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1. Einleitung

Der Begriff Sepsis bezeichnet die systemische Antwort des Korpers auf eine Infektion. Sepsis ist
definiert als eine ,, Allgemeininfektion mit Krankheitserscheinungen, die infolge konstanter oder
periodischer Mikrobenaussaat von einem Herd aus in die Blutbahn auftreten *°. Die wesentlichen
Kennzeichen sind entweder Hyperthermie oder Hypothermie, Leukozytose, Tachypnoe,
Tachykardie, arterielle Hypotension und eine gestorte Organfunktion mit Stoffwechsel-
entgleisungen infolge Minderperfusion der Organe. Geféhrliche Komplikationen der schweren
Sepsis sind der septische Schock und das Multi-Organ-Versagen, die nicht selten zum Tode des
Patienten fuhren. Da die beschriebenen Symptome auch ohne die Reaktion des Korpers auf eine
Infektion auftreten konnen (z.B. bel Pankreatitis, Polytrauma oder hamorrhagischem Schock),
wurde auf der Konsensus-Konferenz im Jahre 1991 der Begriff SIRS (Systemic inflammatory
response syndrome) eingefihrt. SIRS beschreibt den inflammatorischen Prozef3 unabhangig von
der Ursache. Die Sepsis ist demzufolge ein Sonderfall des SIRS, bei dem die klinischen
Veranderungen durch eine Infektion hervorgerufen werden. Der septische Schock ist definiert als
Sepsis, bei der ein Blutdruckabfall auf einen systolischen Blutdruck von < 90 mmHg oder ein
Abfal des mittleren arteriellen Blutdrucks ausgehend vom Durchschnittswert um > 40 mmHg zu
beobachten ist *.

Die Sepsis ist mit 75.000 Todesféllen in Deutschland jahrlich eine der haufigsten Todesursachen
auf chirurgischen und medizinischen Intensivstationen %, Es treten bei geschatzten 300.000 -
500.000 Bakteriamien pro Jahr in den USA 7 ungefshr 175.000 Todesfélle durch Sepsis auf. Die
Letalitdt der Sepsis betragt 30-80% "2 und die Inzidenz soll in den kommenden Jahren noch
weiter ansteigen %12,

Bakterienbestandteile wie Endotoxin und die durch sie freigesetzen Zytokine bewirken tiber eine
Aktivierung von Kaskadensystemen (Gerinnung, Fibrinolyse, Kinin- und Komplementsystem)
eine ischamisch-hypoxische und metabolisch-toxische Storung der Zellfunktion der Organe. In
tierexperimentellen  Studien konnten in der Vergangenheit die molekularbiologischen
Verénderungen in der Sepsis naher entschlusselt werden. So bedeutet Sepsis die unkontrollierte

% und

Freisetzung der proinflammatorischen Mediatorsubstanzen Tumornekrosefaktor-a
Interleukin 1 und 6 *>*. Die Bildung sowie Aktivierung von Mediatoren wie Lipidmediatoren
(Plattchenaktivierender Faktor [PAF], Thromboxane, Prostaglandine, Leukotriene) 73,
Sauerstoffradikalen (Peroxid, Hydroxyl), Proteasen und insbesondere Stickstoffmonoxid (NO)

bewirken eine negative Beeinflussung des Kreislaufzustandes mit Blutdruckabfall bis hin zum



septischen Schock, der haufig selbst durch hochdosierte Katecholaminzufuhr nicht mehr korrigiert
werden kann.

Patienten im septischen Schock sind hypoton und haben eine blasse und kaltfeuchte Haut, die in
der Frihphase des Schocks aber auch rosig und gut durchblutet sein kann. Durch eine
eingeschréankte Nierendurchblutung wird die Urinproduktion eingestellt, so dal3 es zur Oligurie
und zum Nierenversagen kommt. Eine Minderperfusion des Gehirns kann zu Verwirrtheit und
Bewultseinsstorungen fihren. Mégliche hdmodynamische Veranderungen des septischen

Schocks sind eine normale oder erhdhte Auswurfleistung des Herzens (CO) %!

, en intravasaler
Flussigkeitsmangel *° und ein Abfall des systemischen vaskularen Widerstandes (SVR) *. Eine
arteriovendse Shuntbildung fihrt zur gestdrten Aufnahme von Sauerstoff ins Gewebe % und
resultiert in einer Fehlverteilung des Blutes mit Sammlung im vendsen Stromgebiet. Die gestorte
Sauerstoffaufnahme in die Zelle behindert die Bildung von energiereichen Phosphaten mit der
Folge, dai? die Zelle ihren Stoffwechsel von aerober nach anaerober Oxidation wechselt .
Dadurch fallen vermehrt saure Stoffwechselprodukte wie das Laktat an, das bel den Patienten im
Blut nachweisbar ist und eine Laktatazidose verursachen kann ®%. Der Glukose- und der
Lipidstoffwechsel werden im septischen Schock ebenfalls beeinflufd. Im Sinne einer maximalen
Energiebereitstellung ist die Katecholaminfreisetzung stark erhoht, die Glukoseeinschleusung in
die Zelle durch Insulinmangel gehemmt und die Glukosefreisetzung dagegen duch Glukagon und
Kortison stark erhoht &,

Zu Beginn des septischen Schocks besteht fast immer eine Hypotension und eine Hypovoléamie
durch die Fehlverteilung des Blutes und die gestorte Kapillarfunktion mit Flissigkeitsverlust ins
Interstitium ®8. Nach Korrektur des Fliissigkeitsmangels durch intravendse Fliissigkeitssubstitution
ist das Fortbestehen der Hypotension bei erhdhtem Herzzeitvolumen und erniedrigtem

systemischen vaskularen Widerstand zu beobachten 881112

Diese Veranderungen der
hdmodynamischen Parameter wahrend der Sepsis konnen mittels Rechtsherzkatheter Uber die
Bestimmung des Herzzeitvolumens und der abgeleiteten GrofRen wie systemischer vaskularer
Widerstand (SVR), pulmonaler vaskularer Widerstand (PVR) und Schlagvolumen (SV)
nachgewiesen werden. Ein erhohtes Herzzeitvolumen und besonders ein erniedrigter SVR sind
hdmodynamische Verdnderungen, die charakteristisch fir das Vorliegen eines septischen Schocks
sind 31,71,68_

Sepsis und ihre Folgeerscheinungen stellen demzufolge kein starres Krankheitsbild dar, sondern
sind viel mehr ein flieender Krankheitsprozeld, dessen klinische und pathophysiologischen
Symptome sich mit der Schwere der Erkrankung verédndern. Die frihzeitige Diagnosesicherung

und genaue Verlaufsbeobachtung der Sepsis ist aufgrund des Schweregrades der Erkrankung mit
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einer hohen Letalitét von entscheidender Bedeutung, um rechtzeitig mit der Therapie beginnen zu
konnen.
Um den Schweregrad einer Erkrankung und das Risiko eines fatalen Ausganges abschétzen zu
konnen, wurden eine Vielzahl von Klassifikationsystemen fur Intensivpatienten wie der APACHE
| und Il ***? der Simplified Acute Physiology Score “*"*® der Trauma Score ® oder der
Hannover Intensive Score ** entwickelt. Diese al's Score bezeichneten Punktesysteme beschreiben
den Allgemeinzustand des Patienten, eignen sich jedoch nur bedingt zur Verlaufsbeobachtung
einer Sepsis, da sie die krankheitstypischen Verénderungen der Sepsis nicht beriicksichtigen ®. Im
Gegensatz dazu sind an chirurgischen Patienten entwickelte spezielle Scoresysteme, wie z.B. der
Sepsis Severity Score 3, spezifisch firr das Krankheitsbild der Sepsis anwendbar. Sie beinhalten
aber bestimmte Kriterien, wie etwa Zustand nach operativem Eingriff oder postoperative
Wundinfektion, die von einem internistischen Patientenkollektiv nicht erfillt werden konnen. Aus
diesem Grund wurde fir die vorliegende Studie zunéchst ein einfach zu erhebender Sepsis-Score
speziell fur ein internistisches Patientenkollektiv entwickelt, der die Verlaufsbeobachtung der
Kreislaufveranderungen im septischen Schock ermdglicht. Mit Hilfe dieses Sepsis-Score konnten
die Veranderungen des im folgenden beschriebenen L-Arginin-NO-Stoffwechselweges im
septischen Schock ndher untersucht werden.

Den Grundstein fur die Erforschung der Ursachen des Blutdruckabfalles im septischen
Schock lieferten 1980 Furchgott et al. Sie wiesen erstmals nach, dal3 die Endothelzellen der
Gefale eine wesentliche Rolle bei der GefaRerweiterung spielen 2. Nur bei intakten
Endothelzellen konnte eine Dilatation der isolierten Gefél3e durch Acetylcholin und Bradykinin
gezeigt werden. In darauffolgenden Arbeiten wurde eine vom Endothel kontinuierlich freigesetzte
gefallerweiternde Substanz entdeckt, der man die Bezeichnung EDRF gab. Sie wird durch die
Stimulation vasoaktiver Mediatoren von den Endothel zellen gebildet und bewirkt eine Relaxation
der glatten Gefaldmuskulatur sowie eine Hemmung der Thrombozytenanlagerung an der
Gefdldwand. Die weitere Untersuchung von EDRF zeigte, dal? diese Substanz unter basalen und
stimulierten Bedingungen mit NO identisch ist 2°%"%* Der Stoffwechselweg, der zur Freisetzung
von NO flhrt, konnte in den Jahren 1988 bis 1991 aufgedeckt werden: NO entsteht
substratspezifisch aus der Aminosdure L-Arginin durch enzymatische Umwandlung der
terminalen Guanidingruppe mit Hilfe des Enzyms NO-Synthase ®’*. Dieser sogenannte L-
Arginin-NO-Stoffwechselweg ist in Abbildung 1 dargestellt. In einem ersten Oxidationsschritt
wird aus L-Arginin und molekularem Sauerstoff zundchst das Zwischenprodukt L-
Hydroxyarginin gebildet, das dann in einem zweiten Oxidationsschritt wieder unter Verbrauch
von Sauerstoff zu L-Citrullin und NO umgewandelt wird.
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Abbildung 1: Reaktionsweg des L-Arginin-NO-Stoffwechselweges.

Dargestellt ist die Umwandlung der Aminosdure L-Arginin als Substrat des Stoffwechselweges durch die
induzierbare NO-Synthase (iNOS) in die Produkte L-Citrullin und NO unter Verbrauch von molekularem
Sauerstoff. Als Intermedidrprodukt entsteht das instabile L-Hydroxyarginin, das bei hohem Umsatz der
iNOS im Plasma nachweisbar ist. Unter physiologischen Umsatzraten der iNOS kann L-Hydroxyarginin
dagegen nicht detektiert werden. Kofaktoren des Syntheseweges sind Tetrahydrobiopterin (BH4) und
NADPH+H™. Das freie Radikal NO wird im Plasma zunéchst zu Nitrit und schlieRlich in den Erythrozyten
weiter zu Nitrat oxidiert, das dann uber die Nieren ausgeschieden wird.




Tetrahydrobiopterin und NADPH sind Kofaktoren der beiden Reaktionsschritte.

NO wird in vivo durch drei verschiedene Isoformen der NO-Synthase (NOS) gebildet (Ubersicht
siehe bei >*%): Typ | als konstitutive Form (NNOS) nachgewiesen im neuronalen Gewebe, Typ
[1 (iINOS) as durch Zytokine induzierbare Isoform in Makrophagen, Hepatozyten, Epithelzellen,
glatten Muskelzellen und makrovaskuldren Endothelzellen und Typ 11 (eNOS) als konstitutive
Isoform nachgewiesen in Zellen des vaskuldaren Endothels. Das von den drei Isoformen
produzierte NO beeintrachtigt in héheren Konzentrationen in vielféltiger Weise die biologische
Funktion und Autoregulation von Zellen. Einerseits hilft es dem Organismus durch seine potente
antivirale und antibakterielle Aktivitéat bei der Abwehr von Krankheitserregern, andererseits kann
es an der Fehlregulation und der Zerstorung von korpereigenen Zellen beteiligt sein “°%’. Es
konnte zum Beispiel nachgewiesen werden, da? NO bel der Zerstérung der Inselzellen des
Pankreas beim Diabetes mellitus Typ 1 eine entscheidende Rolle spielt .

Von besonderem Interesse fur die Untersuchung der septischen Hypotension ist die Isoform 11 der
NOS, da die Umsatzraten der aktivierten iNOS um den Faktor 100-1000 Uber denen der beiden
konstitutiven NO-Synthasen liegen. Eine quantitative Messung der NO-Produktion ist in vivo
allerdings nicht moglich, da NO als Radikal eine sehr kurze Halbwertszeit besitzt ** und im
Blutplasma und in den Erythrozyten sofort zu den Stoffwechselendprodukten Nitrit und Nitrat
weiteroxidiert wird.

Tierexperimentelle Studien zeigten, da3 as Ursache fir den erniedrigten systemischen
Gefaldwiderstand im septischen Schock die vermehrte Bildung von NO durch die iNOS betrachtet

67857 In den meisten dieser Studien wurde versucht, die NO-

werden kann (Ubersicht bei
Produktion indirekt Uber die Bestimmung der Endprodukte des NO-Stoffwechsels Nitrit und
Nitrat (in der Summe als NOx bezeichnet) zu beurteilen. In darauffolgenden Studien an Patienten
waren die Ergebnisse beziglich der NOx-Konzentration teilweise uneinheitlich: In sehr kleinen

19,90 und

Studienkollektiven konnte bei Patienten mit Sepsis %2 postoperativem Status
septischem Schock %% eine erhthte NOx-Konzentration gemessen werden. Dagegen fielen die
NOXx-K onzentrationen bei posttraumatischen Patienten mit Sepsis signifikant ab %%, Zusétzlich
konnten durch den Einsatz von Substanzen, die die NO-Synthase hemmen, die NOx-
Konzentrationen bei Patienten im septischen Schock nicht gesenkt werden 2°2™. All dies zeigt,
dal? die diagnostische Wertigkeit der NOx-Konzentration as Mal3 fur die Uberschieffende NO-
Produktion bel Patienten im septischen Schock bisher nicht ganzlich geklart werden konnte.
Kenntnisse dartber, ob die NOx-Konzentration bei Betrachtung des individuellen
Schockverlaufes eine Veranderung, d.h. eine Abnahme oder eine Zunahme der NO-Produktion,

anzeigen kann, fehlen bisher in der Literatur.



Das Ziel dieser Studie war die statistische Auswertung eines 424 Patienten umfassenden
internistischen Patientenkollektives und die Etablierung eines Sepsis-Score zur Beurtellung der
Kreidlaufsituation im septischen Schock. Mit Hilfe dieses neu entwickelten Sepsis-Score sollten
die Veranderungen der Parameter des L-Arginin-NO-Stoffwechselweges im septischen Schock
beurteilt werden: Untersucht wurden das Substrat L-Arginin, das Intermediarprodukt L-
Hydroxyarginin, das sich in experimentellen Studien an Ratten as sensitiver und spezifischer
Marker der Aktivitat der iNOS erwies **, und das Endprodukt NOx (vgl. Abb. 1). Es galt
insbesondere die Wertigkeit von NOx fir die Verlaufsbeurteilung des septischen Schocks zu
bestimmen und mogliche Einflul3faktoren auf den Plasmaspiegel von NOx zu identifizieren.



2. Patienten und Methoden

Zunéchst werden die beiden analytischen Mel3methoden zur Bestimmung der Gesamtstickoxide
(NOx) und der Aminosauren im humanen Plasma sowie die intensivmedizinische Betreuung der
Patienten und die Blutentnahmetechnik néher erléutert. Danach werden das Gesamtkollektiv an
Patienten und das Kollektiv zur Auswertung der gemessenen Konzentrationen an NOx vorgestel|t.
Auf die Erstellung und die Validierung des neuentwickelten Sepsis-Score an einem Subkollektiv
wird in Kapitel 2.3.2. eingegangen.

2.1. Analysen

2.1.1. Ultraviolett-Photometrie zur Bestimmung der Gesamtstickoxide

Fur jeden Beobachtungstag eines jeden Patienten wurden die Gesamtstickoxide (Summe von
Nitrit und Nitrat) im Plasma mit einer modifizierten MeRlmethode nach Griess %, eine der
gebrauchlichsten Methoden fir die Nitritdetektion, bestimmt. Dieses Mel3verfahren beruht auf
einer Reaktion von Nitrit mit Sulfanilamid, Griess Reagenz 1, und einer Azokopplung des
Produktes an N-(1-Naphthyl)-ethylendiamin, Griess Reagenz 2 (beide Cayman Chemical
Company, Ann Arbor, U.SA.). Der bei dieser Diazotierung entstehende violette Azofarbstoff
kann be einer Absorptionswellenldnge von 540 nm mit dem Photometer quantitativ bestimmt
werden und entspricht aquimolar der Konzentration an Nitrit. Nitrat kann die beschriebene
Reaktion nicht eingehen und mufl? deshalb vorab zu Nitrit reduziert werden. Zur Reduktion von
Nitrat wurde eine enzymatische Methode "® verwendet, die das Enzym Nitratreduktase von
Aspergillus sp. (EC 1.6.6.2.) *>*® einsetzt. NADPH, das fiir die Funktion der NO-Synthase ein
wichtiger Kofaktor ist, beeinflufdt die Reaktion der Griessreagenzien mit Nitrit. Um die NADPH
Konzentration unter der Beeinflussungsgrenze zu haten, kam ein Enzymkofaktorsystem zur
Anwendung. Teil dieses Systems sind NADP® und Glukose-6-phosphat, die den niedrigen
NADPH-Spiegel durch chemische Umwandlung gewahrleisten. Die Konzentration von NADPH
betrug 1 uM wéhrend der Reduktion mit Nitratreduktase und 0,5 UM nach Zugabe der beiden
Griessreagenzien.

Das aus der arteriellen Verweilkantle gewonnene Patientenplasma wurde zur Deproteinisierung
mittels Ultrafiltrationsrohrchen (Sartorius, Gottingen, Deutschland, cut-off 10 kDA) bel 2500 g
fur 30 Minuten ultrefiltriert. Das wasserklare Ultrafiltrat wurde dekantiert und der photo-
metrischen Analyse zugefihrt. Zur photometrischen Bestimmung wurden Mikrotiterplatten, die
gleichzeitig als Reaktionsgefélde fur die Farbreaktion dienten, verwendet. Jeweils 20 pl des
wasserklaren Ultrafiltrates des Patientenplasmas wurden als néchstes auf 80 pl verdinnt und

danach mit jeweils 10 pl Nitratreduktase und Enzymkofaktor versetzt. Eine Inkubationszeit von
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drei Stunden bel abgedeckter Titerplatte und Raumtemperatur zur Reduktion des Nitrates wurde
fur ale Proben eingehalten. Zum Starten der Azoreaktion wurden nacheinander 50
Sulfanilamid und 50 N-(1-Naphthyl)ethylendiamin dazugegeben und eine Reaktionszeit von 10
Minuten zur vollen Entwicklung der Farbreaktion bei Zimmertemperatur eingehalten. Die
anschlieRende Messung der Proben erfolgte im Photometer (Labsystems® iEMS Reader MF,
Frankfurt) bei | 540 nm. Fir jede Messung wurden mit den fir die jeweilige Meldreihe
angesetzten Reagenzien externe Standardeichreihen fur Nitrat und Leerwerte mitbestimmt.
Sowohl die Patientenproben als auch die Standardeichrethen fir Nitrat und die Leerwerte wurden
as Doppebestimmungen durchgefihrt und zur Berechnung der Konzentrationen die
entsprechenden Mittelwerte gebildet.

Die Verwendung des Enzyms Nitratreduktase und die Bestimmung mit Mikrotiterplatten und
Photometer erwiesen sich als ein geeignetes Mef3verfahren, um eine hohe Probenzahl schnell
analysieren zu konnen. Bel der Analyse verschlisselte eine Kodierung die Identitét der

Patientenprobe fir den Untersucher.
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0.2
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Abbildung2: Standardeichgerade zur Berechnung der Gesamtstickoxide



Die Berechnung der Konzentration der Gesamtstickoxide erfolgte fur jede Mefdreihe Uber die
zugehorigen Standardeichreihen fir Nitrat, indem die aufsteigenden Konzentrationen der Eichung
in einer Grafik auf der Abszisse und die entsprechenden Absorptionswerte auf der Ordinate
eingetragen wurden (Abbildung 2).

Die durch die einzelnen Punkte gelegte Regressionsgerade (Y =at+b* X) dieser externen Eichreihe
ermoglichte die Umrechnung der Absorptionswerte der Plasmaproben. Zuvor wurde fir jede
Probe die Leerwertabsorption subtrahiert. Eine Verdinnung der urspriinglichen Patientenprobe
durch die verschiedenen Reagenzien wurde bei der Berechnung der Konzentrationen mit einem
entsprechenden Faktor ausgeglichen. Als Qualitétskriterium der einzelnen Messungen galt der
Korrelationskoeffizient r der Regressionsgeraden, der stets grof3er 0,98 sein mul3te.

2.1.2. Aminosaurenanalyse mittels Hochdruckflissigkeitschromatographie (HPLC)

Zur Beurteilung des L-Arginin-NO-Stoffwechselweges wurden die Aminosduren L-Arginin (L-
Arg) und L-Citrullin (L-Cit) sowie das Intermediérprodukt L-Hydroxyarginin (L-HOArg) durch
Hochdruckfltssigkeitschromatographie in ihren Konzentrationen bestimmt. Als Mel3verfahren
wurde eine modifizierte hochdruckchromatografische Methode in Anlehnung an Firrst et al. %
verwendet, bei der die Aminosduren in ener Vorsdulenderivatisierung fluoreszenzmarkiert
werden. Als Derivatisierungsreagenz wurde o-Phthaldialdehyd (Sigma, Deisenhofen) eingesetzt,
das im akalischen pH-Bereich mit den Aminosauren reagiert und intensiv fluoreszierende thiol-
substituierte | soindolkomplexe bildet. Nach der Trennung der Aminosauren durch die analytische
Trennsdule erfolgte die Fluoreszenzdetektion. Um zu gewéhrleisten, dal3 sich die Konzentration
der freien Aminosauren im Plasma duch Zerfall der Plasmaproteine nicht verandern, wurde vorher
eine Eiweil¥féllung des Patientenplasmas mit dem Deproteinisierungsreagenz 5-Sulfosalizylsaure
(Merck, Darmstadt) durchgefiihrt * . Zur Bestimmung der L-HOArg Konzentration wurde ein
zweiter Fluoreszenzdetektor verwendet, der durch eine modifizierte Einstellung die niedrigeren
Konzentrationen im Plasma besser aufldsen konnte. Die Auswahl der Mef2anordnung ermdglichte
bei nur einem Mef3durchgang und einer Analysendauer von ca. 50 Minuten einen sensitiven
Nachweis der interessierenden Aminosauren, eine vollstandige chromatographische Trennung und
eine automatisierte Probenaufgabe auf die Trennsaule.

Die HPLC-Anlage zur Aminosdurenmessung setzte sich aus einer Doppelhub-Pumpe S 1100,
einer vorgeschalteten aktiven Niederdruckmischkammer (beide Sykam, Gilching, Deutschland)
und einem kihlbaren Probenaufgeber Triathlon (Spark Holland, Emmen, Niederlande)
zusammen. Die Detektion erfolgte mit zwe identischen hintereinandergeschalteten

Fluoreszenzdetektoren Typ LC 304 (Linear Instruments, Reno NE, USA), die mit ener
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Extinktionswellenléange von 330 nm und einer Emissionswellenlange von 450 nm arbeiteten und
Uber einen 1 Volt-Ausgang angeschlossen wurden. Die Messungen wurden mit einer 3,1 L
Durchfluf3zelle und einer gepulsten Xenon-Lampe (4 W, Lampenfrequenz 20 Hz) durchgefihrt.
Der erste Detektor wurde auf den Mef3bereich 5,0 FUFS (Fluoreszens Units, Full Scale) und der
zweite Detektor fur die L-HOArg-Bestimmung auf 0,1 FUFS eingestellt. Die digitae
Filterkonstante betrug bei beiden 2,0 Sekunden und der Photomultiplier (PMT) wurde auf jeweils
600 Volt engestellt. Die Steuerung der Pumpe und des Ldsungsmittelgradienten der
Niederdruckmischkammer sowie die digitale Datenaufnahme erfolgte mit dem Axxiom-System
727 (Moorpack, CA, USA). Als anaytische HPL C-Saule wurde eine Hypersil ODS 125*4,6 mm
mit einer KornungsgroRe des Trennungsmaterials von 3 um und einer entsprechenden Vorsaule
20*4,6 mm, 3 um verwendet (Grom, Herrenberg, Deutschland). Durch einen temperierbaren
Saulenofen S 4010 (Sykam, Gilching, Deutschland) wurde die Temperatur der HPL C-Séule Gber
einen Column Thermo Controller S 4010 (Sykam) auf konstant 10°C eingestellt.

Zur Elution der Aminosauren von der stationdren Phase wurde ein bindres Puffersystem
verwendet. Der Eluent A bestand aus einem 12,5 mM Natriumphosphatpuffer (NaPBS) pH 7,2
und 1% (v/v) Tertrahydrofuran LiChrosolv a (Merck), der Eluent B aus 12,5 mM NaPBS pH 7,2,
15% (v/v) Acetonitril LiChrosolv? (Riedel-de Héen, Seelze) und 35% (v/v) Methanol
LiChrosolv? (Merck). Der Natriumphosphatpuffer wurde vor der Zugabe der organischen
L 6sungsmittel mit einem 0,20 M Membranfilter (Sartorius) filtriert. Die Losungsmittel behalter
wurden anschlief3end 10 Minuten mit Helium 5.0 (Linde, Hollriegelskreuth) begast. Im Verlauf
einer HPLC-Analyse wurde die Eluentenzusammensetzung ausgehend von 100% Eluent A
entlang eines fur die optimale Trennung der Aminosauren festgelegten Gradienten schrittweise (0
bis 50 Minuten) auf 100% Eluent B verandert und die Fluf3ggeschwindigkeit im HPL C-System auf
0,65 mL/min eingestellt. Die Detektion der Aminosauren mittels Fluoreszenzmethode machte eine
Derivatisierung der Proben mit o-Phthaldialdenyd (OPA) notwendig. Die Aufarbeitung der
Proben erfolgte, indem 50 pL des Patientenplasmas bzw. des wassrigen Aminosaurenstandards
mit 1 mL Chromatographie-Wasser LiChrosolv® und 200 pL Kaliumboratpuffer (1 mmol/L
Borsdure, pH 10,4 mit KOH) versetzt wurden. Die auf diese Weise aufgearbeiteten Proben
wurden bis zur Messung bel 4°C inkubiert. Der Probenaufgeber versetzte 115 L des Gemisches,
mit 50 pL einer OPA -Ldsung, die sich aus 50 mg OPA in 4,5 ml Methanol LiChrosolv? (Merck),
50 pL 3-Mercaptopropionsdure (Fluka, Buchs, Schweiz) und 0,5 mL Kaliumboratpuffer
zusammensetzte. Eine festgelegte Resktionszeit von 90 Sekunden wurde fur ale Proben
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eingehalten. Der Probenaufgeber injizierte abschlief3end ein Aliquot der derivatisierten Probe in
die HPLC-Anlage. Einen schematischen Aufbau der HPL C-Anlage zeigt Abbildung 3.

Trennséule

l Fluoreszenz-
analytische H Detektoren

Vorsiule il

HPLC-Pumpe | o0 —

Injektions-
T ventil
.
d d k = vy
Nle erdruck- EEEE
Mischkammer il
)
O
A (LB ——
(]
Eluenten automatischer ~ Abfall PC
Probenaufgeber Integrator

Abbildung 3: Schematische Darstellung der HPLC-Anlage zur Aminosdurenanalytik

Die Eluenten werden in der Niederdruckkammer gemischt und anschliefend von der Hochdruckpumpe Gber
die analytische Trennsaule geleitet. Der automatische Probenaufgeber injiziert die aufgearbeiteten Proben
Uber ein Ventil in das Hochdrucksystem und auf die Sdule. Die getrennten Aminosauren werden mit zwei
Fluoreszenzdetektoren detektiert. Die Datenverarbeitung leistet ein Computer.

Der automatische Probenaufgeber wurde fur die Mischung der Derivatisierungsreagenzien
eingesetzt, um die Variabilitét der Probenaufarbeitung méglichst gering zu halten. Zusétzlich
wurde den Proben und den wéssrigen Standards, um den Einfluf3 der Probenaufarbeitung und die
variable Bindung des Derivatisierungsreagenz OPA an die Aminosauren zu ermitteln, as interner
Standard Norvalin (Sigma, Deisenhofen) zugesetzt. Diese Substanz ist eine unphysiologische
Aminosaure und bindet ebenso wie die physiologischen Aminosduren an OPA. Die Zugabe von
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Norvalin erfolgte bei der Deproteiniserung, die Endkonzentration betrug 91 pmol/L. Der
Boratpuffer und die OPA-L6sung wurden bei +4°C bzw. —20°C gelagert.

An jedem Meldtag wurden vor der Vermessung der Plasmaproben Kalibrierungsléufe mit
Standardlésungen durchgefiihrt. Aus den erhaltenen Chromatogrammen konnten die einzelnen
Konzentrationen durch Integration der Fl&chen unter den Kurven und Flachenvergleich mit den
Standardkurven ermittelt werden. Bei der Berechnung wurde ein Korrekturfaktor, der sich tber
den internen Standard Norvain ermitteln lief3, berlicksichtigt. Chromatogramme fir einen
wassrigen Aminosaurenstandard und eine Patientenplasmaprobe sind in Abbildung 4 und 5
dargestellt.
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Abbildung 4: Reprasentatives Chromatogramm einer wafrigen Aminosauren-Standard-Ldsung (100
pmol/L je Aminosaure)

Die Identifizierung erfolgte durch Zugabe einzelner Aminosduren. (alle Aminosduren: Sigma,

Deisenhofen). Die Peaks fur L-Citrullin (2), fur L-Arginin (3), fir die zur Deproteinisierung verwendete
Sulfosalicylsdure (1) und fur den internen Standard Norvalin (4) sind in der Abbildung markiert.
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Abbildung 5: Reprasentatives Chromatogramm der Plasmaprobe eines Patienten in der septischen

Phase.

Mit Hilfe der Hochdruckflissigkeitschromatographie konnten die Konzentrationen folgender Kompo-
nenten des L-Arginin-NO-Stoffwechselweges gemessen werden: das Substrat L-Arginin (2), das
Reaktionsprodukt L-Citrullin (1) und das Intermediarprodukt L-Hydroxyarginin (3) sowie der interne
Der Ausschnitt zeigt die Aufzeichnung des zweiten empfindlicheren
Fluoreszenzdetektors flr die Bestimmung von L-Hydroxyarginin, das durch diesen Detektor und die Wabhl
geeigneter Trennbedingungen mit hoher Sensitivitéat (0,5 pmol/L) bei einem Signalrauschverhaltnis von
3:1 bestimmt werden konnte. Uber eine externe Eichung wurden die Konzentrationen von L-

Standard Norvalin (4).

Hydroxyarginin berechnet.

2.1.3. Bestimmung des Laktatspiegels

Da der Serumlaktatspiegel nicht zu den Routineparametern der téglichen Laborbestimmungen
gehdrte, wurde eigens fur ale Beobachtungstage der Patienten der Laktatspiegel mittels eines
Analysegerdtes (Stat profile 7, Nova Medical, USA), das sich im Herzkatheterlabor der
Universitatsklinik befand, ermittelt. Aus der arteriellen Verweilkanile der Patienten wurden jeden
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Tag zusétzlich zur Blutentnahme fur die Aminosauren- und Gesamtstickoxidmessung 2 mL Blut
in ein heparinisiertes Vaccutainerrbhrchen (Becton Dickinson, USA) entnommen. Nach
Zentrifugation bei 420 g Uber 15 Minuten wurde aus dem Uberstehenden Plasma jeweils eine
Doppel bestimmung mit dem Analysegerét durchgefiihrt und anschlief3end der Mittelwert gebildet.

2.1.4. Routinelaborbestimmungen
Fur die Untersuchungen wurden die taglich bestimmten laborchemischen Routineparameter
Leukozytenzahl, Thrombozytenzahl sowie die Messung des Plasmakreatinins und des C-

reaktiven-Proteins berlicksichtigt.

2.2. Intensivstationdre Uberwachung

Die Betreuung und Behandlung der 424 konsekutiv aufgenommenen Patienten erfolgte durch das
intensivmedizinische Team der Medizinischen Klinik B der Heinrich-Heine-Universitét. Die
Erhebung der klinischen und der laborchemischen Parameter und die Einteilung der Patienten
anhand des entwickelten Sepsis-Score erfolgte ohne diagnostische oder therapeutische
Einflul3nahme.

2.2.1. Mel3methoden der Intensivstation

Mit Hilfe der Rechtsherzkatheteruntersuchung bei liegendem Swan-Ganz-Katheter ® konnten
folgende hamodynamische Parameter bestimmt werden: das Herzzeitvolumen (CO o. HZV), der
Mitteldruck in der A. pulmonais (MAP), Stromungswiderstdnde im grofden Korperkreislauf
(SVR), Stromungswiderstande im kleinen Kreidauf (PVR), das Auswurfvolumen des linken
Ventrikels (SV), der pulmonalkapillare Verschluf3druck (PCWP) und der zentrale Venendruck im
rechten Vorhof (ZVD). Die Messung des Herzminutenvolumens erfolgte Uber die
Thermodilutionsmethode, bei der 10 mL einer 4°C kalten NaCl-Ldsung Uber das proximale
Lumen des Swan-Ganz-Katheters injiziert und die Temperaturerniedrigung in der A. pulmonalis
mit Hilfe eines Temperaturfihlers ermittelt werden. Die Datenverarbeitung leistete ein Computer,
alle Parameter wurden von dem Uberwachungsgerét , Patient Data Processor 560 A* (FA Kone,
Espoo, Finnland) erfal3t und ausgewertet. Das HZV ermittelte sich aus drel aufeinanderfolgenden
Bestimmungen, aus denen der Mittelwert gebildet wurde. Die Patiententiberwachung auf der
Intensivstation beinhaltete ein bipolares Oberfl&chenelektrokardiogramm, die Bestimmung der
Atemfrequenz mittels Impedanzmessung und die kontinuierliche arterielle Blutdruckmessung
Uber einen intraarteriellen Verwellkatheter. Die  Temperaturmessung mit  einem
temperaturempfindlichen Widerstand und die Ermittlung der peripheren Sauerstoffséttigung des
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Blutes mittels LED vervollstandigten die Uberwachung. Beatmungspflichtige Patienten wurden
mit den Respiratoren Evita | bzw. Il (FA Dréger, Lubeck) mechanisch ventiliert. Bendtigte ein
Patient ein Nierenersatzverfahren, erfolgte dieses in der Regel Uber eine Hamofiltration
(kontinuierliche veno-ventse Hamofiltration = CVVH) mittels des Filtrationsgerétes BSM 20 (FA
Hospital Medizintechnik, NUrnberg).

2.2.2. Blutentnahme und Probenaufarbeitung

Aus der bereits liegenden arteriellen Verweilkanile wurde jeden Tag zusédtzlich zum
Routineprogramm von allen Patienten 10 mL arterielles Blut unter sterilen Bedingungen in ein
heparinisiertes Vaccutainerréhrchen (Becton Dickinson, USA) fir die Aminosduren- und
Gesamtstickoxidmessung und weitere 3 mL arterielles Blut zur Laktatbestimmung in ein zweites
heparinisiertes Vaccutainerréhrchen entnommen. Um eventuelle Verdinnungseinfltisse durch die
Spulflussigkeit aus dem Kathetersystem zu vermeiden, wurden die ersten Bluttropfen verworfen.
Die Blutproben wurden anschlief3end ohne zwischenzeitliche Lagerung mit 420 g bel 4°C fur 15
Minuten zentrifugiert. Eine zlgige Aufarbeitung der Proben ist wichtig, weil sich die
Aminosaurenkonzentrationen in Vollblutproben bei verzogerter Aufarbeitung verandern " . Das
Plasmader beiden Rohrchen wurde anschlief3end in Reaktionsgef&l3e abpipettiert.

Fur die Aminosdurenanalyse wurden zu einem Milliliter Plasma 100 pL einer 30%-igen 5-
Sulfosalizylsaurel 6sung (w/v) (Merck, Darmstadt) zur Deproteinisierung zugegeben, die 1mmol/L
Norvalin als internen Standard enthielt. Nachdem das Gemisch geschiittelt worden war, wurde zur
vollstdndigen Denaturierung eine Inkubationszeit von ener Stunde (Lagerung auf Eis)
eingehalten. Die Proben wurden danach bel 2500 g fir 15 Minuten zentrifugiert und der
Uberstand abpipettiert. Dieser mute bei —80°C bis zur Analyse aufbewahrt werden (Revco
Scientific Inc, Ashville, NC, USA), weil sich bei einer Lagerungtemperatur von —20°C die
K onzentrationen der Aminosauren in wassrigen Ldsungen verandern 4.

Das Patientenplasma fir die photometrische Bestimmung der Gesamtstickoxide wurde zur
Deproteinisierung ultrafiltriert und anschlief3end bis zur Analyse ebenfalls bei —-80°C aufbewahrt.
Die Konzentration von NOx ist in gefrorenem Plasma mindestens fir 1 Jahr stabil >, Die
Plasmaproben fur die L aktatbestimmung wurden bis zur Messung bei —20°C gelagert.
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2.3. Patientenkollektive

2.3.1. Gesamtkollektiv

Das Ziel dieser Studie war die Bewertung von NOx im menschlichen Plasma als Parameter zur
Beurteilung des Schweregrades der septischen Kreidlaufsituation. Hierfir wurden in dieser
prospektiven Studie alle Patienten, die innerhalb von 6 aufeinanderfolgenden Monaten auf die
internistischen Intensivstationen M1 01 und MI 02 der Medizinischen Klinik B der Heinrich-
Heine-Universitdét aufgenommen wurden, erfal3 und hinsichtlich ihrer klinischen und
laborchemischen Parameter untersucht. Die Gesamtpopulation bestand aus 424 konsekutiven
nicht selektierten Patienten, die an insgesamt 2274 Beobachtungstagen untersucht wurden.

Es existiert eine Vielzahl von Definitionen fiir Sepsis und firr septischer Schock *“>*. Um fiir
diese Untersuchung die Diagnose septischer Schock stellen zu kénnen, mufiten nach Bone et al. °
folgende Kriterien erfllt sein: Arterielle Hypotension (syst. Blutdruck < 90mmHg) mit oder ohne
Vasokonstriktorzusatz, Hypothermie (<35,5°C) oder Hyperthermie (>38°C), Tachykardie
(>90/min), respiratorische Insuffizienz mit Tachypnoe (>20/min oder maschinelle Ventilation),
erhdhtes Serumlaktat und die Minderperfusion von wenigstens einem Endorgan. Bel allen
Patienten wurde fir jeden Tag des Aufenthaltes auf den Intensivstationen zu einer festgelegten
Uhrzeit (6.00 Uhr) folgende Parameter zur Beurtellung der Schwere des septischen Schocks
erhoben bzw. protokolliert: Atemfrequenz, Herzfrequenz, Korpertemperatur, Leukozytenzahl,
Thrombozytenzahl, Laktatwert und C-reaktives-Protein. Aus diesen sieben Parametern konnte ein
neues Scoresystem ’’ zur Diagnosestellung und Verlaufsbeobachtung einer Sepsis erstellt und
anhand eines Rechtsherzkatheterkollektivs (p=20) validiert werden. Uber die invasive Methode
der Herzzeitvolumenmessung mittels Rechtsherzkatheter konnte die Diagnose septischer Schock
sicher gestellt resp. verworfen werden. Des weiteren wurden neben der Identitdt des Patienten,
d.h. Name, Geburtsdatum und Geschlecht, noch weitere wichtige Zusatzparameter erhoben:
Aufnahmediagnose, Blutdruck, Medikation (insb. Katecholamin- und Kortikoidzufuhr,
Antipyretika), Korpergewicht, Kreatininwert, Erndhrungsmodus (enteral oder parenteral), Einsatz
von mechanischer Kihlung, Einsatz einer CVVH und Blutkulturstatus. Auferdem wurde zur
festgelegten Zeit neben der Routineblutentnahme an jedem Tag zusétzliches Blut fur die Analyse
der Aminosduren und der Gesamitstickoxide aus einer arteriellen Verwellkantle entnommen.

Die Patienten auf den Intensivstationen rekrutierten sich aus den Abteilungen Kardiologie,
Pulmonologie, Angiologie, Nephrologie, Hamatologie, Gastroenterologie, Rheumatologie,
Endokrinologie und Neurologie. Aufgrund der grofen Variabilitét des Patientengutes und der
unterschiedlichen Aufenthaltsdauer, manche Patienten verblieben nur ein oder zwei Tage auf der

Intensivstation, wurden fir die Beurteilung der biochemischen Analysen kleinere Kollektive
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ausgewdhlt. Um eine ausgeglichene Verteilung fir die Anzahl der Beobachtungstage der
einzelnen Patienten zu gewahrleisten, wurden nur digenigen Patienten in die statistische
Auswertung einbezogen, die eine Aufenthaltsdauer auf der Intensivstation von mindestens drei
Tagen hatten. Dies ergab ein Studienkollektiv von 237 Patienten mit insgesamt 1999
Beobachtungstagen fir die Beurteilung der Gesamtstickoxide. Die Aminosaurenkonzentrationen
im Plasma wurden von 41 Patienten bestimmt; davon hatten 21 Patienten eine gesicherte Sepsis,
20 nichtseptische Patienten wurde als Kontrolle definiert. Eine Ubersicht tiber die einzelnen
Kollektive gibt Tabelle 1. Um stérende Einflisse auf den L-Arginin-NO-Stoffwechsel durch
andere Erkrankungen bzw. Faktoren zu verhindern, galten as AusschlulZkriterien: (1) Patienten
mit einer immunsuppressiven Therapie wegen der Unterdriickung der iNOS, (2) Patienten mit

einer chronischen oder akuten Leukamie und (3) Patienten mit einem Tumorleiden.

Tabelle 1: Kollektiviibersicht

Anzahl der
Patientenanzahl
Beobachtungstage
Gesamtpopul ation 424 2274
Studienkollektiv fir die Analyse von NOx 237 1999
Subkollektiv fir die Aminosdurenanal ytik 41 198
Subkollektiv fur die Validierung des Sepsis-Score 20 150

2.3.2. Sepsis-Score

In dem Untersuchungzeitraum von 6 Monaten wurden insgesamt 20 Patienten der internistischen
Intensivstationen aus Klinischer Indikation bel unklarer Kreislaufsituation mit enem
Rechtsherzkatheter (Swan-Ganz) zur Bestimmung des Herzzeitvolumens und der abgeleiteten
h&modynamischen Parameter versorgt. Jeder Einschwemmkatheter wurde fir maximal drei Tage
belassen und dann in Abhéngigkeit vom klinischen Verlauf entfernt oder gegen ein neues
Kathetersystem gewechselt. Pro Patient fanden nur die Tage Eingang in die Bewertung, an denen
der Patient mit einem HZV-Katheter versorgt war. Als Ausschluf¥kriterien fir dieses
Rechtsherzkatheterkollektiv galten:

(1) Patienten mit einer chronischen oder akuten Leuk&mie

(2) Patienten mit einer immunsuppressiven Therapie
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(3) Patienten mit einem Tumorleiden, wegen einer moglichen Beeinflussung der Einzel parameter
des Sepsis-Score durch die Grunderkrankung

(4) Patienten mit einer Grunderkrankung, die die mittels Rechtsherzkatheter ermittelten
hdmodynamischen Parameter beeinfluldt, wie z.B. eine Lungenarterienembolie oder ein
kardiogener Schock

(5) Patienten mit einer nicht septischen Grunderkrankung, die eine Katecholamintherapie

erforderlich macht, wie z.B. eine dekompensierte Herzinsuffizienz.

Als Goldstandard zur Beurteilung einer septischen Kreidaufsituation wurde die HZV-
Katheteruntersuchung gewahlt, weil sie die im septischen Schock auftretende ausgeprégte
septische Hypotension anzeigt und sich die verdnderten hdmodynamischen Parameter direkt
messen lassen. Die Phase des arteriellen Blutdruckabfalls ist durch ein erhdhtes Herzzeitvolumen
bei erniedrigtem systemischen Gefddwiderstand (SVR) gekennzeichnet. Von den
h&modynamischen Parametern im septischen Schock hat der SVR die grofdte Bedeutung fir eine
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prognostische Aussage des Krankheitsverlaufes Katecholamine werden in dieser

Krankheitsphase zur Erhohung des arteriellen Drucks in hohen Dosen eingesetzt.

Tabelle 2: Bewertung der Einzelparameter des neu validierten Sepsis-Score

Score- | Atem- Herz- Korper- C-reakives |Laktat Leuko- Thrombo-

Punkte |Frequenz |Frequenz | Temperatur | Protein [mmol/L] |zyten zyten
[min]  [[min?]  |[°C] [mg/dL] [10%L]  |[10%L]

0 0-24 0-109 36,0-37,4 0- 50 0-2,0 2,5-12,0 | 150-450

1 25-34 110-139 |37,5-384 51-120 |2,1-4.3 12,0-30,0 | 100-149

2 35-50 150-180 |38,5-39,0 |12,1-180 |4,4-88 |>30,0 20-99

3 >50 >180 >39,0 >18,0 >8,8 <25 <20

<36,0

Die Diagnose des septischen Schocks wurde entsprechend der Bewertung der Sepsis nach
hdmodynamischen Parametern bei den Patienten gestellt, wenn der SVR weniger als 900 dyn xs x
cm™ betrug oder wenn der SVR mehr as 900 dyn xs xcm™ betrug, die Patienten aber eine
Katecholaminzufuhr von mindestens 15 mg/h Dopamin oder von Norfenefrin in jeder Dosierung
bendtigten 31,66,71,78

Der Sepsis-Score wurde aus sieben Einzelparametern gebildet: Aus drei klinischen Parametern:
(1) Atemfrequenz, (2) Herzfrequenz und (3) Korpertemperatur und aus vier Laborwerten: (4) C-
reaktives-Protein, (5) Laktat, (6) Leukozyten und (7) Thrombozyten. Jeder Einzel parameter wurde

entsprechend seiner Klassifizierung mit Punktwerten von 1 bis 3 Punkten bewertet (Tabelle 2).
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Die Punktwerte der Einzelparameter wurden zu dem Gesamtscore addiert, der eine
Hochstpunktzahl von 21 Punkten erreichen konnte.

Die Erhebung der Einzelparameter erfolgte taglich an jedem Patienten des Kollektivs zur jewells
gleichen Uhrzeit um 6.00 Uhr , um eine tageszeitliche Schwankung der Parameter zu vermeiden.
Bei offensichtlicher Beeinflussung der Einzel parameter durch therapeutische Eingriffe wurden die
entsprechenden Einzel parameter mit der maximalen Punktzahl bewertet: (1) hochste Punktzahl fir
den Einzelparameter Korpertemperatur bei mechanischer Kihlung, bel Anwendung von
Antipyretika und bel Einsatz einer CVVH ohne Wéarmespule; (2) hochste Punktzahl fir den
Einzelparameter Atemfrequenz bei kinstlicher Beatmung. Fir die anderen funf Einzelparameter

ergab sich keine Korrekturindikation.

2.4. Mathematisch-statistische Methoden

Alle Daten sind als Mittelwerte (X) = Standardfehler (SEM) angegeben. Die Signifikanz-
prifungen erfolgten mittels Student-t-Test fUr unabhangige Stichproben, wobel eine Signifikanz
bei einem p<0,05 angenommen wurde. Mittels Shapiro Wilk's konnte eine Normalverteilung des
Patientenkollektivs bezliglich der hdmodynamischen Parameter und der Einzelparameter des
Sepsis-Score gesichert werden. Die Senditivitét, Spezifitdt, der positive und der negative
Vorhersagewert des Score zur Sicherung der Diagnose septischer Schock im Vergleich zu den
hdmodynamischen Parametern (SVR) der Rechtsherzkatheteruntersuchung wurde anhand des
Vierfelder-c? -Tests mit eéinem p<0,05 bestimmt.

Zur Uberprifung der prognostischen Wertigkeit des Scoresystems wurde folgendes statistisches
Modell gewdahlt. Der Score des Patienten (y) und der weitere zeitliche Verlauf des Score (x)
konnten bei jedem einzelnen Patienten durch das lineare Regressionsmodell mit der Formel: Y =
b xx + a beschrieben werden. Der Eingangsscore wird dabel durch den Abstand (a) des
Schnittpunktes der Geraden mit der Y-Achse vom Ursprung und der zeitliche Scoreverlauf durch
den Steigungskoeffizienten (b) bestimmt, d.h. der Anderung des Score [Punkte] pro Zeitverlauf
[Tage]. Mit dieser mathematischen Beschreibung des Krankheitsverlaufes durch die beiden
Variablen Eingangsscore und zeitlicher Scoreverlauf konnte mittels des logistischen
Regressionsmodells vergleichend zum realen Ausgang des Krankheitsverlaufes des Patienten mit
einem Vertrauensintervall von 95% eine Prognose tiber die Uberlebenswahrscheinlichkeit anhand
des Score getroffen werden.

Die Senditivitét, Spezifitét, der positive und der negative Vorhersagewert des NOx -Wertes zur
Beststigung der Diagnose septischer Schock wurde anhand des c? —Tests bestimmt. Eine
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multivariate lineare Regressionsanalyse wurde durchgefihrt, um den Einflud von
Erndhrungsmodus, Kreatininwert, Geschlecht, Alter und Korpergewicht auf den NOx-Spiegel zu
untersuchen. Die relativen Veranderungen der Variablen NOx und des Sepsisscore wurden
gegeneinander mit Hilfe einer univariaten linearen Regressionsanalyse bewertet. Der individuelle
Verlauf des Sepsis-Score und des NOx-Wertes der Patienten wahrend des Untersuchungs-
zeitraumes wurden durch ANOVA fir wiederholte Messungen beurteilt. Die Mortalitdt errechnete
sich aus dem Verhdltnis der verstorbenen Patienten zu der Gesamtzahl der Patienten innerhalb des
jeweiligen Scorepunktebereiches und des jeweiligen NOx -Bereiches. Die Auswertung der Daten
erfolgte mit der Software SPSS fur Windows (Statistical Package for Analysis and Social
Sciences, Version 6.1.; SPSS-Inc., Chicago, ILL, USA). Die statistischen Methoden wurden vom
Institut fur Statistik und Informatik, Biomathematik und Epidemiologie der Heinrich-Heine-
Universitét Uberpruft. Die nach dem Modell der linearen Regression erstellten Korrelationen
wurden mit dem Graphikprogramm Origin 4.0 (scientific and technical grafics in windows,
Microsoft, USA) berechnet.
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3. Ergebnisse

3.1. Evaluierung der analytischen Methoden

3.1.1. Ultraviolett-Photometrie nach Griess zur Bestimmung der Gesamtstickoxide

Die Linearitét fur die Messung der Gesamtstickoxide (Summe aus Nitrit und Nitrat) in
wal¥rigen Losungen fur den interessierenden Bereich von 1-300 pumol/L ist in Abbildung 6
dokumentiert. Die fUr jeden Mefdtag bestimmten Nitrateichreihen wurden fur die Griess-
reaktion in gleicher Weise wie die ultrafiltrierten Plasmaproben mittels Nitratreduktase
behandelt, so dal? sich der Linearitdtsnachweis auf das zu Nitrit reduzierte Nitrat bezieht. Nitrit
selbst konnte mit der Methode nicht gemessen werden, da die Konzentration von Nitrit in
humanem Plasmaproben unter der Nachweisgrenze der Methode liegt. Die Sensitivitét dieser
photometrischen Mef3methode betréagt 1 pmol/L, berticksichtigt man die Verdinnung durch die
Reagenzien betragt sie fur waldrige Standardproben 2,5 umol/L und fur Plasmaproben 5

1.0+

0.8 1

0.6 +

540 nm

0.2 1

0.0-

T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350
[umol/L]

Abbildung 6: Photometrische Bestimmung von Nitrit
Die Graphik zeigt die Absorption bei 540 nm als Funktion der Nitritkonzentration einer wéafrigen

Eichreihe. Die Lineare Regression ergibt eine Regressionsgerade fir den Konzentrationsbereich 1-300
pmol/L: a =0,0063, b = 0,0275 und r = 0,99.
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umol/L. Der Variationskoeffizient fur die wiederholte Messung wéal¥iger Standards und
Plasmaproben (bezogen auf die enzymatische Aufarbeitung von Nitrit und Nitrat plus die
anschlief3ende Vermessung) lag bei 2,1 bzw. 6,2%. Fir wiederholte Bestimmungen der
Wiederfindungsraten in humanem Plasma lag der Variationskoeffizient zwischen 1,6 und
3,7%. Die Tag-zu-Tag-Variabilitét eines 100 uM waéssrigen Standards liefd sich mit 4,8% (n =
5) bestimmen.

3.1.2. Hochdruckflussigkeitschromatographie

Fir die Aminosauren L-Arginin und L-Citrullin konnte die Linearitét der HPLC-Analyse fur die
Konzentrationsbereiche 3-300 umol/L bzw. 1-300 pumol/L nachgewiesen werden. Die Linearitét
zwischen Detektorsignal und Konzentration von L-Hydroxyarginin ist fir eine wéssrige Eichreihe
im Bereich von 0,5 — 30 pmol/L in Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7: HPLC-Bestimmung von L-Hydroxyarginin einer wassrigen Eichreihe.

Dargestellt ist die Flache unter der Kurve des Detektorsignals als Funktion der Konzentration von L-
Hydroxyarginin. Durch lineare Regression liel sich zum Nachweis der Linearitat und der Sensitivitat
eine Eichgerade fiir den MeR3bereich 0,5 — 30 pmol/L erstellen. Die Eichgerade wurde durch die Funktion
y = a+ b xx beschrieben, mit a= -5612,5 (Ordinatenabschnitt), b= 9514,7 (Geradensteigung) und r =
0.99 (Korrelationskoeffizient). Mit der Memethode konnten somit die im Patientenplasma auftretenden
Konzentrationen bestimmt werden.
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Fur alle drei Aminosauren ergaben sich Korrelationskoeffizienten von r 3 0,99 bezlglich der
Linearitét der Analyse. Die Sensitivitdt der Mel3methode betrug bei einem Signalrauschverhéltnis
von 3:1 fur L-Hydroxyarginin 0,5 umol/L, fur L-Arginin und L-Citrullin 3 bzw.1umol/L.

Die Berechnung der Tag-zu-Tag-Variabilitét eines aliquotierten Aminosaurenstandards (Arginin

und Citrullin je 200 mmol/L, Hydroxyarginin 10 mmol/L) ergab fir die Konzentrationen folgende
Werte: 5,5% fur Arginin, 1,8% fur Citrullin und 4,4% fir Hydroxyarginin. Die Variabilitét der

Retentionszeiten dieser Standards lag zwischen 1,7 und 4,7%.

Humanes Plasma wurde zur Bestimmung der Wiederfindungsrate mit vorgegebenen

Konzentrationen der drei Aminosduren versetzt und anschlief?end analysiert (Abbildung 8).
Dabel liefRen sich Variationskoeffizienten fur die Wiederfindung zwischen 0,9 und 4,6%
ermitteln. Die dargestellten Analysemethoden (vgl. 2.1.1. und 2.1.2.) ermdglichten die

Bestimmung der vier Parameter des L-Arginin-NO-Stoffwechselweges L-Arginin, L-Citrullin,

L-Hydroxyarginin und Gesamtstickoxide im humanen Plasma.
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Abbildung 8: Wiederfindung von L-Hydroxyarginin im Plasma eines Patienten nach Zugabe wélriger
Lésungen mit L-Hydroxyarginin (3, 10, 20, 30 umol/L).

Zum Plasma eines Patienten im septischen Schock mit einem mel3baren L-Hydroxyargininanstieg wurden
walrige Gemische bekannter Konzentration an L-Hydroxyarginin zugegeben und in gleicher Weise
aufgearbeitet wie alle anderen Plasmaproben. In der Abbildung ist zu erkennen, daRR die zugegebenen
Konzentrationen nahezu vollstandig in der Plasmaprobe wiedergefunden wurden.
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3.2. Validierung des Sepsis-Score

Das Rechtsherzkatheterkollektiv zur Validierung des Sepsis-Score umfalite 20 Patienten.
Aufgrund der Ergebnisse der HZV-Katheteruntersuchung wurden 15 Patienten mit insgesamt 105
Beobachtungstagen in das septische Patientenkollektiv eingeteilt und 7 Patienten mit 45
Untersuchungstagen in das nicht septische Patientenkol lektiv.

Tabelle 3: Ubersicht uiber das Patientenkollektiv mit Alter, Geschlecht und Diagnose. * Patienten, die im Verlauf vom
septischen in den nicht septischen Kreislaufzustand wechselten.

Patient Kreidaufsituation Alter  Geschlecht Diagnose
[Jahre] [m/w]
1 nicht septisch 75 m Z.n. Aortenaneurysma-OP
2. nicht septisch 73 m koronare Herzerkrankung
3. nicht septisch 79 m koronare Herzerkrankung
4. nicht septisch 36 m Z.n. Beinahe-Ertrinken
5. nicht septisch 60 m Pneumonie
6. nicht septisch/septisch* 55 w Mediainsult
7. nicht septisch/septisch* 39 m koronare Herzerkrankung
8. septisch 48 w Pneumonie
0. septisch 78 m koronare Herzerkrankung
10. septisch 57 w Z.n. Lungenblutung
11. septisch 43 m koronare Herzerkrankung
12. septisch 73 m Uro-Sepsis
13. septisch 77 m Pneumonie
14. septisch 57 w Karzinoid
15. septisch 52 w Pneumonie
16. septisch 62 m Maligne Hypertonie
17. septisch 64 w Pneumonie
18. septisch 42 w Myasthenia gravis
19. septisch 62 w Malariatropica
20. septisch 36 w Pneumonie

Bel 2 Patienten besserte sich wahrend des Beobachtungszeitraums die Kreislaufsituation vom
septischen zum nicht septischen Zustand, so dal? diese beiden Patienten sowohl in die septische
als auch in die nicht septische Patientengruppe aufgenommen wurden. Die Zusammenfassung des
Patientenkollektivs hinsichtlich des Patientenalters, des Geschlechts und der Diagnose ist in
Tabelle 3 dargestellt.

Beziiglich der hdmodynamischen Parameter unterschied sich das septische Patientenkollektiv im

SVR mit 727 + 178 dyn xs xcm™ vs 1098 + 166 dyn xs xcm™ und in der Herzfrequenz mit 107 +
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9,8 mint vs 87 + 9,2 min™ signifikant (p<0,05) vom nicht septischen Patientenkollektiv. Die

Ubrigen Parameter zeigten nur tendenzielle Unterschiede (Tabelle 4).

Tabelle 4: Ubersicht uber die hamodynamischen Parameter, 15 Patienten mit septischer Kreislaufsituation an 105
Beobachtungstagen und 7 Patienten ohne septische Kreislaufsituation an 45 Beobachtungstagen. * Bestimmung des
systemischen vaskularen Widerstandes (SVR) unter begleitender, kreislaufunterstiitzender Katecholamintherapie. SV:
Schlagvolumen, CO: cardiac output (Herzminutenvolumen), PVR: pulmonaler vaskularer Gefalwiderstand, RR:
Blutdruck nach Riva-Rocci (systolisch und diastolisch). (X + SEM, Statistik: Student-t-Test).

Parameter Patientenkollektiv Statistik
mit ohne

septische Kreidaufsituation
Beobachtungstage [n] 105 45
SVR [dyn xs xcm™] 727+ 178* 1098 + 166 p <0,05
SV [mL/Schlag] 69+ 16,2 60+ 20,4 n.s.
CO[L/min] 7,7+ 15 56+ 1,8 n.s.
PVR [dyn xs xcm™)] 117 + 24,3 143+ 254 n.s.
RR syst. [mmH(] 118+ 17,3 125+ 14,1 n.s.
RR diast. [mmHg] 60+ 10 61+ 9 n.s.
Herzfrequenz [min™] 107 + 10 87+ 9 p <0,05
Scorepunkte 10,2+ 1,0 28+ 10 p <0,05

Tabelle 5: Ubersicht tber die Einzelparameter des Sepsis-Score, 15 Patienten mit septischer Kreislaufsituation an
105 Beobachtungstagen und 7 Patienten ohne septische Kreislaufsituation an 45 Beobachtungstagen. * Durch eine
therapeutische Beeinflussung, wie z.B. kinstliche Beatmung und antipyretische Therapie, war eine numerische
Bewertung dieser Parameter nicht moglich.( X + SEM, Statistik: Student-t-Test fiir unabhangige Stichproben):

Parameter Patientenkollektiv Statistik
mit ohne
septische Kreidaufsituation
Beobachtungstage [n] 105 45
Herzfrequenz [min™] 1074 + 9,8 86,8 + 9,2 p <0,05
Atemfrequenz [min] * 22,0 + 3,0 /
Temp. [°C] * 37,2 + 0,3 /
CRP [mg/dL] 16,9 + 4,8 85 + 34 p <0,05
Laktat [mmol/L] 28 + 11 16 + 0,3 p <0,05
Leukozyten [10%/mL] 13,3 + 3,6 115 + 1,9 n.s.
Thrombozyten [10¥/mL] 141,8 + 54,5 3334 + 8572 p <0,05
Scorepunkte 10,2 + 1,0 28 + 1,0 p <0,05
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Der Sepsis-Score wurde anhand der Ergebnisse der hamodynamischen Messung mittels HZV-
Katheter validiert (Abbildung 9). Er unterschied signifikant (p<0,0001) zwischen septischer
und nicht septischer Kreislaufsituation mit einer durchschnittlichen Punktzahl von 10,2 + 1,0 bei
dem septischen Kollektiv vs 2,8 £ 1,0 bei dem nicht septischen Kollektiv. Die Einzelparameter
unterschieden ebenfalls aul3er den Zahlen fir Leukozyten im Blut signifikant zwischen septischer

und nicht septischer Kreidaufsituation ( siehe Tabelle 5).
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Abbildung 9: Validierung des Sepsis-Score
Anhand der hdmodynamischen Parameter konnte das Rechtsherzkatheterkollektiv in Septiker und Nicht-

Septiker unterteilt werden. In der Graphik sind die Beobachtungstage der Patienten in der septischen und
in der nicht septischen Phase gegen die entsprechenden Score-Punkte aufgetragen (p = Patientenanzahl,
n = Anzahl der Beobachtungstage). Bei einer Punktzahl des Score von 7 Punkten zeigte sich die beste

Auftrennung zwischen septischen und nicht septischen Patienten.

Bei getrennter Auftragung des septischen und des nicht septischen Patientenkollektivs gegen den
Sepsis-Score, zeigte sich bel einer Score-Punktezahl von 7 Punkten die beste Auftrennung

zwischen septischen und nicht septischen Patienten. Bel insgesamt 105 Beobachtungstagen des
septischen Patientenkollektivs zeigte sich an nur 2 Beobachtungstagen ein Score von weniger als
7 Punkten, bei den insgesamt 45 Beobachtungstagen des nicht septischen Patientenkollektivs
ergab sich an 2 Beobachtungstagen ein Score von 7 oder mehr Punkten (vgl. Abbildung 10). Die
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bei einem Trennwert von 7 Scorepunkten erreichte Sensitivitét und Spezifitét bezlglich der
Diagnosesicherung einer Sepsis mittels Sepsis-Score betrug 98% bzw. 96%. Im Vergleich zeigte
die Diagnosesicherung mittels der Bone-Kriterien © eine Sensitivitét von 78% und eine Spezifitat
von 95% (Abbildung 10). Als Goldstandard fir die Diagnose Sepsis liegt diesem Vergleich
wiederum der SVR zugrunde. Zur Diagnosesicherung einer Sepsis nach Bone missen alle vier
Hauptkriterien: (1) Erregernachweis, (2) Hyper- oder Hypothermie, (3) Tachykardie, (4)
Tachypnoe und mindestens eines der vier Nebenkriterien: (1) Veranderung des mentalen
Zustandes, (2) Hypoxamie, (3) erhdhter Plasmal aktatspiegel oder (4) Oligurie erfillt sein.
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Abbildung 10: Vergleich der Sensitivitat und Spezifitat des Sepsis-Score und der Sepsiskriterien nach
Bone beziglich der Diagnosesicherung einer Sepsis (weil3 = Sensitivitat, grau = Spezifitat).

27



100 — ———

80 I

[e2]
(@}
1

Mortalitat [%0]
S
|

20+
-778673|£|17211913166412
o4 —— - L JJ J Jt Jr Jt Jr Jt |

Score-Punkte

Abbildung 11: Angegeben ist die Anzahl der Beobachtungstage mit den auf der X-Achse aufgetragenen
Score-Punkten. Der prozentuale Anteil der Beobachtungstage, der den letztlich verstorbenen Patienten
zuzurechnen ist, ist gegen die Y-Achse aufgetragen. Es zeigt sich, dafl die Mortalitat in dem Intervall der
Scorepunktezahl von 7 bis 16 stark ansteigt.

Bei deskriptiver Darstellung der einzelnen Scorepunkte mit ihrem jeweiligen Anteil an Patienten,
die in der Folge verstarben, zeigte sich mit der Zunahme der Scorepunktezahl eine Zunahme der
Sterblichkeit (Abbildung 11). Von den insgesamt 20 Patienten verstarben 11 Patienten. Von den
Patienten, die wahrend des Untersuchungszeitraumes einen Sepsis-Score von 0-4 Punkten hatten,
verstarb kein Patient; alle Patienten mit elnem Sepsis-Score grofRer oder gleich 13 Punkten
verstarben. Eine Berechnung der Prognose des Patienten anhand des Scoreverlaufes mittels des
logistischen Regressionsmodells zeigte im Vergleich zum realen Ergebnis eine Ubereinstimmung
von 91%. Die Spezifitédt betrug 82%, die Sensitivitét 100%, der positive Vorhersagewert 85% und
der negative Vorhersagewert 100%. Der Sepsis-Score zeigte eine signifikante, lineare und inverse
Korrelation zum systemischen vaskuldren Widerstand (SVR) entsprechend der Formel: Y = (-
0,01343) x + 18,6 mit einem Regressonskoeffizienten von r = -0,85 und ener
Standardabwei chung von 2,12 bei einem p<0,0001 (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Korrelation zwischen dem systemischen vaskularen Widerstand (SVR) und dem
Sepsis-Score

Die Graphik zeigt den inversen Zusammenhang zwischen der Hohe des SVR und des Sepsis-Score mit
einer Regressionsanalyse von: r=-0,85, p= 20 und n= 150. r= Regressionskoeffizient, p=Anzahl der
Patienten, n= Anzahl der Beobachtungstage.

Der entwickelte Sepsis-Score ermoglichte die Einteilung der Patienten nach dem Schweregrad der
septischen Kreislaufsituation, die fur die im folgenden dargestellten Untersuchungen der
Veradnderungen der Parameter des L-Arginin-NO-Stoffwechselweges im  septischen Schock
notwendig war.

3.3. Konzentrationen der Gesamtstickoxide (NOXx)

Das Studienkollektiv fur die Analyse von NOx umfafdte 237 Patienten an insgesamt 1999
Beobachtungstagen. Die statistische Auswertung dieses Kollektives ergab folgende Daten: Die
Geschlechtsverteilung beziiglich der Beobachtungstage war nahezu ausgeglichen (mannlich :
weiblich = 51% : 49%). Alter und Korpergewicht waren normalverteilt, von den 1999

Beobachtungstagen entfielen 1143 Tage auf Patienten mit parenteraler und 856 Tage auf Patienten
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Abbildung 13: Beeinflussung der Konzentration von NOX.

Die Veranderung der Konzentrationen bei dem Wechsel der Erndhrungsform von enteraler (oral) nach
parenteraler (i.v.) Nahrungszufuhr und umgekehrt sind zusammengefaflt in A dargestellt. Bei parenteraler
Erndhrung zeigt sich ein signifikant (*) niedrigerer NOx-Wert als bei oraler Nahrungszufuhr. B
veranschaulicht in &hnlicher Weise den Zusammenhang zwischen Nierenersatzverfahren (CVVH) und NOx-
Konzentration. Nach dem Beginn einer CVVH féllt die NOx-Konzentration und nach Beendigung der
CVVH steigt sie wieder an. Bei beiden Untersuchungen galt ein konstanter Scorepunktewert als
Voraussetzung flr den Vergleich. Die Differenz der Mittelwerte erreicht das Signifikanzniveau p<0,05 (*).

(n=Anzahl der Beobachtungstage, X + SEM).
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mit oraler Erndhrung. Die Serum-Kreatininwerte stiegen mit zunehmendem Alter der Patienten an.
Der Mittelwert der Konzentration von NOx im Plasma betrug fir das Gesamtkollektiv 47,1 + 1,4
umol/L. Eine multivariate Analyse zeigte eine signifikante Beeinflussung der NOx-Spiegel durch
den Sepsis-Score, den Serum-Kreatininwert und die Erndhrungsform. Der Einsatz einer
Nierenersatztherapie (CVVH) beeinfluldte ebenfalls signifikant die Konzentration von NOx. Im
Gegensatz dazu konnte eine signifikante Beeinflussung durch das Geschlecht, das K 6rpergewicht
und das Alter ausgeschl ossen werden.

Abbildung 13 veranschaulicht den Einflul3 der Erndhrungsform und den Einflul® der Nieren-
ersatztherapie CVVH auf die Plasmakonzentration von NOx. Der NOx-Wert fiel signifikant um
37% bei dem Wechsel von oraler zu kontinuierlicher parenteraler Ernghrung unter der
Voraussetzung eines konstanten Sepsis-Scorepunktewertes ab. Im Gesamtkollektiv zeigten
Patienten mit kontinuierlicher parenteraler Erndhrung einen signifikant niedrigeren NOx-Wert als

ora erndhrte Patienten: 34 £+ 1,2 (n=1143) versus 54 + 3,5 pmol/L (n=856). Bei einigen Patienten
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Abbildung 14: Korrelation zwischen den Gesamtstickoxiden und dem Serum-Kreatinin.

Dargestellt ist die plasmatische Konzentration an Gesamtstickoxiden als Funktion des Serum-Kreatinin
im Gesamtkollektiv. Es besteht eine positive Beziehung zwischen diesen beiden Parametern (n= 1443,
a=29,76, b=10,24, r=0,367 und p<0,0001). Bei einem Kreatininwert £ 1,4 mg/dL ist diese Beziehung
nicht mehr nachweisbar.
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wurde Uber die Dauer mehrerer Tage eine CVVH durchgefthrt. In diesem Zeitintervall fiel NOx
unter der Voraussetzung eines konstanten Sepsis-Scorepunktewertes von 53,9 + 3,2 auf 30,3+ 1,9
pmol/L ab und stieg nach Beendigung der CVVH wieder auf 55,0 + 3,7 pmol/L an (p<0,05).

Als Mal3 fur die Eliminationsleistung der Nieren gilt das Serum-Kreatinin. Mit steigendem Serum-
Kreatinin, d.h. nachlassender Ausscheidungsfunktion der Niere, steigt der NOx-Spiegel an
(Abbildung 14). Bei einem Serum-Kreatinin von £1,4 mg/dL zeigte sich keine Einflul3nahme auf
die NOx-Konzentration im Plasma.

Fur die Beurteilung des Zusammenhanges zwischen septischem Schock und Gesamt-
stickoxidkonzentration im Plasma als Marker des L-Arginin-NO-Stoffwechselweges mufdten im
folgenden die aufgezeigten Einfluf¥faktoren auf den NOx-Spiegel ausgeschlossen werden. In die
letztendliche Analyse wurden nur digjenigen Patienten aufgenommen, die Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum ausschliefdlich parenteral erndhrt wurden und ein Serum-Kreatinin £1,4
mg/dL aufwiesen. Es ergab sich ein Subkollektiv von 139 Patienten mit insgesamt 882
Beobachtungstagen (n). Von diesen 139 Patienten konnte bei 63 Patienten die Diagnose septischer
Schock an allen oder an einem Tell der Beobachtungstage (insgesamt n=329) mit Hilfe des Sepsis-
Score gestellt werden. Bei 76 Patienten konnte die Diagnose septischer Schock ausgeschlossen
werden (n=553: enthalten sind die Beobachtungstage der septischen Patienten vor bzw. nach dem
septischen Schock); sie wurden deshalb bei der Analyse als Kontrolle definiert. Die wesentlichen
Charakteristika und die NOx-Konzentrationen dieses Subkollektivs sind in Tabelle 6 aufgefihrt:

Tabelle 6: Aufgeflhrt sind die wesentlichen Eigenschaften des um die EinfluBgréfien bereinigten und 139 Patienten
umfassenden Subkollektivs zur Beurteilung der Gesamtstickoxide (NOx) im septischen Schock. *: Es zeigte sich eine
signifikante Erhohung der Konzentration an NOx im Plasma der Patienten im septischen Schock gegentber der
Kontrolle (p<0,05). (n = Anzahl der Beobachtungstage, m = mannlich, w = weiblich)

139 Alter Korpergewicht | Geschlecht | S-Kreatinin | Gesamtstickoxide (NOx)
Patienten [a] [ka] m w [mg/dL] [mg/dL]
Septischer | Kontrolle
76 63 Schock
59+05 | 73,4108 09+001 | 456+63*|340+1,1*
n =882 n=329 n =553

Die Anzahl der Beobachtungstage pro Patient unterschied sich nicht signifikant beim Vergleich
der Patienten im septischen Schock mit der Kontrollgruppe (5,2 + 0,3 versus 4,6 £ 0,3 Tage pro

Patient). Die Gesamtstickoxide waren im Plasma der Patienten mit septischen Schock signifikant
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Abbildung 15: Korrelation zwischen den Gesamtstickoxiden und dem Sepsis-Score des Subkollektivs.

Dargestellt ist die plasmatische Konzentration an Gesamtstickoxiden (NOx) als Funktion der
Scorepunktewerte des Sepsis-Score bei 139 Patienten, die zum AusschluB einer Beeinflussung der NOXx-
Konzentration einen S-Kreatininwert £ 1,4 mg/dL aufwiesen und Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum parenteral ernéhrt wurden (r=0,18, p<0,001, n=882).

hoher als bel der Kontrollgruppe: 45,6 + 6,3 versus 34,0 £ 1,1 pmol/L. Diese Werte sind mit den
Ergebnissen dhnlicher Studien vergleichbar 3%, Zusétzlich stieg die Konzentration an NOx bei
diesen Patienten mit steigendem Sepsis-Scorepunktewert signifikant an. Bei den héchsten
bestimmten Score-Punktewerten (14 Punkte) betrug der Mittelwert der NOx-Konzentration
nahezu das Dreifache des Mittelwertes der Kontrollgruppe (98 = 23 ymol/l). Wie in Abbildung
15 dargestellt, korreliert die Konzentration der Gesamtstickoxide dennoch kaum mit dem
Punktewert des Sepsis-Score. Somit ist die diagnostische Wertigkeit einer einzelnen Messung der
Gesamtstickoxide im Plasma zur Diagnosesicherung des septischen Schocks auf3erst gering. Setzt
man die NOx-Konzentration im Plasma als Diagnoseparameter zur Sicherung der Diagnose
septischer Schock ein, ergeben sich bel einem cut-off von 35 pmol/L die folgenden Werte fir die
Gutekriterien des Testverfahrens: Sengitivitat 52%, Spezifitét 63%, positiver Vorhersagewert 48%
und negativer Vorhersagewert 66% (n=882).
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Abbildung 16: Intraindividuelle Korrelation zwischen der Anderung der Gesamtstickoxide und der
Anderung der Schwere des septischen Schocks.

Dargestellt ist die Anderung der plasmatischen Konzentration der Gesamtstickoxide (D NOx) als
Funktion der begleitenden Anderung des Scorepunktewertes (D Sepsis-Score), die als Tag-zu-Tag
Zunahme oder Abnahme der Scorepunktezahl um 3 2 Punkte definiert wurde (r = 0,63, n=218, p <
0,0001). Es zeigt sich eine intraindividuelle Korrelation zwischen der Anderung der Gesamtstickoxide im
Plasma und der Anderung der Schwere des septischen Schocks mit einer Sensitivitat und einer Spezifitat
fur die Anderung von NOx als Diagnoseparameter von 85% bzw. 89%.

Die Betrachtung der intraindividuellen Verlaufe der plasmatischen Konzentrationen von NOx
ausgedriickt als Tag-zu-Tag Anderung zeigte dagegen eine direkte Beziehung zur Anderung der
Schwere des septischen Schocks, beschrieben as begleitende Scorepunktednderung von 3 2
Punkten (r=0,63, p<0,0001, n=218). Ein Anstieg oder Abfall des Sepsis-Score um 2 oder mehr
Punkte ging mit einer gleichgerichteten Verénderung von NOx im Plasma einher. Die Sensitivitét,
die Spezifitdt, der positive und der negative Vorhersagewert der Anderung von NOx as
Testparameter fur die genaue Anzeige der Anderung des Sepsis-Score wurden mit 85%, 89%,
85% bzw. 89% bestimmt (siehe Abbildung 16). Die Hypothese, dal? die Anderung der NOx-
Konzentration eine Anderung der septischen Kreislaufsituation anzeigen kann, wird durch die
Betrachtung der individuellen zeitlichen Verlaufe dieser beiden Parameter unterstitzt. In
Abbildung 17 sind die Verlaufe zweier Patienten mit septischen Schock dargestellt, der erste
Patient verstarb, der zweite Patient Uberlebte den septischen Schock. Der Anstieg und der Abfall

der NOx-Konzentration verlaufen nahezu parallel zur Zu- bzw. Abnahme des septischen Schocks.
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Abbildung 17: Repréasentative zeitliche Verlaufe der Gesamtstickoxide und des septischen Schocks.

Dargestellt sind die plasmatische Konzentration der Gesamtstickoxide (NOx) und die Schwere des
septischen Schocks im individuellen zeitlichen Verlauf bei zwei Patienten mit der Diagnose Pneumonie. (O)
kennzeichnet den Verlauf der NOx-Konzentration und (n) den Verlauf der Scorepunkte des Sepsis-Score.
Beide Patienten wurden parenteral erndhrt, das S-Kreatinin betrug an allen Beobachtungstagen weniger
als 1,3 mg/dL. A: 79 jahriger Patient (82 kg, 168 cm) mit Pneumonie, der im septischen Schock verstarb.
B: 65 jahriger Patient (78 kg, 171 cm) mit Pneumonie, der sich vom septischen Schock wieder erholte.
Deutlich wird der anndhernd parallele Anstieg bzw. Abfall der NOx-Konzentration zum Verlauf des

septischen Schocks. T markiert den Todestag von Patient A.
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Abbildung 18: Beziehung zwischen Mortalitat und Sepsis-Scorepunktewert (A) bzw. Konzentration der
Gesamtstickoxide (B).

Zur Berechnung der Mortalitat wurde bei den Patienten mit septischem Schock die Anzahl der am Schock
verstorbenen durch die Gesamtzahl der Patienten innerhalb der einzelnen Kategorien fiir den Sepsis-
Score und die Gesamtstickoxide (NOXx) geteilt. Ebenso wie die Zunahme des Scorepunktewertes ist eine
Zunahme der NOx-Konzentration mit einer erhéhten Mortalitat verbunden.
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Abbildung 19: Veranderungen der Gesamtstickoxide und der Schwere des septischen Schocks vor dem
Tod der Patienten.

Dargestellt sind die Veranderungen der Punktezahl des Sepsis-Score (A) und der Konzentration der
Gesamtstickoxide (B) (NOx) an den sechs Tagen vor Eintritt des Todes und am Todestag bei Patienten, die
im septischen Schock verstarben (n=21). T markiert den Todestag.* zeigt die entsprechenden Werte der
Parameter mit signifikantem Unterschied zum Wert am Tage des Versterbens (p<0,05,x X * SEM).
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Bei Patienten im septischen Schock stieg mit zunehmender Schwere des Schocks die Mortalitat
an. Ebenso wie der Sepsis-Score spiegelt die Zunahme der NOx-Konzentration diese Erhdhung
der Mortalitét wider (vgl. Abbildung 18). Stieg die Konzentration an NOx Uber 40 pmol/L an,
konnte eine Zunahme der Mortalitdt um nahezu das Dreifache beobachtet werden. 21 Patienten,
die im septischen Schock verstarben, zeigten an den Tagen vor dem Tod einen signifikanten
kontinuierlichen Anstieg der Konzentrationen an NOx bei kontinuierlich zunehmender Schwere
des septischen Schocks. Die NOx-Konzentrationen stiegen von 55,3 + 7,6 auf 85,0 + 13,9 umol/L
(Abbildung 19). Im Gegensatz dazu konnte bei 8 Patienten, die an eéinem Myokardinfarkt, einem
kardiogenen Schock oder an einer zerebralen Blutung verstarben, keine signifikante Veranderung
der Konzentration an Gesamtstickoxiden festgestellt werden.

38



3.4. Aminosaurenkonzentrationen der septischen Patienten

Die Konzentrationen der den L-Arginin-NO-Stoffwechselweg determinierenden Aminoséuren L-
Arginin, L-Citrullin und L-Hydroxyarginin wurden im Plasma eines Subkollektives von 21
Patienten mit der klinischen Diagnose Sepsis und ansteigendem Sepsis-Score mit der dargestellten
Methodik gemessen. Die Kontrolle bestand aus 20 nichtseptischen Patienten mit einem konstant
niedrigen Sepsis-Score. Der Schweregrad der septischen Kreidlaufsituation und die Diagnose
Sepsis wurden anhand des entwickelten Sepsis-Score und der Sepsisdefinition nach Bone fir alle
Beobachtungstage wéahrend des Aufenthaltes auf der Intensivstation bestimmt. Die septischen
Patienten liefen sich nach der jewelligen Kreidaufsituation und anhand des Kklinischen
Scoresystems einer septischen und einer nicht septischen Kreislaufphase zuordnen. Von den 21
Septikern verstarben 7 Patienten in der Sepsis, 14 Patienten Uberlebten.

Beziliglich der Aminosdure L-Arginin fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
septischen Patienten und dem Kontrollkollektiv, L-Citrullin dagegen war bei den septischen
Patienten signifikant niedriger. L-Hydoxyarginin zeigte einen Unterschied zwischen den
Kontrollpatienten, bei denen es nicht nachweisbar war (<0,5 pmol/L), und den septischen
Patienten, bei denen es nachweisbar war (2,2 + 0,2). Einen Uberblick Uber die ermittelten
Mef3daten gibt Tabelle 7:

Tabelle 7: Septiker- und Kontrollkollektiv

Angegeben sind die MeRwerte der einzelnen Parameter fir die unterschiedlichen Kollektive. *: Diese Werte
unterscheiden sich signifikant von den zugehdrigen Werten der Kontrollgruppe. Bei den qualitativen Parametern wie

Erndhrung steht die O fur eine orale Nahrungszufuhr, die 1 fur eine parenterale Ernéhrung, bei dem Parameter
Geschlecht kennzeichnet die 0 weibliches, die 1 mannliches Geschlecht. (X + SEM, Statistik: Student-t-Test).

Parameter Septikerkollektiv Kontrolle |Statistik
mit ohne verstorben | Uberlebt
septische Kreidaufsituation

Patientenanzahl [p] 21 21 7 14 20
Beobachtungstage [n] 96 82 62 116 20

L-HOArg [pmol/L] 22+02 | 1,3+01 42+02*| 1,8+01 | 00+00 |p<0,05
L-Arginin [umol/L] 506+22 |60,2+31 679+29 | 545+22 |616+64 n.s.
L-Citrullin [umol/L] | 11,6 +04* |137+1,1* [125+0,7* | 12,2+ 0,6*|28,7+3,8 |p<0,05
Kreatinin [mg/dL] 15+0.1 15+0.1 1601 15+01 | 1,2+0,1 n.s.
Alter [a] 559+05 |61,8+06 |528+06 | 620+05 |588+14 n.s.
Geschlecht 0,61+0,03 [047+0,03 [048+003| 054+01 | 06+0,06| ns
Erndhrung 0,96+0,02 {049+0,03 [099+0,1 | 057+0,01{0,05+0,1 |p<0,05
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Mit zunehmender Schwere der Sepsis nahm die Konzentration an L-Hydroxyarginin zu (r = 0,67,
p<0,0001). Das Maximum der L-HOArg-Konzentrationen fand sich bel den 7 septischen
Patienten, welche an den Folgen der Sepsis verstarben. Im Vergleich zu den die Sepsis
Uberlebenden 14 Patienten waren die Konzentrationen um mehr als als den Faktor 2 erhoht: 4,2 +
0,2 vs. 1,8 £ 0,1 pmol/L (vgl. Tabelle 7). Geschlechtsspezifische und altersspezifische Einflisse
der Aminosdurenkonzentration konnten ausgeschlossen werden.

Zur Beurteilung der Korrelation zwischen den gemessenen Konzentrationen an L-Hydroxyarginin
und den Stoffwechselendprodukten des L-Arginin-NO-Stoffwechselweges Nitrit und Nitrat (NOXx)
erfolgte eine Standardisierung der Werte, um die EinfluRfaktoren Erndhrungsform und
Kreatininwert - as Mald fur die Eliminationsleistung von Nitrat duch die Nieren — zu
berticksichtigen. Abbildung 20 zeigt den Zusammenhang der Konzentrationen an L-HOArg und
der NOx-Werte im Plasma der septischen Patienten, die tber die angegebenen Beobachtungstage

ausschliefdich parenteral erndhrt wurden und die einen Kreatininwert £ 1,2 mg/dL aufwiesen.
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Abbildung 20: Vergleich der Konzentrationen von L-Hydroxyarginin und NOx im Serum von
parenteral ernéhrten Patienten mit septischem Schock ( S-Kreatinin £ 1,2 mg/dL).

Auf der Abszisse sind die Konzentrationen von L-Hydroxyarginin und auf der Ordinate die
Konzentrationen von Nitrit/Nitrat der jeweils gleichen Plasmaproben gegeneinander aufgetragen (r =
0,36, p < 0,0038). An allen Beobachtungstagen (n = 36) wurden die Patienten parenteral ernéhrt und
hatten einen Kreatininwert £ 1,2 mg/dL.
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Aus der Korrelation wird die positive Beziehung zwischen dem spezifischen Intermediat des NO-
Stoffwechselweges L-HOArg und dem Endprodukt NOx deutlich. Es ist bisher keine andere
Quelle fiir L-HOArg im menschlichen Kérper identifiziert worden *, so daR der Anstieg der
Konzentration fir den erhthten Umsatz der Reaktionskette in der Sepsis sprechen konnte.
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4. Diskussion

4.1. Patientenkollektive und Studienprotokoll

Das Studienprotokoll sah vor, ale Patienten, die innerhalb von 6 aufeinanderfolgenden Monaten
auf die beiden internistischen Intensivstationen aufgenommen wurden, zu erfassen und die
angegebenen klinischen und laborchemischen Parameter fir jeden Beobachtungstag zu
dokumentieren. Die Patienten wurden entweder bis zu ihrer Verlegung auf die Normalstation oder
bei letalem Ausgang der Erkrankung bis zu ihrem Ableben an jedem Aufenthaltstag auf der
Intensivstation untersucht. Bei dem Gesamtkollektiv von 424 Patienten mit insgesamt 2274
Beobachtungstagen handelte es sich um ein sehr heterogenes Kollektiv, da sich die Patienten aus
allen verschiedenen Fachrichtungen der Inneren Medizin zusammensetzten. Haufig gestellte
Diagnosen auf diesen beiden Intensivstationen sind beispielsweise Myokardinfarkt oder
Pneumonie bei chronischer Lungenerkrankung, es gehen aber auch hamatologische und
neurologische Patienten in das Kollektiv ein. Die Patientenkollektive von chirurgischen
Sepsisstudien setzen sich aus anderen Risikogruppen zusammen, sie beinhalten Patienten mit
postoperativer Wundinfektion, abdominellen Komplikationen oder traumatisierte Patienten %38,
In dieser Studie sollten Patienten, die nur fir ein oder zwel Tage zur Beobachtung auf die
Intensivstation aufgenommen wurden - z.B. Patienten nach Myokardinfarkt - , von vornherein aus
der Untersuchung ausscheiden. Zusétzlich zu den generellen Ausschluf3kriterien wurden aus
diesem Grund nur digjenigen Patienten in die weitere Auswertung der Daten aufgenommen, die
wenigstens fur die Dauer von drei Beobachtungstagen auf der Intensivstation behandelt wurden.
Da der Sepsis-Score und die Gesamtstickoxide dennoch as allgemeingultige V erlauf sparameter
einer Sepsis beurteilt werden sollten, war es notwendig, keine weiteren Einschrankungen der
Patientenkollektive vorzunehmen. Deshalb wurden keine Patienten aufgrund ihres Alters oder
aufgrund ihres Geschlechts aus der Studie ausgeschlossen.

4.2. Sepsis-Score

In dieser Studie wurde ein neuer Sepsis-Score zur Verlaufsbeobachtung der Sepsis und
Einschdtzung der Schwere der septischen Kreislaufbeeintréchtigung entwickelt. Dieser Sepsis-
Score kann zur Diagnosesicherung der Sepsis bei internistischen Intensivpatienten eingesetzt
werden und bel der Abschétzung der Prognose eines septischen Patienten hilfreich sein. Er wurde

in dieser Untersuchung ebenfalls fir den Vergleich der laborchemischen Analysen herangezogen.
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Das charakteristische Bild des septischen Schocks besteht aus der hyperdynamen
Kreislaufsituation, die aus einer schweren Hypotension, einer gesteigerten Herzauswurfleistung
und einer ausgepragten Reduktion des systemischen vaskularen Widerstandes (SVR) resultiert.
Uber die Bestimmung des SVR, der uber die invasive Methode der HZV-Kathetermessung
ermittelt werden kann, ist die Diagnose des septischen Schocks mdglich 3% Der SVR kann
die Verdnderung der Kreidaufsituation in der Sepsis anzeigen und hat ebenfalls einen
prognostischen Wert 3. Die friihzeitige Erhthung des im Schock erniedrigten SVR kann die
Prognose des Patienten entscheidend verbessern. Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dal? die
Erhohung des SVR auch im Verlauf der Sepsis und des septischen Schocks seine gunstigen
prognostischen Auswirkungen beibehalt . Ein Vergleich der hamodynamischen Parameter des in
dieser Studie untersuchten Rechtsherzkatheterkollektivs zeigte eine signifikante Reduktion des
SVR bei den 15 Patienten in der septischen Phase gegentiber den 7 Patienten in der nicht
septischen Phase (Tabelle 4). Das Herzminutenvolumen (CO) und das Schlagvolumen (SV) waren
tendenziell erhoht, der pulmonale Gefawiderstand leicht erniedrigt. Im septischen Schock kann
somit in Ubereinstimmung mit der Literatur der erniedrigte SVR als charakteristische Mef3groRe
der hdmodynamischen Veranderungen betrachtet werden.

Die Diagnosesicherung mittels Rechtsherzkatheter ist zwar ein zuverldssiges diagnostisches
Verfahren, belastet den Patienten aber aufgrund der Invasivitét der Untersuchung. Der liegende
Katheter stellt zudem eine zusétzliche Infektionsquelle fir den Patienten dar, kann selbst eine
Kathetersepsis verursachen und eignet sich wegen seiner zeitlich begrenzten Liegedauer nicht fr
die Verlaufsbeobachtung. Der einfach zu erhebende Sepsis-Score sollte deshalb als nichtinvasive
Alternative zu diesem invasiven Verfahren der Kreidaufdiagnostik entwickelt werden. Die in der
Sepsis verdnderten Routineparameter wurden in dem Sepsis-Score zusammengefaldt, der
anschliefend durch die HZV-Messung an dem hamodynamischen Referenzparameter SVR
validiert wurde.

Der vorliegende Sepsis-Score fur ein internistisches Patientenkollektiv trennt mit hoher
Sengitivitdt (98%) und Spezifitdt (96%) bel einem Trennwert von 7 Scorepunkten zwischen
septischer und nicht septischer Kreislaufsituation (Abbildung 9). Eine zunehmende Schwere des
septischen  Schocks  entspricht dabel  einer Zunahme des Score-Punktewertes. Dieser
Zusammenhang hat eine prognostische Bedeutung, da der Schweregrad der Erkrankung
naturgeman die Prognose mitbestimmt ®+8%2. |n dem untersuchten Patientenkollektiv ergab sich
eine signifikante Abhéngigkeit der Mortalitét von der Hohe des Score und dem Scoreverlauf
(Abbildung 11). Nach Schuster ® 143t sich die prognostische Genauigkeit eines Score durch den
Vergleich der vorausgesagten mit der tatsachlichen Mortalitétsrate im Krankengut ermitteln. Stellt
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man diesen Vergleich an, zeigt der Sepsis-Score mit einer Sensitivitédt von 100% und einer
Spezifitdt von 82% eine gute Ubereinstimmung zum realen Krankheitsausgang und eignet sich
deshalb zur Prognosestellung bei septischen Patienten. Kein Patient mit einem Sepsis-Score von
grofRer oder gleich 13 Punkten Uberlebte die Sepsis. Im Gegensatz zu den beiden existierenden
chirurgischen Sepsis-Scores (s.u.) macht dieser neue Sepsis-Score zusétzlich eine Aussage Uber
das Letalitétssrisko des Sepsisstadiums. Fur die Auswahl und Untergliederung der
Einzelparameter des Score wurden die Definition der Sepsis nach Bone ° und verschiedene bereits
existierende allgemeine und spezielle Scoresysteme beriicksichtigt. Die pathologische
Beeintrchtigung der verschiedenen Organfunktionen in der Sepsis sollte in den Einzel parametern
moglichst breit widergespiegelt werden. Der Score verwendet Parameter, die zum
Routineprogramm fast aller Krankenhéuser zahlen.

In dem untersuchten Patientenkollektiv besteht eine signifikante, lineare und inverse Korrelation
zwischen der Hohe des SVR und der Score-Punktezahl des Sepsis-Score (Abbildung 12). Mit
steigender Score-Punktezahl nimmt also der SVR kontinuierlich ab und damit die Schwere der
septischen Kreidaufsituation zu. Dies ist als Hinweis dafir zu werten, dal3 der Sepsis-Score gut
mit der Schwere der septischen Kreisaufbeeintrachtigung korreliert.

In der Vergangenheit wurden bereits Scoresysteme entwickelt, die die Prognose des Patienten
anzeigen und eine Aussage Uber die Schwere der Erkrankung machen. Am weitesten verbreitet fir
die Beurteilung von Patienten auf Intensivstationen sind der APACHE | ** und der SAPS ® und
deren Weiterentwicklungen APACHE 11 ** und SAPS 11 *. Diese Klassifikationssysteme sind
allgemeine Prognosescores, die tber die Hohe ihres Punktwertes den Grad der Beeintrachtigung
des Gesundheitszustandes des Patienten beschreiben, ohne spezifisch fir eine Erkrankung zu sein.
Sie beschreiben hauptséchlich das Mortalitétssrisko des Patienten bei Einweisung auf die
Intensivstation, bilden indirekt aber auch bei wiederholter Anwendung den Krankheitsverlauf des
Patienten ab. Im Gegensatz dazu wurden primér verlaufsorientierte krankheitsspezifische
Scoresysteme fiir die Sepsis entwickelt, wie z.B. der Sepsis-Score nach Elebute und Stoner ** und
der Sepsis Severity Score 3. Die Vermutung liegt nahe, da diese spezifischen Schweregradscores
eine noch bessere prognostische Wertigkeit haben, da sie digjenigen Variablen bewerten, welche

die krankheitstypischen Veranderungen der Sepsis anzeigen **

. Es konnte jedoch nicht
nachgewiesen werden, dal3 die Beurtellung der Krankheitsschwere durch die bisherigen
spezifischen Schweregradscores genauer gelingt als durch die verbreiteten allgemeinen
Prognosescores (APACHE 11, SAPS 1) . Jeder einzelne Beobachtungstag eines septischen

Patienten stellt eine Momentaufnahme des dynamischen Verlaufs der Erkrankung dar. Deshalb
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liegt der wesentliche Vorteil von Schweregradscores darin, dal3 sie anzeigen, wo sich der Patient
auf der entsprechenden Schweregradskala befindet und wie sich sein Zustand im Verlauf der
Erkrankung verandert. Die beiden bereits existierenden Sepsis-Scores haben den entscheidenden
Nachteil, dal? sie an chirurgischen Patientenkollektiven entwickelt wurden und demzufolge schon
aus formalen Grinden nicht ohne weiteres auf ein internistisches Patientenkollektiv Ubertragen
werden konnen. Streng genommen gilt ndmlich die Aussage enes Score nur fir
Patientenkollektive, die hinsichtlich der Art des Grundleidens eine dem Erhebungs- und
Validierungskollektiv dhnliche Zusammensetzung aufweisen ®. Keiner der beiden Scores erlaubt
eine Einschdtzung des Letalitatsrisikos. Des weiteren enthalten sie Einzelvariablen, die speziell
auf die septischen Komplikationen postoperativer chirurgischer Patienten ausgerichtet sind, so
geht z.B. der Nachweis der Lokalinfektion nach einer Operation oder der Erregernachweis durch
Blutkulturen in die Bewertung mit ein. Nicht selten bleibt bel Patienten auf Intensivstationen der
Infektionsherd zun&chst unklar, bel 23 % liegt sogar eine schwere Sepsis mit negativen
Blutkulturen vor ’. Einer der Vorteile des neu entwickelten Sepsis-Score liegt deshalb in dem
Verzicht auf den mikrobiologischen Erregernachweis durch die Untersuchung von Blutkulturen.
Neben der Beurteilung des Schweregrades und der Prognose des Patienten gibt es noch
weitere wichtige Eigenschaften von Scoresystemen. Sie ermdglichen den Vergleich von
verschiedenen Patientenkollektiven, da der Zustand des Patienten untersucherunabhéngig anhand
von genau definierten Kriterien beurteilt wird. Somit kénnen rdumlich oder zeitlich getrennte
Patientenkollektive vergleichend beurteilt werden und die Beeinflussung des Krankheitszustandes
durch verschiedene Therapieformen qualitativ und quantitativ objektiviert werden. Dies verbessert
die Therapie- und Qualitdtskontrolle der medizinischen Versorgung intensivpflichtiger
internistischer Patienten %2, Trotz aller Vorteile besteht dennoch die Gefahr, Scoresysteme
beziiglich ihrer individuellen Aussagekraft zu Uberschdtzen. Sie werden letztendlich nicht die
individuelle Einschétzung des erfahrenen Klinikers ersetzen, sondern lediglich durch die
Umesetzung eines klinischen Zustandsbildes in einen faf3baren und vergleichbaren Zahlenwert als

Entscheidungshilfe dienen kénnen.

4.3. Gesamtstickoxide

4.3.1. EinfluRfaktoren der Plasmakonzentration von NOx

Bereits 1916 wurde beschrieben, dal3 Nitratkonzentrationen im Urin des Menschen gemessen
werden kénnen, die die orale Zufuhr von Nitrat mit der Nahrung tbersteigen *°. Erst 1981 jedoch

lieferten Green et al. den Uberzeugenden Beweis fur die Existenz von endogenen Quellen der
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Bildung von Nitrit und Nitrat im menschlichen Koérper 2. Wie man heute weiR, sind Nitrit und
Nitrat die stabilen Endprodukte des NO-Metabolismus im menschlichen Kreislauf und ein Tell
der zirkulierenden Stoffe entstammt dem L-Arginin-NO-Stoffwechselweg. Bisher sind keine
anderen Synthesewege kérpereigener Nitrit- und Nitrat-Produktion entdeckt worden . NO hat als
Radikal eine sehr kurze Halbwertszeit und wird im Blut nach der Entstehung innerhalb weniger
Millisekunden zu Nitrit oxidiert. Nitritbestimmungen im humanen Blut sind schwierig, weil es
selbst bei einer Halbwertszeit von nur 110 Sekunden * innerhalb weniger Minuten in den
Erythrozyten zu Nitrat oxidiert wird *®. Nitrit ist daher eher fir die Messung der
augenblicklichen Veranderungen der NO-Produktion zum Beispiel im Rahmen von in vivo
Studienexperimenten geeignet. Nitrat bleibt im Blut bis zu seiner Ausscheidung tber die Nieren
stabil und hat eine Halbwertszeit von 5-8 Stunden 9. Nitrat eignet sich demzufolge fir die
Bestimmung der langfristigen Verdnderungen des NO-Umsatzes. Am Tiermodell konnte in
immunhistochemischen  Untersuchungen die sepsisabhangige Induktion der Kalzium-
unabhangigen NO-Synthase Il (iNOS) durch Endotoxin und Zytokine nachgewiesen werden
(Ubersicht bei %**%). Die pharmakokinetischen Besonderheiten von Nitrat im menschlichen
Kreisauf haben zu der Hypothese gefiihrt, dal3 die Plasmakonzentration von Nitrat diese
spezifische Erhohung der NO-Produktion durch die iINOS in der Sepsis widerspiegeln kann. Als
Hauptquelle fur die Uberschief3ende NO-Produktion in der Sepsis durch die INOS und die damit
verbundenen Verdnderungen der Nitratkonzentration im Plasma gelten immunkompetente
L eukozyten 22,

Um Nitrat in biologischen Proben messen zu kdnnen, wurden in der Vergangenheit verschiedene
Methoden fur die Bestimmung entwickelt. Die am haufigsten eingesetzten Methoden beruhen auf
der von Griess % bereits Ende des 19. Jahrhunderts beschriebenen Farbreaktion von Nitrit. Um
das Nitrat vorher zu Nitrit zu reduzieren, wird die Kadmiumreduktion *° oder ein enzymatisches
Reduktionsverfahren " angewendet. In dieser Studie wurde die enzymatische Reduktion gewahit,
weil sie weniger aufwendig ist und die Messung grof3er Probenzahlen in einer kurzen Zeit
ermoglicht.

Der Plasmanitratspiegel kann durch eine Vielzahl von sepsisunabhéngigen Faktoren beeinflufdt
werden 2%%: Dies sind die diatetische Nitrataufnahme, die Speichelzusammensetzung, die
bakterielle Synthese von Nitrat im Darm und die Inhaation von atmospharischen NO-
Metaboliten. Aul3erdem spielen die Aktivitét denitrierender Leberenzyme und die Nierenfunktion
eine Rolle bei der Elimination von Nitrat. Die Plasmakonzentration von Nitrat setzt sich
hauptséchlich aus der endogenen Produktion und der alimentéren Natriumaufnahme zusammen.

In Untersuchungen mit radioaktivmarkiertem Stickstoff (*NO;’) konnte die Menge der endogenen
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Produktion beim gesunden Menschen mit 1 mmol/Tag bestimmt werden 9. Die tagliche
Nitrataufnahme mit der Nahrung ist abhéangig von der Nahrungszusammensetzung und liegt
zwischen 75 und 150 pmol. Auch bei nitratarmer Nahrungszufuhr ist in Abhéngigkeit von der
Proteinzusammensetzung der Nahrung eine exzessive Bildung von Nitrat durch Darmbakterien
moglich %. Im tierexperimentellen Modell erhohte die diatetische Zufuhr von Proteinen die
Ausscheidung im Urin und die Plasmakonzentration von Nitrit und Nitrat . All dies
veranschaulicht den nicht zu unterschdtzenden Einflul? der alimentéren Nitratzufuhr auf die
Plasmakonzentration von Nitrat. In der vorliegenden Arbeit konnte nun eine eindeutige Differenz
der durchschnittlichen Nitratkonzentration im Plasma bei Intensivpatienten mit unterschiedlicher
Erndhrungsform nachgewiesen werden. Oral erndhrte Patienten hatten signifikant héhere Werte
as parenteral ernghrte Patienten, was die dargestellten beeinflussenden Zusammenhange oraler
Nitratzufuhr bestétigt. Bis zu 50% des zirkulierenden Nitrates werden beim Menschen mit der
Nahrung aufgenommen ?’. Dies wird durch die Ergebnisse dieser Studie unterstiitzt, da die
Nitratkonzentration im Plasma um nahezu 40% bei Patienten, die von oraler auf parenterale
Erndhrung umgestellt wurden, sank (Abbildung 13). Um die auf diese Weise eindeutig
identifizierte Einfluf3grof3e fur die Analyse der Gesamtstickoxide auszuschalten, wurden deshalb
nur Patienten mit parenteraler Erndhrung in die Auswertung einbezogen. Alle parenteral erndhrten
Patienten erhielten die gleiche nitratfreie Infusionserndhrung. Dal3 die beobachtete Veranderung
der Nitratkonzentration bel septischen Patienten Folge unterschiedlicher Ernghrungsform ist,
konnte somit ausgeschlossen werden. Keine der bisher vertffentlichten Studien, die erhdhte
Nitratkonzentrationen bei Patienten mit Sepsis nachwiesen, differenzierte bel der Messung der
Gesamtstickoxide zwischen unterschiedlichen Ernahrungsformen 12283 | ediglich eine Studie
berticksichtigte den Einflul® des Erndhrungsmodus, indem sie fir die Nitratbestimmung explizit
postoperative Patienten auswahlte, well diese seit mindestens 18 Stunden niichtern waren und die
Ergebnisse daher unabhangig von diatetischer Nitratzufuhr beurteilt werden konnten .

Ein weiterer Einflul¥faktor der plasmatischen Nitratkonzentration ist die Nierenfunktion. 60%
einer oral aufgenommen Menge an Nitrat werden eindeutig tber die Niere eliminiert %, wo es
glomerulér filtriert und teilweise reabsorbiert wird. Da Nitrat mit dem Urin ausgeschieden wird,
kann das Auftreten eines Nierenversagens oder eine eingeschrankte Nierenfunktion im septischen
Schock den Plasmaspiegel von Nitrat beeinflussen, was die Interpretation der Werte erheblich
erschwert. Haufig wird das Serum-Kreatinin zur Beurteilung der Ausscheidungsfunktion der
Nieren herangezogen. Vorhergehende Studien, die die NOx-Konzentrationen im septischen
Schock bestimmten, zeigten diesbeziiglich vergleichbare Ergebnisse. Eine positive Korrelation

zwischen den Gesamtstickoxiden im Plasma und dem Serum-Kreatinin bei Patienten im
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septischen Schock fanden Gomez-Jimenez et a. %°. Bei Evans et a. *° konnte die Erhéhung der
NOx-Konzentration im septischen Schock nicht ausschliefdlich durch die eingeschrankte
Nierenfunktion erklért werden, da die NOx-Konzentration und das Serum-Kreatinin nicht
miteinander korrelierten. In einer anderen Studie traten bel Patienten mit schwerer Sepsis und
zusétzlicher Niereninsuffizienz vierfach hdhere Werte auf als bel Patienten mit schwerer Sepsis
und intakter Nierenfunktion *°. Hier korrelierten die NOx-Konzentrationen im septischen Schock
aulRerdem hochsignifikant mit dem Ausmal3 der Niereninsuffizienz. In der vorliegenden Arbeit
lief3 sich ebenfalls eine positive Beziehung zwischen NOx-Konzentration und Serum-Kreatinin im
Studienkollektiv nachweisen (Abbildung 14). Bei einem Serum-Kreatinin von tber 1,3 mg/dL
stiegen die NOx-Konzentrationen a's Folge der Nierenfunktionseinschrankung zu einem gewissen
Teil an. Bei niereninsuffizienten septischen Patienten zeigte sich darliber hinaus ein Abfall von
Uber 40% der NOx-Konzentration im Plasma nach der Durchfihrung einer CVVH als
Nierenersatzverfahren (Abbildung 13). Diese Ergebnisse machen deutlich, dal3 die Beurteilung
der NOx-Werte ohne Berticksichtigung der zugehorigen Nierenfunktion keinen Sinn ergibt.

Zur unabhangigen Beurteilung der NO-Produktion in der Sepsis und im septischen Schock durch
die Konzentration der Gesamtstickoxide im Plasma sollte in dieser Studie deshalb der Einfluf’ der
Nierenfunktion ausgeschaltet werden. Dies wurde durch die Untersuchung des Subkollektives mit
guter Nierenfunktion bei einem Serum-Kreatinin £ 1,4 mg/dL umgesetzt. Da bei Patienten mit
Sepsis und normaler Nierenfunktion dennoch erhéhte NOx-Konzentrationen gemessen werden
konnten, spricht dies fur eine gesteigerte NO-Produktion durch die iNOS as Quelle des
Uberschusses an NOX.

Auch Patienten mit Leberzirrhose zeigen erhdhte Plasmakonzentrationen an Nitrit und Nitrat *.
NOx korreliert bei diesen Patienten signifikant mit Endotoxin. Als Erklérungsversuch fur diese
Zusammenhange werden zwei Hypothesen aufgestellt. Bel den Patienten mit Leberzirrhose ist
einerseits die Funktion des Retikuloendothelialen Systems (RES), das fur die Elimination von
Bakterien und deren Bestandteilen zustandig ist, gestort, andererseits bestehen portokavale
Anastomosen, die das Blut an der Leber mit ihrer entgiftenden Funktion vorbeischleusen. Dies sei
insgesamt dafir verantwortlich, dal3 Darmbakterien, die die intestinale Schranke Uberwinden,
vermehrt im Korperkreislauf zu finden sind und dadurch zu einer Induktion der iNOS und als
Folge zu einer Erhdhung der NOx-Konzentration im Plasma fuhren. Sogar bei Neugeborenen und
Kleinkindern mit Diarrhoe aufgrund von Darminfektionen konnen hohe Nitratkonzentrationen im
Blut auftreten und zu einer Methamoglobinamie filhren **. Sauglinge und Kleinkinder weisen wie
Erwachsene eine Erhohung der Konzentration von NOx in der Sepsis und im Multi-Organ-
Versagen auf '®%*. Die Vielzahl der dargestellten sepsisabhangigen und sepsisunabhangigen
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Einflugrofien der NOx-Konzentration im Blut wirft die Frage auf, ob eine Betrachtung der
absoluten Hohe der Werte tberhaupt sinnvoll ist. Dies soll im folgenden Abschnitt diskutiert

werden.

4.3.2. NOx als Parameter zur Abschatzung der NO-Produktion

In bisher durchgefihrten Studien zur Bestimmung der NOx- Konzentration im Blut bei Patienten
im septischen Schock beliefen sich die untersuchten Patientenzahlen auf nur 11-15 Patienten
21318 Djese Arbeit ist deshalb die erste prospektive Studie mit einer groen Anzahl konsekutiver,
nicht-selektierter Patienten einer internistischen Intensivstation (63 Patienten mit septischem
Schock an 329 Beobachtungstagen). Sie dient der Bestimmung der prognostischen und
diagnostischen Wertigkeit von NOx bei Patienten mit schwerer Sepsis und septischem Schock.
Als Ergebnis zeigte sich ein signifikanter Anstieg der NOx-Konzentrationen im septischen
Schock im Vergleich zur Kontrollgruppe in Ubereinstimmung mit den obengenannten Studien. In
diesen Arbeiten wiesen die absoluten Zahlen der Konzentrationen von NOx allerdings grol3e
Unterschiede auf. So schwankten die bestimmten Mittelwerte von NOx im septischen Schock
zwischen 52,9 + 9,2 % und 121,7 + 5,3 ymol/L 8. Der relativ niedrige Anstieg des Mittelwertes
der vorliegenden Studie auf 45,6 + 6,3 pmol/L ist durch die hohe Untersuchungszahl zu erkléren,
da die Patienten mit Sepsis und nur leichter Kreislaufbeeintrdchtigung — dies war die Mehrzahl
der Beobachtungstage — nur gering erhdhte Konzentrationen an NOx zeigten. Mit zunehmender
Schwere der Kreislaufbeeintrachtigung nahmen die Werte alerdings stark zu. So Uberstiegen die
hochsten 5 gemessenen Konzentrationen an NOx bel schwerem Schock 250 umol/L vergleichbar
mit den Ergebnissen von Nielly et al. ®2. Als bestes Testergebnis der NOx-Konzentration fiir die
Diagnosestellung des septischen Schocks wurde ein Grenzwert von 35 pmol/L gefunden, was mit
den Ergebnissen obengenannter Studien mit einem cut-off von 25 bzw. 57 umol/L vergleichbar ist
213 |n diesen Studien wurden alerdings zum Teil Patienten mit postoperativem Status
untersucht, was die Vergleichbarkeit der Ergebnisse wiederum stark einschrankt. So konnte zum
Beispiel nachgewiesen werden, dal3 sich chirurgische Patienten mit septischen Schock nur bedingt
fur die Einschétzung der NO-Produktion Uber die NOx-Konzentration eignen, da postoperative
Patienten auch ohne die Diagnose septischer Schock erhdhte Konzentrationen an NOx aufweisen
194090 " Eine Ursache fiir diese Beobachtung konnte in der Ausschiittung von Zytokinen wie IL-1,
IL-6 und TNF-a liegen, die bei postoperativen Patienten im Postaggressionsstoffwechsel erhoht
ist *®, Eine andere Erklarung wére die durch unerkannte leichte Sepsis oder Gewebsschadigung
erhohte Aktivitét der iNOS.
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Beim Vergleich der Absolutzahlen der NOx-Konzentration bel Patienten mit Sepsis und
septischem Schock, die in vorhergehenden Studien gemessen wurden, fallt die grol3e Variabilitét
der Werte auf. Auch in dieser Untersuchung zeigten Patienten mit schwerer Sepsis in den
Absolutzahlen von NOx selbst unter Beriicksichtigung der Erndhrung und der Nierenfunktion eine
grof%e interindividuelle Variabilitét. Dies kann durch die Vielzahl der sepsisunabhéngigen
Einflugrofien verursacht sein. Die Sensitivitdt und die Spezifitdt einer Einzelmessung as
Testverfahren lagen bei 52 bzw. 63%. Dies bedeutet, dal3 die Aussagekraft einer einmaligen
Bestimmung der NOx-Konzentration fir die Diagnose und Prognoseabschédtzung des septischen
Schocks aulerst gering ist. Wesentlich aussagekréftiger ist die Betrachtung der intraindividuellen
Verlaufe der Konzentration an NOx und die relative Anderung zum Ausgangswert (vgl.
Abbildung 16 und 17). Eine Veranderung der NOx-Konzentration war mit einer gleichgerichteten
Anderung des Sepsis-Score verbunden und ermdglichte mit ausreichender Sensitivitdt und
Spezifitét die Vorhersage der Anderung der Schwere des septischen Schocks. Eine andere
wichtige Beobachtung ist die Zunahme der Mortalitét bei steigenden Werten von NOx uber 40
pumol/L (Abbildung 18). Dieser Zusammenhang kann fir die Prognosestellung bei Patienten im
septischen Schock hilfreich sein. Patienten, die im septischen Schock verstarben, zeigten
interessanterweise einen zunehmenden und irreversiblen Anstieg der NOx-Konzentration in den
Tagen vor ihrem Tod (Abbildung 19). Diese Patienten hatten auf3erdem die hdchsten gemessenen
Werte an NOx im Plasma, was insgesamt fur eine Uberproduktion an NO sprechen konnte. Mit
grofRer Wahrscheinlichkeit ist dieser praefinae Anstieg der Gesamtstickoxide der Induktion der
INOS im septischen Schock zuzurechnen, da sich bei Patienten, die an anderen Ursachen
verstarben, diese Verénderungen nicht zeigten.

Die Vermutung, dal3 der Anstieg von NOx im septischen Schock zu einem gewissen Antell auf
einem erhdhten Umsatz der iNOS beruht, lief3 sich zusétzlich durch die Messung der Aminosaure
L-Hydroxyarginin (L-HOArg) bekraftigen. Einzige bisher identifizierte Quelle fir L-HOArg im
menschlichen Korper ist der L-Arginin-NO-Stoffwechselweg ** |, in dem es als Intermediarpro-
dukt auftritt. L-HOArg war im Blut gesunder Menschen nicht nachweisbar und stieg bei Patienten
im septischen Schock deutlich in den mef3baren Bereich an (vgl. Tabelle 7). Das Auftreten von L-
HOArg im Plasma bei Patienten im septischen Schock unterstiitzt daher die Hypothese, dali3 die
erhohten Werte von NOx zum Teil aus der gesteigerten NO-Produktion resultieren und nicht nur
duch den Zufluld anderer Stoffwechselwege entstehen. Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen
Anstieg der Konzentration von L-HOArg und der Zunahme der NOx-Konzentration konnte auch
bei Ausschaltung moglicher Einfluf¥faktoren des NOx-Spiegels nicht gefunden werden (Abb. 20).
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Die pathophysiologische Rolle von NO bei Patienten mit Sepsis konnte in der Vergangenheit
nur zum Teil aufgedeckt werden, nicht zuletzt deshalb, well ein zuverlassiger diagnostischer
Parameter, der die erhdhte Aktivitdt der INOS prazise anzeigt, bisher nicht gefunden werden
konnte ®*. Da direkte MeRmethoden fehlen, kann die Bestimmung von NOx mit den erwahnten
Einschrénkungen ein geeigneter Marker zur Quantifizierung der Aktivitat der NO-Synthase im
septischen Schock darstellen. Diesbezlglich sollten in zukinftigen Studien die diétetische
Aufnahme von Nitrat und die Nierenfunktion bel der Messung der Konzentrationen von NOXx
kontrolliert werden, um dieintraindividuelle Variabilitat der Werte zu verringern.
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8. Zusammenfassung

Verlaufsbeobachtung des septischen Schocks unter Bertcksichtigung des L-Arginin-NO-
Stoffwechselweges

vorgelegt von Christian Jirgen Buhn

Die Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) aus dem L-Arginin-NO-Stoffwechselweg durch das
Enzym NO-Synthase (NOS) spielt bei der Regulation des Gefél3tonus eine wesentliche Rolle. In
der Sepsis fuhrt eine Induktion der NOS in Makrophagen und Endothelzellen durch Endotoxine
und Zytokine zu einer vermehrten Bildung von NO, die bei den septischen Patienten zu einem
Verlust des Gefaldtonus fuhrt. Die Folge dieses erhthten NO-Umsatzes im septischen Schock ist
eine katecholaminrefraktdre Vasodilatation und hyperdyname Kreislaufphase. Da NO aufgrund
seiner Instabilitét nicht direkt nachweisbar ist, wurde in dieser Studie zur Beurtellung des
Stoffwechselweges das stabile Endprodukt im Blut, das Nitrat, und das Intermedi&rprodukt L-
Hydroxyarginin untersucht. Die Summe aus Nitrit- und Nitratkonzentration (Gesamtstickoxide im
Blut) wurde bel Patienten einer internistischen Intensivstation mittels Spektrophotometrie
gemessen. Ziel dieser Arbeit war es zu beurteilen, ob das Endprodukt Nitrat eine sepsis-
assoziierte Erhohung des NO-Umsatzes anzeigen kann und inwieweit dieser Parameter eine
Anderung der septischen Kreislaufsituation abbildet. Zusitzlich sollten mogliche EinfluRfaktoren
auf die Nitratkonzentration identifiziert werden. Zur Verlaufsbestimmung des Schweregrades der
Sepsis wurde ein neuer Sepsis-Score entwickelt, mit dessen Hilfe die Bedeutung von Nitrat als
Diagnose- und Verlaufsparameter der Sepsis beurteilt werden konnte. Die vorliegenden
Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen: 1. Der fUr ein internistisches Patientenkollektiv
entwickelte Sepsis-Score ermoglicht die Beurteilung des Schweregrades der septischen
Kreidaufsituation. 2. Durch den Einsatz einer Nierenersatztherapie (CVVH) und die Umstellung
von oraler auf parenterale Erndhrung wird die Konzentration der Gesamtstickoxide im Plasma
signifikant erniedrigt. 3. Das Endprodukt des L-Arginin-NO-Stoffwechselweges, das Nitrat, ist im
Plasma bei Patienten im septischen Schock erhoht. 4. Der intraindividuelle Verlauf der
Gesamtstickoxide im Plasma bildet die Anderung der Schwere des septischen Schocks ab. 5. Das
spezifische Intermedidrprodukt der Reaktion, L-Hydroxyarginin, das im Blut gesunder Menschen
nicht auftritt, ist bei septischen Patienten nachweisbar und korreliert mit der Hohe der
Gesamtstickoxide im Blut. Diese Ergebnisse sprechen fir eine sepsis-assoziierte Induktion der
NOS und einen erhthten Umsatz des L-Arginin-NO-Stoffwechselweges beim Menschen im
septischen Schock. Der individuelle Verlauf der Gesamtstickoxide im Plasma kann einen
signifikanten diagnostischen Parameter zur Verlaufsbeobachtung des septischen Schocks
darstellen, wenn die Erndhrungsform und der Kreatininwert konstant gehalten werden. Eine
einzeitige Bestimmung von Nitrat im Plasma hat dagegen eine unzureichende diagnostische

Aussagekraft.
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