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ZUSAMMENFASSUNG

ZUSAMMENFASSUNG

Beim akuten Leberversagen infolge septischen Schocks kommt der Interaktion von
apoptotischem Zelluntergang und gesteigerter Leukozyten-Endothelzell-Interaktion
mit Freisetzung proteolytischer Enzyme eine wesentliche Bedeutung zu. Ziel der
vorliegenden in vivo Studie war es daher, die antiapoptotische und
antiinflammatorische Wirkung rekombinant hergestellter Antileukoproteinase (ALP),
einem physiologischen Inhibitor leukozytirer Serinproteasen, in einem murinen

Modell des akuten Leberversagens zu evaluieren.

Zur Induktion eines akuten Leberschadens erhielten weibliche C57BL/6J-Méduse eine
intraperitoneale Injektion von Lipopolysaccharid (E.coli LPS, 10 pg/kg KG) und D-
Galactosamin (D-GalN, 720 mg/kg KG). Zeitgleich wurden die Tiere intraperitoneal
mit 15 mg/kg KG ALP (G-L/ALP; n = 6) oder der Vehikellosung (G-L; n = 6)
behandelt. Tiere ohne Induktion eines Leberschadens erhielten dquivalente Volumina
physiologische Kochsalzlosung und dienten als Kontrolle (KON; n = 6). Unter
Ketamin/Xylazin-Narkose erfolgte 6 h nach Vorbehandlung die in vivo
Fluoreszenzmikroskopie der Leber. Zusitzliche Tiere wurden nach zeitgleicher
Behandlung zur laborchemischen Bestimmung von TNF-a, IL-10 und IL-5 mittels
Bioplex Zytokin-Assay entblutet. Lebergewebe dieser Tiere diente dem
immunhistochemischen Nachweis von NFxB-p65 sowie der Quantifizierung
hepatozelluldrer Apoptose mittels TUNEL-Assay und Western Blot Proteinanalyse
von Cleaved Caspase-3. In zwei weiteren Serien wurde die Uberlebensrate (10-Tage-
Uberleben; n = 10 je Gruppe) erfasst. Angegeben sind Mittelwerte + Standardfehler
des Mittelwertes. Die statistische Auswertung erfolgte mittels ANOVA und
nachfolgendem Paarvergleich (*p < 0,05 vs. KON; # < 0,05 vs. G-L).

Die in vivo Analyse der Leber 6 h nach D-GalN/LPS-Exposition zeigte
charakteristische Merkmale des akuten Leberversagens mit intrahepatischer
Leukozyten-Akkumulation, Perfusionsversagen, Zell-Apoptose und -Nekrose. Die
Applikation von ALP fithrte zu einer signifikanten Reduktion der venulédren
Leukozytenadhérenz (Zellen/mmzz KON 19 +7; G-L 130 + 20*; G-L/ALP 69 + 24*#),
allerdings nur zu einer leichten Verbesserung der nutritiven Perfusion (%: KON 90 +
2; G-L 68 + 2*; G-L/ALP 73 £+ 2*). Die massive hepatozelluldre Apoptose konnte

durch Gabe von ALP nur unwesentlich beeinflusst werden (TUNEL-positive
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ZUSAMMENFASSUNG

Zellen/mm?: KON 1 + 1; G-L 257 + 63*; G-L/ALP 204 + 66 ; Cleaved Caspase-3/B-
Aktin x-facher Anstieg: KON 1,0 = 0,2; G-L 6,0 £ 0,5%, G-L/ALP 4,7 + 0,1*).
Interessanterweise fiihrte die Gabe von ALP aber zu einer signifikanten Reduktion der
Transaminasen (AST U/l: KON 29 + 3; G-L 208 + 84*; G-L/ALP 39 + 8) als
Zeichen des eingeschrankten nekrotischen Leberschadens, ohne jedoch die 10-Tage-
Sterblichkeit der Tiere zu senken. Die immunhistochemische Quantifizierung ergab
eine stark erhohte Anzahl NF«xB-p65-positiver hepatozelluldrer Kerne, welche durch
Gabe von ALP signifikant reduziert werden konnte (Zellen/mmzz KON 0,1 £0,1; G-L
232 + 99%; G-L/ALP 44 + 30%). Damit einhergechend waren die Plasma-
konzentrationen sowohl von TNF-a als auch IL-10 nach ALP-Gabe signifikant
erniedrigt (TNF-a pg/ml: KON 31 + 5; G-L 82 + 13*; G-L/ALP 38 + 4"; IL-10 pg/ml:
KON 8 + 1; G-L 74 + 26*; G-L/ALP 19 + 9"). Zusiitzliche Applikation von IL-10 in
einer weiteren Uberlebensstudie konnte die Uberlebenszeit zwar verlingern, die

Mortalitét jedoch nicht signifikant verringern.

Die Applikation von ALP fiihrt im murinen Modell des D-GalN/LPS-induzierten
Leberschadens durch Blockade der nukledren Translokation von NFkB zu einer
reduzierten inflammatorischen Antwort, wihrend der Proteasen-Inhibitor im Kontext
des apoptotischen Gewebeschadens nicht protektiv ist. Daher erscheint ein
therapeutischer Ansatz zur Proteasen-Inaktivierung in der Behandlung des akuten

septischen Leberschadens nicht zielfithrend.



ABSTRACT

Increased leukocyte recruitment with release of proteolytic enzymes plays a key role for
septic organ damage. The present in vivo study was undertaken to evaluate the therapeutic
efficacy of antileukoproteinase (ALP), a physiological inhibitor of granulocytic serine
proteases, in a murine model of acute liver injury. Female C57BL/6J mice were challenged
with D-galactosamine (D-GalN) and E.coli lipopolysaccharide (LPS) followed by
administration of saline or ALP. Analysis of the liver by intravital microscopy 6 hours after
treatment with D-GalN/LPS revealed characteristic features of acute liver injury, such as
marked leukocyte recruitment and perfusion failure, as well as hepatocellular apoptosis and
necrosis. Moreover, immunohistochemical analysis of NFkB-p65 showed that it became
increasingly detectable in hepatocellular nuclei after D-GalN/LPS challenge, which was
accompanied by a rise of TNF-a and IL-10 plasma levels. ALP treatment markedly reduced
intrahepatic leukocyte accumulation, nuclear translocation of NFxkB-p65 as well as plasma
levels of TNF-a and IL-10. Moreover, physiologic liver enzyme levels were indicative for the
absence of necrotic parenchymal cell death. Nevertheless, ALP-treated animals exhibited an
only slightly reduced amount of apoptotic cell death, and ALP was not capable of improving
survival rate of D-GalN/LPS-treated mice even after additional application of IL-10. In line
with its suppression of NFkB-dependent proinflammatory pathways, ALP could prevent D-
GalN/LPS-associated intrahepatic inflammatory response, but not apoptosis-driven mortality.
Thus, a protease-inactivating approach such as delivery of ALP seems to be inadequate in the

diseased liver with apoptosis representing the predominant mode of cell death.



1. EINLEITUNG

1.1 Sepsis

1.1.1 Definition

Die Sepsis - im Volksmund ,,Blutvergiftung* genannt - ist eine systemische inflammatorische
Reaktion des Korpers, die gegen einen aktiven septischen Prozess im Wairtsorganismus
gerichtet ist und eine Freisetzung und Aktivierung endogener inflammatorischer Mediatoren
bewirkt.
Man kann zwischen der Bakteridmie, dem SIRS (Systemic Inflammatory Response
Syndrome) und der Sepsis unterscheiden.
Die Bakteriimie beschreibt das Vorhandensein von Bakterien in der Blutbahn, ohne eine
systemische Reaktion des Korpers auszulosen.
Die SIRS ist definiert als das Vorhandensein von mindestens zwei der folgenden Kriterien
(Herold, 2005):
1. Temperatur > 38°C oder <36°C (bestitigt durch eine rektale, intravasale oder
intravesikale Messung)
Tachykardie > 90 min™
Tachypnoe > 20 min™
pCO, <32 mmHg
Leukozyten > 12000 oder < 4000 pul™' oder
> 10% unreife Neutrophile im Differentialblutbild.

w»ok w N

Die Sepsis beschreibt eine komplexe systemische Reaktion des Organismus auf eine Infektion
und ist wie folgt definiert: Nachweis einer infektiosen Ursache (Bakteridimie) zusammen mit
dem Auftreten eines SIRS. In ca. 30% der Félle kann jedoch mikrobiologisch kein sicherer
Infektionsnachweis erfolgen, auch wenn nach klinischen Kriterien eine Infektion
wahrscheinlich ist.

Die Sepsis kann tiiber die schwere Sepsis letztendlich zum septischen Schock mit
Multiorganversagen fiihren:

Von einer schweren Sepsis spricht man bei Hypoperfusion der Gewebe, welche zu
Organdysfunktionen und infolgedessen zu Oligurie, Laktatazidose und Storungen der

geistigen Funktionen und/oder zu Hypotension fiihrt (Bone et al., 1997).
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Der septische Schock beschreibt den Zustand der Sepsis
- mit zusétzlicher Hypotension (<90 mmHg systolischer Blutdruck oder >40
mmHg unter Normaldruck des Patienten), die trotz addquater Volumentherapie
fiir mindestens eine Stunde anhélt oder
- mit Bedarf an Vasopressoren, um den systolischen Blutdruck >90 mmHg oder
den mittleren arteriellen Blutdruck >65 mmHg beizubehalten.
Beim Multiorganversagen kommt es schlielich zu einem Ausfall von mehr als einem

Organ, so dass eine Intervention notwendig wird, um die Homd&ostase zu erhalten.

1.1.2 Geschichte

Hugo Schottmiiller formulierte bereits 1914 eine erste Definition der Sepsis (Budelmann,
1969): ,,Eine Sepsis liegt dann vor, wenn sich innerhalb des Korpers ein Herd gebildet hat,
von dem konstant oder periodisch pathogene Bakterien in den Blutkreislauf gelangen und
zwar derart, dass durch diese Invasion subjektive und objektive Krankheitserscheinungen
ausgelost werden.*

Nach weiteren Beobachtungen und Erkenntnissen in den 80iger Jahren verdffentlichte Roger
C. Bone 1989 eine moderne Definition der Sepsis mit den Worten: ,,Sepsis ist definiert als
eine Invasion von Mikroorganismen und/oder ihrer Toxine in den Blutstrom zusammen mit
der Reaktion des Organismus auf diese Invasion* (Balk & Bone, 1989).

1991 wurde von leitenden Mitgliedern der American College of Chest Physicians (ACCP)
und der Society of Critical Care Medicine (SCCM) eine Konferenz mit dem Ziel abgehalten,
sich auf Definitionen zu einigen, die bei Sepsispatienten Anwendung finden sowie Kliniker
und Forscher beim Umgang mit Sepsis und Sepsispatienten unterstiitzen konnen. So wurden
Definitionen fiir Sepsis und SIRS zusammen mit detaillierten Beschreibungen der
entsprechenden physiologischen Variablen verdffentlicht, um eine Kategorisierung der
Patienten in unterschiedliche Schweregrade zu ermoéglichen. Auch fiir schwere Sepsis,
septischer Schock, Hypotension und Multiorganversagen wurden Definitionen festgelegt

(Bone et al., 1992; ACCP/SCCM Consensus Conference, 1992).
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1.1.3 Epidemiologie

Trotz intensiver klinischer und experimenteller Bemiihungen, die der Sepsis zugrunde
liegenden Pathomechanismen zu verstehen und neue Therapien zu entwickeln, ist die Letalitit
unverdndert hoch. Allein in Deutschland treten jéhrlich tiber 150.000 Sepsis-Fille auf, 60.000
Fille davon enden letal. Damit ist die Sepsis die dritthdufigste Todesursache nach dem akuten
Myokardinfarkt und der Herzinsuffizienz (Reinhart et al., 2006).

Die Behandlung der schweren Sepsis auf Intensivstationen verursacht jahrliche Kosten von in
etwa 1.77 Billionen Euro, was ca. 30% des Budgets von Intensivstationen ausmacht (Reinhart
et al., 2006). Mit zunehmendem Lebensalter, insbesondere ab einem Alter tiber 75 Jahren, und
zunehmender Anzahl zugrunde liegender Komorbiditdten steigen sowohl die Inzidenz als

auch die Mortalitét bei der Sepsis (Perl et al., 1995; Angus et al., 2001; Martin et al., 2006).

1.1.4 Atiologie

Die sechs haufigsten Ursachen fiir Infektionen von Sepsis-Patienten sind Pneumonien, Sepsis
durch Infektion eines intravaskuldren Katheters, Infektionen des Blutkreislaufes (inklusive
infektioser Endokarditis), intraabdominelle Infektionen, Urosepsis und chirurgische
Wundinfektionen (Calandra et al, 2005). Ein erhohtes Risiko haben dltere und

immunsupprimierte Patienten (Volk et al., 1996).

1.1.5 Pathophysiologie

1.1.5.1  Allgemeine Pathophysiologie

Das Uberleben des Organismus ist davon abhiingig, Pathogene erkennen zu konnen und
schnell und addquat auf diese zu reagieren. Diese Verteidigungsmechanismen sind angeboren
und fithren bei Vorhandensein bestimmter biochemischer Strukturen, die auf der Oberfldche
von mikrobiellen Organismen vorhanden sind, durch bestimmte Erkennungsmechanismen zu
einer prompten Immunantwort. Das angeborene Immunsystem ist unspezifisch und besteht
aus Neutrophilen, Makrophagen und natiirlichen Killerzellen, welche eingedrungene

Infektionserreger auch ohne Einfluss des adaptiven Immunsystems eradizieren kénnen. Wenn
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es notig wird, konnen die Zellen des angeborenen Immunsystems auch Zytokine und weitere
induzierende Molekiile freisetzen, welche durch Aktivierung von T- und B-Zellen das
adaptive Immunsystem aktivieren (Das, 2000).

Eine wichtige Rolle fiir den Verlauf der Sepsis spielen u.a. die Zahl, Pathogenitit, Virulenz
oder Art des Erregers. Hauptausschlaggebend ist jedoch das Ausmal} der Reaktion des
Patienten auf die auslosende Noxe (Volk et al, 1996; Bone et al, 1997).

Zunichst stellt die lokale Entziindungsreaktion auf einen exogenen Stimulus eine sinnvolle
Abwehrreaktion auf den pathogenen Ausloser und somit eine physiologische Schutzfunktion
des Korpers dar. Die Entziindungsreaktion ist engmaschig geregelt, aber bei Verlust der
lokalen Kontrolle dieser Reaktion oder bei Hyperinflammation kommt es zu einer
unkontrollierten Reaktion und zum klinischen Bild einer systemischen Antwort bzw. zum
SIRS, so dass nicht nur die fiir die Immunantwort verantwortlichen Pathogene eliminiert
sondern auch autodestruktive Schéadigungen korpereigener Zell- und Organsysteme
hervorgerufen werden (Sharif et al., 2007). Gleichzeitig werden Kompensationsmechanismen
aktiviert, welche fir den Verlauf des SIRS entscheidend sind, denn solange die
Immunantwort angemessen ist und die Entziindungsreaktion nicht exazerbiert bzw. lokalisiert
bleibt, kommt es zur ,restitutio ad integrum®.

Neben der proinflammatorischen findet auch eine antiinflammatorische Reaktion statt. Ziel
dieser antiinflammatorischen Reaktion ist es, die Synthese proinflammatorischer Zytokine
einzuschridnken, ihre Effekte zu balancieren und die Homoostase wiederherzustellen (Bone et
al., 1997). Eine Uberproduktion proinflammatorischer Zytokine oder reaktiver Sauerstoff-
spezies fithrt jedoch zu einer Stérung des Gleichgewichtes zwischen pro- und
antiinflammatorischen Signalen und resultiert in einer verminderten Reaktionsfiahigkeit auf
Grund einer Depression der zelluldren Immunitét des Immunsystems. Dies kann zum Schock
mit der Folge des Multi-Organ-Versagens (MODS - Multiple Organ Distress Syndrome)
filhren, welches nur mit bleibenden Defekten zur Ausheilung kommt und nicht selten sogar
mit einem Tode des Patienten endet (Davies et al., 1997; Dhainaut et al., 2001; Sanlioglu et
al., 2001). Daraus folgt, dass das Ergebnis der inflammatorischen Antwort des
Wirtsorganismus auf die Endotoxindmie von einem komplexen Zusammenspiel zwischen

positiven und negativen Einfliissen abhédngig ist.
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1.1.5.2  Spezielle Pathophysiologie

In der Frithphase der Sepsis kommt es durch Invasion von Bakterien (exogene Stimulation,
z.B. durch Lipopolysaccharid (LPS)) oder durch ein Gewebe-Trauma (endogene Stimulation)
zur Aktivierung von Inflammation (Komplementsystem) und Koagulation (Gerinnung)
(Nitescu et al., 2007).

Durch die Bindung von bakteriellen Zellwandbestandteilen (Endotoxine, z.B.
Lipopolysaccharid, Peptidoglykan (PG)) an bestimmte Rezeptoren auf der Oberfliche von
Monozyten und Makrophagen, so genannte ,,pattern recognition receptors* (PRRs), wie Toll-
like Rezeptor-4 (TLR)-4 und CD 14, kommt es zur Erkennung dieser bakteriellen
Zellwandbestandteile und somit iiber eine Vielzahl von Signaltransduktions-Kaskaden zur
Initiation der septischen Immunantwort. Diese erfolgt zunichst tiber die Freisetzung von
NF«B (,,Nuclear Factor kappa B*), welcher in seiner inaktiven Form in einem Komplex mit
IxB (,,Inhibitory kappa B*) vorliegt und ein wichtiges intrazelluldres Protein ist. Darauthin
transloziert NFxB in den Zellkern wund fithrt dort zur Transkription sowohl
proinflammatorischer (z.B. Tumor Nekrose Faktor (TNF)-a, Interleukin (IL-) 1, IL-6,
Interferon-gamma (IFN-y)) als auch antiinflammatorischer Zytokine (z.B. IL-10, IL-1-
Rezeptor-Antagonist, Transforming Growth Factor (TGF)-B) sowie verschiedener
Adhésionsmolekiile (Holmes et al., 2003). Einige proinflammatorische Zytokine, wie z.B.
TNF-a und IL-1 kénnen wiederum NF«B aktivieren, so dass es zu einer weiteren Verstirkung

der inflammatorischen Antwort kommt (Abraham, 2003).

Die proinflammatorischen Zytokine aktivieren Leukozyten, so dass es zundchst zu einer losen
Interaktion zwischen Leukozyten und Endothelzellen bzw. zwischen leukozytdren (L-
Selektin) und endothelialen (P- und E-Selektin) Rezeptoren kommt. Diese ist als ,,Slow
Rolling* in postkapilliren Venolen beobachtbar. Darauthin wird die Expression von
Zelladhdsionsmolekiilen (a-Integrin (CD-11) und B,-Integrin (CD-18)) auf Leukozyten
gefordert, welche fir die sekundidre Leukozyteninteraktion mit dem mikrovaskuldren
Endothel verantwortlich sind.

Weiterhin kommt es zur Forderung der Expression von Rezeptoren fiir die Integrine auf
Endothelzellen, wie ,,intracellular adhesion molecule® (ICAM-1) und ,,vascular cell adhesion
molecule” (VCAM-1), welche eine feste Adhdsion der Leukozyten an das Endothel und somit
ihre Transmigration durch die Zellwand bzw. ihre Emigration ins umliegende Gewebe

erlauben.
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Die Aktivierung von Endothelzellen bewirkt auBerdem die Freisetzung von Stickoxid (NO).
Durch Produktion reaktiver Sauerstoffspezies durch Leukozyten und der Reaktion dieser
Sauerstoffradikale mit NO kommt es zur Bildung von Peroxynitrit und somit zur Verstarkung

des Gewebeschadens (Bauer, 2004).
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Abb. 1: Vereinfachte Darstellung der Vorgidnge bei der angeborenen inflammatorischen Immunantwort auf
einen Infektionserreger und Gewebeschaden.

(neg = negativ; pos = positiv; TF = Tissue Factor; PAMPS = Pathogen Associated Microbial Patterns; HSP =
Heat Shock Protein; LPS = Lipopolysaccharid; NOD = Nucleotide-binding Oligomerization Domain; TLR4 =
Toll-Like Rezeptor 4; APC = Aktiviertes Protein C.)

(Modifiziert nach http://www.chestjournal.org/cgi/content/full/124/3/1103/F1.)

Die feste Adhédsion von Neutrophilen an die GefdBBwand bewirkt die Freisetzung von ,, Tissue
Factor* (TF). Dessen Freisetzung wird auch durch Aktivierung von Monozyten und
Endothelzellen durch inflammatorische Zytokine stimuliert und fiihrt zur Aktivierung des

Gerinnungssystems mit Bildung von Mikrothromben. Das Aktivierte Protein C (APC) kann
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diesen Vorgang hemmen. Schlieflich kann es bei maximaler Aktivierung des
Gerinnungssystems zur disseminierten intravasalen Gerinnung (DIC) mit Verbrauch der
Gerinnungsfaktoren (Verbrauchskoagulopathie) kommen. Dabei entstehen Organein-

blutungen und Mikroembolien (Holmes et al., 2003; Bauer, 2004).

Die proinflammatorischen Mediatoren haben daher zusammenfassend folgende Effekte
(Jaeschke & Smith, 1997; Holmes et al., 2003):

e Erhohung der Gefdllpermeabilitdt, daraus folgende  GefiBleakage und
Odementstehung;

e Kontraktion der GefaBmuskulatur durch eine Imbalance vasokonstriktorischer (z.B.
Endothelin-1) und vasodilatatorischer (z.B. Stickoxid) Faktoren und Reduktion der
Verformbarkeit der neutrophilen Leukozyten mit Erhéhung des Risikos der
Sequestration in der Mikrostrombahn von Organen;

e Forderung der Phagozytose, der Produktion von Sauerstoffradikalen und von
Entziindungsmediatoren durch Makrophagen (fiihrt bei tiberschieBender Reaktion zu
Gewebsschidigung);

e Forderung und Regulation der Expression von Adhisionsmolekiilen auf

Endothelzellen und dadurch vermehrte Aktivierung von neutrophilen Granulozyten.

Wie bereits erwihnt, kann das Primirziel der Elimination von Bakterien erreicht werden,
solange diese Mechanismen nicht iiberschieBend funktionieren. Normalerweise wird die
tiberschiefende Produktion und Aktivitdt proinflammatorischer Zytokine durch die
Freisetzung korpereigener antiinflammatorischer Faktoren balanciert und somit verhindert.
Bei fehlender Aktivitdt antiinflammatorischer Zytokine besteht eine viel hohere Anfilligkeit
fiir eine Endotoxindmie (Volk et al., 1996).

Der initialen hyperinflammatorischen Phase der Sepsis folgt eine hypoinflammatorische
Phase der Immunsuppression. Es setzt eine Refraktérphase ein, in der die Produktion weiterer
proinflammatorischer Zytokine durch Monozyten sowie die Antigen-prasentierende Aktivitat
stark reduziert sind, die Fahigkeit antiinflammatorische Zytokine (IL-10, TGF-beta und IL-1-
Rezeptor-Antagonist (IL-1RA)) zu produzieren aber nach wie vor vorhanden ist (Randow et
al., 1995; Pugin, 2007). Eine wichtige Ursache der Immunsuppression in einer spéteren Phase

der Sepsis ist die umfangreiche Apoptose von Lymphozyten (Hotchkiss et al., 2005).
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Gleichzeitig zirkulieren neutrophile Granulozyten ldnger im Blut und verursachen eine
Zunahme des Gewebeschadens durch die Produktion von Sauerstoffradikalen.

Bei exzessiver Reaktion des Immunsystems kann es weiterhin dazu kommen, dass die Phase
der Immundepression verldngert und stiarker ausgepriagt verlduft, so dass das angeborene
Immunsystem nur noch eine eingeschrénkte oder sogar ganz aufgehobene Abwehrfunktion
aufweist. Dies fiihrt letztendlich dazu, dass der Organismus nicht mehr adédquat auf
Infektionen reagieren und diese abwehren kann, was schlieBlich im septischen

Multiorganversagen endet.

1.1.6 Die Bedeutung des akuten Leberversagens bei Sepsis

Die Leber ist das zentrale Stoffwechselorgan des menschlichen Korpers. Hier finden unter
anderem die Synthese von Albumin und der Gerinnungsfaktoren sowie die Biotransformation

statt. Sie gehort zu den entscheidenden Organen der Abwehrreaktion bei Sepsis.

Die Kupffer-Zellen der Leber phagozytieren Bakterien, inaktivieren schidliche bakterielle
Produkte, produzieren inflammatorische Mediatoren und fithren zu einer pathologischen
Aktivierung des Gerinnungssystems. Die aktivierten Kupffer-Zellen konnen andererseits auch
durch eine tbersteigerte Freisetzung von Chemokinen, welche neutrophile Granulozyten
anlocken und diese aktivieren, zu einer Leberdysfunktion fithren. In neutrophilen
Granulozyten werden, wie oben bereits beschrieben, Adhédsionsmolekiile und Tissue Faktor
hochreguliert sowie weitere Kupffer-Zellen aktiviert. Es kommt letztendlich zu
Mikrozirkulationsstorungen, Leberschiden, der Ausschwemmung von Endotoxinen und

schlieBlich zum Multiorganversagen (Dhainaut et al., 2001).

Bei Patienten mit Sepsis und Multiorganversagen ist das Leberversagen wegen dem damit
einher gehenden Verlust der Synthese-, Exkretions- und Entgiftungsfunktion von
entscheidender Bedeutung fiir den weiteren Verlauf und die Prognose der Patienten, denn es
geht mit einer hohen Mortalitét einher (Riordan & Williams, 2000; Schattenberg et al., 2006;
Novotny et al., 2007a). Wegweisende klinische Symptome des akuten Leberversagens sind
die hepatische Enzephalopathie, Ikterus und die Storung der Blutgerinnung. Diagnostische
Kriterien sind dabei ein Anstieg des Serumbilirubins auf iiber 2 mg/dl und eine Erhhung der

Transaminasen iiber das 2-fache des Normalwertes (Miiller-Werdan, 2003).
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Zur kausalen Therapie des akuten Leberversagens stehen folgende Moglichkeiten zur
Verfiigung: die Gabe von Albumin und Terlipressin, sowie artifizielle Systeme zum
tempordren Leberersatz durch Unterstiitzung der Entgiftungsfunktion, wie H&modialyse,
Héamofiltration, Austauschtransfusion, Plasmapherese, Hdmoperfusion oder Plasmaperfusion
fiir die mechanische Elimination von Toxinen (Mitzner et al., 2002). Diese Verfahren
erwiesen sich jedoch groBtenteils als ineffizient. Das MARS-Verfahren (Molecular adsorbent
recycling system) ist eine relativ neue Moglichkeit zur Detoxifikation mittels Albumindialyse
(Mitzner et al., 2001; Santoro et al., 2007). Trotz zunichst vielversprechender Ergebnisse
erbrachte auch die MARS-Therapie bei Patienten mit Multiorganversagen und Sepsis eher
enttduschende Resultate (Wilmer et al., 2002; Rittler et al., 2004). Beim akuten
Leberversagen mit erwarteter Letalitdit >80% bleibt daher die Lebertransplantation das

Therapieverfahren der Wahl (Bauer et al., 2004; Rozga, 20006).

Auf Grund der groBen Heterogenitdt des betroffenen Patientenklientels sowie der sehr
komplexen Leberfunktionen, die bei einer Dysfunktion ersetzt werden miissen, ist es dullerst
schwer eine effektive Leberunterstiitzungstechnologie zu entwickeln (Rozga, 2006). Trotz
alledem werden weiterhin neue Therapieverfahren entwickelt, wie bioartifizelle Systeme aus
isolierten Hepatozyten, welche bisher jedoch nicht klinisch einsetzbar sind (Santoro et al.,

2007).

Zusammenfassend sind fiir das akute Leberversagen, bis auf die Moglichkeit einer
Lebertransplantation, bislang keine effizienten kausalen Therapieverfahren etabliert. Da es zu
wenig Spenderorgane gibt, stellt die Behandlung des akuten Leberversagens nach wie vor ein
grof3es Problem dar. Daher ist es dringend erforderlich, weitere Forschungsanstrengungen zur

Entwicklung sowohl kausaler als auch adjuvanter Therapieoptionen durchzufiihren.

1.1.7 Symptome und Diagnose

Kriterien, die auf eine Sepsis hinweisen, sind neben Fieber und Schiittelfrost Hypothermie,

Atemnot, eine Erhohung der Herzfrequenz, niedriger Blutdruck sowie Leukozytose oder

Linksverschiebung im Differentialblutbild bzw. Neutropenie. Die Frithsymptome der Sepsis

sind daher sehr unspezifisch, so dass diese beispielsweise von Symptomen eines grippalen

18



Infektes kaum zu unterscheiden sind. Daher wird die Sepsis haufig erst in einem spiteren,
lebensbedrohlichen Stadium erkannt.

Um eine sichere Diagnose stellen zu konnen, ist die Abnahme von Blutkulturen moglichst
frithzeitig vor Beginn einer antimikrobiellen Therapie notig. Bei Patienten, die bereits mit
Antibiotika behandelt werden, sollten die Blutkulturen kurz vor der nichsten Einnahme
abgenommen werden.

Procalcitonin ist ein relativ zuverldssiger Marker der systemischen inflammatorischen
Antwort auf Infektionen und kann zum Ausschluss bzw. zur Sicherung der Diagnose fiihren
(Miiller et al., 2000; Balci et al., 2003; Novotny et al., 2007b). Procalcitonin, ein Polypeptid,
ist die Vorstufe des Hormons Calcitonin, welches normalerweise in den parafollikiildren
Zellen der Schilddriise produziert wird. Wahrend schweren systemischen Infektionen wird
dieses Polypeptid aus noch ungekldrten Griinden auch von extrathyreoidalen Zellen
produziert (Reingardiene, 2004). Bei einer Procalcitoninkonzentration <0,5 ng/ml im Serum
ist eine Sepsis unwahrscheinlich, bei Werten >2,0 ng/ml sehr wahrscheinlich. Auferdem ist
Procalcitonin ein guter Indikator fiir den Schweregrad des Multiorganversagens in SIRS-
Patienten (Yukioka et al., 2001). Dabei muss man aber beachten, dass ein operatives Trauma
oder auch andere Ursachen zu einer transitorischen Erh6hung der Procalcitoninkonzentration

im Serum fithren kénnen (Meisner et al., 1998).

1.1.8 Therapie

Die erfolgreiche Behandlung der Sepsis und des septischen Schocks ist trotz der Explosion
des Kenntnisstandes der septischen Inflammationsantwort nach wie vor eine grofle
Herausforderung auf Intensivstationen. Die Anwendung einer angemessenen Therapie und ein
frithstmoglicher Beginn der Behandlung in den ersten Stunden nach der Diagnose haben
entscheidenden Einfluss auf das Outcome septischer Patienten in Bezug auf die Reduktion der
Morbiditdt und Mortalitdt (Adukauskiene et al., 2006). Weiterhin spielen der Grad der
Storung der physiologischen Funktionen, der Organdysfunktion sowie die zugrunde liegende
Erkrankung und deren mikrobiologische Ursache eine Rolle fiir den Verlauf und die
Auswirkung der Sepsis (Angus & Wax, 2001).

Entscheidend sind die vollstdndige chirurgische Entfernung des Infektionsherdes, sowie eine

moglichst frithzeitige Diagnose, um rechtzeitig eingreifen zu kénnen.
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Die Therapie der Sepsis basiert auf den folgenden drei Séulen (Dellinger et al., 2004):

1) Kausale Therapie:

die Sanierung des Fokus (z.B. chirurgische Entfernung von Implantaten, Inzision bzw.
CT-gestiitzte Drainage von Abszessen, Wunderoéffnung und Nekrotomie)

schnellstmoglicher  Beginn  einer  hochdosierten  Antibiotikatherapie  nach
Antibiogramm (fiir ca. 7-10 Tage). Alle 48 bis 72 Stunden sollte eine Uberpriifung der
Effektivitit des verwendeten Antibiotikums erfolgen, um das antimikrobielle

Spektrum zu verengen und Resistenzentwicklungen entgegen zu wirken.

2) Supportive/unterstiitzende Therapie:

hdmodynamische Stabilisierung: Kontrolle der Vitalparameter, Volumensubstitution
mit kristallinen oder kolloidalen Lésungen.

bei eingeschrianktem Herzzeitvolumen trotz Volumentherapie: Gabe von Dopamin als
Katecholamin der ersten Wahl und bei hypotensiven Patienten zusétzliche Gabe eines
Vasopressors.

Airway-Management und Beatmung: Indikationen sind das Vorliegen einer schweren
Tachypnoe (>35 pro Minute), einer muskuldren FErschopfung (Einsatz der
Atemhilfsmuskulatur), einer eingeschriankten Viliganz oder eines Séttigungsabfalls
<90 % trotz Sauerstoffinsufflation.

Zielwerte der Therapie sind das Erreichen eines arteriellen Mitteldruckes von 65-90
mmHg, eines Zentralvenendrucks (ZVD) von 8-12 mmHg, einer zentralvendsen
Sauerstoffséttigung von mindestens 70 % und einer Urinausscheidung von mindestens

0,5 ml pro kg Korpergewicht in der Stunde.

3) Adjunktive Therapie:

die Applikation von Glukokortikoiden innerhalb der ersten 24 Stunden nach
Diagnosestellung eines katecholaminpflichtigen septischen Schocks: niedrig dosiertes
Hydrocortison, ein natiirliches Hormon der Nebenniere, in einer Dosierung von 200-
300 mg pro Tag als Bolus oder als Dauerinfusion, wobei die kontinuierliche Gabe zur
Vermeidung einer Hyperglykdmie bevorzugt werden sollte (Chadda & Annane, 2002).
das Verabreichen von rekombinant hergestelltem aktiviertem Protein C (Drotrecogin
alfa) innerhalb von 48 Stunden nach Diagnosestellung einer Sepsis und bei

zusétzl