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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Systemisches Inflammationssyndrom (SIRS) und Sepsis

Als lokale Entzindung (Inflammation) wird eine adaquate humorale und
zelluldre Immunreaktion des Korpers auf exogene Einwirkungen wie z.B.
Verletzungen, Verbrennungen, Allergene, Fremdgewebe und Infektionen durch
Mikroorganismen wie Bakterien, Pilze oder Viren bezeichnet. Auch durch endogene
Reize wie Autoimmunerkrankungen oder Neoplasien kénnen Entzindungen
ausgelost werden. Diese lokal begrenzte Reaktion ist Teil des lebenserhaltenden
Abwehrmechanismus des Organismus (Wirtsreaktion).

Sobald Entztindungen jedoch Teil einer fehlgeleiteten Reaktion des Korpers
sind und dabei systemische Ausmalle erreichen, spricht man von einem
systemischen Inflammationssyndrom (,Systemic Inflammatory Response Syndrome®,
SIRS). Bei systemischen Entzindungen weiten sich die entzindungsspezifischen
Reaktionskaskaden unkontrolliert auf den gesamten Koérper aus und entwickeln
dabei im Sinne einer Uberschielfenden Immunantwort ein lebensbedrohliches
Krankheitsbild (Cohen 2002). Ein SIRS kann sowohl durch infektiose als auch durch
nichtinfektiose Prozesse ausgelost werden (z.B. nekrotisierende Pankreatitis,
schweres Trauma, kardiopulmonaler Bypass (CPB)). Der Begriff Sepsis bedeutet
eine systemische Reaktion im Sinne eines SIRS bei nachgewiesener oder

wahrscheinlicher Infektion (Bone et al. 1992).
1.1.1. Epidemiologie

Das SIRS und dessen schwerwiegende Folgen wie septischer Schock und
Multiorganversagen stellen unter alteren, immuninkompetenten oder kritisch kranken
Patienten die haufigste Todesursache auf operativen Intensivstationen dar (Bloos
und Reinhart 2002). In den Vereinigten Staaten treten jahrlich 700 000 Todesfalle
durch eine Sepsis auf operativen Intensivstationen auf (Sands et al. 1997, Linde-
Zwirble und Angus 2004). Die Inzidenz der Sepsis liegt mit 300 Fallen pro 100 000
Einwohnern in den USA im Vergleich zu den vielbeachteten Erkrankungen wie AIDS
(17/100 000, Centers for Disease Control and Prevention 2000; Incidence rate for
1999), Kolon- und Rektumkarzinom (48/100 000), Brustkrebs (110/100 000,
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American Cancer Society 2000) oder kongestivem Herzversagen (200/100 000,
American Heart Association) Uberraschend hoch (Angus und Wax 2001). Neueste,
bisher unveroffentlichte Daten des 'Kompetenznetzwerkes Sepsis' zur Inzidenz der
Sepsis in Deutschland weisen auf ca. 150 000 neu betroffenene Patienten pro Jahr
hin. Die Sepsis stellt mit jahrlich ca. 60000 Todesfallen die dritthaufigste
Todesursache nach kardiovaskularen Erkrankungen in Deutschland dar (Brunkhorst
et al. 2005).

1.1.2. Klinisches Bild und Diagnostik

Klinisch stehen aufgrund der endogenen Pyrogenfreisetzung eine gestorte
Thermoregulation, Schocksymptomatik mit Tachykardie und Hypotonie und
Tachypnoe mit respiratorischer Alkalose im Vordergrund (Annane et al. 2005). Haufig
treten Veranderungen im Bereich der Nieren-, Leber- und Gastrointestinalfunktion
auf. Pulmonale Manifestationen wie das akute Atemnotsyndrom des Erwachsenen
(ARDS) konnen sowohl Ursache als auch Folge einer Sepsis sein.
Bewultseinsstdérungen von leichter Verwirrtheit bis zum Koma sind meist auf eine

Veranderung der zerebralen Perfusion zurlickzufihren (Bauer und Reinhart 2004).

Laborchemisch fallen neben Veranderungen des Blutbildes und des
Gerinnungsstatus metabolische Stérungen wie Hyperglykamie, Hyperlaktatamie,
Hyperurikamie und Hypophosphatamie auf. Zur Sicherung einer zugrundeliegenden
Infektion sollten Blut-, Urin- und Sputumkulturen und bei entsprechender klinischer
Symptomatik auch Kulturen aus anderen Korperflussigkeiten (z.B. Liquor) angelegt
werden. Wahrend in der Vergangenheit die positive Blutkultur die conditio sine qua
non der Sepsisdiagnose darstellte, ist nach modernem Verstandnis die
inflammatorische Wirtsreaktion auf eine bakterielle, fungale oder virale Infektion
ausschlaggebend fur die Diagnose. Dabei erfolgt der Nachweis bakterieller oder
fungaler Erreger durch die Messung bestimmter endogener Mediatoren wie des
Prohormones Procalcitonin (ProCT), welches der bisher klininisch am haufigsten

genutzte Sepsismarker ist (Brunkhorst et al. 2002b, Guven et al. 2002).

Akutphase-Proteine Von den zahlreichen Mediatoren und Akutphase-
Proteinen, von denen eine Beteiligung am Entzindungsgeschehen vermutet wird
oder nachgewiesen ist, eignen sich fur diagnostische und therapeutische Zwecke
insbesondere solche, deren Auftreten sehr spezifisch fur entzindliche Erkrankungen

oder bestimmte Phasen einer entzindlichen Erkrankung ist, deren Konzentration
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oder enzymatische Aktivitat sich drastisch und diagnostisch signifikant verandern
sowie ebenjene, welche die fur Diagnose oder therapeutisches Monitoring
erforderliche Stabilitat und Halbwertszeit im Organismus aufweisen. (Brunkhorst et
al. 2002). Man unterscheidet zwischen negativen oder inversen und positiven
Akutphase-Proteinen. Der als positives Akutphase-Protein fungierende von
Willebrand-Faktor (VWF) ist mit dem Schweregrad des Endothelschadens bei
systemischen Inflammationszustanden und des ARDS sowie der Letalitat assoziiert
(Ware et al. 2001).

1.1.3. Pathophysiologie

Sepsis — Verlust der Homoostase Die Entstehung und der Verlauf
generalisierter entziindlicher Prozesse werden Uberwiegend von Proteinen gesteuert
und sind von einem mehr oder weniger zeitlich begrenzten Auftreten bestimmter
biologisch aktiver Molekule begleitet. Wahrend der Initialphase eines SIRS und/oder
einer Sepsis kommt es zur exzessiven Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine,
wie Tumor-Nekrose-Faktor-a. (TNF-a), Interleukin-1 (IL-1) und/oder IL-6 (Lavkan et
al. 1998, Blackwell und Christman 1996). Nach der Initialphase Uberwiegt zur
Begrenzung moglicher destruktiver Effekte die Plasmakonzentration anti-
inflammatorisch wirksamer Zytokine wie IL-4 und/oder IL-10 (Opal und DePalo 2000).
Basierend auf diesen Erkenntnissen wurden zahlreiche Therapiestudien unter-
nommen, denen eine definierte Blockade der Entzindungskaskade als Rationale

zugrunde lag (Bloos und Reinhart 2002).

Zwischenzeitlich ist bekannt, dass die Wirtsreaktion eine komplexe
physiologische Reaktion darstellt, an der sowohl das Entzindungs- sowie das
Gerinnungssystem aktivierende endogene Substanzen (z. B. TNF-a bzw. Tissue-
Faktor) als auch inhibierende Substanzen (z. B. IL-10 bzw. Antithrombin) beteiligt
sind (Levi et al. 2002, Knobl 2002).

Hamostasestorungen Einer der wegweisenden Fortschritte in der Aufklarung
der Pathophysiologie der Sepsis besteht in der Erkenntnis einer gegenseitigen
Beeinflussung der Entziindungsreaktion, der Blutgerinnung und der Fibrinolyse (Opal
2003), insbesondere dahingehend, dass die Entstehung und der Verlauf
generalisierter entzundlicher Prozesse eng mit der Aktivierung und den daraus
resultierenden Veranderungen des Blutgerinnungssystems vergesellschaftet sind.

Die simultane Aktivierung der Immunantwort und des Blutgerinnungssystems in
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Folge einer Gewebsschadigung stellt ein phylogenetisch sehr altes Strategieelement
zur Uberlebenssicherung dar (Opal 2003). Untersuchungen tber den Zeitverlauf und
das Ausmall der Storungen im Gerinnungs- und Fibrinolysesystem, die enge
Beziehung zur endothelialen Dysfunktion und die Kenntnis um die Faktoren,
Mediatoren und Signaltransduktionswege, welche diese Veranderungen initiieren
und regulieren, haben die Rolle der Hamostasestorungen bei Sepsis verdeutlicht
(Levi und Ten Cate 1999).

Sowohl frihe, durch die Wirtsreaktion getriggerte Ereignisse innerhalb der
Sepsiskaskade als auch Endotoxine selbst haben direkt schadigende Effekte auf das
vaskulare Endothel (Wheeler und Bernard 1999), wobei es durch die Exposition sub-
endothelialer Strukturen zur thrombozytaren Reaktion kommt (primare Hamostase).
Aktivierte Thrombozyten beschleunigen durch ihre veranderte Membranoberflache
die plasmatische Gerinnungskaskade (sekundare Hamostase). Dabei besteht der
erste Schritt in der Bindung und Aktivierung des Faktors XIl, der uber Faktor V und X
schliel3lich in einer Thrombingenerierung resultiert (intrinsisches System, Muller-
Berghaus 1989).

Der Tissue-Faktor, der physiologisch vorwiegend im Subendothel vorkommt,
nimmt eine zentrale Rolle bei der gesteigerten plasmatischen Gerinnungskaskade
ein, da er sowohl durch Entzindungsmediatoren wie IL-1, TNF-a. und Komplement
Cbha als auch durch Endotoxine vermehrt an der Endothelzelloberflache exponiert
(Esmon et al. 1999). Die Wechselwirkungen des Tissue-Faktor mit Faktor Vlla
aktivieren den Faktor V und X, so dass als Folge einer Amplifikation der intrinsischen
und extrinsischen Gerinnung Uber Thrombin-mediierte Prozesse unldsliche Fibrin-
Thrombozyten Aggregate resultieren (Gando et al. 1992, Gando et al. 1998). Die
mechanische Okklusion der Gefasse verschlechtert die durch den Endothelschaden
ohnehin eingeschrankte Mikrozirkulation (Lorente et al. 1993, Astiz und Rackow
1998). Die verminderte Gewebeperfusion fuhrt folglich zum hypoxamischen
Gewebeschaden und zur Organdysfunktion bis hin zum Organversagen. (Gando et
al. 1995). Der Gewebsschaden verursacht eine Exacerbation der Entziindung, die in
der erneuten Aktivierung und Endotheladhasion von neutrophilen Granulozyten und
der weiteren Freisetzung inflammatorischer Zytokine resultiert (Hotchkiss und Karl
2003).
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Abbildung 1: Vereinfachte synoptische Darstellung der gestérten Mikrozirkulation bei
systemischer Inflammation: In der Blutbahn zirkulierende Bakterien und/oder deren
Toxine aktivieren Leukozyten. In der Folge kommt es zur Anlagerung der Leukozyten
und Freisetzung von Entziindungsmediatoren, wie Tumor-Nekrose-Faktor-a. (TNF-a).
Durch den Endothelschaden kommt es zum Odem sowie zur Freisetzung von Tissue
Faktor. Die generierten Fibrin-Thrombozyten Aggregate fluhren zur gestorten
Mikrozirkulation mit Multiorgandysfunktionssyndrom (MODS). Der Gewebsschaden flihrt
zur erneuten Aktivierung der Leukozyten (modifiziert nach Cohen 2002).

Bei gesunden Probanden wurde als Folge einer Verabreichung von Endotoxin
oder TNF-a ein deutlicher Anstieg des Thrombin-Anti-Thrombin-Komplexes, eines
Parameter, welcher mit der Thrombinbildung korreliert, nachgewiesen (Levi et al.
1993, Vervloet et al. 1998, Hesselvik et al. 1991, Kidokoro et al. 1996, Levi et al.
1997). Neben dieser Aktivierung des Gerinnungssystem bei Sepsis wurden auch
Fibrin-Abbauprodukte, insbesondere D-Dimere, in erhohter Konzentration nach-
gewiesen (Lorente et al. 1993). Beide Prozesse weisen auf eine parallele Aktivierung

der plasmatischen Gerinnung sowie des Fibrinolyse-Systems hin (Mammen 1998).

Blockade der Fibrinolyse Bei Patienten mit Sepsis wird zusatzlich eine
Unterdrickung der Fibrinolyse bei gleichzeitiger Aktivierung der Gerinnung
beobachtet (Vervioet et al. 1998, Kidokoro et al. 1996). Plasmin als wesentliches
Effektormolekil der Fibrinolyse spaltet in einem charakteristischen Muster

Fibrinstrange und proteolysiert Fibrinogen sowie die Gerinnungsfaktoren V und VIII.
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Eine Anzahl endogener Faktoren weist durch Hemmung der Aktivierung von
Plasminogen und/oder der fibrinolytischen Aktivitat des Plasmin anti-fibrinolytische
Effekte auf: der Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 und der Thrombin-aktivierbare
Fibrinolyse-Inhibitor (Bajzar et al. 1996, Iba et al. 1998). An intravaskular
auftretenden Fibrinfasern, die infolge der gestorten Abbaureaktion auftreten, werden
Erythrozyten fragmentiert, wodurch eine mikroangiopathische hamolytische Anamie
sowie Schistozyten nachgewiesen werden konnen (Bick 1994). Durch Exposition
gesunder Freiwilliger mit TNF-a. oder Endotoxin wurde eine initiale Aktivierung der
Fibrinolyse mit anschlielender profunder, langanhaltender Inhibition belegt (Levi et
al. 1993, Levi et al. 1997).

Disseminierte intravasale Gerinnung (DIC) Die massive Aktivierung sowie
das Ungleichgewicht von Hamostase und Fibrinolyse resultieren in einer
disseminierten intravasalen Gerinnung (DIC, disseminated intravascular coagulation,
Bick 1994). Dabei werden endogene Modulatoren der Hamostase wie Protein C oder
Antithrombin im Sinne einer Verbrauchskoagulopathie in ihrer Plasmakonzentration
deutlich vermindert und es kommt neben Blutungskomplikationen zum Auftreten
mikrovaskularer Thrombosen (Dhainaut et al. 2004). Letzteres wird als primarer und
ursachlicher Faktor einer sich entwickelnden Organdysfunktion angesehen (Levi und
Ten Cate 1999, McGilvray und Rotstein 1998). Bei der DIC treten haufig fibrinreiche
Thromben in der Mikrozirkulation auf, welche Uberwiegend Erythrozyten und Fibrin
enthalten (Asada et al. 1985), wobei zusatzlich in einer weiteren Studie auch
thrombozytenreiche Thromben mikroskopisch nachgewiesen wurden (Watanabe et
al. 1979). Die DIC gilt als eine der Ursachen flur die hohe Letalitat der Sepsis, wobei
die Inzidenz einer DIC bei Sepsis je nach Definition von Sepsis und DIC zwischen 30

und 70 % angegeben wird (Friedman et al. 1998).
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Abbildung 2: Sepsis assoziierte Gerinnungs - und Fibrinolyse-Stérungen flihren in einem
dynamischen Prozess zur Entwicklung einer DIC mit der Veranderung spezifischer
Laborparameter (aPTT aktivierte partielle Thromboplastinzeit, PT Prothrombinzeit, PAI-1
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1, t-PA Tissue-Plasminogen-Aktivator, Bick 1994).

Die Rolle der Thrombozyten als wesentlicher, initialer Mediator der primaren
Hamostase mit anschliessender Thrombusbildung wird erst in letzter Zeit zunehmend
bei sepsis-assoziierten Gerinnungsstérungen untersucht (Levi 2004, Yagushi et al.
2004). Die Inzidenz einer Thrombozytopenie (<150 *10%I1) bei kritisch kranken
Patienten liegt bei 35 bis 44 % (Vanderschueren et al. 2000, Strauss et al. 2002).
Gegenwartig wird die Thrombozytopenie bei systemischer Inflammation neben
anderen Ursachen wie Blutverlust, Medikamenten-induzierter Thrombozyten-
elimination, Bildungsstérungen, Hypersplenismus oder idiopathischen Stérungen
uberwiegend auf eine Thrombozytenaktivierung zurtickgeflihrt (Salat 1999, Neame et
al. 1980, Vincent et al. 2002). Darunter versteht man das Phanomen der Ausbildung
einer phospholipid-reichen Oberflache, der Expression von Rezeptoren fur Adhasion
und Aggregation, der Freisetzung von Gerinnungsaktivatoren, wie z.B. des VWF und
Tissue-Faktor, der Freisetzung von proinflammatorischen Proteinen, die zur Inter-

aktion mit Endothelzellen und Leukozyten fuhren (Gawaz et al. 1997), sowie der
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Abschnirung von Mikrovesikeln mit prokoagulanter Aktivitat (Scholz et al. 2002).
Somit kommt den Thrombozyten nicht nur bei der Thrombusbildung, die im Falle
einer Gefassverlegung zum Organversagen wesentlich beitragt, sondern auch bei
der Regulation von Entzindungsprozessen eine entscheidende Rolle zu. Wichtige
Differentialdiagnosen zur Thrombozytopenie im Rahmen einer Sepsis oder DIC
stellen mikroangiopathische Thrombozytopenien, wie die thrombotisch thrombozyto-
penische Purpura (TTP), das hamolytisch uramische Syndrom oder das HELLP-
Syndrom dar, bei denen die plasmatische Gerinnung und Fibrinolyse kaum
beeinflusst werden (McCrae et al. 2001). Die Thrombozytopenie bei Patienten mit
Sepsis tritt bereits innerhalb der ersten vier Tage nach Aufnahme auf die
Intensivstation auf (Akca et al. 2002). Neben der absoluten Thrombozytenzahl sind
die zeitlichen Veranderungen der Thrombozytenzahl mindestens genauso
entscheidend, da beide Parameter zur Beurteilung des Schweregrades der Sepsis
und zur Vorhersage des Outcome geeignet erscheinen (Vanderschueren et al. 2000,

Mavrommatis et al. 2000, Russwurm et al. 2002).

Bereits Mitte der Neunziger Jahre gab es Hinweise darauf, dass Ver-
anderungen wesentlicher Gerinnungsparameter, inklusive der Protein-C Defizienz,
den klinisch relevanten Kriterien zur Diagnose einer schweren Sepsis oder eines
septischen Schocks zeitlich vorausgehen (Mammen 1998, Mesters et al. 1996,
Kidokoro et al. 1996), wobei auch diese Ergebnisse die Formulierung einer
Hypothese des ,Kontinuums der Gerinnungsstérung’, beginnend beim initialen
Trauma uber SIRS, Infektion, endothelialer Dysfunktion, septischer Schock und
MOF, unterstitzen (Gando 2002). Die klinische Bedeutung der Gerinnungsstorung
bei Sepsis wird durch jingere positive Behandlungsergebnisse durch Substitution
von rekombinantem humanem aktiviertem Protein C (PROWESS-Studie), das einen
anti-inflammatorischen, anti-thrombotischen und profibrinolytischen Wirkmechanis-
mus aufweist, als bisher einzig erfolgreicher Therapieansatz unterstrichen (Bernard
et al. 2001, Balk 2000).

1.2. Thrombotische Mikroangiopathie

Zum Formenkreis der primaren thrombotischen Mikroangiopathien (TMA)
werden die TTP und das hamolytisch uramische Syndrom gezahlt. Klinisch stehen
bei der TTP durch Mikrothrombosierung auftretende neurologische Defizite im

Vordergrund, hingegen tritt beim hamolytisch uramischen Syndrom eine Nieren-
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insuffizienz als Hauptsymptomatik auf (Moake 2002). Laborchemisch manifestiert
sich die Erkrankung durch das Auftreten einer Thrombozytopenie und mechanischen
hamolytischen Anamie mit dem Nachweis von Schistozyten. Erst 2001 wurden die
disseminiert auftretenden Mikrothromben bei der TTP auf die Aktivitatsverminderung
eines Enzyms zurtickgefuhrt, das spezifisch den VWF limitiert proteolysiert und damit
einen essentiellen Beitrag zur Regulation der prokoagulatorischen Aktivitat leistet
(Levy GG et al. 2001).

1.2.1. Von Willebrand-Faktor (VWF)

Der VWF ist ein adhasives Serum-Glykoprotein, welches beim Menschen in
Endothelzellen und Megakaryozyten synthetisiert wird und entweder nach
Stimulation sofort sezerniert oder bis zur Freisetzung in den Weibel-Palade-Vesikeln
der Endothelzellen oder in den a-Granula der Megakaryozyten gespeichert wird. Im
Plasma zirkuliert der VWF in einer Konzentration von 5-10 pg/ml (Tomokiyo et al.
2004). Durch die posttransilationale Bildung von Dimeren und deren weitere
Zusammenlagerung entstehen lange Ketten mit mehr als 20 Primareinheiten, die als
Multimere bezeichnet werden und ein Molekulargewicht von bis zu 20 000 000 Da
und eine Lange von 2 mm erreichen konnen (Sadler 1998). Da jede Primareinheit
Bindungsstellen flir subendotheliale Strukturen (Kollagen) einerseits und
Thrombozyten andererseits besitzt, ergibt sich durch die Formation zu Multimeren ein
Multiplikationseffekt fur die Wirksamkeit des VWF (Furlan 1996). Der aufgrund der
Einwirkung von Scherkraften langkettig getreckte VWF vermittelt bei der primaren
Hamostase die Anlagerung der Thrombozyten an subendotheliales Kollagen und

aggregiert als extrazellulares Adaptermolekul die Thrombozyten (Sadler 2002).

Scher-

TRy (S
Verletzte Gefasswand

—_— Verletzte Gefasswand |—™ >
krafte
Sezernierter Kontaktaktivierung
VWF VWF Anlagerung der Thrombozyten

Abbildung 3: In Folge einer Gefaldverletzung resultiert die direkte Exposition des VWF zum
freigelegten, urspriinglich subendothelialen Kollagen und zu den durch Kollagen
kontaktaktivierten Thrombozyten mit konsekutiver Generierung und Fixierung des initialen
Thrombozytenagglomerates (primare Hamostase, Tsai 2003b).
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1.2.2. VWEF-spaltende-Protease: ADAMTS-13

Die biologische Funktion des VWF wird durch eine Protease, welche unter
denaturierenden Bedingungen in Gegenwart von Barium- oder anderen mehr-
wertigen Metallionen aktiviert wird, reguliert (Tsai 1996). Dieses Enzym wird als
VWEF-spaltende-Protease (,VWF-cleaving protease®), systematisch als ADAMTS-13*
bezeichnet (* A disintegrin-and metallo-protease with thrombospondin type 1 motifs).
In Abhangigkeit von einwirkenden Scherkraften spaltet die ADAMTS-13 ultralange
VWEF-Multimere (ULVWF-Multimere) im Bereich der A2-Domane in Multimere
unterschiedlicher Groélke mit geringerem Molekulargewicht (Soejima et al. 2001).
Anhand von in-situ Hybridisationsanalysen der ADAMTS-13-mRNA in der Leber
wurden die Sternzellen als Hauptsyntheseort identifiziert (Tarr et al. 2002, Zhou et al.
2005, Uemura et al. 2005). Die Plasmakonzentration betragt unter physiologischen
Bedingungen 1 pg/ml bei einem Molekulargewicht von 180 bis 200 kDa und die
Halbwertszeit zwischen 48 und 72 Stunden (Furlan et al. 1999, Tsai et al. 1994,
Plaimauer et al. 2002). Die Aktivitat liegt bei gesunden Probanden zwischen 40 und
170 % (Mannucci et al. 2001). Das einzige bisher bekannte Substrat ist der VWF, der
spezifisch zwischen den Aminosauren Tyrosin (842) und Methionin (843) gespalten
wird (Furlan et al. 1996).

Neben der Bestimmung der Ristocetin-Cofaktoraktivitat (VWF:RCo) oder der
Kollagenbindungskapazitat (VWF:CB) des VWF stellt die Multimerenanalyse mittels
Agarose-Gelelektrophorese ein wesentliches Kriterium zur Charakterisierung der
biologischen Funktion des VWF auf molekularer Ebene dar (Budde et al. 2004).
Dabei ist eine annahernd gleichmalige Verteilung der Multimere, welche vorwiegend
aus bis zu 16 Einzelbausteinen (Dimere) zusammengesetzt sind, ein Anzeichen
dafur, dass die Aktivitat der ADAMTS-13 im Normalbereich liegt (Barington und
Kaersgaard 1999). Nach derzeitigem Stand der Forschung werden die VWF-
Multimere wie folgt eingeteilt: nieder-molekulare Multimere, zusammengesetzt aus
maximal finf Dimeren (Elektrophorese-Banden eins bis funf; siehe Abbildung 4),
mittelgewichtige Multimere, zusammengesetzt aus maximal 10 Dimeren (Banden
sechs bis 10) sowie hochmolekulare Multimere, zusammengesetzt aus 11 bis
vorwiegend 16 Dimeren (HMW-VWF; ab Bande 11 bis ca. 16; Budde, 50. Scientific
and Standardisation Comitee, Meeting der ISTH, Venedig Juni 2004). Das Auftreten
von Multimeren, die aus mehr als 16 Einzelbausteinen zusammengesetzt sind,

sogenannte ULVWF-Multimere, sowie insgesamt eine Verschiebung des jeweiligen
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Anteils zu héher molekulargewichtigen Multimeren gelten als ein Anzeichen dafir,
dass die Aktivitat der ADAMTS-13 im pathologisch verminderten Bereich liegt
(Barington und Kaersgaard 1999). Das kleinste Multimer, bestehend aus einem
Dimer (Bande 1), entspricht in seiner molekularen Grdsse etwa dem pentameren
Immunglobulin M (ca. 900 kDa; Abbildung 4).

ULVWF (Bande > 16)

hochmolekularer VWF (Bande 10 bis 16)

o)
c
=
S mittelgewichtiger VWF (Bande 6-10)
5
3
niedermolekularer VWF (Bande 1-5)
= <—Ca. 900 kDa
NP TTP

Abbildung 4: VWF-Multimerenmuster eines Normalplasmapools (NP) und eines TTP
Patienten (TTP) mit pathologischen ULVWF-Multimeren. Mittels Agarose-Gelektrophorese
lassen sich die unterschiedlich grossen VWF-Multimere auftrennen. Entsprechend ihrem
Molekulargewicht werden die VWF-Multimere zu drei Gruppen zusammengefasst:
niedermolekularer, mittelgewichtiger und hochmolekularer VWF. VWF-Multimere, die aus
mehr als 16 Einzelbausteinen zusammengesetzt sind, werden als sogenannte ULVWF-
Multimere bezeichnet. Diese treten nur bei deutlich verminderter ADAMTS-13 Aktivitat auf
(modifiziert nach Budde et al. 2004).

Die unter ADAMTS-13 Aktivitatsverminderung auftretenden ULVWF-Multimere
im Plasma (Tsai 2002) stellen die pathophysiologische Grundlage der TTP dar. Zur
adaquaten Therapie der TTP werden Plasmapraparate infundiert, welche aufgrund
ihrer Herstellungsweise eine nachweisbare ADAMTS-13 Aktivitat enthalten (Furlan et
al. 1999). Neben der kongenitalen Form der ADAMTS-13 Defizienz (Upshaw-
Schulman Syndrom) ist eine Aktivitdtsverminderung durch auto-inhibitorische
Antikérper nachgewiesen (Veyradier et al. 2004, Tsai et al. 2000).

Bei der TTP kommt es zu charakteristischen Veranderungen, welche sich in
einer Verdickung der Gefasswande durch das Anschwellen der Endothelzellen und
dem Auftreten von Schistozyten manifestieren (Burns et al. 2004). Da die ULVWF-
Multimere aufgrund ihrer verstarkten Affinitat zu den Thrombozyten diese spontan

aktivieren und in Abwesenheit eines Endothelschadens aggregieren, entstehen
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Thromben in der Mikrozirkulation, die vor allem aus VWF-Thrombozytenaggregaten

zusammmengesetzt sind (Tsai 2003b, Hosler et al. 2003).

Sezernierter VWF ULVWF VWEF-Thrombozyten-
Aggregat

Abbildung 5: Generierung eines thrombozytenreichen Thrombus unter ADAMTS-13 Mangel.
ULVWEF-Multimere aktivieren und aggregieren die Thrombozyten unter physiologischen
Flussbedingungen in Abwesenheit eines Endothelschadens (Tsai 2003b).

ADAMTS-13 Mangel Nach bisherigem Wissenstand sind Defizite in der
proteolytischen Aktivitat der ADAMTS-13 multifaktoriell bedingt. Zu den diskutierten
Faktoren gehéren neben polygenetischen Pradispositionen und Mutationen
(Schneppenheim et al. 2003), die mit Funktionseinschrankungen des Proteins
gekennzeichnet sind, Schwangerschaft, akute und chronische Entziindungen, renale
Insuffizienz (Sanchez-Luceros et al. 2004, Mannucci et al. 2001) und die Anwendung
vasopressorisch-wirksamer Arzneimittelzubereitungen wie z. B. Vasopressin und
dessen stabilisierten Analoga wie z. B. Desmopressin, Terlipressin® (Reiter et al.
2003, Mannucci et al. 2004).

1.2.3. Nachweismethoden der ADAMTS-13

Grundsatzlich kann die Bestimmung der Protease-Aktivitat in Patientenplasma
direkt oder indirekt erfolgen. In Abhangigkeit der Arbeitsmethode wird die Grélke des
endogen vorhandenen VWF als Marker fur die Aktivitat der ADAMTS-13 abgebildet
oder die Funktionalitdt des VWF bestimmt (Tsai 2003a). In der nachstehenden
Tabelle sind die gebrauchlichen Verfahren zusammengefasst, insgesamt zeichnen
sich alle Methoden durch einen hohen Zeitaufwand und das unbedingte Erfordernis
einer Standardisierung aus (Studt et al. 2003, Tripodi et al. 2004). In Deutschland hat
sich in der klinischen Diagnostik der im deutschen Referenzlabor (Professor Budde,
Labor Arndt & Partner, Hamburg) angewandte Assay durchgesetzt (Schneppenheim
et al. 2003). Dieser stellt ein modifiziertes Testsystem nach Gerritsen dar und
detektiert nach derzeitigem Kenntnissstand auch moderat verminderte ADAMTS-13
Aktivitaten (Gerritsen et al. 1999). Bisher steht kein klinisch hinreichend evaluiertes,

homogenes Testsystem zur Verfligung.
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Tabelle 1: Ubersicht tiber angewandte Assays zur Bestimmung der ADAMTS-13 Aktivitat (Miyata et al. 2005).

Erstbe- Substrat Denaturierung der VWF Aktivierung Trennmethode zur Finale Detektion Indikator fiir Bemerkungen Literatur
schreiber Multimere der Bestimmung der der VWF- VWF-Proteolyse
ADAMTS-13  Restaktivitat der Spaltstiicke
VWEF-Spaltstiicke
Furlan Aufgereinigt aus Urea, Trispuffer niedriger Ba™ elektrophoretisch Peroxidase- Verminderter Anteil  hochsensitiv, cutt- off (Furlan et al.
Kryopraziputat lonenstarke, Dialyse, (Agarose) konjugierter an HMW-VWF 1 %, aufwandig 1996)
VWEF-Antikérper
Tsai Aufgereinigt aus Guanidium-HCI, Trispuffer Guanidium elektrophoretisch Anti-VWF, Generierung von Kein Ba™ (Tsai 1996)
Kryopraziputat niedriger lonenstérke, Dialyse, (Polyacrylamid) sekundarer |- 176 kDa
Antikérper Spaltprodukten
Gerritsen Aufgereinigt aus Urea, Trispuffer niedriger Ba"™ VWF:CBA Peroxidase- Verminderte Bindung initial Proteolyse (Gerritsen et al.
Kryopraziputat lonenstarke, Dialyse, (ELISA) konjugierter der VWF-Multimere endogenen VWF, 1999)
VWEF-Antikorper an Kollagen IlI sensitiv, Cutt-off 3 %
Schneppen- rhVWF Urea, Trispuffer niedriger Ba™ VWF:CBA Peroxidase- Verminderte Bindung  sensitiv, Cutt-off 3 % (Schneppen-
heim lonenstarke, Dialyse, (ELISA) konjugierter der VWF-Multimere (modifizierter heim et al.
VWEF-Antikorper an Kollagen IlI Gerritsen-Test) 2003)
Béhm Aufgereinigt aus Urea, Trispuffer niedriger Ba™ VWEF:RisCof Tribung durch Verminderte sensitiv, Cutt-off 6 % (Bohm et al.
Kryopraziputat lonenstarke, Dialyse, Latex- Ristocetin vermittelte (modifizierter 2002)
(Aggregometer) agglutination Bindung der VWF- Gerritsen-Test)
Multimere an
Thrombozyten
Obert rhVWF Urea, Trispuffer niedriger Ba™ VWF:Ag Anti-VWF, Deutlicher Abfall des Two Site IRMA, (Obert et al.
lonenstarke, Dialyse, (Sandwich-ELISA)  sekundarer 'I- VWF:Ag Spiegels sensitiv, spezifisch, 1999)
Antikérper geringer Zeitaufwand
Kokame FRETS-VWF73 Nicht erforderlich Ba" Fluoreszenz- Veranderte Spaltung des Geringer (Kokame et al.
(Minimalsubstrat, plattenleser Fluoreszenz FRETS-VWF73 Zeitaufwand, 2004)
73 Aminosauren, (440nm) physiologische
fluoreszenzmarkiert) Bedingungen
Zhou GST-VWF73-6His Nicht erforderlich Nicht ELISA Peroxidase- Abspaltung von Geringer (Zhou und Tsai
(Minimalsubstrat, erforderlich (anti-GST konjugierter 6His am C-Terminus Zeitaufwand, 2004)
73 Aminosdauren, beschichtete Antikorper gegen des VWF73, Kosteneffizienz,
beidseitig markiert) Mikrotiterplatte) 6XHis verminderte physiologische
Extinktion Bedingungen
Whitelock rhVWF A2 Doméane Nicht erforderlich Nicht Sandwich-ELISA Peroxidase- Abspaltung von Geringer (Whitelock et al.
mit N-terminalen His- erforderlich  (Ni**-beschichtete konjugierter Tag-100 am C- Zeitaufwand, 2004)
Tag und C- Mikrotiterplatte, Antikérper gegen  Terminus der VWF- Kosteneffizienz,
terminalem Tag-100 Qiagen) die Tag-100 A2-Domane, physiologische
Sequenz der verminderte Bedingungen
VWEF-A2-Doméane Extinktion

FRETS Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer-Substrat, GST Glutathion-S-Transferase, rh rekombinant human
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2. Hypothese

Der Einfluld der primaren Hamostase im Rahmen von Mikrozirkulations-
storungen bei inflammatorischen Reaktionen ist bisher nur unzureichend aufgeklart.
Trotz Hinweisen, dass bei systemischer Inflammation thrombotische Komplikationen
nicht nur durch DIC, sondern auch durch TMA bedingt sein kdnnen, ist bisher keine
Analyse der ADAMTS-13 Aktivitat und der biologischen Funktion der VWF-Multimere
bei systemischer Inflammation infektioser oder nicht-infektioser Genese erfolgt.

Wir stellen die folgenden Hypothesen auf:

(1) Eine Verminderung der ADAMTS-13 Aktivitdt kann bei Patienten mit
SIRS, Sepsis, schwerer Sepsis oder septischem Schock auch ohne

Vorliegen einer TTP nachweisbar sein und

(2) infolgedessen konnen bei diesen Patienten pathologische ULVWEF-

Multimere im Plasma auftreten.

Zur Prufung der Hypothesen 1 und 2 wurde zunachst eine prospektive
Longitudinalstudie bei Patienten mit schwerer Sepsis und septischem Schock und
aufgrund der positiven Ergebnisse eine zweite Studie bei herzchirurgischen
Patienten mit SIRS durchgefihrt.

Dabei wird ein Nutzen bezuglich einer frihzeitigen Diagnostik der Thrombo-
zytopenie, der Mikrothrombisierung und des drohenden Multiorganversagens bei
Sepsis erwartet. Eine Bestimmung der ADAMTS-13 Aktivitat und/oder der
veranderten funktionellen Eigenschaften des VWF kénnten zur ldentifizierung von
Patienten mit erhohtem Risiko zur Entwicklung einer Sepsis-assoziierten Mikro-
angiopathie beitragen. Anhand der erarbeiteten theoretischen Grundlagen konnten
neue therapeutische Strategien zur Behandlung des Multiorganversagens bei Sepsis
entwickelt werden. Insbesondere durch die gezielte Beeinflussung der Interaktion
zwischen VWF und VWF-modifizierenden Enzymen wie der ADAMTS-13 wirden

sich neue therapeutische Optionen ergeben.
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3. Material und Methoden

3.1. Definition von SIRS, schwerer Sepsis und septischer Schock

Tabelle 2: Definition von SIRS, Sepsis, schwerer Sepsis und septischer Schock (Astiz
und Rackow 1998, Levi et al. 2003) modifiziert nach einem Konsensus-Vorschlag der
Arbeitsgruppe Sepsis der European Society of Intensive Care Medicine (Landry et al.
2001) und den Empfehlungen der Deutschen Sepsis Gesellschaft (www.sepsis-
gesellschaft.de). Cut-Off Werte der diesen Definitionen zugrunde liegenden Parameter
sind im Datenanhang, Tabelle 9 dargestelit.

SIRS ist die Antwort auf eine systemische Entziindung. Mindestens 2 der
nachfolgenden Parameter mussen pathologische Werte aufweisen: Korper-

temperatur, Herzfrequenz, Atemfrequenz, Leukozytenzahl.

Sepsis ist ein SIRS, das aufgrund einer Infektion vorhanden ist.

Schwere Sepsis ist eine Sepsis mit Organdysfunktion. Diese Dysfunktionen
gehen einher mit Perfusionsstérungen, die anhand einer metabolischen Azidose,
Oligurie, Hypoxamie, arteriellen Hypotension, Thrombozytopenie oder Alteration des

mentalen Status erkannt werden konnen.

Septischer Schock ist die bei adaquater Volumentherapie sepsis-induzierte
Hypotension oder sepsis-induzierte Notwendigkeit zur Anwendung vasopressorisch-

wirksamer oder inotroper Substanzen zur Stabilisation des Blutdrucks.

Score Systeme dienen in der Intensivmedizin zur objektiven Erfassung der
Krankheitsschwere und tragen zum Vergleich der Patientenkollektive auf ver-
schiedenen Intensivstationen (ITS), des Einflusses von therapeutischen Inter-

ventionen und/oder der Beurteilung des klinischen Verlaufes Uber die Zeit bei.

SOFA-Score Zur Beurteilung der Schwere der Multiorgandysfunktion wurde

der ,Sequential Organ Failure Assessment“-Score (SOFA-Score) angewandt. Dieser



Material und Methoden 16

setzt sich aus einem Kreislauf- (mittlerer arterieller Blutdruck bzw. Katecholamin-
applikation), Beatmungs- (PO./FIO;), Gerinnungs- (Thrombozytenzahl), Leber-
(Bilirubin), Nieren- (Urinausscheidung oder Kreatinin im Serum) und ZNS-Subscore
(Glasgow-Koma-Scale) zusammen (Vincent et al. 1996). Eine Gesamtpunktzahl
wurde flr jeden Beobachtungstag der Patienten berechnet (maximal erreichbare
Punktzahl 24).

APACHE II- und SAPS II-Score Diese beiden Score Systeme wurden zur
Beurteilung des individuellen Risikos eines Patienten entwickelt. Sie dienen als
Prognoseparameter und werden einmalig innerhalb der ersten 24 Stunden nach
Aufnahme auf die ITS berechnet (Knaus et al. 1985). Der ,Acute Physiology and
Chronic Health Evaluation® (APACHE) II-Score setzt sich aus drei Komponenten

Zusammen:

(1) 12 physiologisch-biochemische Parameter (Temperatur, mittlerer
arterieller Blutdruck, Herz- und Atemfrequenz, Oxygenierung, arterieller
pH-Wert, Natrium,- Kalium,- Kreatinin im Serum, Leukozyten, Hamatokrit

und Glasgow-Koma-Scale),
(2) Lebensalter und
(3) chronische Vorerkrankungen.

In den ,Simplified Acute Physiological Score® (SAPS) II-Score gehen folgende
Punktwerte ein:

(1) 12 physiologische Parameter (systolischer Blutdruck, Herzfrequenz,
Oxygenierung, Temperatur, Harnstoff im Serum, 24-h-Urinausscheidung,
Kalium, Natrium im Serum, Leukozyten, Bikarbonat, Bilirubin und

Glasgow-Koma-Scale),

(2) Alter,

(3) Aufnahmemodus und

(4) Art der Grunderkrankung (Le Gall et al. 1993).

Gerinnungsscore Nach den Empfehlungen der ,International Society on
Thrombosis and Hemostasis“ (ISTH) wird bei Patienten mit Sepsis oder
Organversagen folgender Gerinnungsscore zur Definition einer schweren DIC (,overt
DIC") aufgestellt (Taylor et al. 2001). Dabei werden die Anzahl der Thrombozyten,
die Prothrombinzeit, der Fibrinogen- und der D-Dimer-Spiegel bericksichtigt, wobei

insbesondere der Tagesverlauf entscheidend ist. Die Abstufung des D-Dimer-
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Spiegels erfolgte anhand des vom Hersteller vorgegebenen Referenzbereichs und
von Abstufungen analog der Studie von Dhainaut et al. 2005. Beim Fibrinogen-
Spiegel werden nur zwei Abstufungen berucksichtigt. Ab finf von maximal acht
erreichbaren Punkten wird in der Regel von einer schweren DIC gesprochen (Taylor
et al. 2001).

Tabelle 3: Kriterien zur Diagnose einer schweren DIC. Ab finf von maximal acht

erreichbaren Punkten wird in der Regel von einer schweren DIC gesprochen
(Taylor et al. 2001).

Gerinnungstest ISTH-Score

Thrombozytenzahl [10%/1]

<100 1

<50 2
Prothrombinzeit [%]

48-36 1

< 36 2

Fibrinogen [g/I]
<1,0 1
D-Dimere [ug/ml]
0,25-2,5 2
>2,5 3

3.2. Studiendesign

Die prospektive Longitudinalstudie bei Patienten mit SIRS, schwerer Sepsis
und septischem Schock wurde an der Klinik fur Anasthesiologie und Intensivtherapie
der Universitatsklinik Jena nach Zustimmung der Ethikkommission durchgefuhrt
(Ethikvotum 0173-08/01 vom 07.09.2001). Von Patienten oder vertretungs-
berechtigten Angehdrigen sowie den gesunden Probanden liegen Einverstandnis-

erklarungen zur Teilnahme an der Studie vor.

Patienten Fur die erste Gruppe von elf konsekutiven, intensivpflichtigen
Patienten wurde der Studientag 1 als der Tag festgelegt, an dem erstmalig die
Kriterien flUr schwere Sepsis oder septischen Schock vorlagen. Die erste Blut-
abnahme erfolgte innerhalb von sechs Stunden nach Diagnosestellung. Die

Patienten wurden bis zur Entlassung von der ITS oder bis zum Todestag beobachtet
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(Tag X). Fir die Einteilung der Patienten in Verstorbene und Uberlebende wurde der
Beobachtungszeitraum auf ITS berlcksichtigt. Neben den routinemalligen
Datenerfassungs- und Monitoring-Massnahmen auf der ITS wurden folgende
gerinnungsspezifische Parameter im Plasma bestimmt: Die Ristocetin-Cofaktor-
aktivitat des VWF (VWF:RCo), der VWF-Antigenkonzentration (VWF:Ag), die
Kollagenbindungskapazitat des VWF (VWF:CB), sowie die ADAMTS-13 Aktivitat. Der
berechnete Quotient zwischen dem VWF:Ag und der ADAMTS-13 Aktivitat definiert
das Missverhaltnis von Enzym und Substrat, zeigt den Schweregrad der zugrunde
liegenden Mikroangiopathie an und wurde daher als TMA-Index definiert. Diese
Parameter wurden bei allen Patienten an den ersten und letzten finf Tagen auf der
ITS bestimmt. An den dazwischen liegenden Tagen wurden die Parameter lediglich
im 3-Tagesrhythmus bestimmt. Nach diesem Tages-Schema wurden Multimeren-
analysen des VWF von dem Plasma von drei Patienten durchgefthrt.

In die zweite Gruppe wurden 22 konsekutive intensivpflichtige Patienten, die
nach Operationen am offenen Herzen unter Verwendung des kardiopulmonalen
Bypasses (CPB) ein schweres SIRS entwickelten, eingeschlossen. Dabei wurde der
erste postoperative Tag als der Studientag 1 definiert. An funf aufeinander folgenden
Tagen wurde eine Plasmaprobe entnommen. Dabei wurde an allen funf
Studientagen VWF:RCo, VWF:CB, VWF:Ag, ADAMTS-13 Aktivitat und TMA-Index
bestimmt. Zudem wurde bei vier ausgewahlten Patienten, die eine ADAMTS-13
Aktivitat <20% an einem von funf Tagen aufwiesen, eine VWF-Multimerenanalyse
durchgefuhrt.

Alle Patienten wurden initial kalkuliert und nach Eintreffen mikrobiologischer
Kulturbefunde gezielt mit Antibiotika behandelt. Keiner der Patienten wurde mit
Vasopressin oder Vasopressinanaloga behandelt (1-Desamino-8-D-Arginin-Vaso-
pressin (DDAVP), Terlipressin®). Bei keinem der Patienten bestand aufgrund der
Anamnese ein Verdacht auf eine TTP, hamolytisch uramisches Syndrom oder
idiopathische Thrombozytopenie.

Gewinnung der Blutproben Die Blutproben wurden taglich in Citrat-
Monovetten (Sarstedt, Numbrecht) Uber einen arteriellen Katheter abgenommen,
anschliel3end innerhalb von 30 min nach Abnahme zentrifugiert (2.500 x g, 15 min,
4° C), aliquotiert und bei -80° C bis zur weiteren Verwendung eingefroren (maximale

Aufbewahrungsdauer zwolf Monate).
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3.3. VWF-Plasmaspiegel und VWF-Multimere

Standardkurve Ein Normalplasmapool bestehend aus dem Plasma von 45
gesunden Probanden (18 Frauen und 27 Manner), die jeweils ein unauffalliges
Blutbild inklusive Gerinnungsstatus aufwiesen, wurde zur Erstellung einer Standard-
kurve bei den jeweiligen ELISA Testverfahren verwendet. Beim weiblichen
Probandenkollektiv lag weder ein Verdacht auf eine Schwangerschaft noch eine
Medikation mit oralen Kontrazeptiva vor. Der VWF:Ag, die VWF:RCo, die VWF:CB
und die ADAMTS-13 Aktivitat des Plasmapools wurde bei den im Anschluf®

beschriebenen Methoden jeweils als 100 % angenommen.

Die VWF:RCo Aktivitat reflektiert die Interaktion zwischen der A1 Domane des
VWF und dem Thrombozytenrezeptor GPlba (CD42b). Durch Inkubation von
Citratplasma, formalinfixierten Thrombozyten und Ristocetin wird diese funktionelle
Eigenschaft des VWF erfasst. Das Antibiotikum Ristocetin bewirkt eine
Konformationsanderung des VWF von seiner globularen Form in eine gestreckte,
aktivierte Form. Uber die dadurch freigelegte Bindungstelle kommt es in Abhangigkeit
von der Grosse der Multimere des VWF zur unterschiedlich starken Aggregation der
Thrombozyten, die mittels Aggregometer verifiziert wird. Anhand der Extinktions-
veranderung erhalt man eine qualitative Aussage uber die biologische Funktion des
VWF (Dade-Behring Gerinnungsanalyzer, Behring Coagulation System (BCS),
Macfarlane et al. 1975).

Das Prinzip der VWF:CB beruht auf der Bindung der A3 Bindungsdomane des
VWF an Kollagen, das auf Mikrotiterplatten immobilisiert wird. Um selektiv die
funktionellen Eigenschaften des VWF und weniger dessen Konzentration zu
erfassen, wird durch eine begrenzte Anzahl an Bindungsstellen eine
Gleichgewichtsreaktion zwischen hoch und niedermolekularem VWF beglnstigt
(Brown und Bosak 1986). Bei Parallelbestimmung von VWF:Ag (Cejka 1982) und
VWF:CB mittels immunologischer Methoden im ELISA Format aus einer Plasma-
verdinnung erhalt man Uber den Quotienten von VWF:CB und VWF:Ag eine globale
Aussage Uber die Affinitat des VWF zu Kollagen. Fir diese Bestimmung wurden 96-
Well-Platten (Nunc-Immunoplate, Maxisorp Surface, Wiesbaden) mit Kollagen |
beschichtet (6 ug/ml, Nycomed, Unterschleissheim). Parallel dazu wurde zur
Bestimmung des VWF:Ag Plasmaspiegels eine 96 Well Platte (Nunc-Immunoplate;

Maxisorp Surface, Wiesbaden) mit primaren VWF-Antikorper beschichtet (5,7 ug/ml,
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Dako, Hamburg). Nachfolgende Schritte erfolgen fiir beide Methoden in gleicher
Weise.

Tabelle 4: Schema zur Erstellung der Standardkurve fur den VWF:Ag und VWF:CB
Assay. Pool Normalplasmapool, PVP Probenverdiinnungspuffer.

VWEF:Ag oder VWF:CB Pool (1: 10 vorverdunnt) PVP
100% 100ul 400ul
50% 100l 900l
25% 50ul 950ul
12,5% 25ul 975ul
6,25% 25ul 1975yl
3,13% 500p! der 6,25 % 500l
1,5% 500ul der 3,13 % 500ul

Die bei -80°C gelagerten Citratplasmaproben wurden bei 37°C fur 10 min im
Wasserbad aufgetaut. Jede Patientenprobe wurde 1:10 mit Probenverdinnungs-
puffer (PVP; phosphatgepufferter physiologischer Kochsalzlosung (PBS) mit 5%
Rinderalbumin (BSA) Roth, Karlsruhe) vorverdinnt und in Abhangigkeit vom zu
erwartenden VWF:Ag Gehalt weiterverdunnt. Je 100 pl werden als Doppel-
bestimmung auf die mit Kollagen und VWF-Antikérper beschichtete Mikrotiterplatte
aufgetragen. Die Platten wurden bei 37°C fur 90 min im wasserdampfgesattigten
Brutschrank inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 0,1 % BSA (Roth, Karlsruhe)
in PBS erfolgte die Detektion des VWF mittels Peroxidase-konjugiertem Anti-VWF
Antikorper (Dako, Hamburg) bei einer Verdinnung von 1:2000 in 0,1 % BSA (Roth,
Karlsruhe) in PBS, sowie eine erneute Inkubation bei 37°C fur 90 min im
Brutschrank. Nach dreimaligem Waschen der Platten wurden diese mit TMB (Biorad,
Mianchen) visualisiert und bei 450nm im Mikroplattenreader vermessen. Die

Auswertung erfolgte anhand der jeweils zugrundeliegenden Standardkurve.

Multimerendarstellung Die Multimerenanalyse des VWF stellt den Gold-
standard fur die Charakterisierung des VWF in seiner komplexen Funktion dar. In
Kooperation mit Professor Budde (Labor Arndt & Partner, Hamburg) wurde die
Multimerenanalyse von ausgewahlten Patientenproben durchgefuhrt (Ruggeri und
Zimmerman 1981, Schneppenheim et al. 1988). Zur horizontalen, elektro-
phoretischen Auftrennung (Multiphor, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) der

VWEF-Multimere wurde 1,2 % Agarose (LGT, Sigma-Aldrich, Seelze) in Trenngel-
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puffer geldst (0,375 M Tris, 0,1 % SDS, pH 8,8). In einer vertikalen Giessapparatur
wurde ein 215 mm x 95 mm x 1,5 mm grosses Gel zwischen 2 Glasplatten gegossen.
Nach Einsetzen des Gelkamms, wurde ein 0,8 %iges Agarose-Sammelgel gegossen,
wobei die Agarose (HGT P, Sea Kem) in Sammelgelpuffer (0,125 M Tris, 0,1 % SDS,
pH 6,8) geldost wurde. Die zu analysierenden Plasmaproben wurden flr 10min bei
37°C im Wasserbad aufgetaut, mit Probenverdunnungspuffer (10 mmol/L Tris-HCI,
1 mmol/lL EDTA, 2% SDS, 0,8% HGT Agarose, pH8,0) auf eine VWF:Ag
Konzentration zwischen 5 und 10 % verdunnt. Zur Denaturierung des VWF wurden
die Proben fur 20 Minuten bei 60°C in ein Wasserbad gestellt und anschliessend je
20 ul Probe in die Geltaschen pipettiert. Fur die spatere Analyse der Patientenproben
wurde zeitgleich Normalplasmapool (1:20 verdunnt) auf das Gel aufgetragen.

Die VWF-Multimere wurden bei 60 V und 16°C fur 15 Stunden ihrer Grosse
nach aufgetrennt. Nach Aquilibration des Gels fiir zehn Minuten in Blotpuffer (0,05 M
Phosphatpuffer) wurde der VWF auf eine Nitrocellulose Membran mittels Tank-Blot-
Verfahren (Transphor Tank Blot, Hofer, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) bei

33V, 2,5 mA Uber 2 Stunden bei Raumtemperatur transferiert.

Anschlielend wurden die freien Bindungsstellen auf der Membran fur 15
Stunden mit 5 % Milchpulver in Tris gepufferter Kochsalzlésung (TBS) blockiert. Zur
Detektion der VWF-Multimere wurde die Membran eine Stunde mit einem Peroxidase
markierten Anti-VWF-Antikorper inkubiert (Dako, Hamburg), welcher 1:6500 in TBS
rekonstituiert wurde. Zur Entfernung ungebundenen Antikdrpers wurde die Membran
in TBS mit 0.1 % Tween (Roth, Karlsruhe) und anschliessend in TBS gewaschen.
Nach Inkubation der Membran mit enhanced chemiluminescence (ECL) Reagenz
(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) wird das Chemolumineszenz Signal per
CCD Kamera (Fluorchem) dargestellt (Budde et al. 1990).

3.4. Aktivitat der ADAMTS-13

Die Bestimmung der ADAMTS-13 Aktivitat erfolgte indirekt Uber eine
Bestimmung der residualen VWF:CB. Dabei stellt rekombinanter humaner VWF
(rhVWF, Schneppenheim et al. 2001) als Substrat fir die ADAMTS-13 den
Goldstandard dar, da der rhVWF aufgrund seiner nativen Struktur einen hohen Anteil
an ULVWF-Multimere bei fehlender Triplet-Struktur aufweist. Der aus Kryoprazipitat

oder humanem Plasma isolierte VWF, der aufgrund der im Plasma endogen
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vorhandenen ADAMTS-13 bereits proteolysiert ist, eignet sich aufgrund eines

hoheren Blindwertes weniger fur den Assay.

Um bei der Gewinnung des rhVWF aus humanen Nierenzellkulturen dessen
Proteolyse durch eventuell vorhandene Proteasen zu verhindern, wurde der
Zellkulturiberstand mit 2mM Pefabloc-SC (Roche, Mannheim) und 15 mM EDTA
(Roth, Karlsruhe) fur vier Stunden bei Raumtemperatur versetzt (Schneppenheim et
al. 2003). AnschlieRend wurde das rhVWF-haltige Zellkulturmedium fir 4Std,
anschlieBend dber Nacht und noch einmal eine Stunde bei Raumtemperatur in 4 %
Polyethylenglycol (20 kDa; Merck, Darmstadt), 5 mM Tris, pH 8, dialysiert und
konzentriert (Porengrosse 12-14 kDa, Medicell, London), so dass final der rhVWF:Ag
Gehalt zwischen 1,0 und 1,6 U/mL lag und das EDTA entzogen war. Bis zur
Verwendung wurde der rhVWF bei -80° C zu je 1100 pl aliquotiert maximal zwolf
Monate eingefroren (Schneppenheim et al. 2003).

Zur Bestimmung der ADAMTS-13 Aktivitdt wurde das Citratplasma der
Patienten bei 37 °C im Wasserbad fir 10 Minuten aufgetaut. Zur Erstellung einer
Standardkurve wurde die angegebene Menge Normalplasmapool mit Harnstoffldsung
(1,5 M, pH 8, Sigma-Aldrich, Seelze) zur Denaturierung wie in nachfolgender Tabelle

beschrieben verdinnt.

Tabelle 5: Verdiinnungsschema fiir die Standardkurve des ADAMTS-13 Assays

ADAMTS-13 Aktivitat in % Normalplasmapool in ul 1,5 M Urea in pl
200 40 160
100 40 360
75 10 123
50 10 190
40 10 240
33 10 290
20 10 490
10 10 990

5 500u! der 10% Verdinnung 500
2,5 500ul der 5% Verdinnung 500

Die Patientenplasmaproben wurden seriell verdinnt (1:10, 1:20, 1:40).
Anschlie®end wurden sowohl von den Verdlinnungen der Standardreihe als auch

von den Patientenplasmaverdinnungen je 50 ul in Eppendorf Tubes Uberfihrt. Zur
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Proteolyse des im Plasmapool und in den Patientenproben vorhandenen VWF wurde
zu jeder Probe und Pufferkontrolle 5 yl Bariumchlorid (Sigma-Aldrich, Seelze) zur
Aktivierung der endogen vorhandenen ADAMTS-13 gegeben. Anschliesssend wurde
jede Probe fur 30 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Im weiteren Verlauf wurde
jede Probe mit je 100 pl rhVWF als Substrat fur die ADAMTS-13 versetzt. Wahrend
der Inkubation von 2 h bei 37 °C wurde der rhVWF in Abhangigkeit von der in den
Proben vorhandenen ADAMTS-13 Aktivitat gespalten. Durch Fallung der
Bariumionen mittels Natriumsulfat (Sigma-Aldrich, Seelze) wurde die Reaktion
beendet. Nach Zentrifugation (2 min, 13.000 x g) und Verdinnung in Proben-
verdunnungspuffer (Endkonzentration des rhVWF 0,6-0,9 U/mL) erfolgte eine
Inkubation in Kollagen-lll-beschichteten Cova-Link Streifen (Nunc, Wiesbaden)
(Gerritsen et al. 1999). Zur Vorbereitung wurden diese zunachst fur 1 h mit 100 pl
Kollagen Il (1,5 pug/ml) beschichtet (Southern Biotechnologies, Bezug Uber Biomol,
Hamburg) und anschliessend mit 2,5 % BSA (Sigma-Aldrich, Seelze) fur 15 Minuten
blockiert. Innerhalb der zweistundigen Inkubation lagern sich aus der Proteolyse
resultierende rhVWF-Fragmente aufgrund ihrer unterschiedlichen GroRe und der
daraus resultierenden Affinitdt zu Kollagen Ill an. Nach dreimaligem Waschen mit
PBS (pH 7,4) erfolgte eine Inkubation fur 1 h mit 1:4000 in PBS; 0,5 % BSA (Sigma-
Aldrich, Seelze) verdunntem Peroxidase-markierten Anti-VWF-Antikorper (Dako,
Hamburg). Dieser wurde mittels kommerziellem ELISA-Detektionskit (TMB, Biorad,
Mianchen) bei 450 nm im Mikroplattenleser vermessen. Die Auswertung erfolgte
durch Berechnung der ADAMTS-13 Aktivitdt anhand der Standardkurve und

Kalkulation der einzelnen Patientenverdinnungen.

Inhibitor Assay Die Spezifitdt des Assays wurde durch Aktivitatshemmung
der ADAMTS-13 Aktivitat durch Autoantikbrper im Plasma von Patienten mit
erworbener TTP, welches von der Klinik fir Kinder- und Jugendheilkunde der
Friedrich-Schiller-Universitat Jena zur Verfugung gestellt wurde, Uberpruft. Durch
folgendes Testverfahren wurde der Autoantikdrper nachgewiesen: Der zur Kalibration
der Standardkurve eingesetzte Normalplasmapool und das Patientenplasma, jeweils
1 zu 10 in 5 mM Tris, 1,5 M Urea (pH 8,0) vorverdunnt, wurden in gleichen Anteilen
vermischt und 15 min bei 37°C inkubiert. Lag nach der Inkubation und
anschlieRender ADAMTS-13 Bestimmung eine ADAMTS-13 Restaktivitat nicht
unterhalbo von 30% vor, wurde ein Autoantikdrper in Patientenproben

ausgeschlossen.
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3.5. Validierung

Referenzwerte Um den Referenzbereich der angewandten Methoden bei
gesunden Probanden festzulegen, wurde das Plasma von 13 gesunden Probanden
[55 (38/73) Jahre; 7 Frauen, 6 Manner] untersucht: VWF:Ag [0,94 (0,73/0,96) U/ml],
VWF:RCo [157 (139/170) %], VWF:CB [112 (98/123) %], VWF:CB/VWF:Ag [1,2
(1,0/1,5)], VWF:RCo/VWF:Ag [1,0 (1,0/1,2)], ADAMTS-13 Aktivitat [66 (59/70) %] und
TMA-Index [1,3 (1,1 /1,8)]. Angegeben sind jeweils Median und (1./3. Quartil). Legt
man als Refernz fur den TMA-Index den in der Literatur angegebene maximalen
VWF:Ag Gehalt von 150 % (Schneppenheim 2000) und den unteren Normbereich
der ADAMTS-13 Aktivitat von 40 % (Mannucci et al. 2001) zugrunde, erhalt man als

oberen Normbereich fiir den TMA-Index einen Wert von 3,75.

Plasma von Patienten mit TTP, welches von der Klinik fir Kinder und Jugend-
heilkunde der Friedrich-Schiller-Universitat Jena zur Verfligung gestellt wurde, diente
zur Evaluierung des pathologischen Referenzbereichs des ADAMTS-13 Assays
(Median aus 22 Messungen 14 (5/16) %).

Interassayvarianz Eine weitere Validierung des Assays erfolgte durch die
Bestimmung von drei Plasmaproben von Patienten mit Verdacht auf TMA, wobei
jeweils die Plasmaproben zeitgleich durch das deutsche Referenzlabor von Professor
Budde, Hamburg und Ubereinstimmend im Labor der Klinik fur Anasthesiologie und
Intensivtherapie der Universitatsklinik Jena bestimmt wurde.

Endogene VWF-Konzentration Es gibt bisher wenige Studien bezlglich
ADAMTS-13 Aktivitatsbestimmungen bei Patienten mit endogen erhdhten VWEF-
Plasmaspiegeln. Zudem ist der Einfluss des endogenen VWF bei der indirekten
Bestimmung der ADAMTS-13 Aktivitat Gber die externe Zugabe von rekombinantem
VWEF bisher nur in einer Studie systematisch untersucht (Studt et al. 2003).
Insbesondere bei stark erhohten VWF:Ag Plasmaspiegeln ist moglicherweise der
Einfluss des endogen vorhandenen VWF nicht vollstdndig auszuschliessen. Zum
Ausschluss falsch niedriger Werten haben wir eine Versuchsreihe mit unterschiedlich
langen Vorinkubationszeiten durchgefuhrt: 0,5h, 2h und 18h. Bei der Analyse von
drei verschiedenen Plasmaproben mit jeweiliger ADAMTS-13 Aktivitat von ca. 20%
und einem VWF:Ag von 4 U/ml zeigten sich lediglich marginale Unterschiede in der
ADAMTS-13 Aktivitat bei unterschiedlich langen Vorinkubationszeiten. Bei Zugabe
von EDTA statt Bariumionen beobachtet man mit zunehmender Inkubationszeit eine
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steigende unspezifische Hydrolyse des VWF. Weiterhin ist nicht untersucht, in wie
weit eine verlangerte Inkubationszeit die ADAMTS-13 Aktivitat vermindert. Daher
haben wir uns an den Literaturangaben orientiert, zumal von Mannucci der Assay
auch bei erhdhten endogenen VWF-Mengen angewandt wurde (Mannucci et al.
2001) und erhéhte VWF-Mengen keinen Einfluss auf den Assay haben sollen (Studt
et al. 2003).

3.6. Statistische Auswertung

Unterschiede zwischen Medianwerten wurden mittels parameterfreien Test-
verfahren auf Signifikanz geprift. Fir den Vergleich zwischen Patientengruppen
sowie zwischen Patienten und Kontrollen wurde der U-Test nach Mann-Whitney und
fur den Vergleich der Daten, die bei den Patienten an den verschiedenen
Beobachtungstagen erhalten wurden, wurde der Rangsummentest nach Wilcoxon
verwendet. Als Signifikanzschwelle wurde ein p-Wert von p < 0,05 eingesetzt. Das
Signifikanzniveau wurde mit Winstat Excel berechnet und die angegebenen
Medianwerte mit zugehoriger Streubreite (1./3. Quartil), sowie die Grafiken anhand
von Origin 7.0 erstellt. Bei Verwendung von Box Blots wurde der Median als Srich
angegeben, das 1./3. Quartil als Boxgrenzen sowie die 10./90. Perzentile als
Whiskers. Bei den Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock wurde
aufgrund der geringen Patientenzahl auf die Angabe der 10./90. Perzentile

verzichtet.
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4. Ergebnisse

4.1. Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock

41.1. Klinische Befunde

Zwischen Nicht-Uberlebenden (n=6) und Uberlebenden (n=5) bestanden
keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf Alter, Geschlecht, ITS-Liegedauer und
die Anzahl der initialen Organversagen. Am Tag der Diagnose der schweren Sepsis
oder des septischen Schocks lagen keine signifikanten Unterschiede im APACHE II-
Score, SAPS Il-Score, initialen ISTH-Score sowie den SOFA-Subscores vor.
Signifikante Unterschiede bestanden in der Behandlung mit unfraktioniertem Heparin
sowie der Dauer der mechanischen Beatmung (Tabelle 6).
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Tabelle 6: Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock (n=11);
Gegentberstellung Verstorbene vs. Uberlebende.

Verstorbene (n=6) Uberlebende (n=5)
Alter (Jahre) 66.5 (51/72) 47.0 (47/59)
weiblich (n) 2 3
Krankheitsschweregrad
Grundkrankheiten (n)
COPD 2 -
Diabetes mellitus 1 1
Malignes Tumorleiden 1 2
Leberzirrhose - -
Herzinsuffizienz 2 1
Chronisches Nierenversagen 2 -
Immunsuppression - -
Scores an Tag 1(Punkte)
APACHE Il 25.0 (21/29) 22.0 (15/22)
SAPS I 47.0 (38/67) 39.0 (36/48)
ISTH-Score 4 (4/5) 4 (4/5)
Anzahl der Organversagen an Tag 1(n) 3(3/4) 4 (3/5)
SOFA Subscores an Tag 1 (Punkte)
Herz-Kreislauf 3.5 (3/4) 4.0 (4/4)
Atmung 3.0 (2/3) 3.0 (2/3)
Niere 1.5 (1/3) 1.0 (1/2)
Gerinnung 1.5(1/2) 2.0 (2/3)
Leber 1.0 (0/2) 1.0 (1/2)
ZNS 1.5 (0/4) 2.0 (0/2)
Infektionsherd (n)
Lunge 5 2
Intraabdominal 2 1
Urogenitaltrakt - 2
andere 1 -
Erreger (n)
Grampositiv 3 1
Gramnegativ 3 2
Pilze 2 1

Behandlung (Prozent der ITS Liegetage)
Katecholamine

Adrenalin 0 (0/10) 0 (0/0)

Noradrenalin 68.2 (48.1/94.1) 40.0 (40.0/47.9)

Dobutamin 90.0 (75.0/100) 40.0 (30.4/73.3)
Low-dose Hydrocortison 35.0 (10/66.7) 26.1 (10.4/40.0)

Rekombinantes Protein C (aktiviert) - -
DVT Prophylaxe

Niedermolekulares Heparin 46.7 (0/73.5) 87.0 (40/91.7)
Unfraktioniertes Heparin 44.1 (17.6/70) F 0 (0/27.3)
Breitspektrum Antibiotika 100 (100/100) 100 (86.7/100)
Nierenersatzverfahren 58.9 (37.5/100) 0 (0/8.3)
Mechanische Beatmung 95.0 (81.3/100) * 60 (40/72.9)
Blut Produkte (Packs / ITS Aufenthalt)
Erythrozytenkonzentrate 7.5 (6/10) 5.0 (3/12)
Humanplasma 13 (4/24) 8 (4/10)
Thrombozytenkonzentrate 2.0 (0/3) 2.0 (2/5)
Chirurgische Interventionen (n)
(Post)trauma - 1
Herz-Kreislauf 1 1
Abdominal 2 3
Hct an Tag 1 (A%/24h) -2.5 (-4/-2) -4.0 (-5/3)
Outcome
ITS Aufenthalt (Tage) 14.5 (11/28) 19.0 (12/27)
Krankenhausaufenthalt (Tage) 14.5 (11/28) 34 (15/44)
Uberleben nach 90 Tagen (n) - 5

Datenangaben in Median (1. / 3. Quartil) oder absolut; £ p < 0.05
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Individuelle demographische, mikrobiologische und klinisch relevante Aspekte

des Patientenkollektives sind im Anhang dargestellt (Anhang, Tabelle 10).

4.1.2. ADAMTS-13, VWF und klinisch-chemische Parameter

In den folgenden Abbildungen (Abbildung 6 bis 8) werden verstorbene
Patienten den Uberlebenden anhand verschiedener Parameter im Tagesverlauf
gegenubergestellt. Dabei werden die ADAMTS-13 Aktivitat, der VWF:Ag und weitere
Klinisch-chemische Parameter der Patienten am Tag 1 und an den letzten vier

intensivpflichtigen Tagen (Tag x-n; x) dargestellt.
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Abbildung 6: Unterschiede zwischen verstorbenen (leere Boxplots) und Uberlebenden
(graue Boxplots) Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock beziglich
VWF:Ag (A), ADAMTS-13 Aktivitat (B), SOFA-Score (C) und TMA-Index (D) (8 Referenz-
bereich von 13 gesunden Probanden - keine Angabe beim SOFA-Score; *p<0.05, **p<0.01;
Tag 1: Tag der Diagnose schwere Sepsis oder septischer Schock; Tag x-3 bis x: Tage vor
Entlassung oder Versterben).

VWF:Ag, ADAMTS-13, SOFA-Score und TMA-Index Die VWF:Ag

Konzentration war am Tag 1, Tag x-n und Tag x signifikant im Vergleich zum
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gesundem Kontrollkollektiv erhoht. Zwischen Nicht-Uberlebenden und Uberlebenden
ergaben sich signifikante Unterschiede am ersten und am viertletzten Studientag
(Abbildung 6 A). Die proteolytische Aktivitdat der ADAMTS-13 war verglichen mit
Plasmaproben gesunder Probanden an allen Tagen signifikant vermindert. Am Tag 1
der Diagnose schwere Sepsis oder septischer Schock zeigten sich keine
Unterschiede zwischen Nicht-Uberlebenden und Uberlebenden sowohl in der
ADAMTS-13 Aktivitat als auch im SOFA-Score (B/C). Es bestanden jedoch
signifikante Unterschiede an den letzten vier Studientagen im SOFA-Score, begleitet
von signifikanten Unterschieden in der ADAMTS-13 Aktivitat (B/C). Anhand der
Verdinnung von Normalplasmapool mit Patientenplasma konnten bei allen
Patienten Autoantikdrper gegen ADAMTS-13 ausgeschlossen werden. Der TMA-
Index als mogliches Mal3 fur das Risiko hinsichtlich der Entwicklung einer
thrombotischen Mikroangiopathie war bei allen Patienten gegeniber Plasma
gesunder Probanden signifikant erhoht (D). Es ergab sich ein signifikanter
Unterschied an den letzten beiden Studientagen zwischen Nicht-Uberlebenden und

Uberlebenden.



Ergebnisse 30

G_A * *
: 5_|:||:| |:|
(o] -
Q
@D 4-
a o
==
3 B
2 . R m—
Tag1 x-3 x-2 x-1 Tagx
B C * *%k k%
600 - - 1204
= < 100
@o a; -
= 490 £ 80 D AAAAA DH
5 g
b s %07 D
[=] E £
o 1= = 40"H H
E 180uma = e . g o
s |l g B_Q_H— < 20-
F = =] - 4
Foo T T 1 0 ==
Tag1 x-3 x-2 x-1 Tagx Tag1 x-3 x-2 x-1 Tagx
D * 125 7™ xx *
20 4 ] — ]
] 35100_
E 164 g2 d H H l;l
D N
= 12 4 % 75‘____@_ I N .. l.B.
= ] |
5 gl D § 50(]
.g 4 I:] == E -
S B i 1 o 25
(a] | o |
0 0

| T | | T
Tag1 x-3 x-2 x-1 Tagx Tag 1I x-3 x-2 ! x-1 [Tagx

Abbildung 7: Vergleich von verstorbenen (leere Boxplots) und Uberlebenden (graue
Boxplots) Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock bezlglich ISTH-Score (A),
Thrombozyten (B), Antithrombin (C), D-Dimere (D) und Prothrombinzeit (E) (schwere DIC:
ISTH-Score > 4; Unterer Normbereich: gestrichelte Linie / oberer Normbereich: durch-
gezogene Linie; *p<0.05, **p<0.01; Tag 1l: Tag der Diagnose schwere Sepsis oder
septischer Schock; Tag x-3 bis x: Tage vor Entlassung oder Versterben).

ISTH-Score und Antithrombin Manche Patienten wiesen an den
Beobachtungstagen einen ISTH-Score >4 auf (schwere DIC), jedoch waren die
Unterschiede zwischen Nicht-Uberlebenden und Uberlebenden nicht so ausgepragt
wie die der verminderten ADAMTS-13 Aktivitdten (Abbildung 7 A). Aufgrund
ausgepragter interindividueller Schwankungen der Thrombozytenzahl waren keine

Unterschiede zwischen Nicht-Uberlebenden und Uberlebenden nachweisbar (B),
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wahrend die Antithrombin Aktivitat an den letzten 3 Studientagen zwischen Nicht-
Uberlebenden und Uberlebenden signifikant unterschiedlich war (C). Bei allen
Patienten lagen die D-Dimer Werte an den Beobachtungstagen uber 2,5 pg/ml (D),
wahrend die Prothrombinzeit weitgehend im Normbereich lag (E).

ProCT, IL-6, CRP und Albumin ProCT (Abbildung 8 A) und vor allem die
IL-6 Serumkonzentrationen (B) waren bei nicht-lUberlebenden Patienten mit
schwerer Sepsis oder septischem Schock signifikant hoher, wéhrend fur das C-
reaktive-Protein (CRP) keine Unterschiede bestanden (C). Weiterhin waren bei den
Uberlebenden die Albumin-Werte an den letzten vier Studientagen signifikant hoher,
was auf eine bessere Leberfunktion bei den Uberlebenden hindeutet (D). Gesamt-

Bilirubin und Kreatinin wiesen keine Unterschiede auf.
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Abbildung 8: Inflammationsparameter und Albumin von verstorbenen (leere Boxplots) und
Uberlebenden (graue Boxplots) Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock.
(*p<0.05, **p<0.01; Tag 1: Tag der Diagnose schwere Sepsis oder septischer Schock; Tag
x-3 bis x: Tage vor Entlassung oder Versterben; Unterer Normbereich: gestrichelte Linie /
oberer Normbereich: durchgezogene Linie).

Vergleich zwischen ADAMTS-13 und IL-6 Aufgrund einer moglichen
Inhibition der ADAMTS-13 Aktivitat durch erhdhte IL-6 Konzentrationen (Crawley et
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al. 2005) verglichen wir die Beobachtungstage mit jeweils maximaler ADAMTS-13
Aktivitat mit den entsprechenden IL-6 Konzentrationen. Wir fanden an den
Beobachtungstagen mit der niedrigsten ADAMTS-13 Aktivitat jeweils die am
starksten pathologisch erhdhten IL-6 Konzentrationen (Abbildung 9).
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ADAMTS13  ADAMTS13
[ 38 (30/44) %] [ 12 (6/20) %]

Abbildung 9: Vergleich zwischen Beobachtungstagen mit jeweils maximaler bzw. minimaler
ADAMTS-13 Aktivitat und assoziierten Interleukin-6 Spiegeln bei Patienten mit schwerer
Sepsis oder septischem Schock (n=11).

VWF:CB und VWF:RCo Die Beobachtung, dass eine verminderte ADAMTS-
13 Aktivitat mit einer offensichtlich hoheren Letalitéat einhergeht, veranlasste uns, die
biologische Funktion der VWF-Multimere bei Patienten mit schwerer Sepsis oder
septischem Schock detailliert zu untersuchen. Insbesondere war von Interesse, ob
sich die verminderte ADAMTS-13 Aktivitdt in einer verdnderten VWF-Funktion
widerspiegelt. Dabei zeigte sich bei alleiniger Darstellung der VWF:CB bei allen
Patienten eine signifikante Erhéhung der Werte an Tag 1, Tag x-n sowie Tag X
gegenuber gesunden Kontrollen. Am letzten Beobachtungstag war eine signifikante
Differenz zwischen nicht-tberlebenden und dberlebenden Patienten nachweisbar
(Abbildung 10 A). Ahnliche Ergebnisse erhielt man bei der Bestimmung der
VWF:RCo: Insgesamt waren die Werte an den oben genannten Zeitpunkten bei den
Patienten signifikant erhoht. Zwischen Nicht-Uberlebenden und Uberlebenden

ergaben sich signifikante Unterschiede an den letzten vier Studientagen (B).
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Abbildung 10: Funktionsparameter des VWF: VWF:.CB (A) und VWF:RCo (B) von
verstorbenen (leere Boxplots) und Uberlebenden (graue Boxplots) Patienten mit schwerer
Sepsis oder septischem Schock (8 Referenzbereich von 13 gesunden Probanden, *p<0.05,
**p<0.01; Tag 1: Tag der Diagnose schwere Sepsis oder septischer Schock; Tag x-3 bis x:
Tage vor Entlassung oder Versterben).

Jedoch ist zu berlcksichtigen, dass bei alleiniger Darstellung der VWF:CB
oder VWF:RCo ein Grossteil der Ergebnisse vom VWF:Ag Gehalt direkt beeinflusst
wird. Zur Minimierung dieses Effektes wird die VWF.CB oder der VWF:RCo
normalisiert, indem die Quotienten zwischen VWF:CB und VWF:Ag oder VWF:RCo
und VWF:Ag berechnet werden. Beim Vergleich dieser Quotienten ergeben sich
keine Unterschiede zwischen den Kontrollen [VWF.CB/VWF:Ag 1,2 (1/1,5)] und
Patienten [VWF.CB/VWF:Ag an Tag x: 0,93 (0,71/1,26)]. Auch die Nicht-
Uberlebenden und Uberlebenden unterschieden sich an den Beobachtungstagen
nicht [VWF:CB/VWF:Ag an Tag x: 0,98 (0,71/1,26) vs. 0,80. (0,72/1,16)].

VWF-Multimeren-Analyse Bei drei Patienten wurde an allen Beobachtungs-
tagen zusatzlich eine VWF-Multimeren-Analyse durchgefiihrt. Anhand der gelelektro-
phoretischen Separation, immunochemischen Visualisierung und densitometrischen
Quantifizierung wurde das Auftreten von ULVWF durch den Vergleich des
Patientenplasmas mit Normalplasmapool untersucht. An Tagen mit einer ADAMTS-
13 Aktivitat um 20 % konnte ULVWF sowohl bei tberlebenden als auch bei nicht-
uberlebenden Patienten nachgewiesen werden. In nachfolgenden Abbildungen 11
bis 13 werden von einem verstorbenen und zwei Uberlebenden Patienten einzelne
ausgewahlte Tage der elektrophoretischen Auftrennung der Multimere gezeigt.
Anhand der Densitometrie wurde der Anteil an HMW-VWF des jeweiligen Patienten

in Prozent vom HMW-VWF des Normalplasmapools berechnet, wobei der physio-
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logische Anteil an HMW-VWF im Normalplasmapool als 100% definiert wurde.
Weiterhin wird der individuelle Tagesverlauf des VWF:Ag Gehalts (ausgefiillte
Kreise) und der ADAMTS-13 Aktivitat (ungefiillte Quadrate) dargestellt.

Bei den verstorbenen Patienten (Fallnummer 1, Anhang, Tabelle 10) liel3 sich
zu Studienbeginn zum Zeitpunkt der Diagnose des septischen Schocks eine deutlich
verminderte ADAMTS-13 Aktivitat (um ca. 10 %) nachweisen, die im Beobachtungs-
verlauf alternierten, jedoch keine Tendenz zum Anstieg erkennen liel3en (Abbildung
11). Nach 35 Tagen verstarb der Patient mit deutlich erniedrigten ADAMTS-13
Werten um 5%. Der alternierende Verlauf der ADAMTS-13 Aktivitat wurde durch die
Gabe von Humanplasma (,Fresh frozen plasma®, FFP), welches routinegemar
aufgrund eines Mangel an plasmatischen Gerinnungsfaktoren oder einer Blutungs-
neigung appliziert wurde, hervorgerufen. Der Zeitpunkt und die Anzahl an
verabreichten Einheiten sind durch Pfeile angedeutet. Durch die Multimerenanalyse
konnten zu Studienbeginn (Tag 2, 3, 4) und an den letzten Tagen (Tag 32, 33, 34)
ULVWF-Multimere nachgewiesen werden. Die Prasenz der ULVWF-Multimere ist
durch einen Rahmen gekennzeichnet und mit einer deutlich verminderten ADAMTS-

13 Aktivitat assoziiert.
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Abbildung 11: VWF-Multimeren-Analyse (1,2 % Agarose) (A) und individueller Tagesverlauf
von ADAMTS-13 (leere Quadrate) und VWF:Ag (schwarze Punkte) (B) bei einem
verstorbenen Patient (Fallnummer 1). Dargestellt werden hier und in den zwei folgenden
Abbildungen ausgewéhlte Patiententage. Der Gehalt an HMW-VWF der Patienten wird mit
dem HMW-VWEF-Anteil des Normalplasmapools (Pool) verglichen, indem letzterer Anteil als
100 % definiert wird. Bei densitometrischem Nachweis von ULVWF ist der jeweilige Anteil
an ULVWF mit einem Kasten umrahmt. Die Pfeile kennzeichnen Zeitpunkt und Menge des
verabreichten Humanplasmas. Der untere Normbereich der ADAMTS-13 Aktivitat wurde als
40 % (gestrichelte Linie) und der obere Normbereich der VWF:Ag Konzentration als 1,5 U/ml

angenommen.



Ergebnisse 36

Im Gegensatz dazu findet sich einem Uberlebenden Patienten (Fallnummer
8, Anhang, Tabelle 10) - ausgehend von einer ADAMTS-13 Aktivitat von ca. 20 % -
ein steter Anstieg auf eine nicht pathologisch Aktivitat am Verlegungstag von tber 40
% (Abbildung 12). Die an Tag eins bis vier nachweisbaren ULVWF-Multimere sind
parallel zu der ansteigenden ADAMTS-13-Aktivitat am Tag der Verlegung nicht mehr

nachweisbar. Der Patient wurde an Tag 11 auf eine Normalstation verlegt.
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Abbildung 12: VWF-Multimerenanalyse (1,2 % Agarose) (A) und individueller Tagesverlauf
von ADAMTS-13 (leere Quadrate) und VWF:Ag (schwarze Punkte) (B) bei einem
Uberlebenden Patient (Fallnummer 8). Der Gehalt an HMW-VWF der Patienten wird mit dem
HMW-VWEF-Anteil des Normalplasmapools (Pool) verglichen, indem letzterer Anteil als
100 % definiert wird. Bei densitometrischem Nachweis von ULVWF ist der jeweilige Anteil
an ULVWF mit einem Kasten umrahmt. Die Pfeile kennzeichnen Zeitpunkt und Menge des
verabreichten Humanplasmas. Der untere Normbereich der ADAMTS-13 Aktivitat wurde als
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40 % (gestrichelte Linie) und der obere Normbereich der VWF:Ag Konzentration als 1,5 U/ml
angenommen.

Ein weiterer Uberlebender Patient (Fallnummer 11, Tabelle 10) zeigte bis zum
Tag 20 durchgehend niedrige Aktivitdten von ca. 10 %, die nach intra- und post-
operativer FFP Applikation auf Werte um 30 % ansteigen (Abbildung 13). Diese
bleiben im weiteren Tagesverlauf erhoht, fallen jedoch am letzten Tag noch einmal
auf 15 %. Auch bei diesem Uberlebenden lieBen sich lediglich zu Beobachtungs-
beginn bei niedriger ADAMTS-13 Aktivitat, also bis zum Tag 20, ULVWF-Multimere
nachweisen, die dann im weiteren Tagesverlauf bis zur Verlegung nicht mehr

nachweisbar waren.
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Abbildung 13: VWF-Multimerenanalyse (1,2 % Agarose) (A) und individueller Tagesverlauf
von ADAMTS-13 (leere Quadrate) und VWF:Ag (schwarze Punkte) (B) bei einem
Uberlebenden Patient (Fallnummer 11). Der Gehalt an HMW-VWF der Patienten wird mit
dem HMW-VWF-Anteil des Normalplasmapools (Pool) verglichen, indem letzterer Anteil als
100 % definiert wird. Bei densitometrischem Nachweis von ULVWF ist der jeweilige Anteil
an ULVWF mit einem Kasten umrahmt. Die Pfeile kennzeichnen Zeitpunkt und Menge des
verabreichten Humanplasmas. Der untere Normbereich der ADAMTS-13 Aktivitat wurde als
40 % (gestrichelte Linie) und der obere Normbereich der VWF:Ag Konzentration als 1,5 U/ml
angenommen.

Bei Betrachtung der Tage mit ULVWF-Nachweis gegeniber Tagen ohne
ULVWE finden wir einen signifikanten Unterschied in der ADAMTS-13 Aktivitat
(Abbildung 14 A). In gleicher Weise finden wir einen Unterschied an diesen Tagen
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sowohl im D-Dimer Level (B) als auch im TMA-Index (37,7 (17,1/62,9) vs. 17,5
(11,8/36,2), p < 0,05).
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Abbildung 14: Vergleich der ADAMTS-13 Aktivitat (A) und der D-Dimere (B) an Tagen mit
und ohne ULVWF-Nachweis bei Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock

(n=11).
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4.2. Patienten mit SIRS nach Herzoperation mit CPB

4.2.1. Klinische Charakterisierung

Bei dieser Patientengruppe (n=22) war die tUberwiegend zugrunde liegende
Ursache fir einen herzchirurgischen Eingriff eine koronare Herzerkrankung. Die
operative Therapie erfolgte durch Anlage eines aortokoronaren Venenbypasses
(ACVB) und/oder linken Mammaria interna Bypasses (LIMA) unter intraoperativer
Verwendung des kardiopulmonalen Bypass (CPB). Zusatzlich wurde die Herz-
funktion bei acht dieser Patienten per Implantation einer intraaortalen Ballonpumpe
(IABP) unterstitzt. Bei acht Patienten wurde eine Operation an der Herzklappe
durchgefiihrt. Aufgrund von negativ geladenen Oberflachenstrukturen kann als
Komplikation des CPB die Gerinnungskaskade aktiviert sowie Uber neutrophile
Granulozyten die Freisetzung von Entziindungsmediatoren stimuliert werden. Im
unmittelbaren postoperativen Tagesverlauf tber einen Beobachtungszeitraum von
funf Tagen erfullten im mittleren Durchschnitt 84 + 8 % der Patienten mindestens

zwei der vier SIRS Kriterien.
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Tabelle 7: Charakteristika der Patienten mit SIRS nach herzchirurgischem Eingriff unter
Verwendung des kardiopulmonalen Bypass (CPB; n=22). Die Definition der akuten
Organdysfunktion erfolgte anhand der Kriterien der deutschen Sepsisgesellschaft (Anhang,
Tabelle 9). Der Euro-Score stellt ein einfaches und objektives Verfahren dar, um die postoperative
Frihmortalitdt bei herzchirurgischen Patienten abzuschatzen (European System for Cardiac
Operative Risk Evaluation, Nashef et al. 1999 Anhang, Tabelle 12). LIMA linker Mammaria interna

Bypass.

Alter (Jahre) 70 (60/75)
weiblich (n) 6
Komorbiditat (n)
COPD 3
Diabetes mellitus II 11
Chronisches Nierenversagen 4
EURO-Score (Punkte) 9 (6/11)
Ejektionsfraktion (%) 45 (30/65)
Chirurgische Interventionen
Aortokoronarer Venenbypass (ACVB) (n) 18
Notfalle 4
Intraaortale Ballonpumpe 8
Zusatzlicher LIMA Bypass 11
Zusétzliche Herzklappenoperation 5
Zusétzliche Herzwandaneurysmaoperation 2
Anzahl der Gefasstransplantate 3(2/4)
Klappenoperation (n) 3
Linksherz-Unterstutzungssystem (n) 1
OP Zeit (min) 242 (210/291)
Bypasszeit (min) 135 (112/156)
Klemmzeit (min) 66 (41/88)
Reperfusionszeit (min) 38 (32/60)

Hamatokrit von préoperativ zu Tag 1 (A%/24h)
Postoperativer Tag 1
Scores (Punkte)

-0.14 (-0.16/-0.12)

APACHE Il 24 (120/29)
SAPS I 32 (26/49)
ISTH-Score 2 (2/2)
SOFA-Subscores
Herz-Kreislauf 4 (3/4)
Atmung 1(1/2)
Niere 1(1/2)
Gerinnung 0 (0/1)
Leber 0 (0/1)
ZNS 4 (414)
Multiorgandysfunktion (n) 20
Individuell erfillte Kriterien (n)
Metabolische Azidose 14
Renale Dysfunktion 3
Arterielle Hypoxamie 5
Arterielle Hypotension 10
Thrombozytopenie 10
Postoperativer Tag 2 bis 5
Patienten mit septischem Schock (n) 2
Patienten mit Multiorganversagen (n) 2
Grampositiver Infektionsherd in der Lunge (n) 2
Behandlung
Blut Produkte (Packs / 5 postoperative Tage)
Erythrozytenkonzentrate 63
Humanplasma 55
Thrombozytenkonzentrate 26
Outcome
ITS Aufenthalt (Tage) 9 (6/12)
Krankenhausaufenthalt (Tage) 18 (12/23)
Uberleben nach 90 Tagen (n) 18

Datenangaben in Median (1. / 3. Quartil)
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Individuelle demographische und Kklinisch relevante Aspekte dieser 22

Patienten sind im Anhang dargestellt (Anhang, Tabelle 11).
4.2.2. ADAMTS-13, VWF und klinisch-chemische Parameter

In den folgenden Abbildungen werden die ADAMTS-13 Aktivitat, der VWF:Ag
und weitere Klinisch-chemische Parameter der Patienten an finf postoperativen
Tagen dargestellt (Tag 1 bis 5, Abbildung 15 bis 16).

VWF:Ag, ADAMTS-13, TMA-Index und SOFA-Score
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Abbildung 15: Postoperativer Verlauf tUber funf Tage bei Patienten mit SIRS nach CPB
(n=22): ADAMTS-13 Aktivitat (A), VWF:Ag (B), TMA-Index (C) und SOFA-Score (D) im
Vergleich zu gesunden Kontrollen (8) - keine Angabe des SOFA-Scores bei gesunden
Kontrollen. Signifikante Unterschiede traten bei diesen Parametern an allen 5 post-
operativen Tagen im Vergleich zu gesunden Kontrollen auf (*** p < 0,001).

Die ADAMTS-13 Aktivitat ist bereits am ersten postoperativen Tag signifikant
gegenuber gesunden Kontrollen vermindert. Am funften postoperativen Tag kommt
es zu einem moderaten Anstieg sowie zur Zunahme der Amplitude der ADAMTS-13
Aktivitat, nachdem die Aktivitat zuvor im Median regelhaft unter 40% lag (Abbildung
15 A). Die VWF:Ag Konzentration steigt innerhalb der ersten finf postoperativen
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Tage als Ausdruck einer verzégerten Akutphase-Reaktion kontinuierlich an (B),
wodurch der TMA-Index am Tag vier das Maximum erreicht und anschlieRend abfallt
(C). Der SOFA-Score erreicht ein Maximum an Tag drei (D).

ISTH-Score, Antithrombin, ProCT, CRP, IL-6 und Albumin Zur weiteren
Charakterisierung der Patienten sind in (Abbildung 16) hamostaseologische und
inflammatorische Parameter dargestellt. Im Gegensatz zu den Patienten mit
schwerer Sepsis oder septischem Schock lag der ISTH-Score im Median bei 3
Punkten (A). Somit lag bei den Patienten mit SIRS nach CPB keine schwere DIC
vor, jedoch war die Anzahl der Thrombozyten erniedrigt (B). Die D-Dimer Werte
lagen Uber den gesamten Zeitraum deutlich tber 2,5 pg/ml (C), wahrend die
Prothrombinzeit unverandert im Normalbereich lag (D). Der ProCT Wert erreichte
durchschnittlich stark erhohte Werte um ca. 60 ng/ml, die im Tagesverlauf
tendenziell abfielen (E). Die medianen Interleukin-6 Werte schwankten zwischen 200
und 400 pg/ml (F). Der CRP Spiegel verdoppelte sich von Tag 1 zu Tag 2. (G). Die
Kreatinin Werte lagen Uberwiegend im pathologischen Bereich (H). Das Gesamt-
Bilirubin war mit Ausnahme von 2 Patienten (Fallnummer 2 und 6) Gberwiegend im
Normbereich. Antithrombin, Fibrinogen und Albumin wurde bei diesen Patienten

nicht bestimmt.
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Abbildung 16: Hamostaseologische und inflammatorische Parameter bei Patienten mit SIRS
nach CPB (n=22; schwere DIC: ISTH-Score > 4; Unterer Normbereich: gestrichelte Linie /
oberer Normbereich: durchgezogene Linie; * p<0.05 zu Tag 1, ANOVA).
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Organversagen, SIRS und ADAMTS-13 Aktivitat Das Ausmass des
Organversagens und SIRS wurde anhand von SOFA-Score, ProCT-Werten und
Interleukin-6 analysiert und mit den Werten der ADAMTS-13 Aktivitdt, dem TMA-
Index und der Thrombozytenanzahl assoziiert.

Betrachtet man Patiententage mit maximalem SOFA-Score [12 (11/14)
Punkte], sowie mit minimalem SOFA-Score [9 (5/10) Punkte] und der assoziierten
ADAMTS-13 Aktivitat, stellt man einen signifikanten Unterschied in der ADAMTS-13
Aktivitat fest (Abbildung 17 A), jedoch nicht beim TMA-Index [8,5 (6,1/11,0) vs.
7.3 (5,3/8,8)], der Thrombozytenanzahl [105 (89/162) vs. 120 (107/159) 10%I1] und
ProCT [8,8 (3,7/23) vs. 4,8 (3,4/12) ng/ml].

Betrachtet man in gleicher Weise die Tage mit maximalen ProCT Werten
[11,3 (4,8/32,1) vs. 4,2 (2,1/8,3) ng/ml], so stellt man wiederum lediglich bei der
ADAMTS-13 Aktivitat einen signifikanten Unterschied fest (B), hingegen keinen bei
der Thrombozytenzahl [130 (90/162) vs. 115 (92/148) 10°%1], dem SOFA-Score
[11 (9/13) vs. 10 (6/11) Punkte] und TMA-Index [7,8 (5,6/11,0) vs. 7,3 (5,3/12,0)].

_70] p < 0,05 — 70 5 p <0,05
2, 604 2. 60
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Lad T g 404
Z 30] T X 304 -
2 20]——= < 201
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Abbildung 17: (A) ADAMTS-13 Aktivitat bei Patienten mit SIRS nach CPB an Tagen mit
maximalem SOFA-Score im Vergleich zu Tagen mit minimalem SOFA-Score (n=21); (B)
analoge Darstellung der ADAMTS-13 Aktivitat an Tagen mit maximalen und minimalen
ProCT Werten.

An Tagen mit maximalen Interleukin-6 Spiegeln [376 (305/764) pg/ml] ist im
Gegensatz zu den Tagen mit minimalen Interleukin-6 Spiegeln [238 (128/277) pg/ml]
die assoziierte ADAMTS-13 Aktivitaten tendenziell niedriger [30 (28/37) vs. 37
(28/47) %]. Der TMA-Index [7,0 (4,7/9,0) vs. 6,7 (4,6/8,9)], die Thrombozytenzahl
[123 (95/165) vs. 122 (83/148) 10%/] sowie der SOFA-Score [11(10/13) vs. 10 (5/12)]

unterschieden sich nicht an diesen Tagen.
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Bei Aufarbeitung der hamodynamischen Parameter, wie Katecholamin-
applikation, Pulmonalarterienverschlussdruck (Wedge-Druck), zentralvendser Druck,
mittlerer arterieller Blutdruck, Cardiac Index, totaler systemischer Gefasswiderstand
und LungengefalBwiderstand ergeben sich keine Zusammenhdnge mit
inflammatorischen sowie hdmostaseologischen Parametern.

Bei der Auswertung der Thrombozytenzahlen wurden alle Tage mit dem
maximalen und minimalen Thrombozytenwert innerhalb des Beobachtungszeitraums
und der assoziierten ADAMTS-13 Aktivitdt untersucht, wobei lediglich Tage ein-
bezogen wurden, an denen am Vortag weder FFP noch Thrombozytenkonzentrate
appliziert wurden (n=12). Dabei traten sowohl bei der ADAMTS-13 Aktivitat, dem
TMA-Index, dem SOFA-Score als auch bei den ProCT-Werten keine signifikanten
Unterschiede auf. (ADAMTS-13 [34 (28/37) vs. 32 (29/42) %)]; TMA-Index
[6,6 (5,2/8,2) vs. 8,0 (5,6/13,3)]; SOFA-Score [10 (9/12) vs. 10 (9/12) Punkte]; ProCT
[10,3 (4,4/15,7) vs. 6,4 (2,1/10,4) ng/ml]).

Betrachtet man jedoch die relative Veranderung der Thrombozytenzahl
innerhalb von 24 Stunden, findet man bei einem Thrombozytenabfall > 30 % zum
Folgetag am Vortag eine signifikant niedrigere ADAMTS-13 Aktivitat im Vergleich zu
Tagen mit einem Anstieg der Thrombozytenzahl am Folgetag (Abbildung 18 A).
Dieser Unterschied zeigt sich ebenfalls beim TMA-Index mit einem signifikant

erhohten TMA-Index an Tagen mit einem Thrombozytenabfall > 30 % zum Folgetag

(B).
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Abbildung 18: (A) ADAMTS-13 Aktivitat bei 12 Patienten mit SIRS nach CPB in
Abhangigkeit eines Anstiegs der Thrombozytenzahl oder Abfalls < 30 % vs. Thrombozyten-
abfalls > 30 % innerhalb von 24 Stunden; (B) TMA-Index an analogen Tagen.

VWF:CB und VWF:RCo Aufgrund der erniedrigten ADAMTS-13 Aktivitat bei
Patienten nach herzchirurgischem Eingriff unter Verwendung der Herz-
Lungenmaschine haben wir die Auswirkungen auf die Spaltung des VWF untersucht,
indem wir die VWF:CB und der VWF:RCo gemessen haben. Dabei zeigte sich eine
signifikant erhohte VWF:CB (Abbildung 19 A), sowie VWF:RCo Aktivitdt (B) des

VWEF im Vergleich zu gesunden Probanden.
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Abbildung 19: Darstellung der VWF:CB und VWF:RCo bei Patienten mit SIRS nach CPB
Uber funf postoperative Tage (n=22) und gesunden Kontrollen (§; n=13). Signifikante
Unterschiede traten bei diesen Parametern, welche die Affinitéat des VWF zu Kollagen bzw.
Thrombozyten widerspiegeln, an allen 5 postoperativen Tagen im Vergleich zu gesunden
Kontrollen auf (*** p < 0,001).

VWFE-Multimeren-Analyse Unter Berlcksichtigung der VWF-Gesamt-
konzentration durch Bildung des Verhdaltnisses aus VWF:CB/VWF:Ag und
VWF:RCo/VWF:Ag unterschieden sich die Werte nicht von den Kontrollen [Tag 1:
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1.1 (0.8/1.5) und 1.1 (0.9/1.3)]. Daher haben wir bei vier Patienten, die an
mindestens einem postoperativen Tag eine ADAMTS-13 Aktivitdt unter 20%
aufwiesen, die VWF-Multimere untersucht (Fallnummer 2, 5, 9, 16). Dabei finden wir
bei drei Patienten an mindestens drei Tagen ULVWF-Multimere (Fallnummer 5, 9,
16).

Beispielhaft haben wir eine 73 jahrige Patientin mit akutem anterolateralem
Myokardinfarkt aufgefuhrt, bei der angiographisch eine koronare Dreigefal3-
erkrankung nachgewiesen wurde (Fallnummer 9). Nach erfolgloser perkutaner
transluminaler koronarer Angioplastie (PTCA) wurde unter Notfallbedingungen ein
aorto-koronarer Venenbypass angelegt und eine intraaortale Ballonpumpe
implantiert. Anhand der densitometrischen Auswertung wurden ULVWF-Multimere
nachgewiesen und der Anteil an HMW-VWF dieser Patientin in Prozent vom HMW-
VWF des Normalplasmapools berechnet, wobei der physiologische Anteil an HMW-
VWEF im Pool als 100% definiert wurde (Abbildung 20).
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Abbildung 20: VWF-Multimerenanalyse (1,2 % Agarose) (A) und individueller Tagesverlauf
von ADAMTS-13 (leere Quadrate) und VWF:Ag (schwarze Punkte) (B) bei einer Patientin
nach operativer Revaskularistion bei Zustand nach Myokardinfarkt (Fallnummer 9).
Dargestellt sind flinf post-operative Patiententage. Der Gehalt an HMW-VWF der Patienten
wurde mit dem HMW-VWEF-Anteil des Normalplasmapools (Pool) verglichen, indem letzterer
Anteil als 100 % definiert wurde. Bei densitometrischem Nachweis von ULVWF wurde in der
Abbildung der jeweilige Anteil an ULVWF von einem Kasten umrahmt. Der untere
Normbereich der ADAMTS-13 Aktivitat wurde als 40 % (gestrichelte Linie) und der obere
Normbereich der VWF:Ag Konzentration als 1,5 U/ml angenommen.
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5. Diskussion

Eine endotheliale Dysfunktion, verursacht durch die unkontrollierte
Freisetzung von Entzindungs- und Gerinnungsmediatoren, wird gemeinsam mit der
DIC als eine der wesentlichen Ursachen fur das (Multi)organversagen bei Sepsis
angesehen (Gando 2001). Sowohl durch die Endothellasion als auch durch die
systemische Entziindungsreaktion kommt es zur massiven Freisetzung von VWF
(Kayal et al. 1998). Fur das Ausmal} der thrombogenen Wirkung des VWF ist seine
Affinitat zu Kollagen und zu Thrombozyten entscheidend (Sadler 2002a). Daher stellt
sich die Frage, ob es neben der Konzentrationserhdhung des VWF auch zu einer
Veranderung der thrombophilen Eigenschaften beispielsweise verursacht durch eine
veranderte ADAMTS-13 Aktivitdt bei Patienten mit systemischen Entziindungs-
reaktionen kommt. Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock und
Patienten mit SIRS nach CPB zeigten jeweils unterschiedliche Schweregrade der
systemischen Entzindungsreaktion, ersichtlich an den unterschiedlichen SOFA-
Scores und den Plasmakonzentrationen inflammations-assoziierter Marker.
Entsprechend einer gesteigerten generalisierten Entzindung zeigte sich bei den
Patienten eine unterschiedlich stark erniedrigte ADAMTS-13 Aktivitat bei gleichzeitig
bis zu zehnfach erhéhtem VWF:Ag und veranderter VWF-Funktionalitat.

5.1. ADAMTS-13: Stand der Forschung

Aufgrund der Heterogenitat der einzelnen ADAMTS-13 Bestimmungs-
methoden ist fir den Normbereich der ADAMTS-13 Aktivitat bisher keine allgemein
akzeptierte Grenze definiert. Die Angabe des Normbereichs schwankt zwischen den
einzelnen Methoden erheblich (Tarr et al. 2002). Bei dem von uns angewandten
Assay liegt der Normbereich basierend auf der Messung von 177 gesunden
Kontrollen zwischen 40 % und 170 % (Mannucci et al. 2001). In der Regel wird
dieser Assay angewendet, um anhand eines Cut-Offs von 40% eine milde Form der
TMA zu definieren. In Kenntnis der Vielzahl unterschiedlicher Assays wird deutlich,
dass es ein zuklnftiges Ziel sein muss, einen Kklinisch anwendbaren und

standardisierten Assay zu etablieren.

In Zusammenarbeit mit dem Referenzlabor von Prof. Budde in Hamburg

wurde zur Validierung unseres ADAMTS-13 Assays ein Blindversuch mit drei
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Plasmaproben durchgefuhrt. Dabei lag die Interassayvarianz bei 25 % und bei der
internen sechsmaligen Messung von gleichen Proben bei 16 %. Fur die Validitat der
Methode spricht, dass wir an Tagen mit verminderter ADAMTS-13 Aktivitat (< 30 %)
ULVWF-Multimere mittels Gelektrophorese nachwiesen. Die Gabe von FFP
korrespondierte mit einem jeweils deutlichen Anstieg der ADAMTS-13 Aktivitat bei
gleichzeitiger Verminderung bis zum vollstandigen Verschwinden der ULVWEF-
Multimere.

Neben einer TMA wurden bisher die in der Tabelle 8 zusammengefassten
Krankheiten bezlglich der ADAMTS-13 Aktivitat und des VWF:Ag Gehalts
untersucht. Die Werte sind in Form des TMA-Index ausgedruckt und auf Basis der in
der Publikation angegebenen Mittelwerte + Standardabweichung berechnet. Dabei
muss beachtet werden, dass im Gegensatz zur tageweisen Berechnung in unserer
Studie der Quotient in der Tabelle 8 direkt aus den Extrema von ADAMTS-13 und
VWEF:Ag berechnet wurde.

Tabelle 8: TMA-Indices ausgewahlter Krankheitsentitaten. Die Angaben basieren auf den

Extrema der angegebenen Standardabweichungen. *In der Studie von Lattuada wurden
jedoch die angegebenen Quartile zur Berechnung verwendet.

Literatur TMA-Index Diagnose TMA-Index der
der Patienten Kontrollen
Mannucci et al. 2003 0.8-43 Systemischer Lupus erythematosus 05-19
0.8-53 Systemische Sklerose 06-24
Tsai HM 2002 0.5-4.9 Nabelschnurblut n.d.
Reiter et al. 2003 42-61 1 h nach DDAVP Infusion 0.5-0.9
*Lattuada et al. 2003: 5.0-35.2* HELLP-Syndrom 0.3-3.9*
Mannucci et al. 2001 04-114 Neugeborene 0.3-4.3
0.7-16.7 4 Tage nach Bauchoperation 0.3-4.3
0.5-33.6 Chronische Niereninsuffizienz 0.3-4.3
21-40.7 Akute Infektion 0.3-43
1.6-293.3 Leberzirrhose 03-43

Bei unseren Patienten mit SIRS nach CPB lag der hochste TMA-Index bei 22.

Im mittleren Durchschnitt lag der mediane TMA-Index Uber alle Tage bei 8 + 2.
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Dieser erhohte TMA-Index kommt durch eine ca. dreifach erhdhte VWF:Ag
Konzentration und ca. zweifach verminderte ADAMTS-13 Aktivitdt gegenuber
gesunden Kontrollen zustande. Bei drei von vier untersuchten Patienten, die
innerhalb des Beobachtungszeitraums an mindestens einem Tag einen TMA-Index
> 15 hatten, traten ULVWF-Multimere auf. Die Bedeutung der TMA-Indices zeigt sich
darin, dass an Tagen mit erhdhten TMA-Indices ein Thrombozytenabfall am
Folgetag beobachtet wird. Einzeln betrachtet lag die Aktivitat der ADAMTS-13 an
den postoperativen Tagen eins bis vier Uberwiegend unterhalb von 40 %. Erst am
funften postoperativen Tag lag der Median der ADAMTS-13 Aktivitat mit 40
(30/51) % im unteren Normbereich. Die ADAMTS-13 Aktivitat lag bei 5 Patienten
innerhalb des Beobachtungszeitraumes mindestens einmal unter 20 %, jedoch nie
unter 10%. Zum Vergleich sei hier auf Patienten nach abdominalchirurgischem
Eingriff (n=24; Cholezystektomie, Kolektomie und Gastrektomie) verwiesen:
Mannucci berichtet Uber einen Abfall von 83 £ 27 % auf 58 + 27 % der ADAMTS-13
Aktivitat pra-operativ gegenuber dem vierten post-operativen Tag (Mannucci et al.
2001).

Die bei Patienten mit schwerer Sepsis und septischem Schock gefundenen
ADAMTS-13 Aktivitaten sind die niedrigsten, die bisher in der Literatur aufl3erhalb
einer TTP beschrieben wurden. Bei den septischen Patienten lag der Wert der
ADAMTS-13 Aktivitat an vier von insgesamt 133 gemessenen Patiententagen nahe
dem Detektionslimit des Assays von 5 %. Zusatzlich hatten vier Patienten an
mindestens einem Studientag eine ADAMTS-13 Aktivitat unter 10 %. Alle elf
Patienten hatten an mindestens einem Studientag eine ADAMTS-13 Aktivitat unter
30 %. Bemerkenswert ist weiterhin der Unterschied in der ADAMTS-13 Aktivitat
zwischen Nicht-Uberlebenden und Uberlebenden an den 4 letzten Tagen auf der
ITS. Die Veranderungen in den ADAMTS-13 Aktivitdten waren im Tagesverlauf
sowohl mit dem Auftreten von ULVWF-Multimeren, erhohten IL-6 Spiegeln als auch
mit einem hoheren SOFA-Score assoziiert. Das Auftreten von ULVWF- Multimeren
spiegelte sich weiterhin in erhéhten D-Dimer Werten als Surrogatmarker fur eine
verstarkte Thrombinaktivitat wider. Zusatzlich zu den erniedrigten ADAMTS-13
Werten muss man den erhohten Substratgehalt in Form der VWF:Ag Konzentration
berucksichtigen. Betrachtet man alle Patiententage der Verstorbenen (n=69) im
Vergleich zu jenen der Uberlebenden (n=64), an denen der VWF:Ag Gehalt

bestimmt wurde, lag der Medianwert des VWF:Ag Gehalt bei den Verstorbenen ca.
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doppelt so hoch [6,0 (4,4/8,0) vs. 3,6 (3,0/4,3) U/ml]. Der TMA-Index ist bei den
septischen Patienten deutlich héher als bei den Patienten mit SIRS. Der maximale
TMA-Index lag bei 148 bei nicht-Uberlebenden Patienten und bei 68 bei den
Uberlebenden Patienten. Diese TMA-Indices sind im Vergleich zu bisher
gemessenen ADAMTS-13 Aktivitaten und VWF:Ag Konzentrationen starker erhoht
(Tabelle 8).

Das Ungleichgewicht an ADAMTS-13 und VWF-Substrat kdnnte Ursache fur
das Auftreten von ULVWF-Multimeren sein. In unserer klinischen Studie konnten
solche ULVWF-Multimere erstmals aullerhalb einer diagnostizierten TTP
nachgewiesen werden. Der Unterschied zwischen dem dargestellten Nicht-
Uberlebendem und Uberlebenden besteht darin, dass bei dem Nicht-Uberlebendem
an den letzten 3 Tagen auf der ITS ULVWF-Multimere vorlagen, hingegen bei den
beiden Uberlebenden an den letzten vier Tagen auf der ITS keine ULVWF-Multimere
nachgewiesen werden konnen. Dieses Phanomen konnte durch die bei den Nicht-
Uberlebenden niedrigere ADAMTS-13 Aktivitat oder den héheren TMA-Index erklart
werden. An Tagen mit vs. ohne ULVWF-Multimere fanden wir signifikante Unter-
schiede in der medianen ADAMTS-13 Aktivitat von 12,3 vs. 23,7 %, den TMA-

Indices von 36,2 vs. 17,5 und den D-Dimer Konzentrationen von 7,5 vs. 4,6 pg/ml.

Die Uber ULVWF-Multimere vermittelte Thrombozytenaggregation spielt eine
potentielle Rolle bei der Entstehung eines Organversagens im Rahmen von
systemischen Inflammationsreaktionen. Thrombozytenreiche Mikrothromben konnen
die Verminderung der Gewebeperfusion, die ohnehin durch die verstarkte Fibrin-
generierung reduziert ist, aggravieren. Aufgrund der multifaktoriellen Aktivierung von
Reaktionskaskaden im Rahmen einer systemischen Inflammation konnen
moglicherweise bereits ADAMTS-13 Aktivitaten von ca. 30 % oder TMA-Indices von
>15 dazu fuhren, dass bei Patienten mit systemischer Inflammationsreaktion
ULVWF-Multimere auftreten. Dies steht jedoch im Gegensatz zu der aktuell
vertretenen Meinung, dass erst bei einer ADAMTS-13 Aktivitat <10 % ULVWF mit
paralleler Generierung thrombozytenreicher Thromben auftreten (Barbot et al. 2001,
Tsai 2002). Eine aktuelle Studie an gesunden Probanden (n=15, 2815 Jahre) zeigt
jedoch, dass bereits durch Infusion von 2 ng/kg Endotoxin ULVWF-Multimere bei
gleichzeitigem ADAMTS-13 Aktivitatsabfall von 120 % auf 77 % auftreten (Reiter et
al. 2005). Zur weitergehenden Untersuchung dieser Fragestellung wird zurzeit in

Folgestudien u.a. die Mikrozirkulation in verschiedenen Geweben mittels immun-
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histochemischer Darstellung im Sepsismodell des Schweins an der Klinik flr

Anasthesiologie und Intensivtherapie untersucht.

Als semiquantitativer Nachweis der HMW-VWF-Multimere dient die VWF:CB
oder VWF:RCo Aktivitat, indem die Affinitat des VWF zum Kollagen oder zu den
Thrombozyten bestimmt wird. Der Vorteil der VWF:CB gegenuber der VWF:RCo
Bestimmung liegt darin, dass dieser die hochmolekularen Multimere spezifischer
erfasst (Schneppenheim und Budde 2005). Jedoch liegt der entscheidende Vortell
der VWF-Multimerendarstellung im direkten visuellen Nachweis von ULVWF und der
geringen VWF-Ausgangskonzentration, wobei 0,01 U/ml VWF:Ag fur eine Analyse
ausreichend ist. Die Ratio aus VWF:CB/VWF:Ag oder VWF:RCo/VWF:Ag wird als
indirekter HMW-VWF Nachweis bei von Willebrand-Syndrom (Typ Il) eingesetzt
(Budde et al. 2004). Unter physiologischen Bedingungen erwartet man ein
rechnerisches Verhaltnis von annahernd eins. Hingegen treten bei der TTP durch die
gesteigerte  thrombogene  Affinitdt des VWF VWF:CB/VWF:Ag- oder
VWF:RCo/VWF:Ag-Werte von > 2,0 auf. Eine mogliche Ursache, warum die Bildung
einer Ratio bei septischen Patienten nicht geeignet erscheint, liegt darin, dass im
Gegensatz zur TTP bei Sepsis der VWF:Ag stark erhoht ist. Somit steigen beide
Parameter der Ratio an und eine Aussage zur thrombogenen Aktivitat des VWF
mittels Ratio ist lediglich eingeschrankt moglich. Alternativ kann mdglicherweise der
TMA-Index, der das Missverhaltniss des Steady-State von Substrat und Enzym
wiedergibt, als funktioneller Parameter zur Beschreibung der durch ULVWEF-
Multimere hervorgerufenen spontanen, unkontrollierten Thrombozytenaggregation

eingesetzt werden.

Zur Bewaltigung dieser Problematik konnte in Kooperation mit Prof. Popp
(Institut fur physikalische Chemie der FSU Jena) auf Basis der UV-Resonanz Raman
Spektroskopie und einer hierarchischen Clusteranalyse ein Verfahren entwickelt
werden, mit welchem Patienten mit thrombotischer Mikroangiopathie (ADAMTS-13
Aktivitat < 20 %) sich von gesunden Probanden unterscheiden lassen (Harz et al.
unveroffentlicht). Zu diesem Zweck wurden Kryoprazipitate aus dem Plasma von 16
Patienten und 18 gesunden Kontrollen prapariert und die resolubilisierten Prazipitate
auf Quarztrager manuell gespottet. Uber 2 bis 4 Minuten wurde die Resonanz-
energie (1 mW) nach Anregung mit Frequenz-verdoppeltem Argonlaser (244 nm)
registriert.  Signifikante Intensitatsverdnderungen zweier Banden (1615cm™,

1650 cm™") erlauben beim derzeitigen Stand der Untersuchungen eine hinreichende



Diskussion 55

Diskriminierung zwischen gesunden Kontrollen und TMA-Patienten, was im
Vergleich zu konventionellen Methoden eine Zeitersparnis fur eine sichere TMA-
Diagnose bedeuten wirde. Praklinische Evaluierungsstudien befinden sich in
Vorbereitung.

Gegenwartig wird die TTP anhand der Kardinalsymptome hamolytische
Anamie und Thrombozytopenie diagnostiziert und bei nachgewiesenem ADAMTS-13
Mangel mit FFP therapiert (George und Vesely 2001). Zur Untersuchung der
Wirkung einer Plasmapherese bei septischen Patienten wurde eine Studie mit 106
intensivpflichtigen Patienten durchgefihrt (Busund et al. 2002). Ein septischer
Schock wurde in 57 % der Falle der Plasmapherese-Gruppe (n=54) und in 54 % der
Falle der Kontrollgruppe (n=52) diagnostiziert. Die 28-Tage-Mortalitat der Patienten
in der Plasmapherese-Gruppe lag bei 33 % und in der Kontroligruppe bei 54 %.
Dabei sind in der Plasmapherese-Gruppe 33 % der Patienten am Multiorgan-
versagen verstorben, hingegen in der Kontrollgruppe 46 % der Patienten. Weitere
Todesursachen waren Herzkreislaufversagen (39 % vs. 36 %) und ARDS (11 % vs.
14 %) (Busund et al. 2002). Dadurch wird ein potentieller Zusammenhang in Bezug
auf die erfolgreiche Anwendung von Plasmapherese / Plasmaaustausch bei Sepsis-
assoziierter Mikroangiopathie im Vergleich zur Anwendung bei TTP aufgeworfen und
der mogliche Zusammenhang zwischen beiden Krankheitsentitaten unterstrichen
(Carcillo und Kellum 2002).

5.2. Verminderte ADAMTS-13 Aktivitat

Magliche Ursachen flur die verminderte ADAMTS-13 Aktivitat kbnnen sein:

() Polymorphismen Bei der Genexpression der Protease kommen
Mutationen als Ursache einer hereditaren TTP oder eines hamolytisch uramischen
Syndroms aufgrund der Anamnese als Ausschlusskriterium nicht in Frage.

(I ADAMTS-13 Pro-Peptid Synthese Aufgrund der beschriebenen Leber-
dysfunktion bei kritisch kranken Patienten (Jaeschke et al. 2000) kommt eine
verminderte Synthese des Pro-Peptids der ADAMTS-13 in Frage. Bei Antithrombin
und Albumin als Surrogat-Marker fir die Lebersyntheseleistung zeigten sich an den
letzten drei Tagen signifikante Unterschiede zwischen Uberlebenden und nicht-
uberlebenden Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock. Dies deutet

auf eine schlechtere Leberfunktion bei Verstorbenen hin. Durch gezielte Analyse der
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bei der Expression in Leberzellen involvierten Transkriptionsfaktoren oder
Promotoren kénnen in Zukunft weitere Ergebnisse Uber das komplex regulierte
Netzwerk unter pro-inflammatorischen Bedingungen gewonnen werden. Erste
Ergebnisse einer weiterfuhrenden Studie zeigten keine Veranderung der ADAMTS-
13 mRNA Konzentration in parenchymalen Leberzellkulturen (Hep3B) nach
inflammatorischer Stimulation mit Endotoxin und pro-inflammatorischen Mediatoren
(Claus et al. 2005). Ebenso zeigt eine Analyse der Bindestellen fur Transkriptions-
faktoren in der vermuteten Promoterregion der ADAMTS-13 deutliche strukturelle

Ahnlichkeiten mit der Architektur eines eher marginal regulierten Gens auf.

(Il Einfluss des Pro-Peptids Kurzlich wurde der Sekretionsmechanismus
der ADAMTS-13 an transient transfizierten Zellen aufgeklart. Nach Synthese des
Pro-Peptids und extensiver Glykolysierung ist der limitierende Schritt bei der
Sekretion die Faltung des Pro-Peptids im endoplasmatischen Retikulum (Majerus et
al. 2003). Diese Faltung konnte entweder durch bisher nicht naher identifizierte
endogene Chaperone initiiert (Loechel et al. 1999) oder durch einen ‘cysteine-switch’
Mechanismus inhibiert werden (Rodriguez-Manzaneque et al. 2002). Der ADAMTS-
13 Pro-Peptidanteil scheint jedoch fir die Faltung und Sekretion der ADAMTS-13
nicht relevant zu sein. Sowohl das Pro-Peptid als auch die reife ADAMTS-13 sollen
unter in-vitro Bedingungen vergleichbare Eigenschaften und Funktionen hinsichtlich
der Wirkung auf den VWF besitzen (Majerus et al. 2003).

(IV) Plasmaaktivitat der ADAMTS-13 Infolge einer gestorten Co-Lokalisation
des Enzym/Substrat Komplexes konnte eine effiziente Wirkung der ADAMTS-13
verhindert werden. Uber die mit CD36 (Thrombospondinrezeptor) interagierende
Thrombospondin-1-like Doméane koénnte die ADAMTS-13 an der Endothelzell-
oberflache in unmittelbarer Nahe der VWF-Sekretion verankert werden (Dong et al.
2003). Padilla beschreibt eine Verankerung der VWF-Multimere Uber P-Selectin
(CD62P), das ebenfalls an der Endothelzelloberflache lokalisiert ist und flr eine
adaquate Co-Lokalisation von dem im Plasma zirkulierenden Enzym und seinem
Substrat essentiell sein konnte (Padilla et al. 2004). P-Selektin, das vergleichbar mit
VWEF in den Weibel-Palade-Vesikeln von Endothelzellen gespeichert wird, verankert
sich nach Zellstimulation an der Endothelzelloberflache und spielt bei der Adhasion
der Leukozyten eine wesentliche Rolle (Bernardo et al. 2005). Durch Endotoxin-
abhangige Zellstimulation wird P-Selektin Uber einen transkriptionsabhangigen

Mechanismus vermehrt exprimiert (Eppihimer und Schaub 2001), wobei sowohl bei
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der Sepsis als auch bei der TTP das I6sliche P-Selektin in erhdhter Konzentration im
Plasma vorliegt (Fijnheer et al. 1997). Andererseits treten bei der Sepsis und im
septischen Schock Antikorper gegen CD36 in erhohten Konzentrationen auf
(Favaloro 1993, Yesner et al. 1996, Salat et al. 1999), wodurch man zu dem Schluss
kommen kann, dass Uber einen bisher unbekannten pathophysiologischen
Mechanismus die Anlagerung der ADAMTS-13 an das Substrat VWF gestort ist.
Dies konnte durch eine gestorte Anlagerung der Thrombospondin-Domane infolge
CD36-Blockade und/oder gesteigerte VWF-Anlagerung an |6sliches P-Selektin,
verursacht sein. Eine adaquate Anheftung der sezernierten ULVWF-Multimere ans
Endothel scheint fir die suffiziente ULVWF-Spaltung notwendig zu sein, da
entfalteter ULVWF mit hoherer Affinitat gespalten wird. Die Entfaltung des ULVWF
durch auf ihn einwirkende Scherkrafte, soll bevorzugt stattfinden, wenn dieser an die
Endothelzelloberflache angelagert ist (Lopez und Dong 2004, Lopez und Dong
2005).
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Abbildung 21: Hypothese zur gestorten Co-Lokalisation von ADAMTS-13 und VWF bei
systemischer Inflammation: Durch das Auftreten von léslichem P-Selektin sowie Antikorpern
(Ab) gegen den Thrombospondinrezeptor (CD36) kdnnte die Interaktion zwischen ADAMTS-
13 und VWF gestort werden.

(V) Autoantikoérper gegen ADAMTS-13 Die erworbene Form der TTP ist die
Folge von zirkulierenden Autoantikdrpern, welche die Protease hemmen (Studt et al.
2004, Rieger et al. 2005). Der Nachweis erfolgt durch Verdunnung des
Patientenplasmas mit Normalplasmapool, indem sich Uberschissige Antikdrper aus
dem Patientenplasma an die ADAMTS-13 des Normalplasmapools anlagern und
folglich die Aktivitat der Referenz-ADAMTS-13 vermindert wird. Aufgrund negativer

Ergebnisse konnte in unserer Studie die Prasenz Aktivitats-vermindernder Auto-
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antikorper gegen die ADAMTS-13 Aktivitat bei samtlichen Patienten und an allen

Beobachtungstagen ausgeschlossen werden.

(VI) Antikorper vermittelte Plasma-Clearance der ADAMTS-13 In
Abwesenheit von Inhibitoren liegt die Halbwertszeit der ADAMTS-13 bei TTP-
Patienten zwischen 2,1 und 3,3 Tagen, wodurch die ADAMTS-13 die langsamste
bisher bekannte Abbaurate unter allen Plasmaproteasen besitzt (Furlan et al. 1999).
Zum Zeitpunkt der Studie wurde durch Scheiflinger das Phanomen einer Antikorper-
vermittelten Clearance der ADAMTS-13 bei einem TTP-Patienten beschrieben
(Scheiflinger et al. 2003). Bisher gibt es bei Ausschluss inaktivierender Antikérper
keine weiteren Erklarungen, ob beispielsweise eine gesteigerte Rezeptor-vermittelte
Endozytose mit anschlielender Fragmentierung und Inaktivierung eventuell
aufgrund einer verstarkten Glykolysierung der ADAMTS-13 in einer erhdhten

Plasma-Clearance resultiert.

(VII) Einfluss von Zytokinen auf die ADAMTS-13 Aktivitat Kurzlich wurde
durch die Arbeitsgruppe um Moake ein Zusammenhang zwischen der Freisetzung
inflammatorischer Zytokine und der Funktionalitat des VWF postuliert (Bernardo et
al. 2004). IL-8 und TNF-a fuhren konzentrationsabhangig unter physiologischen
Flussbedingungen zu einer signifikant erhdhten Freisetzung von ULVWEF. IL-6 flhrt
lediglich nach Anlagerung an den l6slichen IL-6-Rezeptor zu einer vermehrten
ULVWEF-Freisetzung (IL-6+sIL-6R). Unter physiologischen Flussbedingungen flhren
sowohl IL-6+sIL-6R als auch IL-6 zu einer verminderten Spaltung der ULVWF-
Multimere durch Inhibition der ADAMTS-13 (Bernardo et al. 2004). Bereits
unmittelbar nach CPB wird im Plasma ein Anstieg von IL-6, IL-8 und TNF-a
beobachtet (Hirai 2003, Tomic et al. 2005). IL-6 als pleiotroper Mediator der
Inflammation und potentieller Inaktivator der ADAMTS-13 Aktivitat stellt dadurch
moglicherweise ein regulierendes Bindeglied zwischen Inflammation und Hamostase

dar.

(Vi) Einfluss von Hamoglobin auf die ADAMTS-13 Aktivitat Bei
Inkubation von stark hamolytischem Serum eines Patienten mit Verdacht auf
antikorpermediierte TTP mit Normalplasma, wurde ein Abfall der ADAMTS-13
Aktivitat im Normalplasma beobachtet. Bei Entfernung der Immunglobuline aus dem
hamolytischen Serum beobachtete man bereits alleine durch das hamolytische
Serum einen Abfall der ADAMTS-13 Aktivitdt im Normalplasma, jedoch nicht bei

alleiniger Inkubation der Immunglobuline mit Normalplasma. Daher wird eine
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Abhangigkeit der ADAMTS-13 Aktivitat von Hamolyse-Produkten oder einer
Hamoglobin Konzentration ab mindestens 2 mg/ml im Serum diskutiert. Sowohl bei
einer Inkubation von Normalplasma mit rekombinantem Hamoglobin als auch mit
Hamoglobin erythrozytaren Ursprungs beobachtet man diesen Effekt (Studt et al.
2005). In welchem Ausmal} dieser Effekt bei Patienten mit Sepsis eine Rolle spielt
lasst sich durch unsere Ergebnisse nicht beurteilen, da die freie Hamoglobin-

Konzentration im Serum nicht bestimmt wurde.

(IX) Einfluss von Thrombin und Plasmin auf die ADAMTS-13 Aktivitat
Sowohl eine Thrombin- als auch Plasmin-vermittelte Fragmentation der ADAMTS-13
resultiert in deren Inaktivierung (Crawley et al. 2005). Diese zeit- und konzentrations-
abhangig Proteolyse der ADAMTS-13 stellt eine mogliche Verbindung zwischen der
initialen  Aktivierung der primaren Hamostase, dem Schlisselenzym der
plasmatischen Gerinnung sowie einem Mediator der Fibrinolyse her. Untermauert
wird diese Hypothese durch unsere Ergebnisse, insbesondere durch das Auftreten
von ULVWF an Tagen mit gesteigerter D-Dimer Konzentration als Fibrinolyse-
Marker. Weiterhin konnte der bis zu 6 Monate anhaltend erhdhte Spiegel von
Thrombin - gemessen als Thrombin-Antithrombin Komplex und Prothrombin-
fragmente - im Plasma von Patienten unmittelbar nach CPB eine Ursache fur die
verminderte ADAMTS-13  Aktivitat nach herzchirurgischem  Eingriff  unter
Verwendung des CPB sein (Paparella et al. 2004).

(X) Reziproke humorale Regulation Bereits 2001 wurde ein reziprokes
Verhalten von ADAMTS-13 Aktivitat und VWF:Ag Konzentration postuliert (Mannucci
et al. 2001). Dieses Phanomen wurde 2004 systematisch untersucht, indem durch
Infusion von DDAVP bei gesunden Probanden ein Anstieg des VWF:Ag Spiegels bei
gleichzeitigem Abfall der ADAMTS-13 Aktivitat festgestellt wird. Als Kontrollgruppe
dienen Patienten mit von Willebrand-Syndrom (Typ Ill), die einen absoluten,
quantitativen VWF:Ag Mangel haben. Bei dieser Kontrollgruppe andert sich weder
der VWF:Ag Gehalt noch die ADAMTS-13 Aktivitat nach DDAVP Applikation. Es
scheint plausibel, dass von Willebrand-Syndrom-(Typ Ill)-Patienten im Vergleich zu
gesunden Probanden eine hohere ADAMTS-13 Aktivitat aufweisen, wobei die
Aktivitat bei Infusion von VWF-haltigem Kryoprazipitat abfallt. Weiterhin spiegelt sich
in dieser Arbeit die bekannte Abhangigkeit des VWF:Ag Gehalts von der Blutgruppe
in einer inversen ADAMTS-13 Aktivitat wider (Brown et al. 2002, Mannucci et al.

2004). Durch eine andere Arbeitsgruppe kann ebenfalls an gesunden Probanden
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innerhalb einer Stunde nach DDAVP Applikation eine im Vergleich zum
Ausgangswert zur Halfte reduzierte ADAMTS-13 Aktivitat bei gleichzeitig 3,7-fach
erhohter VWF:Ag Konzentration nachgewiesen werden. Die ADAMTS-13 Aktivitat
bleibt fiur mindestens sechs Stunden erniedrigt und steigt erst nach 24 Stunden
wieder auf Normalwerte an (Reiter et al. 2003). Nach Infusion von 2 ng/kg Endotoxin
findet man einen VWF:Ag Anstieg von 0,96 auf 2,41 U/ml und einen Abfall der
ADAMTS-13 Aktivitat von 120 % auf 77 % (Reiter et al. 2005). Zusammen mit
unseren Beobachtungen werfen diese Aspekte weitere Diskussionspunkte auf,
insbesondere ob eine exzessive VWF-Freisetzung bei Patienten mit systemischer
Inflammation die proteolytische Aktivitat der ADAMTS-13 erschopft. Erste
systematische Untersuchungen zur Aktivitat der ADAMTS-13 nach DDAVP-
Applikation bei kritisch kranken Patienten, welche im Rahmen einer weiterfuhrenden
Studie gegenwartig an der Klinik fur Anasthesiologie und Intensivtherapie, Jena
erhoben werden, lassen einen weiteren Abfall der ohnehin erniedrigten ADAMTS-13
Aktivitat bei exorbitant erhdhter VWF:Ag Konzentration erkennen (Bockmeyer et al.,
unveroffentlichte Daten). Moglicherweise kommt es bei erhohter VWF-Substrat-
konzentration zu einer ,suizidalen“ Inhibition der ADAMTS-13, die darin begrindet
ist, dass ein gewisser Anteil der ADAMTS-13 wahrend der VWF-Spaltung im
Ubergangszustand stabilisiert und das Enzym somit inaktiviert wird (Furlan et al.
1998, Tsai und Lian 1998, Moake 2002a). Jedoch ist nach der bisher verfugbaren
Literatur davon auszugehen ist, dass die ADAMTS-13 kein single-hit-enzyme ist,
sondern wie beispielsweise aktiviertes Protein C zahlreiche Substratmolekile
nacheinander spalten kann (Dahlback und Villoutreix 2005). Auch bei maximal
erhohten VWF:Ag Konzentrationen von 12 U/ml muss zumindest noch eine
Restaktivitat der ADAMTS-13 vorliegen, da sowohl die charakteristische Triplet-
Struktur der VWF-Multimere als auch die Abwesenheit von ULVWF-Multimeren
nachgewiesen werden kann (Brunkhorst et al., zur Veroéffentlichung eingereichte
Daten).

In welchem Ausmal} die einzelnen geschilderten Punkte eine Rolle spielen
lasst sich zum gegenwartigen Zeitpunkt nicht eindeutig bewerten. Insbesondere, ob
der beobachtete ADAMTS-13 Mangel primar aufgrund der humoralen Imbalance von
Enzym und Substrat oder eher durch die Interaktion mit inflammatorischen

Cytokinen und/oder Gerinnungsparametern zustande kommt, werden zuklnftige
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Studien aufzeigen. Ebenso bleibt daher offen, ob eine verminderte ADAMTS-13

Aktivitat eher Ursache oder Folge einer gesteigerten systemischen Inflammation ist.

5.3. Thrombozytopenie bei Sepsis

Die Mechanismen der haufig auftretenden Thrombozytopenie bei Sepsis sind
bisher unvollstandig geklart, obwohl das Ausmass und die Dauer der Thrombo-
zytopenie sowie die Veranderungen der absoluten Thrombozytenzahl im
Tagesverlauf etablierte Parameter zur Outcome-Vorhersage sind (Martinez et al.
1999, Vanderschueren et al. 2000). Es wurde gezeigt, dass der Schweregrad der
Sepsis zum einen indirekt proportional mit der Thrombozytenzahl sowie zum
anderen proportional mit deren Aktivierung korreliert (Mavrommatis et al. 2000,
Russwurm et al. 2002). Gegenwartig wird die sepsis-assoziierte Thrombozytopenie
durch verminderte Produktion und erhéhtem Verbrauch in der Mikrozirkulation sowie

Uber antikdrper-vermittelten Zelluntergang erklart (Aird und Mark 2002).

Wir zeigen anhand der Prasenz von ULVWF einen moglichen neuen patho-
physiologischen Zusammenhang flir das Phanomen der Uber Thrombozyten-
aktivierung vermittelten Mikroangiopathie bei Sepsis auf. Aktivierte Thrombozyten
setzen in-vivo Uber einen P-Selektin abhangigen Mechanismus vermehrt VWF aus
den Weibel-Palade-Vesikeln frei (Dole et al. 2005). Dies fuhrt mdglicherweise bei
gleichzeitig verminderter ADAMTS-13 Aktivitat zu einem Circulus vitiosus, da
ungespaltene ULVWF-Multimere die Thrombozyten erneut aktivieren, welche
wiederum ULVWF freisetzen. In Ubereinstimmung mit tierexperimentellen
Ergebnissen aus einem Sepsis-Modell, bei dem die Anheftung von Thrombozyten an
das aktivierte Endothel einer Vielzahl von Organen, u.a. Lunge und Leber,
nachgewiesen wurde (Shibazaki et al. 1999), zeigen wir anhand der Prasenz von
ULVWF bei gleichzeitig verminderter ADAMTS-13 im Plasma von Patienten mit
systemischer Inflammation einen moglichen pathophysiologischen Zusammenhang
fur das Phanomen der Uber Thrombozytenaktivierung vermittelten Mikroangiopathie
bei Sepsis auf. Neben der P-Selektin vermittelten Adhasion von Leukozyten an das
Endothel (Polgar et al. 2005), sollen zusatzlich mit aktivierten Thrombozyten
dekorierte ULVWF-Multimere, verankert auf der Endothelzelloberflache, einen
Beitrag zur Adhasion der Leukozyten unter arteriellen Scherkraften leisten (Bernardo

et al. 2005). In der Folge mag es durch deren Aktivierung zur Freisetzung von
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Entzindungsmediatoren kommen. Dies verdeutlicht die zentrale Stellung der
Regulation des VWF Uber ADAMTS-13 bei Inflammation und Hamostase.

Bei der Subgruppenanalyse der PROWESS-Studie findet man die
bedeutendste Reduktion der 28-Tage-Mortalitat durch rekombinantes aktiviertes
Protein C in der Gruppe mit einem Ausgangswert der Thrombozyten von <50 *10%/I
(63 % Mortalitat in der Placebo Gruppe vs. 36 % Mortalitat in der Protein C Gruppe).
Betrachtet man lediglich die Patienten, die das Nadir der Thrombozytenzahl
innerhalb der ersten 5 Studientage aufwiesen, war der Mortalitatsunterschied noch
gravierender (84 % vs. 33 %). Im Vergleich dazu fuhrt die Gabe von rekombinantem
aktivierten Protein C sowohl in der Subgruppe mit einem Ausgangswert der
aktivierten partiellen Thromboplastinzeit > 2fach oberhalb des Referenzbereichs
(51 % vs. 39 %) als auch in der Gruppe mit einem Ausgangswert der PT > 1,2fach
oberhalb des Referenzbereichs (35% vs. 28 %) zu einer geringeren
Mortalitatsreduktion. Vergleichbar mit letzterer Mortalitatsreduktion war jene in der
Subgruppe der Patienten mit einer Thrombozytenzahl von 50-100 *10%1 (33 % vs.
26 %) (FDA CLINICAL REVIEW 2001, www.fda.gov). Dies verdeutlicht einmal mehr
die Assoziation der Mortalitatsreduktion bei kritisch kranken Patienten mit

Veranderung der Thrombozytenzahl.

Durch neurohumorale Regulation kommt es im akuten Stadium der
Inflammation zur vermehrten Ausschuttung von Vasopressin, die jedoch im weiteren
Verlauf durch Erschopfung unter das physiologische Niveau absinkt (Landry et al.
1997, Singer et al. 2004). Trotz der bisher unzureichenden Untersuchungen Uber die
Effekte einer Vasopressin-Applikation auf die Hdmostase und die Thrombozytenzahl
bei Patienten mit septischem Schock (Mutlu und Factor 2004), wird Vasopressin
aufgrund seines starken vasokonstriktiven Effekts zunehmend als Ultima Ratio bei
refraktaren septischen Schockzustanden eingesetzt (Cummins und Hazinski 2000,
Field 2003). In einer klrzlich veroéffentlichten Studie wurde bei 17 Patienten mit
Katecholamin-resistentem, septischen Schock ein signifikanter Abfall der
Thrombozyten von 155467 auf 84472 *10% innerhalb von 24 Stunden nach
Terlipressin®-Applikation unkommentiert beobachtet (Leone et al. 2004). Wir
vermuten, dass sich diese Thrombozytopenie auf einen ADAMTS-13 Mangel oder
ein Auftreten von ULVWF zurickfihren lasst, da wir eine erniedrigte ADAMTS-13
Aktivitat und einen erhohten VWF:Ag Gehalt bei Patienten mit septischem Schock

festgestellt haben, sowie die Verstarkung dieses Missverhaltnisses durch
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Vasopressin-Applikation bekannt ist (Reiter et al. 2001). Auch in weiteren Studien an
Patienten mit Multiorgandysfunktion und Katecholamin-resistentem septischem
Schock wird ein signifikanter Thrombozytenabfall bei Vasopressin-Gabe beobachtet
(Dunser et al. 2004, Dunser et al. 2001). Aufgrund des beschriebenen Mechanismus
konnte durch Vasopressin-Applikation bei einer Sepsis-assoziierten TMA die
bestehende Thrombozytopenie und Mikrozirkulationsstorung verstarkt werden und in

der Folge eine zunehmende Minderperfusion des Kapillarbetts resultieren.
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6. Schlussfolgerung

Bei Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock war die
ADAMTS-13 Aktivitat mit Werten zwischen 3 und 52 % am deutlichsten vermindert.
Dabei lagen 125 der 133 gemessenen Werte unterhalb von 40%. In der Gruppe
der Patienten mit SIRS lag die ADAMTS-13 Aktivitat mit Werten zwischen 14 und
72 % Uber den Werten der Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem
Schock, jedoch lagen auch hier 75 der 101 gemessenen Werte unterhalb von 40%.
Dies zeigt, dass die ADAMTS-13 Aktivitat bei Patienten mit generalisierter
Inflammationsreaktion im Vergleich zu altersgleichen klinisch unauffalligen
Probanden erniedrigt ist und dass eine Assoziation zwischen der ADAMTS-13
Aktivitat und dem Schweregrad der Inflammationsreaktion wahrscheinlich ist.
Somit mag ein intensives Monitoring der funktionellen proteolytischen ADAMTS-13
Aktivitat sowie des resultierenden VWF-Multimerenmusters von klinischer
Bedeutung sowohl fir eine frihzeitige Diagnose als auch eine zielorientierte
Therapie sein. Die bei erniedrigter ADAMTS-13 Aktivitdt beobachteten ULVWF-
Multimere kénnen Uber die Aktivierung der Thrombozyten die im Verlauf einer
Sepsis beobachtete Mikrothrombosierung mit konsekutiver Obstruktion der
Kapillaren verstarken. Durch die Gabe von ADAMTS-13 als mdgliches Agens zur
Verbesserung der Mikrozirkulation in den Organen kodnnte ein antikoagulanter
Zustand hergestellt werden, wodurch die Bedeutung einer frihzeitigen Diagnose
der verminderten VWF-Proteolyse hervorgehoben wird. Plasmaaustausch, mittels
ADAMTS-13-haltigem Plasma oder Kryo-Uberstand, der arm an VWF:Ag ist und
reich an ADAMTS-13, sowie die Gabe rekombinanten Enzyms koénnten eine
potentielle Therapiestrategie bei Patienten mit Sepsis-assoziierter Mikroangio-
pathie sein. Unter Berucksichtigung vorausgegangener Studien und der
erarbeiteten Assoziationen von Sepsis und TMA sind zukinftige Untersuchungen
an einem grol3eren Patientenkollektiv notwendig, um die pathophysiologische Rolle
der ADAMTS-13 und der VWF-Multimere bei inflammatorischen Reaktionen weiter

aufzudecken.
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11. Datenanhang

Tabelle 9: Grundlagen der Definition von SIRS, Sepsis, schwerer Sepsis und septischer Schock (Astiz und Rackow 1998, Levi et al. 2003)
modifiziert nach einem Konsensus-Vorschlag der Arbeitsgruppe Sepsis der European Society of Intensive Care Medicine (Landry et al.
2001) und den Empfehlungen der Deutschen Sepsis Gesellschaft (www.sepsis-gesellschaft.de).

SIRS: mindestens 2 Kriterien |l

Sepsis: Kriterien | und mindestens 2 Kriterien I,

Schwere Sepsis: Kriterien |, mindestens 2 Kriterien 1l und mindestens 1 Kriterium IlI

Septischer Schock: Kriterien | und mindestens 2 Kriterien Il sowie flr wenigstens 2 Stunden ein systolischer arterieller Blutdruck < 90 mmHg bzw. ein mittlerer
arterieller Blutdruck < 70 mmHg oder ein notwendiger Vasopressoreinsatz *, um den systolischen arteriellen Blutdruck > 90 mmHg oder den arteriellen
Mitteldruck > 70 mmHg zu halten. Die Hypotonie besteht trotz adaquater Volumengabe und ist nicht durch eine andere Schockform zu erklaren.
(* Dopamin > 5 pg kg™ min™ bzw. Noradrenalin, Adrenalin, Phenylepinephrin oder Vasopressin unabhéngig von der verabreichten Dosierung)

I. Infektiologische Il. Systemisches [ll. Akute Organdysfunktion
Genese der Inflammationssyndrom (SIRS) ) . _ .
Infektion 1. Metabolische Azidose (Base Excess < -5 mmol/l oder eine Plasma-Laktat-Konzentration
. . 1. Fieber (= 38°C) oder Hypothermie > 1,5fach oberhalb des Referenzbereichs des jeweiligen Labors)

Diagnose einer (< 36°C) bestatigt durch eine rektale 2. Renale Dysfunktion (Urinausscheidung < 0,5ml/kg/h tiber zumindestens zwei Stunden trotz
'”TEKIL?”IUb?r ﬁen oder intravasale Messung ausreichender Volumensubstitution und/oder Anstieg des Serum-Kreatinins > 2fach oberhalb
mixrobiologischen . dem Referenzbereich des jeweiligen Labors.

Nachweis oder durch 2. Tachykardie: . . ) J : _
Klinische Kriterien Herzfrequenz > 90 /min 3. Arterielle Hypoxamie (PaO, < 10kPa (< 7§mmHg) unter Ragmluft, Pa02/F|02-VerhaItn|.s von
_ < 33kPa (< 250mmHg) unter Sauerstoffapplikation - eine manifeste pulmonale oder kardiale
3. Tachypnoe (Frequenz > 20/min) o. Erkrankung muR als Ursache der Hypoxamie ausgeschlossen sein.)
Hyperventilation (PaCO2 <4.3 kPa/ < 4 Arterielle Hypotension (systolischer Blutdruck < 90mmHg oder mittlerer arterieller Blutdruck
33 mmHg) < 70mmHg Uber mind. 1 Stunde trotz adaquater Volumenzufuhr bei Abwesenheit anderer

4. Leukozytose (> 12000/mm?®) oder Schockursachen)
Leukopenie (< 4000/mm3) 0.>10% 5. Thrombozytopenie (Thrombozyten < 100.000/pl oder Thrombozytenabfall >30% innerhalb

unreife Neutrophile im von 24Std. ohne akuten Blutverlust als Ursache)

Differentialblutbild 6. Akute Enzephalopathie
(eingeschrankte Vigilanz, Desorientiertheit, Unruhe, Delirium)
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Tabelle 10: Individuelle Charakterisierung der Patienten mit septischem Schock und schwerer Sepsis (Verstorbene n=6; Fallnummer 1-6 und
Uberlebende n=5; Fallnummer 7-11)
Fall ITS Liege- Schwere Sepsis/  APACHE SAPS || Initial ISTH-
NI Alter Genus Mikrobiologie Sepsisherd Grundkrankheit dauer Septischer Schock Il [Punkte] Score Qutcome
' [Tage] [Tage] [Punkte] [Punkte]
Pseudomonas, Pneumonie Intrakranielle Blutung Multi
; , ultiorgan
1 28 M Enterqcoccus, intra-abdominal Leberabszess 38 28 25 38 2 versagen
Candida ssp.
2 51 F E. coli Intra-abdominal . Peritonitis, , 6 6 6 26 0 Multiorgan
Dunndarmperforation versagen
Pseudomonas, . . Multiorgan
3 65 M Klebsiella, Pneumonie Blasenkarzinom 12 12 34 73 2 versagen
Staph. aureus Pneumonie, Huftarthrose, Multiorgan
4 2 F Wund-infektion HOft TEP 28 27 21 45 3 versagen
. . . Arterielle Verschlusskrank, Septischer
5 68 M Nicht identifiziert Pneumonie aortoiliakale Rekonstruktion 11 8 25 49 1 Schock
Arterielle Herzkreis-
6 79 M Séap:.;ureus, Pneumonie Verschlusskrankheit, 17 10 29 67 1 lauf-
andida ssp. aortoiliakale Rekonstruktion versagen
7 47 M E. col Urogenital  >cPSis nach transrektaler 6 3 22 39 1 verlegt
Prostatomie
Klebsiella . o
8 63 F Pheumoniae Urogenital Nephritischer Abszess 12 12 35 71 2 verlegt
9 59 F Enterococcus  Intra-abdominal Pe_rltonltls, 19 5 13 36 1 verlegt
Ovarialabszess
10 23 M Enterobacter Pneumonie Polytrauma 27 18 15 27 0 verlegt
Kolonkarzinom,
11 47 F Candida ssp. Pneumonie Hemikolectomie 54 38 22 48 2 verlegt

Peritonitis
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Tabelle 11: Individuelle Charakterisierung der Patienten mit SIRS nach Herzoperation unter Verwendung des kardiopulmonalen Bypass (n=22)

Anzahl
iti Organdys-
. EURO- der OP-  Bypass- Klemm- Reper- APACHE Initial S
'lz\lar” Alter Genus erkrB:nglle:fn_ en Score Operativer Eingriff ~ Gefass-  Dauer zeit zeit fusionzei Il [?Dﬁ';z:] ISScTol;'e ;L:r?l'(rt;)nl Postoperativer Verlauf
: ung [Punkte] trans-  [min]  [min]  [min]  t[min]  [Punkte] Punkie] p 9
lantate ost Op
p
1 74 M 3 ACVBILIMA/ 5 240 150 110 33 34 24 0o 35 1294 Septischer
AKEpio, Schock
Dialysepflichtige LVAD Tag 2: P )
Niereninsuffizien, ag <. Pneumonie
2 6L M perennsutmen. o1 - 330 133 nd nd 46 20 1 2/5 (Candida ssp)
I}
Diabetes ACVB/ LIMA/
3 75 M mellitus |1 IABP (Notfall) 3 156 72 34 34 57 40 0 1/4 ---
4 75 W 19~ ACVBILVAnew o 591 136 56 35 50 27 0 1/4/5
rysmektomie
Aneurysmektomie
5 77 M --- 7 / ACVB/ IABP 1 280 170 10 118 30 20 0 1/4 ---
6 58 M 8 AKEmechanisc / - 210 136 90 30 44 35 0 1/3/4
MKEmechanlsch
7 81 M Diabetes 7 ACVB/ LIMA 4 171 9 53 32 46 23 0 12
mellitus 11
COPD,
8 67 W Diabetes 11 ACXE’ELI)'_MA’ 2 243 114 66 32 25 18 0 5
10.

mellitus I
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. EURO- Ar&fﬁhl OP-  Bypass- Klemm- REPE"™ spacue Initial  Organdys-
I’:\‘all Alter Genus Begleit- Score Operativer Eingriff ~ Gefass- Dauer zeit zeit fusm_ns- SAPS II ISTH- funktion* Postoperativer Verlauf
r. erkrankungen X . . zeit [Punkte] ~ Score  am Tag 1
[Punkte] trans- [min] [min] [min] [min] [Punkte] [Punkte]  Post O
plantate P
Diabetes ACVB/ IABP
9 73 W meliitus 11 11 (Notfall) 4 240 124 75 39 51 24 0 1/4/5 ---
Diabet Tag 2: Mediainfarkt,
10 55 M 1avetes 6 ACVB/ LIMA 4 189 67 39 25 21 8 0 1/4 Tag 4: Pneumonie
mellitus Il
(Enterococcus)
Diabetes ACVB/ IABP
11 62 M mellitus |1 11 (Notfall) 3 200 83 41 38 50 24 1 1/2/4/5 ---
Diabetes
12 69 M mellitus 11 9 ACVBILIMAI 5 575 148 88 40 30 24 0 415
AKEp,
Vorderwand-
13 72w  aneurysma, 9 ACVB/ LIMA 3 150 73 43 28 32 19 0 1/4/5
Diabetes
mellitus 11
14 56 M COPD 3 ACVB/ LIMA 4 237 112 67 37 27 21 0 1/4
15 57 M 4 ACVBILIMA/ 4 300 158 77 75 49 25 0 1/4

IABP
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Anzahl
Reper- Initial  Organdys-
Fall Begleit- EURO- . _ der OP-  Bypass- Klemm- ¢, jons. APACHE  o\bg |g|le- funktion* Postoperativer 5-Tages-
NI er Genus erkrankungen Score Operativer Eingriff =~ Gefass- DaL_Jer ze_lt ze_lt Zeit [Punkie] ~ Score  am Tag 1 Verlauf
[Punkte] trans- [min] [min] [min] [min] [Punkte] [Punkte]  Post O
plantate P

Diabetes ACVB/ LIMA/
16 70 W . 13 IABP 3 234 116 37 68 52 26 0 1/4 Tag 2: MOV

mellitus Il

(Notfall)
17 78 M 11  ACVB/AK-Re- 450 315 180 60 27 24 O 1/4 Tag 4: MOV
konstruktion

18 76 M COPD 13 AKE/ IABP - 157 105 69 18 36 33 0 1/4
19 60 M Diabetes 5 ACVB/IABP 3 244 132 34 95 26 14 0 3/4 Tag 4: Septischer

mellitus 11 Schock

Composite-Ersatz
20 71 W -—- 10 der Aorta/ MK- - 309 153 101 12 45 27 0 4 ---
Rekonstruktion

21 75 M Mb. Parkinson 5 ACVB/ LIMA 4 250 156 84 67 40 19 0 3/4/5 ---
22 62 M Dlabetes 8 ACVB/ AKE 1 215 177 111 60 29 21 0 1/3/5 -

mellitus 11

*Als Kriterien der akuten Organdysfunktion wurden die Empfehlungen der Deutschen Sepsis Gesellschaft zugrunde gelegt:

1. Metabolische Azidose (Base Excess <-5 mmol/l oder eine Plasma-Laktat-Konzentration > 1,5fach oberhalb des Referenzbereichs des
jeweiligen Labors)

2. Renale Dysfunktion (Urinausscheidung < 0,5ml/kg/h Uber zumindestens zwei Stunden trotz ausreichender Volumensubstitution und/oder

Anstieg des Serum-Kreatinins > 2fach oberhalb dem Referenzbereich des jeweiligen Labors.

3. Arterielle Hypoxamie (PaO; < 10kPa (< 75mmHg) unter Raumluft, PaO,/FiO,-Verhéltnis von < 33kPa (< 250mmHg) unter Sauerstoffapplikation -

eine manifeste pulmonale oder kardiale Erkrankung muf3 als Ursache der Hypoxamie ausgeschlossen sein.)

4. Arterielle Hypotension (systolischer Blutdruck < 90mmHg oder mittlerer arterieller Blutdruck <70 mmHg dber mind. 1 Stunde trotz adaquater
Volumenzufuhr bei Abwesenheit anderer Schockursachen)

5. Thrombozytopenie (Thrombozyten < 100.000/ul oder Thrombozytenabfall >30% innerhalb von 24 Std. ohne akuten Blutverlust als Ursache)

6. Akute Enzephalopathie (eingeschrénkte Vigilanz, Desorientiertheit, Unruhe, Delirium)
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ACVB Aortokoronarer Venenbypass, AKEy, biologischer Aortenklappenersatz, AK Aortenklappe, APACHE Acute Physiology and Chronic Health
Evaluation; COPD chronisch obstruktive Lungenerkrankung, IABP intraaortalen Ballonpumpe, ISTH International Society of Thrombosis and
Haemostasis, LIMA linker Mammaria interna Bypass, LVAD Linksherz-Unterstitzungssystem, MK Mitralklappe, MKE Mitralklappenersatz, MOV
Multiorganversagen, SAPS Simplified Acute Physiology Score.

Tabelle 12: Der Euroscore stellt ein einfaches und objektives Verfahren dar, um die postoperative Frihmortalitat bei herzchirurgischen Patienten abzuschatzen.
(EURO-Score European System for Cardiac Operative Risk Evaluation, Nashef et al. 1999):

EURO-Score Risikogruppe Erwartete Mortalitat
0-2 Punkte niedrig 1.27-1.29%
3-5 Punkte mittelgradig 2.90-2.94%

>5 Punkte hoch 10.93-11.54%






