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2. Einleitung

2.1. Definitionen und Pathophysiologie der Sepsis

Auf Schottmduller geht die erste infektiologischiritche Begriffsbestimmung der Sepsis
aus dem Jahre 1914 zurlck: ,Eine Sepsis liegt dannwenn sich innerhalb des Korpers ein
Herd gebildet hat, von dem konstant oder periodatnogene Bakterien in den Blutkreislauf
gelangen, und zwar derart, dass durch diese Invassobjektive und objektive
Krankheitserscheinungen ausgeldst werden (Schdeémiib14)“.

Spatere Sepsisdefinitionen unterscheiden sich an Grundziigen nicht von dieser
Definition. Nach dem heutigen Stand der Wissensdtaafn die Sepsis folgendermal3en definiert
werden: ,Sepsis ist die Gesamtheit der lebensbédnam klinischen Krankheitserscheinungen
und pathophysiologischen Veranderungen als Realdidndie Aktion pathogener Keime und
ihrer Produkte, die aus einem Infektionsherd in deltstrom eindringen, die grofRen
biologischen Kaskadensysteme und spezielle Zedlsyst aktivieren und die Bildung und
Freisetzung humoraler und zellularer Mediatorendses (Werdan et al., 2005)".

Bis Anfang der 90er Jahre gab es sehr viele veadehe und teilweise sehr unscharfe
Begriffsdefinitionen bezlglich Sepsis und verwandt8egriffe. Eine amerikanische
Konsensuskonferenz aus Vertretern der ThoraciceBoaind der Society of Critical Care
Medicine hat 1991 Vorschlage fur Definitionen voepSis und SIRS (systemic inflammatory
response syndrome) vorgelegt, die allgemein anatkaarden (Bone et al., 1992 (a), (b)).

Danach ist SIRS eine systemische Entziindungsreaktie eine Reaktion auf eine Viel-
zahl von schweren Eingriffen in den Organismus teélits Diese Reaktion manifestiert sich
anhand zwei oder mehrerer der folgenden Kriteri@emperatur > 38°C oder < 36°C,
Herzfrequenz > 90/min., Atemfrequenz > 20/min. of&aCQ < 32mmHg, Leukozyten >
12000/mni oder < 4000/mrhoder > 10 % unreife Neutrophile.

Sepsis ist definiert als systemische Entziindungsoeeauf eine mikrobiologische
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Infektion. Diese systemische Infektion dufRert gbknfalls in Form von zwei oder mehreren der
oben genannten SIRS-Kriterien.

Am ehesten dem schweren, lebensbedrohlichen Keatskild der Sepsis entspricht die
Definition der Konsensuskonferenz der ,severe ségschwere Sepsis), die assoziiert ist mit
Organdysfunktion, Hypoperfusion oder Hypotension.

Bezuglich der Inzidenz und Epidemiologie der Sepgab es bis Anfang des
21. Jahrhunderts nur luckenhafte Daten (Balk, 20B@gi Studien von Angus et al., 2001 und
Martin et al., 2003 haben erstmals in groRerem Wmfaversucht, die Anzahl von
Krankheitsfallen mit schwerer Sepsis, die jedes laden USA auftreten, zu quantifizieren. Die
Festlegung der Diagnose erfolgte mittels des ICD Qodes (Schwere Sepsis = Infektion
kombiniert mit Organdysfunktion).

Die Arbeitsgruppe um Angus et al. von 2001 benubaéen aus 847 Krankenhausern in
sieben US-Staaten von 1995. Diese Daten wurden Hbamaglich Inzidenz, Kostenfaktor und
Loutcome" auf die gesamte USA hochgerechnet. D8d&itzung geht von jahrlich etwa 750.000
Féllen einer schweren Sepsis aus, dies entspiiodit |mzidenz von 0,3 %. Die Inzidenz steigt in
dieser epidemiologischen Studie altersabhangig ushrnals den Faktor 100 an (0,2 % bei
Kindern bis zu 2,62 % bei den tUber 85-jahrigenk Diortalitéat betragt in dieser Studie 28,6 %
(215.000 Todesfalle/Jahr). Diese steigt ebenfalils zZmnehmendem Alter an - von 10 % bei
Kindern auf 38,4 % bei den Uber 85-jahrigen. Eichtiper Aspekt dieser Studie ist, dass sie
prognostiziert, dass die Inzidenz der Sepsis jddbs um 1,5 % steigen soll. Das Krankheitsbild
der ,schweren Sepsis* hat sehr hohe Kosten in tleg&und Therapie verursacht. Sie lagen im
Durchschnitt bei 22.100 US Dollar/pro Fall, das htaghrlich insgesamt 16,7 Milliarden US
Dollar.

Die Arbeitsgruppe um Martin et al. von 2003 anayt& das Auftreten der Sepsis anhand
von reprasentativen Daten aller Akutkrankenhdusetein USA von 1979 - 2000. Sie werteten
10.319.418 Falle von Sepsis aus. Das waren 1,3évkaankenhauseinweisungen. Diese Daten
zeigten von 1979 bis 2000 einen Anstieg der Inzdeom 164.000 Falle/Jahr (82,7 Falle/100.000
Einwohner) auf 660.000 Falle/Jahr (240,4 Falle/@00. Einwohner). Das Erregerspektrum
wandelte sich von gram-negativen Erregern zu voshbend gram-positiven Erregern. Die
relative Mortalitatsrate sank von 27,8 % auf 17,9aler die absolute Zahl aller Todesfalle stieg

kontinuierlich an.
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Damit gehort die Sepsis zu den haufigsten Todeshiesa von Patienten auf
Intensivstationen. Die schwere Sepsis hat eine atitsrate von 30 — 56 %, bei
Multiorganversagen erreicht die Mortalitat nahedw® (Patel et al., 2003; Wheeler et al., 1999).
Die unterschiedlichen Zusammensetzungen der Patikollektive einzelner Studien und
unterschiedliche Sepsisdefinitionen fihren zu di€iskrepanz der prozentualen Angaben zur
Mortalitatsrate, die beim septischen Schock bis @uP6 ansteigen kann (Brun-Buisson et al.,
1996; Salvo et al., 1995; Vincent et al., 1995).

In den vergangenen Jahren stieg die Inzidenz dpsi$ kontinuierlich an (Centers of
Disease Control, 1990). Uber 50 % der Sepsisfailel Folge nosokomial erworbener
Infektionen, ca. 25 % entstehen auf IntensivstatiorZzu den pradisponierenden Erkrankungen
gehoren Tumorerkrankungen (16 %), Diabetes melljfits %), Nierenerkrankungen (13 %),
Lebererkrankungen (10 %), Hamoblastosen (9 %) uednK (29 %) (Martin et al., 2003).
Pradisponierende Faktoren im Bereich der operativ#ansivmedizin sind dariber hinaus
Polytraumen, Verbrennungen und grof3e risikoreicher&ionen.

Die Verteilung der infektiosen Streuherde wurdesimer Studie mit 16 Zentren beurteilt
(Reinhard et al., 1996). Das Ergebnis ist in Tattarbestellt.

Tab. 1. Verteilung der infektiosen StreuherdgReinhard et al., 1996)

Infektioser Streuherd Prozentangabe
Respirationstrakt 39,3 %
Intraabdominaler Fokus/Pelvis 23,0%

Harnwege 0,8 %

Haut/Wunden 10,7 %

Fremdkorper/Katheter 1,6 %
Endokarditis 2,5%

Zerebrospinalflissigkeit 2,5 %
Andere 4,1 %

Die Senkung der Mortalitatsrate und der Morbidg#ht damit heute noch immer im

Mittelpunkt des Interesses. In den USA steht ded Taurch Sepsis an 11. Stelle der
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Mortalitatsstatistik. Die Zahlen nehmen aufgrund danehmend alteren und multimorbiden
Patienten zu. Eine wichtige Rolle nimmt die Verleesag der intensivmedizinischen Betreuung
in den letzten 20 — 30 Jahren ein.

Die verschiedenen Untersuchungen zur Pathophyseéolpgigen die Komplexitat der
Sepsis auf. Der septische Prozess besteht au&funtipfeilern: 1. Infektionsherd oder die
Infektionsquelle (septischer Fokus), 2. Invasiothpgener Keime, 3. Bildung und Aktivierung
von Mediatoren, 4. Zellschadigung, 5. Multiorgarfdy&tion/Multiorganversagen. Ausgehend
von einem Fokus, z.B. Wunde, Katheter, Lunge, Naaer Abdomen, kommt es zur Invasion
pathogener Keime (Bakteriamie) und Toxine aus deakt&ienzellwand mit lokaler
Manifestation und ggf. systemischer Ausbreitungp{&&mie). Untersuchungen haben gezeigt,
dass der Krankheitsverlauf der Sepsis nicht prichdich die Art, Anzahl, Pathogenitat und
Virulenz der Erreger, die zu einer Allgemeininfekti fihren, sondern v.a. auch durch das
Ausmald und den Ablauf der Reaktion des Immunsysiaufisdie auslésende Noxe bestimmt
wird. Denn eine Infektion, bzw. eine Gewebetrautis kine lokale Immunantwort aus. Dies ist
primar ein erwinschter Teil der Abwehrreaktion Béspers bei der Wundheilung. Bei manchen
Patienten kann es allerdings zu einer unkontrodireriiberschiel3enden Ausbreitung des lokalen
Immunprozesses kommen. Die Abwehrreaktion richieth slann nicht mehr nur gegen die
pathogenen Keime und Noxen, sondern auch autoaigigsgen korpereigene Zellsysteme und
ganze Organsysteme.

Epidemiologisch waren in der Zeit von 1970 bis 19§@m-negative Bakterien die
Hauptursache der Sepsis. Interessanterweise gewammgram-positven Erreger die Oberhand
(Martin et al., 2003). Im gleichen Zeitraum nahnaé® nachgewiesenen Pilzinfektionen um Uber
200 % zu (Riedemann et al., 2004). Mittlerweile aesr gram-positive Bakterien (34 %
insgesamt, Staphylococcus aureus mit 12 % an efStelle, 8 % Enterokokken, 4 %
Pneumokokken) und gram-negative Bakterien (42 %esamt, Enterobacteriaceae mit 29 % an
erster Stelle, 13 % E. coli, 8 % Pseudomonas aswgg) zu etwa gleichen Anteilen bei einer
Sepsis nachgewiesen. Viren, Pilze und Parasitesh sim zu geringen Teilen Ausloser einer
Sepsis. Sie spielen vor allem bei immunkompromdierPatienten (HIV positiven Patienten,
Chemotherapie-Patienten etc.) eine Rolle (Bochwd.£2001).

Bei der gram-positiven Sepsis bindet das Peptidaglyaus der Bakterienzellwand an
membranstandiges CD-14 und aktiviert immunkompetetdllen, die finale Mediatoren, z.B.

Arachidonsauremetaboliten der Cyclooxygenase umbdxygenase, Proteasen, Komplement-
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faktoren, Sauerstoffradikale oder StickstoffmonofitD) freisetzen. Sie binden an |sliche oder
membrangebundene Zytokinrezeptoren, die sich inZigeelle befinden. Dort kommt es zur
Transkription proinflammatorischer Zytokine, Chenmzk inflammatorischer Enzyme,
Rezeptoren, Akutphaseproteine und Expression vohagidnsmolekulen durch Bindung des
nuklearen Faktors B (NF«B) an die Promtorregion der jeweiligen Genloci.

Bei der gram-negativen Sepsis bindet das Lipopobfsaid (LPS, Endotoxin gram-
negativer Bakterien) an membranstandige Endotoxepteren (CD-14) der Targetzellen (z.B.
Makrophagen) und fuhrt damit zur ZytokinexpresqibNF-a, IL-1, IL-6). LPS kann auch direkt
an die Endothelzelle binden und deren Funktion riflesisen (Werdan et al., 2005). Die
Endothelzelle produziert vasoaktive Substanzenztsete frei und exprimiert pro- und
antiapoptotische Gene. Aufgrund ihrer Beteiligung Gerinnungs- und Fibrinolysesystem stellt
die Endothelzelle den wichtigen Regulator der H&ases dar. Durch mediatorbedingte
Verletzung der Endothelzelloberflache wird die @eung initiert und Uber mehrere
Zwischenstufen entsteht Thrombin und schliellidbriRj welches polymerisiert. Es bilden sich
Fibringerinnsel. Dadurch werden die endogenen Aatkilantien Antithrombin 1ll, Protein C
und Protein S verbraucht. Das Gleichgewicht deiirBang wird zugunsten eines Uberwiegens
der prokoagulatorischen Aktivitat gestort. Dies @sitscheidend fur die Entwicklung einer
Kapillarobstruktion durch Mikrothromben und im Vauf kommt es gegebenenfalls zu einer
Verbrauchskoagulopathie (disseminierte intravasa&zinnung, DIC) (Jacobi, 2002; Knoebl,
2002; Weigand et al., 2003).

Ebenfalls ausgeldst durch Mediatoren kommt es zbtivierung des humoralen
Kaskadensystems und weiterer Entziindungszellemniibwzyten und Endothelzellen. Dadurch
kommt es zu einer Ausschuittung von Bradykinin, &figh, Eikosanoiden (Prostaglandine und
Thromboxane) etc.. Diese systemische Entzinduriggseafiihrt unter anderem auch zum
Kapillarleck, wobei proinflammatorische Zytokinelapchenaktivierender Faktor und andere
Mediatoren urséachlich beteiligt sind (Riess, 1998).

Die Permeabilitatsstérung im Sinne eines Kapilldaeaufgrund der Endotheldysfunktion
zum einen und die Stoérung der Mikro- und MakroZigkion zum anderen kdnnen zur
Organdysfunktion und im Rahmen eines Circulus ¥ii® zum Organversagen und Tod des
Patienten fuhren (Abb. 1).
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Man geht heute davon aus, dass eine solche genétetziindungsreaktion nicht nur
durch infektiése Stimuli, sondern auch durch nidietktiose Stimuli (Traumata, Verbrennungen,
Intoxikationen etc.) getriggert werden kann.

Es konnte gezeigt werden, dass unabh&ngig vom samlén Moment bestimmte
Prozesse der Mediatorenausschittung und Aktivierwmyn Kaskadensystemen immer
vergleichbar ablaufen.

Da allerdings eine infektiose Ursache einer Sepsianderen therapeutischen Ansatzen
fuhrt als eine nichtinfektiose Ursache, ist es &lisischer Sicht weiterhin sinnvoll, eine
Unterscheidung zwischen dem infektiés ausgeldsteankheitsbild und dem nichtinfektios

getriggerten Krankheitsbild zu machen.

Abb. 1. Circulus vitiosus bei Infektionen, Sepsisnd Multiorganversagen
(Knobl, 2002)

Infektion
/ Toxine
SIRS
Vasodilatation
Hypotonie
Minderperfusion Endothelzellschadigung
Organschaden

Gerinnungsaktivierung

Fibrindeposition
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2.2. Pathophysiologie der Gerinnung in der Sepsis

Bei entziindlichen Prozessen — wie einer systemarsé&ntztiindungsreaktion (SIRS) oder
einer Sepsis — kommt es immer auch zu einer Aktivig der Gerinnung (Abb.2). Die Sepsis
stellt die haufigste Ursache einer disseminiertgravasalen Gerinnung (DIC) dar, umgekehrt
stellt die DIC eine haufige Komplikation der Sepgisr und ist fur deren weiteren
Krankheitsverlauf von prognostischer Bedeutung kidsa et al., 2001). Normalerweise halt der
Korper ein Gleichgewicht zwischen Gerinnungsaktivigy und Fibrinolyse aufrecht. In der
Sepsis ist dieses Gleichgewicht gestort (Bone.e1897).

Abb. 2. Atiopathogenese von SIRS, Sepsis und Multiganversagen

e Trauma ‘ SIRS Sepsis - » Bakterien
* Reperfusion ' « Pilze
« Hypoxie e Viren

« Pankreatitis Inflammation  Parasiten
« Herz-Lungen-Maschine

Ischamie l' Endothelschadigung
Mikrozirkulationsstorungen l' Gerinnung
Organversagen
Tod

Um die verschiedenen pathologischen Vorgange agm@ung im Rahmen der Sepsis
darzustellen, ist es wichtig darauf hinzuweiserssdeerschiedene Beobachtungen in den letzten
Jahren zu einer grundlegenden Anderung des Verstsa$ der Gerinnungsablaufe in vivo

gefuhrt haben. Es zeigte sich, dass man mit dertenalKaskadenmodel, in dem die
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Gerinnungsproteine im Mittelpunkt stehen, sehr giie Gerinnungstests, wie z.B.
Prothrombinzeit (Quick-Test) und aktivierte Thromlastinzeit (aPTT) darstellen kann.
Andererseits erklart es nur inadaquat den AblaufGkrinnung in vivo. Es zeigte sich, dass das
bislang bekannte Kaskadenmodell der Gerinnung isichinigen Schlisselaspekten nicht mit
klinischen Beobachtungen deckt (Hoffmann und Mon2@®1; Roberts et al., 2006).

Wenn es in vivo wirklich separate intrinsische wdrinsische Gerinnungswege geben
sollte, wie im Kaskadenmodell gezeigt, warum kaim Aktivierung von Faktor X durch den
extrinsischen Weg (Faktor Vlla/GewebsthromboplagtBewebsthromboplastin = tissue factor =
TF) einen Mangel an Faktor VIl oder Faktor IX b&#mophilie-Patienten nicht kompensieren.

Ebenfalls muss die Aktivierung der Gerinnung duethen intrinsischen Weg in vivo
hinterfragt werden, da ein Mangel an Faktor Xllhmieu einer klinischen relevanten erhthten
Blutungstendenz fuhrt.

Einige Dinge lassen sich durch das Kaskadenmaulerlautern, so z.B. die Tatsache,
dass ein Mangel an Faktor VIII oder Faktor IX zwegi klinischen relevanten Hamophilie-
Neigung fuhrt. Ebenfalls der Mangel der Faktoren VIl oder X fiuhren durch das
Kaskadenmodell gut erklarbar zu einer erhéhtenuBlggneigung.

Andererseits fuhrt ein Faktor XI — Mangel viel viggr prognostizierbar zu einer erhéhten
Blutungswahrscheinlichkeit als dies bei einem Fakiidl - oder Faktor IX — Mangel der Fall ist.

Alle diese Uberlegungen fiihrten zu dem Schlusss dss in vivo keinen separaten
intrinsischen und extrinsischen Weg geben kann.

Die zentralen Argumente sind, 1. dass der Komplex Faktor Vila und TF auch Faktor
IX und Faktor X aktivieren kann, 2. dass Thrombui ainer geladenen Oberflache Faktor Xl
direkt aktivieren kann. Dies erklart auch, warum Eaktor XlIl - Mangel zu keinem relevanten
Blutungsrisiko fuhrt. Aber damit ist noch nicht dgk, warum die direkte Aktivierung von
Faktor X durch den Komplex aus Faktor Vlla und Téhhiden Mangel an Faktor IX oder Faktor
VIl kompensieren kann. Es wurde die Hypothese esiiglt, dass der
Gewebsthromboplastininhibitor (TFPI = tissue fagiathway inhibitor) den Komplex aus Faktor
VIIa/TF inhibiert, bevor genug Faktor X fur die @Gerung produziert werden kann.

Zentraler Punkt in diesem Konzept der Gerinnung der TF, der der primare
physiologische Aktivator der Gerinnung ist.

Bei dem Kaskadenmodell stehen ganz klar die Gengsfaktoren im Vordergrund der

Erlauterungen. Anhand der klinischen Beobachtungash neuer Forschungsdaten zeigte sich,
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dass verschiedene Zelloberflachen unterschiedlielkigkeiten auf den Gerinnungsprozess
besitzen.

Diese verschiedenen Fahigkeiten resultieren amer é¥ielzahl von unterschiedlichen
Komponenten, z.B. Proteinrezeptoren. Dadurch wemderden die verschiedenen Gerinnungs-
komponenten auf spezifische Zelloberflachen gebunbBese Verteilung auf die verschiedenen
Zellkomponenten fuhrt zu einer Regulation der Garirg.

Diese Entdeckungen filhrten zu einem Konzept, inm daicht mehr die
Gerinnungsfaktoren im Mittelpunkt stehen, sondera dinzelnen Zellgruppen, die in die
Gerinnung in vivo eingreifen. Es nennt sich deslaalbh zell-basiertes Gerinnungsmodell.

Hoffmann et al., 2001 haben postuliert, dass @eng in vivo nicht in Form einer
Gerinnungskaskade ablauft, sondern in drei Ubeelaggn Phasen. Diese drei Phasen gliedern
sich in 1.Initiierungsphase, 2. Verstarkungsphask3ds Vermehrungsphase.

Zu Beginn einer systemischen Entzindungsreaktiomnkib es zur Freisetzung von
verschiedenen Zytokinen wie z.B. Interleukin 1 {l},-Interleukin 6 (IL-6) und Tumornekrose-
faktor o (TNF-a). Dies fuhrt zu einer Endothelzell- und Gerinnualdavzierung. Dies fihrt zu
einer Freisetzung von TF durch Monozyten im Blut durdurch Endothelzellen.
Gewebethromboplastin ist der primare physiologis¢higiator der Gerinnung. Er ist ein
integrales Membranprotein. Er verbleibt auf dedrdembran der Zelle, die ihn produziert hat. Er
wird unter normalen Bedingungen in verschiedenenraeaskularen Zellen (wie z.B.
Fibroblasten) gebildet. Eine Endothellasion |oserdhlls eine gesteigerte Freisetzung von
Gewebethromboplastin aus. Ebenso kommt es durclothslthsionen zu einem Kontakt des
Blutplasmas mit dem Gewebethromboplastin.

Wenn nun das Gewebethromboplastin mit dem BlutpdasnV/erbindung kommt, bindet
es Faktor VIl und aktiviert diesen. Der Komplex dtektor Vlla (aktivierter Faktor VII) und
Gewebethomboplastin aktiviert sowohl Faktor IX alech Faktor X. Der aktivierte Faktor Xa
kann sehr schnell durch TFPI oder Antithrombin (NT) inaktiviert werden, wenn er die
schiutzende Zelloberflache verlasst. Der Anteil vesktor Xa, der auf der Zelloberflache
verbleibt, kann mit seinem Kofaktor Faktor Va inrdaitierungsphase eine kleine Menge
Thrombin aus Prothrombin herstellen. Dieses Throndmielt dann eine wichtige Rolle in der

Aktivierung der Thrombozyten und von Faktor VIl iw@nd der Verstarkungsphase.
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Diese kleine Menge Thrombin, die von den TF-prtiseenden Zellen produziert worden
ist, verstarkt das initiale prokoagulatorische &igdurch verstarkte Thrombozytenadhasion,
komplette Aktivierung der Thrombozyten und Aktivieg der Faktoren V, VIII und XI.

Thrombin ist ein sehr potenter ThrombozytenaktwatEs aktiviert diese Uber den
Protease-aktivierenden Rezeptor (PAR). Im RahmesediThrombozytenaktivierung kommt es
zu einer Ausschuttung von Faktor V auf die Zelldliehe der Thrombozyten. Faktor V wird
dann entweder durch Thrombin oder Faktor Xa aktiviehrombin, das nicht an diesen Rezeptor
bindet, kann andere Gerinnungsfaktoren aktivieBenbindet der Komplex aus von-Willebrand-
Faktor (VWWF) und Faktor VIII an die Thrombozyterhrdmbin aktiviert Faktor VIII und l6st
diesen vom vWF. Faktor Vllla bleibt an die Thromp@n gebunden. Jetzt, nachdem die
Thrombozyten aktiviert wurden und die Kofaktorenktéa Va und Faktor Vllla auf die
Thrombozytenoberflache gebunden sind, beginnt dieddktion von gréferen Mengen
Thrombin.

In der nun folgenden Vermehrungsphase exprimidremhrombozyten Bindungsstellen
mit hoher Affinitat fir Faktor 1Xa, Xa und Xl. Fakt IXa bildet einen Komplex mit seinem
Kofaktor Faktor Vllla, wenn er die Thrombozytendiirhe erreicht. Faktor IXa kann im
Gegensatz zu Faktor Xa problemlos von seiner Adttiiigsstelle, z.B. auf Endothelzellen bzw.
Fibroblasten zu den Thrombozyten gelangen, da @t rso schnell von AT 1l oder anderen
Plasmaproteaseinhibitoren inaktiviert wird. Fak¥rbindet auch an die Thrombozyten, wird
dort dann durch Thrombin aktiviert. Der Faktor X&ktiviert dann wiederum auf der
Thrombozytenoberflache Faktor IX zu Faktor IXa. B@mplex aus Faktor IXa/Vllla aktiviert
Faktor X. Faktor Xa bildet dann einen Komplex nairem Kofaktor Faktor Va. Dieser Komplex
kann nun groBe Menge Thrombin produzieren. Thronfihmt dann zu einer Bildung von
Fibrinpolymeren. Dies fuhrt zu Fibrinablagerungew @amit zu Thrombenbildung (Abb. 3).
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Abb. 3. Gerinnungsmodell auf Zellbasis
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Um die genannten prokoagulatorischen Mechanisme@dennung zu kontrollieren und

einzuddmmen, gibt es verschiedene antikoagluatmiddechanismen. Dazu zadhlen einerseits

nicht protease-abhangige Mechanismen wie Blutflussl nicht-aktivierte Zelloberflachen,

andererseits protease-abhangige Mechanismen. Eiberblick tiber diese protease-abhangigen

antikoagulatorischen Mechanismen zeigt die Abb. 4.
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Abb. 4. Koagulatorische Faktoren und inhibitorische Faktoren der Gerinnung

Gerinnungs-
kaskade

-

Thrombo-
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Gewebeplasminogen
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Grau: koagulatorische Faktoregelb: inhibitorische FaktoreniL-1/6: Interleukin 1/6;Pr.S: Protein S;
Pr.C: Protein C;aPC: aktiviertes Protein CAT-lIl: Antithrombin IlII; EPCR: endothelialer Protein C-
Rezeptor;PAI-1: Plasminogenaktivator-InhibitoifAFI: aktivierbaren FibrinolyseinhibitofTFPI: tissue

factor pathway inhibitor; (Satran et al., 2003)

Ein antikoagulatorischer Faktor ist Antithrombir. IAntithrombin 111 (AT) inhibiert die
Gerinnung, indem es die Wirkung der Faktoren lldlaVXa, 1Xa, Faktor Xlla und Plasmin
einschrankt (Abb. 5).

Thrombin bindet an den Endothelrezeptor Thromboriodund fuhrt damit zur
Aktivierung von Protein C (Pr.C) zu aktiviertem Rio C (aPC). APC fuhrt dann zur
Verminderung der Thrombinproduktion, indem es di&tbren Va und Vllla inaktiviert (Abb. 6).
APC kann ebenfalls den aktivierbaren Fibrinolys@ibr (TAFI) inhibieren (Bajzar, 1996;
bajzar, 2000; Rezaie, 2001). Damit wirkt es prafiblytisch. Auch durch Inaktivierung von
Plasminogenaktivator-Inhibitor-1 hat aPC profibhische Funktion. APC wirkt auch
antiinflammatorisch, indem es die Zytokinausschgtuon IL-1, IL-6 und TNFs aus aktivierten
Monozyten und Makrophagen vermindert (Cohen, 2@&320n und Taylor, 1991; Hotchkiss und
Karl, 2003; Sturn et al., 2003).
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Abb. 5. Gerinnungsmodell auf Zellbasis — Einflussan Antithrombin Il
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Abb. 6. Gerinungsmodell auf Zellbasis, Einflu3 vorProtein C
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TFPI inhibiert (Abb. 3 und 4) den durch TF vernitgéa Beginn der Gerinnung, indem es
mit dem TF und den Faktoren FVlla und Faktor Xaeeguaternare Struktur bildet. Dadurch
kénnen diese ihre Funktion nicht mehr wahrnehmam@h, 2000 (a)).

Sollte es schon zur Bildung oder Ablagerung vonrifilgekommen sein, greift das
fibrinolytische System (Abb. 7) in die Gerinnungn.eiDieses System besteht in seiner
Grundstruktur aus Plasminogen und kann durch vierdehe Faktoren zu Plasmin aktiviert
werden. Plasmin fihrt dann zu einer Spaltung vanifin Fibrinspaltprodukte.

Zu den Plasminaktivatoren gehoéren einerseits  die weBeaktivatoren
(Gewebeplasminogenaktivator = t-PA, Urokinase odg&reptokinase), andererseits die
Blutaktivatoren (Faktor Xll, Faktor XI und Prak&ilein). Plasmin wird deaktiviert durch
Plasmininhibitoren, dazu gehdre2-Antiplasmin,a2-Makroglobulin, Antithrombin 1ll und der
C1-Inhibitor.

Abb. 7. Fibrinolytisches System

Plasminogenaktivatoren Plasmininhibitoren
Gewebeaktivatoren Blutaktivatoren * a,-Antiplasmin
e t-PA « F XII * a,-Makroglobulin
= Urokinase * FXI = Antithrombin Il
» Streptokinase » Prékallikrein * C,-Inhibitor
mviert

Plasmin

|

Plasminogen

Fibrin Fibrinspaltprodukte

Im Rahmen einer Sepsis kommt es zu einer disser@niéntravaskularen Aktivierung
der Gerinnung (DIG). Dadurch kommt es einerseiteinem Verbrauch von Gerinnungsfaktoren
und Thrombozyten mit Bildung von Mikrothromben irerd Endstrombahnen verschiedener
Organe (Niere, Lunge, Leber) mit entsprechenderafftmktionsstérung. Durch den hierbei
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stattfindenden Verbrauch kann es zu einer hamostiagn Diathese kommen
(Verbrauchskoagulopathie) (Abb. 8pieser Vorgang wird noch durch die sich einstellende
.reaktive Fibrinolyse” kompliziert, die den Abbau esl intravasal entstandenen
Fibrinniederschlags zum Ziel hat. Daraus wird alog&bfig ein generalisierter Prozess. Es kommt
in Folge dessen zu einer Verminderung der Fakt¥revilll und Fibrinogen. Es kommt zu einer
schweren Schadigung der Hamostase mit einer schwe#@morrhagischen Diathese. Das
Vollbild der Verbrauchskoagulopathie lauft in 3 @&n ab. Das erste Stadium ist gekennzeichnet
durch ein Hyperkoagulabilitat. Die Thrombozytenzahd der Antithrombin-Spiegel fallen ab.
Die aPTT verkurzt sich. TAT (Thrombin - Antithronmbi Komplex) und Prothrombin-Fragment
1 und 2 sind erhohtlm Stadium 1l kommt es dann bei zunehmender Dekowsgieon der
Hamostase zum Ubergang von der Hyperkoagulabiitaginer Hypokoagulabilitat. Es kommt
zu einer weiteren Abnahme der Thrombozyten, des ithkotnbin-Spiegels, der
Gerinnungsfaktoren und der Fibrinogens. Des Waiterefindet man  hohe
Fibrinmonomerkonzentrationen, TAT ist erhoht, aPdid Quick-Wert sind verlangerDas
Stadium Il zeigt sich dann durch einen totalenatnsienbruch der Gerinnung und Entwicklung
einer reaktiven Fibrinolyse. Es zeigt sich eine Hgvadige Thrombozytopenie, ein starker
Fibrinogenmangel und eine hohe Fibrinogenspaltgktiaumzentration (Abb. 9).

Abb.8. Pathophysiologie der Verbrauchslkagulopathie

Geburtshilfliche Polytrauma, Schock, Malignome Sepsis
Komplikationen Operationen l l
Gewebsverletzung Tumorzellen Entzindungsmediatoren,
\ l Endothellasionen

Gewebethromboplastin
F Vlla, F Xa, F Va l

Prothrombin —_— Thrombin

Reaktive Fibrinolyse  «——  Bildung von Mikrothromben —-  organversagen
(Organprotektiv) l

Verbrauchskoagulopathie
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Abb. 9. Verbrauchskoagulopathie: Einteilung in klinische Stadien von | — 11|

Stadium | 1 11
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2.3. Protein C in der Sepsis

Im Rahmen der Untersuchung von Gerinnung und @Genigsparametern kommt dem
Protein C eine besondere Rolle zu. Protein C istRi@enzym einer in der Leber Vitamin K
abhangig synthetisierten Serinprotease. Es haieiekulargewicht von ca. 60 kD (Thomas,
2005). Als inaktives Proenzym zirkuliert es im Rhas Protein C qilt als einer der
Hauptregulatoren der Gerinnung (Riess, 1998). Eqaben Antithrombin 1l ein wichtiger
Inhibitor der Gerinnung. Es besitzt antikoagulaohie, profibrinolytische und anti-
inflammatorische Eigenschaften (Espana et al., 2005

Die Aktivierung von Protein C erfolgt auf der intak Endothezelloberflache durch die
Bindung von Thrombin an Thrombomodulin. Dieser s wird 20-fach verbessert durch die
gleichzeitige Bindung an den - auf der Endothettmtflache ebenfalls vorhandenen - Endothel -
Protein C — Rezeptor (EPCR) (Aird, 2004). Dieserdwvorwiegend von Endothelzellen in
grof3en Venen und Arterien exprimiert (Espana @01, Liaw et al., 2001).

Nach der Aktivierung durch Thrombin im Komplex mien Endothelrezeptoren
Thrombomodulin und Endothel - Protein C - Rezeptaifaltet es seine inhibitorische Wirkung
auf die plasmatische Gerinnung, indem es die Gengsfaktoren Va und Vllla proteolytisch
inaktiviert (Esmon, 2004; Jacobi, 2002). Dieser géorg wird verstarkt durch den Cofaktor
Protein S. Protein S wird ebenfalls Vitamin K-abiignin der Leber gebildet. Protein S muss
nicht extra aktiviert werden.

Durch die Bindung von Thrombin an Thrombomodulinrliegt Thrombin seine
prokoagulatorischen Eigenschaften. Das an Thrombaimo gebundene Thrombin wirkt als
Aktivator von Protein C, in dem vom Protein C-Zyneogein 12 Aminosauren langes
Aktivierungspeptid abgespalten wird. Bei nicht aidnend vorhandenem aktiviertem Protein C
(@aPC) beschleunigt sich der Gerinnungsprozess gn#aan so zur Bildung von Thromben
kommen.

APC unterstitzt auRerdem die Fibrinolyse durch Redo des Plasminogen-Aktivator-
Inhibitor-1 Komplexes (PAI-1) (D’Angelo et al., 188Bone, 1991; Bone, 1992; Brandtzaeg et
al., 1989; Fourrier et al., 1992; Heuer et al., 20@adurch ist t-PA vermehrt aktiv und kann
mehr Plasminogen in Plasmin umwandeln. Da bei epstiemischen Aktivierung der Gerinnung
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ein deutlicher Uberschuss von PAI-1 (ber t-PA Wbestand die Fibrinolyse dadurch
herunterreguliert ist, kommt dieser profibrinolgtien Wirkung eine protektive Bedeutung zu.

AulRerdem zeichnet sich aPC durch antiinflammatbesgigenschaften aus. Der EPCR
scheint dabei anscheinend eine wichtige Rolle zelep (Aird, 2004). APC moduliert die
Freisetzung von Zytokinen und vermindert die Leykeradhasion am Endothel (Bernard, et al.;
2001). Die Freisetzung von Interleukin 1 (IL-1) umdmor-Nekrose-Faktoa (TNF-o) durch
Monozyten und Makrophagen wird blockiert. Dadurclidwletztendlich die Ausbreitung der
systemischen Entziindungsreaktion gehemmt (Berrnaad.,e2001; Cohen, 2002; Faust et al.,
2001; Esmon, 2000 (b); Iba, 2005; Joyce et al.12@pal und Esmon, 2003) (Abb.10).

Abb. 10. Inflammatorische Antwort auf eine Infektion
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Eine Infektion triggert eine inflammatorische Antycausgeldst durch Zytokine (wie z.B. Interleukined
Tumor-Nekrose-Faktora) von Monozyten und Neutrophilen. Diese inflammesciien Mediatoren
stimulieren die Freisetzung von GewebethrombopiaéliF = tissue factor), der dann wiederum die
Gerinnung aktiviert und damit zur Bildung von Thigim und Fibrin fihrt. Die Fibrinolyse wird inhibier
durch Plasminogen-Aktivator-Inhibitor (PAI-1). Peat C wird aktiviert durch die Interaktion zwischen
Thrombin und Thrombomodulin (TM).  Aktiviertes Pedt C hat antiinflammatorische Effekte,
antithrombotische Effekte und profibrinolytischedite (Jacobi, 2002).
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Die wichtigsten Angriffspunkte, bzw. Funktionen vaktiviertem Protein C im Rahmen
einer Infektion sind in Abb. 11 anschaulich zusamgefasst. Es gibt bereits eine Reihe von
Arbeiten zur Funktion von Protein C in der Sep8ierfiard et al.; 2001 (a); Bone et al., 1992;
Brandtzaeg et al., 1989; Dettenmeier et al., 26@8st et al., 2001; Satran et al., 2003).

Abb. 11. Rolle des aktivierten Protein C bei schwer Sepsis und seine

Beziehungen zu Mediatoren der Inflammation, Koagulion und Fibrinolyse

s
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Grau: koagulatorische Faktoremelb: inhibitorische Faktorengot: Aktiviertes Protein C mit Cofaktor
Protein S und Rezeptoreii;-1/6: Interleukin 1/6;Pr.S: Protein S;Pr.C: Protein C;aPC: aktiviertes
Protein C; AT-lll:  Antithrombin 1ll; EPCR: endothelialer Protein C-RezeptorPAl-1:

Plasminogenaktivator-InhibitorTAFI: aktivierbarer FibrinolyseinhibitorTFPI: tissue factor pathway

inhibitor, Gewebsthromboplastininhibitor; (Satrarak, 2003)
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Eine aPC — Resistenz von Faktor Va und Faktor \4pielt dabei als Ausgangspunkt ggf.
auch eine entscheidende Rolle. Es bewirkt ein eestfihromboserisiko. Als Ursache kann
entweder ein Mangel von Protein C oder Protein & @$ liegt eine Inaktivierbarkeit dieser
beiden Faktoren bedingt durch eine aPC-ResisteaktdF V-Leiden) vor. So fuhrt z.B. ein
hereditarer oder erworbene Mangel an Protein CRnotein S bei einer Sepsis zu einer Purpura
fulminans (z.B. bei einer Meningokokkensepsis) @aw001). Dies sind, bedingt durch
auftretende Mikrothrombosierungen von HautgefaBgmmetrische grof3flachige Hautblutungen
mit zentraler Nekrose.

Es zeigte sich in Studienmodellen am Affen, da<s dén Tod bei Affen, denen tddliche
Dosen von E. coli injiziert worden sind, verhinddsann (Taylor et al., 1987). Da aPC zusatzlich
zu einer verringerten Gerinnungsantwort auch nméeAbnahme von Entzindungsmarkern wie
z.B. Interleukin-1, Interleukin-6 und Tumornekraamdbro fuhrt, wurde postuliert, dass ein
effizient funktionierendes Protein C-System moghieieise nicht nur eine wichtige Rolle in der
Gerinnungsregulation bei einer Sepsis spielt, sondmuch eine wichtige Rolle bei der
korpereigenen Abwehr bei Sepsis spielt (Yan undiii, 1993).

Es zeichnet sich ab, dass aPC mit seinen antikatgigdchen, profibrinolytischen und
antiinflammatorischen Fahigkeiten eine wichtige IRoim Geschehen einer Sepsis spielt.
AulBRerdem scheint Protein C ein wichtiger prognobes Parameter fur die Mortalitdt im
Rahmen der Sepsis zu sein (Faust et al., 200;dfgiraat et al., 1995; Fisher, 2000; Mesters et
al., 2000; Yan, 2001).
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2.4. Fragestellung

Ein erniedrigter Protein C- Spiegel in der schwegapsis scheint mit einer erhéhten
Morbiditat und Mortalitat assoziiert zu sein. ImHR@en der vorliegenden Untersuchungen soll
geklart werden, inwieweit sich Protein C - Plasnegg@ bei Patienten mit einer systemischen
Entzindungsreaktion oder einer schweren Sepsis erlaM unterscheiden. Es soll auch
untersucht werden, ob Unterschiede der Protein i€g8p bei verstorbenen Patienten und
Uberlebenden Patienten mit Sepsis bestehen. Deterdfeisollen mdgliche Ursachen fur die
verminderte Protein C - Expression in der schw&epsis diskutiert werden.

Dafur sollen die Protein C- Plasmaspiegel im Raheiaer prospektiven Studie Uber die
Dauer des gesamten Aufenthaltes auf der Intensimsthei Patienten mit einer schweren Sepsis

und Patienten mit einer systemischen Entziindunkfsoesbestimmt werden.
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3. Methodik

3.1. Patientenauswahl und Einschlusskriterien

Die Untersuchung wurde von der Ethik-Kommission deheinischen Friedrich-
Wilhelms-Universitat Bonn gemald dem Ethikvotum ndér laufenden Nummer 90/01
begutachtet und genehmigt. Der Antrag lautete ,tdokchung von Hamostasestérungen im
Umfeld von systemischen Entztindungsreaktionen wsiS*. Vor dem Untersuchungsbeginn
wurden die Patienten oder deren rechtliche Vertretesfihrlich mundlich und schriftlich
informiert und die Zustimmung der Aufnahme in dietérsuchung schriftlich dokumentiert.

Es wurden Patienten nach grof3en chirurgischen i#ggr von den operativen
Intensivstationen der Klinik fir Anasthesiologie die Untersuchung eingeschlossen, die die
Kriterien der Sepsis, schweren Sepsis bzw. systdmsEntzindungsreaktion (SIRS) gemal3 den
Kriterien der Konsensuskonferenz der AmerikanisckBasellschaft fir Thoraxchirurgie und
Gesellschatft fur Intensivmedizin von 1992 (ACCP/3CConsensus Conference, 1992) erfillten
(Bone et al., 1992).

Zur Beurteilung des Schweregrades der Erkrankungeveum Einschlusszeitpunkt in die
Untersuchung der SAPS Il (Simplified Acute Physgi&gore IlI) bestimmt. Der SAPS Il wurde
von Le Gall und Mitarbeitern (1993) entwickelt, lmmend auf einer europdisch-
nordamerikanischen Multicenterstudie mit 13.000dpén aus 12 Landern. Dieser Score wird
innerhalb von 24 Stunden nach Aufnahme auf dienBitstation erhoben. Es werden 17
Variablen bertcksichtigt: Neben der Art der Aufnahifinternistisch, geplant oder ungeplant
chirurgisch), zugrunde liegender Krankheit (AIDSgtastasierendes Carcinom, hamatologische
maligne Erkrankung) und Alter gibt es 12 weitererdfseter, wie Temperatur, Harnstoff,
Bilirubin, PaQ/FiO,-Quotient, Bicarbonat, Urin, Herzfrequenz, Blutdkuceukozyten, Natrium,
Kalium, Glasgow-Coma-Skala, die in die Berechnuag 8APS II einflie3en. Je mehr die oben

angefuhrten Parameter aulRerhalb der Referenzberkigbn, desto hoher ist die zu vergebende
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Punktzahl. Je héher der SAPS II, desto héher estdahrscheinlichkeit zu versterben (Gogos et
al., 2003; Le Gall et al., 1993).

Zusatzlich wurde taglich wahrend des gesamten s$itanfenthaltes der SOFA-Score
(Sequential Organ Failure Assessment-Score) zurlaMsbeurteilung der Schwere der
Erkrankung erhoben. Der Sepsis Related Organ Ealssessment-Score, entwickelt von der
Europaischen Intensivmedizinischen Gesellschafhd®int et al., 1996), zieht die 6 Kriterien
Atmung, Blutgerinnung, Leber, Kreislauffunktion, rdemlnervensystem (ZNS) und Niere zur
Beurteilung heran. Es kénnen je nach Schweregra@udgsandysfunktion jeweils zwischen 1 und
4 Punkten vergeben werden, so dass maximal 24 @wnkeichbar sind. Die Glasgow Coma
Scale (GCS) von Jennett und Tesdale (1974) fuBdigteilung des Schweregrads von Schadel-
Hirn-Traumata wird hier zur Beschreibung des neagisichen Status verwendet. 3 Reaktionen
mussen bewertet werden: Augen 6ffnen (spontanf4Aaffiorderung 3, auf Schmerz 2, nicht 1
Punkt(e)), beste sprachliche Antwort (orientient Zeit, Ort und Person 5, verwirrt 4, inadaquat
3, unverstandliche Laute 2, keine Laute 1 Punkt(e@ste motorische Reaktion (gezielt bei
Aufforderung 6, gezielt bei Schmerzreiz 5, ungezieli Schmerzreiz 4, Beugemechanismen 3,
Streckmechanismen 2, keine 1 Punkt(e)). Die hoclmteerreichende Punktzahl ist im
Zusammenhang mit dem SOFA-Scores 15.

Der SOFA-Score wurde 1998 geringfiigig modifiziertduumbenannt in ,Sequential
Organ Failure Assessment Score”, weil sich in ®tudieigte, dass er nicht spezifisch fur das
Krankheitsbild ,Sepsis* ist (Vincent et al., 199&)ir Normalwerte werden 0 Punkte vergeben
und die GCS beinhaltet 15 erreichbare Punkte alniturde der SOFA-Score zur Beurteilung der
Morbiditat verwendet. Basierend auf Daten aus Nowketéka und Europa konnte gezeigt werden,
dass ebenfalls eine gute Korrelation zwischen damkfewert des SOFA-Score und der
Mortalitat besteht. (LeGall et al., 2003 und Han#keal., 2000). Man kann so mit Hilfe des
SOFA-Score eine Prognose fiir das Uberleben desrReti erstellen (Vincent et al., 1998) (Tab.
2).

Patienten mit anamnestisch bekannten Koagulopathiarden ausgeschlossen. Die
Patienten durften 24 Stunden vor den geplanten n@angsanalysen keine Praparate zur

Stabilisierung der Gerinnung erhalten haben.



Tab. 2. Bewertungskriterium fur ein Multiorganversagen (The sequential Organ
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Failure Assessment (SOFA) scorg)incent et al., 1998)

0 1 2 3 4
Atmung: <200 <100
_ > 400 <400 <300 ,‘ -
PaO,/FiO, (mmHQ) mit Beatmung mit Beatmung
Blutgerinnung:
Thrombozyten x 1G/m > 150 <150 <100 <50 <20
m°)
Leber:
Bilirubin <1.2(< 6.0-11.9 (102-
1.2-1.9 (20-32) | 2.0-5.9 (33-101) >12.0 (>204)
(mg/dl)/(umoll/l) 20) 204)
. Dopamin > 15
) Dopamin > 5 ode| )
Kreislauffunktion : Dopamin_<5 oder . oder Adrenalin >
] ] o Adrenalin <0.1
Katecholamindosierung . Dobutamin (jede ) 0.1
) keine | MAP < 70 mmHg ) oder Noradrenali )
(ug/kg/min) Dosierung) o1 oder Noradrenalir
<0.
B >0.1
Zentrales
Nervensystem: 15 13-14 10-12 6-9 <6
Glasgow Coma Scale
Niere:
N <1.2(< | 1.2-1.9 (< 110-
Kreatinin mg/dl (umol/l) 110) 170) 2.0-3.4 (171-299) 3.5-4.9 (300-440) > 5.0 (> 440)
oder Urinmenge (mi/d) oder < 500 oder < 200

3.2. Probengewinnung und Analyse

Bei den Patienten sind ab dem Zeitpunkt der Diaggtedung der schweren Sepsis bzw.
dem Vorliegen einer systemischen Entziindungsrealiis zum Verlassen der Intensivstation
zweimal wochentlich vendses Blut entnommen wordeés. wurden Protein C, Thrombin-
Antithrombin-Komplex (TAT), Faktor VIl und das Gesteiweild bestimmit.

Die Analyse der Laborparameter erfolgte mittels bitater und standardisierter
Testverfahren nach den Vorgaben der Herstellemstitut fir Experimentelle Hamatologie und
Transfusionsmedizin der Universitat Bonn.

Zur Bestimmung der Konzentration des Protein C-gearti mittels Enzymimmunoessay
(immunchemische Massenbebestimmung) wurden 500 iulCitrat anitkoaguliertem Plasma
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bendtigt. Das Blutplasma wurde spatestens 12 Stuntch Blutentnahme aus Vollblut
gewonnen. Die Proben wurden sofort nach Abnahme darf ICU in das Institut fur
Experimentelle Ha&matologie und Transfusionsmedider Universitdt Bonn zur weiteren
Aufbereitung und Analyse gebracht.

Der Test zur Analyse des Protein C-Antigen (chroemmy Substrattest von Dade
Behring, Schwalbach, Deutschland) verbindet eirkdramliches ELISA-Verfahren, das auf
einem Sandwich-Verfahren in zwei Reaktionsschrittesisiert, mit einer anschlieRenden
Fluoreszenzmessung. Der Festphasenrezeptor dechzpitig als Festphase und Pipetiersystem.
Die anderen Testreagenzien befinden sich gebraartigsfim Reagenzriegel. In der
Pipettenspitze sind Antikérper gegen Protein C-gatti gekoppelt. Im zweiten Schritt binden
sich die Protein C-Antigene an den spezifischenkéinper. Nach einem Waschschritt werden
nun D-Dimer Antikorper (Antikdrper gegen Fibrinoggaltprodukte) mit einem Konjugat an das
Antigen gekoppelt. Nach dieser Reaktion wird numeat gewaschen. Zuletzt wird der
Antikdrper-Antigen-Antikorper Komplex mit einem fidas Konjugat spezifischen Substrat
versetzt. Der dabei entstandene Farbstoff wirddb8i nm gemessen. Der Referenzbereich liegt
bei 70 — 127 %.

Zur Bestimmung des Thrombin-Antithrombin-KomplexA(l) mussten ebenfalls 500 pl
mit Citrat antikoaguliertem Plasma gewonnen werd¥as zur Analyse eingesetzte Plasma kann
bei —40°C bis zu einem Jahr gelagert werden.

Der Thrombin-Antithrombin-IlI-Komplex (TAT) wurdeni einem Enzymimmunoassay
nach dem Sandwich-Prinzip bestimmt. Die unverdimfmben wurden in eine mit Antikorpern
(AK) gegen Thrombin beschichtete Mikrotiterplattggitiert. Wahrend der ersten Inkubation
bindet sich das vorhandene TAT an die Antikérpegege Thrombin. Nach dem Auswaschen
werden in der zweiten Reaktion Peroxidase-konjtgi&K gegen Human-Antithrombin Il an
die freien Antithrombin IlI-Determinanten gebundeNach Inkubation und einem zweiten
Waschschritt, bei dem die Uberschisse an Peroxkiagagierten AK herausgewaschen
werden, werden die vorhandenen Komplexe durch ehrongogenes Substrat und
Wasserstoffperoxid D, angefarbt. Die Intensitdt des Farbstoffes ist propnal der
Konzentration von TAT in der Probe. Die Normalwdrégen bei 0,02 - 3,9 ng/ml.

Fur die Faktor VII-Bestimmung (Prokonvertin) wurde@0 pl mit Citrat antikoaguliertem
Plasma benotigt. Das Blutplasma muss spatester&gutzlen nach Blutenthahme aus Vollblut

gewonnen werden. Das zur Analyse eingesetzte Pleamrabei —20 °C flr einen Zeitraum von
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1 Woche gelagert werden. Ist eine langere Lagegepant, sollte dies bei —70 °C erfolgen.
Proben, die mehr als einen Tag fir den Transportigt haben, wurden ausgeschlossen.

Es wurden Modifikationen des Globaltests Quick hgezogen (Institut fur
Experimentelle Hamatologie und Transfusionsmediziter Universitat Bonn, Bonn,
Deutschland). Im Mangelplasma sind alle Faktorémabf den zu bestimmenden Faktor VII, im
Uberschuss enthalten. Somit wird der Ablauf derifemng nur Uber die Hohe des Faktor VIl im
Patientenplasma gesteuert. Das Faktor VII - Mangetpa wird aus dem Tiefkuhlschrank (-40
°C) entnommen und bei 20 °C im Wasserbad fiur caMBten aufgetaut. Innovin (Dade) wird
nach Vorschrift in 10 ml Aqua Dest Dispensette aldgt. Es werden 50 pl Michaelis Puffer mit
5 ul Patientenplasma vermischt. Zu diesem Gemiset 26 pl Faktor VII - Mangelplasma
hinzugeflugt. Dieses Gemisch wird dann bei 37 °CZfiMinuten inkubiert. Zum Schluss wird
50 ul Innovin hinzugegeben. Der Referenzbreicht k@gschen 50 % - 130 %.

Die Bestimmung des Gesamteiweil3es erfolgte als eBiReaktion (Dade Behring,

Marburg, Deutschland).

3.3. Materialien und Geréate

Produkt Firma Stadt, Land
Labofuge 400 R Heraeus Instruments Hanau, Deutsthla
Gefrierschrank GSN Liebherr Linz, Osterreich
Tiefkalte Lagertruhe Kryosafe Hamburg,Deutschlang
Amax C160 Sigma Amelung, Deutschlang
MRX-Reader Dynatech Labaratories Chantilly, USA
Enzygost TAT micro Dade Behring Marburg, DeutscHlan
Vidas Bio-Merieux Nurtingen, Deutschland
Microsoft Word 2000 | Microsoft Deutschland UntersiBheim, Dt.
Excel 2000 Microsoft Deutschland Unterschleif3hdim,
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3.4. Statistische Methoden

Die demographischen Daten der Intensivpatienter@mumittels deskriptiver Statistik als
Median und Spannweite dargestellt. Die statistisghalyse erfolgte mit dem Kruskal-Wallis-
Test.

Die Ergebnisse der Gerinnungsanalysen wurden iaftedraphischer Darstellungen als
Mittelwert und Standardfehler angegeben. Im Verland Gruppenvergleich sind die Ergebnisse
der Gerinnungsanalysen mittels zweifacher Variaalyae gefolgt von einem ,post hoc*
Vergleich (Scheffé-Test) statistisch ausgewertetden, um Gruppenunterschiede im zeitlichen
Verlauf fur die Protein C, TAT- und Faktor VlIl-Koaeatrationen zu prifen. Bei allen Tests

wurde ein p < 0,05 als statistisch signifikant as&deen.
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4. Ergebnisse

4.1. Demographische Daten der untersuchten Patiemte

In die Untersuchung wurden 32 Patienten mit scew8epsis und 10 Patienten mit einer
systemischen Entziindungsreaktion nach grof3en gidolen Eingriffen eingeschlossen. Die

erhobenen Daten werden in den Tabellen 3, 4 urezé&igt.

Tab. 3.Daten der Intensivpatienten mit schwerer Sepsis undystemischer
Entzindungsreaktion (SIRS)

Sepsis Patienten| SIRS-Patienten | P-Wert

(n=32) (n=10)
Alter (Jahre) 62,5 (20 — 79) 55,0 (28 — 72) > 0,05
SAPS I 17,0 (10 - 31) 15,0 (8 — 26) > 0,05
SOFA-Score 11,5 (7 - 18) 8,0 (4-14) 0,05
Aufenthaltsdauer

18,5 (3 - 35) 13,0 (4 — 23) 0,03

(Tage)

Median (Spannweite). SAPS II, Simplified Acute Piblegy Score Il; SOFA, Sequential Organ Failure
Assessment

Das Alter der untersuchten Patienten mit Sepsisnialyledian bei 62,5 Jahren mit einer
Spannweite von 20 bis 79 Jahren. Das Alter derrsuntlten Patienten mit SIRS lag im Median
bei 55,5 Jahren bei einer Spannweite von 28 bidah2en. Der Median des SAPS Il lag bei den
Patienten mit Sepsis bei 17,0 bei einer Spannweitel0 - 31 Punkten. Der Median des SAPS Il
lag bei den Patienten mit SIRS bei 15,0 Punkterem#r Spannweite von 8 bis 26 Punkten.
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Der maximale SOFA-Score der Patienten mit schw8egsis rangierte von 7 bis 18
Punkten bei einem Median von 11,5 Punkten. BeiRiaiienten mit SIRS lag der SOFA-Score
zwischen 4 bis 14 Punkten mit einem Median von 8kEan (Tab. 3).

Bei 13 Patienten war eine Peritonitis, bei 12 éineumonie, bei 2 eine Urosepsis und bei
5 ein schweres Trauma ursachlich fur die schwengsiSe Sechs Patienten mit systemischer
Entzindungsreaktion wurden wegen eines Bauchaowengmas operiert. Ein Patient erhielt

eine Gastrektomie und 3 weitere eine kolorektaleeRion (Tab. 4).

Tab. 4. Daten der Intensivpatienten aufgeschliisseftach Ursachen fir Sepsis bzw.

SIRS
Ursache Patienten mit Sepsis Patienten mit SIRS
Peritonitis 13 -
Pneumonie 12 -
Urosepsis 2 -
Trauma 5 -
Bauchaortenaneurysma - 6
Gastrektomie - 1
Kolorektale Resektion - 3
Gesamt >n=32 >n=10

Bei den Patienten mit schwerer Sepsis verstarb@nPatienten im Verlauf ihres
Aufenthaltes auf der Intensivstation. Alle Patientmit systemischer Entzindungsreaktion
konnten von der Intensivstation lebend entlassemdeve Es bestanden keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen Patienten nohwerer Sepsis und Patienten mit
systemischer Entziindungsreaktion hinsichtlich AIlt&8APS 1l und SOFA-Score. Die
Aufenthaltsdauer auf der Intensivstation war bei Batienten mit schwerer Sepsis im Vergleich
zu den Patienten mit systemischer Entzindungsoeaksignifikant langer (Tab.l). Im
Durchschnitt lag die Aufenthaltsdauer bei den Pétie mit systemischer Entziindungsreaktion
bei 13,0 Tagen, bei den Patienten mit Sepsis lagldichschnittliche Aufenthaltsdauer bei 18,5

Tagen.
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Verstorbene Patienten mit schwerer Sepsis hatteneaignifikant hoheren SAPS 1l als
Uberlebende. Beim Alter, SOFA-Score und der Aufatlifidlauer fanden sich keine statistisch

signifikanten Unterschiede (Tab.5).

Tab. 5.Daten der Uberlebenden und verstorbenen Patienten itrschwerer Sepsis

Uberlebende Verstorbene P -Wert

(n=19) (n=13)
Alter (Jahre) 62 (20-79) 64 (20 - 75) > 0,05
SAPS Il 15 (10 - 30) 20 (12 -31) 0,04
SOFA-Score 10 (7 - 15) 12 (10 — 18) > 0,05
Aufenthaltsdauer

18 (3-32) 20 (8 — 35) > 0,05

(Tage)

Median (Spannweite). SAPS II, Simplified Acute Pbisgy Score Il zum Einschluf3zeitpunkt in die

Untersuchung; SOFA, Sequential Organ Failure Assest
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4.2. Messergebnisse der untersuchten Gerinnungspangter

Wahrend des Aufenthaltes auf der Intensivstatiamden wiederholte Messungen der
Protein C-Spiegel, der Konzentration des ThrombmntitArombin-Komplexes und des Faktor
VII-Spiegels durchgefiihrt. Dies geschah sowohldsi 19 Uberlebenden mit Sepsin(= 171
Messungen) und den 13 verstorbenen Patienten p&isSEn = 117 Messungen) als auch bei 10
kritisch kranken, nicht septischen Patienten (SHR8enten) nach grof3en chirurgischen

Eingriffen 0_n = 90 Messungen).

4.2.1. Patienten mit systemischer Entziindungsreaktn

Die Ergebnisse der 10 Patienten mit systemischi&tiBdungsreaktion sind in
Abbildung 12 dargestellt. Die 10 Patienten mit egsscher Entziindungsreaktion (SIRS)
unterschieden sich im Gruppenvergleich mit den 2fieRten mit schwerer Sepsis nicht
signifikant im Hinblick auf die gemessenen Plasnmegg von Protein C, Thrombin-
Antithrombin-Komplex und Faktor VII (Abb. 12). Audtiie Werte fir das Gesamteiweild waren
vergleichbar (Daten nicht gezeigt).

Im zeitlichen Verlauf hatten beide Patientengruppeim Verlassen der Intensivstation
(Zeitpunkt M) im Vergleich zum Zeitpunkt des Einschlusses eldntersuchung (Zeitpunkt ¥
signifikant hohere Plasmaspiegel fur Protein C (©,81) und Faktor VII (p = 0,01) sowie
niedrigere Plasmaspiegel fur Thrombin-AntithromBiomplex (p < 0,01) (Abb.12).
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Abb. 12. Plasmaspiegel von Protein C, Thrombin-AntithrombinKomplex und
Faktor VII bei Patienten mit systemischer Entziindurgsreaktion (n = 10) ) und

Patienten mit schwerer Sepsis (n = 32p§
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MO, Messpunkt beim Einschluss der Patienten inlfitersuchung; M1, Messpunkt wéahrend der Halfte der
Zeit des Intensivaufenthaltes; M2, Messpunkt beéri@igung der Untersuchung. Die gestrichelten Linien
geben den Normbereich an; MittelwertStandardfehler; * M2 vs. MO p < 0,01; ** M2 vs. MD< 0,01,

** M2 vs. MO p = 0,01.
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4.2.2. Patienten mit schwerer Sepsis

4.2.2.1. Uberlebende Patienten

Von den n = 32 Patienten, die bei dieser Untensoghdie Einstufung ,Schwere Sepsis”
bekommen haben, haben n = 19 Uberlebt. Es zeigiem fir die drei gemessenen
Gerinnungsparameter (Protein C, Thrombin-Antithrowomplex und Faktor VII) zu den
Zeitpunkten MO, M1 und M2 fiir die Uberlebenden &atien folgende Ergebnisse (Tab. 6).

Tab. 6. Ergebnisse der Analysen der Gerinnungsparaeter bei den tberlebenden

Patienten mit schwerer Sepsis (n = 19)

Zeitpunkt MO

Zeitpunkt M1

Zeitpunkt M2

Protein C (%) 58,9 +5,3 62,4 46,2 88,3 46,6
TAT (mg/ml) 16,8 +2,2 10,7 +1,7 5,8 10,7
Faktor VII (%) 72,8 +11,2 79,8 10,1 105,8 9,8

Die Untersuchung von Uberlebenden und verstorbddaienten mit schwerer Sepsis
ergab, dass Uberlebende signifikant hohere Plasewp fir Protein C aufwiesen als
Verstorbene (p < 0,01). Dabei war der Protein Qie&el bei den Uberlebenden zum Zeitpunkt
der Entlassung von der Intensivstation im Normladéreind hoher als beim Einschluss in die
Untersuchung (88,3 6,6 % vs. 58,9 4,3 %; p < 0,01). Die Plasmaspiegel fur Thrombin-
Antithrombin-Komplex waren im Gruppenvergleich sfd@nt niedriger bei den Uberlebenden
Patienten mit schwerer Sepsis (p < 0,01). Fur dektdF VII wurde kein signifikanter
Unterschied im Gruppenvergleich gefundétierdings zeigte sich im zeitlichen Verlauf, dass
Uberlebende Patienten mit schwerer Sepsis im Melgleu verstorbenen Patienten zum
Untersuchungsende signifikant hohere Faktor ViasRlaspiegel aufwiesen (p < 0,01) (Abb. 13).

Das Gesamteiweild war in beiden Gruppen wieder eetgbar (Daten nicht gezeigt).
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4.2.2.2. Verstorbene Patienten

Die Untersuchung von den Uberlebenden und versterb@atienten mit schwerer Sepsis
ergab, dass die verstorbenen Patienten signifikeedirigere Plasmaspiegel fur Protein C
aufwiesen als Uberlebende Patienten (p < 0,01)eDadigte sich bei den verstorbenen Patienten
zu allen drei Messzeitpunkten ein konstant niedrigetein C - Spiegel im Plasma. Dieser
Protein C Spiegel lag immer unterhalb des unteremgvertes fur Protein C im Plasma von 70
%. Es zeigte sich tendenziell sogar eher zum Zekip2 ein Abfall des Protein C - Spiegels
(Tab.7).

Die Plasmaspiegel fur Thrombin-Antithrombin-Komplexaren im Gruppenvergleich
signifikant héher bei den verstorbenen Patientensohwerer Sepsis (p < 0,01). Fur den Faktor
VIl wurde kein signifikanter Unterschied im Gruppengleich gefundenAllerdings zeigte sich
im zeitlichen Verlauf, dass verstorbene Patientelh schwerer Sepsis im Vergleich zu
Uberlebenden Patienten zum Untersuchungsende ikagnif niedrigere Faktor VII -
Plasmaspiegel aufwiesen (p < 0,01) (Abb. 13).

Tab. 7. Ergebnisse der Analysen der Gerinnungsparaeter bei den verstorbenen

Patienten mit schwerer Sepsis (n = 13)

Zeitpunkt MO

Zeitpunkt M1

Zeitpunkt M2

Protein C (%) 48,2 +2,6 57,4 45,8 45,9 +,3
TAT (mg/ml) 24,4 +3,4 17,7 43,3 14,8 42,6
Faktor VII (%) 66,2 +6,4 67,5 +7,6 59,1 46,6




44

Abb. 13. Plasmaspiegel von Protein C, Thrombin-Anthrombin-Komplex und
Faktor VII bei verstorbenen (n = 13) (@) und lUberlebenden Patienten mit schwerer
Sepsis (n = 19)q)
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MO, Messpunkt beim Einschluss der Patienten inlditersuchung; M1, Messpunkt wéahrend der Halfte der
Zeit des Intensivaufenthaltes; M2, Messpunkt bedrigiigung der Untersuchung. Die gestrichelten Linien
geben den Normbereich an; Mittelwert Standardfehler; * Uberlebende vs. Verstorbene p,&; **
Uberlebende vs. Verstorbene p < 0,01; *** M2 Ubbdede vs. M2 Verstorbene p < 0,01.
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5. Diskussion

5.1. Gerinnung im Mittelpunkt der Pathophysiologieder Sepsis

Das Krankheitsbild der Sepsis entwickelt sich inlgEo von Inflammation und
Gerinnungsaktivierung, die im Rahmen einer systeines Infektion auftreten. Bei gesunden
Menschen herrscht physiologischerweise ein Glelefgdd zwischen den prokoagulatorischen
und antikoagulatorischen Faktoren. Noch vor einr pdhren wurde zur Beschreibung der
physiologischen oder der pathophysiologischen Abl&ler Gerinnung das Kaskadenmodell
herangezogen.

Anhand von verschiedenen Beobachtungen ist allgsdigin revidiertes Modell der
Gerinnung entwickelt worden (Hoffmann et al., 20Bbperts et al., 2006). Dieses Modell betont
speziell die Rolle der verschiedenen Zelloberfl&chei der Lokalisation und der Kontrolle des
Gerinnungsprozesses. Im Kaskadenmodell standen Sgiegel und die Kinetiken der
verschiedenen Gerinnungsproteine im Vordergrund Deue Modell auf Zellbasis beschreibt

den Gerinnungsprozess als drei Uberlappende Phasen:

1. Initilerung: Diese spielt sich auf Gewebethromplbstin-prasentierenden Zellen
ab. Wenn ein ausreichend starker prokoagulatons&tenulus
vorhanden ist, werden gentgend Faktor Xa, IXa uhdombin

aktiviert, um den Gerinnungsprozess in Gang zlesetz

2. Verstarkung: Wenn die Thrombozyten am Ort derrirdengsaktivierung
festhaften, werden sie aktiviert und akkumuliereofaktoren auf
ihrer Oberflache und verstarken damit den prokaggubkchen

Stimulus.
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3. Fortsetzung: Aktive Proteasen verbinden sich iniem Kofaktor auf der
Oberflache  von  aktivierten  Thrombozyten. Durch die
UberschieBende  Produktion von  Thrombin  wird der
Gerinnungsprozess weiter fortgesetzt. Dieser liesuttann in einer

Fibrinpolymerisation.

Eine Reihe von antikoagulatorischen Mechanismenpd@mdiese prokoagulatorische
Reaktion im physiologischen Gerinnungsablauf. B$ ggchs antikoagulatorische Mechanismen:
1. BlutfluB3, 2. restriktiver Zugang zu negativ gidaen Phospholipiden auf der Zelloberflache, 3.
TFPI, 4. AT, 5. Protein C und 6. das fibrinolytiscBystem (Aird, 2004). Die Wichtigkeit dieser
antikoagulatorischen Mechanismen wird belegt dur&hnische und experimentelle
Beobachtungen. So haben Patienten mit angeboresenesworbenen Stérungen (z.B. einer
aPC-Resistenz) in einem oder mehreren dieser Mexhan ein erhdhtes Thromboserisiko
(Faust et al., 2001; Lensen et al., 1996).

Im Rahmen einer Sepsis bzw. einer systemischeniBaimgsreaktion scheinen der
inflammatorische Prozess und die Gerinnung engimaibeler verknipft zu sein (Esmon, 2000
(b); Lensen et al., 1996; Yan und Grinnell, 19¥3s Verstandnis Uber den komplexen Prozess
der Sepsis ist in den letzten 30 Jahren in wesbeth Teilen Uberarbeitet und erweitert worden.
Schon in den 60er Jahren wurde ein Zusammenhangsclzeni der systemischen
Entztindungsreaktion und der Stérung im Gerinnurggesy vermutet. Dies stitzte sich auf die
Beobachtung, dass Abweichungen im Gerinnungssydtéofig bei Patienten mit Sepsis
beobachtet werden. So ist z.B. seit 30 Jahren Inékdass die Aktivierung der Gerinnung positiv
mit dem Schockzustand eines Sepsispatienten lantrélCorrigan, 1968). Im Rahmen einer
systemischen Entzindungsreaktion (SIRS) bzw. S&psment es zu einer Aktivierung von einer
Fulle von unterschiedlichen Systemen. Darunter adah Gerinnungssystem. Die Stérung des
Gerinnungssystems bei Patienten mit Sepsis thitt Is&ufig auf. Bei 30 — 50 % der Patienten mit
schwerer Sepsis tritt die schwerste Form einerrBarigsstorung, die disseminierte intravasale
Gerinnung auf (Cohen, 2002).

Die Aktivierung des Gerinnungssystems, die mit ein&erbrauch der endogenen
Antikoagulantien (z.B. Protein C und Antithrombwgrbunden ist, scheint eine wichtige Rolle
bei der mikrovaskularen Gerinnung und dem damibwedenen Multiorganversagen zu spielen

(Jacobi, 2002). Dies stutzt sich unter anderemEagébnisse von Autopsien. Bei verstorbenen
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Patienten mit Sepsis konnte man diffuse Blutungbdmorrhagische Gewebenekrosen,
Mikrothromben in kleinen Blutgefal3en und Thrombogemittleren und grofRen Arterien und
Venen finden. Das Auftreten der intravaskularenofftsen hat einen engen spezifischen Bezug
zur klinisch beobachteten Organdysfunktion. Diesdvaulierdem untermauert durch Versuche,
bei den eine experimentell verursachte Bakteridmie. Endotoxamie zu intra- und extravasalen
Fibrinablagerungen gefihrt hat (Levi et al., 2003).

Bislang ging man allerdings davon aus, dass vemalflie Inflammation im Mittelpunkt
des Krankheitsgeschehens der SIRS bzw. Sepsis. diBbs zeigte sich auch in den
therapeutischen Ansatzen.

Erst in den letzten Jahren wird zunehmend deutljoti@ss die Interaktionen zwischen
Infektion, dem inflammatorischen Prozessen und @®rinnungssystem, die eine Antwort auf
eine schwere Infektion darstellen, von zentraléh@ahysiologischer Bedeutung sind.

Im Rahmen der akuten Entziindungsreaktion, die atsvért auf eine schwere Infektion
bzw. ein schweres Trauma entsteht, kommt es zur esystemischen Aktivierung des
Gerinnungssystems (Levi et al., 1999; Esmon etl@B1; Satran, 2003; Hoffmann, 2001,
Dettenmeier, 2003). Im Rahmen der inflammatorisahizierten Gerinnungsaktivierung spielen
unterschiedliche Mechanismen eine Rolle.

Dazu gehdren Gewebethromboplastin (tissue facfbiF): die Gerinnungsfaktoren Vllia,
Va, Xa, IXa, die physiologisch antikoagulatorischrkenden Systeme, die Fibrinolyse, die
Endothelzellen und die Thrombozyten. TF ist ein Mesmn gebundenes 4,5 kDa schweres
Protein, das auf einer ganzen Anzahl von Zellemiemschlichen Koérper exprimiert wird. Diese
Zellen sind in der Regel in Geweben eingefligt, die physiologischen Zustand des
menschlichen Korpers keinen direkten Kontakt zumtBiaben. So kommt TF gehauft im
subkutanen Gewebe der Blut-Gewebe-Barrieren vokart aber bei Zerstérung dieser Barriere
mit Faktor VII interagieren. Der entstandene aktivaktor Vila/TF - Komplex katalysiert die
Aktivierung von Faktor IX und Faktor X zu Faktor d&Xund Faktor Xa, was letztendlich die
Thrombingeneration fordert. Andere Zellen, auf dei& exprimiert wird, sind die Monozyten
und Makrophagen. In Blutgefal3en kann die ExpressoonTF durch Zytokine wie IL-1, 1I-6 und
TNF-o aktiviert werden.

Der systemischen Gerinnungsaktivierung durch demiungsreiz wirken verschiedene
antikoagulatorische Systeme entgegen. Dies sind, FHPund das Protein C/S-System (Esmon,
2000 (b)).
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Abb. 14 Infektion, Entziindung und das Gerinnungssytem (Levi et al., 2003)
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TFPI wird in Endothelzellen und in der Leber sytiiert. Er kommt in verschiedenen
Systemen des menschlichen Képers vor. So ist er asBoziiert mit Endothelzellen oder
gebunden an Lipoproteine im Plasma. TFPI inhibiertirekt die Wirksamkeit von
Gewebethromboplastin, indem er Faktor Vlla blodkiddbazu ist der Kofaktor Faktor Xa
erforderlich. Dies zeigt eine der vielfaltigen gel@eifigen Regulationsmechanismen der
Gerinnung. So aktiviert der Komplex aus Faktor \tad TF Faktor Xa. Faktor Xa aktiviert Uber
eine Ruckkopplungsschiene Faktor Vlla. Anderergsitgber Faktor Xa Kofaktor fur TFPI bei
der Inaktivierung von Faktor Vlla. TFPI ist ebemdaln der Lage Endotoxin zu binden. Es
interagiert mit CD 14 und hat einen abschwéacheritdéakt auf die Produktion von IL-6 und IL-
8 im Tiermodel. Wie wichtig die Rolle von TFPI alshibitor der Gerinnung und der
Inflammation bei der Sepsis ist, ist noch unklao. iSt bei einer Sepsis in der Regel der
Plasmaspiegel von TFPI nicht signifikant verangem Cate, 2000).

Antithrombin wird in der Leber gebildet. Es hemmie dVirkung von verschiedenen
Gerinnungsfaktoren, wobei die Wirkung gegen Throm{Biaktor lla) am starksten ist. Auch die
Faktoren Xa, IXa und Xla werden von Antithrombirhgeamt. Die Antithrombinwirkung ist von
Heparin und heparindhnlichen Substanzen abhangbewdiese als Katalysatoren wirken und

die 1:1 Bindung von Antithrombin an Thrombin ermoéggen. Antithrombin und Thrombin



49

bilden unter Vermittlung von Heparin feste Komplexdie mittels geeigneter Testsysteme
nachgewiesen werden kénnen. Diese Thrombin-Antitivia (TAT) - Komplexe zeigen an, dass
die Blutgerinnung aktiviert und Thrombin gebildetinde. Diese kdnnen somit klinisch wertvolle
Informationen geben.

Die erniedrigten Antithrombin-Spiegel im RahmenegiBepsis lassen sich aber nicht nur
durch diese Komplexierung, sondern auch durch midezierte Protein-Synthese und durch eine
reduzierte Verfugbarkeit von Glycosaminoglykanere die ein heparin-ahnlicher Kofaktor
wirken sollen, erklaren. (Levi et al., 2003). Atleargs wird vermutet, dass Antithrombin einen
negativen Effekt auf die Fibrinolyse hat. Levi &t @ehen von einem direkten negativen Effekt
von Antithrombin auf die Freisetzung von Gewebeplia®genaktivator (t-PA) aus dem
Endothel aus. Ausgehend von der Betrachtung diesgativen Effekts auf die Fibrinolyse und
der Tatsache, dass in Studien bei Sepsis nur hobeerD von Antithrombin eine
Gerinnungsprotektion zeigten, scheint das theréugs Potential von Antithrombin bei Sepsis
limitiert zu sein (Levi et al., 2003).

Das dritte antikoagulatorische System ist das Rrd@éS-SystemProtein C reguliert die
Bildung von Thrombin in kleinen GefaRen und beugkrovaskuldrer Thrombose vor. Es
zirkuliert in einer inaktiven Form im Blut. Zur Akierung bindet Thrombin an das
zellmembranassoziierte Molekil Thrombomodulin. BreKomplex wandelt dann Protein C in
aktiviertes Protein C um. Das aktivierte Proteinn@ktiviert dann die Faktoren Va und Vllla
durch proteolytische Spaltung. Endothelzellen,altam in grof3en Gefalden, exprimieren an ihrer
Zelloberflache einen weiteren Rezeptor, den Endidthatein C-Rezeptor (EPCR). Dieser fihrt
zu einer verstarkten Aktivierung von Protein C. ikidrtes Protein C hat aber zusatzlich zu der
antithrombotischen Eigenschaft auch antiinflammsattie und profibrinolytische Eigenschaften
(Esmon, 2000 (a); Mosnier et al., 2004; Smith et197; Smith und White, 1999). Aktiviertes
Protein C inhibiert die Zytokinausschuttung (z.BNFa) aus Monozyten (Blockade der
Produktion von NReB) und reduziert die Adhasion von neutrophilen Gtamyten an das
Endothel durch verminderte Expression von Adhasimiskilen von Endothelzellen (Amaral,
2004). Seine profibrinolytischen Eigenschaften lbt dasvedte Protein C aus, in dem es die
Konzentration der Inhibitoren der Fibrinolyse vegert (Bernard, 2001; Esmon, 2001; Matthay,
2001).Aktiviertes Protein C inhibiert den Plasminogen-i&tor-Inhibitor Typ 1 (PAI-1). Damit
wird die Blockade des endogenen Gewebeplasminodgginador (t-PA) verhindert. AuRerdem

wird die Aktivierung des thrombinaktivierbaren Himlyseinhibitors (TAFI) indirekt gehemmt
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(Fisher, 2000). Im Rahmen einer Sepsis kommt esinar Abnahme der Expression von
Thrombomodulin durch Endothelzellen (Brueckmanmalet2005; Faust, 2001). Dadurch ist die
Aktivierung von Protein C gestort, und die Patientednnen nicht von den protektiven
Eigenschaften von aktiviertem Protein C profitieren

Anhand von verschiedenen Studien (Fisher et abQ2¥an, 2001; Gogos et al., 2003), in
denen gezeigt werden konnte, dass niedrige Pr&@eBpiegel mit einer erhéhten Mortalitat
verbunden sind, konnte die groRe Wichtigkeit destddn C Systems auf die Abwehr des
Organismus gegen Sepsis und der Einfluss auf dimi@engsaktivierung gezeigt werden.

Es hat sich gezeigt, dass das Endothel bei Sepsszentrale Rolle im Rahmen der
Entzindungsreaktion, der Thrombosenbildung und defekten Fibrinolyse einnimmt
(Mahidhara et al., 2000). Normales Endothel hakaagulative Eigenschaften. Bei einer Sepsis
kommt es durch die Freisetzung von Entzindungsriedia zu einer Veranderung des
Endothels. Die Endothelzellen setzen die Synthas# Expression von antithrombotischen
Molekilen (Thrombomodulin, EPCR und TFPI) herab3Atdem schiitten Endothelzellen dann
ebenfalls Zytokine aus, bilden Adhéasionsmolekiled uhWachstumsfaktoren, die die
inflammatorische Reaktion und die Gerinnungsantwedinflussen.

Eine zusatzliche Rolle in der Pathogenese dernmfiatorisch induzierten Gerinnung
spielen die Thrombozyten. Endotoxin kann namliclhoftbozyten auf direktem Weg aktivieren.
Auch Thrombin aktiviert Thrombozyten. Viele Zytokirkdnnen durch den Sphingosin-Weg und
den Thrombozyten-aktivierenden-Faktor (PAF) ebdémfalir Thrombozytenaktivierung fiihren.
Durch Aktivierung von Thrombozyten, z.B. im Rahmemer Sepsis, kommt es zu einer
Ausschittung dem-Granula. Diese beinhalten auch Plasminogen-Aldivathibitor Typ 1
(PAI-1), der antifibrinolytisch wirkt. AuRerdem bekt die Thrombozytenaktivierung, dass sich
die Thrombozytenoberflache so verédndert, dass dont Komplexe von aktivierten
Gerinnungsfaktoren (Faktor Xa und Faktor Va, Patisin und Calcium) bilden kdnnen. Damit
beschleunigen aktivierte Thrombozyten die plasroésGerinnung.

Im Rahmen einer normalen Reaktion auf eine Gerigsaktivierung kommt es
konsekutiv zu einer Aktivierung der Fibrinolyse.iB&er Sepsis kommt es allerdings nach einer
anfanglichen Aktivierung der Fibrinolyse zu einegriimung dieses Systems. Es kommt initial zu
einer Aktivierung von Plasminogen gefolgt von einBeeintrdchtigung durch vermehrt
ausgeschutteten Plasminogen-Aktivator-Inhibitor TygPAI-1). PAI- 1 wird produziert durch

Endothelzellen und Thrombozyten. Er ist der wicstegInhibitor des Gewebeplasminogen-
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aktivator (t-PA). TNFe und IL-1 verursachen einen Konzentrationsabfalln vireiem
Gewebeplasminogenaktivator (t-PA) und eine erhdPteduktion von PAI-1. Eine ebenfalls
hemmende Funktion auf das fibrinolytische Systemt Uter thrombinaktivierbare
Fibrinolyseinhibitor (TAFI) aus. Im Rahmen einempSes kommt es zu erhdhten Spiegeln dieser
beiden Inhibitoren. Dadurch kommt es zu einer vémes Ablagerung von Fibringerinnseln in
den Gefalden.

Diese Wechselwirkungen zwischen Inflammation undrif®&ng zeigen sich also
einerseits durch die prokoagulatorische Wirkung vgytokinen (IL-1, TNFe, IL-6) als
Mediatoren im Gerinnungssystem. Andererseits korakivierte Gerinnungsfaktoren, wie z.B.
Thrombin neben Thrombozyten auch Endothelzellen,ukbeyten und damit die
inflammatorische Reaktionen stimulieren (Igbal let 2002; Iba et al., 2005 (b); Werdan et al,
2005). Dies fuhrt zu intravaskularen Fibrinformago. Zusatzlich wird durch die Zytokine die
PAI-1 vermittelte Hemmung der Fibrinolyse heruneggelt. Dies fiihrt zu einem insuffizientem
Abbau von Fibrin. Am Ende all dieser Vorgange stdig intravasale Fibrinablagerung mit
Mikrozirkulationsstorungen bis hin zur Organdysftiok.

Viele Mechanismen im Rahmen einer Sepsis aktiviemah begtinstigen die Gerinnung.
Somit stellt sich im Rahmen einer Sepsis ein abeoktivierungszustand der Gerinnung dar.
Anhand  verschiedener  Untersuchungsergebnisse  konrgezeigt  werden, dass
Entztndungsreaktion und Gerinnung eng miteinanagknipft sind (Esmon, 1991). Dieser
Aktivierungszustand kann als Reaktion des GefaBeystund damit des Gesamtorganismus auf
Bakterientoxine etc. gewertet werden.

Zusammenfassend lasst sich die Organdysfunktion &er schweren Sepsis
pathophysiologisch vor allem durch eine Verschighdes hdmostaseologischen Gleichgewichts
zur prokoagulatorischen Seite hin erklaren. Dieotimeliale Dysfunktion ist eng in diesen Ablauf
eingebunden. In Folge droht ein ischamiebedingtegaiyersagen, das die Prognose der
schweren Sepsis maligeblich beeinflusst. So fuhet Ehtwicklung einer mikrovaskularen
Koagulopathie oder einer disseminierten intravas@erinnung bei Patienten mit Sepsis zu einer

Verdopplung des Mortalitatsrisiko (Fisher et alQ@p
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5.2. Gerinnungsdiagnostische Laborparameter in deBepsis

Die Sepsis geht laboranalytisch einher mit eineadgulopathie. Wahrend Laborparameter
zur Erfassung der Entzindungsreaktion in der Klwiit verbreitet sind, wird die Gerinnung
zumeist  bislang nur  basisdiagnostisch  Uberwacht. es®i intensivmedizinischen
gerinnungsdiagnostischen Basisuntersuchungen uenfasdie globalen Gerinnungstests
(Quicktest = Thromboplastinzeit; aPTT = aktivigptatielle Thromboplastinzeit, Fibrinogen und
die Thrombozytenzahl) (Abb. 15 und 16). Bertcksgdn muss der Kliniker dabei die niedrige
Spezifitat dieser basisdiagnostischen Laborparamdtmsichtlich des Nachweises der

sepsisinduzierten Koagulopathie.

Abb. 15. Thromboplastinzeit (Quick-Test)
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Abb. 16. Aktivierte Thromboplastinzeit (aPTT)

Citratplasma,
Oberflachenaktivator,
Phospholipide und Caz*

1

Faktor XII

Faktor XI —_—
Faktor IX

Faktor VIII

Faktor X

Faktor Xa

Faktor V
Phospholipid
CaZ+

Prothrombin (Faktor II) ————— Thrombin

Fibrin

Fibrinogen (Faktor I)

Allgemein muissen bei den sepsisassoziierten Gargsueranderungen v.a. durch
Verlust oder Verdinnung bedingte Hamostasestorudifamentialdiagnostisch bedacht werden.

Deshalb ist eine erweiterte Gerinnungsdiagnostireerlich, wenn der klinische Befund
oder die Laborergebnisse an die Moglichkeit eineriungsstorung denken lassen. Sie umfasst
Aktivierungsparameter der Gerinnung bzw. der Fidsige. Die Tabellen 8 und 9 zeigen eine

Auswahl einiger in Frage kommender Parameter.
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Tab. 8. Labordiagnostik entsprechend der Phaseneielung der disseminierten

intravasalen Gerinnung

I 1] \Y,
Phase Hyper- ::Iibrin- Mikro/Makro- | Organver-
Klinisches Bild koagula- _ thrombosie- |sagen,

bilitat bildung rung, Blutung | Blutung
Quickwert <> <> v 2%
PTT <> «> N ™
Fibrinogenwert €N «> N2 N\
Thrombozytenzahl | <>V v N2 N2
Thrombin-Anti-
Thrombin-Komplex T e e
F1+F2 A~ OO AP
Fibrinmonomere A~ ™M AN
D-Dimere <> N N0 AN
FgDP <> N M AN
Protein C v v M M
Antithrombin >V N) N KNP

F1, F2Prothrombinfragmente 1 und RgDP Fibrinogenspaltprodukte (Werdan et al., 2005)
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Tab. 9. Gerinnungsphysiologische Veranderungen vomerinnungsdiagnostischen

Laborparametern bei SepsigWerdan et al., 2005)

Anstieg Abfall
Thrombin-Antithrombin-Komplex Protein C-Antigen
Gewebethromboplastin Faktor VII
Fibrinopepetid A Antithrombin
Prothrombinfragmente 1 und 2 Protein C-Inhibitor
Plasmine2-Antiplasmin-Komplex Protein S

D-Dimere Faktor XII

Thrombomodulin
tPA-Aktivitat
tPA-Antigen

Plasminogenaktivatorinhibitor 1
v.-Willebrand-Faktor

v.-Willebrand-Faktor-Propeptid

Plattchenthrombospondin

Im Rahmen der Gerinnungsdiagnostik bei Patiente®égsis ist es nicht notwendig oder
sinnvoll alle diese Parameter zu ermitteln (Boldtaé, 2000). Das war im Rahmen dieser
Untersuchung auch nicht notwendig. So haben wirfiindrei Parameter entschieden, die fiir den
Ablauf der Gerinnung im Rahmen der Sepsis und fig Diagnostik hinsichtlich der
Fragestellung von entscheidender Bedeutung wareseldrei Parameter sind 1. Protein C-
Spiegel, 2. Thrombin-Antithrombin-Komplex und Zkkor VIl - Spiegel.

Das Protein C-System ist ein wichtiges inhibitanss System der plasmatischen
Gerinnung. Protein C wird Vitamin K-abhangig in deber gebildet. Protein C ist eine inaktive
Vorstufe, die von Thrombin aktiviert wird, wobeidd@hrombin an den endothelzellstandigen
Rezeptor Thrombomodulin gebunden sein muss. Di@uBdsrate von aktiviertem Protein C ist
vor allem von der Menge an Protein C-Zymogen abigangber auch von der endogenen
Thrombingenerierung und der Thrombomodulin- und BR®nzentration (Esmon, 2002,

Esmon, 2003). Aktiviertes Protein C hat nur eineirge Uberlebenszeit im Plasma von ca.
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20 Minuten, da es sofort durch spezifische und eni§ische Inaktivatoren abgebaut wird. Die
Hauptinhibitoren von aPC sind der Protein C- Intoib(PCI), al-Protease-Inhibitor (frihenl-
Antitrypsin) unda2-Makroglobulin. Zu den Komponenten des ProteinySt&ins gehort auch
der Kofaktor Protein S. Beide zusammen inaktivigesteolytisch Faktor Va und Faktor Vlila.
Protein S wird ebenfalls Vitamin K-abhangig in degber synthetisiert. Die physiologische
Aufgabe des Protein C/S-Systems ist vor allem aimhiung der plasmatischen Gerinnung. Eine
Verminderung der Menge und der Aktivitat ist klichisrelevant. Physiologische Konzentrationen
liegen zwischen 70 — 120 %.

Indikationen zur Bestimmung des Protein C-Spiegblsstehen zur differential-
diagnostischen Abklarung im Rahmen einer Stérung Gerinnungssystem z.B. bei einer
disseminierten intravasalen Gerinnung im Rahmen ereinSepsis, rezidivierenden
Thrombembolien, tiefen Beinvenenthrombosen und scémw Lebererkrankungen. Ein Mangel
von Protein C gilt ebenfalls als Mal? fir den Alkgrtingsgrad der Gerinnung, sein Plasmaspiegel
gilt als Verlaufsparameter und prognostische Mafkerdie Sepsis. Bei der Beurteilung dieses
Parameter muss bedacht werden, dass Protein C iWité&rabhangig in der Leber synthetisiert
wird, so dass auch ein Vitamin-K-Mangel (z.B. durglalabsorption) zu einem Protein C-
Mangel fihren kann, was auch fur den Kofaktor vootéin C, namlich Protein S gilt, wahrend
Antithrombin 11l Vitamin K-unabh&ngig synthetisiesird.

Einem angeborenen Mangel an Protein C liegen witedliche genetische
Veranderungen zugrunde. Die Mutationen betreffes Blatein C-Gen, das auf Chromosom 2
lokalisiert ist. Je nachdem ob die Mutation an eirader beiden Chromosomen vorliegt, besteht
ein heterozygoter, homozygoter oder doppelt heygaer Protein C-Mangel (Tab. 10)
(Reitsma, 1997). Es handelt sich hauptséchlich wmk#nutationen. Die Mutationen kénnen
Storungen der Protein C-Funktionen bewirken, dieh sauf verschiedenste Art klinisch
manifestieren konnen (Tab.11).

Der klassische Typ I-Protein C-Mangel entsteht duviutationen im hydrophoben Kern
des Proteins, was eine parallele Reduktion voreRr@@-Aktivitat und Antigenkonzentration zur
Folge hat. Beim Typ-Il Protein C-Mangel betreffee §Mutationen das aktive Zentrum, das fur
die Protein-Protein- oder Protein-Phospholipid+lakéionen verantwortlich sind. Er ist durch
eine reduzierte Protein C-Aktivitat bei normalertypnkonzentration gekennzeichnet.

Wie stark das Auswirkungen auf die verminderte &motC-Aktivitat bzw. Protein C-

Antigenkonzentration hat, ist in Tabelle 11 darghst
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Tab.10. Verschiedene Formen des hereditdren Protei@-Mangels. Analyse von 320

Patienten aus der Reitsma-Datenbank des Protein C-dhgels(Reitsma 1997)

Genetische Form Frequenz
Typ | heterozygot 76 %
Typ Il heterozygot 12 %
Typ | homozygot 5%

Typ I homozygot 0,6 %
Typ | doppelt heterozygot 3%
Typ Il doppelt heterozygot 0,6 %
Typ I/ll doppelt heterozygot 1,5%
Unbekannt 1,3%

Tab. 11. Labordiagnostik des hereditaren Protein Qvlangels (Knobl, 2005)

Defizienz Protein C-Aktivitat Protein C-Antigen
(Funktionsmessung) (Konzentrationsbestimmung)

heterozygot

Typ | Vermindert (ca. 50 %) Vermindert (ca. 50 %)

Typ Il Vermindert (ca. 50 %) normal

homozygot

Typ | Stark vermindert (< 1 %) | Stark vermindert (< 1%)

Typ Il Stark vermindert (<1 %) | Normal/leicht vermindert

Einem erworbenen Mangel an Protein C kdnnen vezdelmie Ursachen zu Grunde liegen. Da
Protein C Vitamin K-abhangig in der Leber produtzievird, kann eine Therapie mit
Phenprocoumon (Cumarin), im Rahmen einer vermirde®ynthese, zu einem Abfall der
Protein C-Konzentration auf 40 — 50 % fuhren. Dexighungsphysiologische Aktivitat liegt

dann noch einmal um ein Drittel bis ein Viertel driger, da bei der immunchemischen



58

Bestimmung auch die inaktiven PIVKA-Proteine (beiitavhin K-Mangel gebildete
funktionsuntiichtige Vorstufen der Gerinnungsfaktor#, VII, 1X, X, Protein C und S)
mitbestimmt werden. Unter Cumarintherapie sind ddsimmer die gerinnungsphysiologischen
Aktivitatsbestimmungen erforderlich.

Bei einer akuten bzw. chronischen Lebererkrank(akute Hepatitiden, chronisch-
aktivierte Hepatitiden, Leberzirrhose) kommt eshaime Rahmen einer verminderten Synthese zu
einer Abnahme der Protein C-Konzentration. Bei rihtepatitis kann die Protein C-
Konzentration bis auf 60 % abfallen, bei einer Lrelvehose sogar bis auf Werte von 30 %.

Ein starker Abfall von Protein C-Aktivitdt und Kpentration tritt auch bei einer DIC
durch vermehrten Verbrauch auf. Dieser Abfall begigmn die Thrombosierung in der
Mirkozirkulation.

Erniedrigte Protein C-Aktivitdt und Konzentratiomerden auch bei entzindlichen
Erkrankungen gemessen. Dieser Abfall ist auf veesieme Ursachen zurtickzufihren. Zunachst
ist der Plasmaspiegel von Protein C mehr oder veerstark vermindert, was durch eine gestorte
Synthese und durch einen direkten Abbau durch pigische Enzyme, z.B. Granulozyten-
elastase, verursacht wird. Andererseits fuhrennfleohmatorische Zytokine, wie z.B. TNk-
und IL-1 zu einer verminderten Produktion und vemrten Abspaltung von Thrombomodulin
von der Endothelzelle, was zu einer vermindertextditt C-Aktivitat fuhrt.

Verminderte Inhibitorspiegel bei Sepsis sind nieht auf einen erhdhten Verbrauch und
eine verminderte Synthese zuruckzufihren, sondeiissem auch an einen allgemeinen
Proteinverlust im Rahmen eines Kapillarlecks odiee @erminderte Synthese denken lassen.

Die durch Gewebethromboplastin initierte Gerinnuigght mit einer Thrombin-
aktivierung aus Prothrombin einher. Entsprechenssela sich Thrombin und Thrombin-
Antithrombin-Komplex frih in der Sepsis aber aueltimn Trauma nachweisen. Thrombin ist das
zentrale Enzym des Gerinnungssystems. Es spaltgh&gen in Fibrin, aktiviert Thrombozyten,
Faktor I, Faktor VIII und Faktor XIII sowie ProteiC.

Thrombin selbst lasst sich aufgrund eines hohetividédtsiiberschusses von Antithrombin
lll (AT), einem der bekanntesten Inhibitoren derri@eung, und wegen seiner raschen
Komplexierung mit AT in freiem Zustand nicht nachses.

Der Thrombin-Antithrombin-Komplex (TAT) entsteht ibeder Inaktivierung von
Thrombin durch Komplexierung mit Antithrombin IIDiese Komplexbildung ist abhéngig von

Heparin und heparindhnlichen Substanzen, wobee ditsKatalysator wirken und die Bindung
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von Thrombin an AT ermdglichen. Er ist ein indirekMarker der Thrombenbildung, d.h. der
Gerinnungsaktivierung in vivo und wird auch als ixidrungsmarker bezeichnet.

Die entstehenden Thrombin-Antithrombin-Komplexe {TlAgelten allerdings als sehr
empfindlicher Parameter fur den Nachweis der THhmoinldung bzw. Thrombinamie und damit
fur die Dynamik der Gerinnungsaktivierung. Sie t&si eine hohe Sensitiviat, aber eine geringe
Spezifitat bei der Bestimmung der Gerinnungsaktinig (Leonhardt u. Engelmann, 2001). Sie
sind sehr haufig falsch-positiv. Der Referenzbérefiar TAT liegt bei 0,02-3,9 ng/ml. Die
Halbwertzeit liegt bei 10 — 15 min.

Der TAT-Spiegel dient zum Erkennen von hyperkodgjiléa Zustdnden, die mit
unterschiedlichen Grunderkrankungen, z.B. bei akud chronischer disseminierter intravasaler
Gerinnung (DIC) im Rahmen einer Sepsis, einhergekembhte TAT-Konzentrationen deuten
somit auf eine vorliegende Hyperkoagulabiliat hBomit besteht ein erhdhtes Risiko flr
thromboembolische Komplikationen. Der TAT-Spiegdtdeine Auskunft darlber, inwieweit
das gebildete Thrombin auch aktiv war bzw. eingifiilldung bewirkt hat. TAT-Komplexe sind
schon vor dem Auftreten klinischer Zeichen eine€ Diachweisbar, und die TAT-Spiegel fallen
innerhalb weniger Stunden nach Beendigung dendasaen Thrombinaktivierung ab. Auch im
Verlauf der Sepsis sind die TAT-Spiegel frih erhéht
Bei einem Grol3teil von Patienten mit Sepsis liegtezworbener Antithrombin Ill - Mangel vor.
Man unterscheidet dabei eine verminderte Synthes&kahmen einer Leberfunktionsstérung,
einen erhdhten Verbrauch z.B. im Rahmen einer \&eitrskoagulopathie und einen erhéhten
Verlust z.B. bei einer Aszitis, einem nephrotisclsgmdrom oder einer exsudativen Enteropathie.
Dabei muss die Relation zum allgemeinen Proteingerbeurteilt werden. Ein Vitamin-K-
Mangel spielt fur den Spiegel von Antithrombin Kéine Rolle, da es Vitamin K-unabhéangig
synthetisiert wird.

Ein angeborener Antithrombin Il - Mangel kommt ragi 0,5 % der Bevolkerung als
autosomal-dominanter Erbgang vor. Man unterscheidei verschiedene Typen. Typ 1 ist ein
zahlenméanRiger AT - Mangel; Typ 2 geht mit der Pidadun eines abnormen AT - Molekils
einher (Knobl, 2005; Thomas, 2005).

Sollte der Verdacht auf einen angeborenen oderrbemen Mangel oder Defekt eines
oder mehrerer Gerinnungsfaktoren bestehen oddemsalie Globaltests der Gerinnung, wie die
Thromboplastinzeit (TPZ) und die aktivierte patgéeThromboplastinzeit (aPTT), erste Hinweise

auf eine Gerinnungsstérung geben, ist weiterfuhmgegebenenfalls auch die Bestimmung von
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Einzelfaktoren der Gerinnung erforderlich. Man ustbeidet angeborene Faktorendefekte und
erworbene Verminderungen. Bei den angeborenen Feaddefekten unterscheidet man Dys- und
Apoproteindmien. Wahrend im ersten Fall eine Punkéition einer Aminoséaure vorliegt, ist im
zweiten Fall die genetische Information so verandtass sie entweder Uberhaupt nicht gelesen
werden kann oder die fehlerhafte mRNA sofort wieatggebaut wird.

Erworbene Verminderungen von Gerinnungsfaktorenrkemhaufiger vor. Ursachen fur
eine Verminderung von Faktor VII kann ein VitaminMangel (Cumarintherapie, mangelnde
Vitamin K-Zufuhr, Antibiotikatherapie oder eine ¥min K-Resorptionsstbrung), ein
Leberparenchymschaden (Hepatitis, Leberzirrhosesdbes Leberversagen, Schockleber), eine
Verbrauchskoagulopathie, eine Verlustkoagulopaihie Sinne eines Kapillarlecks (Aszites,
nephrotisches Syndrom, Amyloidose) oder eine eehdhbrinolyse sein. Eine Therapie mit
Cephalosporinen und Valproinsaure muss auch inUtierlegung der Differentialdiagnostik
eines erniedrigten Faktor VIl — Spiegels einbezogerden. Bei Neugeborenen kommt ein
erniedrigter Faktor VII — Spiegel auch sehr hawfig.

Ein Faktor VII-Mangel zeigt sich vor allem in dertlalphase eines Vitamin K-Mangels
oder eines Leberparenchymschadens, da Faktor W&l &ehr kurze Halbwertszeit von 2 — 3 h
besitzt. Faktor VII steht in dieser Untersuchung Rarameter exemplarisch fur alle in der Leber
produzierten Vitamin K-abhangigen GerinnungsfakioreAul3erdem spielt er bei der
Gerinnungsaktivierung im Zusammenspiel mit Gewalbstiboplastin eine zentrale Rolle. Der
Referenzbereich fur Faktor VII liegt bei 70 — 120d& Norm.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen sollkd&gewerden, inwieweit sich die
Protein C - Plasmaspiegel bei Patienten mit eigstesischen Entziindungsreaktion oder einer
schweren Sepsis im Verlauf unterscheiden, oder oterschiede der Protein C-Spiegel bei
verstorbenen Patienten und Uberlebenden PatieniteSapsis bestehen. Des Weiteren sollten
maogliche Ursachen fir die verminderte Protein Cprggsion in der schweren Sepsis diskutiert
werden.

Bei einer Sepsis kommen verschiedene Ursachen diin@ngsstérungen in Betracht.
Der TAT-Komplex wurde bestimmt, um zu Kklaren, ob ies Verlauf der Sepsis zu einer
Gerinnungsaktivierung bei den Patienten gekommenDas wirde fur einen Verbrauch von
Protein C als endogenem Inhibitor sprechen. Pr@&ast bestimmt worden, um zu sehen, ob sich
anhand der Hohe des Protein C - Spiegels eine pstignhe Aussage fiir das Uberleben treffen

lasst. Der Faktor VIl ist ausgewahlt worden, ddeir vielen Leberfunktionsstérungen der erste
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Parameter ist, der erniedrigt ist. Somit kann machaetwas Uber den Einfluss einer etwaigen
akuten Leberfunktionsstérung aussagen. NiedrigeofFakll-Spiegel kénnten damit fir eine
Protein C - Synthesestérung sprechen.

Ein Verdinnungseffekt bei einer Sepsis muss beBd&achtung von erniedrigten Labor-
parametern auch immer mitbericksichtigt werden. hBks wurde das Gesamteiweil3 mit-
bestimmt. Anhand der gemessenen Laborparameter&bardings eine genetische Ursache flr
verminderte Protein C - Spiegel nicht nachgewiesenden, aber auch nicht ausgeschlossen
werden. Allerdings ist die Relevanz von Protein ®olymorphismen fiur die Haufigkeit des
Auftretens einer verminderten Protein C-Expressiaht vollstandig geklart (Couture, 1998;
Gladson, 1988; Millar, 2000; Reitsma, 1997; Rid€98; Tait et al., 1995). Bislang wurden mehr
als 300 Patienten mit verschiedenen Mutationenhvedaen. Die Durchfiihrung von genetischen
Untersuchungen fur die Routinediagnostik von Gemgsstorungen im Rahmen einer Sepsis
wéare zu aufwendig. Die Diagnose des Protein C-Mianggurch Aktivitdts- und/oder
Antigenbestimmung ist fur klinische Belange bei degisten Patienten aussagekréftig genug, um
die Diagnose zu stellen und die klinische Relevalbzchatzen zu kdénnen. Bei der Betrachtung
von Gerinnungsstorungen bei Patienten mit Sepsmsnionur die Betrachtung eines einfach
heterozygoten Mangels in Frage, da ein homozyguder ein doppelt heterozygoter Mangel
bereits bei Neugeborenen bzw. Sauglingen klinisemifest wird. Diese Neugeborenen haben
eine disseminierte intravasale Gerinnung mit schwefautnekrosen, arteriellen und venodsen

Thrombosen.
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5.3. Protein C — Spiegel in der Sepsis

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung konnteeigezverden, dass uUberlebende
Patienten mit schwerer Sepsis im Vergleich zu wepsinen Patienten héhere Protein C -
Plasmaspiegel aufwiesen. Dabei war der Protein i€g8pbei den Uberlebenden zum Zeitpunkt
der Entlassung von der Intensivstation im Normiaéreind signifikant hoher als beim Einschluss
in die Untersuchung.

Verminderte Protein C - Plasmaspiegel im Rahmen stdhweren Sepsis kénnen
unterschiedliche Ursachen haben. Zum einen karen®mthesestorung der Leber ursachlich fir
verminderte Protein C - Spiegel sein. In der vgeieden Untersuchung lagen die Plasmaspiegel
von Faktor VII, des Faktors mit einer der kirzedtatbwertszeiten von 2 — 3 Stunden, innerhalb
des Referenzbereiches von 70 — 120 % und es fahdksin signifikanter Unterschied beim
Vergleich der verschiedenen Patientengruppen. ditigs zeigte sich im zeitlichen Verlauf, dass
Uberlebende Patienten mit schwerer Sepsis im Melgleu verstorbenen Patienten zum
Untersuchungsende signifikant hohere Faktor VisRlaspiegel aufwiesen, so dass eine
maogliche Synthesestdrung der Leber bei verstorb&agienten mit schwerer Sepsis als Ursache
einer verminderten Protein C-Expression nicht asdziie3en ist.

Andererseits kann auch ein Verdunnungseffekt fig derminderten Protein C -
Plasmaspiegel ursachlich sein. Dies erscheintesediUntersuchung eher unwahrscheinlich, da
die Bestimmung des Gesamteiweil3 im Gruppenvergleictl Verlauf keinen signifikanten
Unterschied ergab.

Verminderte Protein C - Plasmaspiegel konnen gectetisch bedingt sein. Es gibt mehr
als 160 verschiedene bekannte Mutationen auf deteiRrC-Gen. Dabei gibt es verschiedene
Genotypen mit einer verminderten Protein C-Expmsshllerdings ist die Relevanz von Protein
C-Genpolymorphismen fir die Haufigkeit des Auftreteeiner verminderten Protein C-
Expression in der Gesamtbevdlkerung nicht vollsgeklart (Couture et al., 1998; David et al.,
2000; Gladson et al., 1988; Millar et al., 2000jtRwea et al., 1997; Riess, 1998; Tait et al., 1995;
Tuddenham et al., 1989). Allerdings gilt heutewalbestritten, dass ein heterozygoter Protein C —
Mangel einen Risikofaktor fur die Entstehung vom@sen Thrombosen darstellt. Das relative
Risiko, dass mit einem solchen heterozygoten Mangddunden ist, liegt bei sieben. D.h., dass

Personen mit einem heterozygoten Protein C - Mamgddurchschnitt siebenmal haufiger eine
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vendse Thrombose bekommen kdnnen als gesunde dodivi Zusatzliche Risiken spielen bei
der Entstehung einer vendsen Thrombose ebenfalés Rolle. So fuhrt z.B. die Kombination
eines Protein C — Mangels mit einer Faktor-V-Leiddutation zu einem wesentlichen héheren
Risiko fUr eine vendse Thrombose als eine diesendKimnen alleine. Auch sind nicht alle
Protein C-Genmutationen als gleichwertig hinsichtlider klinischen Manifestation zu
betrachten. Es gibt Mutationen, die zu starkerem@ygmen fihren als andere Mutationen. So
zeigte sich, dass eine geringe Reduktion des RrQtet Spiegels mit einem geringen Risiko fur
die Entstehung von ventdsen Thrombosen verbundeikiistProtein C — Mangel wird in der
Regel mittels einer Bestimmung des Protein C - derispiegels oder der Protein C-Aktivitat
untersucht. Mit einer alleinigen Konzentrationsbestung, wie in dieser Untersuchung
durchgefuhrt, kann nicht auf die Funktionalitat éeotein C — Molekile geschlossen werden. Es
kénnen also nur Typ | - Mangel erkannt werden. &lstteines Protein C-Aktivitatstests konnte
man auch den Typ Il — Protein C Mangel erfassees®iMoglichkeit lag zum Zeitpunkt der
Untersuchung noch nicht vor. Allerdings liegt dieeduenz fur den heterozygoten Typ | —
Mangel mit 76 % deutlich hoher als fur den hetegatgn Typ Il — Mangel mit 12 % (Tab. 10).

Diese Untersuchungsergebnisse unterliegen aber aeidthiedenen Einflissen (z.B.
einer Behandlung mit oralen Antikoagulantien, Enthingsreaktionen). Fir die genaue
Differenzierung eines zugrunde liegenden angebaorétretein C —Mangels im Rahmen einer
Sepsis ware somit die Verfugbarkeit eines einfachentest notwendig. Solch ein Test steht aber
aufgrund der starken Heterogenitat der Mutationerzeldt nicht zur Verfugung (Texerau et al.,
2004).

Die verminderten Protein C - Plasmaspiegel in stdweren Sepsis konnen ebenfalls
durch einen erhéhten Verbrauch bedingt sein. Dieegenden Untersuchungsergebnisse zeigen,
dass die Aktivierung der Gerinnung, die mit der Mewy des Thrombin-Antithrombin-
Komplexes bestimmt wurde (Thomas, 2005), bei dererldbenden im Vergleich zu den
Verstorbenen signifikant geringer war. Das kdonrdeadfhin deuten, dass bei den verstorbenen
Patienten mit schwerer Sepsis im Rahmen der veterel@®erinnungsaktivierung auch mehr
Protein C als endogener Inhibitor der Gerinnundpraarcht worden ist.

Es nicht auszuschlieBen, dass das prafinale Stadier verstorbenen Patienten mit
schwerer Sepsis zum Zeitpunkt der letzten Bestingannder Gerinnungsparameter einen
Einfluss auf den Inhibitoren-Spiegel hat und daoeit der kleinen Fallzahl die Aussagekraft der
vorliegenden Ergebnisse beeintrachtigt ist.
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Den erniedrigten Protein C - Plasmaspiegeln beiwégstorbenen Patienten mit schwerer
Sepsis kann auch eine reduzierte Aktivierbarkeit Rootein C zu aPC zu Grunde liegen. Protein
C wird durch den am Endothel lokalisierten Thrombhrombomodulin-Komplex (Abb. 17) und
den ebenfalls am Endothel lokalisierten EPCR adutivi

Abb. 17. Aktivierung von Protein zu aktiviertem Protein C (aPC) durch den an der

Endothelzelle lokalisierten Thrombin (lla) - Thrombomodulin-Komplex

Endothelzelle

™
IlHa

APC Protein C

Aktiviertes Protein C (aPC) besitzt antikoagulatohie, antiinflammatorische und

profibrinolytische Eigenschaften. Es inaktiviere draktoren Va und Vllla und damit die beiden
entscheidenden Faktoren der Gerinnung (Hoffmanralet2001). Zusétzlich entfaltet aPC
profibrinolytische Eigenschaften, da eine Komphaktivierung des Plasminogen-Aktivator-
Inhibitors-1 erfolgt, der dadurch nur noch in vemdertem Mal3e zur Inaktivierung von

Plasminogenaktivatoren zur Verfigung steht (Hoffmanal., 2001). APC vermindert damit zum
einen die Bildung intravasaler Gerinnsel und fdrdemrm anderen durch die Stimulation der
reaktiven Fibrinolyse die Thrombolyse. Des Weitevenmindert aPC die Leukozytenadh&sion
(Grinnell und Yan, 1998) am Endothel und die Frgigeg von proinflammatorischen

Mediatoren durch Endothelzellen, Monozyten und Makiagen, wodurch die systemische
Entztndungsreaktion gehemmt wird (Bernhard eR8D]1; Brueckmann et al., 2005; Dhainaut et
al., 2005, Esmon, 2004; Fourrier et al., 1992; dogt al., 2001; Riewald u. Ruf, 2003). Die

Aktivierbarkeit von Protein C kann durch eine reiduz Expression der Endothelrezeptoren
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Thrombomodulin (Riess, 1998) und EPCR eingeschrémikt. In der Studie von Faust et al. von
2001 zeigte sich, dass sich bei Kindern mit eineiimdén Stadium einer Menigokokkensepsis
(Tag 1) eine deutlich reduzierte Expression vonomfomodulin und EPCR auf Endothel
sowohl in thrombosierten als auch nicht thrombdosrerHautgefallen fand. Diese Reduktion
konnte nicht nur durch den Verlust von Endothet&reléerklart werden. Es wird vermutet, dass
diese Reduktion zusatzlich dadurch erklart werdénnke, dass es unter dem Einfluss von
Zytokinen und Endotoxin zu einer Herabregulierurey Gene, die fur Thrombomodulin und
EPCR kodieren, und zu einer enzymatischen Spaltigges Protein C-Aktivierungskomplexes
kommen kann. Es zeigte sich, dass proinflammatogigentziindungsmediatoren wie IL-1 und
TNF-o die Thrombomodulinexpression herunterregulierenniet (Bone, 2001; Brandtzaeg et
al., 1989; Faust et al., 2001; Fourrier et al.,2t9%euer et al., 2002).

Eine alternative Erklarung fir einen niedrigentBiro C - Spiegel in der Sepsis ist, dass
aktiviertes Protein C vermehrt an Zelloberflachabnden wird, durch Proteasen inaktiviert
oder irgendwie in anderer Form aus der Blutzirkataentfernt wird.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung waren Hexlébenden und verstorbenen
Patienten mit schwerer Sepsis hinsichtlich AlteéDF3-Score und der Aufenthaltsdauer auf der
Intensivstation vergleichbar. Nur der bei der Adfimee auf die Intensivstation erhobene SAPS Il
war bei den verstorbenen Patienten mit schweresiSdmapp signifikant héher als bei den
Uberlebenden Patienten. Das bedeutet, dass beigg&r im Hinblick auf den Schweregrad der
Erkrankung weitestgehend vergleichbar waren (Tgb.Des schliel3t allerdings eine hohere
proinflammatorische Aktivitat und damit eine veraémte Aktivierbarkeit von Protein C bei den
verstorbenen Patienten mit schwerer Sepsis night au

In dieser Untersuchung hatten verstorbene PatiemterVergleich zu Uberlebenden
Patienten mit schwerer Sepsis signifikant niedederotein C - Plasmaspiegel. Die verminderten
Protein C - Plasmaspiegel in der schweren Sepsieed durch einen erhohten Umsatz bei
gleichzeitig gestorter Neusynthese bedingt seire BRorliegenden Untersuchungsergebnisse
zeigen, dass die Aktivierung der Gerinnung bei déimerlebenden im Vergleich zu den
Verstorbenen im Verlauf signifikant abgenommen éhabaher durfte bei den verstorbenen
Patienten mit schwerer Sepsis im Rahmen der vetarelerinnungsaktivierung auch mehr
Protein C als endogener Inhibitor der Gerinnungoraarcht worden sein. Ob Protein C als
Biomarker fir die Prognose der Erkrankung bei R&tie mit schwerer Sepsis verwendbar ist,

lasst sich anhand der geringen Fallzahl dieserreimtbung nicht abschlieRend klaren.



66

5.4 Einsatz von rekombinantem aktiviertem Protein Gn der Sepsistherapie

Die Therapie der Sepsis besteht aus verschiedémeeapeutischen Strategien. Bei der
Behandlung von septischen Patienten kénnen drendiggende therapeutische Ansatze
unterschieden werden. Dazu gehort 1. die kausadeaple, 2. die supportive Therapie und 3. die
adjuvanten Therapieansatze.

Bei der kausalen Therapie der Sepsis geht es eBaiieitigung der Ursache einer Sepsis
durch die chirurgische Sanierung eines Entziindwergsls, wie z.B. die Entfernung infizierten
Fremdmaterials oder die Entfernung von infiziertemitalem Gewebe. Auch eine resistenz-
gerechte antibiotische Therapie ist ein kausalesanin der Sepsistherapie. Wichtig ist, dass die
potenziellen Therapiemal3hahmen mdglichst raschffergmwerden. Eine Verzégerung kann die
Prognose entscheidend verschlechtern. Die kausdlerapie ist somit der wichtigste
therapeutische Ansatz und erfordert eine enge Zuggnarbeit von Intensivmedizinern mit den
operativen Disziplinen.

Unter supportiver Therapie versteht man die intensdizinischen Mal3hahmen, die zu
einer Korrektur bzw. Herstellung gestorter Orgaktionen fuhren. Hierzu gehéren die Therapie
der Storung der Hamodynamik, lungenprotektive Beatsstrategien, eine intensivierte
Insulintherapie, eine fruhstmogliche enterale Erndd, Nierenersatzverfahren bei akutem
Nierenversagen , eine Thromboseprophylaxe undStmessulkusprophylaxe.

Die kausale Therapie und die supportive Therajgibes die Basistherapie der schweren
Sepsis da (Dhainaut et al., 2005; Dellinger et28lQ4; Doig et al., 2003; Meier-Heilmann, 2003).
Sie durfen auch angesichts neuer Therapieansétzevernachlassigt werden.

Zu den adjuvanten Therapieansatzen rechnet man Sdiestitutionstherapie mit
Hydrocortison bei Vasopressorbedarf im Rahmen esegesischen Schocks und die Behandlung
mit Protein C, bzw. mit rekombinantem aktiviertenotein C (rhAPC = Xigri&).

Die Bedeutung von Protein C als wichtigem Modulater Gerinnung, der Fibrinolyse
und der Entzindung in der schweren Sepsis wurddem letzten Jahren zunehmend erkannt
(Bernard et al., 2001; Bernard et al.,, 2003; Beatnatr al., 2004; Brueckmann et al., 2003;
Dempfle, 2002; Murgo et al., 2003). Aktiviertes 0 C gehort zur Gruppe der

Gerinnungshemmer. Niedrigere Protein C - Plasmgspignden sich bei der Mehrzahl aller
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Patienten mit Sepsis und sind mit einem erhéhtemtdt@tsrisiko verbunden (Fisher et al.,
2000; Fourrier et al, 1992; Gogos et al, 2003; YA11).

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung kdebenfalls zeigen, dass Uberlebende
Patienten mit schwerer Sepsis signifikant hohereteity C - Plasmaspiegel hatten als die
Patienten, die im Rahmen der schweren Sepsis veestowaren. Dabei wurde bei den
verstorbenen Patienten im Rahmen der gesteigeréemr&ngsaktivierung offensichtlich auch
mehr Protein C als endogenes Antikoagulanz verbtauc

Deshalb wird postuliert, dass die Gabe von Prot€inbzw. rhAPC, mit seinen
antikoagulatorischen, profibrinolytischen und aritammatorischen Eigenschaften, die
Gerinnung und das Uberleben bzw. die Uberlebeniguabn Patienten mit schwerer Sepsis
verbessern kann.

Im Rahmen von experimentellen Studien wurden Payidenen intravends eine letale
Dosis von E.coli appliziert wurde, Protein C infigrtl (Taylor et .al, 1987). Alle so behandelten
Tiere Uberlebten, wahrend die Kontrolltiere allestarben. Die Verabreichung im Tiermodell
zeigt eine ausgepragte antikoagulatorische Wirkurlg. diesen tierexperimentellen
Untersuchungen waren die Blutungskomplikationemaeilassigbar.

Die ersten Phase I-Studien wurden 1995 am Mensdoechgefuhrt. Ein Jahr darauf
begann die Phase II-Studie bei Patienten mit sa@wgepsis. Rekombinantes aktiviertes Protein
C (Drotecogin o) fuhrte zu einer signifikanten Senkung des D-DuAatigenspiegels im Blut
(Hartman et al., 1998).

Bernard et al. fuhrten initial eine prospektiv randsierte Phase-1I-Studie zur
Dosisfindung bei dem Einsatz von aktiviertem Protél durch. Untersucht wurde die
Auswirkung unterschiedlicher Dosen von Drotrecogin auf D-Dimer- und IL-6-Spiegel. Diese
stellten Marker fur die Gerinnungsaktivierung urehdnflammatorischen Prozess bei Patienten
mit schwerer Sepsis dar (Bernard, et al., 2001). R&tienten erhielten 0, 12, 18, 24 oder 30 ug
Drotrecogin —a /kg KG/h kontinuierlich Uber 48 oder 96h. Diesaudi¢ zeigte, dass die
Dosierung mit 24 ng/kg KG/h Drotrecogin-bei Patienten mit schwerer Sepsis tUber 96 h sicher
war und zu einer deutlichen Reduktion von D-Dimamnd IL-6-Spiegeln fuhrte. Es zeigte sich
ebenfalls eine relative nicht signifikante Reduktaer 28-Tages-Mortalitat um 15 %.

Im Anschluss an diese sehr viel versprechendeelBigse der Phase-II-Studie wurde
1998 mit einer prospektiven, randomisierten, plag&ebtrollierten und multizentrischen Phase-
[lI-Studie (PROWESS = Rekombinant Human Activatadtéin C Worldwide Evaluation in
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Severe_@psis) begonnen. Primares Studienziel war es, di&s@mkeit von Drotrecogin «
(aktiviert) (rhAPC = rekombinantem humanen aktitgar Protein C) auf die 28-Tage-Mortalitat
bei Patienten mit schwerer Sepsis zu untersuchasclidusskriterium waren Patienten mit einer
schweren Sepsis, deren erstes sepsis-induziertgang@rsagen nicht langer als 24 Stunden
bestanden hat. Die Studie wurde im Jahre 2000 abigssen.

In die PROWESS-Studie wurden gemdal3 einer umfartggeicListe von Ein- und
Ausschlul3kriterien 1690 Patienten aus 164 Klinikeril Landern eingeschlossen. Aufgrund
einer Zwischenanalyse, die einen eindeutigen Ubensvorteil der Studien- gegeniiber der
Placebogruppe zeigte, wurde die Studie abgebrocben.Behandlung erfolgte doppelblind,
entweder mit NaCl oder mit Drotrecogine= Die Studiengruppe (850 Patienten) erhielten 24
nog/kg KG/h Drotrecogin -0 kontinuierlich Uber 96 Stunden. Der APACHE Il-Seoder
Patienten betrug in beiden Gruppen durchschnit@iehDas mittlere Alter lag bei 60 Jahren.

Das entscheidende ermutigende PROWESS-Studiemesgalar, dass die Gabe von
aktiviertem Protein C verbunden gewesen ist mieresignifikanten Reduktion der 28-Tage-
Mortalitat. Von den Patienten, die mit aktiviertéhrotein C behandelt wurden, starben innerhalb
von 28 Tagen 24,7 %, verglichen mit 30,8 % beidPddin, die das Placebo erhielten (p = 0,005)
(Bernard, et al. 2001). Dies entspricht einer alisol Reduktion der Gesamtletalitat um 6,1 %.
Das relative Risiko zu sterben konnte um 19,4 %emgjeswerden. Die Zahl der Patienten mit
Sepsis, die mit Drotrecogine-behandelt werden missen, um einen Todesfall aingsrn, lag
bei 16,4 Patienten (,Number needed to treat").

Auffallend ist auch die Beobachtung, dass die akitiviertem Protein C behandelten
Patienten signifikant niedrigere D-Dimer- und ILS@iegel hatten, was die beschriebenen
antikoagulatorischen und antiinflammatorischen E#evon aktiviertem Protein C auch im
klinischen Einsatz betont (Derhaschnig, 2003; $a#taal., 2003; Smith et al., 1997; Smith und
White, 1999).

Mit der Applikation der aktivierten Form des antdgulanten Proteins deutet sich damit
ein neuer adjuvanter Therapieansatz an, der sich ®er reinen Substitution eines
Gerinnungsinhibitors unterscheidet.

Eine Subgruppenanlayse zeigte, dass der Uberletrtei bei PROWESS am
ausgepragtesten bei schwerkranken Sepsispatieriteinem APACHE II-Score von 25 bzw.
bei dem Auftreten von mindestens 2 sepsisinduzie@eganversagen war (Doig et al., 2003;
Parillo, 2005; Pastores, 2003; Siegel, 2002; Waeteal., 2002).
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Dies fuhrte zu einer Zulassung von Drotrecogia it den USA (2000) zur Behandlung
von Patienten mit schwerer Sepsis und hohem Mtitstisiko und in Deutschland bzw. der EU
(2002) zur zusatzlichen intensivmedizinische Behamgl erwachsener Patienten mit schwerer
Sepsis und multiplem Organversagen. AktiviertesdinoC ist als Ergdnzung der Behandlung
der schweren Sepsis von erwachsenen Patienteraggage| bei denen ein hohes Risiko besteht,
die Sepsis nicht zu Uberleben. Solche Patientegetasich am besten anhand geeigneter
Punktesysteme identifizieren, beispielweise dem &PRE II-Score. So sind gemald der
PROWESS-Studie v.a. Patienten mit einem APACHEcHf8 von_>25 geeignet fir eine
Behandlung mit aktiviertem Protein C (Bernhardlgt2001).

Allerdings zeigte sich auch, dass der Gebrauch wWoAPC mit einem groéfl3eren
Blutungsrisiko (3,5 % vs. 2,0 %; p = 0,06) verbumaear (Bernhard et al., 2001; Garber et al.,
2000; McCoy, 2004). Patienten mit Begleiterkrankemg die ein erhthtes Blutungsrisiko
aufwiesen, wurden nicht in PROWESS eingeschlossen,dass Kontraindikationen und
Warnhinweise besonders beachtet werden sollten.

Absolute Kontraindikationen fur eine Behandlungt naktiviertem Protein C sind
grundsatzlich alle Situationen, in denen ein eré$lBlutungsrisiko besteht. Folgende Situationen
stellen eine absolute Kontraindikation fur eine fEpée mit Drotrecogin -e dar: eine aktive
innere Blutung, Operationen mit Vollnarkose odeindlanasthesie, die vor < 12 h stattgefunden
haben oder unmittelbar bevorstehen, Traumata mmenei stark erhdohten Blutungsrisiko,
gastrointestinale Blutungen mit einer Indikationr zBluttransfusion, ein hamorrhagischer
zerebraler Insult, Epiduralkatheter, eine bekarBitéungsneigung (mit Ausnahme einer durch
die Sepsis bedingten akuten Gerinnungsstérungpniibozytenzahl < 30000/1, eine gleichzeitige
Heparintherapie (> 15 IE/kg/h), das Vorliegen eihatikation zur hochdosierten gerinnungs-
hemmenden oder fibrinolytischen Therapie, Patientait intrakraniellen pathologischen
Veranderungen, vaskulare Malformationen, ein Neopkaoder der Hinweis auf eine zerebrale
Herniation, eine schwere chronische Lebererkrankuntheine bestehende Schwangerschaft oder
Stillzeit (Kndbl, 2005).

Relative Kontraindikationen bestehen bei einem IR, einer Therapie mit GPIIb/llla-
Antagonisten oder fibrinolytisch wirkenden Substmz2 h vor Therapiebeginn mit Drotrecogin
— a, einer hochdosierten Therapie mit unfraktionierteder niedermolekularem Heparin sowie
direkten Thrombin-Inhibitoren 72 h vor Therapielmegmit Drotrecogin -e, einer Therapie mit

Acetylsalicylsdure, Clopidogrel oder anderen Thromybenhemmstoffen sieben Tage vor
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Therapiebeginn mit Drotrecogin e, einer Therapie mit Antithrombinkonzentrat (> 1000
Einheiten) 12 h vor Therapiebeginn mit Drotrecogi a, einer schweren chronischen
Lebererkrankung mit einer portalen Hypertensionkabate angeborene oder erworbene
Blutungen und eine akute Pankreatitis (Knobl, 20@56tris et al., 2002).

Unklar ist jedoch, inwieweit eine Substitution vamcht aktiviertem Protein C zur
Behandlung von Patienten mit schwerer Sepsis elleigfaeignet sein konnt&rste Daten aus
der Anwendung von nicht aktiviertem Protein C ba&rhgokokkensepsis mit Purpura fulminans
in einer prospektiven ,open-label- Studie ergabsrenfalls positive Ergebnisse mit einer
deutlichen Senkung der pradiktiven Mortalitat v@én% auf 8 % (White et al., 2000). Kontrovers
wird derzeit im Hinblick auf diese Daten diskutjesb substituiertes natives Protein C bei einer
schweren Sepsis wie einer Meningokokkensepsisibirerd aktiviert werden kann (Aird, 2004,
Conway et al., 1988; de Kleijn et al., 2003; Esn20)2; Faust et al., 2001; Kleinpell, 2003; Yan
et al., 2001). Die Aktivierung von Protein C zu iaidrtem Protein C ist abhangig von einem
Komplex aus Thrombin, Thrombomodulin, einem intégmaEndotheloberflachenrezeptor. Die
Aktivierung wird durch den EPCR verstarkt. Bei Baten mit schwerer Sepsis liegt eine
Endothelzelldysfunktion vor, so konnte z.B. Faustile 2001 zeigen, dass sich bei Patienten mit
schwerer Meningokokkenepsis niedrigere Thrombombospiegel auf dem Endothel von kleinen
Hautgefallen darstellen lieRen. Conway et al., 1@&®ten zeigen, dass inflammatorische
Zytokine wie z.B. IL-1 und TNFe die Produktion von Thrombomodulin und EPCR auf der
Ebene der Transkription herabregulieren konnenerdihgs fuhrte die Therapie mit nicht
aktiviertem Protein C in einer Phase Il — Studie4@nKindern mit Meningokokkensepsis und
Purpura fulminans zu einem Anstieg des aktiviefeatein C und zu einer Reduktion der D-
Dimere (Dempfle, 2005; de Kleijn et al., 2003; Laginet al., 2003). Weitere Studien mussen
folgen, um abschlieBend beurteilen zu kdnnen, ath aine Therapie mit nicht aktiviertem
Protein C in der Therapie bei Patienten mit schn®epsis in Frage kommt.

Vorteile der Gabe von nicht aktiviertem Protein € Batienten mit schwerer Sepsisd
die Korrektur des Verlusts bei schwerer Sepsis, Tditssache, dass es erst an der Region des
Risikos aktiviert wird.Dadurch kommt es lokal zu hdoheren Konzentrationlsnsgstemisch.
Hohere Dosen scheinen fur eine optimale antiinflatomsche Funktion von Protein C
notwendig zu seinDie Aktivierung von Protein C wird bei einem Abfales Thrombinspiegels
ebenfalls fallen (Esmon, 2003).
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Nachteilig bei einer Infusion mit nicht aktiviertefrotein C ist, dass der endogene
Aktivierungskomplex im Rahmen einer schweren Sepeiglicherweise kein funktionsttichtiges
aktiviertes Protein C produzieren kann. Ebenfalisbfematisch ist, dass moéglicherweise der
endogene Komplex bei Patienten mit schwerer Séesistergeregelt ist.

Auf der Grundlage, dass bei einer Sepsis eine HBethtsfunktion mit verminderter
Expression von Thrombomodulin vorliegt und damg diktivierung von Protein C bei Sepsis
eingeschrénkt ist, entwickelte man die Therapitsgra bei schwerer Sepsis Protein C in
aktivierter Form zu substituieren. Aktiviertes Riat C liegt heute als humanes rekombinantes
Protein C (rhAPC = Drotrecogine) vor.

Die Vorteile bei der Therapie mit rhAPC sind, dagse Dosisanpassung an die wirklich
bendétigte Dosis moglich ist, und dass therapeuti€absen auch erreicht werden kénnen, wenn
der Aktivierungskomplex heruntergeregelt ist.

Demgegeniber steht, dass aktiviertes Protein Ct rdoheffektiv wie Protein C die
Aktivierung von TAFI blockiert, dass die lokale Kzemtration von aktiviertem Protein gleich der
systemischen Konzentration sein wird. Damit bestelt hoheres Risiko fur Blutungs-
komplikationen. Auf3erdem gibt es keine endogenetidtle, um genau an den Stellen, an denen
das aktivierte Protein C bendétigt wird, eine hobkale Konzentration zu erzeugen (Esmon,
2003).

Alternative Therapieformen zu einer Therapie mt&in C bzw. aktiviertem Protein C
sind die Therapie mit TFPI, Antithrombin Ill, TN&Antikorpern und mit Immunglobulinen.
Eine Therapie mit TFPI und AT konnte ebenfalls lieikeren Studien potenziell glinstige Effekte
zeigen. Aber lediglich fur rhAPC konnte bislang grof3en, multizentrischen Untersuchungen
eine Effektivitat bewiesen werden (O Brien u. Ataah 2003).

In der Untersuchung von Warren et al. von 2001 2800 Patienten konnte flr
hochdosiertes AT keine Uberlegenheit beziiglich2@Tage Mortalitat im Vergleich zu Plazebo
gezeigt werden. Lediglich ein Subkollektiv von [Baten, die keine niedrig dosierte
Heparintherapie erhielten, schienen von der Therapiprofitieren.

Eine grol3e Multicenterstudie zur Effektivitat voMFPl zeigte auch keinen
letalitatssenkenden Effekt.

Der Einsatz von Drotrecogin ¢ ist mit erheblichen Kosten verbunden. Die Therapie
kosten liegen pro Patient zurzeit bei ca. 7.5000KReinhart et al., 2003). Die Kosteneffektivitat

einer solchen Behandlung wurde von Manns et al. 2@02 untersucht. Sie haben festgestellt,
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dass man fur ein zusatzlich gewonnenes Lebendjamif Dotrecogin -e (aktiviert) behandelte
Patienten durchschnittlich 27.936 $ aufwenden mi¥e. Kosten waren mit 24.484 $ pro
gewonnenem Lebensjahr bei Patienten mit einem hbéeitatsrisiko (APACHE II-Score 25)
geringer als bei solchen mit einem niedrigen Leitdrisiko (APACHE II-Score < 25: 35.632 $
pro gewonnenem Lebensjahr). Aus 6konomischer Sudfiibssen Manns et al., 2003 daher, dass
Dotrecogin -o (aktiviert) bevorzugt bei Patienten mit einem ARAE 1I-Score von mindestens
25 Punkten unter Ausschluss prognostisch ungumshigbenerkrankungen eingesetzt werden
sollte. Beschrankt man den Einsatz auf diese Ratieso liegt die durchschnittliche Anzahl an
Patienten, die behandelt werden missen, um bemeiRatienten ein ungunstiges Ereignis
(Todesfall) zu verhindern bei acht Patienten (,nemieeded to treat®).

In den letzten Jahren allerdings werden die Ergsiender PROWESS-Studie auf der
Basis der ADDRESS-Studie (Abraham, 2005) starkewtehiragt und Limitierungen der
PROWESS-Studie aufgezeigt (Friedrich, 2006). Sodew.B. die Rolle des Sponsors bei der
Datenerhebung nicht explizit beschrieben. Auch Mef3nahmen fir die Verblindung wurden
nicht weiter beschrieben oder kontrolliert. Der pkestente Effekt* von Drotrecogine in allen
Subgruppenanalysen wurde nicht mit exakten Zahééggh

Eine weitere Limitierung der PROWESS-Studie war sithr inhomogene Verteilung der
Erkrankungen in der Drotrecogin-Gruppe verglicheit der Placebogruppe. In der Placebo-
Gruppe waren 8 verschiedene Vorerkrankungen h&ufgygreten als in der Drotrecogin-Gruppe.
Einzelne Unterschiede waren sogar statistisch fédigni. Diese Schwachen sind in der
Originalpublikation nicht diskutiert worden. Alsglrlematisch wird auch der gewéhlte primére
Endpunkt der Studie (signifikante Senkung der 28eTaMortalitat) angesehen, da eine
Berucksichtigung der Lebensqualitdt der Patienteer idiese 28 Tage hinaus nicht betrachtet
wird.

Die Auswertung der PROWESS-Studie hatte gezeags tPatienten mit einem APACHE
[I-Score < 25 weniger von einer Therapie mit Drotrgin —a profitieren als Patienten mit einem
APACHE II-Score_>25. Daher wurde eine neue Studie begonnen, diespieziell mit Patienten
mit APACHE 1l Score < 25 beschaftigt. Die ADDRES&:de konnte keinen Vorteil von
Drotrecogin -o (aktiviert) bei Patienten mit schwerer Sepsis enes niedrigen Mortalitats-
risikos zeigen. Sie zeigte sogar eine héhere Mtitah der mit Drotrecogin e behandelten

Subgruppe bei einem APACHE II-Score von < 25. SesdAbraham et al. die Empfehlung
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aussprachen, Dotrecogina-nur bei Patienten mit schwerer Sepsis (APACHEc#8® > 25)
einzusetzen (Dellinger et al., 2004; Meier-Heilma2®@03; Zeerleder et al., 2005).
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6. Zusammenfassung

Die schwere Sepsis ist eine haufige und trotz andiigger und intensiver Forschumegne
nach wie vor mit einer hohen Morbiditat und Letgliassoziierte ErkrankunBie Forschung zur
Sepsis der letzten Jahre hat zunehmend die Gegnnim den Mittelpunkt der
pathophysiologischen und therapeutischen Uberlegurgestellt.Einige Substanzen sind im
Rahmen von verschiedenen Studien unter prognodlisgmostischen als auch therapeutischen
Aspekten untersucht worden. Protein C bzw. aktiegeiProtein C scheint ein gut verwertbarer
prognostisch-diagnostischer Parameter fir die Mtitaler schweren Sepsis zu sein.

Diese Arbeit untersuchte, inwieweit sich ProteiPl@smaspiegel bei Patienten mit einer
systemischen Entzindungsreaktion oder einer schw8epsis im Verlauf unterscheiden. Es
sollte auch untersucht werden, ob Unterschiedd>daein C-Spiegel bei verstorbenen Patienten
und Uberlebenden Patienten mit Sepsis bestehen.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen wurdenPdotein C - Plasmaspiegel
prospektiv Uber die Dauer des gesamten Aufenthaltésler Intensivstation bei Patienten mit
einer schweren Sepsis und Patienten mit einermysthen Entziindungsreaktion bestimmt.

Patienten mit einer systemischen Entzindungsreaki8iRS) unterschieden sich im
Vergleich zu Patienten mit schwerer Sepsis niclaiipkch der gemessenen Plasmaspiegel von
Protein C.

Verstorbene Patienten hatten im Vergleich zu Uberiden Patienten mit schwerer Sepsis
signifikant niedrigere Protein C — Plasmaspiegel.

Die verminderten Protein C — Plasmaspiegel deuteaufhin, dass bei den verstorbenen
Patienten mit schwerer Sepsis im Rahmen der vetarel@erinnungsaktivierung offensichtlich
auch mehr Protein C verbraucht worden zu sein sthBie Untersuchungsergebnisse lassen
vermuten, dass Protein C als Biomarker fir die Rosg der Erkrankung bei Patienten mit
schwerer Sepsis verwendbar ist.

Aufgrund der vorliegenden Untersuchung und deuellén Studienlage zur Diagnostik
und Therapie der Sepsis konnte Protein C bzw. iektes Protein C einen wichtigen
prognostischen Parameter und die Substitution esimervollen adjuvanten Therapieansatz in der
Sepsis darstellen.
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