowohl
im Vergleich mit dem Kontroll-Vollblut als auch im Vergleich mit dem Midazolam-Vollblut
(Tabelle 4.12).
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Tabelle 4.12: CD14 zweifach-positive Monozyten bei gesunden Probanden sowie bei
Patienten mit schwerer Sepsis; angegeben als CD14++/HLA-DR-positive
Monozyten in Prozentanteil aller Monozyten

: Midazolam Propofol
CD14 zweifach-pos. (in %) (in %) P
Kontrolle 80,6 £ 5,2
Probanden:
Med. Effekt 77,2+3,8 302124 #* n.s./0,004; 0,005
Tag 1 39,7+35d 36,1+6,8 <0,001 / n.s.
Tag 2 376270 266+7,4 <0,001 / n.s.
Sepsis Pat.: Tag 3 34,6+6,08 30,0 + 6,4 <0,001/n.s.
Tag 4 39,8+5,10 32,3+£6,3 <0,001 /n.s.
Tag 8 383+7,08 48,4 + 5,0 <0,001 / n.s.

Alle Angaben als Mittelwerte + SEM

n.s. = nicht signifikant

# =p<0,05 Probanden-Vollblut nach Medikamentenzugabe vs. Probanden-Vollblut ohne
Medikamente (Kontrolle)

® =p<0,05 Sepsispatienten vs. Probanden-Vollblut nach Medikamentenzugabe
* =p<0,05 Propofol vs. Midazolam

Im Vergleich zum Midazolam-Vollblut der gesunden Probanden waren die Werte in der
Midazolamgruppe der Patienten mit schwerer Sepsis Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum deutlich supprimiert (Tabelle 4.12). Wie im Propofol-Vollblut der
gesunden Probenden konnte in der Propofolgruppe der Patienten mit schwerer Sepsis
zunachst eine weitere Suppression der CD14 zweifach-positiven Zellen an Tag 2 beobachtet
werden. Im weiteren Verlauf stiegen die Werte dann kontinuierlich Gber das Ausgangsniveau
hinaus an (Abbildung 4.7). Signifikante Unterschiede in den Kurvenverlaufen der

Sepsispatienten ergaben sich nicht.
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Abb. 4.7: Verlauf der Fraktion CD14 zweifach-positiver Monozyten innerhalb der ersten 8
Tage nach Studieneinschluss; dargestellt sind die Absolutwerte in Prozent von
Tag 1
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* = p<0,05 Propofol vs. Midazolam

4.7 Spontane Zytokinantwort bei gesunden Probanden und bei

Patienten mit schwerer Sepsis

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind fir die gesunden Probanden und fir die
Patienten mit schwerer Sepsis dargestellt. Nachfolgend wurde die spontane Zytokinantwort
der Patienten mit schwerer Sepsis analysiert und mit der spontanen Zytokinantwort der

gesunden Probanden verglichen.
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4.7.1 spontane TNF-a-Antwort

Im Vollblut der gesunden Probanden blieben die TNF-a-Konzentrationen vor und nach
Medikamentenzusatz stets unterhalb der Nachweisgrenze. Bei den Patienten mit schwerer
Sepsis wurden im Mittel erhdhte TNF-a-Konzentrationen gemessen, allerdings mit z.T.
erheblichen interindividuellen und im Erkrankungsverlauf intraindividuellen Schwankungen.
Die hochsten Zytokinkonzentrationen wurden mit 22 bzw. 27 pg/ml in der Propofolgruppe an
den Tagen 3 und 4 gemessen. An Tag 8 wiederum hatten sich die TNF-a-Konzentrationen in
der Propofolgruppe mit 7 pg/ml deutlich erholt. In der Midazolamgruppe dagegen kann Uber
den gesamten Beobachtungszeitraum kein Trend ausgemacht werden. Signifikante
Unterschiede zwischen beiden Gruppen oder im zeitlichen Verlauf in den jeweiligen Gruppen
wurden nicht festgestellt. Im Vergleich zum Midazolam-Vollblut der gesunden Probanden
ergaben sich signifikant erhdéhte TNF-a-Konzentrationen in der Midazolamgruppe an den
Tagen 2 und 8 (Tabelle 4.13).

Tabelle 4.13: Spontane TNF-a-Konzentrationen bei den gesunden Probanden sowie bei
Patienten mit schwerer Sepsis

Midazolam Propofol
TN F'(X. (in pg/ml) (in pg/ml) P
Kontroll <3,0
Probanden: ontrolle
Med. Effekt <30 <3,0 n.s.
Tag 1 13,1+3,7 14,7+4,5 n.s.
Tag 2 18,1+4,6 & 10,1 £ 3,8 0,038 /n.s.
Sepsis Pat.: Tag 3 134£38 21,8+ 156 n.s.
Tag 4 14,1+5,1 271 +17,7 n.s.
Tag 8 18,1+4,3d 6,7+2,2 0,025/ n.s.

Alle Angaben als Mittelwerte + SEM

n.s. = nicht signifikant
8 = p<0,05 Sepsispatienten vs. Probanden-Vollblut nach Medikamentenzugabe

4.7.2 spontane IL-10-Antwort

Vergleichbar mit der spontanen TNF-a-Antwort waren die spontanen IL-10-Konzentrationen
der gesunden Probanden unterhalb der Nachweisgrenze. Bei den Patienten mit schwerer

Sepsis wurden wie bei der spontanen TNF-a-Antwort erhéhte Zytokinkonzentrationen
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gemessen. Auch hier zeigten sich erhebliche interindividuelle und im Erkrankungsverlauf
intraindividuelle Schwankungen, welche sogar z.T. noch ausgepragter waren als bei der
spontanen TNF-a-Antwort (Tag 1 und 3 in der Midazolamgruppe, sowie Tag 2 in der
Propofolgruppe). Wahrend in der Midazolamgruppe die Zytokinkonzentrationen Uber den
gesamten Untersuchungszeitraum auf einem relativ hohen Niveau verblieben, zeigte sich in
der Propofolgruppe eine rasche Abnahme der IL-10-Konzentrationen von 29 pg/ml auf 11
pg/ml bereits an Tag 3. Dieses Level blieb Uber den weiteren Untersuchungszeitraum
konstant. Signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen oder im Zeitverlauf in den
jeweiligen Gruppen wurden wiederum nicht festgestellt. Im Vergleich zum Propofol-Vollblut
der gesunden Probanden ergaben sich signifikant erhéhte IL-10-Konzentrationen in der

Propofolgruppe an Tag 3 (Tabelle 4.14).

Tabelle 4.14: Spontane IL-10-Konzentrationen bei den gesunden Probanden sowie bei den
Patienten mit schwerer Sepsis

Midazolam Propofol
IL-1 0 (in pg/ml) (in pg/ml) P
Kontrolle <30
Probanden:
Med. Effekt <3,0 <3,0 n.s.
Tag 1 159,3 + 138,2 28,8 + 8,9 n.s.
Tag 2 174 +54 74,5 + 63,7 n.s.
Sepsis Pat.: Tag 3 59,2 + 33,9 10,8+2,18 n.s./ 0,017
Tag 4 155+54 12,8 +4,8 n.s.
Tag 8 18,5+6,9 10,3+ 3,5 n.s.

Alle Angaben als Mittelwerte + SEM

n.s. = nicht signifikant
8 = p<0,05 Sepsispatienten vs. Probanden-Vollblut nach Medikamentenzugabe

4.7.3 spontane IL-6-Antwort

Bei der Untersuchung der spontanen IL-6-Antwort wurden im Kontroll-Vollblut der gesunden
Probanden Werte um 15 pg/ml gemessen. Nach Zugabe der Medikamente nahmen die
Zytokinkonzentrationen in beiden Gruppen geringfligig ab. Ein signifikanter Unterschied
zeigte sich dabei weder im Vergleich mit dem Kontroll-Vollblut, noch im Vergleich zwischen
Midazolam- und Propofol-Vollblut (Tabelle 4.15, Abbildung 4.8).
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Tabelle 4.15: Spontane mittlere IL-6-Konzentrationen bei den gesunden Probanden sowie bei
den Patienten mit schwerer Sepsis

Midazolam Propofol
IL-G (in pg/ml) (in pg/ml) P
Kontrolle 14,7 +1,9
Probanden:
Med. Effekt 122+2,3 12,8+ 3,4 n.s.

Tag 1 151,3+ 33,80 273,8+£59,00 0,01 /0,007

Tag 2 140,8 + 48,7 3104 +£81,90 n.s./ 0,02
Sepsis Pat.: Tag 3 118,7+3448 | 3655+11338* | 0,047/0,04;0,004

Tag 4 72,7 + 23,3 227,6 £ 103,7 n.s.

Tag 8 53,8+11,506 75,4 +22,80 0,02/ 0,046

Alle Angaben als Mittelwerte + SEM

n.s. = nicht signifikant
6 = p<0,05 Sepsispatienten vs. Probanden-Vollblut nach Medikamentenzugabe

* = p<0,05 Propofol vs. Midazolam

Die Patienten mit schwerer Sepsis wiesen eine deutlich erhéhte IL-6-Antwort auf. Gegentiber
dem Vollblut der gesunden Probanden ergaben sich signifikant erhdhte
Zytokinkonzentrationen an den Tagen 1, 3 und 8 fir beide Gruppen, sowie an Tag 2 fur die
Propofolgruppe (Tabelle 4.15). Wahrend in der Midazolamgruppe die IL-6-Konzentrationen
kontinuierlich abnahmen, war in der Propofolgruppe zunachst ein weiterer Anstieg der
Zytokinantwort mit einem Maximum an Tag 3 zu verzeichnen. In der Darstellung der
Absolutwerte ergab sich fir diesen Tag ein signifikanter Unterschied zwischen den
Medikamentengruppen (Tabelle 4.15). Im weiteren Untersuchungsverlauf konnte dann auch
in der Propofolgruppe eine Erholung der IL-6-Konzentrationen beobachtet werden. In der
Darstellung der Absolutwerte in % von Tag 1 zeigte sich ein signifikanter Rickgang der
erhohten IL-6-Konzentrationen gegeniber den Ausgangswerten in beiden Gruppen an Tag

8, sowie in der Midazolamgruppe zusatzlich an Tag 4 (Abbildung 4.8).
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Abb. 4.8: Verlauf der spontanen mittleren IL-6-Konzentrationen innerhalb der ersten 8
Tage nach Studieneinschluss, dargestellt sind die Absolutwerte in Prozent von
Tag 1
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4.8 Zytokinantwort nach ex vivo-Stimulation mit LPS bei
gesunden Probanden und bei Patienten mit schwerer Sepsis
sowie nach ex vivo-Stimulation mit SAC-l bei Patienten mit

schwerer Sepsis

Hauptziel des vorliegenden Untersuchungsabschnitts war zum einen, die LPS-stimulierte
Zytokinantwort bei Patienten mit schwerer Sepsis mit der gesunder Probanden zu
vergleichen. Zum Anderen sollte der Einfluss der Anasthetika Midazolam und Propofol auf
die stimulierte Zytokinantwort untersucht werden. Untersucht wurden dabei das Zytokin TNF-

o als Vertreter der proinflammatorischen Komponente sowie das Zytokin IL-10 als Vertreter
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der antiinflammatorischen Komponente der systemischen Immunantwort. Nachfolgend
werden die Ergebnisse zur TNF-a- und IL-10-Freisetzung nach ex vivo-Stimulation mit

gramnegativem LPS sowie nach ex vivo-Stimulation mit grampositivem SAC-I dargestellt.

4.8.1 TNF-a-Antwort nach Stimulation mit LPS

Bei den gesunden Probanden wurden im Kontroll-Vollblut nach LPS-Stimulation mittlere
TNF-a-Konzentrationen um 4000 pg/ml gemessen. Nach Zugabe von Midazolam konnte
eine schwache, nicht signifikante Suppression der TNF-a-Antwort beobachtet werden. Dem
gegeniber konnte im Propofol-Vollblut eine signifikante Zunahme der TNF-a-
Konzentrationen verzeichnet werden. Auch zeigte sich ein signifikanter Unterschied zum
Midazolam-Vollblut. Im Vergleich zu den gesunden Probanden wiesen die Patienten mit
schwerer Sepsis eine starke und im Erkrankungsverlauf lang anhaltende Suppression der
LPS-stimulierten TNF-a-Antwort auf. Dabei waren die Werte Uber den gesamten

Erkrankungsverlauf signifikant supprimiert (Tabelle 4.16).

Tabelle 4.16: TNF-a-Konzentrationen nach ex vivo-Stimulation mit LPS bei den Probanden
sowie bei Patienten mit schwerer Sepsis

TNF-a M | o :
Kontrolle 3973,3 + 463,9
Probanden:
Med. Effekt 3385,2 + 767,1 5436,2 + 3496 #* | n.s./0,030; 0,035

Tag 1 879,7 + 160,4 & 356,1+ 124,7 & <0,001 / <0,001
Tag 2 769,2 £ 199,46 351,8 + 108,9 & <0,001 / <0,001

Sepsis Pat.: Tag 3 865,3 + 277,45 28577828 0,002 / <0,001
Tag 4 901,0 £ 206 & 681,6 £ 249,8 & 0,001 / <0,001
Tag 8 1390,1 £ 330,6 & 1426,6 £ 342,7 o # 0,012/ <0,001

Alle Angaben als Mittelwert + SEM

n.s. = nicht signifikant

# = p<0,05 Sepsispatienten vs. Tag 1 bzw. Probanden-Vollblut nach Medikamentenzugabe vs.
Probanden-Vollblut ohne Medikamente (Kontrolle)

6 = p<0,05 Sepsispatienten vs. Probanden-Vollblut nach Medikamentenzugabe

* = p<0,05 Propofol vs. Midazolam

Wie im Vollblut der gesunden Probanden konnte auch bei Patienten mit schwerer Sepsis in

der Propofolgruppe ein Anstieg der Zytokinkonzentrationen beobachtet werden. Wahrend die
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TNF-o-Antwort der Patienten in der Midazolamgruppe Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum weiterhin supprimiert blieb, konnte bei den Patienten in der
Propofolgruppe eine signifikante Erholung der stimulierbaren Zytokinantwort beobachtet
werden. Auch im direkten Vergleich der Midazolam- mit der Propofolgruppe ergab sich ein
signifikanter Unterschied (Abbildung 4.9).

Abb. 4.9: Verlauf der LPS-stimulierten TNF-a-Konzentrationen innerhalb der ersten 8 Tage
nach Studieneinschluss; dargestellt sind die Absolutwerte in Prozent von Tag 1
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Angegeben sind die Mittelwerte £+ SEM

# = p<0,05 Sepsispatienten vs. Tag 1 Probanden-Vollblut nach Medikamentenzugabe vs.
Probanden-Vollblut ohne Medikamente (Kontrolle)

* = p<0,05 Propofol vs. Midazolam
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4.8.2 TNF-a-Antwort nach Stimulation mit SAC-I

Die Ergebnisse zur Freisetzung von TNF-a nach SAC-I-Stimulation sind denen nach LPS-
Stimulation sehr ahnlich: Auch hier zeigte sich bei allen Patienten mit schwerer Sepsis eine
starke und anhaltende Suppression der SAC-I-stimulierten TNF-a-Antwort. Die
Zytokinkonzentrationen blieben Uber den gesamten Untersuchungszeitraum in der
Midazolamgruppe annahernd unverandert supprimiert. Dagegen konnte in der
Propofolgruppe ab Tag 4 eine signifikante Erholung der stimulierbaren TNF-a-Antwort
beobachtet werden. Auch der direkte Vergleich mit der Midazolamgruppe ergab hier einen
signifikanten Unterschied (Abbildung 4.10).

Abb. 4.10: Verlauf der SAC-I-stimulierten TNF-a-Konzentrationen innerhalb der ersten 8
Tage nach Studieneinschluss; dargestellt sind die Absolutwerte in Prozent von
Tag 1
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* = p<0,05 Propofol vs. Midazolam
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4.8.3 IL-10-Antwort nach Stimulation mit LPS

Im Kontroll-Vollblut der gesunden Probanden wurden mit IL-10-Konzentrationen um 50 pg/mi
nach LPS-Stimulation deutlich niedrigere Konzentrationen gemessen als fur TNF-a.. Wie bei
der TNF-a-Antwort konnte auch nach Midazolamzugabe eine schwache, nicht signifikante
Suppression der IL-10-Konzentrationen beobachtet werden. Propofol wiederum flihrte zu
einer Zunahme der IL-10-Antwort. Es konnte ein signifikanter Unterschied zum Midazolam-

Vollblut verzeichnet werden (Tabelle 4.17).

Tabelle 4.17: IL-10-Konzentrationen nach ex vivo-Stimulation mit LPS bei gesunden
Probanden sowie bei Patienten mit schwerer Sepsis

Midazolam Propofol
IL-10 (in pg/ml) (in pg/ml) P
Kontrolle 47,8 £19,4
Probanden:
Med. Effekt 19,0+ 6,2 104,2 £ 36,8 * 0,046

Tag 1 106,2 + 43,2 106,4 + 59,3 [52+26] n.s.

Tag 2 726+15,28 67,6 £ 31,5 [38+14] 0,028 / n.s.
Sepsis Pat.: Tag 3 72,9£16,88 355+15,0 | 0,043/n.s.(0,058)

Tag 4 72,5+ 16,8 & 355+8508 0,043 /0,031

Tag 8 83,5+ 28,3 84,2+ 227 n.s.

Alle Angaben als Mittelwerte + SEM. In Klammern: Werte ohne Sepsispatient Nr.17

n.s. = nicht signifikant
8 = p<0,05 Sepsispatienten vs. Probanden-Vollblut nach Medikamentenzugabe

* = p<0,05 Propofol vs. Midazolam

Im Gegensatz zur TNF-a Antwort waren die gemessenen IL-10-Konzentrationen der
Patienten mit schwerer Sepsis gegeniber dem Kontroll-Vollblut der gesunden Probanden
nicht weiter supprimiert. Es zeigten sich an den Tagen 2-4 signifikant héhere Werte bei den
Sepsispatienten mit Midazolamsedierung gegentiber dem Midazolam-Vollblut der gesunden
Probanden. An Tag 4 wiederum waren die IL-10-Konzentrationen bei den Sepsispatienten
mit Propofolsedierung signifikant niedriger gegentiber dem Midazolam-Vollblut der gesunden
Probanden. Betrachtet man jedoch die Zytokinkonzentrationen der Sepsispatienten tUber den
Krankheitsverlauf so konnte man in der Midazolamgruppe, entsprechend den Ergebnissen
der gesunden Probanden, tendenziell eine verstarkte Suppression der IL-10-Antwort

verzeichnen. In der Propofolgruppe flhrten die deutlich tGber dem Durchschnitt liegenden
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Messwerte einer Patientin mit grampositiver Pneumonie (ID 17), die nach dem zweiten
Untersuchungszeitpunkt verstarb, zu einer starken Verzerrung der Mittelwerte an den Tagen
1 und 2. Klammert man die Werte dieser Patientin aus, so ergibt sich fur die Propofolgruppe
der Sepsispatienten in Ubereinstimmung mit der Beobachtung im Vollblut der gesunden
Probanden ein Anstieg der supprimierten LPS-stimulierten IL-10-Antwort Uber den
Untersuchungszeitraum. Diese Veranderungen Uber den Krankheitsverlauf waren jedoch

weder in der Midazolam- noch in der Propofolgruppe signifikant (Tabelle 4.17).

In der Prozentdarstellung zeigt sich das bekannte Bild aus der Analyse der LPS-stimulierten
TNF-a-Antwort: Wie im Propofol-Vollblut der gesunden Probanden konnte auch in der
Propofolgruppe der Sepsispatienten ein Anstieg der Zytokinkonzentrationen beobachtet
werden. Wahrend die IL-10-Antwort der Patienten in der Midazolamgruppe Uber den
gesamten Untersuchungszeitraum weiter supprimiert blieb, konnte bei den Patienten in der
Propofolgruppe eine signifikante Erholung der stimulierbaren Zytokinantwort beobachtet
werden. Auch im direkten Vergleich der Midazolam- mit der Propofolgruppe ergab sich ein
signifikanter Unterschied (Abbildung 4.11).
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Abb. 4.11: Verlauf der LPS-stimulierten IL-10-Konzentrationen innerhalb der ersten 8 Tage
nach Studieneinschluss; dargestellt sind die Absolutwerte in Prozent von Tag 1
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Angegeben ist der Mittelwert + SEM

# = p<0,05 Sepsispatienten vs. Tag 1 bzw. Probanden-Vollblut nach Medikamentenzugabe vs.
Probanden-Vollblut ohne Medikamente (Kontrolle)

* = p<0,05 Propofol vs. Midazolam

4.8.4 IL-10-Antwort nach Stimulation mit SAC-I

Wie bei der Stimulation mit LPS verblieb die IL-10-Antwort der Patienten mit

Midazolamsedierung nach Stimulation mit SAC-I ebenfalls auf einem anhaltend niedrigen

Niveau. Dagegen war in der Propofolgruppe ab Tag 4 eine deutliche Zunahme der IL-10-

Konzentrationen zu beobachten mit Signifikanz an Tag 8 (Abbildung 4.12).

76



Ergebnisse

Abb. 4.12: Verlauf der SAC-I-stimulierten IL-10-Konzentrationen innerhalb der ersten 8
Tage nach Studieneinschluss; dargestellt sind die Absolutwerte in Prozent von
Tag 1

Angegeben sind die Mittelwerte + SEM
# = p<0,05 Sepsispatienten vs. Tag 1

44



Diskussion

5 DISKUSSION

Die vorliegenden Untersuchungen wurden prospektiv bei insgesamt zwei Gruppen von
Patienten bzw. Personen durchgefuhrt: bei Patienten, die mit der Diagnose schwere Sepsis
auf einer vornehmlich operativ ausgerichteten Intensivstation einer Universitatsklinik
behandelt wurden, sowie bei gesunden Probanden. Hierbei wurden ausschlie3lich
erwachsene Personen untersucht; die Rekrutierung erfolgte prospektiv. gemald den

genannten Ein- und Ausschlusskriterien.

5.1 Kiritische Wertung der Methodik

5.1.1 Patienten mit schwerer Sepsis

Ein- und Ausschlusskriterien

Die Aufnahmekriterien der vorliegenden Studie orientierten sich an der von der
Konsensuskonferenz des American College of Chest Physicians und der Society of Critical
Care Medicine publizierten Definition der Diagnose ,schwere Sepsis“® [ACCP/SCCM
Consensus Conference, 1992]. Grundlage dieser Definition sind vier einfach zu erhebende
klinische bzw. laborchemische Parameter einer systemischen Entziindungsreaktion:
Korpertemperatur, Herzfrequenz, Atemfrequenz und Leukozytenzahl. AulRerdem muss eine
Organdysfunktion, Hypotension oder Hypoperfusion vorliegen. Die infektidse Ursache der
Entziindungsantwort muss klinisch oder mikrobiologisch gesichert sein. Entgegen anfanglich
geadulerter Kritik aufgrund der Simplizitat der Kriterien der Konsensuskonferenz [GRAMM,
1995; VINCENT, 1992], ist diese Definition des Begriffs ,schwere Sepsis“ unterdessen
international akzeptiert und hat sich in vielen Studien als Grundlage der Einschlusskriterien
bewahrt [KREYMANN, 1996; REINHART, 1996; RODRIGUEZ-GASPAR, 2001; TERBORG,
2001; VENT, 2000; ZWEIGNER, 2001].

Kriterien fur einen Ausschluss aus der Studie waren Erkrankungen oder Begleitumstande,
die einen nachweislichen Einfluss auf die systemische Entzindungsantwort haben. Hierunter
fielen z.B. eine medikamentds induzierte Immunsuppression durch Vorbehandlung mit
Kortikosteroiden, Zytostatika  oder  Immunsuppressiva, sowie  hamatologische
Systemerkrankungen. In vergleichbaren Studien wurden &hnliche Ausschlusskriterien
genannt [BOLKE, 2001; MULLER-KOBOLD, 2000; PASCUAL, 1997; VENET, 2000].

78



Diskussion

Infektionsnachweis

Entsprechend den Kriterien der Konsensuskonferenz ist die infektibse Atiologie der
Entzindungsantwort Voraussetzung fur die Diagnose ,schwere Sepsis®. Die Infektion muss
dabei entweder mikrobiologisch gesichert sein oder es muss zumindest der dringende
klinische Verdacht auf eine infektiose Genese bestehen [ACCP/SCCM Consensus
Conference, 1992].

Bei allen Patienten der vorliegenden Studie wurde mikrobiologisches Untersuchungsmaterial
entweder intraoperativ oder direkt nach Aufnahme auf die Intensivstation enthommen.
Samtliche Befunde wurden in Zusammenarbeit mit dem zustandigen Mikrobiologen auf ihre
Plausibilitat Uberprift. Mit diesen MaRnahmen war ein Erregernachweis bei 21 der 24
Patienten moglich. Lediglich bei 3 Patienten (13%) misslang der mikrobiologische Nachweis.
In einer Studie zur Inzidenz von SIRS und Sepsis hatten Pittet und Mitarbeiter das Kriterium
.empirische Antibiotikatherapie Uber 72h* als Parameter einer infektidsen Ursache
herangezogen, wenn kein direkter Erregernachweis mdglich war [PITTET, 1995]. Dieses

Kriterium wurde in der vorliegenden Untersuchung von allen untersuchten Patienten erfiillt.

Demographische Daten und Scores

Die Patienten mit schwerer Sepsis waren im Mittel rund 60 Jahre alt. Bei Studieneinschluss
betrugen die Werte fiir den APACHE [I-Score im Mittel 24 Punkte bei den Patienten in der
Midazolamgruppe bzw. 27 Punkte bei den Patienten in der Propofolgruppe, fir den MOF-
Score jeweils knapp 10 Punkte und fir den SOFA-Score 11 bzw. 12 Punkte. Die
demographischen Daten sowie die erhobenen intensivmedizinischen Scorewerte stimmen
dabei mit dhnlichen intensivmedizinischen Patientenkollektiven anderer Studien Uberein. So
berichten etwa Terborg und Mitarbeiter in einer Untersuchung bei Patienten mit schwerer
Sepsis Uber ein mittleres Alter von 60,5 Jahren, der APACHE II-Score lag zwischen 25 und
44 Punkten und der MOF-Score zwischen 7 und 15 Punkten [TERBORG, 2001]. In einer
anderen Studie betrug das mittlere Patientenalter 58,4 Jahre, der mittlere SOFA-Scorewert
lag bei 12 Punkten [ZWEIGNER, 2001].

Dabei ergibt sich bei allen drei 0.g. Scores das Problem der Punktwertvergabe anhand der
Glasgow-Koma-Skala bei analgosedierten Patienten [UNERTL, 1997]. Bei der Erarbeitung
des SOFA-Scores wurde dieses Problem nachdricklich erwahnt. Nach belieben des
Anwenders ist es namlich mdglich, entweder den aktuellen Zustand des analgosedierten
Patienten zu bewerten, was eine direkte Beeinflussung der Scoreberechnung durch
Analgetika und Sedativa zur Folge hat, oder aber den vermuteten Bewusstseinszustand
ohne Analgosedierung abzuschatzen [VINCENT, 1996]. Fir den APACHE II-Score wurde

diskutiert, bei sedierten Patienten immer einen Glasgow-Koma-Index von 15 oder alternativ
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den Wert vor Beginn der Sedierung zu verwenden [LIVINGSTON, 2000]. Unter Inkaufnahme
einer Scorewertsteigerung wurde in der vorliegenden Studie bei allen Score-Berechnungen
ausnahmslos der aktuelle Zustand der Patienten beurteilt, unabhangig von einer moglichen
Analgosedierung. Dieses Vorgehen ermdoglichte innerhalb der Untersuchung einen exakten
Vergleich der beiden Patientengruppen; ein Vergleich mit Scorewerten anderer, fremder
Untersuchungen war nicht das Hauptziel der vorliegenden Studie. Uber eine &hnliche

Herangehensweise wurde auch von anderen Autoren berichtet [PASCUAL, 1997].

Letalitat

Insgesamt verstarben in der vorliegenden Untersuchung 9 von 24 Patienten ausgehend von
einem Beobachtungszeitraum von 28 Tagen. Dies entspricht einer Letalitatsrate von 37,5%.
Diese Daten entsprechen den Ergebnissen aus anderen Untersuchungen: Bei chirurgischen
Intensivpatienten mit schwerer Sepsis berichteten Pittet und Mitarbeiter lber eine 28-Tage-
Letalitdt von 35% [PITTET, 1995]. Aus der gleichen Arbeitsgruppe ergab sich in einer
gréReren Untersuchung mit gemischtem Patientengut eine Letalitdtsrate von 20% bei
schwerer Sepsis [RANGEL-FRAUSTO, 1995]. Andere Autoren beschrieben bei schwerer
Sepsis auch hohere Letalitatsraten: So wurde beispielsweise in einer Arbeit aus Italien Gber
eine Letalitdt von 52% und aus Mexiko von 45,7% berichtet [PONCE DE LEON-ROSALES,
2000; SALVO, 1995].

Intensivtherapie

Aus verschiedenen Untersuchungen geht hervor, dass diverse in der Intensivtherapie zur
Anwendung kommende Medikamente die Immunantwort beeinflussen konnen.
Beispielsweise wurde fir Dopamin nachgewiesen, dass es die Ausschittung verschiedener
Hypophysenhormone beeintrachtigen und durch eine Hypoprolaktinamie die Lymphozyten-
und Makrophagenaktivitdt vermindern kann [MEIER-HELLMANN, 2000; VAN DEN
BERGHE, 1996]. Metoclopramid, ein zentraler Dopaminantagonist, kann dagegen eine
Erholung der nach Blutungsschock supprimierten Makrophagenfunktion induzieren
[ZELLWEGER, 1998]. Auch flr verschiedene andere Substanzen wie Noradrenalin und
Adrenalin sowie flir bestimmte Zusatzstoffe zur enteralen und parenteralen Ernahrung
werden immunmodulatorische Wirkungen beschrieben [FAIST, 1991; GALLEY, 2000;
GRUNDMANN, 2000; HACKL, 1998; JOLLIET, 1998; VAN DER POLL, 1994 und 1996].

Damit in der vorliegenden Arbeit die zu untersuchenden immunmodulatorischen Effekte der
Sedativa Midazolam und Propofol mdglichst nicht durch die immunmodulatorischen
Eigenschaften der Zusatzmedikation verfalscht werden, wurde, sofern dies therapeutisch

vertretbar erschien, auf Medikamente wie Dopamin und Metoclopramid ganzlich verzichtet.
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Nicht méglich war der Verzicht auf Noradrenalin [MARTIN, 2000]. Wie unter 4.3 dargelegt
kam es jedoch im Vergleich der Midazolam- mit der Propofolgruppe seitens der
Noradrenalintherapie zu keinem Zeitpunkt zu einem signifikanten Unterschied. Im Ubrigen
erfolgte die Intensivtherapie der Patienten nach den fir unsere Intensivstation Ublichen
Behandlungsstandards und Therapieprotokollen [WILHELM, 1999].

5.1.2 Analgosedierung

Um auch im Hinblick auf die Anwendung von Analgetika und Sedativa eine méglichst
homogene Ausgangssituation innerhalb der Patientenpopulation zu gewahrleisten, wurde in
der vorliegenden Untersuchung die Analgosedierung bei allen Patienten an Tag 1
ausschlief3lich mit Fentanyl und Midazolam durchgefiihrt. Ab Tag 2 wurde dann wie unter
3.1.2 beschrieben das Patientenkollektiv in die Analgosedierungsregime Midazolam/Fentanyl
bzw. Propofol/Fentanyl randomisiert. SchlieRBlich wurden lediglich Patienten in die
Untersuchung aufgenommen, die bei Diagnosestellung ,schwere Sepsis“ maschinell beatmet
wurden und bei denen die Beatmungstherapie aufgrund der klinischen Gesamteinschatzung

fur voraussichtlich mindestens 3 weitere Tage erforderlich war.

Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe hatten zeigen koénnen, dass das in der
vorliegenden Studie als Hintergrundanalgetikum eingesetzte Fentanyl keinen Einfluss auf die
im Vollblutansatz stimulierbare Zytokinantwort aufweist, weder in klinischer noch in
supraklinischer Dosierung [LARSEN, 1998]. Andere Arbeitsgruppen hatten in vitro die
Funktion neutrophiler Granulozyten untersucht mit dem Ergebnis, dass auch hier Fentanyl
keinen Einfluss auf den ,respiratory burst®, die Freisetzung von Superoxidanionen oder die
Phagozytosefahigkeit dieser Zelllinie zeigte [JAEGER, 1998; KRUMHOLZ, 1993 und 1995].
Auch blieb die IL-6-Antwort bei Patienten, die sich einer Hiftoperation unterzogen, unter dem
Einfluss von Fentanyl unbeeinflusst [TAYLOR, 1997]. Somit war nicht mit einer wesentlichen

Beeintrachtigung der Immunantwort durch das Hintergrundanalgetikum Fentanyl zu rechnen.

Ein Problem beim Vergleich unterschiedlicher Modelle (in vitro vs. in vivo Studien bzw.
Intensivpatienten mit schwerer Sepsis vs. gesunde Probanden) ist die Hohe der Dosierung
der einzelnen Anasthetika. So ist beim Intensivpatienten die bendétigte Dosierung der
Substanzen und insbesondere deren Wirkdauer individuell oft sehr verschieden und schwer
abzuschatzen. Dies wird u.a. dadurch bedingt, dass die Ublicherweise zur Abschatzung von
Wirkdauer und -effekt herangezogenen Pharmakokinetik- und Pharmakodynamikdaten der
verschiedenen Medikamente in der Regel bei gesunden Freiwilligen bzw. ansonsten

gesunden Patienten ermittelt wurden und auf die Verhalinisse beim Intensivpatienten nur
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sehr eingeschrankt anwendbar sind. Anders als im in vitro Versuch, wo die Konzentrationen
annahernd konstant bleiben, unterliegen die Substanzen in vivo einer standigen
Metabolisierung und Umverteilung. Im Gegensatz zum ,Normalpatienten®, oder gar zum
gesunden Probanden im in vitro Versuch, muss beim Intensivpatienten mit rasch
wechselnden Organinsuffizienzen gerechnet werden. Verteilungsrdume kdnnen sich z.B.
durch Kapillarleck oder Kreislaufinsuffizienz rasch andern, Proteine fehlen fir die
Plasmaeiwei3bindung, Fieber oder Hypothermie beeinflussen die temperaturabhangige
Regulation von Enzymsystemen [MURDOCH, 2000; REINHART, 2001]. So bendtigen
Intensivpatienten fir eine effektive Sedierung haufig erheblich héhere Dosen als Patienten
die Sedativa wie etwa Midazolam im Rahmen diagnostischer und therapeutischer Eingriffe
erhalten [DIRKSEN, 1987; DRIESSEN, 1991; OLDENHOF, 1988; SHAFER, 1990]. In
Anbetracht dessen wurde in der vorliegenden Arbeit bei gesunden Probanden die in vitro
Stimulation mit Midazolam und Propofol mit Konzentrationen durchgefiihrt, die um eine

Zehnerpotenz hoher lagen als die errechneten klinischen Konzentrationen.

5.1.3 Gesunde Probanden

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zum einen, den Einfluss der Sedativa Midazolam und
Propofol auf die Monozyten/Makrophagenfunktion bzw. die Zytokinproduktion bei Patienten
mit schwerer Sepsis zu untersuchen. Zum Vergleich sollte dariber hinaus der Einfluss von
Midazolam und Propofol auf die Immunantwort bei gesunden Probanden analysiert werden.
HierfGr wurde Vollblut bei 6 freiwilligen Probanden entnommen (jeweils 3 Frauen und 3

Manner). Das mittlere Alter der gesunden Probanden lag bei 49 Jahren.

5.1.4 Messzeitpunkte

In der vorliegenden Studie sollte ein vergleichsweise grofles Kollektiv an Patienten mit
schwerer Sepsis untersucht werden. Der Auswahl der Messzeitpunkte kam erhebliche
Bedeutung zu, da die immunologischen Analysen wegen des methodischen und

insbesondere finanziellen Aufwands nur in begrenzter Anzahl moglich waren.

Patienten mit schwerer Sepsis

Die Probenentnahme erfolgte jeweils morgens um 8:00 Uhr an Tag 1 nach Diagnosestellung
sowie im Verlauf an Tag 2, 3, 4 und 8. Mit dem Messzeitpunkt an Tag 1 konnten die initialen
Veranderungen der spontanen sowie der stimulierbaren Zytokinantwort bei schwerer Sepsis
erfasst und mit den Ergebnissen anderer Untersuchungen vergleichen werden. Die weiteren

Messzeitpunkte erlaubten eine Verlaufsbeobachtung der individuellen Zytokinantwort bzw.
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der Monozytenfunktion. Ein erneuter Messzeitpunkt an Tag 8 wurde gewahlt, um auch spate
Veranderungen nach einer Woche beschreiben zu kénnen. Dieser im Vergleich zu anderen
Studien relativ lange Beobachtungszeitraum wurde gewahlt, um neben der frihen
proinflammatorisch ausgerichteten Entzindungsantwort (im Sinne von SIRS) auch mogliche
Effekte einer Uberschiefenden antiinflammatorischen Zytokinantwort (im Sinne von
Immunparalyse/CARS) erfassen zu kénnen [HEAGY, 2000; MULLER-KOBOLD, 2000;
PINSKY, 1993].

Gesunde Probanden
Die Blutentnahme bei den gesunden Probanden war ebenfalls standardisiert und erfolgte
morgens in der Zeit zwischen 7:30 und 10:00 Uhr, um mogliche Effekte der zirkadianen

Rhythmik ausschliel®en zu kénnen.

Limitationen

Vor allem fir das Patientenkollektiv muss einschrankend angemerkt werden, dass trotz der
Auswahl mehrerer reprasentativer Messzeitpunkte Veranderungen der Zytokinantwort oder
anderer Laborparameter zu anderen Zeitpunkten nicht ausgeschlossen werden kdnnen.
Insbesondere gilt dies, aufgrund ihrer relativ kurzen biologischen Halbwertzeit, fir die

Konzentrationsmessung der spontan freigesetzten Zytokine.

5.1.5 Messmethodik

Probenentnahme, -transport und -lagerung

Das fur die Untersuchungen erforderliche Vollblut wurde in pyrogenfreie Laborréhrchen
abgenommen, in Eis gelagert und sofort ins Forschungslabor transportiert. Dort wurden die
Proben sofort weiterverarbeitet, je nach Experiment bei 4°C zentrifugiert und nach Abschluss
aller Laborexperimente bei -80 °C fur maximal 3 Monate gelagert. Mogliche Beeinflussungen
der Messergebnisse durch Lagerung oder Probengefal’e kdénnen daher weitestgehend

ausgeschlossen werden.

Gewinnung der PBMC-Fraktion

Fir die Experimente zur durchflusszytometrischen Analyse der Monozyten/Makrophagen-
Funktion wurden monozytare Zellen des peripheren Blutes (PBMC) durch Dichtegradient-
Sedimentation gewonnen. Entwickelt wurde dieses Verfahren bereits Ende der 60er Jahre
von Boyum und Mitarbeitern und hat sich unter geringen Modifikationen zu einem
Standardverfahren der PBMC Gewinnung etabliert [BOYUM, 1968; DE WERRA, 2001;
FRANKENBERGER, 1996; PASSLICK, 1989; ZIEGLER-HEITBROCK, 1988].
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Antikorper

Aktive  Monozyten zeichnen sich im Rahmen des durchflusszytometrischen
Sepsismonitorings als CD14-/HLA-DR-positive  Zellen aus. Die Effizienz der
Antigenprasentation ist u.a. abhangig vom Anteil HLA-DR-positiver Monozyten und der
Dichte von HLA-DR an der Zelloberflache [LUN, 2002; SIEGERT, 2002]. Eine verminderte
HLA-DR-Expression gilt als Marker fir die Deaktivierung der Monozyten/Makrophagen und
korreliert mit einem erhéhten Infektionsrisiko [AYALA, 1996; CHEADLE, 1993; VOLK, 1996]
Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Fluoreszenz-Antikdrper CD14-FITC und HLA-
DR-PE sind in der durchflusszytometrischen Analyse allgemein etabliert [DE WERRA, 2001;
DOCKE, 1994; LARSEN, 1998].

Monozyten/Makrophagen

Die PBMCs wurden mittels FACScan-Durchflusszytometer analysiert [DE WERRA, 2001;
DINGERLE, 1993]. Dabei wurde die HLA-DR-Expression auf Monozyten, die als CD14
positive Zellen innerhalb des Monozytengates im Vorwarts- und Seitstreulicht definiert
wurden, bestimmt [DOCKE, 1994]. Zur Identifikation der Subtypen CD14+ bzw. CD14++
wurde nach eigenen Voruntersuchungen sowie in Anlehnung an Ziegler-Heitbrock die
Grenze zwischen beiden Populationen bei einer mittleren Fluoreszenzintensitat von 468*10
V angenommen [ZIEGLER-HEITBROCK, 1988].

Vollblutansatz

Die Versuche zur stimulierbaren Zytokinantwort wurden in Vollblutkulturen durchgefuhrt; ein
Verfahren, das erstmals von Wilson und Mitarbeitern beschrieben wurde [WILSON, 1991].
Die Entwicklung von Vollblutkulturen beruhte auf der Beobachtung, dass mononukleére
Zellen nach Verdunnung von Vollblut mit Zellkulturmedium Uber mindestens 72 h lebensfahig
und funktionstliichtig bleiben. So betrug die mittels Trypanblau-Exklusion bestimmte
Uberlebensrate von mononukledren Zellen nach 24h (iber 95% und nach 72h noch tber 82%
der Zellen [DE GROOTE, 1992; ERTEL, 1995]. In einer Versuchsreihe Uber die
Stimulationsergebnisse verschiedener Zytokine sowohl in durch Verdinnung mit RPMI-
Medium hergestellten Vollblutkulturen wie auch in isolierten Zellkulturen stellte sich heraus,
dass Vollblutkulturen fiir derartige Untersuchungen am besten geeignet sind, insbesondere
im Hinblick auf die LPS-stimulierte TNF-a-Antwort [DE GROOTE, 1992]. Auch zeigte sich in
einer anderen Studie, dass die Anwesenheit von Serum ein wesentlichen Kofaktor flr die
stimulierbare Zytokinantwort darstellt, da etwa die TNF-a-Antwort bei entsprechenden
Untersuchungen ohne Serum wesentlich niedriger ausfiel als mit Serum [KREUTZ, 1997].
Bei der Durchfihrung der Untersuchungen der eigenen Studie in Vollblutkulturen war somit,

ahnlich der klinischen Realitat, von der Anwesenheit entsprechender ,Serumfaktoren”
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auszugehen. Vollblutkulturen bieten mehrere methodische Vorteile: Da die Zellen sich
weiterhin in einem physiologischen Milieu befinden und sich das Verhaltnis der
verschiedenen Blutzellen untereinander nicht veradndert, bleiben gegenseitige
Regulationsmechanismen erhalten und Aktivierungsphdnomene, die bei Zellisolationen
auftreten, kénnen ausgeschlossen werden [DE GROOTE, 1992; HASKILL, 1988]. Nicht
erfasst bei diesem Verfahren werden allerdings die Zell-Zell-Interaktionen mit der
GefaBwand.  Vollblutkulturen kommen in  einer Vielzahl von  Studien zu
Funktionsuntersuchungen bei mononukledren Zellen zum Einsatz [GRUNDMANN, 2000;
KLEINSCHMIDT, 1998; LARSEN, 1998; MELLOR, 1998; ZIEGENFUSS, 1999].

Bakterientoxine

Zur Stimulation der Zytokinantwort dienten in der vorliegenden Arbeit als gramnegativer
Stimulus das Lipopolysaccharid aus Escherichia coli O111:B4 sowie als grampositiver
Stimulus eine Suspension aus Staphylococcus aureus Cowan strain-l-Lysat.
Voruntersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe zeigten, dass eine Dosierung von 1 ug/ml
LPS bzw. 5 pl/ml der SAC-I-Suspension jeweils zu einer flir das entsprechende Toxin
maximalen Zytokinstimulation flihren. Andere Arbeitsgruppen kamen zu entsprechenden
Ergebnissen [ERTEL, 1995; KREUTZ, 1997; MITOV, 1997]. Problematisch bei LPS-
Praparationen ist die mogliche Kontamination mit anderen Bakterienprodukten [REDL, 2001].
So konnte in einer Studie zur Signaltransduktion bei ,Toll-like“-Rezeptoren (TLR) gezeigt
werden, dass eine Purifikation von LPS erforderlich war, um eine Kreuzreaktion mit einem fur
grampositive Bakterienbestandteile verantwortlichen Rezeptortyp (TLR2) zu vermeiden
[HIRSCHFELD, 2000]. Die o.g. Kontaminationen konnten auch in der vorliegenden Studie
nicht ausgeschlossen werden, obwohl die LPS-Praparation von der hdchsten erhaltlichen
Reinheit war. Zu bericksichtigen ist dies insbesondere beim Vergleich von gramnegativ

stimulierter mit grampositiv stimulierter Zytokinantwort.

Zytokine

Die Bestimmung der Zytokinkonzentrationen von TNF-a, IL-6 und IL-10 erfolgte
ausschlieB8lich mit kommerziell erhaltlichen, jeweils spezifischen ELISA-Kits. Das Testprinzip
beruht dabei auf einem quantitativen ,Sandwich“-Enzymimmunoassay und gehort zu den
Standardverfahren der Zytokinanalyse. Diese Technik hat gegeniber biologischen Assays
den Vorteil einer sehr hohen Spezifitdt. Die Kreuzreaktionensrate wird hierbei mit unter
0,01% angegeben, wahrend im biologischen Assay bestimmte Zellreaktionen auch von
anderen Zytokinen ausgeldst werden kdnnen [ROCHE, 1999]. Dagegen wird mit der ELISA-
Technik die biologische Aktivitdt der Zytokine nicht erfasst. Um bei der Messung der

Zytokinkonzentrationen die Werte im linearen Bereich der Standardkurve durchfuhren zu
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kbnnen, mussten stimulierte TNF-a-Proben verdinnt werden. Bei der anschlieRenden

Konzentrationsberechnung wurde der Verdunnungsfaktor bertcksichtigt.

Weitere Laborparameter
Die weiteren im Rahmen der Routinelaboranalyse bestimmten Laborparameter wurden den
im Klinisch-Chemischen Zentrallabor der Universitatskliniken des Saarlandes Ublichen

Qualitatskontrollen unterzogen.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Einfluss der Sedativa Midazolam und Propofol auf die Monozytenfunktion bei

gesunden Probanden und bei Patienten mit schwerer Sepsis

Untersuchung der monozytaren HLA-DR-Expression

Die Effizienz der Antigenprasentation ist u.a. abhangig vom Anteil HLA-DR positiver
Monozyten und der Dichte von HLA-DR an der Zelloberflache. Eine verminderte monozytare
Expression korreliert mit einem erhéhten Infektionsrisiko [CHEADLE, 1993, MONNERET,
2002]. Im Vergleich zu gesunden Personen wird HLA-DR bei Patienten im septischen
Schock auf Monozyten vermindert exprimiert [ASTIZ, 1996; HYNNINEN, 2003; LIN, 1993;
WAKEFIELD, 1993]. Im Verlauf der Sepsis kénnen neben proinflammatorischen auch
antiinflammatorische Mediatoren in Erscheinung treten und letztendlich zu einer massiven
proinflammatorischen (SIRS) als auch zu einer antiinflammatorischen Reaktion (CARS)
fuhren. Fallt die monozytare HLA-DR-Expression auf unter 30% der bei gesunden Kontrollen
erzielten Werte ab, so liegt per Definitionem der Status eines ,compensatory anti-
inflammatory response syndrom“ (CARS) vor [BONE, 1996; DOCKE, 1997; KOX, 1997].
Eine Expression unter 30% Uber einen Zeitraum von 4 Tagen korreliert bei Sepsispatienten
stark mit einer infausten Prognose, so dass die monozytare Expression von HLA-DR von
vielen Autoren als prognostischer Marker flr die Evolution der Sepsis angesehen wird
[DOCKE, 1994; MONNERET, 2006; VOLK, 1990].

In der vorliegenden Arbeit lag die durchschnittliche monozytare HLA-DR-Expression im
Vollblut der gesunden Probenden bei 96%. Die Patienten mit schwerer Sepsis wiesen eine
deutliche und anhaltende Suppression der monozytaren HLA-DR-Expression auf mit Werten
unter 60%. Die Suppression war fir alle Zeitpunkte signifikant. Dabei konnten bei 5
Sepsispatienten eine Suppression auf unter 30% der bei den gesunden Probanden erzielten

Werte verzeichnet werden. Somit konnte bei 23% der Sepsispatienten im
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Untersuchungszeitraum ein CARS nachgewiesen werden. Ahnliche Ergebnisse wurden in
der Literatur beschrieben [LIN, 1993; WAKEFIELD, 1993]. Astiz und Mitarbeiter untersuchten
die monozytare HLA-DR-Expression an 12 gesunden Probanden sowie an 10 Patienten mit
schwerer Sepsis und 9 Patienten mit septischem Schock. Gegeniber den Monozyten der
gesunden Probanden, die eine mittlere Fluoreszenzintensitat (FLI) von 102 aufwiesen, wurde
bei den Patienten mit schwerer Sepsis eine Suppression der monozytaren HLA-DR-
Expression auf mittlere Werte um 75 FLI verzeichnet. Die Suppression war bei Patienten im
septischen Schock noch ausgepragter mit signifikantem Abfall auf 58 FLI [ASTIZ, 1996]. Die
Monozytendeaktivierung, gekennzeichnet durch eine verminderte Expression von HLA-DR,
fuhrt neben einer insuffizienten Antigenprasentation zu einer herabgesetzten TNF-a-
Freisetzung auf exogene Stimuli wie LPS [KLAVA, 1997].

Auf die monozytare HLA-DR-Expression im Vollblut der gesunden Probanden hatten die
Anasthetika Midazolam und Propofol kaum Auswirkungen. Bei den Patienten mit schwerer
Sepsis blieb in der Midazolamgruppe die monozytdare HLA-DR-Expression im Zeitverlauf
supprimiert bei Werten um 60% und wies auch in der Prozent-Darstellung nur einen geringen
Erholungstrend auf. In der Propofolgruppe erfolgte im Verlauf eine Erholung der
monozytaren HLA-DR-Expression von 57% an Tag 1 auf 71% an Tag 8, was in der Prozent-
Darstellung einer Erholung auf 150% entspricht. Ein signifikanter Unterschied im direkten
Vergleich der Sedativa Midazolam und Propofol in ihrem Einfluss auf die monozytare HLA-

DR-Expression ergab sich in der vorliegenden Studie nicht.

Untersuchung der monozytiaren CD14-Expression

Nach ihrer Expressionsdichte von CD14 werden zwei monozytare Subpopulationen
unterschieden: Zellen mit starker Expression von CD14 (CD14++ Zellen), die den Hauptteil
aller Zellen ausmachen und Zellen mit schwacher Expression von CD14 (CD14+ Zellen)
[PASSLICK, 1989]. CD14+ Zellen produzieren vornehmlich proinflammatorische Zytokine,
wahrend das antiinflammatorische Zytokin IL-10 zwar von CD14++ Zellen, nicht aber oder
zumindest nur in sehr geringer Dosis von CD14+ Zellen produziert wird.
Antiinflammatorische Zytokine wiederum hemmen die monozytdre CD14-Expression [DE
WAAL, 1993].

Der Anteil der CD14+ Zellen kann bei Patienten mit schwerer Sepsis deutlich ansteigen und
sogar den Hauptzelltyp ausmachen [FINGERLE, 1993; TSUJIMOTO, 2004]. In einer Studie
von Fingerle und Mitarbeitern wurden bei gesunden Probanden (n=35) Werte von 9% + 5%
gemessen, wahrend von 18 Sepsispatienten drei einen Gesamtanteil CD14+ Zellen von Uber

50% und sechs einen Anteil von Uber 30% aufwiesen. Bei 72% der Sepsispatienten lag der
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Anteil der CD14+ Zellen oberhalb der Kontrollwerte gesunder Probanden, also groRer als
14% [FINGERLE, 1993]. Zu ahnlichen Ergebnissen filhrten auch die Auswertungen der
vorliegenden Arbeit. Hier lag die Fraktion der CD14+ Zellen bei gesunden Probanden bei
15%. Bei den Patienten mit schwerer Sepsis war die Fraktion der CD14+ Zellen bei
Diagnosestellung auf mittlere Werte um 20% erhoht. Dieser Unterschied war nicht
signifikant. Uber den gesamten Beobachtungszeitraum wiesen 5 Sepsispatienten Werte von
Uber 50%, und 12 von uber 30% auf.

Die Anzahl der CD14++ Zellen lag bei den gesunden Probanden bei 80%. Signifikant
erniedrigt war die Fraktion der CD14++ Zellen bei den Sepsispatienten an Tag 1 mit Werten
um 38%. Eine Abnahme der CD14++ Zellen bei Sepsispatienten wurde mehrfach
beschrieben [FINGERLE, 1993; LIN, 1993 und 1994]. De Werra und Mitarbeiter wiesen bei 8
von 10 Patienten mit schwerer Sepsis einen Abfall der CD14++ Zellen nach. Der mittlere
Prozentsatz der CD14++ Zellen lag bei 35% im Vergleich zu 84% bei gesunden Probanden
[DE WERRA, 2001].

Wahrend in der vorliegenden Arbeit Midazolam keinen Einfluss auf die Anzahl der CD14+
Zellen gesunder Probanden hatte, fihrte der Zusatz von Propofol zu einer deutlichen,
signifikanten Zunahme der CD14+ Zellen auf Werte um 64%. Dementsprechend wurde im
Propofol-Vollblut eine signifikante Abnahme der CD14++ Zellen von 80% auf 30%

verzeichnet.

Bei den Sepsispatienten blieben die Werte in der Midazolamgruppe im Zeitverlauf ebenfalls
nahezu unverandert zwischen 20% und 28% fur die Fraktion der CD14+ Zellen und bei
Werten um 40% fiir die Fraktion der CD14++ Zellen. Ahnlich wie im Vollblut der gesunden
Probanden flihrt Propofol bei den Sepsispatienten zu einer Zunahme der CD14+ Zellen.
Ausgehend von Werten um 20% an Tag 1 findet eine signifikante Zunahme Uber die ersten 4
Untersuchungstage bis auf 38% statt, was in der Prozent-Darstellung einem Anstieg auf Uber
190% entspricht. Fir Tag 4 ergibt sich darlber hinaus ein signifikanter Unterschied im
direkten Vergleich mit der Midazolamgruppe. Am Ende des Untersuchungszeitraums (Tag 8)
erholten sich die Werte deutlich, ausgedriickt in einem Rickgang der CD14+ Zellen auf das
Ausgangsniveau. Entsprechend flihrte Propofol in der Betrachtung der CD14++ Zellen zu
einem Ruckgang um 10%-Punkte auf 26% mit anschlieBender Erholung auf etwa 50%. Die

Beobachtungen blieben allerdings ohne Signifikanz.
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5.2.2 Einfluss der Sedativa Midazolam und Propofol auf die Zytokinantwort bei

gesunden Probanden und bei Patienten mit schwerer Sepsis

Spontane Zytokinantwort

TNF-a. Im Rahmen der Inflammationsreaktion, z.B. nach bakterieller Antigenprasentation,
Ubernimmt TNF-a die Rolle eines zentralen Mediators. So ist die Frihphase der
systemischen Entziindungsantwort gekennzeichnet durch eine exzessive Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-o und IL-1. Als sogenanntes "proximales" oder
"Alarmzytokin" wird TNF-o innerhalb der ersten Stunde nach LPS-Kontakt von
Monozyten/Makrophagen ausgeschuttet und stimuliert in der Folge die Freisetzung weiterer
"distaler" Zytokine wie IL-6 [LIN, 1999; REDL, 1993; RENSING, 2001]. Unter
physiologischen Bedingungen sind Zytokine allerdings nicht oder nur in sehr niedrigen
Konzentrationen im Blut nachweisbar [BENDTZEN, 1991].

In der Analyse der spontanen TNF-o-Antwort der vorliegenden Arbeit lagen bei den
gesunden Probanden samtliche Werte unterhalb der methodischen Nachweisgrenze des
verwendeten ELISA-Tests. Dagegen zeigte sich bei den Patienten mit schwerer Sepsis eine
erhohte TNF-a-Konzentration von 13,9 pg/ml an Tag 1. Die Kurvenverlaufe der
Sepispatienten wiesen Uber den Untersuchungszeitraum keine signifikanten Unterschiede
zwischen der Midazolam- und der Propofolgruppe auf. Allenfalls lasst sich ein leichter Trend
zu hdéheren TNF-a-Konzentrationen in der Propofolgruppe an den Tagen 3 und 4
nachweisen mit Werten um 22 bzw. 27 pg/ml. Insgesamt sind die Kurvenverlaufe jedoch
gepragt von z.T. erheblichen interindividuellen und im Erkrankungsverlauf intraindividuellen
Schwankungen. Wahrend bei einigen der Patienten mit schwerer Sepsis an verschiedenen
Tagen deutlich erhohte TNF-a-Konzentrationen bis 200 pg/ml gemessen werden konnten,
lagen die Werte bei anderen Patienten deutlich niedriger und nicht selten, ber den
gesamten Beobachtungszeitraum betrachtet, sogar mehrfach unter der methodischen

Nachweisgrenze.

Andere Arbeitsgruppen konnten bei Patienten mit septischem Schock bzw. Sepsis hohere
TNF-a-Konzentrationen nachweisen als bei Patienten mit nicht-septischem Schock [ENDO,
1992] bzw. ohne Sepsis [CASEY, 1993]. Diese Ergebnisse scheinen zunachst
widersprichlich zu den eigenen Untersuchungen zu sei. Allerdings zeigt sich bei genauer
Analyse dieser Arbeiten, dass z.B. auch Casey und Mitarbeiter nur bei 54% der septischen
Patienten Uberhaupt TNF-a nachweisen konnten. Der Mittelwert bei Sepsispatienten lag hier
mit 92 pg/ml deutlich héher als in der vorliegenden Arbeit, allerdings wurden hier auch in

einer Kontrollgruppe gesunder Probanden mittlere Werte um 30 pg/ml gemessen im
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Vergleich zu Werten kleiner 3 pg/ml in der eigenen Arbeit. Auch Casey berichtete Uber
erhebliche Schwankungen der Zytokinkonzentrationen von nicht nachweisbar bis tber 1000
pg/ml [CASEY, 1993].

Bezuglich des Einflusses einer Langzeitsedierung mit Propofol bzw. Midazolam
beobachteten Helmy und Mitarbeiter einen signifikanten Anstieg der TNF-a-Freisetzung in
der Propofolgruppe nach 48 stiindlicher Dauerinfusion an chirurgischen Intensivpatienten.
Midazolam dagegen fuhrte zu einem signifikanten Abfall der TNF-a-Konzentration [HELMY,
2001]. In einer anderen Studie von McLeod und Mitarbeiter an intubationspflichtigen
Intensivpatienten zeigten sich unter einer 50-stiindigen Propofol-Dauerinfusion bei 22 von 30
Patienten eine erhdhte TNF-a-Konzentration [McLEOD, 1997]. In einer in vitro Studie von
Rossano und Mitarbeitern fuhrte Propofol zu einer 4 bis 5-fach gesteigerten monozytaren
TNF-a-Produktion, wahrend in einer weiteren Studie Propofol und Midazolam als
Komponenten einer TIVA im Rahmen kardiopulmonaler Bypass-Operationen scheinbar
keinen Einfluss auf die TNF-a-Freisetzung hatten [EL AZAB, 2002; ROSSANO, 1992].

IL-10. Im Gegensatz zu TNF-a gehért IL-10 zu der Gruppe der antiinflammatorischen
Zytokine. IL-10 kann wirkungsvoll die Effektorfunktion der Monozyten/Makrophagen
inhibieren, u.a. durch Hemmung der Produktion der proinflammatorischen Zytokine TNF-a.,
IL-1 und IL-8 [BLACKWELL, 1996; FIORENTINO, 1991; KLAVA, 1997]. Gleichzeitig wird die
Produktion anderer antiinflammatorischer Molekule wie IL-1-Rezeptorantagonist stimuliert
[CASSATELLA, 1994], sodass daraus in der Summe eine ausgepragte antiinflammatorische
Aktivitat resultiert. Somit kann IL-10 als potenzieller Indikator fur die Einleitung eines CARS
dienen, da es die HLA-DR-Expression der Monozyten hemmt und somit zu einer reduzierten
Produktion proinflammatorischer Zytokine mit konsekutiv gesteigerter Infektanfalligkeit des
Organismus fuhrt. [ERTEL, 1995; SPITTLER, 1995]. In verschiedenen klinischen
Untersuchungen konnte IL-10 im Blut von Patienten mit Sepsis bzw. mit septischem Schock
nachgewiesen werden [DERKX, 1995; GOMEZ-JIMENEZ, 1995; MARCHANT, 1994].

Bei der Analyse der spontanen IL-10-Freisetzung der vorliegenden Arbeit lagen bei den
gesunden Probanden, wie bei der TNF-a-Antwort auch, samtliche Werte unterhalb der
methodischen Nachweisgrenze. Bei den Patienten mit schwerer Sepsis wurden wie schon
bei der spontanen TNF-a-Antwort, erhéhte Konzentrationen gemessen. Mit Werten um 17
pg/ml wurden im Verlauf hdhere IL-10-Konzentrationen in der Midazolamgruppe gemessen
gegeniber Werten um 11 pg/ml in der Propofolgruppe. Bei wiederum teilweise erheblichen
interindividuellen und intraindividuellen Schwankungen kann diese Entwicklung allerdings

nur als Trend gewertet werden, signifikante Unterschiede waren nicht zu verzeichnen.
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Astiz und Mitarbeiter wiesen in einer Studie signifikant erhohte IL-10-Serumspiegel bei
Patienten mit schwerer Sepsis (16 + 4 pg/ml) und Patienten mit septischem Schock (42 + 15
pg/ml) im Vergleich zu gesunden Probanden nach [ASTIZ, 1996]. In der Literatur sind zum
Teil deutlich héhere IL-10-Konzentrationen bei Sepsispatienten beschrieben worden. So
wurde in einer Arbeit von Rodriguez-Gaspar und Mitarbeitern bei insgesamt 21 Patienten mit
schwerer Sepsis oder septischem Schock eine mittlere IL-10-Konzentration von 167 pg/ml
gemessen [RODRIGUEZ-GASPAR, 2001]. Ahnlich hohe IL-10-Konzentrationen mit Werten
um 143 pg/ml wurden auch bei Patienten mit schwerem orthopadischem Trauma
beschrieben, die in der Folge eine Sepsis entwickelten [GIANNOUDIS, 2000]. Giannoudis
und Mitarbeiter wiesen darlber hinaus bei Patienten mit niedriger monozytarer HLA-DR-
Expression signifikant héhere IL-10-Konzentrationen auf im Vergleich zu Patienten deren
monozytare HLA-DR-Expression Uber 30% blieb. In der vorliegenden Arbeit wurden

vergleichbare Ergebnisse erzielt.

In verschiedenen Studien wurden z.T. erhebliche Unterschiede im Ausmaf der TNF-o- und
IL-10-Produktion beschrieben. Hierbei kénnte der Zeitpunkt der Messung der
Zytokinausschuttung eine wichtige Rolle spielen. So stellten Lin und Lowry aus
Untersuchungen an gesunden Probanden fest, dass die im Blut nachweisbare TNF-o-
Konzentration 60 min nach Injektion einer standardisierten LPS-Menge ihren Maximalwert
mit bis zu 1000 pg/ml erreicht, danach steil abfallt und nach weiteren 120 min kaum mehr
nachweisbar ist. Zu diesem Zeitpunkt erreicht die IL-10-Konzentration ihren Maximalwert um
200 pg/ml [LIN, 1999]. Eine Halbwertzeit von unter 20 min flir TNF-a erschwert die Messung
dieses Zytokins zusatzlich [BAIGRIE, 1992; LIN, 1998]. Pinsky und Mitarbeiter berichteten
Uber ahnliche Befunde bei Patienten mit septischem Schock. So konnte mit zunehmender
Beobachtungsdauer eine deutliche Abnahme der spontanen TNF-a-Konzentration
nachgewiesen werden: Schon nach 2 h sanken die Messwerte im Mittel auf rund 40% der
Ausgangswerte ab [PINSKY, 1993]. Dieses Konzept erklart auch die Tatsache, dass bei
einzelnen Patienten mit schwerer Sepsis zu verschiedenen Zeitpunkten sehr hohe TNF-a-
Konzentrationen nachgewiesen werden konnten: Im Rahmen der Grunderkrankung, z.B. bei
Peritonitis oder Abszessen, muss davon ausgegangen werden, dass es zu wiederholtem
Einschwemmen bakteriellen Materials in den Systemkreislauf kommt. Folglich kommt es zu
den jeweiligen Messzeitpunkten der einzelnen Studien zu den beschriebenen stark
voneinander abweichenden Ergebnissen der Zytokinkonzentrationen [ASTIZ, 1996;
BUTLER, 1992; CREMER, 1996; GIANNOUDIS, 2000; HENNEIN, 1994; LAHAT, 1992;
RODRIGUEZ-GASPAR, 2001; STEINBERG, 1995; WEERWIND, 1995].
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IL-6. Wie Eingangs beschriecben zahlt I[IL-6 im Rahmen der systemischen
Entziindungsantwort zu den sog. "distalen" Zytokinen, hauptsachlich freigesetzt durch TNF-a
und IL-1 [REDL, 1993; RENSING, 2001]. IL-6 ist im Rahmen der Entziindungsantwort Uber
einen vergleichbar langen Zeitraum von ca. 6h im Serum nachzuweisen, ab wenige Minuten
nach Stimulation mit maximalen Plasmakonzentrationen von tber 1400 pg/ml nach ca. 2h
[LIN, 1999]. Dieses vergleichbar breite Spektrum erklart den verhaltnismaRig einfachen
Nachweis von IL-6 im Serum von Intensivpatienten im Vergleich zur Bestimmung der TNF-o.-
oder IL-10-Konzentration. Schliel3lich scheint IL-6 bei Sepsis am besten von allen Zytokinen
mit Schweregrad und Prognose der Erkrankung zu korrelieren [BIFFL, 1996; FRIELING,
1995; GARDLUND, 1995; SULLIVAN, 1992].

In der vorliegenden Arbeit zeigten sich bei den gesunden Probanden mittlere Werte um 15
pg/ml. Sowohl Midazolam als auch Propofol fiihrten zu keiner wesentlichen Anderung der IL-
6-Konzentrationen. Bei den Patienten mit schwerer Sepsis lag die mittlere |L-6-Konzentration
mit Uber 210 pg/ml deutlich Gber den Werten der gesunden Probanden. Signifikant erhéht
waren die Messungen an den Tagen 1, 3 und 8 in beiden Gruppen, sowie zusatzlich an Tag

2 fur die Propofolgruppe.

Wahrend bei den Sepsispatienten in der Midazolamgruppe die mittleren IL-6-
Konzentrationen kontinuierlich abnahmen, von Uber 150 pg/ml an Tag 1 auf rund 50 pg/ml an
Tag 8, konnte in der Propofolgruppe zunachst ein Anstieg verzeichnet werden mit einem
Maximum an Tag 3 (365 pg/ml). Dabei ergab sich ein signifikanter Unterschied im Vergleich
der beiden Gruppen untereinander. Im weiteren Verlauf fielen dann auch die II-6-
Konzentrationen der Propofolgruppe wieder ab. Fur Tag 8 wurde ein signifikanter Riickgang
der IL-6-Konzentrationen auf ca. 30% des jeweiligen Ausgangswerts sowohl in der

Midazolam- wie auch in der Propofolgruppe verzeichnet.

Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Helmy und Mitarbeiter in einer Studie an langzeitsedierten
Intensivpatienten. Nach 48h Dauerinfusion (entspricht dem Messzeitpunkt Tag 3 der
vorliegenden Arbeit) fiihrte Propofol zu einer signifikant erhéhten IL-6-Konzentration um 23%
von 142 pg/ml auf 174 pg/ml. Midazolam dagegen flihrte im gleichen Zeitraum zu einer
signifikanten Abnahme um 21% von 139 pg/ml auf 110 pg/ml [HELMY, 2001]. Auch McLeod
und Mitarbeiter beobachteten unter einer 50-stiindigen Langzeitsedierung mit Propofol bei
intubationspflichtigen Intensivpatienten deutlich erhéhte IL-6-Konzentrationen von ber 1000
pg/ml [McLEOD, 1997].
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An einem Rattenmodell konnten Taniguchi und Mitarbeiter bei Endotoxin-induziertem
septischen Schock einen protektiven Effekt von Propofol feststellen. Bei Tieren, denen eine
Stunde nach intravendser Endotoxin-Injektion Propofol infundiert wurde, konnte eine
drastische Reduktion der Mortalitatsrate (9% gegenuber 73% bei Tieren ohne
Propofolinfusion) verzeichnet werden. Gleichzeitig fiel der Anstieg der spontanen
Zytokinantwort (TNF-a., IL-10 und IL-6) deutlich geringer aus [TANIGUCHI, 2002].

Stimulierte Zytokinantwort

In der Vergangenheit wurde in Untersuchungen bei schwerer Sepsis vielfach lediglich die
spontane Zytokinfreisetzung analysiert. Dabei wurden die gemessenen
Zytokinkonzentrationen als Ausdruck einer allgemeinen Aktivitatssteigerung der
mononuklearen Zellen interpretiert. Neuere Studien konnten dagegen zeigen, dass es im
Rahmen verschiedener Stressereignisse vielmehr zu einer regelrechten Deaktivierung der
Monozytenfunktion kommen kann: Die Fahigkeit der mononuklearen Zellen des peripheren
Blutes bei Endotoxinstimulation mit einer ausreichenden Zytokinfreisetzung zu reagieren war
in ex vivo Experimenten erheblich beeintrachtigt [D(")CKE, 1997; ERTEL, 1995;
GRUNDMANN, 2000; HEAGY, 2000; KLEINSCHMIDT, 1998; MAJETSCHAK, 1999;
WILSON, 1997; ZIEGENFUSS, 1999]. Ausgehend von diesen Beobachtungen erschien es
daher sinnvoll, den Aktivitatszustand der mononukledren Zellen des peripheren Bluts
genauer zu analysieren. Um zusatzlich den Einfluss des stimulierenden Bakterientoxins
darstellen zu kdénnen, wurde fur die Stimulation der Zytokinantwort sowohl gramnegatives

LPS als auch grampositives SAC-| verwendet.

Bei der Analyse der stimulierbaren Zytokinantwort zeigte sich folgendes Bild: im Vergleich
zum Vollblut der gesunden Probanden wiesen alle Patienten mit schwerer Sepsis unter
Stimulation mit LPS eine starke und im Verlauf der ersten Tage anhaltende Suppression der
TNF-o-Antwort auf. Mit Werten auf unter 1000 pg/ml gegenuber 4000 pg/ml im Probanden-
Vollblut war die TNF-a-Antwort der Sepsispatienten zu allen Zeitpunkten signifikant
erniedrigt. In der Betrachtung der LPS-stimulierten IL-10-Antwort zeigte sich dagegen kein
Unterschied in der Hohe der gemessenen Konzentrationen im Probanden-Vollblut verglichen

mit den Sepsispatienten.

In der Literatur war bisher nur vereinzelt tUber Ausmall und insbesondere Verlauf der
stimulierbaren Zytokinantwort mononuklearer Zellen des peripheren Bluts bei Patienten mit
schwerer Sepsis berichtet worden. Ertel und Mitarbeiter [ERTEL, 1995] hatten die LPS-
stimulierte Zytokinfreisetzung im Vollblut von 15 Patienten mit schwerer Sepsis analysiert

und konnten, ahnlich wie in der vorliegenden Untersuchung, eine ausgepragte und lang
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anhaltende Suppression der TNF-a-, IL-1B- und IL-6-Freisetzung beobachten, wohingegen
die Zytokinantwort bei 20 nicht septischen Patienten maximale Stimulationsergebnisse
zeigte. Bei den Sepsispatienten war aulterdem die mRNA-Expression flir TNF-a und IL-6
stark reduziert. Zu adhnlichen Ergebnissen kamen auch andere Arbeitsgruppen, die ebenfalls
eine Suppression der LPS-stimulierten TNF-a-Antwort bei Patienten mit Sepsis nachweisen
konnten [DE WERRA, 2001; MUNOZ, 1991; TSUJIMOTO, 2004; WILSON, 1997].

Ahnliche Ergebnisse wurden auch fiir die IL-10-Antwort nach LPS-Stimulation beschrieben
[RANDOW, 1995; VAN DER POLL, 1996]. Zwar wiesen in der vorliegenden Arbeit die IL-10-
Konzentrationen der Sepsispatienten vergleichbar niedrige Werte wie im Vollblut der
gesunden Probenden auf. Jedoch zeigte sich in einer anderen Studie unserer Arbeitsgruppe,
bei der die Zytokinantwort der Sepsispatienten mit der von Patienten nach
kardiochirurgischen Eingriffen verglichen wurde, eine supprimierte IL-10-Antwort nach LPS-
und SAC-Stimulation [WILHELM, 2002].

Die Sedativa Midazolam und Propofol hatten in der vorliegenden Arbeit folgenden Einfluss
auf die stimulierte Zytokinantwort: Midazolam fuhrte im Vollblut der gesunden Probanden
gegeniber dem  Kontroll-Vollblut zu einer Abnahme der LPS-stimulierten
Zytokinkonzentration, wahrend Propofol zu einem Anstieg der LPS-stimulierten
Zytokinkonzentration fuhrte. Diese Beobachtungen waren sowohl fur die TNF-a-Antwort, als
auch fur die IL-10-Antwort signifikant. Auch bei den Patienten mit schwerer Sepsis flihrte
Propofol im weiteren Verlauf zu einer deutlichen Erholung der stimulierbaren Zytokinantwort,
sowohl unter Stimulation mit LPS als auch unter Stimulation mit SAC-I. Signifikant war dieser
Anstieg der Zytokinkonzentrationen in der zweiten Halfte des Untersuchungszeitraums:
bezuglich der TNF-a-Freisetzung an den Tagen 4 und 8 und bezlglich der IL-10-Freisetzung
an Tag 8 (jeweils in der Prozent-Darstellung). In der Midazolamgruppe blieb dieser Anstieg
der Zytokinkonzentrationen aus. Hier blieben die Werte Uber den gesamten

Untersuchungszeitraum auf einem den Ausgangswerten entsprechenden niedrigen Niveau.

Wie Eingangs beschrieben wurde in der vorliegenden Arbeit fur die Stimulation der
Zytokinantwort sowohl gramnegatives LPS als auch grampositives SAC-I verwendet, um
zusatzlich den Einfluss des stimulierenden Bakterientoxins darstellen zu kénnen. LPS erwies
sich an Tag 1 als der eindeutig starkere Stimulus der TNF-a-Antwort und der etwas starkere
Stimulus der IL-10-Antwort. Im weiteren Untersuchungszeitraum verliefen die Kurven der
gramnegativ (LPS) und der grampositiv (SAC-l) stimulierten TNF-a- bzw. IL-10-Antwort
annahernd deckungsgleich (Daten nicht gezeigt). Signifikante Unterschiede konnten nicht

beobachtet werden.
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Ahnliche Ergebnisse wurden auch in der Literatur beschrieben. Astiz und Mitarbeiter
beobachteten eine signifikante Suppression der TNF-a-Antwort bei Patienten mit septischem
Schock nicht nur nach LPS-Stimulation, sondern auch nach Stimulation mit dem
grampositiven Staphylokokken Enterotoxin B (SEB). Die Suppression der TNF-o-Freisetzung
war unter SEB Stimulation sogar noch ausgepragter als unter Stimulation mit LPS [ASTIZ,
1996]. Dies entspricht den Beobachtungen der vorliegenden Studie an Tag 1. Kreutz und
Mitarbeiter untersuchten die Zytokinantwort isolierter und in Serum resuspendierter humaner
Monozyten und stellten fest, dass sowohl der Zusatz von LPS als auch von SAC-|
dosisabhangig zu einer ausgepragten Zytokinfreisetzung fluhrte. Wahrend in der Analyse der
IL-6- und IL-8-Antwort LPS der deutlich starkere Stimulus war, fihrte SAC-l bei maximaler
Stimulation zu einer zwei- bis dreifach hdheren TNF-o-Freisetzung gegeniber einer
entsprechenden Stimulation mit LPS [KREUTZ, 1997].

Einschrankend muss festgehalten werden, dass auf der Ebene der Entziindungsantwort die
im klinischen Alltag Ubliche Unterscheidung zwischen ,grampositiver und ,gramnegativer
Sepsis“ nicht mehr so scharf vollzogen werden kann: Unabhangig vom primar
verantwortlichen Erreger kann es bei schwerer Sepsis zu einer Translokation von Bakterien
und Endotoxin aus dem Darm in die Zirkulation kommen [DANNER, 1991]. Endotoxin selbst
wiederum fuhrt zu einer Schadigung der Mukosabarriere mit konsekutiver Translokation von
Bakterien [DEITCH, 1987; O'DWYER, 1988]. In der vorliegenden Untersuchung war bei
einigen Patienten kein Erregernachweis mdglich, bei anderen Patienten lag offensichtlich
eine grampositive/gramnegative Mischinfektion vor und in wenigen Fallen konnten zwar
ausschlielllich grampositive Enterokokken nachgewiesen werden, jedoch musste hier
aufgrund der Erkrankungslokalisation (Darm) von einer Mitbeteiligung gramnegativer Erreger

ausgegangen werden.

Ursachen fur die bei der Analyse der stimulierbaren TNF-a- und IL-10-Freisetzung
beobachtete und teilweise deutlich ausgepragte interindividuelle Variabilitdt der
Zytokinantwort konnten neben unterschiedlichen zeitlichen Verldufen der Ausschuttung pro-
und antiinflammatorischer Zytokine mdglicherweise auch Genpolymorphismen sein, wie sie
z.B. fur TNF-o [LOUIS, 1998; STUBER, 1996], aber auch fir andere Zytokine [FANG, 1999;
GALLEY, 2000; HOLMES, 2003; SIPAHI, 2006; ZIEGELER, 2004] nachgewiesen werden

konnten.
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5.2.3 Schlussfolgerung

Bei den gesunden Probanden der vorliegenden Studie machten die vornehmlich
antiinflammatorische Zytokine produzierenden CD14++ Zellen den Hauptteil aller HLA-DR
positiver Monozyten aus. Demgegeniber war bei allen Patienten mit schwerer Sepsis die
Fraktion der CD14++ Zellen signifikant erniedrigt. Diese Beobachtungen stimmen mit den in
der Literatur verdffentlichten Ergebnissen Uberein [FINGERLE, 1993; PASSLICK, 1989;
TSUJIMOTO, 2004].

Propofol, nicht jedoch Midazolam, fuhrte im Vollblut gesunder Probanden zu einer
signifikanten Abnahme der CD14++ Zellen und zu einer signifikanten Zunahme der
vornehmlich proinflammatorische Zytokine produzierenden CD14+ Zellen. Bei den Patienten
mit schwerer Sepsis flihrte Propofol, nicht aber Midazolam zu einem signifikanten Anstieg
der Fraktion CD14+ Zellen in der ersten Halfte des Untersuchungszeitraums. Somit ware zu

erwarten, dass Propofol einen Anstieg proinflammatorischer Zytokine bewirkt.

Tatsachlich ergab die Analyse der spontanen IL-6-Antwort eine Korrelation mit der
gemessenen Fraktion CD14+ Zellen: Propofol, nicht aber Midazolam, fiihrte in der ersten
Halfte des Untersuchungszeitraums zu einem signifikanten Anstieg der IL-6-Konzentration.
Gegen Ende des Untersuchungszeitraums fielen die Werte, entsprechend dem Rickgang
der CD14+ Zellen, wieder deutlich ab. Im Gegensatz zu den Ergebnissen anderer Studien
[HELMY, 2001; McLEOD, 1997] fuhrte Propofol zu keinem signifikanten Anstieg der
spontanen TNF-a-Freisetzung. In der vorliegenden Studie konnte lediglich ein leichter Trend

zu erhodhten TNF-a-Werten in der Propofolgruppe gesehen werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie legen nahe, dass Midazolam und Propofol im
Rahmen der Langzeitsedierung bei Patienten mit schwerer Sepsis einen unterschiedlichen,
teils kontraren Einfluss auf die spontane Produktion proinflammatorischer und
antiinflammatorischer Zytokine haben. Dies gilt insbesondere fir die IL-6-Antwort.
Bekanntlich kénnen im Verlauf der Sepsis sowohl hohe Konzentrationen von
proinflammatorischen Zytokinen [DOFFERHOFF, 1992; FISHER, 1993; LESER, 1991;
PINSKY, 1993] als auch hohe Konzentrationen von antiinflammatorischen Zytokinen
[DOCKE, 1994 und 1997; VAN DISSEL, 1998; VOLK, 1990] zu einer vitalen Bedrohung mit
erhohtem Letalitatsrisiko fihren. Die Balance zwischen pro- und antiinflammatorischen
Zytokinen ist entscheidend sowohl fur den Verlauf einer Sepsis mit ihren unterschiedlichen
Manifestationen SIRS oder CARS, als auch flr mdgliche Therapieansatze. Vor diesem

Hintergrund, insbesondere bei einer mdglichst individuell abgestimmten Therapie der
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schweren Sepsis intensivpflichtiger Patienten, konnte die Wahl des geeigneten Sedativums

durchaus klinische Bedeutung haben.

Im Vergleich zu den gesunden Probanden wurde bei den Patienten mit schwerer Sepsis eine
signifikant  verminderte  monozytare = HLA-DR-Expression Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum verzeichnet. Langzeitsedierung mit Propofol nicht aber mit
Midazolam flhrte Uber den Untersuchungszeitraum zu einem deutlichen Anstieg HLA-DR
positiver Monozyten. In der Literatur wurde bei anhaltend niedriger monozytarer HLA-DR-
Expression eine signifikant erhdhte IL-10-Freisetzung beschrieben [GIANNOUDIS, 2000]. In
der vorliegenden Studie wiesen die Patienten mit schwerer Sepsis in der Midazolamgruppe
zwar héhere spontane IL-10-Konzentrationen auf als in der Propofolgruppe. Ein signifikanter

Unterschied zeigte sich hierbei allerdings nicht.

Es gibt Hinweise darauf, dass die monozytare Deaktivierung oder Immunparalyse, die
charakterisiert ist durch eine verminderte HLA-DR-Expression, mit einer reduzierten TNF-a-
Antwort nach Stimulation mit LPS einher geht [KLAVA, 1997; ASTIZ, 1996]. So zeigte sich in
der vorliegenden Studie erwartungsgemal eine deutlich ausgepragte Suppression der TNF-
a-Antwort der Patienten mit schwerer Sepsis nach LPS-Stimulation im Vergleich zu den
gesunden Probanden. Der Zusatz von Propofol fihrte im Vollblut der gesunden Probanden
zu einer signifikanten Zunahme der LPS-stimulierten TNF-a- und IL-10-Freisetzung, wahrend
Midazolam eine Abnahme der TNF-a- und IL-10-Konzentrationen bewirkte. Ahnlich zeigte
sich der Verlauf bei den Sepsispatienten: Wahrend Propofol in der zweiten Halfte des
Untersuchungszeitraums, entsprechend dem verzeichneten Anstieg der Fraktion HLA-DR
positiver Monozyten, zu einer signifikanten Erholung der LPS-stimulierten TNF-a- und IL-10-
Freisetzung flhrte, blieben die Zytokinkonzentrationen in der Midazolamgruppe uber den

gesamten Untersuchungszeitraum auf einem konstant niedrigen Niveau.

Es zeigte sich ferner, dass die Erholung der TNF-a- und IL-10-Freisetzung in der
Propofolgruppe keineswegs fir gramnegatives LPS spezifisch war. Auch unter Stimulation
mit dem grampositiven Toxin SAC-I war ein signifikanter Anstieg der TNF-a- und IL-10-
Freisetzung in der Propofol-, nicht aber in der Midazolamgruppe zu beobachten. Das Gram-
Verhalten des stimulierenden Bakterientoxins hatte in der vorliegenden Studie folglich keinen

Einfluss auf die Zytokinantwort der Sepsispatienten.

Mehrere Autoren beschrieben eine erhéhte Morbiditats- und Letalitatsrate bei Patienten mit
anhaltend niedriger monozytarer HLA-DR-Expression, einhergehend mit einer

herabgesetzten TNF-a-Freisetzung der Monozyten/Makrophagen auf eine Stimulation mit
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LPS [APPEL, 1989; HERSHMAN, 1990; HEAGY, 2000; MONNERET, 2006; MUNOZ, 1991].
Munoz und Mitarbeiter untersuchten die LPS-stimuliete TNF-o-Antwort bei
Intensivpatienten, die an einer Sepsis erkrankten. Dabei zeigte sich bei den Uberlebenden
Patienten eine Erholung der LPS-stimulierten TNF-a-Freisetzung, wahrend diese bei den
spater versterbenden Patienten dauerhaft supprimiert blieb [MUNOZ, 1991]. Heagy und
Mitarbeiter zeigten, dass Intensivpatienten mit den niedrigsten LPS-stimulierten TNF-a-
Konzentrationen signifikant langer beatmet waren, haufiger an Begleitinfektionen erkrankten
und auch langer auf der Intensivstation behandelt werden mussten als Patienten, bei denen
eine hohere LPS-stimulierte TNF-a-Antwort festgestellt wurde [HEAGY, 2000]. Ploder und
Mitarbeiter untersuchten die Zytokinantwort und die Monozytenaktivitdt bei chirurgischen
Sepsispatienten und kamen zu dem Ergebnis, das die ex vivo LPS-stimulierte TNF-o-
Antwort noch vor der monozytaren HLA-DR-Expression oder der spontanen |L-6-Antwort mit
einer schlechteren Prognose korrelierte [PLODER, 2006]. Fasst man die Ergebnisse dieser
Studien zusammen, so ware zu vermuten, dass eine anhaltend supprimierte LPS-stimulierte
TNF-o-Antwort als Marker fur eine schlechte Prognose bei Intensivpatienten gewertet
werden kann. Die jungsten Ergebnisse der eigenen Arbeitsgruppe zeigten diesbezlglich
jedoch einen erheblichen geschlechtsspezifischen Unterschied: Bei den nichtiiberlebenden
Frauen konnte eine Erholung der Zytokinantwort beobachtet werden, wahrend sich bei den
nichtliberlebenden Mannern eine fortbestehende Suppression der stimulierbaren TNF-o-
Antwort zeigte, die im Vergleich zu der Antwort bei nichtiberlebenden Frauen signifikant
unterschiedlich war. Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass eine anhaltende Suppression
der LPS-stimulierten TNF-a-Antwort bei mannlichen Patienten mit schwerer Sepsis als
Marker fir eine schlechtere Prognose dienen kann, nicht aber bei weiblichen Patienten
[BAUER, 2006].

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich bezliglich der 28-Tage-Letalitat keine Korrelation mit
der Toxin-stimulierten Zytokinantwort in der Propofol- oder Midazolamgruppe. Allerdings
erbrachte die Analyse der intensivmedizinischen Scorewerte der Sepsispatienten eine
Ubereinstimmung mit der sich erholenden Stimulierbarkeit der Zytokinantwort. So fiihrte
Propofol sowohl im MOF-, SOFA- als auch im APACHE Il Score zu einer signifikant

schnelleren Erholung der Scorewerte gegentber der Sedierung mit Midazolam.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen somit eine raschere Genesung bei
Langzeitsedierung mit Propofol gegeniiber einer Sedierung mit Midazolam vermuten.
Einschrankend zu berucksichtigen ist hierbei die relativ niedrige Fallzahl. Daher sollten in

weiteren prospektiven klinischen Studien mit gréf3erer Fallzahl die genannten Effekte der
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Sedativa Midazolam und Propofol auf die Monozytenfunktion in der Langzeittherapie von

intensivpflichtigen Patienten mit schwerer Sepsis Uberprift werden.
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Ethylendiamintetraacetat

Ejektionsfraktion

Erythrozytenkonzentrat

extrakorporale Zirkulation

enzyme linked immunosorbent assay
inspiratorische Sauerstoffkonzentration
Floureszenzintensitat
Glasgow-Coma-Score
(Serum)-Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
human leukocyte antigen
Herzlungenmaschine

Halbwertzeit
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Abkurzungsverzeichnis

ISS

KG

LBP

LPS

MARS

MCP

MFI

MHC

MIP

MOD-Score

MOF-Score

MPS

mMRNA

NF-xB

NK-Zellen

NNR

NYHA

PBMC

PEEP

PGE2

PKC

PTK

Herzzeitvolumen
Identifikationsnummer

Interferon-y

Immunglobulin

inhibitorisches Protein kB
Interleukin

injury severity score

Korpergewicht

LPS-bindendes Protein
Lipopolysaccharid

mixed antagonistic response syndrome
monocyte chemoattractant protein
mittlere Fluoreszenzintensitaten
major histocompatibility complex
monocyte inflammatory protein
multiple organ dysfunction score
multiple organ failure score
mononukleares phagozytierendes System
messenger ribonucleic acid
nuklearer Faktor kB

naturliche Killerzellen
Nebennierenrinde

New York Heart Association
peripheral blood mononuclear cells
positive endexpiratory pressure
Prostaglandin E2

Proteinkinase C

Proteintyrosinkinase
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Abkurzungsverzeichnis

PTP
RR
SAC-|
SCCM
SEM
SIRS
SOFA-Score
SV
TGF-B
TH1
Th2
TIVA
TLR
TNF-o
TNFR
z.B.
ZNS

z.T.

Proteintyrosinphosphatase

Blutdruck nach Riva-Rocci

Staphylokokkus aureus Cowan strain-I-Lysat
Society of Critical Care Medicine

standard error of the mean

systemic inflammatory response syndrome
sepsis-related organ failure assessment score
Schlagvolumen

transforming growth factor-3

T-Helferzellen vom Typ 1

T-Helferzellen vom Typ 2

totale intravendse Anasthesie
Toll-like-Rezeptor

Tumornekrosefaktor-o

TNF-Rezeptor

zum Beispiel

Zentralnervensystem

zum Teil
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