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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Geschichte und Definition der Sepsis

Im Jahr 1992 publizierten das American College of Chest Physicians und die Society of
Critical Care Medicine eine internationale Definition der Sepsis, welche eine systemische
Inflammationsreaktion (Systemic Inflammatory Response Syndrome [SIRS]) als Ursache
voraussetzt (siehe Tabelle 1). Ein SIRS konnte entweder ohne eine Infektion, zum
Beispiel durch ein Trauma oder eine Verbrennung, ausgeldst werden oder in Kombination
mit einer Infektion eine Sepsis verursachen. Nach den damaligen Kriterien wurden zwei
weitere Schweregrade unterschieden. Im Falle eines akuten Organausfalls waren die
Kriterien einer schweren Sepsis erfullt. Das schwerwiegendste Bild der Sepsis war nach
der damaligen Definition der septische Schock, welcher als ,,persistierende Sepsis-
induzierte Hypotension trotz adaquater Flussigkeitstherapie mit einhergehenden
Perfusionsabnormalitéiten* definiert wurde!. Zusammenfassend stand die zu Grunde
liegende Infektion im Fokus der Sepsisdefinition und nicht die kdrpereigene Reaktion auf

die Infektion.

Kdrpertemperatur | >38°C oder <36°C

Herzfrequenz Tachykardie von >90/min
Atemfrequenz Tachypnoe von >20/min bzw. paCO2 <32 mmHg (<4,3 kPa)
Blutbild Leukozytose von >12 000 Zellen/ul oder Leukopenie von

weniger als 4 000/ul oder >10% unreife neutrophile

Granulozyten im Differenzialblutbild

Tabelle 1 Definition des Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS). Es

miissen mindestens 2 Kriterien erfiillt sein, damit ein SIRS vorliegt.!
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Durch stetig neue wissenschaftliche Erkenntnisse riickte die kdrpereigene Immunantwort
auf die Infektion zunehmend in den Fokus mit dem Resultat, dass keine international
einheitliche Definition und Therapieempfehlung der Sepsis existierten. Die Expertise
uber das Krankheitsbild der Sepsis verteilte sich im Jahre 2002 insbesondere auf drei
grolRe Gesellschaften: die ,,European Society of Intensive Care Medicine* (ESICM), die
,»ociety of Critical Care Medicine* (SCCM) und das ,,International Sepsis Forum* (ISF).
Bei der 15. Jahrestagung der ESCIM wurde daher entschieden, dass diese Expertise
gebiindelt werden sollte, was zur Grundung der Surviving Sepsis Campaign (SSC)
fiinrte?. Ziel der Surviving Sepsis Campaign war es, die Mortalitat der Sepsis durch
evidenzbasierte Leitlinien zur Diagnostik und Therapie weltweit zu reduzieren. Die erste
Version dieser Leitlinien wurde im Jahr 2004 publiziert, im Jahr 2008 wurde eine
Uberarbeitete Version der Leitlinien herausgegeben. In einer Studie von Levy et al. aus
dem Jahre 2010 konnte bereits nachgewiesen werden, dass mit Anwendung der
empfohlenen MalRnahmen aus der SSC-Leitlinie eine signifikante Reduktion der
Sepsismortalitit in  Krankenhdusern erreicht werden konnte®. Fir diese
Dissertationsschrift wurden als Grundlage die Diagnosekriterien der dritten Version der
internationalen Leitlinien zur Behandlung der schweren Sepsis und des septischen
Schocks der Surviving Sepsis Campaign aus dem Jahre 2012 genutzt (siehe Tabelle 2)*°.

Die letzte wesentliche Aktualisierung der Definition der Sepsis stammt von Singer et al.
aus dem Jahre 2016, also nach Beendigung der vorliegenden Dissertationsarbeit®. Sie
sieht einen Wandel der Diagnosekriterien fiir eine Sepsis vor, mit dem Ziel die vielen
unterschiedlichen Definitionen und Terminologien einheitlich zu gestalten. Mit der neuen
Definition andert sich der Fokus der Diagnose der Sepsis von der vorher obligat
vorliegenden Infektion, hin zur pathologischen Immunantwort auf eine Infektion und der
damit einhergehenden Organschadigung. Es wird zudem nur zwischen der Sepsis und
dem septischen Schock differenziert, das Stadium der schweren Sepsis findet sich hier
nicht mehr. Eine Sepsis wird nun als ,,lebensbedrohliche Organdysfunktion, verursacht
durch eine dysregulierte Wirtsantwort auf eine Infektion* definiert. Als Grundlage zur
Erkennung der Sepsis wird ausschlieRlich der Sequential Organ Failure Assessment Score
(SOFA-Score) fiir intensivmedizinische beziehungsweise der quick Sequential Organ
Failure Assessment Score (qSOFA-Score) fur nicht-intensivmedizinische Patienten

herangezogen, unabhangig vom Vorliegen der SIRS-Kriterien’. Der qSOFA erfasst
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lediglich die Atemfrequenz, das Bewusstsein und den Blutdruck. Sollten zwei der drei
Parameter auffallig sein, ist von einem erhéhten Risiko fiir das Vorliegen einer Sepsis
auszugehen’. Die Empfehlung zur Nutzung des qSOFA wurde in der aktualisierten
Leitlinie aus dem Jahre 2021 jedoch wieder revidiert. Praklinisch, sowie in der
Notaufnahme und auf peripheren Stationen wird nun zum Sepsis-Screening die
Bestimmung der SIRS Kriterien empfohlen, da diese eine hoéhere Sensitivitdt und
Spezifitat zur Erkennung einer Sepsis hatten als der gSOFA®°. Alternativ hierzu konne
man auch den National Early Warning Scores (NEWS) beziehungsweise den Modified
Early Warning Score (MEWS) nutzen. Dies sind Scores, die anhand verschiedener
Vitalparameter einen Punktwert erfassen, welcher je nach Hohe einen Hinweis darauf

geben soll, ob der Patient kritisch krank ist.
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Dokumentierte Infektion oder Verdacht auf Infektion + einige der folgenden Kriterien:

Allgemeine Zeichen

Inflammatorische Zeichen

Fieber (> 38.3°C)

Leukozytose (>12 000/pL)

Hypothermie (Kerntemperatur < 36°C)

Leukopenie (<4 000/uL)

Herzfrequenz >90/min oder mehr als 2 SD

Uber dem der Altersnormwert

Normale Leukozytenzahl mit mehr als 10%

unreife Formen

Tachypnoe (>30/min)

C-reaktives Protein mehr als 2 SD lber dem

Normwert

Eingeschrankter neurologischer Status

Procalcitonin mehr als 2 SD iber dem

Normwert

Odeme oder positive Flussigkeitshilanz (>20
ml/kg/24 h)

Hyperglykamie (Blutzucker >140 mg/dl oder
7,7 mmol/l) bei Ausschluss von Diabetes

Zeichen von Organversagen

Hamodynamische Zeichen

Akute
ml/kg/h fir mindestens 2 h trotz adaquater

Oligurie  (Urinausscheidung <0,5

Flissigkeitstherapie)

Avrterielle Hypoxamie (paO2/FiO2 <300)

Arterielle Hypotonie (SBP <90 mmHg, MAP
<70 mmHg, oder SBP Abfall >40 mmHg oder
weniger als 2 SD unter Altersnormwert)

Kreatininanstieg >0,5 mg/dl oder 44,2 umol/l

Zeichen der Gewebsperfusion

Gerinnungsstérung (INR >1,5 oder aPTT >60
s)

Hyperlaktatdmie (>1 mmol/l)

lleus (keine Darmgerdusche)

Thrombozytopenie (<100 000/ul)

Hyperbilirubindmie (Bilirubin >4 mg/dl oder
70 umol/l)

Reduzierte kapillare Fullung oder

Marmorierung

Tabelle 2 Diagnosekriterien der Sepsis nach Surviving Sepsis Campaign 2012°,

Abk.: aPTT = aktivierte partielle Thromboplastinzeit, INR = International Normalized Ratio,
MAP = mittlerer arterieller Druck, SBP = systolischer Blutdruck, SD =

Standardabweichung,
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1.2 Epidemiologie

Eine statistische Analyse von epidemiologischen Daten der Jahre 2007-2013 fir
Deutschland kommt auf eine Anzahl von 279.530 Féallen im Jahr 2013, was auf die
Bevolkerung hochgerechnet circa 335 Patienten mit einer Sepsis pro 100 000 Einwohnern
entspricht. Von diesen Fallen litten 41 % der Patienten an einer schweren Sepsis. Im Jahr
2013 starben in Deutschland demnach 67 849 Menschen an einer Sepsis
(Sterblichkeitsrate 24,3 %)°. Jedoch untersuchte die OPTIMISE Studie retrospektiv die
in zehn deutschen Krankenhausern kodierten Sepsisféalle von 2015-2017 und kam im
Ergebnisbericht zum Schluss, dass die Validitit so gering ist, dass ,sinnvolle
epidemiologische Studien oder Qualitdtsmanagement auf dieser Basis nach aktuellem

Stand nicht umsetzbar sind, was die zuvor verdffentlichten Daten relativiert®.

Insbesondere flr Patienten aus den Vereinigten Staaten existieren zahlreiche Studien zur
Inzidenz und Mortalitat der Sepsis. Im Jahr 2007 publizierten Dombrovskiy et al. eine
retrospektive Studie, die die Sterblichkeitsrate der schweren Sepsis im Zeitraum von
1993-2003 mit fast 50 % beziffert'?. Nach Griindung der Surviving Sepsis Campaign
2002 sank die Sterblichkeit durch Einhalten der Behandlungsrichtlinien in den USA auf
28,3 % ab. In Europa war sie allerdings signifikant hoher (41,1 %),

Im Jahr 2017 erkrankten weltweit circa 48,9 Millionen Patienten an einer Sepsis, die
Sterblichkeit lag bei 19,7 % (11 Millionen Sepsis-assoziierte Todesfélle)*. Eine
Auswertung der Anzahl von Patienten, die auf einer Intensivstation einen septischen

Schock erlitten, zeigte eine Sterblichkeitsrate von circa 38 %*°.

Die Werte flr Inzidenz und Sterblichkeit variieren somit in der Fachliteratur teilweise
stark, es bleibt aber die Erkenntnis, dass es sich bei der Sepsis um eine lebensbedrohliche
Erkrankung handelt. Die Variationen zwischen den Publikationen sind auf verschiedene
Grinde zuruckzufihren. Wie in Kapitel 1.1 bereits erwahnt, hat sich die Definition der
Sepsis stets verandert, was teilweise zu unterschiedlichen Einschlusskriterien der
epidemiologischen Studien fuhrte. Auch die Grol3e der in die Studie eingeschlossenen
Krankenhé&user spielt unter anderem eine wichtige Rolle. Um eine Vergleichbarkeit auch
auf globaler Ebene zu erleichtern sollte die Methodik fir zukinftige epidemiologische

Studien und die darin genutzten Definitionen fiir Sepsis vereinheitlicht werden?®.
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1.3 Pathophysiologie

Die Sepsis ist ein komplexes und dynamisches Syndrom, bei dem insbesondere aus
immunpathologischer Sicht eine Vielzahl von Kaskaden und Folgereaktionen ausgeldst
wird. Daher werden im Folgenden zunédchst einige pathophysiologische
Grundmechanismen der Sepsis geschildert und anschliefend auf die Aspekte nadher

eingegangen, die als Hintergrund flr diese Studie relevant sind.

1.3.1 Immunreaktionen im Rahmen der Sepsis

Ein vielzitierter Satz um die Sepsis zu charakterisieren ist ,,it is our response [...] that
makes the disease’. Dies bedeutet, dass nicht das Pathogen selbst die Schwere der

Erkrankung definiert, sondern die Reaktion des Wirtes auf das Pathogen.

Zu Beginn jeder Sepsis steht zunédchst der Verlust der Integritdt naturlicher
Korperbarrieren, wodurch dem Pathogen eine Eintrittspforte gewahrt wird, und eine
sogenannte Translokation erfolgt. Dies kann durch verschiedene Prozesse verursacht
werden. Ein moglicher Ausloser ist eine Operation, bei der die bakterielle Translokation
iatrogen geschieht, ein Trauma oder eine Verbrennung kann jedoch die gleichen
Auswirkungen haben'®. Die natiirliche Korperbarriere kann auch durch das Pathogen
selbst durchbrochen werden. Ein Beispiel hierflr ist das Bakterium Pseudomonas
aeruginosa, welches durch verschiedene Mechanismen die alveoldre Schutzfunktion

durchbrechen und somit eine Pneumonie auslésen kann®.

Ist eine bakterielle Translokation erfolgt, verursacht diese zunéachst eine lokal begrenzte
Infektion. Diese Begrenzung wird dadurch gewéhrleistet, dass das Immunsystem eine
Balance zwischen lokaler proinflammatorischer und systemischer antiinflammatorischer
Reaktion aufrechterhdlt. Im Rahmen der Sepsis ist dieses Zusammenspiel allerdings
gestort und flhrt zu einem generalisierten pro- und anschlieRend antiinflammatorischen

Zustand®.
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Die Erkennung des Pathogens erfolgt durch Zellen des angeborenen Immunsystems.
Diese exprimieren auf ihrer Oberflache Rezeptoren zur Erkennung verschiedener Muster,
sogenannte ,,Pattern-Recognition Receptors® (PRRs)?. Die Aktivierung dieser
Rezeptoren kann durch verschiedene Liganden erfolgen. Zum einen spielen bei
Infektionen die Pathogen-associated Molecular Patterns (PAMP) eine Rolle. Dies sind
beispielsweise Lipopolysacharide an der Zellwand von Bakterien, aber auch
Desoxyribonukleinsédure (Desoxyribonucleic Acid, DNA) und Ribonukleinséure
(Ribonucleic Acid, RNA) bakteriellen oder viralen Ursprungs. Die PRRs kdnnen jedoch
auch durch Damage-associated Molecular Patterns (DAMP) aktiviert werden. DAMPs
stellen korpereigene Molekdile dar, die bei Beschédigung der Zellen freigesetzt werden
und dann als Liganden der PRRs fungieren. Diese Beschadigung kann durch Traumata
oder Operationen ausgeltst werden, wodurch zum Beispiel freie Nukleinsduren in den

Blutkreislauf gelangen und als DAMPs agieren?L,

Durch beide Wege der Aktivierung der PRRs wird eine intrazelluldre Signalkaskade in
Gang gesetzt, die zu einem Aussto3 von Zytokinen flhrt, welche wiederum weitere
Zytokine, Chemokine, Radikale und prokoagulatorische Substanzen freisetzen. Dieser
sogenannte Zytokinsturm mit eigener positiver Ruckkopplung fihrt dazu, dass zunéchst
lokale Infektionen beziehungsweise lokal begrenzte Operationen eine systemische
Inflammationsreaktion zur Folge haben®®. Diese immunologischen Reaktionen auf die
initial lokale Infektion wurden vor der Sepsis-3-Definition als SIRS berlicksichtigt
(Tabelle 1). Der Zytokinsturm endet darin, dass es zu einer Erschopfung des

Immunsystems kommit.

Parallel zu dieser ausgepragten proinflammatorischen Reaktion kommt es als
Kompensationsmechanismus zum Compensatory  Anti-inflammatory  Response
Syndrome (CARS), das mit einer Immunsuppression vergleichbar ist. In dieser Phase
werden antiinflammatorische Zytokine und Antagonisten zu den proinflammatorischen
Zytokinen gebildet. Zusétzlich werden epigenetische Mechanismen aktiviert, die
proinflammatorische Zellreihen reduzieren und regulatorische, immunsupprimierende
Zellreihen vermehrt exprimieren®®. Diese Reaktionen des Korpers filhren dazu, dass ein
Gegengewicht zur proinflammatorischen septischen Reaktion entsteht. Jedoch halt die
Phase des CARS langere Zeit an, auch wenn die akute Sepsis bereits iberstanden ist.
Dadurch entsteht ein Ungleichgewicht in der Aktivitat des Immunsystems hin zu einer
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Immunsuppression. In dieser Phase sind Patienten dementsprechend besonders anféllig
fur sekundare Infektionen, die oftmals zu weiteren Komplikationen fiihren und fiir viele
Patienten letal sind?2. Arens et al. zeigten in ihrer Studie zudem, dass das angeborene und
erworbene Immunsystem bei Patienten, die eine schwere Sepsis Uberlebt haben, auch
langfristig Alterationen aufweist, welche mit einer hoheren Inzidenz an klinischen
Infektionen assoziiert ist. Zudem litten diese Patienten gehduft unter Infektionen, die

insbesondere fiir immunsupprimierte Patienten typisch sind.

1.3.2 Mechanismen der septischen Koagulopathie

Aufgrund ihrer vielen Interaktionen sind Gerinnungs- und Immunsystem untrennbar
miteinander verkniipft, so dass der Begriff der Immunhimostase gepragt wurde?*. In der
Sepsis unterliegt die Gerinnung daher analog den Phasen der dynamischen

Immunreaktion pathophysiologischen Verénderungen.

Ein wichtiger Aktivator der Gerinnung stellt der Tissue Factor dar, welcher auf
vaskularen glatten Muskelzellen exprimiert wird. Im intakten Organismus hat der
zellgebundene vaskuldre Tissue Factor keinen Kontakt zum Blut und den darin
enthaltenen Gerinnungsfaktoren?. Durch die inflammatorische Reaktion und die damit
einhergehenden zell- und endothelschadigenden Prozessen in der Sepsis wird die
Integritat des Epithelverbands von Blutgefalen grof3flachig gestort, so dass es zu einer
weiteren endothelialen Barrierestorung, dem sog, ,.capillary leak”, kommt?. Dies
ermdglicht einen Kontakt vom Tissue Factor zum Blut und fuhrt Gber den Faktor V11 und
Faktor X zu einer Aktivierung der Gerinnung®’. Auch das Immunsystem tragt iber
Monozyten, die in Kontakt mit einem Pathogen gekommen sind und dadurch Tissue
Factor exprimieren, wesentlich zur erhdhten Blutkonzentration des Tissue Factors bei®®.
Diese Vorgéange fuhren zu einer vermehrten Entstehung von Thromben, die sich im
Kapillarsystem der Organe festsetzen konnen und somit die Organfunktion
verschlechtern oder sogar ein vollstdndiges Organversagen verursachen kénnen. Durch
die verminderte Organperfusion kommt es im Sinne eines Circulus vitiosus zu einer
weiteren Stase und konsekutiven koagulatorischen Aktivierung. Infolgedessen Uberwiegt

der Verbrauch gegeniber der Reproduktion der Gerinnungsfaktoren, so dass es zu einem
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Ungleichgewicht und einem Mangel an Gerinnungsfaktoren kommt. Man spricht dann
vom Krankheitsbild der disseminierten intravasalen Koagulopathie (DIC), bei der also
das paradoxe Bild von Thromben und Blutungen (zum Beispiel in Form von Petechien)

zur gleichen Zeit vorliegt?®.

1.3.3 Mechanismen zur Freisetzung von Nukleinsauren im Rahmen der

Sepsis

In der Sepsis kommt es oft in groRem AusmaRl zum Zelluntergang, was zur Freisetzung
von Nukleinsduren, beispielsweise in Form von zellfreier DNA (cellfree DNA, cfDNA)
und extrazellularer RNA (exRNA), in die Blutbahn fuhrt. Die wichtigsten hier zu
erwéhnenden Prozesse, die den Zelltod auslésen und somit zu einer Erhéhung der
Nukleinsaurekonzentration im Plasma beitragen, sind die Apoptose, die Nekrose und die
NETose.

Bei der Apoptose handelt es sich um einen programmierten Zelltod. Dieser kann durch
einen intrinsischen oder extrinsischen Impuls induziert werden. Der intrinsische Ausléser
kdnnen beispielsweise oxidativer Stress oder Schaden in der DNA der Zelle sein. Der
extrinsische Weg wird rezeptorvermittelt induziert, zum Beispiel durch zytotoxische T-
Lymphozyten®. Bei der Apoptose wird die Zelle fragmentiert und es bleiben apoptotische
Partikel Ubrig, die von Phagozyten aufgenommen werden. Allerdings gibt es Hinweise
darauf, dass auch bei diesem Prozess ein Teil der Nukleinséuren in die Blutbahn
abgegeben wird!. Die Apoptose kann physiologisch beispielsweise im Rahmen der

Differenzierung des Immunsystems stattfinden.

Nekrotischer Zelluntergang ist haufig durch lokale Hypoperfusion und Hypoxie bedingt.
Eine lokale Hypoxie kann im Rahmen der Sepsis beispielsweise wie zuvor beschrieben
durch Thromben im kapillaren Endstromgebiet verursacht werden. Im Gegensatz zur
Apoptose ist diese Art des Zelltods unreguliert und bei diesem Prozess kénnen groRere
Zellverb&nde untergehen. Beim nekrotischen Zerfall werden sowohl die Zellorganellen
mitsamt dem Zellkern als auch die Zellwand beschéadigt, so dass Nukleinsauren
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freigesetzt werden. Das Zytoplasma mit den darin enthaltenen Bestandteilen gelangt

dadurch in das umliegende Gewebe, was eine zusitzliche Inflammation verursacht®.

Auch das Immunsystem kann eine Quelle freier Nukleinséuren sein. Im Rahmen der
proinflammatorischen Reaktion des Immunsystems kann es zu Gewebsschéden und sogar
zum Organversagen kommen?®. Hierbei spielen die neutrophilen Granulozyten eine
entscheidende Rolle, da sie einen wichtigen Teil der initialen Immunantwort darstellen®?.
Sie phagozytieren Bakterien (,,intrazellulare Abwehr) oder bekdmpfen mittels
Freisetzung von Zellbestandteilen Pathogene mit konsekutiver Aktivierung des
Immunsystems (,,extrazelluldre Abwehr*). Bei der extrazellularen Bekampfung besitzen
die Granulozyten wiederum zwei Mdoglichkeiten, die beide dazu fiihren kdnnen, dass
Nukleinsauren in die Blutbahn freigesetzt werden. Die erste Moglichkeit ist die NETose,
bei der sich freigesetzte Neutrophil Extracellular Traps (NETs) bestehend aus
Chromatinfdden im GefaRsystem unter anderem mit Thrombozyten zu netzartigen
Strukturen verbinden, mit welchen sie die Pathogene ,einfangen* (,,bacterial
trapping*)*3. Aufgrund des Einfangens von Thrombozyten kommt es in diesem Rahmen
neben einer starken Aktivierung des Immunsystems auch zu einer Aktivierung des
Gerinnungssystems. Bei der NETose unterscheidet man zusétzlich zwischen zwei
Formen. Bei der vitalen NETose bleibt die Zellintegritat bewahrt und das Chromatin wird
in Vesikeln durch Exozytose ausgeschieden. Im Rahmen der suizidalen NETose erfolgt
hingegen der Zelltod des Granulozyten durch Auflgsen der Zellwand und Ausschittung

des Chromatins, wobei es ebenfalls zur Freisetzung von Nukleinsauren kommt®*,

Die zweite Moglichkeit der neutrophilen Granulozyten zur extrazellularen Bekdmpfung
von pathogenen Keimen ist im Rahmen des ,,Respiratory Burst“ ihre Granula zu
entleeren. In diesen Granula sind Sauerstoffradikale und Enzyme enthalten, die bakterizid
wirken®. Allerdings ist dieser Inhalt nicht nur spezifisch fiir Bakterien schadlich, sondern
fiihrt auch zur Beschadigung des umliegenden Gewebes?®. Auch dieser Zellschaden

resultiert in freien Nukleinsauren im Plasma.

10
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1.4 Herausforderung Sepsis nach groRBen abdominalchirurgischen
Eingriffen

Die chirurgisch bedingte Sepsis hebt sich durch einige Besonderheiten von anderen
Formen der Sepsis ab. Das Risiko einer Infektion ist bei einer abdominellen Operation
durch unterschiedliche Faktoren per se erh6ht®. In einer prospektiven Studie stellte das
National Surgical Quality Improvement Project fest, dass bei mehr als 360 000
untersuchten Patienten nach einer abdominal-chirurgischen Operation die Inzidenz des
septischen Schocks um das 8-fache und die Inzidenz der Sepsis sogar um das 11,5-fache
hoher war im Vergleich zur Inzidenz eines Myokardinfarkts bei diesem
Patientenkollektiv. Auch die 30-Tage-Letalitdt war unter den septischen Patienten
verglichen mit den untersuchten Patienten, die postoperativ einen Myokardinfarkt oder

eine Lungenembolie erlitten, erhéht®.

Die Gefahr einer Sepsis ist in der Abdominalchirurgie insbesondere aufgrund der Gefahr
einer bakteriellen Translokation aus dem Darm erhoht®’. Dieser Begriff bezeichnet den
Transfer von Pathogenen in Korperkompartimente, in denen sie Infektionen auslosen
konnen. Dies sind meist Bakterien der naturlichen Darmflora, die ins Peritoneum
gelangen und dort eine Infektion verursachen. Im Gebiet der abdominellen Pathologien
und deren operativer Versorgung ist die bakterielle Translokation zu drei Zeitpunkten
moglich. Exemplarisch kann man diese Zeitpunkte am Krankheitsbild der
Sigmadivertikulitis darstellen. Praoperativ kann eine Translokation durch eine erhohte
Permeabilitait der Darmwand (,,capillary leak*) aufgrund des inflammatorischen
Prozesses erfolgen oder bei der schweren Komplikation einer perforierten
Sigmadivertikulitis. Als periprozedurale Komplikationen konnen sich Translokationen
zudem intraoperativ. durch Kontamination oder postoperativ aufgrund einer
Anastomoseninsuffizienz ereignen und so zu einer Peritonitis mit anschlieRender Sepsis
fiihren®®, Ist eine Translokation erfolgt, wird das Pathogen, wie in Kapitel 1.3.1
beschrieben, durch PAMPs erkannt und (ber PRRs eine Signalkaskade zur
Zytokinausschuttung induziert, die zunédchst eine lokale Inflammation ausldst, sich

jedoch zu einem SIRS und einer Sepsis entwickeln kann.
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Postoperativ kann sich allerdings auch ohne bakterielle Translokation ein steriles SIRS
entwickeln. Durch den operativen Eingriff entsteht ein gro3er Zellschaden, wodurch freie
Nukleinsduren und andere Alarmine ins Plasma gelangen®. Diese leiten tber die
Aktivierung durch DAMPs eine inflammatorische Signalkaskade ein, wie bei Erkennung
eines Pathogens®. Durch die Inflammation entstehen wiederum erneut Alarmine, was im

Sinne einer positiven Rickkopplung die Reaktion verstarkt.

In der intensivmedizinischen Versorgung abdominal-chirurgischer Patienten ist die
Differenzierung eines sterilen SIRS von einer Sepsis deshalb besonders herausfordernd.
Da aber die friihe Erkennung und Behandlung einer Sepsis entscheidend fir die Prognose

der Patienten ist, ist diese allerdings von grof3er Bedeutung.

1.5 Diagnostik der Sepsis

Die friihe Diagnose der Sepsis stellt auch erfahrene Arzte vor Schwierigkeiten. Es ist vor
allem eine klinische Diagnose durch verschiedene Symptome (siehe Definition in Kapitel
1.1), denn es gibt kein Kardinalsymptom, keine spezifischen Tests oder Blutparameter,
mit denen man explizit eine Sepsis diagnostizieren kann. Hinzu kommt die Schwierigkeit
der bereits erwahnten Abgrenzung zum postoperativen sterilen SIRS. Im Klinischen
Alltag wird zur Diagnostik einer Infektion insbesondere auf laborchemische Parameter
zurlickgegriffen. Die am weitesten verbreiteten Werte zur Beurteilung einer
Entzundungsreaktion sind die Anzahl der Leukozyten, das C-reaktive Protein (CRP) und
das Procalcitonin (PCT). Analog zur klinischen Reaktion mit Entwicklung eines sterilen
SIRS sind jedoch auch diese Parameter durch einen grof3en chirurgischen Eingriff
beeinflusst, ohne dass eine Infektion vorliegen muss*#2. Diese klassischen
laborchemischen Entziindungsparameter sind somit postoperativ stets erhéht und geben
keinen klaren Hinweis auf eine Infektion oder eine beginnende Sepsis. Die postoperative
Maskierung der Kklinischen Symptome einer Sepsis setzt sich somit durch die
laborchemische Maskierung einer Infektion fort und erschwert zusétzlich die friihe
Diagnosestellung einer Sepsis. Es bedarf daher neuer Sepsis-spezifischer Biomarker, um
die Differenzierung eines sterilen SIRS von einer beginnenden Sepsis zu ermdglichen

und septischen Patienten eine friihe und adaquate Therapie zukommen zu lassen.
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Bei einer zeitkritischen Diagnose wie der Sepsis sind schnelle Ergebnisse prognose- und
therapieentscheidend. Die schnellsten diagnostischen Ergebnisse kann man mittels einer
Point-of-Care-Diagnostik erlangen. Hierzu gehdren unter anderem die in dieser Studie
genutzten Messverfahren der Rotationsthrombelastometrie  ROTEM® und des
Thrombozytenaggregationstests Multiplate®, die bereits nach wenigen Minuten erste
Ergebnisse zur Beurteilung des Gerinnungssystems und der Thrombozytenfunktion
liefern. Durch die Interpretation dieser Ergebnisse kann der Ursprung einer
Gerinnungsstorung, beispielsweise ein Mangel an Gerinnungsfaktoren oder eine
antithrombozytére Therapie erkannt und der Patient anschlieRend schnell und gezielt
behandelt werden. Diese schnelle Erkenntnis ist bei der Sepsis durch die dynamischen
Veranderungen in der Gerinnung und der Gefahr des DIC von besonderer Relevanz. In
anderen Studien konnte die Nitzlichkeit dieser beiden Messsysteme im Zusammenhang
mit der Sepsis und des SIRS bereits festgestellt werden, weshalb diese beiden Verfahren
in dieser Studie zum Einsatz kamen®*#, Fir die spezifische Friiherkennung der Sepsis

existieren solche Point-of-Care Geréte bisher nicht.

1.6 Grundlagen der Sepsis-Therapie

Zur Therapie der Sepsis veroffentlicht die Surviving Sepsis Campaign regelmaRig
Empfehlungen, die an den aktuellen Stand der Wissenschaft angepasst sind. Im Juni 2018
publizierten Levy et al. eine Empfehlung fir die wichtigsten diagnostischen und
therapeutischen Schritte, die in der ersten Stunde nach der klinischen Diagnosestellung
einer Sepsis vollzogen werden sollten, das sogenannte ,,hour-1 bundle“*®. Die wahrend
der Dissertation geltenden Empfehlungen sind mit den aktualisierten Leitlinien von 2021
zum Teil uberholt, es gilt jedoch weiterhin im Falle einer Sepsis oder eines septischen

Schocks eine friihe und zielgerichtete Therapie zu initiieren®.

Grundsatzlich orientiert sich die Sepsis-Therapie an vier Sdulen, die im Folgenden
erlautert werden. Die erste Sdule ist die supportive Therapie, deren Ziel es ist die
Hamodynamik des Patienten zu stabilisieren und somit eine ausreichende Organperfusion
sicherzustellen®. Es gilt mittels Volumensubstitution und Katecholamintherapie eine

verminderte Organperfusion zu beheben. Die aktuelle Leitlinie von 2021 empfiehlt
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hierbei als wesentliche Neuerung als Orientierungsparameter die periphere
Rekapillisierungszeit®. Der zuvor primér als Orientierung der Volumentherapie genutzte
Surrogatparameter einer Laktatdmie findet sich weiterhin in der Leitlinie, jedoch zeigte
die ANDROMEDA SHOCK-Studie von Hernandez et al, dass die
Rekapillarisierungszeit effektiver war als die Laktatmessung. Zudem zeigten die
Patienten mit Nutzung der Rekapillarisierungszeit als Orientierungsparameter in dem
beobachteten Zeitraum eine signifikant niedrigere Rate an Organdysfunktionen und eine

niedrigere 28-Tage Mortalitat*>4®,

Die zweite Therapiesdule beinhaltet den Beginn einer antibiotischen Therapie, die ein
breites Keimspektrum abdeckt®. Die antibiotische Therapie sollte nach der Tarragona-
Strategie mit dem Leitsatz ,,hit hard and early” und unter Beachtung der begleitenden
Umsténde, beispielsweise einer zuvor bereits erhaltenen antibiotischen Therapie, etabliert
werden*"*®. Hier empfiehlt die aktuelle Leitlinie den Beginn der empirischen
antibiotischen Therapie beim septischen Schock innerhalb der ersten Stunde®. Beim
Verdacht einer Sepsis sollte zunachst die Diagnose gesichert werden, die antibiotische
Therapie sollte hier innerhalb von drei Stunden initiiert werden. Diese Differenzierung
im VVorgehen zwischen Sepsis und septischem Schock fehlte in den vorherigen Leitlinien
und entsprechend im ,,hour-1 bundle“®. Gelingt im weiteren Verlauf der Therapie ein
Keimnachweis, sollte eine resistogrammgerechte Fokussierung der antibiotischen

Therapie erfolgen®.

Die Kontrolle und Sanierung des Infektfokus stellt als dritte Sdule der Sepsistherapie
insbesondere bei postoperativen Patienten ein wichtiges Therapieziel dar, denn die
Mortalitat der Patienten ist bei Verzdgerung der Fokussanierung signifikant hoher849:°0,
Getreu dem Leitspruch ,,Ubi pus, ibi evacua“ ist nicht nur das Drainieren von Abszessen
zeitnah durchzufiihren, sondern auch infiziertes Gewebe muss debrediert werden, wenn
dies den Infektfokus darstellt.

Die vierte Therapiesdule ist eine zusatzliche adjuvante Therapie. Ansatze zur
Immunmodulation oder Optimierung der Gerinnungssituation sind im Fokus der
Forschung, es konnte jedoch bisher kein signifikanter Effekt auf die Mortalitét septischer
Patienten festgestellt werden. Einzig bei Patienten mit septischem Schock und
anhaltendem Katecholaminbedarf ist eine intravendse Therapie mit Kortikosteroiden

empfohlen®.
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1.7 Biomarker und Relevanz von frei zirkulierenden Nukleinsauren im

Rahmen der Sepsis

Wie zuvor beschrieben existieren bereits viele Erkenntnisse zum Themenkomplex der
Sepsis, gleichzeitig sind jedoch weiterhin viele Fragen offen. Es mangelt weiterhin an
einer suffizienten Methode zur Friherkennung der Sepsis, insbesondere im Hinblick auf
die Diskriminierung zum postoperativen SIRS. Zudem werfen pathophysiologische
Prozesse der Sepsis wie zum Beispiel die Pathophysiologie der septischen Koagulopathie

weiterhin Fragen auf und sind noch nicht in G&nze verstanden.

In Kapitel 1.5 wurde bereits auf die Einschrankungen zur Diagnostik der Sepsis
eingegangen. Es besteht kein spezifischer Parameter zur Diagnosestellung einer Sepsis,
so dass die Diagnose aus einer Kombination von verschiedenen Parametern gestellt wird.
Insbesondere der klinische Zustand des Patienten ist hier relevant, welcher durch den
Zustand des postoperativen SIRS jedoch nur begrenzt verwertbar fiir die Diagnose der
Sepsis ist. Die laborchemischen Parameter CRP und PCT konnen bedingt zur
Diagnosestellung helfen, sie werden jedoch durch verschiedene andere Prozesse im
Korper beeinflusst. Die HOohe des PCT ist wesentlich vom Erreger abhdangig, eine
Infektion mit E. coli verursacht beispielsweise eine deutlich hthere Konzentration des
PCT als eine Kandidasepsis®. Auch spielen Begleiterkrankungen wie eine Leberzirrhose
eine wesentliche Rolle bei der Konzentration des PCT, was entsprechend zu einer
Einschrankung der Beurteilbarkeit fiihrt®2%3, Eine Erhéhung des PCT ist somit
insbesondere von therapeutischer Relevanz, wenn das klinische Bild der Patienten auch
zu einer Infektion passt. Auch zeigten Heyland et al., dass eine repetitive PCT
Bestimmung die Dauer der antibiotischen Therapie einer Sepsis reduzieren konnte und
somit zur Beurteilung des Therapieerfolgs dienen kann®*.

Insbesondere bei Patienten nach groRRen chirurgischen Eingriffen konnen CRP und PCT
im Rahmen einer postoperativen Reaktion erhoht sein*42, So zeigten die Untersuchungen
von Welsch et al., dass die Erhohung des postoperativen CRP sich erst am funften Tag
nach der Operation normalisiert. Daher sollte erst bei persistierend erhdhten CRP Werten

eine weiterfiihrende Diagnostik erfolgen®.
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Zudem konnten Parlato et al. darstellen, dass eine Messung von CRP und PCT keinen
relevanten Vorteil in der Unterscheidung der Diagnosen zwischen postoperativem SIRS

und Sepsis im Vergleich zur alleinigen Messung des CRP erbrachte®®.

Um herauszufinden, ob freien Nukleinsduren eine relevante Rolle als diskriminativer
Biomarker zukommen konnte, stehen diese im Fokus dieser Studie. In den
vorangegangenen Kapiteln wurde bereits dargestellt, dass im Rahmen der Sepsis multiple
Quellen zur Freisetzung freier Nukleinsdauren in die Blutbahn existieren. So fihrt bei der
Sepsis die pathologische Antwort des Wirts mittels Uberschielfender Immunreaktion zur
Freisetzung von Nukleinsauren und zu einem erhéhten Thromboserisiko®. Dies geschieht
bei samtlichen bereits in Kapitel 1.3.3 aufgefuhrten Prozessen, welche zur Freisetzung
von Nukleinsauren fiihren, sowohl im Bereich der Sepsis als auch bei sterilen Traumata
mit einhergehendem SIRS. Begleitend hierzu gelangen auch mitochondriale
Nukleinsduren in die Blutbahn, welche aufgrund des bakteriellen Ursprungs der

Mitochondrien ein zusétzlicher Verstarker fiir das Immunsystem sind®",

Es existieren bereits Studien, die freie Nukleinsauren als diagnostisches Kriterium einer
Sepsis untersuchten. Jedoch untersuchte keine dieser Studien, ob man freie Nukleinséuren
auch zur Differenzierung zwischen Patienten mit postoperativem SIRS und Patienten mit
einer Sepsis nutzen kann?°%-%2 VVorangegangene Studien zeigten daneben, dass bei
septischen Patienten eine erhohte Plasmakonzentration von freien Nukleinséduren mit
einer erhohten Sterblichkeitsrate assoziiert ist, was darauf schlieen lasst, dass freie
Nukleinsduren eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie der Sepsis spielen>®3-65_ Hier
konnten wichtige Erkenntnisse zu freien Nukleinsduren als diskriminative und

prognostische Biomarker gewonnen werden.

Im Rahmen der Pathophysiologie spielen freie zirkulierende Nukleinsauren eine wichtige
Rolle in der Immunhimostase®*®. So sind sie immunologisch wesentlich fiir den
Mechanismus der NETs notwendig®’, gleichzeitig sind NETs durch das Aktivieren von
Thrombozyten an der Aktivierung der Gerinnung beteiligt. In vitro Versuche zeigten
zudem, dass die cfDNA die Gerinnung Uber den intrinsischen Weg aktivieren kann und
auch einen Einfluss auf die Fibrinolyse hat®®. Dieser Effekt konnte in vivo, insbesondere

bei Patienten mit einer Sepsis, allerdings noch nicht nachgewiesen werden.
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Die Rolle der exRNA in der Sepsis ist noch nicht abschlie3end geklart. Aber die aktuelle
Studienlage lasst vermuten, dass sie einen dhnlichen Effekt hat wie die cfDNAS®, Sie
konnte als Aktivator der Faktor-Vl1I-aktivierenden Protease (FSAP) identifiziert werden,

die ihrerseits einen wichtigen prokoagulatorischen Gerinnungsfaktor darstellt:,

Eine Gemeinsamkeit, die cfDNA und exRNA aufweisen, ist, dass beide Molekiile stark
negativ geladen sind, was auf ihre Struktur mit einem Glukose-Phosphat-Gerst
zuriickgeht®’. Diese Eigenschaft konnte eine Schliisselrolle bei der Aktivierung des

Gerinnungssystems spielen.

Es existieren kaum Studien, die die Konzentration freier Nukleinsduren bei Patienten
nach abdominalchirurgischen Eingriffen mit septischen Patienten vergleichen. Auch der
Einfluss freier Nukleinsauren auf das Gerinnungssystem in vivo ist nicht ausreichend

erforscht.

Somit war es Ziel dieser Studie zum einen den Status quo der Konzentrationen frei
zirkulierender DNA und RNA zwischen diesen beiden Patientengruppen zu erfassen.
Zum anderen sollten mégliche Zusammenhange zwischen der Hohe der Konzentrationen
der freien Nukleinsdauren und Beeintrachtigung des Gerinnungssystems analysiert
werden. Zuletzt sollte der Frage nachgegangen werden, ob eine Korrelation zwischen der
Konzentration der Nukleinsduren und dem Ausmal der Endorganschaden
beziehungsweise der Sterblichkeitsrate besteht. Hierfiir wurden die im Folgenden

benannten Fragestellungen erarbeitet.
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1.8 Fragstellungen

Um den in vivo Einfluss der cfDNA und exRNA auf die Blutgerinnung wahrend der
Sepsis und der Abdominalchirurgie sowie ihre Rolle als diskriminativen Biomarker zu
untersuchen, wurden folgende Hypothesen formuliert, welche im Rahmen der

vorliegenden Dissertationsarbeit bewiesen oder widerlegt werden sollen.

I. Die Menge an freien Nukleinsduren ist im Plasma septischer Patienten im

Vergleich zu postoperativen Patienten und gesunden Probanden erhéht.

I[l. Die Menge an freien Nukleinsauren korreliert mit dem Schweregrad der

vorliegenden Gerinnungsstorung.

[1l.  Je hoher die Menge an freien Nukleinsduren, desto hoher ist die Stabilitat der
Gerinnsel.

IV. Die Menge an freien Nukleinsdauren korreliert mit der Schédigung von Leber und
Niere der Patienten.

V. Eine persistierend erhohte Menge an Nukleinsauren im Verlauf stellt einen

negativ prognostischen Faktor dar.
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Bei dieser Studie handelt es sich um eine prospektiv-beobachtende, monozentrische
Studie der anasthesiologischen Abteilung am Universitatsklinikum GielRen und Marburg
(Standort Giel3en). Sie fand im Zeitraum zwischen Oktober 2013 und April 2014 statt.
Gemal} Studienplan wurden Patienten fur drei Studiengruppen rekrutiert. Alle Patienten
und gesunde Probanden wurden tber die Studie aufgeklart und stimmten der Teilnahme
schriftlich zu. Falls die gesundheitliche Situation eines Patienten eine Aufklarung nicht
zuliel3, war entsprechend der Vorgaben der Ethikkommission eine konsiliarische
Bestatigung der Nicht-Einwilligungsfahigkeit durch einen unabhéngigen Arzt sowie in
der Folge eine Zustimmung des gesetzlichen Betreuers VVoraussetzung fur den Einschluss
in die Studie. Es wurden nur Patienten (ber 18 Jahren und ohne bestehende
Schwangerschaft untersucht. Die erste Studiengruppe umfasste Patienten, die an einer
Sepsis litten (n=15), welche das Zielkollektiv darstellte. Patienten aus dieser
Studiengruppe mussten die Sepsiskriterien der Surviving Sepsis Campaign aus dem Jahre
2012 erfiillen®, die Diagnosestellung der Sepsis durfte bei Einschluss nicht lter als sechs
Stunden sein. Weiterhin wurden Patienten nach einer grofen abdominalchirurgischen
Operation (n=10) und gesunde Probanden (n=10) als Vergleichskollektive untersucht. Zu
den Ausschlusskriterien gehodrte unter anderem das Bestehen einer Erkrankung mit
systemischer Entziindung, zum Beispiel eine Autoimmunerkrankung. Die vollstandigen

Ein- und Ausschlusskriterien sind Tabelle 3 zu entnehmen.

Den septischen und den postoperativen Patienten wurde an vier Zeitpunkten jeweils 12,9
ml Blut (7,5 ml EDTA, 2,7 ml Citrat, 2,7 ml Hirudin) abgenommen: bei Einschluss in die
Studie (t1), 24 (t2), 72 (t3) und 168 Stunden (ts) nach Einschluss. Bei den gesunden
Probanden erfolgte lediglich eine Blutentnahme der gleichen Menge nach Einschluss in
die Studie, die Messungen dieser Blutentnahme wurden als Vergleichswerte fur die
Messzeitpunkte ti, t2, t3 und ts genutzt. Die erste Blutentnahme bei den postoperativen
Patienten erfolgte zeitnah nach der Operation. Zu jedem Zeitpunkt wurden die
Konzentrationen von cfDNA und exRNA bestimmt, Parameter des Routinelabors erfasst,
gine ROTEM®- und Multiplate®-Messung durchgefithrt und klinische Daten

dokumentiert.
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gesunde
Probanden

Patienten mit grof3er OP

Studienkollektiv

Alter > 18 Jahre

Alter >18 Jahre
UND

Abschluss einer grof3en
abdominalchirurgischen
OP:

»  Pankreasresektionen

» Hemihepatektomie

+  Osophagusresektion

» kolorektale Resektionen

e erweiterte
Magenresektionen

Alter > 18 Jahre

UND

1. SIRS

mind. 2 Kriterien:

o Temperatur
> 38°C oder < 36°C

» Tachykardie > 90 / min

» Leukozytose

> 12.000 oder < 4.000
(/)

» Respiratorische
Insuffizienz

UND

2. klinischer Nachweis
einer viralen, fungalen
oder bakteriellen
Infektion

Anzeichen eines SIRS

mind. 2 Kriterien:

+  Temperatur
> 38°C oder < 36°C

» Tachykardie > 90/ min

» Leukozytose
>12.000 oder <4.000
(/ul)

» Respiratorische
Insuffizienz

e Positiver Befund von
viraler, fungaler oder
bakterieller Infektion

» Diagnose der Sepsis >6
h

o Nichterfiillung der Einschlusskriterien
e Schwangerschaft

o Diagnostizierte Autoimmunerkrankung (z.B. Morbus Crohn,
multiple Sklerose, Lupus erythematodes)
o Infektitse virale Erkrankungen (HIV-Infektion, Hepatitis A/B/C)
e Polytraumatisierung

Tabelle 3 Darstellung der Ein- und Ausschlusskriterien der drei Studienkollektive.

Abk.: HIV = Humanes Immundefizienz-Virus
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2.2 Ethikvotum, Einwilligung der Patienten und Pseudonymisierung

Die Studie wurde von der Ethikkommission in ihrer Sitzung am 19.07.2012 unter dem
Aktenzeichen 100/12 bewilligt. Ferner wurde von der Kommission entschieden, dass bei
Patienten, die zum ersten Messzeitpunkt nicht einwilligungsféahig sind, die erste Probe
auf Grund des minimalen Risikos ohne Einwilligung abgenommen und analysiert werden
durfte. Die Ergebnisse durften allerdings nur verwertet werden, wenn eine Einwilligung
des gesetzlichen Betreuers des Patienten folgte.

Die Aufklirung tiber die Studie wurde von einer approbierten Arztin oder einem
approbierten Arzt durchgefiihrt. Die Einwilligung zur Teilnahme an der Studie erfolgte,
unter Bericksichtigung der MalRgabe der Ethikkommission, vom Patienten selbst oder
bei einwilligungsunféhigen Patienten vom gesetzlich bestimmten Betreuer. Alle
Probanden bekamen bei Einschluss in die Studie eine Patienten-ID und wurden somit

vollstandig pseudonymisiert.

2.3 Methodik

2.3.1 Blutentnahmen

Die Blutentnahmen erfolgten unter keimarmen Bedingungen, mdglichst (ber einen
bereits vorhandenen GefaRkatheter. Falls dieser nicht vorhanden war, wurde die

Entnahme peripher-vends durchgefuhrt.

2.3.2 Gerinnungsanalyse

Zur Beurteilung der Gerinnung der Probanden wurden, zusétzlich zu den
Routinegerinnungsparametern (Quick, International Normalized Ratio [INR], aktivierte
partielle Thromboplastinzeit [aPTT]), die Rotationsthrombelastometrie (ROTEM®, TEM
International GmbH, Minchen, Deutschland) und die Thrombozytenaggregometrie
(Multiplate®, Roche Diagnostics International Ltd, Grenzach-Wyhlen, Deutschland)

genutzt.
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2.3.2.1 Rotationsthrombelastometrie

2.3.2.1.1 Messprinzip

Sowohl das Blut des Patienten als auch die benétigten Reagenzien werden mithilfe des
Geréateprogramms in die Messkivetten pipettiert, welche in Kivettenhaltern fixiert sind.
Diese Kuvettenhalter sind durchgehend auf 37° Celsius erwarmt, um die Reaktion unter
physiologischen Bedingungen zu ermdglichen. Sobald alle Reagenzien dem Blut
hinzugefugt wurden und die Reaktion startet, wird ein zylindrischer Stempel in die
befullte Kivette getaucht. Der Stempel ist fest verbunden mit dem Stempelsensor,
welcher mit Hilfe einer elastischen Feder in der Langsachse um 4,75° jeweils nach links
und nach rechts rotiert. Aufgrund des geringen Abstands von nur 1 mm zwischen
Kivetteninnenwand und Stempel entsteht ein mechanischer Widerstand, sobald die
Blutgerinnung in der Probe einsetzt. Diese Verénderung im Rotationsverhalten des
Stempels wird durch einen Detektor registriert und aufgezeichnet. Grafisch wird dies als
Diagramm dargestellt, welches auf der horizontalen Achse den zeitlichen Verlauf von
links nach rechts zeigt. Die vertikale Achse stellt die Amplitude der Gerinnselfestigkeit
dar. Der Computer berechnet hieraus die fir die Studie genutzten Messwerte: die
Gerinnungszeit (Clotting Time, CT), die Gerinnselbildungszeit (Clot Formation Time,
CFT), die maximale Gerinnselfestigkeit (Maximum Clot Firmness, MCF) und den Lyse-

Index nach 60 min (LI). Die Bedeutung der einzelnen Messwerte sind Tabelle 4 zu

entnehmen.
Messwert Bedeutung
Gerinnungszeit (CT) in sec Zeit von Beginn der Messung bis zum
Einsetzen der Gerinnung
Gerinnselbildungszeit (CFT) in sec Zeit ab dem Beginn der Gerinnung, bis eine

Gerinnselfestigkeit von 20 mm erreicht ist

maximale Gerinnselfestigkeit (MCF) in | Maximale mechanische Auspragung des

mm Gerinnsels

Lyse-Index nach 60 min (LI) in Prozent | Abnahme der Gerinnselauspragung nach 60

min

Tabelle 4 Bedeutung der Messwerte nach Leitfaden ROTEM®-Analyse Calatzis et al. 2
Abk.: CT = Clotting Time, CFT = Clot Formation Time, MCF = Maximum Clot Firmness , LI

= Lyse Index
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Kiivette & Probe

Beheizter

Kiivettenhalter

Gerinnselbildung o em innovations GmbH

Abbildung 1 Messprinzip einer ROTEM®-Messung. Mit freundlicher Genehmigung von
Instrumentation Laboratory, Bedford

Auslenkung in mm (Festigkeit)

A OO @
o O O

N
o O

-
o
o

CT Gerinnungszeit

CFT Gerinnselbildungszeit

alpha Alpha-Winkel

A10 Amplitude 10 Min. nach CT
MCF Maximale Gerinnselfestigkeit

CT LI30 Lyse Index 30 Min. nach CT
R ML Maximale Lyse
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Abbildung 2 Beispiel einer ROTEM®-Messung. Mit freundlicher Genehmigung von
Instrumentation Laboratory, Bedford
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Das ROTEM® delta-Gerét besitzt vier Kanile, es ist somit moglich vier Messungen
parallel durchzufiihren. Da fir diese Studie sechs Messungen pro Abnahmezeitpunkt
notwendig waren, wurden zwei ROTEM® delta-Gerdte genutzt. Hierdurch wurde
gewadhrleistet, dass die notwendigen Messungen alle zeitnah zur Blutentnahme ablaufen
konnten. Laut Herstellerangaben sind Messmethodik und -analyse beider genutzten

Geréte identisch.

Es wurden fur jeden Messzeitpunkt sechs unterschiedliche Messungen durchgefuhrt, die
im Folgenden erldutert werden. Fir alle Messungen wurde Citratblut eingesetzt, die
Mindestmessdauer betrug 60 Minuten. Das Pipettierprogramm des Gerats zeigt dem
Nutzer in einem Step-by-Step Verfahren an, welche Reagenzien fiir die jeweiligen

Messungen benotigt werden.

Um eine durch endogene Faktoren aktivierte Gerinnung zu messen, wurde die NATEM-
Messung durchgefiihrt (,,Nicht-aktivierte TEM*). Das Citratblut wird hierbei durch das
hinzugefiigte Reagenz rekalzifiziert. Die INTEM-Messung stellt die Aktivierung der
Gerinnung uber einen Fremdflachenkontakt dar, also den intrinsischen Gerinnungsweg.
Bei Patienten mit Heparin-Therapie ist im INTEM eine verlangerte CT zu erkennen. Um
hier den Heparin-Effekt aufzuheben und andere Gerinnungsstérungen auszuschlieRen,
wird die HEPTEM-Messung durchgefihrt, in der als zusatzliches Reagenz die
Heparinase zum Einsatz kommt. Im EXTEM =zeigt sich die extrinsische
Gerinnungsaktivierung durch Gewebsthromboplastin (,, Tissue Factor). Mit dem Zusatz
von Cytochalasin D zum EXTEM wird im FIBTEM die Thrombzytenaggregation
gehemmt, wodurch die Entstehung des reinen Fibringerinnsels dargestellt wird. Gibt man
dem EXTEM anstelle des Cytochalasin D Aprotinin hinzu, wird die Fibrinolyse
gehemmt. Mit dieser APTEM-Messung lasst sich im direkten Vergleich zum EXTEM

eine Hyperfibrinolyse detektieren.
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2.3.2.2 Thrombozytenaggregometrie

2.3.2.2.1 Messprinzip

Die Thrombozytenaggregometrie

(Multiplate®-Messung) erfasst

die

Thrombozytenfunktion und basiert auf der Erfassung von Impedanzverdnderungen

zwischen zwei Sensordréhten, welche innerhalb der Messzelle in das mit Reagenzien

versetzte Vollblut des Patienten getaucht sind. Falls im Verlauf der Messung das

Gerinnungssystem aktiviert wird, setzt die Adhésion und Aggregation der Thrombozyten

an den Sensordréhten ein. Dies fihrt zu einer Steigerung der Impedanz, welche

kontinuierlich erfasst und grafisch dargestellt wird. Jede Messzelle besitzt zwei Péarchen

der Sensordrahte, wodurch zwei Messungen parallel durchgefiihrt und dargestellt werden

(roter und blauer Graph, Abbildung 3). Dadurch wird bei jeder Messung auch direkt eine

Messkontrolle durchgefiihrt. Nach der Messung wird die Area under the Curve (AUC)

angezeigt, welches ein Produkt aus den Aggregation Units (AU), also der maximalen

Hohe der Kurve, und der gemessenen Zeit ist. Die AUC kann auch nur als Einheit U

angegeben werden.
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Abbildung 3 Beispiel einer Multiplate®-Analyse mit einem Normalbefund (links) und

einer suffizienten Thrombozytenhemmung (rechts) unter Acetylsalicylsdure-Therapie;

angepasst nach Gorlinger et al.”
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2.3.2.2.2 Ablauf der Messung

Nachdem die Messzellen in der Vorrichtung des Gerats positioniert und mit den
Sensorkabeln verbunden wurden, werden mit Hilfe einer elektronischen Pipette 300 pl
isotonische NaCl 0,9%-L0dsung und 300 pl Hirudinblut in die Zelle gegeben. Darauf folgt
eine Phase, in welcher die Temperatur der Mischung auf 37° C erwarmt, beziehungsweise
gehalten wird, um den Test unter physiologischen Bedingungen durchfiihren zu kdénnen.
Sobald diese Phase abgeschlossen ist, wird das jeweils notwendige Reagenz hinzugefigt
und die Messung anschlieend automatisch gestartet. Auch dieses Gerét verfligt Gber ein

Step-by-Step Verfahren und zeigt dem Nutzer alle einzelnen Schritte an.

Die fur diese Studie durchgefiihrten Tests untersuchen das Blut auf drei unterschiedliche
Medikamentengruppen zur Hemmung der Thrombozytenaggregation. Mit dem ASPItest
wird das Blut auf die Wirkung von Cyclooxygenasehemmer, mit dem ADPtest auf ADP-
P2Y12-Rezeptorhemmer und mit dem TRAPtest auf GPIlIb/llla-Rezeptorinhibitor
untersucht. Nimmt ein Patient einen Thrombozytenaggregationshemmer ein, steigt im

entsprechenden Test der Graph weniger an, was in einem niedrigeren AUC-Wert

resultiert.
Aktivierun Clopidogre!
’ vierung TRAPtest Prasugrel
........ } Inhibierung 4 TRAP Ticagrelor
:
ADP

GP Antagonisten
Abciximab
Tirohibar

N [ —~ - EEm S

(ADP+PGE1)

Arachidonsiiure ASS

Abbildung 4 Schematische Darstellung der Wirkmechanismen der unterschiedlichen
Multiplate® Tests. Mit freundlicher Genehmigung von Roche Diagnostics Deutschland
GmbH. Abk.: TRAP = Thrombin-Rezeptor-Aktivator, TXA2 = Thromboxan A2, ADP =
Adenosindiphosphat, ASS = Acetylsalicylsdure, NSAID = Nichtsteroidales Antirheumatikum,
PGE1 = Prostaglandin E1, GP = Glykoprotein
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2.3.3 Isolation der Nukleinsauren

Die Isolation der Nukleins&uren erfolgte stets aus dem Plasma der EDTA-Blutprobe. Fur
die Trennung von Blutplasma und festen Blutbestandteilen wurde das Rohrchen 10
Minuten lang bei 1500 Relative Centrifugal Force (RCF) zentrifugiert (Minifudge RF,
Heraeus, Deutschland). Hieraus wurden die notwendigen Mengen Plasma fur die cfDNA-
und exRNA-Isolation pipettiert und die restliche Menge Plasma zundchst in 100 pl
Aliquots bei -20 °C eingefroren. Sobald beide Isolationen abgeschlossen waren, wurden
die geldsten Nukleinsduren und die restlichen Plasmaproben bei -80 °C eingefroren. Um
einen reibungslosen Ablauf beider Isolationen sicherzustellen, ohne dass Proben fur
langere  Zeitrdume unbearbeitet blieben, wurden die Arbeitsprotokolle der

Isolationsvorgange kombiniert und somit parallel durchgefuhrt.

2.3.3.1 Isolation und Quantifizierung der cfDNA

Fir die Isolation der cfDNA wurde das QlAamp® DNA Blood Mini Kit (Produktnummer
51304, Qiagen, Venlo, Niederlande) genutzt. Laut Herstellerangaben ist hiermit die
Isolation von reiner DNA der GrofRe von 200 bp bis zu 50 kbp mdglich, welche

anschlieBend fiir eine PCR nutzbar ist.

Die Isolation erfolgte aus 500 pl Plasma gemal dem Herstellerprotokoll. AnschlieRend
wurden 5 pl des Isolats genutzt um eine semiquantitative Quantifizierung der cfDNA
mithilfe einer Realtime-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) zu bestimmen. Bei dieser
RT-PCR wurde die TagMan™ Methode mit einer Region des R-Globin-Locus als Ziel
genutzt. Vor der ersten RT-PCR Messung wurde zunéchst eine Standardkurve ermittelt,

um anhand dieser Kurve die Konzentration in der Probe gegenzurechnen.

Fiur die Erstellung der Standardkurve wurden zwei Mal 5x108 Zellen der Zelllinie des
Lungenepithelkarzinom (A-549) aus Passage 12 in phosphatgepufferter Salzl6sung
(PBS) genutzt. Aus diesen wurde jeweils mithilfe des Ql1Aamp® DNA Blood Mini Kits
die cfDNA isoliert. Die spektrophotometrische Quantifizierung und Qualitatskontrolle
durch das NanoDrop™ 1000 Spektrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Wilmington,
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DE, USA) zeigte bei drei Messungen immer ein 260/280 nm Verhéltnis von mehr als 1,9.
Die cfDNA-Konzentration betrug hierbei im Mittel 61 730 pg/pl. Das durchschnittliche
Gewicht eines Genoms wurde mit 6,6 pg angenommen, wodurch in der Standardreihe ein
Topstandard von 46 765 Genomen (Genomaquivalente — GE) pro 5 ul des lIsolats
errechnet wurde. Die Probe wurde anschlieBend aliquotiert und bei -80 °C eingefroren.
Vor jeder PCR-Messung wurden ein Aliquot der Standardkurve und die Proben bei
Raumtemperatur aufgetaut. Fir das Aliquot der Standardkurve wurde mit nukleasefreiem
Wasser eine serielle Verdiinnungsreihe im Verhaltnis 1:2 erstellt. Es wurden insgesamt
neun Verdunnungsstufen erstellt, von denen die ersten beiden Verdiinnungen verworfen
und die Verdunnungen 3-9 fiir die PCR-Messungen als Standardkurve genutzt wurden
(entsprechend einer Erfassungsweite von 1 732 bis 2,4 GE). Alle Messungen wurden an
einem StepOnePlus® Cycler (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) mithilfe des
TagMan™ Gene Expression Master Mix Kit® (Applied Biosystems, Waltham, MA,
USA) durchgefiihrt. Sowohl die Sequenzen der eingesetzten Primer und Sonden als auch
deren genutzte Konzentration und die PCR-Zyklen kénnen der Tabelle 5 entnommen
werden. Sobald die Reagenzien und Proben in die Wells der PCR-Platte pipettiert waren,
wurde diese mit einer Klebefolie versiegelt und 10 Minuten bei 5 000 rpm zentrifugiert.
AnschlieBend wurde die Analyse gestartet. Alle Proben und Standards wurden in Triplets
gemessen und automatisch durch die Software des Cyclers berechnet (StepOne Software
V2.2.3).

2.3.3.2 lIsolation und Quantifizierung der exRNA

Die exRNA wurde mithilfe des Norgen Biotek® RNA Purification Mini Kit (Product-#
51000, Norgen Biotek, Thorold, Kanada) nach Angaben des Herstellers isoliert. Mit
diesem Kit kann extrazellulare RNA jeglicher GroRe isoliert werden. AnschlieRend
wurde mit einer quantitativen TagMan™ PCR die Konzentration bestimmt, wobei [3-
Actin Transkripte bestimmt wurden. Hierfur wurden sowohl ein TagMan™ Assay von
Applied Biosystems (Assay ID: Hs01060665 gl) als auch One-Step Reagenzien
(Applied Biosystems AgPath-ID™ One-Step-RT-PCR Kit, Life Technologies, Carlsbad,
USA) genutzt, um Abweichungen zu minimieren. Analog zur DNA-Quantifizierung

wurde auch hier eine Standardkurve erstellt, wofiir RNA aus 107 Lungenepithelzellen A-
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549 aus Passage 20 isoliert wurden, die sich in PBS befanden. Diese Isolation wurde mit
dem RNeasy Mini Kit® (Qiagen, Hilden, Deutschland) durchgefiihrt und anschlieRend
auch spektralphotometerisch analysiert. Bei einer Menge von 0,01 ng RNA pro Zelle,
enthielt eine Probe 119 580 Transkriptionseinheiten (TU) pro Mikroliter. Nach einer 1:1
Verdunnung wurde somit ein Topstandard von 59 790 TU/ul erzielt, welcher aliquotiert
und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert wurde. Vor jeder PCR-Messung
wurden ein Aliquot der Standardkurve und die Proben bei Raumtemperatur aufgetaut. Fur
das Aliquot der Standardkurve wurde eine serielle Verdlnnungsreine mit acht
Verdunnungsstufen erstellt. Auch hier betrug das Verhaltnis von Probe zu nukleasefreiem
Wasser 1:2. Die ersten beiden Verdinnungsstufen wurden verworfen und
Verdinnungsstufen 3-8 fiir die Standardkurve in der PCR genutzt (entsprechend 2 214
bis 9 TU). Auch hier wurden alle Proben und Standards in Triplets gemessen und

automatisch durch die Software des Cyclers berechnet (StepOne® Software V2.2.3).

Target Primer/Sonde Sequenzen (5°—>3”) Zyklen Konzentration

Forward primer:
GTGCACCTGAC CCTGAGGAGA
Schritt 1: 2 min 50°C

Reverse primer:
Schritt 2: 10 min 95°C

B-globin | CCTTGATACCAACCTGCCCAG ) Sonde: 100 uM
Cycling Stage (40x): )
(cfDNA) | Sonde: ) Primer: 50 uM

Schritt 3: 15 sec 95°C
6-FAM-

Schritt 4: 1 min 60°C
AAGGTGAACGTGGATGAAGTT
GGTGG-TAMRA

Holding Stage:

Holding Stage:
Schritt 1: 10 min 45°C
p-actin TagMan assay (Applied Biosystems) | Schritt 2: 10 min 95°C
(exRNA) | (AssaylD: Hs01060665_g1) Cycling Stage (40x):
Schritt 3: 15 sec 95°C
Schritt 4: 45 sec 60°C

Beliebig
(nach Hersteller-

angaben)

Tabelle 5 Primer und Sonden Sequenzen und Zyklusbedingungen fir die PCR-

Quantifizierung
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2.3.4 Laborchemische Parameter, Blutbild und Globalgerinnungsparameter

Alle laborchemischen Parameter (Kreatinin, Harnstoff, Bilirubin, Glutamat-Oxalacetat-
Transaminase [GOT], Glutamat-Pyruvat-Transaminase [GPT], Laktatdehydrogenase
[LDH]), das Blutbild (Leukozyten und Thrombozyten) sowie die Globalgerinnung
(Quick, INR, aPTT), mit Ausnahme des Laktats, wurden vom Institut fur klinische
Chemie des Universitatsklinikums GieBen und Marburg (Standort Giel3en) entsprechend
der dort standardisierten Methoden gemessen. Das Laktat wurde durch eine
Blutgasanalyse ermittelt. Hierbei kamen die Blutrohrchen PICO50 Arterial blood
Sampler zum Einsatz und die Messung wurde am ABL800 Flex Analysator (beide

Radiometer, Kopenhagen, Déanemark) durchgefthrt.

2.3.5 Erfassung Klinischer Parameter

Sowohl Stammdaten als auch die klinischen Daten der Probanden wurden dem
elektronischen Patientendatenmanagementsystem (KAOS-Med Version 5.7.7.8,
Uniklinikum Giel3en - Abteilung fur Klinische und Administrative DV (AKAD), Giel3en,
Deutschland; ICU-Data Version 3.5.0.7259 Firma IMESO, Giefen, Deutschland)

entnommen und in einem Clinical Report Form (CRF) erfasst.
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2.3.6 Statistik

Alle statistischen Analysen wurde mit SPSS Statistics® (Version 22; IBM®, Armonk, NY,
USA) durchgefiihrt. Die deskriptive Statistik umfasste die Beschreibung von Mittelwert
und Standardabweichung bei parametrischen sowie Median und Interquartilsabstand bei
nicht-parametrischen Daten. Die Normalverteilung wurde mit dem Shapiro-Wilk-Test
Uberprift. Gesamtanalysen von nichtparametrischen Korrelationen wurden mit dem
Spearman-Rho Test (zweiseitig, Signifikanzniveau p<0,05) durchgefihrt. Fr
Gruppenvergleiche wurde zunachst flr alle der Kruskal-Wallis Test durchgefiihrt, gefolgt
vom Mann-Whitney U Test fiir den Vergleich zwischen zwei Gruppen. In diesem Fall
wurde ein p-Wert von < 0,05 als statistisch signifikant gewertet. In den Abbildungen sind
folgende Signifikanzniveaus mit Sternchen/Raute dargestellt */*p < 0,05, **p < 0,01 und
***p < 0,001.

2.4 Materialliste

Eine ausfuhrliche Liste tber die verwendeten Materialien befindet sich im Anhang.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des Studienkollektivs

Insgesamt wurden 35 Personen in diese Studie eingeschlossen. Diese setzten sich
zusammen aus 10 gesunden Probanden, 10 postoperativen Patienten und 15 Patienten,
die an einer Sepsis litten. Wie vom Ethikvotum empfohlen wurden die gesunden
Probanden und die postoperativen Patienten moglichst nach Alter und Geschlecht an die
septischen Patienten angeglichen. Der Altersdurchschnitt des gesamten Kollektivs lag
somit bei 63 Jahren und es gab in allen Gruppen eine vergleichbare
Geschlechterverteilung. Der Fokus der Sepsis lag bei einem Patienten im
Urogenitalsystem, alle anderen Patienten hatten einen abdominellen Fokus (n=14)
(Tabelle 6). Im Vergleich zu den postoperativen Patienten war der Schweregrad der
Krankheit bei den septischen Patienten bei Einschluss hoher, was der Median der
intensivmedizinischen Scores verdeutlicht (Acute Physiology and Chronic Health
Evaluation Il [APACHE 1]: 22 versus 16, Sequential Organ Failure Assessment Score
[SOFA]: 8 versus 7, Simplified Acute Physiology Score Il [SAPS 11]: 49 versus 29). Beim
GroRteil der chirurgischen Patienten (70 %) wurde eine Pankreasresektion durchgefiihrt.
Keiner der chirurgischen Patienten war an Tag 28 nach Einschluss in die Studie

verstorben, wohingegen nur 60 % der septischen Patienten diesen Zeitraum Uberlebten.
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gesunde Probanden

operative Patienten

septische Patienten

N 10 (100) 10 (100) 15 (100)
Alter (Jahre) 62 (32-77) 61 (44-76) 66 (33-79)
Mannliches Geschlecht 5 (50) 6 (60,0) 8 (53,3)
BMI (kg/m?) - 23,3 (19,6-27,9) 26,3 (18,4-37,0)
28-Tage-Uberleben 10 (100) 10 (100) 9 (60)
Infektfokus
Abdominell - - 14 (93,3)
Urogenital - - 1(6,7)
Art der Operation
Osophagusresektion - 2 (20) -
Pankreasresektion - 7 (70) -
Erweiterte - 1(10) -
Magenresektion
Klinische Scores bei -
Einschluss
APACHE II - 16 (7-19) 22 (8-30)
SOFA - 7 (0-10) 8 (1-14)
SAPS Il - 29 (17-41) 49 (26-55)

Tabelle 6 Baseline-Charakteristika des Studienkollektivs. Die Werte stellen den Median

(Reichweite) dar, abgesehen von N, mannlichem Geschlecht, Infektfokus, Art der

Operation und 28-Tage-Uberleben, wofiir die genaue Anzahl (Prozentsatz) angegeben
sind. Abk.: APACHE II: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation I, SAPS II:
Simplified Acute Physiology Score 11, SOFA: Sequential Organ Failure Assessment Score

3.2 Hypothese | - Die Menge an freien Nukleinsduren ist im Plasma

septischer Patienten im Vergleich zu postoperativen Patienten und

gesunden Probanden erhéht

Bei Einschluss in die Studie und 24 Stunden spéter war die Plasmakonzentrationen der

cfDNA bei Patienten mit Sepsis signifikant hoher, sowohl im Vergleich zu den
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postoperativen Patienten (Einschluss: p =0,012; 24 h: p = 0,035), als auch verglichen mit
den gesunden Probanden (Einschluss: p < 0,001; 24 h: p =0,001; Abb. 5A). Nach 72 und
168 Stunden fiel die cfDNA-Konzentration bei den septischen Patienten zwar insgesamt
ab, sie blieb im Vergleich zu den gesunden Probanden aber signifikant erhoht (72 h: p <
0,001; 168 h: p < 0,001). Der Unterschied zwischen den Kontrollprobanden und den
postoperativen Patienten war zu den spéteren Zeitpunkten nicht mehr statistisch
signifikant (72 h: p = 0,446; 168 h: p = 0,529). Auch die postoperativen Patienten zeigten
im Vergleich zu den gesunden Probanden Uber alle Messzeitpunkte hinweg eine
statistisch signifikante Erhohung der cfDNA-Konzentration im Plasma (jeweiliger
Zeitpunkt: p <0,001).

Analog der cfDNA-Konzentration war auch die Plasmakonzentration der exRNA bei den
septischen Patienten bei Einschluss in die Studie und 24 Stunden spéater im Vergleich zu
den chirurgischen Patienten (Einschluss: p = 0.004, 24 h: p < 0,001) erhoht, verglichen
mit den gesunden Probanden stellte sich eine signifikante Erhéhung bei Einschluss in die

Studie dar (Abb. 5B). Die Ergebnisse aller Messungen sind der Tabelle 7 zu entnehmen.

gesunde Probanden operative Patienten septische Patienten

cfDNA (GE)

Einschluss 2,4 (2,4-6,3) 15,9 (9,4-54,1) 52,1 (2,4-1099,2)
24h - 10,1 (3,3-61,6) 29,1 (4,23-428,4)
72h - 13,8 (4,0-72,3) 25,6 (4,2-84,2)
168h - 8,4 (4,5-50,6) 14,6 (2,4-1283,3)

exRNA (TU)

Einschluss 222,0 (65,1-917,2)  240,0 (38,2-565,2)  712,7 (94,2-2704,7)
24h - 108,8 (26,7-550,8)  621,5 (57,2-2862,6)
72h - 353,6 (73,7-685,6)  543,9 (68,6-2557,6)
168h - 719,9 (264,8- 367,3 (70,5-5345,2)

1560,8)

Tabelle 7 Gemessene Konzentrationen von cfDNA (in GE) und exRNA (in TU) im

Median (Interquartilabstand),

Abk.: GE = Genoméaquivalente, TU = Transkriptionseinheiten
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Abbildung 5 Konzentrationen von cfDNA (A) und exRNA (B) der drei Studienkollektive
zu den unterschiedlichen Messzeitpunkten. Die Boxplots stellen den Median mit Whisker
uber dem 1,53-fachen Interquartilsabstand dar. */**/*** (ber den Saulen:
p<0,05/0,01/0,001, im Vergleich zwischen septischen und postoperativen Patienten; #
p<0,05, septische/postoperative Patienten im Vergleich mit gesunden Probanden.
Sternchen und Kreise stellen Ausreifer dar. Abk.: GE = Genomaquivalente, TU =

Transkriptionseinheiten

3.3 Hypothese Il - Die Menge an freien Nukleinsduren korreliert mit dem

Schweregrad der vorliegenden Gerinnungsstérung

Als Basis fiir die Analysen des Einflusses der frei zirkulierenden Nukleinséuren dienten
die Parameter aller Messzeitpunkte der septischen Patienten. Es fanden sich eine leicht
negative Korrelation der cfDNA-Konzentration mit der Thrombinzeit und eine positive
Korrelation mit dem INR (Tabelle 8). Diese Ergebnisse spiegelten sich auch in der
Rotationsthrombelastometrie wider: mit Ausnahme des NATEM zeigten alle Tests eine
leicht positive Korrelation zwischen cfDNA und CT (Abb. 6).
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Im Kontrast hierzu korrelierten hohere exRNA Konzentrationen negativ mit dem
NATEM CT (Abb. 7), ohne jedoch einen Einfluss auf die CT anderer Reagenzien zu

haben.

Trotz einer positiven Korrelation von exRNA mit der Thrombozytenanzahl, wurde kein
funktioneller Effekt auf die Thrombozytenaggregometrie festgestellt (Tabelle 8). Fur die
cfDNA konnte diese Korrelation zur Thrombozytenanzahl nicht festgestellt werden.
AuRerdem zeigte sich auch keinerlei Korrelation von cfDNA oder exRNA zur CFT in der

Rotationsthrombelastometrie.
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Abbildung 6 Korrelation von cfDNA Konzentration zu ROTEM® Gerinnungszeit (CT)
in den unterschiedlichen gemessenen Kanalen. Fur die Analyse wurden kombinierte
Daten von allen Zeitpunkten der septischen Patienten genutzt. X-Achse ist an
logarithmische Skalierung angepasst. Abk.: p = Sperman’s Rho Korrelations-Koeffizient,
GE = Genoméquivalente
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cfDNA exRNA
Median

Parameter (Reichweite) p p p p N
Quick 69 (49-100) -0,351 0,011 -0,149 0,296 51
INR 1,2 (1-1,5) 0,284 0,043 0,053 0,713 51
aPTT 42 (27-70) 0,274 0,051 -0,244 0,085 51
Thrombozytenzahl 210 (20-555) -0,154 0,282 0,357 0,010 51
Multiplate® ADP 42 (8-186) -0,219 0,114 0,100 0,475 53
ASPI 56 (16-209) -0,137 0,329 0,185 0,184 53
TRAP 60 (16-264) -0,210 0,132 0,177 0,204 53
EXTEM CT 84 (53-137) 0,473 0,000 0,134 0,341 53
MCF 73 (59-88) 0,028 0,840 0,259 0,061 53
LI 96 (91-100) 0,115 0,418 -0,177 0,209 52
INTEM CT 187 (131-390) 0,440 0,000 -0,014 0,923 53
MCF 69 (51-82) 0,071 0,615 0,290 0,035 53
LI 98 (90-100) 0,309 0,025 -0,112 0,423 53
FIBTEM CT 78 (52-130) 0,434 0,001 0,004 0,980 53
MCF 37 (18-48) -0,108 0,442 -0,046 0,741 53
LI 100 (94-100) 0,424 0,001 -0,012 0,934 53
APTEM CT 89 (35-138) 0,463 0,000 -0,009 0,951 53
MCF 73 (54-81) 0,001 0,995 0,284 0,039 53
LI 97 (93-100) 0,312 0,024 -0,037 0,796 52
HEPTEM CT 2013 (144-281) 0,520 0,000 0,121 0,387 53
MCF 70 (53-80) 0,058 0,679 0,198 0,155 53
LI 97 (89-100) 0,395 0,003 -0,054 0,700 53
NATEM CT 666 (370-5144) 0,134 0,339 -0,418 0,002 53
MCF 69 (53-78) -0,092 0,537 0,563 0,000 47
LI 97 (90-100) 0,465 0,002 0,204 0,195 42

Tabelle 8 Korrelation von Routineparametern, ROTEM®- und Multiplate®-Messungen

mit Plasmakonzentration von cfDNA und exRNA. Fett gekennzeichnet: p < 0,05.
aPTT und CT sind in Sekunden angegeben; INR ohne Einheit; ADP, ASPI, TRAP als Area

under Curve (AUC); MCF in Millimeter; Thrombinzeit und L1 als Prozent; Thrombozyten

als x10%ml Abk.: INR = international normalized ratio, aPTT = aktivierte partielle

Thromboplastinzeit, p = Sperman’s Rho Korrelations-Koeffizient
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3.4 Hypothese 111 - Je hoher die Menge an freien Nukleinsduren, desto

hoher ist die Stabilitat der Gerinnsel

Zur Beurteilung der Gerinnselstabilitat betrachteten wir die MCF und den Lyse Index
(L1) der Rotationsthrombelastometrie. Alle Tests aul3er des EXTEM zeigten eine positive
Korrelation zwischen der cfDNA und dem LI nach 60 Minuten. Auch zeigte eine héhere
exRNA Konzentrationen eine positive Korrelation mit der MCF von NATEM, INTEM
und APTEM (Tabelle 8). Der LI und der MCF der anderen Tests zeigten keine

signifikanten Korrelationen zur Hohe der Nukleinséurekonzentrationen.
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Abbildung 7 Korrelation von exRNA zu NATEM Gerinnungszeit (CT) (A) und
maximale Gerinnselfestigkeit (MCF) (B). Fir die Analyse wurden kombinierte Daten von
allen Zeitpunkten der septischen Patienten genutzt. X-Achse ist an logarithmische
Skalierung angepasst. Abk.: p = Sperman’s Rho Korrelations-Koeffizient, GE =
Genomaquivalente, TU = Transkriptionseinheiten
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3.5 Hypothese IV - Die Menge an freien Nukleinsauren korreliert mit der

Schadigung von Leber und Niere der Patienten

Um einen Zusammenhang zwischen den plasmatischen Nukleinséduren und organischen
Funktionsstorungen zu beurteilen, wurde eine Untergruppenanalyse mit etablierten
Biomarkern fur Endorganschéden durchgefiihrt (alle Werte in Tabelle 9). Bei den
Surrogatparametern flr die renale Funktion wurden signifikant hohere cfDNA-
Konzentrationen bei septischen Patienten mit erhohtem Kreatinin (>1,2 mg/dl) verglichen
mit Patienten, deren Wert im Referenzbereich oder darunter lag, identifiziert (Abb. 8A).
Dieser Effekt war bei der exRNA-Konzentration nicht sichtbar. Auch beim Harnstoff

lieRen sich keine signifikanten Korrelationen nachweisen (Abb. 8B-D).

AnschlieBend wurden Marker der Leberfunktion, also GOT, GPT und Bilirubin
untersucht. Bei keinem dieser Parameter konnten Unterschiede hinsichtlich der
Konzentration von cfDNA oder exRNA gefunden werden (Abb. 9A-F). Zuletzt wurde
nach einem Zusammenhang mit Markern fir allgemeinen Gewebsschaden und mit
metabolischen Markern gesucht. Patienten mit einem erhohten Laktat oder einer
Erh6hung der LDH-Aktivitat wiesen eine hohere cfDNA-Konzentration auf (Abb. 10A
und B). Weniger ausgepragt, aber auch signifikant, war die erhohte exRNA-
Konzentration bei septischen Patienten mit einem Laktat oberhalb des Referenzbereichs
(Abb. 10C und D).
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Parameter cfONA p XRIA p N
(GE) (TU)

LDH
Referenzbereich (90-250 U/I) 15,1 712,7 9
Erhéht (>250 U/) 58,6 0,028 1250,3 0,439 14
Laktat
Referenzbereich (0,5-2,2 24,6 4451 29
mmol/l)
Erhéht (>2,2 mmol/l) 57,8 0,009 912,9 0,027 22
GOT
Verringert (<35 U/I) 2,8 646,1 1
Referenzbereich (10-35 U/I) 15,6 710,2 9
Erhoht (>35 U/) 37,4 0,167 558,5 0,633 30
GPT
Referenzbereich (10-35 U/I) 26,4 4451 23
Erhoht (>35 U/) 38,4 0,126 1163,6 0,101 17
Bilirubin
Referenzbereich (0-1 mg/dl) 25,1 545,6 22
Erhéht (>1 mg/dl) 39,6 0,326 1227,5 0,171 16
Kreatinin
Verringert (<0,6 mg/dl) 24,6 238,6 7
Referenzbereich (0,6-1,2 mg/dl) 24.0 527,0 26
Erhoht (>1,2 mg/dl) 72,7 0,004 918,6 >0,05 18
Harnstoff
Referenzbereich (10-50 mg/dl) 22,2 490,1 18
Erhéht (>50 mg/dI) 36,2 0,098 701,6 0,287 33

Tabelle 9 Parameter fiir Leber, Nieren und allgemeinen Zellschaden in Korrelation zu
Nukleinsauren bei septischen Patienten Uber alle Zeitpunkte. Fett gekennzeichnet: p <
0,05. Abk.: LDH: Laktatdehydrogenase, GOT: Glutamat-Oxalacetat-Transaminase,
GPT: Glutamat-Pyruvat-Transaminase, GE: Genomaquivalente, TU:

Transkriptionseinheiten
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Nierenfunktion
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Abbildung 8 Konzentration von cfDNA (oben) und exRNA (unten)
bei Patienten mit Sepsis gruppiert nach Markern der Nierenfunktion.
(A) Kreatinin (n=7/26/18) und (B) Harnstoff (n=18/33) wurden fiir
die Gruppierung genutzt, die Boxplots zeigen den Median mit
Whiskers tber dem 1,5-fachen Interquartilsabstand. **: p < 0,01 im
Vergleich zwischen ,,0,6-1,2° und ,>1,2“. Sternchen und Kreise

stellen Ausreifler dar.
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Abbildung 9 Konzentration von cfDNA (oben) und exRNA (unten) bei
Patienten mit Sepsis gruppiert nach Markern der Leberfunktion. (A+D)
GOT (n=1/9/30), (B+E) GPT (n=23/17) und (C+F) Bilirubin (n=22/16)
wurden fir die Gruppierung genutzt, die Boxplots zeigen den Median mit
Whiskers ber dem 1,5-fachen Interquartilsabstand. Sternchen und Kreise
stellen Ausreil3er dar. Abk.: GOT = Glutamat-Oxalacetat-Transaminase,

GPT = Glutamat-Pyruvat-Transaminase
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Zellschaden/metabolische Marker
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Abbildung 10 Konzentration von cfDNA (oben) und exRNA (unten) bei Patienten mit
Sepsis gruppiert nach Markern flr Zellschaden und metabolischen Veranderungen.
(A+C) Laktat (n=29/22) und (B+D) LDH (n=9/14) wurden fiir die Gruppierung
genutzt, die Boxplots zeigen den Median mit Whiskers Uber dem 1,5-fachen
Interquartilsabstand. */**: p < 0,05/0,01. Sternchen und Kreise stellen Ausrei3er dar.
Abk.: LDH = Laktatdehydrogenase, GE = Genomaquivalente, TU =

Transkriptionseinheiten
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3.6 Hypothese V - Eine persistierend erh6hte Menge an Nukleinséduren im

Verlauf stellt einen negativ prognostischen Faktor dar

Weder die cfDNA- noch die exRNA-Konzentrationen zeigten einen signifikanten
Unterschied zwischen uberlebenden und verstorbenen septischen Patienten an einem
Messzeitpunkt innerhalb des beobachteten Zeitraums von 28 Tagen (Abb. 11). Zwar
zeigten die in diesem Zeitraum verstorbenen Patienten eine Tendenz zu hoheren cfDNA-
Konzentrationen, besonders bei Einschluss in die Studie und 24 Stunden spater, allerdings
verfehlten sie das statistische Signifikanzniveau. Im Einklang damit zeigte die cfDNA-
Konzentration eine positive Korrelation mit den intensivmedizinischen Scores (APACHE
II: p= 0,489, p<0,001; SOFA: p=0,572, p<0,001; SAPS II: p=0,673, p < 0,001; n=48

flr alle Analysen).
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Abbildung 11 Konzentration von cfDNA (A) und exRNA (B) bei Patienten mit Sepsis
an verschiedenen Zeitpunkten gruppiert nach 28-Tages-Uberleben. Die Boxplots zeigen
den Median mit Whiskers Gber dem 1,5-fachen Interquartilsabstand. Sternchen und
Kreise stellen AusreiBer dar. Abk.. GE = Genomaquivalente, TU =

Transkriptionseinheiten
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4 Diskussion

Die vorliegende Studie untersuchte zundchst zu verschiedenen Zeitpunkten die
Konzentrationen von cfDNA und exRNA im Plasma von septischen Patienten im
Vergleich zu Patienten nach grofRen abdominal-chirurgischen Eingriffen und gesunden
Probanden. Ziel war es einen mdglichen diskriminativen Biomarker zwischen septischen
Patienten und postoperativen Patienten mit einem SIRS zu identifizieren. Zudem erfolgte
eine Korrelation zu Gerinnungsparametern, um mogliche Zusammenhénge zwischen der
Konzentration der Nukleinséduren und Alterationen des Gerinnungssystems festzustellen.
Als weitere Fragestellungen wurde eine Assoziation zwischen der HoOhe der
Nukleinsdurekonzentrationen und dem Ausmal’ von Endorganschéden beziehungsweise

der Mortalitét bei septischen Patienten untersucht.

4.1 Hypothese I. Freie Nukleinsauren im Vergleich von Sepsis und

operativem Trauma

Auf einer operativen Intensivstation ist die frihzeitige Differenzierung zwischen
Patienten, die an einem postoperativen SIRS leiden und Patienten, die eine Sepsis
entwickelt haben, entscheidend fir friihzeitige Therapie und Prognose der Patienten. Das
Entwickeln einer Sepsis ist mit einer deutlich erhdhten Mortalitat assoziiert. Moore et al.
konnten bei chirurgischen Patienten, die eine Sepsis entwickelten, eine innerklinische
Mortalitat von bis zu 29 % feststellen™. Insbesondere bei dem hier untersuchten
Patientenkollektiv mit abdominalchirurgischen Eingriffen ist die Wahrscheinlichkeit fir
das Entwickeln einer Sepsis aufgrund der mdglichen bakteriellen Translokation erhéht.
Fur die Therapie von septischen Patienten gibt es detaillierte Empfehlungen®.
Insbesondere die antibiotische Therapie sollte hier so frih wie moglich initiiert werden,
denn es ist nachgewiesen, dass Patienten im septischen Schock ein signifikant besseres
Uberleben haben, wenn eine adaquate antibiotische Therapie friihzeitig begonnen wird*.
Die Mortalitat dieser Patienten steigt mit jeder Stunde ohne antibiotische Therapie um
fast acht Prozent. Wie im Kapitel 1.6 bereits erwéhnt, sollte die antibiotische Therapie
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bei Patienten mit septischem Schock innerhalb von einer Stunde begonnen werden,
Patienten mit dem Verdacht einer Sepsis sollten innerhalb von drei Stunden antibiotisch

therapiert werden®.

Patienten, die postoperativ ein steriles SIRS entwickeln, bendtigen hingegen
ausschlielich  eine symptomatische Therapie, beispielsweise fiebersenkende
MaRnahmen. Da die klinische Symptomatik eines sterilen SIRS der Symptomatik einer
beginnenden Sepsis jedoch sehr ahnlich ist und die etablierten laborchemischen
Inflammationsparameter operationsbedingt alteriert sind, ist es relevant diskriminative
Biomarker zu identifizieren. Ziel wire einerseits eine Ubertherapie bei SIRS-Patienten

anderseits eine Verzogerung der Therapie bei septischen Patienten zu vermeiden.

Nukleinsduren sind als Biomarker flr inflammatorische Erkrankungen bereits seit einigen
Jahren im Fokus des wissenschaftlichen Interesses. Es ist bekannt, dass eine
Inflammation mit einer Erhohung der Konzentration freier Nukleinsduren einhergeht. Die
Forschungsgebiete mit Fokus auf freie Nukleinsduren erstrecken sich daher von
Autoimmunerkrankungen, Infektionen, chronisch entziundlichen Erkrankungen bis hin zu

Entziindungen des zentralen Nervensystems’#°,

4.1.1 Frei zirkulierende DNA

Die bisher publizierten Studien zum SIRS und zur Sepsis mit Bezug auf Nukleinsauren
iiberpriiften diese vorwiegend auf ihre Niitzlichkeit zur Progonoseabschatzung®®16381,
Andere Studien, wie die von Essandoh et al. und Wang et al., untersuchten die
Nukleinsduren als diagnostischen Marker in der Sepsis®?®3, In einer Studie von Lo et al.
konnte die zellfreie DNA zudem als mdglicher prognostischer Marker in der
Traumatologie identifiziert werden®. Keine dieser genannten Studien befasste sich
jedoch mit der Maglichkeit einer Diskrimination zwischen SIRS und Sepsis mittels

zellfreier DNA, wie es in der hier durchgefiihrten Studie erfolgt ist.

Zudem konzentrierte sich die vorgestellte Studie auf die Untersuchung des Einflusses der
frei zirkulierenden Nukleinsduren auf die septische Koagulopathie. Dabei wurde die

plasmatische Konzentration sowohl von cfDNA als auch von exRNA bei septischen
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Patienten gemessen, wahrend sich die vorherigen Studien meist auf nur eine der beiden
Nukleinsdure-Arten konzentrierten. Dadurch konnten die Konzentrationen der
Nukleinsdauren im direkten Vergleich betrachtet und dazu jeweils die Assoziation zur
Blutgerinnung untersucht werden. Zum anderen wurden den septischen und
postoperativen Patienten Blutproben an verschiedenen Messzeitpunkten (ber einen
Zeitraum von 7 Tagen hinweg entnommen. Dies ermdoglichte zuséatzlich die zeitliche
Veranderung der Nukleinsdurenkonzentrationen darzustellen. Insbesondere bei
septischen Patienten ist dieser Verlauf aufgrund der Dynamik, den verschiedenen Stadien
des Syndroms und multiplen intensivmedizinischen Einflussfaktoren von besonderem

Interesse.

Die Ergebnisse zeigten die folgenden Verdnderungen der Plasmakonzentration von
cfDNA: postoperative und septische Patienten zeigten im direkten Vergleich miteinander
bis 24 h nach Einschluss in die Studie einen signifikanten Unterschied in der
Plasmakonzentration, welcher aber im Verlauf nicht mehr nachweisbar war. Verglichen
mit den gesunden Probanden hingegen war die Konzentration in beiden Kollektiven tber
alle Messzeitpunkte hinweg signifikant erhoht. Diese Ergebnisse sind mit bereits
veroffentlichten  Studien vereinbar, welche ebenfalls eine erhohte cfDNA-
Plasmakonzentrationen bei septischen und anderen Kkritisch kranken Patienten
darstellten®%%381 Im Detail lassen sich einige Differenzen in den vorherigen Studien im
Vergleich zur jetzigen darstellen. Wahrend Rhodes et al. ein Studienkollektiv mit
intensivpflichtigen Patienten unabh&ngig von ihrer Grunderkrankung wéhlten, war das
primére Einschlusskriterium bei Dwivedi et al. das VVorliegen einer schweren Sepsis und
bei Saukkonen at al. zusétzlich noch das Vorliegen eines septischen Schocks. Allerdings
wiesen die beiden letztgenannten Studien ein heterogenes Bild des Infektfokus im
Studienkollektiv mit tiberwiegend pulmonalem septischem Fokus auf (bei Dwivedi et al.
52 %, bei Saukkonen et al. 50 % der Patienten). Bei der in unserer Studie untersuchten
Patientengruppe mit Uberwiegend abdominellem Fokus trifft man in der Regel auf ein
anderes Keimspektrum, insbesondere bei Translokation von Keimen der Darmflora.

Zudem ist die abdominelle Sepsis oftmals mit einer hdheren Mortalitét assoziiert 8.

Von den untersuchten Patienten bei Rhodes et al. hatten diejenigen mit der Diagnose einer
schweren Sepsis oder eines septischen Schocks im Vergleich zu den anderen untersuchten

intensivmedizinischen Patienten signifikant hohere cfDNA-Konzentrationen. In der
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Studie von Dwivedi et al. wurden insbesondere innerhalb eines Zeitraums von 28 Tagen
uberlebende und verstorbene Patienten verglichen. Es zeigte sich bei septischen
Patienten, die in diesem Zeitraum verstarben, eine Erhéhung der cfDNA-Konzentration,
so dass diese sich zur Prognoseabschatzung eignen konnte. Die Uberlebenden septischen
Patienten hatten keine signifikant hoheren cfDNA-Konzentrationen gegeniber den
gesunden Probanden, wobei das gesunde Kollektiv im Gegensatz zu der hier
durchgefuhrten Studie nicht als Matched-pair Kollektiv eingeschlossen wurde.
Saukkonen et al. untersuchten in ihrer Studie hingegen keinerlei gesunde Probanden.
Auch gab es in keiner der genannten Studien Untersuchungen zu postoperativen
Patienten. Diese zeigten in der von uns durchgefiihrten Studie signifikant hohere
Plasmakonzentrationen der cfDNA im Vergleich zu gesunden Probanden, was durch das
operationsbedingte zellulare Trauma wéhrend der operativen Prozedur erklarbar ist.
Interessanterweise waren die cfDNA-Konzentrationen der septischen Patienten auch
gegenuber den postoperativen Patienten signifikant erhoht. Dies impliziert zwei mogliche
pathophysiologische Erklarungen: Zum einen konnte der sepsisbedingte zelluldre
Schaden ausgepréagter als der operationsbedingte Schaden sein, zum anderen kénnten die
Nukleinsduren zusatzlich im Rahmen einer NETose freigesetzt werden. Der Frage nach
dem Ursprung der erhéhten Konzentration der cfDNA gingen Hamaguchi et al. nach und
identifizierten den Wirt, und nicht Bakterien, als hauptséchliche Quelle fiir cFDNAEC,
Zudem zweifelten sie an der Hypothese, dass die cfDNA im Rahmen der NETose
freigesetzt wird, da sie unter septischen Bedingungen im Tiermodell nicht mit den NETs
assoziiert war. Allerdings ist fraglich, inwieweit diese Erkenntnisse auch auf den
Menschen (bertragbar sind, insbesondere da in der Studie von Hamaguchi et al. eine
andere Quelle zur Bestimmung der cfDNA gewéhlt wurde ([3-2-Mikroglobulin vs. R3-
Globin) und es gut belegt ist, dass menschliche NETs cfDNA enthalten®”. NETs kénnten
eine potenzielle Schlisselrolle im Rahmen der septischen Immunreaktion spielen,

insbesondere auch im Hinblick auf die septische Koagulopathig®” 888,

Folgende Uberlegung, die man als ,,NETkrose“-Theorie bezeichnen kann, soll diese
Schlisselrolle erlautern: der Mechanismus der NETS tragt, wie bereits in der Einleitung
geschildert, im kleinen MaRstab zur cfDNA-Konzentration bei. Gould et al. konnten bei
in vitro Versuchen zeigen, dass die cfDNA (ber den intrinsischen Weg die Gerinnung

aktiviert und die Fibrinolyse hemmt, was die Entstehung von Mikrothromben
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beglinstigt®®. Setzen sich diese Mikrothromben nun in Endstromgebieten des Patienten
ab, fuhrt dies zur lokalen Gewebshypoxie des nachgeschalteten Gewebes und bei
Fortbestehen dieses Zustands zur Nekrose, also dem unkontrollierten Zelluntergang?®. Im
Rahmen einer globalen Ischdmie, wie sie haufig im septischen Schock auftritt, kdme es
bei dieser Theorie zu einem deutlichen Anstieg der cfDNA im Blut. Die NETs waren also
nicht Hauptquelle, aber wichtiger Ausléser der cfDNA-Freisetzung. Diese Theorie wirde
auch die signifikant héhere cfDNA-Konzentration im Vergleich mit postoperativen
Patienten  erklaren, denn eine Operation konnte mit einer geringeren

Inflammationsreaktion einhergehen.

4.1.2 Frei zirkulierende RNA

Das septische Patientenkollektiv der hier durchgefuhrten Studie zeigte in den ersten 24
Stunden signifikante Erhohungen der exRNA-Konzentrationen gegeniiber sowohl den
postoperativen Patienten als auch den gesunden Probanden. Im Gegensatz zu den
Messungen der cfDNA zeigte sich dieser Unterschied an den folgenden Messzeitpunkten
allerdings nicht mehr. Der rasche Abfall der exRNA-Konzentration kann durch
verschiedene Mechanismen verursacht sein. Zum einen konnte die Rolle der exRNA als
Kofaktor der Gerinnungsfaktoren XII und XI einen Beitrag zur Verringerung der
Konzentration leisten, da es hierdurch zu einem Verbrauch der exRNA kommt®. Einen
weiteren Grund flr den Konzentrationsabfall postulierten Martin et al.: Sie zeigten, dass
wahrend der Sepsis Ribonukleasen vermehrt exprimiert werden, was zu einem
vermehrten Abbau der frei-zirkulierenden RNA fiihrt®®. Dariiber hinaus wiesen Martin et
al. nach, dass die Konzentrationen der Ribonukleasen einen diagnostischen Wert in
Bezug auf Organversagen im Rahmen der Sepsis hat. Fur die Sepsis sind hingegen bisher
nur einige intra- und extrazellulare micro-RNAs bekannt, die dhnliches Potential als
diagnostische und prognostische Parameter aufweisen konnten®223, Bei Patienten, die im
Rahmen eines Traumas multiple Frakturen erlitten, konnte in einer Studie von Laktionov
et al. gezeigt werden, dass die Konzentration von exRNA auch erhoht war®®. Dies legt
nahe, dass die Hauptquelle der exRNA der Gewebsschaden ist. So induzierten

Kannemaier et al. im Tierversuch eine Schadigung der Geféalle mittels Injektion von

48




Diskussion

Eisenchlorid zur Freisetzung von exRNA und zur Beurteilung von dessen Einfluss auf
die Blutgerinnung’. Mittels der hier vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass
auch bei septischen und postoperativen Patienten eine signifikante Erhhung der exRNA
Konzentration vorliegt. Dies kodnnte mit den sepsis-assoziierten Gewebsschéden

beziehungsweise dem operativen Trauma zu begrinden sein.

Zusammenfassend wurde Hypothese | sowohl fiir cfDNA als auch exRNA positiv
beantwortet. Allerdings konnte nur fir die ersten 24 Stunden ein signifikanter
Unterschied zwischen den septischen und postoperativen Patienten identifiziert werden.
Dennoch konnte dies auf einen diskriminativen Nutzen zur Identifizierung von septischen
Patienten hinweisen. Man konnte also potenziell die Messung von cfDNA und exRNA
als Frihbiomarker fur eine Sepsis innerhalb der ersten 24 Stunden nach einer
abdominellen Operation nutzen. Allerdings fehlen noch groRere Validierungsstudien, um
diese Frage endgultig zu beantworten. Die septischen Patienten kdnnten mit einer
frihzeitigen antibiotischen Therapie von einer signifikanten Mortalitatsverringerung
profitieren. Zusatzlich wirden die Symptome von postoperativen Patienten mit einem
sterilen SIRS nicht als Sepsis fehlinterpretiert werden, diesen Patienten wirde eine nicht

notwendige antibiotische Therapie erspart.

4.2 Hypothese Il und I11: Der Einfluss der Nukleinsauren auf die septische

Koagulopathie

Fur die Beurteilung der zweiten und dritten Hypothese wurden neben den tblichen
Gerinnungsparametern zwei weitere Messverfahren genutzt: die
Rotationsthrombelastometrie und Thrombozytenaggregometrie stellen beide etablierte
Verfahren zur Detektion von Gerinnungs- beziehungsweise
Thrombozytenfunktionsstérungen dar. Eine Ubersichtsarbeit von Miiller et al. zeigte,
dass mithilfe der Rotationsthrombelastometrie wéhrend einer Sepsis ein weites Spektrum
von hyper- bis hin zu hypokoagulatorischen Stadien identifiziert werden konnte**.
Wéhrend auch eine native Gerinnungssituation suffizient dargestellt werden kann,
konnen insbesondere schwere Gerinnungsstorungen wie die Hyperfibrinolyse bettseitig

erfasst werden®>%4, Die Identifizierung hypo- und hyperkoagulatorischer Zusténde ist fiir
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die Analyse der septischen Koagulopathie von hohem klinischem Interesse, da diese
Stadien der sepsis-assoziierten Koagulopathie widerspiegeln. So zeigten Adamzik et al.,
dass septische Patienten im Vergleich zu postoperativen Patienten einen héheren LI, also
eine reduzierte Fibrinolysefahigkeit aufwiesen, was einen hyperkoagulatorischen
Zustand impliziert®. Zudem wurde bei septischen Patienten eine verzogerte, aber
insgesamt intensivierte Thrombusbildung festgestellt®®. Auf der Suche nach den
urséchlichen Mechanismen dieser Beobachtungen konnten Gould et al. in ihren
Versuchen darstellen, dass die cfDNA bei héheren Konzentrationen im Plasma an
Plasmin bindet und damit dessen Funktion des Fibrinabbaus unterbindet, also die
Fibrinolyse bremst®®. Ein wesentliches Problem in der Untersuchung der septischen
Koagulopathie stellen die heterogenen und hochdynamischen Stadien mit teils flieRenden
Ubergangen der Erkrankungen dar. Dies erklart die teils sehr unterschiedlichen
Studienergebnisse, die Miiller et al. in ihrer Ubersichtsarbeit tber die Nutzung der
Rotationsthrombelastometrie in der humanen Sepsis zusammenfassten**. Dartiber hinaus
konnte aufgrund des explorativen Studiencharakters kein Einfluss auf die
Gerinnungstherapie genommen werden. Um diese Einfllisse zu minimieren, wurden in
der vorliegenden Studie im septischen Patientenkollektiv die Ergebnisse aller
Messzeitpunkte kombiniert und anschlieBend die Konzentrationen der Nukleinsauren mit
den laborchemischen Parametern und den Messergebnissen der
Rotationsthrombelastometrie und Thrombozytenaggregometrie korreliert. Hierbei zeigte
sich, dass mit Ausnahme des EXTEM bei allen Rotationsthrombelastometrie-Reagenzien
eine erhohte cfDNA-Konzentration mit einem hoheren LI korreliert. Zudem stellte sich
eine positive Korrelation zwischen der Menge an cfDNA und einer verlangerten CT, also
der Zeit bis zur Entstehung des Thrombus, dar. Dagegen konnte keine Korrelation zur
MCF, also der maximalen Gerinnselfestigkeit identifiziert werden. Die Ergebnisse sind
mit denen von Adamzik et al. und Collins et al. vergleichbar und legen nahe, dass die
cfDNA einen potentiellen regulierenden Einfluss auf die Thrombusbildung und die
Fibrinolyse aufweist®®%. Auf den ersten Blick widerspricht die Verlangerung der
Thrombusbildung vorherigen Studien, die der cfDNA in vitro einen rein
prokoagulatorischen Effekt, wie zum Beispiel dem erhéhten LI, zuschreiben®. Diese
Ergebnisse weisen auf eine komplexere Rolle der cfDNA hin, die an einer definitiven
Zuordnung der cfDNA zu den pro- oder antikoagulatorischen Einflussfaktoren zweifeln

lasst. Diese Erkenntnisse werden unter anderem durch Longstaff et al. unterstitzt. Sie
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zeigten, dass Histone, die Teil des cfDNA-Aufbaus sind, den antikoagulatorischen Effekt
von unfraktioniertem und niedermolekularem Heparin neutralisieren und somit
prokoagulatorisch wirken®’. Dies konnte erklaren, dass die Gerinnungsparameter des
septischen  Patientenkollektivs trotz  routineméaRiger Heparinbehandlung kein

einheitliches Bild bezuglich der Gerinnungssituation zeigten.

Der Ursprung der frei zirkulierenden DNA spielte in in vitro Versuchen bei der
Gerinnungsaktivierung keine entscheidende Rolle. Bhagirath et al. konnten darstellen,
dass sowohl nukledre als auch mitochondriale und bakterielle DNA die Gerinnung
aktivieren konnen®’. Die mitochondriale DNA ist strukturell der bakteriellen DNA
ahnlich, was durch die Endosymbionten-Theorie erklarbar ist. Daher wird bei Schadigung
der Mitochondrien diese DNA als DAMP erkannt und eine inflammatorische Reaktion
verursacht, was in der Folge sekundar koagulatorische Kaskaden aktiviert®. Diese enge
Verknlpfung von Immun- und Gerinnungssystem im Sinne einer Immunh&mostase
zeigten auch Koch et al., die in septischen Patienten eine Korrelation zwischen erhéhter
Endotoxin-Aktivitat und erhéhter Gerinnselbildung in der Rotationsthrombelastometrie

feststellen konnten®.

Betrachtet man die Ergebnisse der Thrombozytenaggregometrie des hier untersuchten
Patientenkollektivs, so zeigte sich keinerlei Korrelation zwischen Thrombozytenfunktion
und cfDNA-Konzentration. Dies konnte die fehlende Korrelation von cfDNA zur MCF
erklaren, welche maligeblich von der Thrombozytenzahl und -funktion sowie des
Fibrinogenspiegels abhéngig ist. Dies entspricht den Ergebnissen von Collins et al.,
welche keinen Zusammenhang zwischen der septischen Koagulopathie und der
Thrombozytenzahl identifizieren konnten®. Allerdings zeigten Clark et al., dass es eine
enge Interaktion zwischen Thrombozyten und neutrophilen Granulozyten gibt, im
Rahmen derer die Granulozyten durch die Thrombozyten aktiviert werden und dadurch
NETs ausstoflen. Unter diesen Umstanden kdnnte eine héhere Thrombozytenzahl mit
einer ausgepragteren NETose und somit auch einer hoheren Konzentration von cfDNA

assoziiert sein®8,

Die Ergebnisse der exRNA zeigten eine tUberwiegend prokoagulatorische Tendenz: Im
Gegensatz zur cfDNA korrelierten hohere exRNA-Konzentrationen sowohl mit einer
verkirzten CT in der nativen Gerinnung (NATEM) als auch mit einer hoheren MCF. Dies

deckt sich mit Studienergebnissen aus in vitro- und in vivo-Experimenten am Tiermodell.
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So konnten Kannemeier et al. darstellen, dass exRNA Uber die Aktivierung verschiedener
Faktoren des intrinsischen Gerinnungsweges, insbesondere der Faktoren XI und XII, als
,hatiirliche Fremdoberflache® des Korpers fungieren kann und somit prokoagulatorische
Eigenschaften aufweist’*. Zudem zeigten ihre Versuche im Tiermodell, dass die Gabe
von exRNA die Gerinnung initiierte und es konnte eine Verbindung von exRNA mit
thrombozyten- und fibrinreichen Thromben nachgewiesen werden. In selbigem
Mausmodell konnte zudem durch die Gabe von RNase eine signifikante Verzdgerung der
Thrombusbildung erzielt werden, was die Gabe von DNase hingegen nicht verursachte.
Diese Ergebnisse werden zudem von der Tatsache unterstltzt, dass ein Faktor XII-
Mangel bei M&usen einen Schutz vor schweren thrombotischen Ereignissen darstellt.
Einen weiteren Weg der exRNA die Gerinnung zu aktivieren, zeigten Nakazawa et. al in
ihrer Studie. Sie konnten nachweisen, dass exRNA auch als Kofaktor der FSAP dient und

tiber diesen Mechanismus den intrinsischen Gerinnungsweg aktiviert'®.

Grundsatzlich bleibt die Interpretation der beobachteten Studienergebnisse beztiglich der
septischen Koagulopathie schwierig, da sich die Immunhémostase in der Sepsis als ein
hochkomplexes System mit vielen Wechselwirkungen, insbesondere unter
Beriicksichtigung der intensivmedizinischen Mafinahmen, darstellt.

4.3 Hypothese 1V: Die Assoziation zwischen frei zirkulierende

Nukleinsduren und septischen Endorganschéaden

Im Rahmen der vierten Hypothese sollte untersucht werden, inwiefern hohere
Konzentrationen von Nukleinsduren mit Schadigungen an Leber und Niere bei septischen
Patienten assoziiert sind. Dieser Hypothese liegt der Begriff der Immunh&mostase und
die ,,NETkrose“-Theorie zugrunde. Durch die tiberschielende Reaktion des Immun- und
Gerinnungssystems in der Initialphase der Sepsis kann es durch Hypoperfusion und

konsekutiven Ischdmien zu Schaden an Nieren und Leber kommen.

In der vorliegenden Studie zeigten sich signifikante Korrelationen zwischen erhdhten
cfDNA-Konzentrationen und einer reduzierten Nierenfunktion (erhohtes Kreatinin).

Auch die Korrelation zur LDH-AKktivitat und zur Laktat-Konzentration war signifikant,
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was auf einen vorhandenen Gewebsschaden und einen hypoxischen Metabolismus
hinweist. Hinzu kommt, dass die intensivmedizinischen Scores positiv-korrelative
Tendenzen zur cfDNA-Konzentration zeigten, aber auf Grund der FallzahlgroRe das
statistische Signifikanzniveau nicht erreichten. Die Menge an exRNA Kkorrelierte
hingegen nur mit der Laktat-Konzentration signifikant. Die Surrogatparameter der
Leberfunktion zeigten keinerlei Korrelation, weder zur cfDNA- noch zur exRNA-

Konzentration.

Czaikoski et al. konnten im Tiermodell septischer Mé&use bereits darstellen, dass eine
positive Korrelation zwischen dem AusmaR der Organschadigung und der Konzentration
freier DNA besteht, die insbesondere von NETs ausgeht®’. Diese Ergebnisse konnten in
der gleichen Studie auch in der klinischen Untersuchung an septischen Patienten
dargestellt werden. Hier zeigte sich eine signifikant hohere cfDNA Konzentration bei
septischen Patienten mit schwerem akuten Nierenversagen (Acute Kidney Injury
Network (AKIN) 2 und 3) im Vergleich zu septischen Patienten mit stabiler
Nierenfunktion oder akutem Nierenversagen AKIN 1. Insbesondere die Korrelation von
erhohter Konzentration von NETs und damit einhergehend einer hohergradigen
Organschadigung konnten weitere Studien sowohl im Tiermodell als auch in klinischen
Untersuchungen an septischen Patienten nachweisen!®1%2, McDonald et al. konnten
zudem im murinen Sepsismodell nachweisen, dass eine Inhibition von NETs die
mikrovaskulére Organperfusion verbessert und somit die Organschéden signifikant

reduziertl%,

Die Niere ist aufgrund ihrer Autoregulation des Blutdrucks im Falle einer
Minderperfusion besonders in ihrer Funktion gefahrdet. Sie weist kleinere Kapillaren mit
EndgeféalRabschnitten und geringer Kollateralisierung auf, welche im Falle einer septisch
bedingten systemischen Hypoperfusion in Kombination mit einer Hyperkoagulabilitét
empfindlich reagieren. Kommt es wie bei McDonald et al. im Tiermodell nachgewiesen
zur Reduktion der mikrovaskuldren Perfusion aufgrund einer hohen NETSs-
Konzentration, dann erfolgt haufig eine Dekompensation mit akutem Nierenversagen,
was eine der haufigsten Komplikationen der schweren Sepsis darstellt!%. Dies kénnte die
in dieser Studie nachgewiesene signifikante Korrelation zwischen der erhohten cfDNA

Konzentration und der erhdhten Kreatininwerte erklaren.
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4.4 Hypothese V: Frei zirkulierende Nukleinsduren als prognostische

Biomarker in der Sepsis

In dieser Studie konnte keine signifikante Korrelation zwischen der freien
Nukleinsdurenkonzentration und der 28-Tage-Uberlebensrate der septischen Patienten
gezeigt werden. Die cfDNA-Konzentration zeigte aber eine Tendenz, die dessen
prognostischen Nutzen nahelegt. Dies wirde vorherigen Studien entsprechen, die im
Rahmen der Sepsis prognostische Eigenschaften der cfDNA identifizierten®%61.63.105
Allerdings ist bei diesen Studien eine deutlich groRere Studienpopulation untersucht
worden. Die kleinste hierbei untersuchte Studiengruppe war die von Rhodes et al. mit 52
Patienten, welche auch eine positive Tendenz, allerdings keine Signifikanz bezlglich der
Korrelation zwischen cfDNA Konzentration und Mortalitat feststellten>®. Somit kénnte
die geringe FallzahlgroRe dieser explorativen Studie eine Erklarung fur die fehlende
Korrelation der cfDNA zur Mortalitat erkldaren. Auch in Hinblick auf die exRNA zeigte
sich keine Signifikanz in der Korrelation der Konzentration mit der 28-Tage-
Uberlebensrate des septischen Patientenkollektivs. Allerdings existieren zum
prognostischen Nutzen der exRNA mit Fokus auf das SIRS und die Sepsis keine
vergleichbaren Studien, so dass diesbezuglich eine Wertung der Ergebnisse schwierig ist.
Im Gegensatz hierzu ist die exRNA als prognostischer Biomarker in der Krebsforschung

von besonderem Interesse und Objekt diverser Studien 196:107,
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5 Limitationen

Die Aussagekraft der Ergebnisse dieser Studie ist durch das Studiendesign und die Grofe
der Kollektive in einigen Punkten limitiert. Zun&chst ist diese Studie als explorative
Beobachtungsstudie konzipiert, so dass kein Einfluss auf die intensivmedizinische
Therapie (insbesondere des Gerinnungsmanagements) genommen werden konnte. Bei
Humanstudien im Kklinischen Setting einer Intensivstation wird dieser Faktor aus
ethischen Griinden jedoch nie vollstandig zu kontrollieren sein. Des Weiteren wurde
aufgrund des explorativen Charakters und fehlender vergleichbarer Studien keine
Fallzahlschdtzung durchgeflihrt, was in einer geringen FallzahlgroRe resultiert.
Allerdings ist dabei zu erwahnen, dass das Studienkollektiv der septischen Patienten zwar
Klein, dafur aber im Vergleich zu anderen Studien homogen war und trotz der geringen

FallgréRe schon statistisch signifikante Ergebnisse zeigte.

Zudem handelt es sich um eine Beobachtungsstudie, das heil3t, dass die Ergebnisse
deskriptiv sind und keinen Schluss auf einen kausalen Zusammenhang zulassen. Um

kausale Zusammenhange zu detektieren, sind weitere experimentelle Studien notwendig.

Eine weitere Limitation ist die Definition der Sepsis, welche sich im stetigen Wandel
befindet. Durch wechselnde Kriterien fiir die Diagnose einer Sepsis kdnnen Studien, die
auf Basis unterschiedlicher Sepsisdefinitionen durchgefiihrt wurden, nur eingeschrankt
untereinander verglichen werden. So war vor Einfiihrung der Sepsis-3-Definition das
SIRS ein Hauptkriterium fur die Diagnose einer Sepsis. Die SIRS-Kriterien wurden
jedoch bei chirurgischen Patienten oftmals bereits durch die physiologische Reaktion auf
die Operation erfillt, so dass hier mdglicherweise falsch hohe Zahlen einer Sepsis gefihrt
wurden und Patienten ohne das Vorliegen einer Sepsis in Studien zur Erforschung der

Sepsis eingeschlossen wurden.
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6 Ausblick

Die Studie konnte als Beitrag fiir weitere Studien genutzt werden und stellt eine Basis flr
ahnliche Studien mit grolReren Patientenzahlen dar. Zum einen konnen freie
Nukleinsauren als diagnostisches Mittel in der Sepsis genutzt werden. Mittels der ersten
Hypothese konnte nachgewiesen werden, dass Patienten mit einer Sepsis héhere
Konzentrationen freier Nukleinsauren im Blut aufweisen als Patienten nach einem grofRen
operativen Eingriff. Dies konnte man in einem groReren Patientenkollektiv verifizieren
und anhand dessen die Differenzierung zwischen einer Sepsis und einem postoperativen
SIRS friihzeitig treffen, wodurch eine prognoseverbessernde friihere Therapie septischer

Patienten moglich ware.

Des Weiteren wurden die Ergebnisse dieser Studie als Grundlage fur zwei Folgestudien
verwendet, in denen die Rolle der NETs und frei zirkulierender mitochondiraler DNA
(mtDNA) im Rahmen der humanen Sepsis im Vergleich zum postabdominal- und
postkardiochirurgischen SIRS und ihrem Einfluss auf eine Koagulopathie untersucht
wurden. Hier zeigte sich, dass sowohl NETSs als auch die mtDNA als weitere Parameter
zur moglichen Friihdiskrimination zwischen Patienten mit einem postoperativen SIRS
und septischen Patienten genutzt werden kénnten!®1% Somit wéren durch diese Studien
drei neue Parameter als potenzielle Biomarker zur Differenzierung von SIRS- und
septischen Patienten vorhanden. Dies musste jedoch mit groReren Fallzahlen verifiziert

werden.

Auch zeigte sich in unserer flinften Hypothese eine Tendenz zur Signifikanz bei der
Korrelation der cfDNA mit dem 28-Tage-Uberleben. Hier wiren erneut hohere
Fallzahlen notwendig, um gegebenenfalls die cFDNA fir einen prognostischen Biomarker

zu identifizieren.

Aktuell stellt die Nutzung von DNase als therapeutisches Mittel Gegenstand
wissenschaftlicher Diskussionen dar. Kolaczkowska et al. konnten im Mausmodell
zeigen, dass die Gabe von DNase bei Leberschaden, die durch eine bakterielle Infektion

verursacht wurden, keinen positiven Effekt auf das Lebergewebe hat°,

56




Ausblick

Als Mediator fur den Leberschaden identifizierten sie bei ihren Versuchen jedoch die
NETs: nach DNase-Gabe wurde der gleiche Schaden in der Leber verursacht, also
unabhéngig von dem DNA-Gehalt in den NETSs. Inhibierte man hingegen die NETose
vollstandig, konnte der hepatische Schaden um 80 % reduziert werden. Andere Studien
zeigen im Tierversuch, dass die Gabe von DNase in der Sepsis durchaus einen Effekt hat,
sowohl im positiven als auch im negativen Sinne. Entscheidend schien hier der Zeitpunkt
der Gabe zu sein: ein friher Einsatz der DNase fuhrte zu einer stiarkeren Verbreitung der
Bakterien und einer verringerten Uberlebensrate; kam die DNase aber in einer spateren
Phase der Sepsis zum Einsatz, so zeigten sich, insbesondere fur Lunge und Niere, eine
verbesserte Organfunktion und eine insgesamt verbesserte Uberlebensrate der
untersuchten Mause'*''2, Es zeigt sich also in der Zusammenschau der préklinischen
Studien anderer Forschungsgruppen und unter Berticksichtigung der vorliegenden Studie,
dass DNasen potenziell als therapeutisches Mittel in der Sepsis genutzt werden kdnnten,
um damit Organschaden zu reduzieren. Betrachtet man die Korrelationen der exRNA-
Konzentrationen in dieser Studie und vorherigen Publikationen, die den
prokoagulatorischen Effekt der exRNA hervorheben, so ist auch ein Therapieeinsatz von
RNase denkbar. Im Tiermodell konnte bereits dargestellt werden, dass der Einsatz der
RNase die Thrombusbildung verzogert™. Allerdings miisste der Einsatz sowohl der
DNase, als auch der RNase gut abgewogen und von der individuellen

Gerinnungssituation des Patienten abhéngig gemacht werden.
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7 Zusammenfassung

Hintergrund: Zellfreie DNA (cfDNA) und extrazellulare RNA (exRNA) sind Teil der
Immunh&mostase in der Sepsis. Allerdings ist die in vivo Bedeutung unklar. Daher
untersuchte die vorliegende Studie den Einfluss von freien im Plasma zirkulierenden
Nukleinsauren auf die Gerinnung bei septischen Patienten im Vergleich zu Patienten nach
groRen abdominal-chirurgischen Eingriffen und gesunden Probanden. Des Weiteren
sollte eine Korrelation zwischen der Konzentration der Nukleinsduren und dem Auftreten

von Nieren- und Leberversagen, sowie der Mortalitat untersucht werden.

Material und Methoden: Insgesamt 15 Patienten mit Sepsis, zehn postoperative
Patienten und zehn gesunde Freiwillige wurden in diese prospektive Studie einbezogen.
Die Blutentnahme erfolgte zu Beginn der Sepsis beziehungsweise nach der Operation
sowie nach 24, 72 und 168 Stunden. Die Konzentrationen der 3-Globin-cfDNA und B-
Aktin-exRNA wurden mittels quantitativer sondenbasierter Polymerasekettenreaktion
gemessen. Daruber hinaus wurden eine Thromboelastographie fiir die Gerinnung sowie

Thrombozytenaggregometrie fur die Thrombozytenfunktion durchgefihrt.

Ergebnisse: Sowohl die Konzentration der cfDNA als auch die der exRNA waren bei
Patienten mit Sepsis im Vergleich zu postoperativen Patienten und gesunden Freiwilligen
erhdht. Hohere exRNA-Spiegel korrelierten mit einer schnelleren Gerinnungszeit und
stabileren Gerinnseln, erhdhte cfDNA Konzentrationen korrelierten dagegen mit einer
kirzeren Gerinnungszeit, aber auch mit einer geringeren Fibrinolyse. Daruber hinaus
scheint eine hohere cfDNA Konzentration mit einer Nierenfunktionsstérungen sowie mit
héheren allgemeinen Markern fiir Zellschdden (Laktatdehydrogenase und Laktat)

assoziiert zu sein.

Schlussfolgerungen: Die hier untersuchten freien Nukleinsduren kénnten insbesondere
in der Anfangsphase als Biomarker zur Frihdiskrimination zwischen postoperativem
SIRS und einer Sepsis dienen. Beide freie Nukleinsauren kénnten mit unterschiedlichen
Auswirkungen auf die Blutgerinnung wahrend einer Sepsis verbunden sein. Insgesamt
zeigte sich ein prokoagulatorischer Einfluss. Aus diesem Grund sind individualisierte
therapeutische Ansatze bei septischen Patienten mit gerinnungsassoziierten

Organdysfunktionen denkbar. Hierfir sind weiterfuhrende Studien notwendig.
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8 Summary

Background: Cell-free DNA (cfDNA) and extracellular RNA (exRNA) are both part of
the immunohemostasis during sepsis. Therefore, our study investigated the influence of
free plasma-circulating nucleic acids on coagulation in septic patients compared to
patients after major abdominal surgery and healthy volunteers. Further, it aimed to
identidfy potential corellations of the nucleic acids and the onset of renal and liver failure

and mortality.

Material and methods: A total of 15 patients with sepsis, ten postoperative patients and
ten healthy volunteers were included in this prospective study. Blood samples were taken
at the onset of sepsis or after surgery respectively, and 24, 72 and 168 hours later.
Concentrations of -globin cfDNA and R-actin exRNA were measured by quantitative
probe-based polymerase chain reaction. In addition, thromboelastography for coagulation

and platelet aggregometry for platelet function were performed.

Results: Both cfDNA and exRNA levels were increased in patients with sepsis compared
to postoperative patients and healthy volunteers. Higher exRNA levels correlated with a
faster clotting time and more stable clots, while increased cfDNA concentrations
correlated with a shorter clotting time but also with less fibrinolysis. Furthermore, higher
cfDNA concentration seemed to be associated with renal dysfunction as well as higher

general markers of cell damage (lactate dehydrogenase and lactate).

Conclusions: The investigated free nucleic acids could serve as biomarkers for early
discrimination between postoperative SIRS and sepsis, especially in the initial phase.
Both free nucleic acids could be associated with different effects on blood coagulation
during sepsis. Overall, a procoagulatory influence was shown. For this reason,
individualised therapeutic approaches in septic patients with coagulation-associated

organ dysfunctions are conceivable. Further studies are required to evaluate this.
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9 Abklrzungsverzeichnis

Abk.

ADP

AKIN

APACHE

aPTT

ASS

AU

AUC

CARS

cfDNA

CFT

CRP

CT

DAMP

DIC

DNA

ESICM

exRNA

FSAP

GE

GOT

GP

Abkirzungen

Adenosin Diphosphate

Acute Kidney Injury Network

Acute Physiology and Chronic Health Evaluation 11
activated Partial Thromboplastin Time
Acetylsalicylic Acid

Aggregation Units

Area under the Curve
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13 Anhang

13.1 Materialverzeichnis

Blutréhrchen

S-Monovette® 2,7 ml r-

Hirudin

S-Monovette® 7,5 ml
K3E

S-Monovette® 3 ml 9NC

Sarstedt, NUmbrecht,
Deutschland

BGA

Analysegerat

ABLS800 Flex Analysator

Blutréhrchen

PICO50 Arterial blood

Sampler

Radiometer, Kopenhagen,

Danemark

ROTEM/Multiplate

Spitzen flr automatische

Biohit Optifit Tip

Sartorius, Gottingen,

Pipette Deutschland
Tip Tray eLine Tem Innovations,
Munchen, Deutschland
ROTEM
Analysegerate ROTEM® delta 3610 Tem Innovations,
ROTEG® 05 Munchen, Deutschland
Messzellen Cup & Pin pro
Reagenzien star-tem®
r ex-tem®
in-tem®
fib-tem®
t ap-tem®
hep-tem®
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Multiplate

Analysegerat

Multiplate® 5.0

NaCl-Rohrchen

Pre-heating Tubes

Messzellen Test Cells

Reagenzien ADPtest
ASPltest
TRAPtest

Aufbewahrungsgefale fur

geldste Reagenzien

Aliquot Vials for ADPtest

Aliquot Vials for ASPItest

Aliquot Vials for
TRAPtest

Roche Diagnostics
International Ltd,

Rotkreuz, Schweiz

NaCl-Ldsung

NaCl 0,9 % 10 ml

Destilliertes Wasser

Aqua dest 10 ml

B. Braun, Melsungen,

Deutschland

Pipetten und Zubehor

Pipetten 0,1-2,5 ul
0,5-10 pl Eppendorf AG, Hamburg,
10-100 pl Deutschland
100-1000 pl
Pipetboy acu INTEGRA Biosciences,
Zizers, Schweiz
Spitzen Cellstar® 10 ml und 25 ml | Greiner Bio-One,

Serologische Pipette

Kremsmiinster, Osterreich

SafeSeal-Tips®

professional 10 pl

Biozym Scientific,
Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Maxymum Recovery®
100 pl und 1000 pl

Axygen Scientific, Union
City, CA, USA

2,5 pl Spitzen

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland
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DNA-Isolation

Isolationskit QlAamp® DNA Blood Qiagen, Venlo,
Mini Kit Niederlande
Gefélke Reagiergefal 1,5 ml Sarstedt, Nimbrecht,
Deutschland
Ethanol Ethanol absolute Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA
RNA-Isolation
Isolationskit Plasma/Serum Circulating | Norgen Biotek, Thorold,
and Exosomal RNA Kanada
Purification (Slurry
Format)
Gefale Cellstar® Tubes 50 ml Greiner Bio-One,
Kremsmiinster, Osterreich
Reagiergefal? 2,0 ml Sarstedt, Nimbrecht,
Deutschland
Ethanol Ethanol absolute Sigma Aldrich, St. Louis,

MO, USA

R-Mercaptoethanol

2-Mercaptoethanol

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland
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RT PCR
PCR-Platten MicroAmp® Fast 96-Well | Applied Biosystems® by
Reaction Plate (0,1 ml) Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA
Klebefolie Klebefolie, optisch klar Sarstedt, Nimbrecht,

Deutschland

Nukleasefreies Wasser Nuclease-Free Water Qiagen, Venlo,
Niederlande
DNA-Standardreihe 10x1076 Zellen aus
Zellreihe A-549 Passage
12
RNA-Standardreihe 10x1076 Zellen aus
Zellreihe A 549 Passage
20
RNeasy Mini Kit Qiagen, Venlo,
Niederlande

DNA-RT PCR

TagMan® Gene

Expression Master Mix

Applied Biosystems® by
Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA

3-globin fwd Primer: GTG
CAC CTG ACT CCT
GAG GAG A

3-globin rev Primer: CCT
TGA TAC CAA CCT
GCC CAG

Sonde: 6-FAM-AAG
GTG AAC GTG GAT
GAA GTT GGT GG-
TAMRA
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RNA-RT PCR Ambion® 2x RT PCR
Buffer Life Technologies,
Ambion® 25x RT PCR Carlsbad, CA, USA
Enzyme
Ambion® Nuclease-Free
Water
TagMan® Gene
Expression Assay, PN
4351370
Gefa Eppendorf® Tubes, 5,0 ml | Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland

Benutzte Geréate

Vortex MS1 Minishaker IKA Labortechnik,
Staufen, Deutschland
Woasserbhad Kottermann Wasserbad Kottermann, Uetze,

201

Deutschland

Zentrifugen Biofuge Pico Heraeus, Hanau,
Mikrofuge RF Deutschland
Mikro 200 R Andreas Hettich,

Tuttlingen, Deutschland

Heizblock Thermomixer comfort Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland
NanoDrop NanoDrop 1000 Thermo Fisher Scientific,
Spectrometer Waltham, MA, USA
Real-Time PCR StepOnePlus® Real-Time | Applied Biosystems® by

PCR System

Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA
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Datensysteme

KAOS-Med

Version 5.7.7.8

Uniklinikum GieRen -
Abteilung fur Klinische
und Administrative DV
(AKAD), GieRen,
Deutschland

ICU-Data

Version 3.5.0.7259

IMESO, GieRen,
Deutschland

Softwareversionen

Multiplate Multplate Analyzer 2015

ROTEM® delta 3610 Frontend Version: 2.4.1
Datenbank Version: 1.22

ROTEG® 05 Frontend Version: 1.0.5
Datenbank Version: 1.19

Real-Time PCR StepOne™ Software, For | Applied Biosystems® by
StepOne™ and Life Technologies,
StepOnePlus™ Real-Time | Carlsbad, CA, USA
PCR Systems, Version
2.2.3

SPSS Version 22 IBM, Armonk, NY, USA
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13.2 Abdruckgenehmigung ROTEM®

w Instrumentation
Laboratory
A Werfen Company

Instrumentation Laboratory
Tem Ir ions GmbH + Martin-Kollar-St 13-15 » 81829 Munich/Germany

Herr Omar Samara
Doktorarbeit
Hamburg

2018-01-10

Abdruckgenehmigung

Sehr geehrter Herr Samara,

Hiermit geben wir lhnen die Erlaubnis die Abbildungen der ROTEM Parameter sowie der
Thromboelastometrie zu verwenden.

o

Oreh-Achse (+- 475) e
o

100 tomou} | <
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E 40 F Detektor | g
s wugetsger [ 0 Datenverarbeitung
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Gerinnungszert
Gotnnsedrigungszot
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Maxmale Lyse
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Bitte vermerken Sie in den entsprechenden Abbildungslegenden ,Mit freundlicher Genehmigung von
Instrumentation Laboratory, Bedford" oder “By courtesy of Instrumentation Laboratory, Bedford”.

Mit freundlichen GriiRen

e ——
Dr. Nils Tomi
Product Manager, PBM

Tem Innovations GmbH
Instrumentation Laboratory

Our Passion.
Your Results

instrumentation Labs

Tem Innovations GmbH wnw rotsm.de

nstrumermntati
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13.3 Abdruckgenehmigung Multiplate®

Bruhns, Grit <grit.bruhns@roche.com>

Do 16.04.2020, 15:08

Samara, Omar; Kundenservice-Gerinnung, Mannheim <mannheim.kundenservice-gerinnung@roche.com> ¥

Sehr geehrter Herr Samara

Ihre Anfrage zu Bildrechten von Multiplate hat mich erreicht.
Gerne konnen Sie Abbildungen zeigen. Bitte beachten Sie, dass das Copyright bei Roche liegt. Bitte denken Sie bei Verwendung des Bildes freundlicherweise an einen Urheberhinweis.
Vielen Dank und GriRe

Grit Bruhns

Roche Diagnostics Deutschland GmbH

DEGPMH..6195

Sandhofer Strasse 116

68305 Mannheim / Germany

Phone: +496217591794

Fax: +496217599374

Mobile: +491735861431

mailto:grit. bruhns@roche.com

www.roche.com

Roche Diagnostics Deutschland GmbH

ofer Strafle 116; D-

30S Mannheim;

Geselischaft: Mannheim - R ht: AG Mannheim HRB 7C Geschaftsfuhrung: Christian Paetzke - Aufsichtsratsvorsitzender: Dr. Thomas Schinecker

81




Publikationsverzeichnis

14 Publikationsverzeichnis

04.12.2015
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»Circulating nucleic acids in human sepsis and their impact on
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J Surg Res. 2017 Apr; 210: 231-243
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Textstellen, die wortlich oder sinngemaR aus verdffentlichten oder nichtveréffentlichten
Schriften entnommen sind, und alle Angaben, die auf mindlichen Auskinften beruhen,
sind als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir durchgefiihrten und in der Dissertation
erwahnten Untersuchungen habe ich die Grundsétze guter wissenschaftlicher Praxis, wie
sie in der ,Satzung der Justus-Liebig-Universitat GieRen zur Sicherung guter
wissenschaftlicher  Praxis“ niedergelegt sind, ecingehalten sowie ethische,
datenschutzrechtliche und tierschutzrechtliche Grundsatze befolgt. Ich versichere, dass
Dritte von mir weder unmittelbar noch mittelbar geldwerte Leistungen fur Arbeiten
erhalten haben, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten Dissertation
stehen, und dass die vorgelegte Arbeit weder im Inland noch im Ausland in gleicher oder
ahnlicher Form einer anderen Prufungsbehorde zum Zweck einer Promotion oder eines
anderen Prufungsverfahrens vorgelegt wurde. Alles aus anderen Quellen und von anderen
Personen ubernommene Material, das in der Arbeit verwendet wurde oder auf das direkt
Bezug genommen wird, wurde als solches kenntlich gemacht. Insbesondere wurden alle
Personen genannt, die direkt und indirekt an der Entstehung der vorliegenden Arbeit
beteiligt  waren. Mit der  Uberpriifung  meiner  Arbeit durch eine
Plagiatserkennungssoftware bzw. ein internetbasiertes Softwareprogramm erklare ich

mich einverstanden.*

Ort/Datum Unterschrift

83




Danksagung

16 Danksagung

Zunachst einmal mochte ich mich bei meiner Familie bedanken. Ohne die bedingungslose
Unterstiitzung meiner Eltern und der stdndigen Erinnerung mit der Frage ,,Wie kommst
du mit der Doktorarbeit voran?“, hitte ich es nicht so weit geschafft. Ich danke und liebe

euch!

Fachlich mdchte ich mich bei meinem initialen Doktorvater Prof. Dr. Weigand fur die
Uberlassung des Themas bedanken und die Betreuung bis zu seinem beruflichen Wechsel

nach Heidelberg.

Besonderen Dank gilt meinem Betreuer Priv.-Doz. Dr. Emmanuel Schneck! Er stand mir
von Anfang an mit Rat und Tat und bei allen offenen Fragen zur Seite. Er hat immer an

mich geglaubt und mich unterstutzt. Vielen Dank Emmo!

Auch mochte ich Priv.-Doz. Dr. Christian Koch und Dr. Florian Uhle danken, die beide
einen wesentlichen Anteil in der Konzeption und der Durchfiihrung, sowie der

Auswertung dieser Studie hatten.

AuRerdem bedanke ich mich beim gesamten Laborteam der Anéasthesie, und an dieser
Stelle insbesondere Frau llona Magel, die mich immer bei den Untersuchungen und Tests

unterstitzt haben.

84




