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Abkulrzungsverzeichnis

AIDS — Acquired Immune Deficiency Syndrome
ALT — Alanin-Aminotransferase

ANOVA — Analysis of Variance

ANV — akutes Nierenversagen

AP — alkalische Phosphatase

aPTT — aktivierte partielle Thromboplastinzeit
ARDS — Adult Respiratory Distress Syndrome
AST — Aspartat-Aminotransferase

ATP — Adenosintriphosphat

BK — Blutkultur

BMI — Body Mass Index

BNP — Brain Natriuretic Peptide

CK — Kreatinkinase

CRP — C-reaktives Protein

DSG — Deutsche Sepsis-Gesellschaft e. V.
EA - Ethikantrag

eGFR — estimated Glomerular Filtration Rate

GST — Glutathione Transferase

y-GT — y-Glutamyltranspeptidase

ICU — Intensive Care Unit

IL-1 — Interleukin-1

IL-18 — Interleukin-13

IL-2C — Interleukin-2C

IL-6 — Interleukin-6

IL-8 — Interleukin-8

IL-10 — Interleukin-10

KIM-1 — Kidney Injury Molecule-1

L-FABP — Liver-type Fatty Acid-Binding Protein

MDRD — Modifikation of Diet in Renal Disease

MODS — Multi Organ Dysfunction Syndrome
deutsch: Multiorgandysfunktionssyndrom

MW — Mittelwert

NAG — N-Acetyl-Glucosaminidase



NGAL — Neutrophil-Gelatinase-Associated Lipocalin
n.s. — nicht signifikant
NV — Nierenversagen
PHA — Phytohemagglutinin
SAPS Il — Simplified Acute Physiology Score II
SD - Standardabweichung
SIRS - Systemic Inflammatory Response Syndrome
deutsch: systemisches inflammatorisches Response-Syndrom
TK — Trachealkultur

TNF-a — Tumornekrosefaktor-alpha

UK — Urinkultur
UMG — Universitatsmedizin Gottingen



1 Einleitung

Im September 1945 gelang dem Niederlander Willem Kolff mit dem Bau einer
kunstlichen Niere die erste lebenserhaltende Behandlung einer Frau mit akutem
Nierenversagen (ANV) (Sieberth 2002). Das ANV bedeutet allerdings bis heute einen
lebensbedrohlichen Zustand fir den jeweiligen Patienten. Ungeachtet des
medizinischen Fortschritts stellt es aufgrund seiner hohen Letalitat eine geflirchtete
Komplikation in der Behandlung intensivstationarer Patienten dar. 40 bis 45 Prozent
der betroffen Patienten sterben im Verlauf der Erkrankung (Oppert et al. 2007).
Weltweit verursacht das ANV Uber 4 Millionen Todesfélle im Jahr (Honore et al.
2011). Es tritt mit steigender Inzidenz im Rahmen des Multiorganversagens als
Komplikation bei schwerer Sepsis und septischem Schock auf, was die Mortalitat auf
bis zu 70 Prozent steigen lasst (Oppert et al. 2007). Das Auftreten eines
Multiorganversagens geht zu Uber 40 Prozent mit einem ANV einher (Oppert et al.
2007). Die schwere Sepsis und der septische Schock stellen gemeinsam die
haufigste Todesursache intensivstationarer Patienten dar (Singh und Evans 2006).
Die Pathophysiologie des Sepsis-induzierten ANV ist komplex und noch nicht
vollstandig erforscht. Die wichtigsten Vorgange der endotoxinbedingten
systemischen Inflammation beinhalten Veradnderungen in der Hadmodynamik des
gesamten Kreislaufs sowie die Aktivierung vielfaltiger Abwehrreaktionen des
Korpers.

Die Niere wird als ein hamodynamisch empfindliches Organ hierbei vor allem durch
eine generelle Minderperfusion in ihrer Funktion beeintrachtigt. Im Krankheitsverlauf
kann dies zum volligen Funktionsverlust filhren und den Einsatz eines
Nierenersatzverfahrens notwendig machen. Die Schadigungen der Niere betreffen im
Besonderen das Endothel und die Tubuluszellen. Durch die Aktivierung des
angeborenen Immunsystems kommt es zur Einschwemmung von Entziindungszellen
in das Nierenparenchym als pro- und anti-inflammatorische Antwort des Organismus
auf die Infektion (Zarjou und Agarwal 2011).

Lymphozyten konnten bereits als wichtige Modulatoren in der Entwicklung eines ANV
bei kritisch kranken Patienten identifiziert werden (Hyojung et al. 2010, Burne et al.

2001, Bajwa et al. 2009). Im Zusammenhang mit dem zellularen ATP-Gehalt von



CD4" T-Lymphozyten als Ausdruck der immunologischen Kompetenz der Zelle
konnte in einer Studie mit stationdr behandelten Sepsis-Patienten eine signifikante
Korrelation mit dem Uberleben der Patienten gezeigt werden (Lawrence et al. 2010).

Eine weitere Studie lasst darauf schlie3en, dass ein entsprechend hoher zelluléarer
Energiegehalt von CD4"/CD25" T-Lymphozyten die Restitution der Niere nach einer
Schadigung durch ein ANV begunstigen kann (Hyojung et al. 2010).

Ziel der vorliegenden Untersuchung ist es, den zellularen ATP-Gehalt von CD4" T-
Lymphozyten stationar behandelter Patienten im septischen Schock zu drei
Zeitpunkten zu evaluieren und die Werte von Patienten mit und ohne Sepsis-
induziertem ANV zu vergleichen.

Drei zentrale Fragestellungen liegen der vorliegenden Untersuchung zugrunde:

1. Unterscheidet sich der zellulare ATP-Gehalt von CD4" T-Lymphozyten von
Patienten mit Sepsis-induziertem ANV von Patienten im septischen Schock,
die im Verlauf kein ANV entwickelt haben?

2. Korreliert der zellulare ATP-Gehalt von CD4" T-Lymphozyten von Patienten
mit Sepsis-induziertem ANV mit einem durchschnittlich niedrigeren Wert
abhangig vom Schweregrad des Nierenversagens?

3. Ist es mdglich, durch die Verlaufsbestimmung des ATP-Gehalts von CD4" T-
Lymphozyten eine prognostische Aussage bei Patienten mit Sepsis-

induziertem ANV zu treffen?

1.1 Krankheitsentitat: akutes Nierenversagen (ANV)

1.1.1 Definition

Das ANV ist definitionsgemald eine plotzlich (innerhalb von Stunden bis Tagen)
einsetzende Minderung der Nierenfunktion, die Uber Tage anhalt und generell
reversibel ist.

Das Leitsymptom stellt eine oligurische (<500 mil/d) bis anurische (<100 ml/d)
Harnsekretion und/oder ein Anstieg des Serumkreatinins um mehr als 50 Prozent
des Ausgangswertes dar. Ein Drittel der Falle geht mit einer normo- oder
polyurischen Harnsekretion einher.

Die aktuellen klinischen Kriterien zur Definition eines ANV der Acute Kidney Injury
Workgroup umfassen nach Kielstein 2006:
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einen abrupten (innerhalb von 48 Stunden entwickelten) Funktionsverlust der Niere
mit
« einem Anstieg des Serumkreatininwertes von >0,3 mg/dl oder einem Anstieg

um 50 Prozent des Ausgangswertes

o
D
=

« eine Reduktion des Urinvolumens (Oligurie von <0,5 ml/kg/h fur > 6 h).

Durch den Funktionsverlust der Niere folgen ihren unterschiedlichen Funktionen
entsprechende Beeintrachtigungen des gesamten Organismus: Es kommt zu einer
Retention harnpflichtiger Substanzen wie zum Beispiel Kreatinin und Harnstoff sowie

zu Storungen im Flassigkeits-, Elektrolyt- und Sdure-Basen-Haushalt.

Innerhalb der Entitat des ANV werden drei Formen unterschieden:

1. das prarenale ANV,
2. das intrarenale (intrinsische) ANV und

3. das postrenale ANV.

Im Falle des prarenalen ANV verursacht eine verminderte Perfusion der Niere den
Funktionsverlust des Organs. Das intrinsische ANV umfasst primare Schadigungen
renaler Strukturen. Beim postrenalen Nierenversagen liegt ein Abflusshindernis in

den ableitenden Harnwegen dem Pathomechanismus ursachlich zugrunde.

Mit den RIFLE-Kriterien wurden im Jahr 2004 im Zuge einer internationalen
Konsensuskonferenz anhand des Serumkreatininwertes und der Diurese eine
einheitliche Definition sowie eine Stadieneinteilung des ANV geschaffen.

Die RIFLE-Kriterien beinhalten die 5 Stadien: Risk, Injury, Failure, Loss und End
Stage Kidney Disease (ESRD). Im Jahr 2007 wurden diese Kriterien durch die
Einfuhrung der AKIN-Klassifikation weiterentwickelt. Die Einteilung des ANV erfolgt
dabei ebenso anhand des Serumkreatininwertes und der Diurese. Allerdings
umfassen die AKIN-Stadien nur die ersten drei Stadien der RIFLE-Kriterien. Im
Unterschied zu den RIFLE-Kriterien wird schon eine absolute Erhdéhung des
Serumkreatininwertes von = 0,3 mg/dl im Stadium eins bertcksichtigt. Damit kann

eine Nierenschadigung schon frihzeitig erkannt werden, auch wenn der



Serumkreatininwert nur

gering ansteigt.

Auch ein

geringer

Anstieg des

Serumkreatininwertes ist von Bedeutung, da er mit einem erhdhten Mortalitatsrisiko

verbunden ist (Mehta et al. 2007).

RIFLE

Kreatinin/GFR

Urinausscheidung (UA)

AKIN

Kreatinin/GFR

Urinausscheidung (UA)

Kreax 1,5
oder 3’2; 0.5mirkg/h Krea x 1,5 oder :2: 0,5ml/kg/h
Risk GFR-Abfall > 25% stadium 1\ = 0-3mardi
(- R I (N . .
1l oder f?;o'sm”kgm Krea x 2 UA < 0,5mi/ka/h
nury Stadium 2 X 12h
oder UA < 0,5ml/kg T Ty B ey
GFR-Abfall > 75% x24h ;93 X UA < 0,3mifkg/h
Eailure \oderKrea = 4 mg/dl | 9der Stadium 3\ °9d¢r x 24h oder
- mit Anurie x 12h Krea = 4mg/d| i
- (mit akutem Anurie
akutem Anstieg Anstieg von x 12h
__von = 0,5 mg/dl = 0,5mg/dl)

persistierendes ANV = 4 Wochen
Loss

dauerhaftes

ESRD Nierenversagen

Abbildung 1: RIFLE- und AKIN-KIassifikation
(modifiziert nach “‘Risk-Injury-Failure Loss-Endstage renal disease (RIFLE) and Acute
Kidney Injury Network (AKIN) classifications for acute kidney injury.” Cruz et al. 2009)

Dargestellt sind die Klassifikationssysteme “RIFLE” (Risk, Injury, Failure, Loss, ESRD) und “AKIN”"
(Stadium 1, Stadium 2, Stadium 3) zur Definition des ANV.

1.1.2 Epidemiologie

Die RIFLE-Kriterien liefern eine klare Definition des Symptomkomplexes des ANV.
Vor ihrer Einfihrung im Jahr 2004 wurden unterschiedlichste Kriterien zur Definition
des ANV herangezogen. Dies spiegelt sich deutlich in den epidemiologischen Daten
zum ANV wider und erklart die breite Streuung der Angaben zur Pravalenz und
Inzidenz des ANV.

Auf der ICU liegt die Pravalenz des ANV insgesamt in einem Bereich von ein bis 70
Prozent (Case et al. 2013). Patienten im septischen Schock entwickeln zu ca. 50
Prozent ein ANV (Schrier und Wang 2004). Die Inzidenz des ANV auf der ICU liegt
nach den neusten Daten im Bereich von 20 bis 50 Prozent und ist mit einer Mortalitat
von Uber 50 Prozent verbunden (Case et al. 2013, Uchino et al. 2005).

Hierbei ist besonders die Situation von Patienten mit einem multiplen Organversagen

herauszustellen: Bei multimorbiden, speziell septischen Patienten mit SIRS ist eine
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Zunahme des ANV im Rahmen eines Multiorgandysfunktionssyndroms festzustellen.
Im Hinblick auf die Inzidenz des ANV bilden septische Patienten die anteilig grofite
Gruppe (Case et al. 2013).

1.1.3 Atiologie

In 88 Prozent der Félle verursacht hauptsachlich eine akute Tubulusnekrose ein
intrinsisches ANV (Case et al. 2013). Allerdings sind die Ursachen des
intensivpflichtigen ANV h&ufig multifaktorieller Atiologie, sodass die Grenzen der
Einteilung des ANV in préarenales ANV und intrinsisches ANV flie3end sind (Case et
al. 2013).

Im Gegensatz zum intrinsischen ANV ist im Falle eines prarenalen ANV die Funktion
der Niere nach der Beseitigung der auslosenden Ursache vollstandig reversibel.
Ausloser eines prarenalen ANV koénnen ein Blutdruckabfall, eine Hypovolamie oder
Elektrolytentgleisung, eine systemische Vasodilatation oder ein Missverhéltnis
zwischen systemischem und renalem Vasotonus sein.

Dieser Definition folgend ist das Sepsis-induzierte ANV, das vor allem im septischen
Schock eine endotoxinbedingte systemische Vasodilatation beinhaltet, in die
Kategorie des prarenalen ANV einzuordnen. Allerdings wird es in der Literatur auch
als Ursache des intrinsischen ANV aufgefihrt (Benad 2011). Dies st
folgendermal3en zu erklaren: Die Minderperfusion des renalen Gewebes bedingt
durch einen systemischen Blutdruckabfall oder eine Hypovolamie als Ursache eines
prarenalen ANV kann zu einer zellularen Dysfunktion der renalen Tubuluszellen
fuhren und in ein intrinsisches ANV Ubergehen. Obwohl die initiale Hypoperfusion
korrigiert wurde, konnen die Tubuluszellen persistierende ischamische Schaden
erleiden. Eine prarenale Azotdmie kann flieRend in den Zustand einer akuten
Tubulusnekrose tUbergehen (Case et al. 2013, Chvojka et al. 2010).

Die Ursachen des intrinsischen ANV lassen sich 5 Gruppen zuordnen (Jérres D und
Jorres A 2011):
e Makrovaskulare Erkrankungen mit Stérungen der arteriellen
Nierendurchblutung
e Mikrovaskulare und glomerulare Erkrankungen (Glomerulonephritiden,
Vaskulitiden, Systemerkrankungen, thrombotische Mikroangiopathien, maligne

Hypertonie)



e Tubulointerstitielle Erkrankungen (akute interstitielle Nephritis, bakterielle
Infektionen)
e |Ischamische akute Tubulusnekrose
e Toxische akute Tubulusnekrose
Das postrenale ANV ist die seltenste Manifestationsform dieses Krankheitsbildes.
Eine Obstruktion im Harntrakt fihrt nur dann zu einem postrenalen ANV, wenn der

Harnabfluss beider Nieren beeintrachtigt ist.

1.1.4 Pathogenese des Sepsis-induzierten ANV

Die Pathophysiologie des Sepsis-induzierten ANV ist bisher nur unvollstdndig
erforscht. Der Grof3teil unserer Kenntnisse hierzu beruht auf tierexperimentellen
Studien, die nur eingeschréankt auf den Menschen Ubertragbar sind (Chvojka et al.
2010).

Das Versagen der peripheren Kreislaufregulation kann sich bei Patienten mit Sepsis
bzw. septischem Schock im Rahmen eines lebensbedrohlichen Multiorgandysfunkti-
onssyndroms (MODS) auf alle lebenswichtigen Organe auswirken und sich an der
Niere als ANV manifestieren.

Die pathologischen Prozesse betreffen Veranderungen im renalen Blutfluss, in der
Funktion und Struktur der Tubuluszellen, in der glomeruldren und peritubuldaren
Mikrozirkulation (Leukozyteninflitration, Thrombosierung) sowie die Apoptose von
Endothelzellen (Chvojka et al. 2010, Benad 2011).

Die hamodynamischen Veranderungen bei Patienten mit Sepsis und septischem
Schock beinhalten eine systemische Hypovolamie durch ein erweitertes vendses
Kapazitatssystem, eine erhdhte vaskulare Permeabilitat mit einem Flissigkeitsgefalle
in das umliegende Gewebe sowie eine systemische Hypotonie (Chvojka et al. 2010).
Neben einer generalisierten Entziindungsreaktion des Organismus wird vor allem die
verminderte Perfusion der Niere mit einer daraus resultierenden Ischamie als den
renalen Funktionsverlust wesentlich bestimmend betrachtet.

In einer 2005 veroffentlichten Metaanalyse wird allerdings aufgezeigt, dass nur in 62
Prozent, der beurteilten experimentellen Studien, der renale Blutfluss im Falle einer
Sepsis und dem Vorliegen eines Sepsis-induziertem ANV vermindert war. In 38
Prozent der Falle zeigte sich der renale Blutfluss unverandert bis erhdht. In den
untersuchten klinischen Studien wurde bei intensivstationaren Patienten mit Sepsis

insgesamt ein erhohter renaler Blutfluss gemessen (Langenberg et al. 2005). Ein



generell niedrigerer renaler Blutfluss als zentrales Element in der Pathogenese des
Sepsis-induzierten ANV war nicht zu erkennen. Stattdessen wurde betont, dass der
renale Blutfluss auch beim Sepsis-induzierten ANV direkt vom Herzzeitvolumen
abhangig ist und somit beispielsweise ein vermindertes Herzzeitvolumen zu einem
verminderten renalen Blutfluss fuhrt. In Abh&ngigkeit vom Herzzeitvolumen kann sich
der renale Blutfluss bei diesem Krankheitsgeschehen aber auch gleichbleibend oder
erhoht darstellen (Langenberg et al. 2005).

Eine tierexperimentelle Studie gibt Hinweise darauf, dass sowohl eine Veranderung
im renalen Blutfluss als auch das Entziindungsgeschehen als individuell dominieren-
der Prozess ein Sepsis-induziertes ANV auslésen kann (Lipcsey und Bellomo 2011).
Neben den hamodynamischen Veranderungen spielen Entziindungsmediatoren wie
zum Beispiel der TNF-q, reaktive Stickstoffspezies mit ihrer apoptoseinduzierenden
Funktion und das angeborene Immunsystem in der Pathogenese des Sepsis-
induzierten ANV eine ebenfalls noch unzureichend erforschte Rolle (Lipcsey und Bel-
lomo 2011). Die histopathologischen Veranderungen im Rahmen eines ANV sind
generell eher gering. Beim Sepsis-induzierten ANV wurden zunachst vor allem is-
chamisch bedingte nekrotische Vorgange fur den renalen Zelluntergang verantwort-
lich gemacht. Neuere Studien konnten allerdings in erster Linie apoptotische Vor-
gange in der Pathogenese des Sepsis-induzierten ANV ausmachen (Jacobs et al.
2011). Beim ANV nicht septischer Genese allerdings waren nahezu keine apoptoti-
schen Vorgénge beteiligt (Jacobs et al. 2011).

Als ein weiterer Bestandteil im pathologischen Prozess konnte in experimentellen
Studien eine  Sauerstoffutilisationsstérung im Zusammenhang mit einer
mitochondrialen Dysfunktion ausgemacht werden (Singh und Evans 2006). Dies
kann zur Entwicklung einer akuten Tubulusnekrose beitragen: Hierbei verlieren die
tubularen Zellen ihre Polaritat und gehen durch Apoptose zugrunde. Es kommt zur
Loslosung von der Basalmembran, wodurch die freien Zellen das Tubuluslumen
verstopfen konnen. Die Zerstorung dieser Zellschicht fihrt zum Verlust der
Barrierefunktion, und es kommt zu einem RuUckfluss von Filtrat aus dem
Tubuluslumen ins Interstitium (Benad 2011). Eine Vasokonstriktion der renalen
Kapillaren durch eine lokale Imbalance vasoaktiver Substanzen (Devarajan 2006)
und die Entwicklung einer disseminierten intravasalen Gerinnung (DIC) im Rahmen
eines MODS kodnnen zur Minderversorgung der Tubuluszellen beitragen und zu

hypoxischen Zustanden fuhren (Benad 2011).



Die Erreger der Sepsis verursachen auf3erdem das Eindringen mikrobieller Toxine in
den Organismus. Es folgt eine weitreichende Aktivierung des angeborenen
Immunsystems. Dies fiihrt zur Sekretion verschiedener Zytokine, vor allem IL-1, TNF-
a und IL-6 in einer proinflammatorischen Phase. Diesem Zytokinsturm folgt eine
entzindungshemmende Phase mit einer gesteigerten Sekretion von IL-10 (Zarjou
und Agarwal 2011, Abbildung 2).

Microbial insult
(endotoxin-LPS/exotoxin-peptidoglycan)

/—— Prt:-lm‘larnrm—,lt-:)rg.ur state | \

Complement and Protease activation: Free Cytokine secretion: Cellular involvement:
coagulation Heparan sulfate, radical IL-1, IL-B, MNeutrophils, macrophages,
pathway activiation | hyaluronic acid, elastase | | formation PAF, TNF-u DG, platelets, endothelial cells

[Antl inflammatory stalej

Pl T

‘Increased | [ Poor Deranged |mmune Impaired |Lymphocyte
IL-10 /_phagocg,ﬂosmw function chemotaxls apoptosis |

Y

[ Mitochondrial dysfunction Apoptosis and necrosis Endothelial dysfunction )
Metabolic acidosis Capillary leakage Thrombosis
Oliguria Impaired vascular tone

v

ACUTE KIDNEY INJURY
MULTIPLE ORGAN FAILURE AND DEATH

Abbildung 2: Pathophysiologische Schliisselreaktionen

Dargestellt ist die Abbildung “Key pathogenic pathways involved in the clinical course of sepsis that
also have implications in the pathophysiology of sepsis-induced acute kidney injury.” aus “Sepsis and
Acute Kidney Injury” (Zarjou und Agarwal 2011, S. 1000).

1.1.5 Klinik und Verlauf

Die klinischen Befunde des ANV zeigen vordergrindig einen Anstieg der
Plasmaharnstoffkonzentration und einen Rickgang der Urinausscheidung (Oligurie <
400 ml/24 h). Der Anstieg der Plasmaharnstoffkonzentration kann isoliert vorkommen

oder mit einem gleichzeitigen Anstieg der Plasmakreatininkonzentration einhergehen
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(Keller und Geberth 2007). Das eigentliche Leitsymptom der Oligurie oder Anurie
kann ausbleiben.

Das ANV wird von Symptomen der fihrenden Grunderkrankung des Patienten
begleitet. Die klinische Symptomatik eines ANV stellt sich unspezifisch dar: Als
Beschwerden lassen sich vor allem Mudigkeit und Konzentrationsschwache, Zeichen
der gastrointestinalen Reizung (Ubelkeit, Diarrhbe, Emesis) und neurologische
Symptome, die von peripheren Muskelfibrillationen und -krampfen bis hin zu
zentralen zerebralen Krampfanféllen und einer EintrUbung des Patienten bei
schwerer Azidose reichen kdonnen, ausmachen (Keller und Geberth 2007).

Aus der Oligurie bzw. Anurie resultiert das klinische Bild einer Uberwasserung des
Patienten, was sich in vielerlei Hinsicht manifestieren kann. Abhangig von der
kardialen Pumpfunktion kommt es zu einem Blutdruckanstieg, der sich in
Kopfschmerzen, Angina pectoris und/oder einer pulmonalen Stauung mit
Lungenddem &auRern kann. Haufig kommen periphere Odeme mit einem Anstieg des
Kdrpergewichts durch die Wassereinlagerung vor (Keller und Geberth 2007).

Im Verlauf des ANV werden 4 Phasen unterschieden:

Die Initial- oder Schadigungsphase stellt sich in der Regel asymptomatisch dar,
gegebenenfalls sind Symptome der Grunderkrankung vorhanden. In dieser Stunden
bis Tage andauernden Phase haben prophylaktische und therapeutische Interventio-
nen die beste Prognose (Kielstein 2006). Es folgt die Phase des manifesten Nie-
renversagens. Die Konzentration harnpflichtiger Substanzen im Blut steigt bei per-
sistierender verminderter glomerularer Filtrationsrate kontinuierlich an. Diese Phase
kann ein bis 10 Wochen anhalten. Vital bedrohliche Organkomplikationen kdnnen
sich entwickeln, die vor allem Stérungen des Wasser- (Hyperhydratation, Hirnédem,
Jluid lung®), Elektrolyt- (Hyperkaliamie) und Saure-Base-Haushalts (metabolische
Azidose) betreffen. Das ANV kann sowohl oligurisch als auch nicht oligurisch verlau-
fen, sodass man beim Ausbleiben einer Phase der Oligurie auch von einem ,nicht
oligurisch* oder ,primér polyurisch* verlaufenden ANV spricht. Das Stadium der Po-
lyurie stellt die dritte Phase des ANV dar und dauert Tage bis Wochen an. Es kommt
zur Ausscheidung immenser Harnvolumina, die haufig 4 bis 5 Liter taglich umfassen.
Mit dem Abfall der Konzentration harnpflichtiger Substanzen im Blut geht auch die

Uramiesymptomatik des Patienten zurlick. Die Hauptgefahr in dieser Phase besteht



in einer Dehydratation des Patienten mit Verlust von Natrium und Kalium. Diese
Komplikation kann mit einer Tachykardie, Fieber, Hypotonie, Apathie und Krampfen
einhergehen und erklart eine Mortalitat von 25 Prozent in dieser Phase.

In der Rekonvalenzphase, die bis zu einem Jahr andauern kann, kommt es mit
zunehmender Normalisierung der Nierenfunktion auch zur Normalisierung der
Retentionswerte. Partialfunktionen der Niere kdonnen allerdings lange beeintrachtigt
bleiben (Kielstein 2006).

Da die Kklinische Symptomatik des ANV entscheidend von der Klinik der
Grunderkrankung bzw. der das ANV auslosenden Erkrankung geprégt ist, sind beim
Sepsis-induzierten ANV auch klinische Befunde der Sepsis zu finden.

Die diagnostischen Kriterien der Sepsis, der schweren Sepsis und des septischen
Schocks sind klar definiert. Sie sind in der 2010 verdffentlichten Leitlinie der
Deutschen Sepsis-Gesellschaft e. V. (DSG) (gultig bis 01.02.2015) zu finden, die den
heute weltweit verwendeten Kriterien des American College of Chest Physicians
(ACCP) und der Society of Critical Care Medicine (SCCM) entspricht. Diese Kriterien
umfassen auch relevante klinische Symptome und Befunde, die beim Sepsis-
induzierten ANV im Rahmen eines Multiorgandysfunktionssyndroms zu finden sind.
Tabelle 1 zeigt relevante Diagnosekriterien zur Definition einer Sepsis, schweren

Sepsis und des septischen Schocks.
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Kriterium 1 Diagnose einer Infektion
e mikrobiologischer Nachweis
oder
e klinische Kriterien
Kriterium 2 SIRS (mind. 2 Kriterien mussen erfiillt sein):
e Fieber (= 38°C) oder Hypothermie (< 36°C)
e Tachykardie: Herzfrequenz = 90/ min
e Tachypnoe (Frequenz = 20/ min) oder Hyperventilation
(PaCoO; < 32mmHg bzw. < 4,3 kPa)
e |leukozytose (= 12000/mm3) oder Leukopenie
(< 4000/mm®) oder 2 unreife Neutrophile im Differenzialblutbild
Kriterium 3 Akute Organdysfunktion
(mind. 1 Kriterium muss erflillt sein):
* akute Enzephalopathie: eingeschrankte Vigilanz, Desorientiertheit,
Unruhe, Delirium
°  Relative oder absolute Thrombozytopenie: Abfall der Thrombozyten
um mehr als 30 Prozent innerhalb von 24h oder Thrombozytenzahl
< 100.000/mm?*
* arterielle Hypoxamie: p,0, < 10 kPa (< 75 mmHg) unter Raumluft
oder ein p,0,/F,0,- Verhaltnis von
< 33 kPa (= 250 mmHg) unter Sauerstoffapplikation
*  renale Dysfunktion: Diurese < 0,5 ml/kg/h fiir mindestens 2 h trotz
ausreichender Volumensubstitution und/oder Anstieg des Serum-
kreatinins > 2-fach
oberhalb des lokal Ublichen Referenzbereichs
Sepsis Kriterium 1 und 2

Schwere Sepsis

Kriterium 1, 2 und 3

Septischer Schock

Kriterium 1 und 2, sowie systolischer arterieller Blutdruck trotz adaquater
Volumengabe fur mind. 1 Stunde < 90 mmHg bzw. mittlerer arterieller
Blutdruck < 65 mmHg oder Vasopressoreneinsatz, um den systolischen
arteriellen Blutdruck = 90 mmHg oder den arteriellen Mitteldruck = 65

mmHg zu halten

Tabelle 1: Diagnosekriterien

Dargestellt sind die Diagnosekriterien zur Definition einer Sepsis, schweren Sepsis und des

septischen Schocks entsprechend der 1. Revision der S-2k Leitlinien der Deutschen Sepsis-

Gesellschaft e.V. (DSG) und der Deutschen Interdisziplindren Vereinigung fur Intensiv- und
Notfallmedizin (DIVI) 2010.
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1.1.6 Therapie

Die Therapie des ANV besteht aus der Behandlung der zum ANV fihrenden
Grunderkrankung und einer symptomatischen Therapie.

Im Falle des Sepsis-induzierten ANV ist die Aufrechterhaltung eines entsprechenden
arteriellen Mitteldrucks gegebenenfalls unter Einsatz von Vasopressoren von
entscheidender Bedeutung und eine Voraussetzung fur die Wiederherstellung einer
adaquaten glomerularen Filtrationsrate. In der kausalen Therapie der Sepsis bzw.
des septischen Schocks sollte die frihzeitige und vollstandige Sanierung der
Infektionsquelle angestrebt werden (Reinhart et al. 2010, Evidenzgrad 1c). Der
frihzeitige Beginn (innerhalb einer Stunde nach der Diagnosestellung) einer
antimikrobiellen Therapie nach der Abnahme von Blutkulturen ist ebenfalls ratsam
(Reinhart et al. 2010, Evidenzgrad 1c, Hagel und Brunkhorst 2011).

Zu den zentralen symptomatischen Therapieansatzen in der Behandlung des Sepsis-
induzierten ANV zahlen folgende evidenzbasierte Mal3hahmen (Reinhart et al. 2010,
Benad 2011, Keller und Geberth 2007):

e MalRnahmen zur hamodynamischen Stabilisierung: Korrektur eines
Volumenmangels mit Flissigkeitssubstitution (Reinhart et al. 2010,
Evidenzgrad 1c): Unter Beachtung der kardialen Pumpfunktion des Patienten
wird empfohlen, einen Flussigkeitsmangel mit kristalloider Infusionslosung
auszugleichen (Reinhart et al. 2010, Evidenzgrad 1b). Um den Zielwert einer
zentralventdsen Sauerstoffsattigung von tUber 70 Prozent zu erreichen, wird
daruber hinaus die Gabe von Dobutamin und bei einem Hamatokrit von unter
30 Prozent die Gabe von Erythrozytenkonzentrat empfohlen (Reinhart et al.
2010, Evidensgrad 1b).

e Einsatz von Diuretika: Die diuresesteigernde Wirkung von Diuretika betrifft nur
Flissigkeit, die zuvor glomerular filtriert wurde. Da Diuretika die glomerulare
Filtration nicht beeinflussen konnen, ist ihr Einsatz bei ausbleibendem
Diureseanstieg nicht indiziert. Eine 2002 vero6ffentlichte Kohortenstudie zeigt
ein erhohtes Mortalitatsrisiko unter Einsatz von Diuretika beim kritisch kranken
Patienten mit ANV (Mehta et al. 2002).

Den Leitlinien der DSG folgend kann die Gabe von Diuretika nur erwogen

werden, ,um die Reaktion der Niere nach adaquater Volumentherapie zu
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testen, oder um bei erhaltener Diurese das Volumenmanagement zu
erleichtern* (Reinhart et al. 2010, S. 27: Evidenzgrad 5).

Weitere Bestandteile der konservativen Therapie des ANV sind die Bilanzierung des
Flissigkeitsdefizits, die Sicherstellung einer adaquaten Kalorienzufuhr, die
Behandlung einer eventuellen Hypotonie, die Dosisreduktion nephrotoxischer
Substanzen (z.B. Kontrastmittel) und gegebenenfalls die Korrektur einer Anamie des
Patienten. Zugehorig sind ebenso engmaschige Kontrollen des Blutbildes, des
Elektrolyt- und  S&aure-Basen-Haushalts, der Retentionswerte und der
Infektparameter.

Im Rahmen der Therapie des postrenalen ANV steht die Beseitigung der Obstruktion

in den ableitenden Harnwegen im Vordergrund.

Die Beeintrachtigung der Nierenfunktion oder ihr kompletter Funktionsverlust kann
den Einsatz eines Nierenersatzverfahrens notwendig machen. Es existieren jedoch
keine konkreten Grenzwerte der Nierenretentionsparameter, die den Einsatz einer
Nierenersatztherapie indizieren.

Folgende Befunde stellen eine Indikation zur Akutdialyse bei einem bestehenden
ANV dar (Koziolek et al. 2012, Kielstein 2006):

e therapierefraktare Hyperkaliamie
e Uramiesymptomatik

e Enzephalopathie

o therapierefraktare Hypervolamie
e metabolische Azidose

e therapierefraktarer Hypertonus

¢ dialysable Intoxikation

Grundsatzlich existieren kontinuierliche und intermittierende Nierenersatzverfahren,
die beim Einsatz im Rahmen eines Sepsis-induzierten ANV als gleichwertig
anzusehen sind (Reinhart et al. 2010, Evidenzgrad 2a). Bei Patienten im septischen
Schock, die ein oligurisches ANV entwickeln, wird die frihzeitige Einleitung eines

Nierenersatzverfahrens empfohlen (Reinhart et al. 2010, Evidenzgrad 5).
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Etwa zwei Drittel der kritisch kranken Patienten mit ANV benotigen im Verlauf eine
Nierenersatztherapie (Uchino et al. 2005, Neveu et al. 1996).

1.1.7 Prognose

Trotz des medizinischen Fortschritts in der Intensivmedizin hat sich die Mortalitat des
ANV nicht vermindert (Kielstein 2006, Keller und Geberth 2007). Die
Krankenhaussterblichkeit des ANV liegt bei ca. 60 Prozent (Uchino et al. 2005).
Generell bildet das Vorhandensein eines ANV einen unabh&ngigen negativen
prognostischen Faktor in Bezug auf die Mortalitat (Levy et al. 1996).

Pradiktive Faktoren, die die Letalitat des ANV negativ beeinflussen, sind ein héheres
Lebensalter, ein vorher bereits verédnderter Gesundheitszustand, ein
vorangegangener Krankenhausaufenthalt, ein spates Auftreten des ANV im
Krankheitsverlauf, eine Sepsis oder Oligurie und die Schwere der Erkrankung (Brivet
et al. 1996). Daruber hinaus stellt sich die Prognose des anurischen ANV wesentlich
schlechter dar als die des oligurischen ANV (Keller und Geberth 2007).

65 bis 86 Prozent der kritisch kranken Patienten und damit die Mehrheit derer, die
ein ANV entwickeln und Uberleben, bendétigen bei der Entlassung aus dem
Krankenhaus keine dauerhafte Nierenersatztherapie (Uchino et al. 2005). Nur etwa

14 Prozent der Patienten sind dauerhaft dialysepflichtig (Uchino et al. 2005).

1.1.8 Diagnostische Marker

Im Kklinischen Alltag werden in erster Linie der Serumkreatininwert und die
glomerulare Filtrationsrate sowie die Diurese des Patienten zur Diagnosestellung
eines ANV herangezogen.

Ein friher diagnostischer Marker vergleichbar mit dem Troponin | als kardioselektiver
Marker in der Diagnostik des akuten Myokardinfarkts fehlt beim ANV bisher. Fir das
klinische Ergebnis des Patienten ist aber vor allem eine friihe Diagnose entschei-
dend. Bei einem Anstieg des Serumkreatininwertes ist die gomerulare Filtrationsrate
der Niere schon zu uber 50 Prozent gesunken (sogenannter ,Kreatininblinder Be-
reich”), sodass er als diagnostischer Parameter eines ANV unzureichend ist.

Eine Anzahl vielversprechender Biomarker zum Nachweis tubularer Nierenschadi-
gungen (NGAL, Cystatin C, KIM-1, L-FABP) existiert bereits. Fortschritte konnten im
Bereich der endogenen Marker Cystatin-C und Neutrophil-Gelatinase-Associated Li-
pocalin (NGAL) erzielt werden, die sich im Klinikalltag allerdings noch nicht etabliert

haben. Cystatin C wird durch glomerulare Filtration aus dem Korper eliminiert und in
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den renalen Tubuli vollstandig rickresorbiert. Bei einer gestorten Tubulifunktion im
Rahmen eines ANV wird es vermindert reabsorbiert, sodass die Cystain C-
Konzentration im Urin eine Aussage Uber die tubuldre Dysfunktion zulasst. NGAL
aus der Familie der Lipocaline ist ein Protein, das in zahlreichen Epithelien des
menschlichen Korpers im Falle eines Epithelschadens exprimiert wird, so auch in der
Niere. Bei einer Nierenschadigung hat sich das NGAL-Gen als eines der am
schnellsten aktivierten Gene gezeigt (Mori und Nakao 2007). Eine prospektive Studie
mit Kindern, die einen kardiopulmonalen Bypass bekamen und im Verlauf ein ANV
entwickelten, konnte zeigen, dass der NGAL-Wert im Blut sowie im Urin der Patien-
ten schon zwei Stunden nach dem Eingriff signifikant erhéht war (Mishra et al. 2005).
Im Gegensatz dazu konnte das ANV anhand des Serumkreatininwertes erst nach ein

bis drei Tagen diagnostiziert werden (Mishra et al. 2005).

1.2 Immunologie des ANV — Stand der Forschung

Die immunologischen Vorgange im Rahmen eines Sepsis-induzierten ANV sind
bisher nur unvollstdndig verstanden. Studien weisen darauf hin, dass diesen
Vorgangen in der Pathogenese der Sepsis bzw. des septischen Schocks sowie bei
der Entwicklung der Organkomplikation eines ANV im Verlauf der Erkrankung eine
entscheidende Rolle zukommt. Hinweisend darauf ist vor allem, dass sich die
immunologischen Parameter von Patienten unterscheiden, abhéngig davon, ob sie
im Verlauf ihrer Erkrankung eine schwere Sepsis entwickeln oder nicht (Hotchkiss et
al. 2002).

In der neueren Literatur wir die Dynamik und Variabiliat der Immunantwort des
septischen Patienten betont, die von der Virulenz des Erregers, Komorbiditaten,
genetischen Polymorphismen und dem Ausmal3 des inflammatorischen Geschehens
beeinflusst ist (Singh und Evans 2006). Im Tierexperiment konnten besonders in der
Frihphase des Sepsis-induzierten ANV signifikant erhdhte Plasmaspiegel des TNF-a
und IL-6 nachgewiesen werden (Benes et al. 2011). Tierexperimentelle Ergebnisse,
die eine unkontrollierte inflammatorische Immunantwort zeigen, werden aber auch
kritisch bewertet, da relativ hohe Dosen des Erregers bzw. Endotoxins eingesetzt
wurden und Hinweise aus tierexperimentellen Studien fir das umfassende
Verstandnis der immunologischen Vorgange beim Menschen nicht ausreichen (Singh
und Evans 2006).
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Eine Caspase-3 vermittelte Apoptose von Lymphozyten verursacht eine beeintrach-
tigte Immunfunktion entscheidend mit (Hotchkiss et al. 1999). Breite Evidenz existiert
fur die Beteiligung von Lymphozyten am Geschehen eines ANV. Zunachst wird eine
allgemeine Nephroprotektion durch die vollstindige Abwesenheit von T-
Lymphozyten im Rahmen eines isch&mischen Nierenschadens im Tierexperiment an
Mausen festgestellt (Friedewald und Rabb 2004, Rabb et al. 2000, Yokota et al.
2002).

AulRerdem ist die Beteiligung von T-Lymphozyten am Geschehen eines durch
Nephrotoxizitdt induzierten ANV mithilfe der Injektion von Cisplatin Gegenstand
unterschiedlicher tierexperimenteller Studien. Liu et al. verzeichneten im Rahmen
einer tierexperimentelle Studie bei T-Zell-defizitaren-knock-out-Mausen im
Gegensatz zur Wildtyp-Kontrollgruppe, 72 Stunden nach einer Nierenschéadigung
durch die Injektion von Cisplatin, héhere Uberlebensraten sowie einen geringeren
Anstieg des Serumkreatininwertes. Auch die Ubertragung von T-Lymphozyten auf T-
Zell-defizitare-knock-out-Méuse  fihrte  zu  einer  Verschlechterung  der
Nierenschadigung und einem Anstieg des Serumkreatininwertes (Liu et al. 2006).
Diese Ergebnisse sprechen ebenfalls flr eine Nephroprotektion durch ein generelles
T-Lymphozyten-Defizit. Weiter konnte in einer experimentellen Studie am
Mausmodell gezeigt werden, dass Mause mit einem CD4" T-Zell-Defizit, aber keinem
CD8" T-Zell-Defizit vor einem ischamischen Nierenschaden geschiitzt waren
(Friedewald und Rabb 2006). In einer anderen Studie hatten M&use mit einem Defizit
an CD4" T-Lymphozyten im Gegensatz zur CD8" -defizitaren Gruppe und einer
Wildtyp-Kontrollgruppe eine signifikant verbesserte Restitution der Nierenfunktion
nach einem ischamischen ANV (Burne et al. 2001).

Um die modulierende Rolle der CD4" T-Lymphozyten in der zellularen Interaktion im
Rahmen eines ANV weiter zu definieren, wurden CD4" T-Lymphozyten-knock-out-
Mausen CD4" T-Lmphozyten aus Mausen transferiert, die entweder ein Defizit an
CD28 (Gruppe 1) oder Interferon-y (Gruppe 2) hatten (Burne et al. 2001). Mit dem
Defizit an CD28 auf der Oberflache der CD4" T-Lymphozyten sollte iberprift werden,
welche Rolle der Expression von akzessorischen Molekilen im Geschehen des
durch T-Lymphozyten vermittelten Nierenschadens zukommt. Das Defizit an
Interferon-y diente der Unterscheidung der ausgeldosten Immunantwort in eine

maoglicherweise Thl- oder Th2-dominierte Antwort (Burne et al. 2001).
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Im Ergebnis konnte gezeigt werden, dass weder der Transfer von CD4" T-
Lymphozyten der Gruppe 1 noch der Gruppe 2 auf CD4" T-Lymphozyten-knock-out-
Méause den Phénotyp mit einem Nierenschaden wiederherstellen konnte (Burne et al.
2001). Dies lasst darauf schlieRen, dass die Thil-Polarisation der CD4" T-
Lymphozyten in der Vermittlung eines ischamischen Nierenschadens von
entscheidender Bedeutung ist und Interferon-y sowie das akzessorische Molekul
CD28 auf der Oberflache der CD4" T-Lymphozyten wichtige Modulatoren in diesem
Geschehen sind (Burne et al. 2001).

Die Ergebnisse tierexperimenteller Studien zur Rolle der T-Lymphozyten ergeben
allerdings kein einheitliches Bild. Zudem werden ihnen auch nephroprotektive
Eigenschaften zugeschrieben. Von bedeutendem Interesse ist daher die
Identifikation entscheidender Subtypen der T-Lymphozyten, um die Ergebnisse
eindeutig einordnen zu kénnen.

Im Rahmen einer 2010 verdéffentlichten Studie zum Cisplatin-induzierten ANV wurden
bei einem Subtyp der T-Lymphozyten, den CD4'/CD25" sogenannte regulatorische
T-Lymphozyten, nephroprotektive Eigenschaften festgestellt (Lee et al. 2010):
Knock-out-Mausen mit Mangel an reifen T-Lymphozyten wurde der CD4*/CD25" -
Subtyp Ubertragen und es konnten im Vergleich mit der Gruppe, der dieser Subtyp
nicht Ubertragen wurde, hohere Uberlebensraten sowie niedrigere Serumkreatinin-
und Harnstoffwerte nach der Injektion von Cisplatin festgestellt werden. Wurde
Wildtyp-Mausen der CD4/CD25" -Subtyp tbertragen, konnten ebenfalls niedrigere
Serumkreatinin- und Harnstoffwerte sowie ein langeres Uberleben nach der
Cisplatin-Injektion erzielt werden (Lee et al. 2010). Analog dazu verursachte die
Depletion von CD4*/CD25" T-Lymphozyten in Wildtyp-M&usen eine Exazerbation der
Nierenschadigung nach der Gabe von Cisplatin (Lee et al. 2010).

Bajwa et al. kommen zu dem Ergebnis, dass beim ischamischen ANV in einer frithen
Phase der Entziindungsreaktion zunéchst eine Akkumulation von neutrophilen
Granulozyten, Makrophagen, CD4" T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und natiirlichen
Killerzellen stattfindet und regulatorische T-Lymphozyten die Niere im Rahmen einer
anti-inflammatorischen Zellflut in einer spateren Phase infiltrieren, die die
Wiederherstellung der Nierenfunktion initiiert (Bajwa et al. 2009).

Es wird davon ausgegangen, dass das Zytokin IL-2C diese Expansion
regulatorischer T-Lymphozyten auslost. Aul3erdem kdnnen die regulatorischen T-

Lymphozyten eine akute Nierenschadigung verringern (Kim et al. 2013).
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass regulatorische T-Lymphozyten einen
ischAmischen Nierenschaden Uber das anti-inflammatorische Zytokin IL-10
modulieren und durch ihre allgemein suppressive Wirkung auf das angeborene
Immunsystem, eine akute Nierenschadigung vermindern (Kinsey et al. 2009).

In einer 2012 veroffentlichten Studie wurde Méausen der Stoff N-Dimethylsphingosin
(DMS) verabreicht und dadurch eine hdohere Infiltrationsrate der Niere mit
regulatorischen T-Lymphozyten im Rahmen eines ischdmischen ANV verzeichnet
(Lai et al. 2012). Hierbei konnte ebenfalls eine Nephroprotektion durch diesen Zelltyp
festgestellt werden, da bei Mausen, die mit DMS stimuliert wurden, die
Serumkreatinin- und Harnstoffwerte im Vergleich zu der Kontrollgruppe deutlich
niedriger ausfielen (Lai et al. 2012).

Regulatorische T-Lymphozyten spielen demnach eine entscheidende Rolle bei der
Modulation der immunologischen Prozesse im Rahmen eines ANV und ihre
Rekrutierung bietet einen moglichen Ansatz fir neue Therapiestrategien.

Auch wenn die Pathogenese des Sepsis-induzierten ANV der des
Ischamie/Reperfusion-induzierten ANV nicht vollig gleicht, sind die Ergebnisse der
angefuhrten Studien zu den immunologischen Vorgangen des ischamischen ANV
durchaus auf das Sepsis-induzierte ANV Ubertragbar. Neuste Daten lassen
Verbindungen in diesem Bereich zu (,Pathogenesis of septic acute kidney injury is
thought to be different from that of ischemia/reperfusion-induced acute kidney injury.
Our data showed a link between apoptosis, immune suppression, and the
development of acute kidney injury during sepsis [...].%, Lee et al. 2012, S. 2997).
Insgesamt stellen sich die tierexperimentellen Ergebnisse zur Rolle der T-
Lymphozyten im Geschehen des ANV allerdings bis heute nicht grundlegend
einheitlich dar und die Rolle der CD4" T-Lymphozyten sowie entscheidender

Subtypen ist noch nicht ausreichend geklart.

1.3 Zielsetzung

Die frUhe Diagnosestellung eines ANV ist fur das klinische Ergebnis des Patienten
von entscheidender Bedeutung. Das Ziel der vorliegenden Untersuchung ist es,
durch die Evaluierung des zellularen ATP-Gehalts von CD4" T-Lymphozyten mittels
eines Immunfunktionsassays (ImmuKnow®) zu Uberprifen, ob dieser Test einen

frihen diagnostischen Marker des ANV darstellen kann. Aul3erdem soll die Rolle der
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CD4" T-Lymphozyten im immunologischen Prozess des Sepsis-induzierten ANV
genauer analysiert werden. So kdnnten neue Madoglichkeiten der Vorbeugung und

Behandlung des ANV ero6ffnet werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Ethikvotum und Datenschutzvotum
Die vorliegende Untersuchung wurde der Ethikkommission der UMG vorgelegt und

genehmigt (EA 14/5/12). Ein positives Datenschutzvotum wurde ebenfalls erteilt.

2.2 Aufklarung und Einwilligung der Patienten

Nach einer Prufung der Ein- und Ausschlusskriterien wurden die Patienten uber die
Teilnahme an der Untersuchung durch den von der Ethikkommission eingesetzten
Prufarzt aufgeklart. Das Aufklarungsgesprach wurde unter zu Hilfenahme eines
standardisierten Aufklarungsbogens gefihrt. Die Einwilligung der Patienten erfolgte

ebenfalls mittels eines standardisierten Einwilligungsbogens.

2.3 Studiendesign

Die vorliegende Untersuchung wurde als prospektive Obeservationsstudie
durchgefuhrt.

Zu drei Zeitpunkten wurde die zelluliare ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten
gemessen und innerhalb des Patientenkollektivs im Zeitverlauf verglichen. Dies
erfolgte mittels des von der Firma CYLEX® entwickelten qualitativen Funktionstests

ImmuKnow®.

Sofern die Bereitschaft zur Teilnahme an der Untersuchung schriftlich erklart wurde,

wurden jeweils 10 ml Vollblut zu folgenden Zeitpunkten entnommen:

Zeitpunkt 1: 24 Stunden

(Messung erfolgt 0 bis 24 Stunden nach stationarer Aufnahme)

Zeitpunkt 2: 48 Stunden

(Messung erfolgt 24 Stunden nach Zeitpunkt 1)

Zeitpunkt 3: 96 Stunden

(Messung erfolgt 48 Stunden nach Zeitpunkt 2)

Die Datenerhebung und Laboranalytik erfolgte im Rahmen von 5 Studienvisiten. Der

folgende Prufplan zeigt alle erhobenen Daten eines Studienpatienten (Tabelle 2).
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Studienvisite 1 2 3 4 5

Zeitpunkt 0 48 96 Entlassung @ Entlassung
(stationare Aufnahme) Stunden Stunden von ICU aus Klinik

Demographische Daten X

Aktuelle Anamnese X

Vorerkrankungen X

Vormedikation X

Klinische Untersuchung X

SAPS Il Score X X X ’

SOFA Score

ICU-Mortalitat X

28 Tage-Mortalitat X

Klinikmortalitat X

AKIN-Stadium X

eGRF X X X X

Routinelabor® X X X

Fokusssuche X

Kulturen (BK, UK, TK) X

Plasmaprobe X X X

Zytokine? X X X

ImmuKnow® X X X

Urin NGAL X X X

Tabelle 2: Prifplan

Dargestellt ist der Prifplan der vorliegenden Untersuchung. Den 5 Studienvisiten sind die zu

erhebenden Daten und die durchzufiihrende Laboranalytik zugeordnet.

Schlechtester Wert wahrend ICU Aufenthalt
1 Hamostaseologie: P-TPZ (Quick), P-aPTT, P-Fibrinogen; Hamatologie: B-Hamoglobin, B-Hamatokrit; B-Erythrozyten, B-MCV,
B-MCH, B-MCHC, B-Thrombozyten, B-Leukozyten; Mikroskopisches Blutbild: B-Stabkernige, B-Segmentkernige, B-
Lymphozyten, B-Monozyten, B-Basophile, B-Eosinophile; Klinische Chemie: P-Calcium, P-Kreatinin, eGFR, P-Harnstoff-N, P-
Protein, P-Bilirubin ges., P-AST, P-ALT, P-AP, P-GGT, P-LDH, P-CK, P-CRP, P-Procalcitonin

2 IL-1B, IL-6, TNF-a
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2.4 Patientenkollektiv

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurden 33 Patienten der
Intensivtherapiestation und der Intermediate Care-Station der Klinik fir Nephrologie
und Rheumatologie im Zentrum fur Innere Medizin am Universitatsklinikum der
Georg-August-Universitat Gottingen untersucht. Alle Patienten hatten einen

septischen Schock erlitten.

Die Auswahl der Patienten erfolgte anhand folgender Kriterien:

2.4.1 Klinische Einschlusskriterien
e Septischer Schock
o nicht vorbehandelt
o extern zugewiesen (von ambulant) oder

o intern zugewiesen, aber Krankenhausaufenthalt < 72 Stunden

2.4.2 Klinische Ausschlusskriterien
e Alter < 18 Jahre oder > 90 Jahre
¢ Interne Zuweisung (Vorbehandlung > 72 Stunden)
e Immunsuppressive Vortherapie (inkl. Chemotherapie und Behandlung mit
Steroiden)
e T-Lymphozyten-depletierende Antikdrper-Vortherapie
e Stammzelltransplantation

e Leukopenie < 1Tsd/ul

2.4.3 Diagnosekriterien
Um die Einschlussdiagnose ,septischer Schock” zu stellen, galt es definitionsgemals,
fur mindestens 60 Minuten trotz addaquatem Volumenersatz und dem Ausschluss

anderer Ursachen folgende Kriterien zu erfullen (Hagel und Brunkhorst 2011):

e Nachweis der Infektion
e systolischer arterieller Blutdruck < 90 mmHg bzw.
mittlerer Blutdruck < 65 mmHg oder notwendiger Vasopressoreneinsatz, um
Psys > 90 bzw. Pmiter > 65 zu halten
¢ mind. zwei Kriterien des Systemisch Inflammatorischen Response-Syndroms
(SIRS):
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o Fieber (= 38°C) oder Hypothermie (< 36°C)
o Tachykardie: Herzfrequenz = 90/ min
o Tachypnoe (Frequenz = 20/ min) oder
Hyperventilation (PaCO; < 32mmHg)
o Leukozytose (= 12000/mm?®) oder Leukopenie (< 4000/mm®)

2.4.4 Zeitraum der Datenerhebung

Die Datenerhebung am beschriebenen Patientenkollektiv erfolgte vom 12. Juli 2011
bis 12. April 2013 Uber einen Zeitraum von 21 Monaten im Universitatsklinikum
Gottingen.

2.5 Klinische Datenerhebung
Nach einer Prifung der Ein- und Ausschlusskriterien sowie Aufklarung des Patienten
durch den Prufarzt erfolgte die klinische Datenerhebung im Rahmen von 5
Studienvisiten. Die ersten drei Visiten wurden zum Zeitpunkt 1 (0-24h nach
Aufnahme), 2 (ca. 48 Stunden nach Aufnahme) und 3 (ca. 96 Stunden nach
Aufnahme) durchgefuhrt. Eine vierte Visite erfolgte zum Zeitpunkt der Entlassung des
Patienten von der Intensivtherapie- bzw. Intermediate Care-Station. Eine letzte flinfte
Visite wurde zum Zeitpunkt der Entlassung des Patienten aus dem Krankenhaus
durchgefuhrt.
Mit Hilfe von standardisierten Visitenbdgen wurden folgende Grol3en eines Patienten
erfasst:
« demographischen Stammdaten (Alter, Gro3e, Geschlecht, Gewicht)
« ausfuhrliche aktuelle Anamnese (inklusive Vorerkrankungen und
Vormedikation)
« Routinelaborwerte (siehe Tabelle 2)
« gegebenenfalls mikrobiologische und apparative Befunde
« Schweregrades der Sepsis (SAPS Il Score, SOFA-Score, ICU-, Klinik- und 28-
Tagemortalitat)
« gegebenenfalls Erfassung des Schweregrads einer renalen
Funktionseinschrankung (AKIN-Klassifikation)
Zur Bestimmung des AKIN-Stadiums wurde der schlechteste Serumkreatininwert
und/oder die niedrigste Diurese des Patienten wahrend des Aufenthalts auf der
Intensivtherapie- bzw. Intermediate Care-Station ausgewertet. Uber die gesamte
Dauer des Aufenthalts auf der Intensivtherapie- bzw. Intermediate Care-Station
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wurde in einem separaten Verlaufsbogen taglich der SAPS- und der SOFA-Score des
Patienten erfasst. Zur Beurteilung des renalen Ergebnisses des Patienten wurde der
eGFR-Wert zum Zeitpunkt der Entlassung aus dem Krankenhaus (0 bis 72 Stunden

vor Entlassung) evaluiert.

2.5.1 Datenschutz

Die erhobenen Daten wurden in gesonderten Akten aufbewahrt. Die Patientennamen
wurden zur Gewabhrleistung eines sichereren Datenschutzes durch Pseudonyme
ersetzt. Die Identitat eines Patienten ist durch die Zuteilung von Initialen fir Dritte

nicht erkennbar.

2.5 Material und Gerate
Tabelle 3 zeigt alle Materialien und Gerate, die fur die experimentellen Versuche

eingesetzt wurden.

Bezeichnung Firma

Assay Platte und Abdeckung CYLEX Inc, Columbia USA

(ImmuKnow®)

Probenverdiinner CYLEX Inc, Columbia USA

(ImmuKnow®)

Stimulans Phytohemagglutinin CYLEX Inc, Columbia USA

(ImmuKnow®)

Dynabeads® CD4 CYLEX Inc, Columbia USA

(ImmuKnow®)

Waschpuffer CYLEX Inc, Columbia USA

(ImmuKnow®)

Lysereagens Luciferin/Luciferase CYLEX Inc, Columbia USA

(ImmuKnow®)

Kalibrator Panel CYLEX Inc, Columbia USA

(ImmuKnow®)

Lumineszenzreagens CYLEX Inc, Columbia USA

(ImmuKnow®)
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Messplatte CYLEX Inc, Columbia USA

(ImmuKnow®)

Mikroplatten Luminometer Turner BioSystems, USA
Standardmikrotiterplatte Turner BioSystems, USA
Computer Siemens, Miinchen

37 °C /5 % CO2 befeuchteter Inkubator Heraeus, Hanau

Cylex Magnet Tray CYLEX Inc, Columbia USA

ImmuKnow® Data Analysis Calculator™ CYLEX Inc, Columbia USA

Vakuumpumpe mit 8-Kanal Absaugaufsatz Drumond Scientific, USA

Mikroplatten-Mischer Siemens, Minchen

Pipetten Eppendorf, Hamburg
(Volumenumfang 25-1000 ul)

Pipettenspitzen Sarstedt, Numbrecht

Mehrkanalpipette Eppendorf, Hamburg
(Volumenumfang 50-200 ul)

Multipipette Eppendorf, Hamburg
11 x 40 mm Reagenzrohrchen Eppendorf, Hamburg
Polypropylenréhrchen 4 ml Eppendorf, Hamburg
Flissigkeitsreservoirs Roth, Karlsruhe

Natrium-Heparin Monovetten® 2,7 ml Sarstedt, Numbrecht

Tabelle 3: Material und Geréate

Dargestellt ist die Gesamtliste aller fur die Durchfiihrung der Untersuchung bendétigten Materialien und

Gerate.

2.6 Funktionsprinzip der Methode: Biolumineszenz
ImmuKnow® ist ein von der Firma CYLEX® (CYLEX Inc, D.C. USA) entwickelter
qualitativer Funktionstest, der die zellulare Immunantwort durch die Messung der

ATP-Konzentration vor und nach der Stimulation der CD4" T-Helferzellen erfasst. Die
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Analytik wird unter Verwendung von Luciferin/Luciferase und einem Luminometer
(Turner BioSystems, CA USA) durchgefihrt.

Die Messung erfolgt aus Heparin-antikoaguliertem Vollblut, welches in einer
separaten 2,7 ml Monovette abgenommen wird.

Dem Vollblut wird das universelle Zellstimulans Phytohemagglutinin (PHA)
hinzugegeben und dadurch die Zellteilung in CD4" T-Lymphozyten angeregt. Ein
erster zentraler Bestandteil der Zellteilung ist die intrazellulare ATP-Synthese, die
dadurch angeregt wird.

Dieser Ansatz und ein weiterer Ansatz - ohne die Zugabe des Zellstimulans PHA —
werden 15 bis 18 Stunden in einem mit 5 Prozent CO, befeuchteten Inkubator bei
37°C inkubiert. Nach der Inkubation werden mit Magnetpartikeln beschichtete
monoklonale Anti-CD4-Antikérper zu den Ansatzen gegeben und dadurch die CD4"
T-Zellen selektiert. Dieser Komplex wird durch einen Magneten an der Wand des
Reagiergefal3es gehalten und es folgen drei Waschgénge mit einem Waschpuffer.
AnschlieRend werden die selektierten Zellen durch Zugabe eines Lyse-Reagens
lysiert und das intrazellulare ATP freigesetzt. Durch die Zugabe eines
Lumineszenzreagens kann die Lichtintensitat mit einem Luminometer
(Emissionsmaximum 562 nm) gemessen werden. Diese Lichtintensitat verhalt sich
proportional zur ATP-Konzentration der Ansatze. Die ATP-Konzentration (ng/ml) kann
anhand einer mitgefihrten Eichkurve, in der Lichtemissionswerte bekannten ATP-
Konzentrationen zugeordnet sind, errechnet werden.

Die Immunzellfunktion wird anhand der ATP-Konzentrationen abgeleitet.

Mg?_+
Luciferin + ATP + O, —> Oxyluciferin + AMP + Pyrophosphate + CO2 + Licht
Luciferase

Abbildung 3: Reaktionsgleichung (modifiziert nach Britz et al. 2002, S. 333)

Dargestellt ist Reaktionsgleichung der zentralen chemischen Reaktion des ImmuKnow®.
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Abbildung 4: Testprinzip Biolumineszenz (modifiziert nach Britz et al. 2002, S. 332)

Dargestellt ist das der vorliegenden Untersuchung zugrunde liegende bioluminometrische Testprinzip
mit den einzelnen Testabschnitten des ImmuKnow®.

2.7 Technische Durchfiihrung
Die zellulare ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten wurde zu drei Zeitpunkten
mittels des qualitativen Funktionstests ImmuKnow® der Firma CYLEX® evaluiert. Der

Test wurde entsprechend dem folgenden Ablauf durchgefinhrt:

2.7.1 Assay Teil eins: Zellstimulation

Am Computer wird zunachst mit Hilfe des ImmuKnow® Data Analysis Calculator™
ein Assay Worksheet generiert, das die Reihenfolge der Kontrollprobe und
Patientenprobe/n auf der Assay-Platte festlegt.

Alle bendétigten Reagenzien werden vor Gebrauch ohne Hilfsmittel auf
Raumtemperatur (12 bis 28 °C) gebracht. Jede Blutprobe (Kontrolle bzw. Patient)
wird flr eine homogene Verteilung der Zellen vorsichtig durch mehrmaliges Uber Kopf
Schwenken gemischt. Um eine 1:4 Verdinnung jeder Blutprobe herzustellen, wird
250 pl Blut mit 750 pl Probenverdinner in ein 4,5 ml Polypropylenréhrchen pipettiert
und wieder durch vorsichtiges mehrmaliges tUber Kopf Schwenken gemischt.

Die Assay Platte wird gemald dem erstellten Assay Worksheet mit einem 8-Well-
Streifen fur die Kontrolle und je einem 8-Well-Streifen flr jede Patientenprobe
bestlckt.

Mit einer Multipipette wird 25 ul Probenverdunner in die ersten 4 Wells (A-D) jedes
Streifen pipettiert. Diese Wells werden gemal dem Assay Worksheet als n (=
nichtstimulierte Probe) bezeichnet. Mit einer Multipipette wird 25 pl des Stimulans

Phytohemagglutinin in die folgenden 4 Wells (E-H) jedes Streifens pipettiert. Diese
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Wells werden gemald dem Assay Worksheet als s (= stimulierte Probe) bezeichnet.

Mit einer Single Pipette wird 100 ul der verdinnten Kontrollprobe in den ersten
Streifen eines jeden Wells (A-H) pipettiert. Dem Assay Worksheet folgend werden
100 pl der verdinnten Patientenprobe mit einer Single Pipette in jedes weitere Well
(A-H) der den Patientenproben zugeordneten folgenden Streifen pipettiert. Die Assay
Platte wird mit einem Deckel verschlossen und 30 Sekunden in drei Mischeinheiten
auf dem Mikroplattenmischer gemischt. Nach einer Desinfektion der Assay Platte
wird diese 15 bis 18 Stunden bei 37 °C in einem mit 5 Prozent CO, befeuchteten

Inkubator inkubiert.

2.7.2 Assay Teil zwei: CD4"-Zellselektion und ATP-Freisetzung
Alle bendtigten Reagenzien werden ohne Hilfsmittel auf Raumtemperatur gebracht.
Die Assay Platte wird aus dem Inkubator genommen und auf dem Plattenmischer
drei Minuten gemischt. Die Dynabeads® CD4 werden vorsichtig gemischt und 50 pl
mit einer Multipipette in jedes Well pipettiert. Die Assay Platte wird mit dem Deckel
verschlossen und auf dem Plattenmischer 20 Sekunden gemischt. Es folgt eine
Inkubationsphase von 15 Minuten bei Raumtemperatur (12 bis 28 °C). Nochmals
wird die Assay Platte fur 20 Sekunden auf dem Plattenmischer gemischt und weitere
15 Minuten inkubiert. Um eine Resuspendierung der Magnetpartikel zu erreichen,
wird die Assay-Platte wiederum fur 15 bis 30 Sekunden auf dem Plattenmischer
gemischt.
Die Streifen werden vorsichtig vom Assay Trager auf den Magnet Tray umgesetzt.
Damit sich die mittels Magnetpartikeln gebundenen CD4"-Zellen durch den
Magneten an der Wandung des Wells anlagern kdnnen, wird ein bis zwei Minuten
gewartet. Auf diese Weise werden die CD4"-Zellen aus den Blutproben isoliert.
Das Blut wird Uber einen an eine Vakuumpumpe angeschlossenen 8-Kanal-Kamm
abgesaugt. In drei Waschschritten werden ungebundene Zellen und interferierende
Substanzen eliminiert:
Waschschritt eins: 200 ul Waschpuffer wird mit einer Mehrkanalpipette in jedes Well
pipettiert und nach einer einminitigen Wartezeit abgesaugt.
Waschschritt zwei: Es wird 200 yl Waschpuffer mit einer Mehrkanalpipette in jedes
Well pipettiert. Anschliel3end wird geprift, ob Blutpartikel oberhalb des Puffers an der
Wandung der Wells haften. Ist dies der Fall, werden diese mit einer Pipettenspitze
entfernt. Der Puffer wird anschliel3end abgesaugt.
Waschschritt drei: 200 ul Waschpuffer werden mit einer Mehrkanalpipette in jedes
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Well pipettiert. Der Trager mit den Streifen wird vom Magnet Tray abgenommen und
auf dem Plattenmischer platziert. Es folgt ein einminttiger Mischvorgang. Der Trager
wird zurtck auf den Magnet Tray gesetzt und eine Minute gewartet. AnschlieRend
wird der Puffer abgesaugt.

200 yl Lysereagens wird mit einer Mehrkanalpipette in jedes Well pipettiert.

Der Trager mit den Streifen wird vom Magnet Tray abgenommen und auf dem
Plattenmischer platziert. Es folgt ein einminttiger Mischvorgang. Der Trager wird

anschlieBend zurlick auf den Magnet Tray gesetzt und ein bis zwei Minuten gewartet.

2.7.3 Assay Teil drei: ATP-Messung

Die Messplatte wird entsprechend dem erstellten Assay Worksheet bestiickt. Ein
Streifen fur die Kontrollprobe, ein Streifen fiir jede Patientenprobe und zwei Streifen
fur die Kalibratoren werden auf der Messplatte platziert.

Mit einer Mehrkanalpipette werden 50 ul der Kontrollprobe und jeder angesetzten
Patientenprobe aus den Wells vom Magnet Tray in die korrespondierenden Wells auf
den Streifen der Messplatte pipettiert. Jeweils 50 pyl der 5 Kalibratoren (ATP-
Konzentrationen: 0, 1, 10, 100 und 1000 ng/ml) werden in die Wells der
entsprechenden Streifen auf der Messplatte pipettiert.

150 ul Lumineszenzreagens wird mit einer Mehrkanalpipette in jedes Well aller
Streifen der Messplatte pipettiert. Die Assay Platte wird 30 Sekunden auf dem
Plattenmischer gemischt.

Innerhalb von drei bis maximal 10 Minuten nach der Zugabe des
Lumineszenzreagens werden die Proben auf der Messplatte am Mikroplatten
Luminometer mit einem Emissionsmaximum von 562 nm gemessen.

Am Luminometer werden flr jedes Well sogenannte ,Relative Light Units* bestimmt.
Daraus werden mit dem ImmuKnow® Data Analysis Calculator™ die ATP-

Konzentrationen der Kontroll- und Patientenproben am Computer berechnet.

2.8 Auswertung

2.8.1 Kriterien der Qualitatskontrolle

Die ATP-Resultate fur alle Mehrfachmessungen, der Mittelwert aller
Mehrfachmessungen, die Standardabweichung aller Mehrfachmessungen und der
Variationskoeffizient aller Mehrfachmessungen werden mittels des ImmuKnow® Data

Analysis Calculator™ berechnet.
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In Bezug auf die Kalibrationskurve mussen folgende Kriterien erfillt sein:

Der kalkulierte Wert fur den Kalibrator 4 (ATP-Konzentration: 100 ng/ml) muss
zwischen 85 und 115 ng/ml und fir den Kalibrator 5 (ATP-Konzentration: 1000 ng/ml)
zwischen 900 und 1100 ng/ml betragen. Der Korrelationskoeffizient r* der
Kalibrationskurve muss = 0,97 ergeben.

Die Kontrollprobe muss folgende Kriterien erfillen:

Die ATP-Konzentration flr die nichtstimulierte Kontrollprobe muss < 60 ng/ml
betragen und die ATP-Konzentration fir die stimulierte Kontrollprobe muss = 240
ng/ml ergeben. Der Variationskoeffizient fur die stimulierte Kontrollprobe muss < 20
Prozent sein.

Die Patientenproben mussen folgende Kriterien erfillen:

Die ATP-Konzentrationen fur die nichtstimulierten Patientenproben sollten < 60 ng/ml
betragen. Die ATP-Konzentration der nichtstimulierten Patientenprobe muss kleiner
sein als die ATP-Konzentration der stimulierten Patientenprobe. Der

Korrelationskoeffizient fur die stimulierten Patientenproben muss < 20 Prozent sein.

Liegt der Korrelationskoeffizient > 20 Prozent, werden die Messdaten auf sogenannte
JAusreil3er® gepruft: Es handelt sich um einen Ausreil3er, wenn der Mittelwert + drei
Standardabweichungen betragt. Maximal zwei Ausreil3er dirfen aus der Kalkulation
geléscht werden. Wird bei einem Korrelationskoeffizient > 20 Prozent kein Ausreil3er
fur die vierfach Bestimmung identifiziert, werden potentielle Fehlerquellen bei der
Durchfuhrung der Untersuchung gepruft.

2.8.2 Befundung
Tabelle 4 zeigt die Angaben des Herstellers zur Interpretation des Testergebnisses:

ATP-Konzentration Ergebnis Interpretation
[ng/ml]
Schwache Die Immunzellen des Patienten zeigen eine
<225 Immun-Zell-  schwache Reaktion auf die PHA-
Moderate Die Immunzellen des Patienten zeigen eine
226 - 524 Immun-Zell-  moderate Reaktion auf die PHA-Stimulation.
Antwort
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Starke Die Immunzellen des Patienten zeigen eine

2 525 Immun-Zell-  Starke Reaktion auf die PHA-Stimulation.

Antwort

Tabelle 4: Herstellerangabe

Dargestellt ist die Herstellerangabe zur Einteilung der absoluten Werte der ATP-Konzentration von
CD4" T-Lymphozyten in drei Kategorien. Die ATP-Konzentration [ng/ml] mit einem zugeordnetem

Ergebnis und einer Interpretation ist abgebildet.

Grenzen der Methode:
Die Auswertung von ATP-Konzentrationen, die kleinere Werte als der Kalibrator mit
der ATP-Konzentration von 1 ng/ml oder groRere Werte als der Kalibrator mit der

ATP-Konzentration von 1000 ng/ml annehmen, ist mit dieser Methode nicht mdglich.

2.9 Messgro63en zur Evaluation der Nierenfunktion und des
physiologischen Zustandes der Patienten

2.9.1 MDRD-Formel

Die glomerulare Filtrationsrate wurde in der vorliegenden Untersuchung als eGFR
(estimated Glomerular Filtration Rate) mittels der MDRD (Modifikation of Diet in
Renal Disease)-Formel evaluiert. Die MDRD-Formel wurde 1999 im Rahmen der
.Modification of Diet in Renal Disease Study Group“-Studie veroffentlicht und
ermdglicht im Vergleich mit der Ublichen Berechnungsmethode mit Hilfe der
Cockcroft-Gault-Formel eine deutlich exaktere Berechnung zur Abschéatzung der
glomerularen Filtrationsrate (Levey et al. 1999). Levey et al. konnten zeigen, dass die
Ubliche Methode zur Abschétzung der glomerlularen Filtrationsrate mit Hilfe der
Cockcroft-Gault-Formel diese um ca. 16% Uberschatzt und unabhéngige Faktoren
bestehen, die mit einer niedrigeren glomerularen Filtrationsrate assoziiert sind (Levey
et al. 1999). Diese unabhangigen Einflussfaktoren sind eine hdohere
Serumkreatininkonzentration, hoheres Lebensalter, weibliches Geschlecht,
nichtschwarze Ethnizitat, héhere Serumharnstoffkonzentration, sowie niedrigere
Serumalbuminkonzentration (Levey et al. 1999). Diese Parameter werden in der
MDRD-Formel berticksichtigt.
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eGFR [miimin/1,73m?] =
186 x Serumkreatinin [mg/dl] exp (-1,154) x Alter [Jahre] exp (-0,203) x Korrekiurfaktor®

* 0,742 bei Frauen; 1,21 bei Patient mit schwarzer Hautfarbe
Abbildung 5: vereinfachte MDRD-Formel zur Berechnung der eGFR

Dargestellt ist die vereinfachte Form der MDRD-Formel zur Berechnung der eGFR mit den
einzusetzenden Parametern des Patienten: Alter, Geschlecht, Hautfarbe und

Serumkreatininkonzentration.

2.9.2 SAPS I

Der physiologische Zustand der Patienten wurde mittels eines objektivierten
Scoresystems evaluiert. Der SAPS Il (Simplified Acute Physiology Score) ist ein
Messsystem zur Beurteilung des Schweregrads einer Erkrankung und bertcksichtigt
17 Variablen. 12 physiologische Parameter, das Alter, der Aufnahmestatus (geplant
chirurgisch, nicht geplant chirurgisch, medizinisch), sowie drei Grunderkrankungen
(erworbenes Immmundefektsyndrom [engl. ,AIDS"]), metastasierende Tumore und
maligne hamatologische Erkrankungen werden einbezogen (Le Gall et al. 1993). Fur
jede Variable wird der schlechteste Wert innerhalb eines Zeitraumes von 24 Stunden
eingesetzt und summiert (siehe Abbildung 6). Es kbnnen 0 bis maximal 163 Punkte
vergeben werden.

Der SAPS Il wurde im Rahmen einer multizentrischen Studie 1994 erstmals
veroffentlicht. Er erlaubt die Beurteilung des physiologischen Zustands des Patienten
sowie eine Risikoabschéatzung der Mortalitat mit Hilfe einer speziellen Formel ohne
die Berucksichtigung einer spezifischen Primardiagnose (Le Gall et al. 1993). Solche
Scoresysteme werden vor allem im intensivstationdren Rahmen zur Kontrolle der
Behandlungsergebnisse eingesetzt. Es konnte gezeigt werden, dass der SAPS Il die
Mortalitat intensivstationarer Patienten etwas tUberschatzt, sich aber im Vergleich mit
anderen Scoresystemen bezlglich einer Vorhersage der Mortalitat als tberlegen
erweist (Lucena et al. 2013).

Der SAPS Il wurde wahrend des gesamten Aufenthalts des Patienten auf der
Intensiv- bzw. Intermediate Care-Station evaluiert (siehe Abbildung 6). Innerhalb der
ersten 24 Stunden nach der Aufnahme des Patienten wurde der schlechteste

Punktwert ausgewertet sowie der schlechteste maximal erreichte Punktwert
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wéahrend des gesamten Aufenthaltes auf der Intensiv- bzw. Intermediate Care-
Station evaluiert.

SAPS I
Simplified Acute Physiology Score
Punkte
Variablen 0 1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 13
Herzfrequenz 70- 40- 120- =160 <40
[1/min] 119 69 159
Systolischer 100- =200 70- <70
Blutdruck [mmHg] 199 99
Kérpertemperatur <39 =39
[*C]
Pa02/FiO:* [mmHg] 2200 100- <100
<20
0
Ausfuhr Urin =1,0 0,5- <0,5
[l/d] <1,0
Harnstoff -Stickstoff | <28 28- =84
[mg/dl] 83
Leukozyten 1,0- =20 <1,
[103/mm?] <20 0
Kalium
[mmol/1] 3,0- =5,
<5.0 0
<3,
0
Natrium 125- | 2145 <12
[mmol/l] <14 5
5
Bicarbonat [mmol/l] | =20 15- <15
<20
Bilirubin <4,0 4,0- 26,0
[mg/dl] 59
* Erhebung nur im Falle einer maschinellen Beatmung
Punkte
Variablen 0 6 8 9 10 17
Chronische Leiden Metastasierend Hamatologisch AIDS*
e e
Neoplasie MNeoplasie
Aufnahmestatus™* Geplant Medizinisch | Nicht
chirurgisch geplant
chirurgisch

* Wertung bei positivem HIV-Test und entsprechenden klinischen Komplikationen
** geplant chirurgisch: Operationstermin mindestens 24 Stunden vorher geplant
nicht geplant chirurgisch: Operationstermin erst in den letzten 24 Stunden geplant
medizinisch: mindestens eine Woche lang nicht operiert
nicht geplant chirurgisch: Operationstermin erst in den letzten 24 Stunden geplant
Achtung! Bei den chronischen Leiden darf nur das Leiden mit der hdchsten Punktzahl berechnet werden.

Punkte
Variablen 0 5 7 12 13 15 16 18 26
Alter des <40 40-59 60-69 70-74 75-79 =80
Patienten

Punktzahl SAPS II-Score:

Abbildung 6: SAPS Il Simplified Acute Physiologie Score (modifiziert nach Le Gall et al. 1993)

Dargestellt ist das Scoresystem des SAPS Il. Den einzelnen Variablen sind Punktwerte zugeordnet,

die in der Summe den SAPS Il ergeben.
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2.9.1 Spezialanalytik

NGAL, TNF-a und IL-6 stellen drei weitere Parameter dar, die im Rahmen eines
Sepsis-induzierten ANV von Relevanz sind. Sie wurden ebenfalls zu den Zeitpunkten
1, 2 und 3 aus dem Patientenserum bzw. -urin evaluiert und entsprechend der

Nierenfunktion ausgewertet.

2.9.1.1 NGAL
Aus dem Urin der Patienten wurde die Konzentration des NGAL [ng/ml] zu den

Zeitpunkten 1, 2 und 3 bestimmt (siehe Tabelle 2).

Diese quantitative Bestimmung erfolgte mit Hilfe des Chemilumineszenz-
Mikropartikelimmunoassays “ARCHITECT Urine NGAL” der Firma Abbott (Abbott
GmbH & Co. KG, Wiesbaden) und wurde von der Abteilung “Klinische Chemie” der
UMG durchgefihrt.

2.9.1.2 TNF-a und IL-6

Aus dem Patientenserum wurde auf3erdem die Konzentration der Zytokine TNF-a
[pg/ml] und IL-6 [pg/ml] zu den Zeitpunkten 1, 2 und 3 evaluiert (siehe Tabelle 2). Als
Routinelaborwert erfolgte die Messung im nephrologischen Speziallabor der
Abteilung ,Nephrologie und Rheumatologie* der UMG.

2.9.2 Statistische Auswertung

Alle Zielvariablen wurden zwischen den zwei Patientengruppen ,Patienten im
septischen Schock ohne ANV* und ,Patienten im septischen Schock mit ANV*
verglichen und auf statistische Unterschiede gepruft. Die Patientengruppe der
Patienten im septischen Schock mit ANV wurde entsprechend der AKIN-
Klassifikation in drei Untergruppen geteilt (AKIN-Stadium 1, AKIN-Stadium 2 und
AKIN-Stadium 3). Diese Untergruppen werden der Gruppe von Patienten im
septischen Schock ohne ANV ebenfalls einzeln gegenibergestellt und auf
statistische Unterschiede gepruft.

Eine zweite Einteilung der Patienten erfolgte entsprechend der Nierenfunktion zum
Zeitpunkt der Entlassung aus dem Krankenhaus (Restitutio a. i., Defektheilung /
Dialyse, Tod). Es wurde ebenfalls auf statistische Unterschiede zwischen diesen drei
Patientengruppen gepruft.

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Statistikprogramms Statistica und
Microsoft Excel. Fur die deskriptive Auswertung wurden abhéngig vom Endpunkt
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entweder Anzahl und Prozente (z.B. Geschlecht) oder Mittelwerte und
Standardabweichung (z.B. Alter) angegeben.

Zur Beurteilung der statistischen Signifikanz wurde der Chi-Quadrat-Test
angewendet. Histogramme und Boxplots wurden zur graphischen Veranschaulichung
angefertigt. Boxplots zeigen Median und Interquantilrange. Ausreil3er werden durch

Sternchen dargestellt.

Zur Untersuchung von Gruppenunterschieden wurde eine ANOVA (Varianzanalyse)
mit Messwiederholungen angewendet. Als Haupteinflussfaktoren wurden die
Gruppenzugehorigkeit (Gruppeneffekt), der Zeitpunkt der Messung (Zeiteffekt) und
deren Wechselwirkung (Gruppen x Zeit-Effekt) analysiert.

Zur statistischen Auswertung der Parameter NGAL, TNF-a und IL-6 wurde der
naturliche Logarithmus (log) der Werte gebildet und nach einer graphischen
Uberprifung der Normalverteilung mit den genannten Verfahren ausgewertet.

Far alle statistischen Tests wird ein Signifikanzniveau von a = 5 Prozent festgesetzt.
Ein p-Wert < 0,05 deutet auf eine Ablehnung der Nullhypothese hin und gilt als

signifikantes Ergebnis.
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3 Ergebnisse

3.1 Patienten

Wahrend des Untersuchungszeitraums wurden insgesamt 33 Patienten im
septischen Schock in die Auswertung aufgenommen und die zellulare ATP-
Konzentration von CD4" T-Lymphozyten zu drei Zeitpunkten evaluiert.

Das Patientenkollektiv umfasst 13 Frauen und 20 Manner. Das Alter des jingsten
Patienten betragt 36 Jahre, das Alter des altesten 90 Jahre. Das Durchschnittsalter

belauft sich auf 66 Jahre. Tabelle 5 fasst die Eckdaten des Patientenkollektivs

zusammen.
Alle Patienten| Patienten Patienten p-Wert
ohne ANV mit ANV
Patienten [n] 33 11 22 -
Jungster Patient [Jahre] 36 40 36 -
Altester Patient [Jahre] 90 87 90 -
Anzahl Frauen 13/33 5/11 8/22
Anzahl Manner 20/33 6/11 14/22 0,61438
Klrzester 4 5 4 -
Krankenhausaufenthalt [Tage]
Langster 71 32 71 -
Krankenhausaufenthalt [Tage]
Mittlerer 17,27 15,11 18,25
Krankenhausaufenthalt [Tage] 15,02 1,03 17,37 0,239334
Anzahl Verstorbene 6/33 0/11 6/22
Anzahl Uberlebende 27/33 11/11 16/22 0,07696
Letalitat [%] 18 0 27 -

Tabelle 5: Eckdaten des Patientenkollektivs

Dargestellt sind die Eckdaten des Patientenkollektivs (n=33).

* 6 Patienten verstorben
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3.1.1 Demographische Daten
In Bezug auf Geschlecht, Alter und Body Mass Index (BMI) besteht kein signifikanter

Unterschied zwischen den Patientengruppen (Tabelle 6).

Total kein NV | AKIN 1 | AKIN 2 | AKIN 3 | p-Wert

Patienten [n] 33 11 8 4 10 -

Geschlecht [%)]

mannlich 20/33 | 6/11 5/8 2/4 7/10 0,86

weiblich 13/33 | 5/11 3/8 2/4 3/10

Alter [Jahre] 66,15 | 60,09 74 80,25 |60,9 0,054
+16,42 | £16,77 +12,98 | £6,75 +16,79

BMI [kg/m2] 30,05 |2843 [31,11 |26,03 [32,36 |0,467
+7,5 +7,89 +9,93 | #1,38 | 6,57

Tabelle 6: Demographische Daten

Dargestellt sind Geschlechterverteilung (Prozent) sowie Alter und BMI in verschiedenen

Patientengruppen (MW+SD, n=33).

3.1.2 Komorbiditaten und Erregernachweis

Bei 14 Patienten konnte ein krankheitsverursachender Keim mittels eines positiven
Erregernachweises gefunden werden. Ein positiver Erregernachweis unterscheidet
sich hoch signifikant zwischen den Patientengruppen (p<0,01) (Tabelle 7). In Bezug
auf relevante Komorbiditaten lasst sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
Patientengruppen feststellen (p=0,085; p=0,39; p=0,197; p=0,077).

Im Hinblick auf ein komorbides Leberversagen findet sich ein Gruppenunterschied an
(p=0,085).
Erregernachweis sowie relevante Komorbiditaten innerhalb des Patientenkollektivs.

der Grenze zur Signifikanz Tabelle 7 zeigt einen positiven
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Total kein NV | AKIN1 | AKIN 2 | AKIN 3 | p-Wert
Patienten [n] 33 11 8 4 10 -
Erregernachweis
positiv [%] 14/33 | 4/11 0/8 4/4 6/10 <0,01
Komorbiditaten [%]
Leberversagen 3/33 0/11 0/8 0/4 3/10 0,085
Diabetes mellitus 11/33 | 2/11 4/8 1/4 5/10 0,39
Art. Hypertonie 13/33 | 2/11 5/8 1/4 5/10 0,197
chronisches NV 8/33 0/11 3/8 1/4 4/10 0,077

Tabelle 7: Erregernachweis und Komorbiditaten

Dargestellt ist ein positiver Erregernachweis und 4 relevante Komorbiditidten (Leberversagen,

Diabetes mellitus, Art. Hypertonie, chronisches NV) innerhalb verschiedener Patientengruppen (n=33).

3.1.3 Einsatz von Vasopressoren
Vasopressoren kamen in der Therapie des septischen Schocks bei 11 Patienten zum
Einsatz. Ein signifikanter Unterschied im Hinblick auf den Einsatz von Vasopressoren

ergibt sich zwischen den Patientengruppen nicht (p=0,33) (Tabelle 8).

Total | keinNV | AKIN1 | AKIN2 | AKIN 3 | p-Wert
Patienten [n] 33 11 8 4 10 -
Einsatz Vasopressoren [%] | 11/33 | 3/11 4/8 0/4 4/10 0,33

Tabelle 8: Einsatz von Vasopressoren

Dargestellt ist der Prozentanteil von Patienten verschiedener Patientengruppen, in deren Behandlung
Vasopressoren zum Einsatz kamen (n=33).

3.2 Nierenfunktion und physiologischer Zustand bei Aufnahme und
im Verlauf des ICU-Aufenthalts

3.2.1 Nierenfunktion

Von den insgesamt 33 untersuchten Patienten im septischen Schock litten 22

Patienten zum Zeitpunkt der stationaren Aufnahme zusatzlich an einem ANV oder
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entwickelten es im Verlauf ihres Krankenhausaufenthalts. Diese Patienten wurden
entsprechend der AKIN-Klassifikation in drei Gruppen unterteilt. 8 Patienten
befanden sich im AKIN-Stadium 1, 4 Patienten im AKIN-Stadium 2 und 10 Patienten
im AKIN-Stadium 3.

Die Abbildungen 7 und 8 veranschaulichen die Verteilung der Patienten innerhalb
des Patientenkollektivs entsprechend ihrer Nierenfunktion.

Alle Patienten

B ANV © kein ANV

Abbildung 7: Verteilung der Patienten

Dargestellt ist die Verteilung der Patienten in Bezug auf die Entwicklung eines ANV. Zwei Drittel der
untersuchten Patienten entwickelte wahrend ihres Krankenhausaufenthalts ein ANV (n=33).
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Patienten mit ANV

12

10

AKIN 1 AKIN 2 AKIN 3

Abbildung 8: Verteilung der Patienten mit ANV

Dargestellt ist die Verteilung der Patienten mit ANV in Bezug auf den Grad der Nierenschadigung.
Innerhalb der Patientengruppe mit ANV werden die Gruppen AKIN 1 (n=8), AKIN 2 (n=4) und AKIN 3
(n=10) unterschieden (n=22).

Zur Beurteilung der Nierenfunktion wurden der Serumkreatininwert und die
glomerulare Filtrationsrate der Patienten evaluiert. In der vorliegenden Untersuchung
wurde zur Abschatzung der glomerularen Filtrationsrate die vereinfachte Form der
MDRD-Formel angewandt. In diese Formel gehen die Parameter Alter, Geschlecht,
Hautfarbe und Serumkreatininwert ein.

Mit zunehmendem Grad der Nierenschadigung fallt die glomerulare Filtrationsrate ab
und der Serumkreatininwert steigt an. Folglich unterscheiden sich diese Werte in den
entsprechend der Nierenfunktion eingeteilten Patientengruppen hochst signifikant
(p<0,0001).

Tabelle 9 zeigt die glomerulare Filtrationsrate der Patienten zum Zeitpunkt der
Aufnahme auf der Intensiv- bzw. Intermediate Care-Station und im Verlauf des
Krankenhausaufenthalts. Abbildung 9 stellt die glomeruléare Filtrationsrate der
Patienten zum Zeitpunkt der Aufnahme graphisch dar.

40



Tabelle 10 zeigt die Evaluation der Serumkreatininwerte zu drei Zeitpunkten.
Abbildung 10 veranschaulicht den Serumkreatininwert zum Zeitpunkt 2 (ca. 48

Stunden nach der Aufnahme).

Total kein NV AKIN 1 AKIN 2 AKIN 3 p-Wert
Patienten [n] 33 11 8 4 10 -
Aufnahme
eGFR 49,75 89,82 32,1 22,73 11,48 <0,0001
[ml/min/1,73 m?] | +36,70 124,44 48,39 +3,06 +5,58
Zeitpunkt 1
eGFR 57,85 109,16 33,53 21,1 16,65 <0,0001
[ml/min/1,73 m?] | +47,05 +334 +10,32 +2,32 16,43
Zeitpunkt 2
eGFR 64,82 121,64 37,87 26,02 20,81 <0,0001
[ml/min/1,73 m?] | £51,61 135,34 19,62 17,78 19,23
Zeitpunkt 3

Tabelle 9: Glomerulare Filtrationsrate

Dargestellt ist der Mittelwert der eGFR-Werte zu den Zeitpunkten 1, 2 und 3 in den entsprechend der
Nierenfunktion eingeteilten Patientengruppen (kein NV, AKIN 1, AKIN 2, AKIN 3; n=33, MWxSD).
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Total kein NV AKIN 1 AKIN 2 AKIN 3 p-Wert
Patienten [n] 33 11 8 4 10 -
Aufnahme
Serumkreatinin | 2,28 0,88 1,95 2,56 5,69 <0,0001
[mg/dl] +1,94 +0,26 +0,45 +0,62 +2,02
Zeitpunkt 1
Serumkreatinin | 2,07 0,75 1,89 2,72 4,28 <0,0001
[mg/di] +1,61 +0,21 +0,46 +0,67 +1,76
Zeitpunkt 2
Serumkreatinin | 1,85 0,67 1,62 2,4 3,6 <0,0001
[mg/dl] 1,4 +0,17 10,31 +0,82 +1,38
Zeitpunkt 3

Tabelle 10: Serumkreatininwerte

Dargestellt ist der Mittelwert der Serumkreatinwerte zu den Zeitpunkten 1, 2 und 3 in den
entsprechend der Nierenfunktion eingeteilten Patientengruppen (kein NV, AKIN 1, AKIN 2, AKIN 3;
n=33, MW%SD).

140

120 ¢ T

100t | o

80

of T

40}

20} = .
é I Median
[0 25%-75%

eGFR [ml/min/1,73n?]

° 0 1 2 3 T Bereich chne AusreiRer
< Ausreiler
Gruppe [AKIN Stadium] ¥ Extremwerte

Abbildung 9: Glomerulére Filtrationsrate bei Aufnahme
Dargestellt ist die eGFR in den entsprechend der Nierenfunktion eingeteilten Patientengruppen zum

Zeitpunkt der Aufnahme auf der Intensiv- bzw. Intermediate Care-Station (Gruppe 0 = kein ANV,
Gruppe 1 = AKIN-Stadium 1, Gruppe 2 = AKIN-Stadium 2, Gruppe 3 = AKIN-Stadium 3; n=33).
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Abbildung 10: Serumkreatininwert zum Zeitpunkt 2- 48 Stunden

Dargestellt ist die Verteilung der Serumkreatininwerte zum Zeitpunkt 2 (ca. 48 Stunden nach
Aufnahme) im Vergleich zwischen den 4 entsprechend der Nierenfunktion eingeteilten
Patientengruppen (Gruppe 0 = kein ANV, Gruppe 1 = AKIN-Stadium 1, Gruppe 2 = AKIN-Stadium 2,
Gruppe 3 = AKIN-Stadium 3; n=33).

Innerhalb des gesamten Patientenkollektivs betragt der niedrigste erreichte SAPS I
13 Punkte und der hdchste erreichte SAPS 11 61 Punkte.

Der SAPS Il der Patienten unterscheidet sich zum Zeitpunkt der Aufnahme auf der
Intensiv- bzw. Intermediate Care-Station zwischen den entsprechend der
Nierenfunktion eingeteilten Patientengruppen signifikant (p=0,016). Je hoher das
AKIN-Stadium bzw. je schwerer der Grad der Nierenschadigung des Patienten ist,
desto hohere Punktwerte des SAPS Il werden festgestellt. Wird der SAPS 1l Gber den
gesamten Zeitraum des Aufenthalts auf der Intensiv- bzw. Intermediate Care-Station
evaluiert, ist der maximal erreichte Punktwert des SAPS Il zwischen den
verschiedenen Gruppen nicht signifikant (p=0,077).

Tabelle 11 zeigt den SAPS Il zum Zeitpunkt der Aufnahme auf der Intensiv- bzw.
Intermediate Care-Station und den maximal erreichten Punktwert in den
entsprechend der Nierenfunktion eingeteilten Patientengruppen. Abbildung 11 und

12 stellen diese Werte graphisch dar.
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Total kein NV | AKIN 1 | AKIN AKIN 3 | p-Wert
2
Patienten [n] 33 11 8 4 10 -
SAPS I 36,06 28,09 38,71 42 40,6 0,016
bei Aufnahme +10,77 +6,89 +11,21 | +7,07 | 11,18
SAPS I 39,32 32,73 42 43,25 |43,4 0,077
maximaler Wert | 10,65 +9,45 +7,75 +6,5 +12.17 | n.s.

Tabelle 11: SAPS Il bei Aufnahme und maximaler Wert

Dargestellt ist der Mittelwert des SAPS 1l zum Zeitpunkt der Aufnahme und der maximale mittlere SAPS Il

wahrend des Aufenthalts der Patienten auf der Intensiv- bzw. Intermediate Care-Station (n=33, MWxSD).
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Abbildung 11: SAPS Il bei Aufnahme
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Dargestellt ist die Verteilung der Punktwerte des SAPS Il zum Zeitpunkt der Aufnahme des Patienten

auf der Intensiv- bzw. Intermediate-Care Station im Vergleich zwischen den 4 entsprechend der

Nierenfunktion eingeteilten Patientengruppen (Gruppe 0 = kein ANV, Gruppe 1 = AKIN-Stadium 1,
Gruppe 2 = AKIN-Stadium 2, Gruppe 3 = AKIN-Stadium 3; n=33).
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Abbildung 12: SAPS Il maximaler Wert wahrend ICU-Aufenthalt

Dargestellt ist der maximal erreichte Punktwert des SAPS Il wahrend des Aufenthaltes auf der
Intensiv- bzw. Intermediate Care-Station im Vergleich zwischen den 4 eingeteilten Patientengruppen
(Gruppe 0 = kein ANV, Gruppe 1 = AKIN-Stadium 1, Gruppe 2 = AKIN-Stadium 2, Gruppe 3 = AKIN-
Stadium 3; n=33).

3.3 Klinisches Ergebnis und Nierenfunktionsparameter bei
Entlassung

Insgesamt verstarben 6 Patienten des untersuchten Patientenkollektivs. Dies
entspricht einer Gesamtletalitdt von 18 Prozent. Alle verstorbenen Patienten waren
der Patientengruppe mit ANV zugeordnet, was zu einer Letalitat von ca. 27 Prozent
in dieser Gruppe fuhrt.

Tabelle 12 zeigt den Anteil an Uberlebenden in den entsprechend der Nierenfunktion
eingeteilten Patientengruppen, der sich nicht signifikant zwischen den Gruppen
unterscheidet (p=0,11).
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Total kein NV | AKIN1 | AKIN 2 | AKIN 3 | p-Wert

Patienten [n] 33 11 8 4 10 -

Uberlebende [%] |27/33 |11/11 7/8 3/4 6/10 0,11

Tabelle 12: Anteil an Uberlebenden

Dargestellt ist der Anteil Uberlebender Patienten des gesamten Patientenkollektivs (total) sowie der
Anteil Uberlebender in den nach Nierenfunktion eingeteilten Patientengruppen (kein NV, AKIN 1,
AKIN2, AKIN 3; n=33).

Um die Nierenfunktion der Patienten zum Zeitpunkt der Entlassung aus dem
Krankenhaus zu objektivieren, wurde die eGFR zu diesem Zeitpunkt evaluiert. Diese
unterscheidet sich hoch signifikant zwischen den Gruppen (p<0,01). Im Mittel nimmt
die glomerulare Filtrationsrate in allen Patientengruppen zum Zeitpunkt der
Entlassung héhere Werte an als zum Zeitpunkt der Aufnahme auf der Intensiv- bzw.
Intermediate Care-Station.

Ein hoheres AKIN-Stadium des Patienten wahrend des ICU-Aufenthalts korreliert mit
einer hoch signifikant niedrigeren glomerluléaren Filtrationsrate (reprasentiert durch
die eGFR) zum Zeitpunkt der Entlassung aus dem Krankenhaus (p<0,01).

Der Anteil verstorbener Patienten sowie die Nierenfunktion zum Zeitpunkt der
Entlassung aus dem Krankenhaus (Restitutio a. i., Defektheilung / Dialyse, Tod)
unterscheidet sich ebenso hochst signifikant zwischen den Gruppen (p<0,001). Die
Anzahl verstorbener Patienten steigt signifikant mit dem AKIN-Stadium an.

Abbildung 13 und Tabelle 13 stellen das klinische Ergebnis zum Zeitpunkt der
Entlassung des Patienten aus dem Krankenhaus dar. Abbildung 14 veranschaulicht
die eGFR unterschiedlicher Patientengruppen zum gleichen Zeitpunkt.
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Abbildung 13: Klinisches Ergebnis

Dargestellt ist das klinische Ergebnis der Patienten in verschiedenen Gruppen (kein ANV, AKIN 1,
AKIN 2, AKIN 3) in Prozent. Es werden die Endpunkte “verstorben”, vollstandige Wiederherstellung
der Nierenfunktion (“Restitutio a. i.”), “Defektheilung” der Niere sowie “Dialysepflichtigkeit” zum

Zeitpunkt der Entlassung aus dem Krankenhaus unterschieden.

Total keinNV | AKIN1 | AKIN2 | AKIN3 | p-Wert
Patienten [n] 33 11 8 4 10 -
Entlassung
eGFR 73,29 | 118,66 39,73 40,77 34,8 <0,01
[MI/min/1,73 m?] 147,01 | £27,5 +11,9 +19,37 | +31,16
verstorben [%0] 6/33 0/11 1/8 1/4 4/10 <0,001
Dialysepflichtigkeit [%0] 1/33 0/11 0/8 0/4 1/10
Restitutio a. i. [%0] 14/33 11/11 1/8 1/4 1/10
Defektheilung [%] 12/33 | 0/11 6/8 2/4 4/10

Tabelle 13: Klinisches Ergebnis bei Entlassung

Dargestellt ist die glomeruldre Filtrationsrate représentiert durch die eGFR zum Zeitpunkt der
Entlassung der Patienten aus dem Krankenhaus. AuRerdem ist der Anteil verstorbener Patienten, der

Anteil dialysepflichtiger Patienten sowie der Anteil der Patienten, die mit einer vollstandig (Restitutio a.
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i.) oder eingeschrankt (Defektheilung) wiederhergestellten Nierenfunktion entlassen wurden,
abgebildet (n=33, MW+SD).
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Abbildung 14: Glomerulare Filtrationsrate bei Entlassung

Dargestellt ist die eGFR in den entsprechend der Nierenfunktion eingeteilten Patientengruppen zum
Zeitpunkt der Entlassung aus dem Krankenhaus (Gruppe 0 = kein ANV, Gruppe 1 = AKIN-Stadium 1,
Gruppe 2 = AKIN-Stadium 2, Gruppe 3 = AKIN-Stadium 3; n=33).

3.4 Evaluation der ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten zu
drei Zeitpunkten

Die Evaluation der ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten wurde zu drei
Zeitpunkten durchgefihrt und in Bezug auf die Nierenfunktion der Patienten

ausgewertet.

Die Messungen erfolgten zu den drei folgenden Zeitpunkten:

Zeitpunkt 1: 24 Stunden

- Messung 1 erfolgt 0 bis 24 Stunden nach der stationarer Aufnahme des Patienten.
Zeitpunkt 2: 48 Stunden

- Messung 2 erfolgt 24 Stunden nach der Messung 1.

Zeitpunkt 3: 96 Stunden

- Messung 3 erfolgt 48 Stunden nach der Messung 2.
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Zwei Messungen konnten aufgrund von einer Verlegung des Patienten in ein
anderes Krankenhaus nicht durchgefihrt und 6 Messungen aufgrund von
Messfehlern nicht gewertet werden. Tabelle 23 zeigt alle im Rahmen der
vorliegenden Untersuchung evaluierten ATP-Konzentrationen der CD4" T-
Lymphozyten (siehe Anhang).

Zum Zeitpunkt 1 betragt die niedrigste ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten
18 ng/ml und die héchste ATP-Konzentration 782 ng/ml.
Zum Zeitpunkt 2 betragt die niedrigste ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten
42 ng/ml und die hochste ATP-Konzentration 888 ng/ml.
Zum Zeitpunkt 3 betragt die niedrigste ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten
43 ng/ml und die hochste ATP-Konzentration 947 ng/ml.

Tabelle 14 zeigt den Mittelwert (+ SD) der ATP-Konzentration von CD4" T-
Lymphozyten in den entsprechend der Nierenfunktion eingeteilten Patientengruppen
(kein NV, AKIN 1, AKIN 2, AKIN 3) zu den Zeitpunkten 1, 2 und 3.

Der mittlere Wert (+ SD) der ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten im
Vergleich zwischen Uberlebenden und verstorbenen Patienten ist in Tabelle 15

dargestellt.
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Gruppe Kein ANV AKIN 1 AKIN 2 AKIN 3 p-Wert
ATP-

Konzentration 235,36 273,25 312,25 398 0,517
[ng/ml] 222,47 +293,28 +143,04 +252,68

Zeitpunkt 1

ATP-

Konzentration 247,73 206,17 192 467 0,026
[ng/ml] +153,62 +191,69 186,09 226,14

Zeitpunkt 2

ATP-

Konzentration 322,1 411,17 194,25 450,44 0,271
[ng/ml] +258,25 +188,47 +159,76 +231,67

Zeitpunkt 3

Tabelle 14: ATP-Konzentration von CD4+ T-Lymphozyten zu drei Zeitpunkten

Dargestellt ist der Mittelwert (+ SD) der ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten in den
entsprechend der Nierenfunktion eingeteilten Patientengruppen (kein ANV, AKIN 1, AKIN 2, AKIN 3)

zu den Zeitpunkten 1, 2, 3 (n=33, MW+SD).

Gruppe Uberlebende Verstorbene p-Wert
ATP- Konzentration

[ng/ml] 295,3 363,5 0,256
Zeitpunkt 1 +242,74 +285,47

ATP- Konzentration

[ng/ml] 286,33 385,25 0,195
Zeitpunkt 2 +180,96 +377,41

ATP- Konzentration

[ng/ml] 376,92 3135 0,768
Zeitpunkt 3 +233,32 +261,3

Tabelle 15: ATP-Konzentration von CD4+ T-Lymphozyten nach Uberleben

Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SD) der ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten in zwei

Patientengruppen (Uberlebende, Verstorbene) zu den Zeitpunkten 1, 2, 3 (n=33, MW+SD).
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3.4.1 ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten wahrend des
Krankenhausaufenthalts

Im Rahmen der statistischen Auswertung der ATP-Konzentration von CD4" T-
Lymphozyten wird eine Varianzanalyse (ANOVA) mit Messwiederholungen
durchgefuhrt. Es werden drei Messwiederholungen zu den genannten Zeitpunkten 1,
2 und 3 durchgefiihrt.

Als Haupteinflussfaktoren werden die Gruppenzugehdrigkeit (kein ANV, AKIN 1,
AKIN 2, AKIN 3), die Zeit (Zeitpunkt 1, 2 und 3) und deren Wechselwirkung
untersucht.

Die Anwendung einer zweifaktoriellen Varianzanalyse mit den beiden Hauptfaktoren
,Gruppe” und ,Zeit" ergibt eine hoch signifikante Wechselwirkung dieser beiden
Faktoren (p<0,01). Ein signifikanter Gruppenunterschied (p=0,15) oder signifikanter
Zeit-Effekt (p=0,11) wurde allerdings nicht gefunden. Abbildung 15 stellt die ATP-
Konzentration der verschiedenen Gruppen entsprechend der Nierenfunktion
graphisch dar. Tabelle 16 zeigt die entsprechenden p-Werte in Bezug auf die

analysierten Faktoren.
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Abbildung 15: Nierenschadigung und ATP-Konzentration von CD4+ T-Lymphozyten

Dargestellt ist der Mittelwert sowie die niedrigste und die héchste ATP-Konzentration von CD4" T-
Lymphozyten [ng/ml] in den 4 Gruppen ,kein ANV* (n=11), ,AKIN 1“(n=8), ,AKIN 2“ (n=4) und ,,AKIN
3 (n=10). Es sind die Werte zu den Zeitpunkten 1, 2 und 3 markiert (n=33).
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Faktor p-Wert Interpretation
Gruppe 0,15 Nicht signifikant
Zeit 0,11 Nicht signifikant
Gruppe*Zeit <0,01 Signifikant

Tabelle 16: Gruppeneinteilung nach AKIN-KIassifikation

Dargestellt sind die p-Werte mit Interpretation (signifikant, nicht signifikant) im Rahmen der
analysierten Fragestellung nach einem signifikanten Unterschied der ATP-Konzentration CD4" T-
Lymphozyten in den entsprechend der Nierenfunktion eingeteilten Patientengruppen (entsprechen
Abbildung 15). Analysierte Faktoren sind die Gruppe und die Zeit sowie deren Wechselwirkung
(Gruppe*Zeit).

Unter Beibehaltung der Gruppeneinteilung (kein NV, AKIN 1, AKIN 2 und AKIN 3)
ergibt sich in der Analyse eines Gruppenunterschieds zu den einzelnen Zeitpunkten
1, 2 und 3 zuné&chst ein signifikanter Gruppenunterschied in der ATP-Konzentration
der CD4" T-Lymphozyten zum Zeitpunkt 2 (ca. 48 Stunden nach Aufnahme)
(p=0,026). Da mit der Fragestellung dieser Untersuchung drei unabh&angige
Hypothesen am gleichen Datensatz getestet werden, wird eine Bonferroni-Korrektur
vorgenommen, um eine Alphafehler-Kumulierung zu vermeiden. Es ergibt sich ein
adjustierter p-Wert zum Zeitpunkt 2 (siehe Tabelle 17), der zu diesem Zeitpunkt
einen Gruppenunterschied in der ATP-Konzentration CD4" T-Lymphozyten an der

Grenze zur Signifikanz zeigt (p=0,078).

Zeitpunkt Faktor p-Wert p-Wert adjustiert
Zeitpunkt 1 Gruppe 0,56 1
Zeitpunkt 2 Gruppe 0,026 0,078
Zeitpunkt 3 Gruppe 0,27 0,81

Tabelle 17: Einteilung nach Zeitpunkt

Dargestellt sind die p-Werte und die adjustierten p-Werte nach der Anwendung einer Bonferroni-
Korrektur im Rahmen der Analyse eines Gruppenunterschieds bei einer Einteilung entsprechend den
Zeitpunkten 1, 2 und 3.

3.4.2 ATP-Konzentration der CD4" T-Lymphozyten bei Entlassung

In der Gruppe von Patienten mit ANV verstarben 6 Patienten, ein Patient war zum
Zeitpunkt der Entlassung aus dem Krankenhaus dialysepflichtig. Bei 12 Patienten
erholte sich die Nierenfunktion partiell und bei drei Patienten vollstandig (Restitutio

a.i.).
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Die statistische Auswertung der ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten
entsprechend der Nierenfunktion zum Zeitpunkt der Entlassung aus dem
Krankenhaus erfolgt ebenfalls mittels einer mehrfaktoriellen Varianzanalyse
(ANOVA) mit Messwiederholungen.

Im Unterschied zur Auswertung der Werte entsprechend der Nierenfunktion bzw. des
AKIN-Stadiums wahrend des Krankenhausaufenthalts, erfolgt die Einteilung der
Patienten in drei Gruppen entsprechend der Nierenfunktion zum Zeitpunkt der
Entlassung aus dem Krankenhaus (Restitutio a. i., Defektheilung/Dialyse, Tod).
Haupteinflussfaktoren bilden die Gruppe (Restitutio a. i., Defektheilung/Dialyse und
Tod), die Zeit (Zeitpunkt 1, 2 und 3) und deren Wechselwirkung.

Tendenziell unterscheidet sich die ATP-Konzentration der CD4" T-Lymphozyten von
Patienten mit ANV im Hinblick auf die Nierenfunktion zum Zeitpunkt der Entlassung,
wenn sie zum Zeitpunkt 2 gemessen wird (p=0,0565). Diese Messung erfolgte ca. 48
Stunden nach der Aufnahme des Patienten auf der Intensiv- bzw. Intermediate-Care
Station. Zu diesem Zeitpunkt haben Patienten, deren Nierenfunktion vollstéandig
wiederhergestellt ist (Resitutio a. i.), tendenziell eine geringere ATP-Konzentration
von CD4" T-Lymphozyten. Dennoch ist der Unterschied nicht signifikant. Ein Wert
von p=0,0565 lasst sich allerdings als Trend werten.

Ein signifikanter Gruppenunterschied (p=0,91) oder signifikanter Zeit-Effekt (p=0,11)
wurde nicht gefunden.

Abbildung 16 stellt die ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten der Gruppen in
Relation zur Nierenfunktion bei Entlassung graphisch dar. Tabelle 18 zeigt die

entsprechenden p-Werte in Bezug auf die analysierten Faktoren.
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Abbildung 16: ATP-Konzentration von CD4+ T-Lymphozyten zu drei Zeitpunkten in Relation
zur Nierenfunktion bei Entlassung

Dargestellt ist der Mittelwert sowie die niedrigste und die héchste ATP-Konzentration CD4" T-
Lymphozyten [ng/ml] in den drei Gruppen ,Restitutio a. i.“ (n=14), ,Defektheilung/Dialyse” (n=13),
»10d" (n=6). Es sind die Werte zu den Zeitpunkten 1, 2 und 3 dargestellt (n=33).

Faktor p-Wert Interpretation
Gruppe 0,91 Nicht signifikant
Zeit 0,11 Nicht signifikant
Gruppe*Zeit 0,0565 Nicht signifikant

Tabelle 18: Gruppeneinteilung nach klinischem Ergebnis

Dargestellt sind die zu Abbildung 16 zugehdrigen p-Werte mit Interpretation. In der Frage nach einem
signifikanten Unterschied der ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten in den entsprechend dem
klinischem Ergebnis eingeteilten Patientengruppen (,Restitutio a. i.“, ,Defektheilung/Dialyse”, ,Tod")

wurden die Hauptfaktoren ,Gruppe®, ,Zeit* sowie deren Wechselwirkung (Gruppe*Zeit) untersucht.

3.5 Spezialanalytik
Die statistische Auswertung der Parameter NGAL, TNF-a und IL-6 entspricht dem
beschriebenen Vorgehen in der Analyse der ATP-Konzentration von CD4" T-

Lymphozyten.
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3.5.1 NGAL

Als Vergleichsparameter in Bezug auf eine Nierenschadigung wurde das NGAL im
Urin der Patienten zu den Zeitpunkten 1, 2 und 3 bestimmt und entsprechend der
Auswertung der ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten zwischen den
verschiedenen Patientengruppen verglichen.

Das NGAL nimmt in der Patientengruppe mit ANV hoch signifikant hohere Werte an
als in der Patientengruppe ohne NV (p<0,01, Abbildung 17). Abbildung 3.5 stellt die
NGAL-Konzentration der Patientengruppen mit und ohne ANV graphisch dar. Tabelle

19 zeigt die entsprechenden p-Werte in Bezug auf die analysierten Faktoren.
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Abbildung 17: NGAL-Konzentration im Urin zu drei Zeitpunkten

Dargestellt ist der Logarithmus des Mittelwertes sowie der niedrigsten und der héchsten NGAL-
Konzentration [ng/ml] im Urin der Patienten in den Patientengruppen mit und ohne ANV. Es sind die
Werte zu den Zeitpunkten 1, 2 und 3 dargestellt (n=33).

Faktor p-Wert Interpretation
Gruppe <0,01 Signifikant
Zeit 0,036 Signifikant
Gruppe*Zeit 0,132 Nicht signifikant

Tabelle 19: Gruppeneinteilung nach ANV

Dargestellt sind die p-Werte mit Interpretation (signifikant, nicht signifikant) im Rahmen der
analysierten Fragestellung nach einem signifikanten Unterschied der NGAL-Konzentration im Urin der

Patienten in den entsprechend der Nierenfunktion eingeteilten Patientengruppen (entsprechen
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Gruppen der Abbildung 17). Analysierte Faktoren sind die Gruppe und die Zeit sowie deren
Wechselwirkung (Gruppe*Zeit).

Entsprechend der Untersuchung der ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten
wurde die NGAL-Konzentration im Urin der entsprechend dem Schweregrad der
Nierenschadigung eingeteilten Patientengruppen verglichen. Eine hohergradige
Nierenschadigung ist mit einem hoch signifikant erhdhten NGAL-Wert im Urin der
Patienten verbunden (p<0,01, siehe Abbildung 18). Abbildung 18 stellt die NGAL-
Konzentration der entsprechend der Nierenfunktion eingeteilten Patientengruppen
dar. Tabelle 20 zeigt die entsprechenden p-Werte in Bezug auf die analysierten
Faktoren.
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Abbildung 18: Nierenschadigung und NGAL-Konzentration

Dargestellt ist der Logarithmus des Mittelwertes sowie des niedrigsten und die hdchsten Wertes der
NGAL-Konzentration [ng/ml] im Urin der Patienten in den 4 Gruppen ,kein ANV“ (n=11), ,AKIN
1%(n=8), ,AKIN 2“ (n=4) und ,AKIN 3" (n=10). Es sind die Werte zu den Zeitpunkten 1, 2 und 3
dargestellt (n=33).
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Faktor p-Wert Interpretation
Gruppe <0,01 Signifikant
Zeit 0,059 Nicht signifikant
Gruppe*Zeit 0,14 Nicht signifikant

Tabelle 20: Gruppeneinteilung nach AKIN-Klassifikation

Dargestellt sind die p-Werte mit Interpretation (signifikant, nicht signifikant) im Rahmen der
analysierten Fragestellung nach einem signifikanten Unterschied der NGAL-Konzentration im Urin in
den entsprechend der Nierenfunktion eingeteilten Patientengruppen (entsprechen Gruppen der
Abbildung 18). Analysierte Faktoren sind die Gruppe und die Zeit sowie deren Wechselwirkung
(Gruppe*Zeit).

In Bezug auf das klinische Ergebnis der Patienten ergab die Untersuchung der
NGAL-Konzentrationen im Urin im zeitlichen Verlauf keinen signifikanten Unterschied
zwischen den Patientengruppen (p=0,15). Tendenziell ist eine erhthte NGAL-
Konzentration allerdings mit einem schlechteren klinischen Ergebnis verbunden
(siehe Abbildung 19). Abbildung 19 stellt die NGAL-Konzentration der
Patientengruppen in Relation zur Nierenfunktion zum Zeitpunkt der Entlassung aus
dem Krankenhaus graphisch dar. Tabelle 21 zeigt die entsprechenden p-Werte in

Bezug zu den analysierten Faktoren.
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Abbildung 19: NGAL-Konzentrationen zu drei Zeitpunkten in Relation zur Nierenfunktion bei
Entlassung

Dargestellt ist der Logarithmus des Mittelwertes sowie des niedrigsten und die héchsten Wertes der
NGAL-Konzentration [ng/ml] im Urin der Patienten in den Gruppen ,Restitutio a. i." (n=14),
.Defektheilung/Dialyse* (n=13), ,Tod" (n=6). Es sind die Werte zu den Zeitpunkten 1, 2 und 3
dargestellt (n=33).

Faktor p-Wert Interpretation
Gruppe 0,10 Nicht signifikant
Zeit 0,58 Nicht signifikant
Gruppe*Zeit 0,15 Nicht signifikant

Tabelle 21: Gruppeneinteilung nach renalem Ergebnis

Dargestellt sind die p-Werte mit Interpretation (signifikant, nicht signifikant) im Rahmen der
analysierten Fragestellung nach einem signifikanten Unterschied der NGAL-Konzentration im Urin der
Patienten in den entsprechend dem renalen Ergebnis eingeteilten Patientengruppen (entsprechen der
Abbildung 19). Analysierte Faktoren sind die Gruppe und die Zeit sowie deren Wechselwirkung
(Gruppe*Zeit).
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3.5.2 TNF-a

Entsprechend der Untersuchung der ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten
wurde die Serumkonzentration des TNF-a zwischen den entsprechend der
Nierenfunktion eingeteilten Patientengruppen verglichen.

Eine Wechselwirkung der Konzentration des TNF-a zwischen den Patientengruppen
im zeitlichen Verlauf besteht nicht (p=0,596). Es konnte allerdings ein hoch

signifikanter Gruppenunterschied nachgewiesen werden (p=0,0015).

Bei einer Einteilung der Patienten entsprechend dem klinischen Ergebnis (Restitutio
a. i., Defektheilung / Dialyse, Tod) konnte keine Wechselwirkung zwischen den
Patientengruppen im zeitlichen Verlauf festgestellt werden (p=0,247). Auch ein

Gruppenunterschied konnte nicht nachgewiesen werden (p=0,189).

Abbildung 20 stellt die Serumkonzentration des TNF-a in den entsprechend der

Nierenfunktion eingeteilten Patientengruppen dar.

Abbildung 21 zeigt die Konzentration zum Zeitpunkt 2.
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Abbildung 20: Nierenschadigung und TNF-a-Konzentration

Dargestellt ist der Logarithmus des Mittelwertes sowie des niedrigsten und des hdchsten Wertes der
Serumkonzentration des TNF-a [pg/ml] der 4 Gruppen ,kein ANV* (n=11), ,AKIN 1“(n=8), ,AKIN 2“
(n=4) und ,AKIN 3 (n=10). Es sind die Werte zu den Zeitpunkten 1, 2 und 3 dargestellt (n=33).
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Abbildung 21: TNF-a-Konzentration zum Zeitpunkt 2

Dargestellt ist der Logarithmus des Mittelwertes sowie des niedrigsten und die héchsten Wertes der
Serumkonzentration des TNF-a [pg/ml] in den 4 entsprechend der Nierenfunktion eingeteilten
Patientengruppen zum Zeitpunkt 2 (Gruppe 0 = kein ANV (n=11), Gruppe 1 = AKIN-Stadium 1 (n=8),
Gruppe 2 = AKIN-Stadium 2 (n=4), Gruppe 3 = AKIN-Stadium 3 (n=10); n=33).

3.5.31IL-6

Entsprechend der Untersuchung der ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten
wurde die Serumkonzentration des IL-6 zwischen den entsprechend der

Nierenfunktion eingeteilten Patientengruppen verglichen.

Eine Wechselwirkung der Konzentration des IL-6 zwischen den Patientengruppen im
zeitlichen Verlauf besteht nicht (p=0,3). Es konnte allerdings ein signifikanter
Gruppenunterschied nachgewiesen werden (p=0,043).

Bei der Einteilung der Patienten entsprechend dem klinischen Ergebnis (Restitutio a.
I., Defektheilung / Dialyse, Tod) konnte ebenfalls keine Wechselwirkung zwischen
den Patientengruppen im zeitlichen Verlauf nachgewiesen werden (p=0,187). Es

konnte aber wiederum ein signifikanter Gruppenunterschied festgestellt werden
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(p=0,045). Abbildung 22 stellt die Serumkonzentration des IL-6 in den entsprechend
der Nierenfunktion eingeteilten Patientengruppen dar.
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Abbildung 22: Nierenschadigung und IL-6-Konzentration

Dargestellt ist der Logarithmus des Mittelwertes sowie des niedrigsten und des hdéchsten Wertes der
Serumkonzentration des IL-6 [pg/ml] in den 4 Gruppen ,kein ANV* (n=11), ,AKIN 1“(n=8), ,AKIN 2“
(n=4) und ,,AKIN 3" (n=10). Es sind die Werte zu den Zeitpunkten 1, 2 und 3 abgebildet (n=33).
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4 Diskussion

In der vorliegenden Untersuchung wird die ATP-Konzentration der CD4" T-
Lymphozyten von Patienten im septischen Schock mit und ohne ANV evaluiert. Die
immunologischen Vorgange sind bei diesem Krankheitsbild von entscheidender Be-
deutung. Sie bestimmen den Krankheitsverlauf sowie das klinische Ergebnis der Pa-
tienten bei der Entlassung aus dem Krankenhaus malf3geblich mit.

Dennoch sind diese Vorgédnge bis heute nur unvollstandig erforscht, sodass die
Diagnostik des ANV weiterhin im Wesentlichen auf der Bestimmung der
Serumkreatininkonzentration basiert. Das klinische Ergebnis der Patienten ist jedoch
stark von einer frihen Diagnostik und Intervention abhangig. Dies hat zur Folge,
dass die Bestimmung der Serumkreatininkonzentration, die erst zu einem relativ
spaten Zeitpunkt der Nierenschadigung ansteigt, nicht hinreichend ist. Daruber
hinaus fehlen neue endogene Marker, die auch Prognosen im Rahmen des Sepsis-
induzierten ANV zulassen. Aus diesen Problemstellungen resultierend ist der
Gegenstand dieser Untersuchung die Evaluierung der ATP-Konzentration von CD4"
T-Lymphozyten, um die Relevanz dieses immunologischen Parameters im Rahmen

des Sepsis-induzierten ANV zu beleuchten.

4.1 Forschungsdesign

Die vorliegende prospektive, klinische, nicht-verblindete Untersuchung hat zum Ziel,
die ATP-Konzentration der CD4" T-Lymphozyten von Patienten im septischen
Schock zu drei Zeitpunkten zu evaluieren. Durch die unizentrische Durchfiihrung und
mit den daraus folgenden Limitierungen konnten 33 Patienten untersucht werden.
Trotz der begrenzten Patientenzahl wurden statistisch aussagekraftige Daten
erhoben.

In einem &hnlichen inhaltlichen Kontext veroffentlichten Lawrence et al. 2010 eine
Studie. Sie evaluierten im Rahmen einer Kohortenstudie die ATP-Konzentration der
CD4" T-Lymphozyten von 52 septischen Patienten zu drei Zeitpunkten (Lawrence et
al. 2010). Bei dem Vergleich des Forschungsdesigns ist zu beachten, dass in der
vorliegenden Untersuchung bei n=29 Patienten alle drei Messungen vollstandig
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durchgeftihrt wurden, was zum Zeitpunkt der dritten Messung im Vergleich mit der
von Lawrence et al. verdffentlichten Studie annahernd der doppelten Patientenzahl
entspricht. Durch den Ausschluss von Patienten konnten Lawrence et al. die ATP-
Konzentration von CD4" T-Lymphozyten zum Zeitpunkt 3 nur noch bei n=15
Patienten evaluieren. Aul3erdem wurde in der vorliegenden Untersuchung die ATP-
Konzentration von CD4" T-Lymphozyten iiber einen Zeitraum von 96 Stunden nach
der Aufnahme auf der Intensiv- bzw. Intermediate Care-Station ermittelt. Lawrence et
al. evaluierten Uber einen Zeitraum von 8 Tagen (192 Stunden). Diese beiden
Faktoren sind im Vergleich der Ergebnisse eines Gruppen x Zeit-Effektes zu
berticksichtigen. Die Auswertung eines Gruppen x Zeit-Effektes ist bei dem
Krankheitsgeschehen der Sepsis von besonderer Bedeutung, da der Zeitpunkt der
Aufnahme auf der Intensiv- bzw. Intermediate Care-Station, welcher als erster
Messzeitpunkt der ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten in der vorliegenden
Untersuchung sowie in der von Lawrence et al. gewahlt wurde, zweifellos nicht dem

Krankheitsbeginn entspricht.

4.2 Methodik und Repréasentativitat der Daten

4.2.1 Entwicklung und Anwendungsgebiete des ImmuKnow®

Im Jahr 2002 begann die Firma CYLEX® mit der Vermarktung des Funktionstests
ImmuKnow® zur Bestimmung der zellvermittelten Immunantwort von
immunsupprimierten Patienten in Vorbereitung auf eine Organtransplantation.
Transplantatempfanger sind durch die nétige immunsuppressive Therapie einem
hohen Infektionsrisiko ausgesetzt. Wird diese Therapie nicht ausreichend intensiv
durchgefiihrt, kann eine Organabstol3ungsreaktion erfolgen. Der Funktionstest
ImmuKnow® sollte bei dem Verdacht einer Organabstol3ungsreaktion eine nicht
invasive Bestimmung des Immunstatus des Transplantatempfangers erméglichen,
ohne dass eine Biopsie des Transplantates durchgefiihrt werden musste. Es sollten
Moglichkeiten entstehen, durch die Ermittlung des Immunstatus des Patienten die
immunsuppressive Therapie zu individualisieren und Patienten mit hohem Risiko fur
eine frihe Organabstol3ungsreaktion anhand ihrer zellvermittelten Immunantwort zu

identifizieren (Lopez-Hoyos et al. 2013).
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Seither wurde der Test vor allem in Studien im Rahmen von Organtransplantationen
erprobt und seine Aussagekraft diskutiert. In einer 2012 veré6ffentlichten Metaanalyse
wurden 10 Studien evaluiert, in denen ImmuKnow® zur Identifikation einer Infektion
oder akuten Organabstof3ungsreaktion lebertransplantierter Patienten eingesetzt
worden war. Rodrigo et al. kamen zu dem Ergebnis, dass der Test eine geeignete
Methode zur Bestimmung eines Infektionsrisikos sei (Rodrigo et al. 2012). Die
signifikante Heterogenitat zwischen den untersuchten Studien lasse den Schluss
allerdings nicht zu, unter Zuhilfenahme dieses Tests lebertransplantierte Patienten
mit dem Risiko einer Organabstol3ungsreaktion identifizieren zu kénnen (Rodrigo et
al. 2012).

Im Rahmen erster klinischer Studien wurde der Test im Kontext des Krankheitsbildes
einer Sepsis erprobt (Lawrence et al. 2010). Immunologische Vorgange modulieren
das Krankheitsgeschehen im Rahmen einer Sepsis entscheidend mit, sind aber
unvollstandig erforscht.

Da ImmuKnow® einen Rickschluss auf den individuellen Immunstatus des Patienten
zulasst, ist er in Bezug auf diese Forschungsbemihungen eine vielversprechende
Methode. In der vorliegenden Untersuchung soll die Relevanz dieser Testmethode
auf das immunologische Geschehen innerhalb des Sepsis-induzierten ANV erweitert

werden.

4.2.2 Grenzen der Methode

Die Evaluierung der ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten mit Hilfe des
immunologischen bioluminometrischen Funktionstests ImmuKnow® weist im Rahmen
der Fragestellungen dieser Untersuchung Grenzen auf. Im Rahmen des Sepsis-
induzierten ANV spielen septische Toxine der Sepsis-verursachenden Erreger eine
besondere Rolle, denen der Kdrper des Patienten mit seinem Immunsystem und den
zugehdrigen T-Lymphozyten ausgesetzt ist. Bei 11 Patienten konnte ein solcher
Keim identifiziert werden. Der vorliegende Versuchsansatz mit Heparin-
antikoaguliertem Vollblut, aus dem die CD4" T-Lymphozyten des Patienten selektiert
werden, ist wahrend der vorausgehenden Stimulationsphase diesen septischen
Toxinen nicht mehr ausgesetzt. In vitro erfolgt eine ca. 18-stindige
Inkubationsphase, die einer in vivo-Situation mit der Einwirkung septischer Toxine

auf das Immunsystem des Organismus nicht entspricht. So kann die Methode
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moglicherweise die tatsachliche ATP-Konzentration der CD4" T-Lymphozyten nicht
korrekt wiedergeben, was zu Schwierigkeiten bei der Interpretation der Ergebnisse
fuhren kann.

Weiter wird ImmuKnow® von der Herstellerfirma CYLEX® als qualitativer
Funktionstest des Immunsystems deklariert. Aul3er Frage steht die Tatsache, dass
die intrazellulare ATP-Konzentration mit der Funktionsfahigkeit einer Zelle direkt in
Zusammenhang steht. Dennoch bleibt offen, welche Funktion der Zelle mit dieser
Methode wirklich gepruft wird. Letztendlich wird durch eine Stimulation mit PHA nur
die Aktivierbarkeit der CD4" T-Lymphozyten gepriift. Die Aussagekraft Gber den
absoluten Wert der ATP-Konzentration der Zellen ist fraglich. Auch wird die ATP-
Konzentration nicht in ein Verhaltnis zur absoluten Lymphozytenzahl gesetzt und
bewertet.

Eine weitere Schwierigkeit in der Bewertung der Ergebnisse und Einordnung in die
komplexen Vorgange des Sepsis-induzierten ANV besteht darin, dass mit der
Methode zwar CD4" T-Lymphozyten selektiert werden, aber keine Subtypen dieser
Gruppe weiter differenziert werden kénnen.

Trotz der genannten Limitierungen stehen derzeit kommerziell keine etablierten
Testsysteme zur Verfugung, die einen Rickschluss auf die zellvermittelte

Immunantwort des Patienten im septischen Schock zulassen.

4.2.2.1 Bisherige Ergebnisse des Testverfahrens

Das vorliegende Testverfahren wurde in erster Linie zur Bestimmung der
zellvermittelten Immunantwort von organtransplantierten Patienten eingesetzt und
erprobt. Selbst bei der Identifizierung eines Infektionsrisikos oder der Gefahr einer
Organabstol3ungsreaktion auf Grundlage des Testergebnisses des ImmuKnow®
zeigt sich kein einheitliches Bild in den Studienergebnissen. Die Aussagekraft des
Testergebnisses beziglich eines Krankheitsbildes wie der Sepsis, das sehr
komplexe immunologische Vorgange beinhaltet, ist schwer zu beurteilen. Eine ATP-
Konzentration < 225 ng/ml ist den Herstellerangaben zufolge als eine schwache
Immunantwort zu bezeichnen. In der vorliegenden Untersuchung liegen 43 Werte der
insgesamt 91 erhobenen Konzentrationen in diesem Bereich, das entspricht ca. 47
Prozent. Dies unterstreicht, dass eine systemische Infektion bei dem untersuchten

Patientenkollektiv im Vordergrund steht. AufRerdem stimmt diese Tatsache
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mehrheitlich mit den Ergebnissen aktueller Studien Uberein, die eine geringe ATP-
Konzentration von CD4" T-Lymphozyten mit einem erhohten Infektionsrisiko
assoziieren (Serban et al. 2009, Rodrigo et al. 2012, Akimoto et al. 2013).
Gleichzeitig erschwert eben diese geringe ATP-Konzentration eine Interpretation der
Ergebnisse und macht eine Graduierung der Immunantwort innerhalb dieses
schmalen Bereiches auch in einem Zeitverlauf von drei Messungen nahezu

unmaglich.

4.2.3 Patientenkollektiv

In beiden Patientengruppen mit und ohne ANV besteht kein signifikanter Unterschied
in Bezug auf demographische Aspekte. Die Verteilung von Alter (p=0,054) und
Geschlecht (p=0,86) unterscheidet sich nicht signifikant. Es handelt sich demnach
um vergleichbare Patientenkollektive. Die insgesamt 33 untersuchten Patienten sind
eine reprasentative Stichprobe fir die auf internistischen Intensivstationen
anzutreffenden Patienten im septischen Schock und verteilen sich im Verhaltnis 2:1
auf die Gruppen mit ANV (n=22) und ohne ANV (n=11). Auch im Hinblick auf
relevante Komorbiditdten zeigt sich kein Unterschied zwischen den Gruppen. Die
Patientengruppen sind somit gleich zusammengesetzt und geeignet, die zugrunde
liegenden Fragestellungen vergleichend zu untersuchen.

In der Patientengruppe mit ANV (n=22) verteilen sich die Patienten wie folgt: 8
Patienten befanden sich im AKIN-Stadium 1, 4 Patienten im AKIN-Stadium 2 und 10
Patienten im AKIN-Stadium 3. Durch die limitierte Patientenzahl bilden die Patienten
im AKIN-Stadium 2 mit 4 zugeordneten Patienten die am schwachsten reprasentierte

Patientengruppe in der vorliegenden Untersuchung.

4.3 Ergebnisse

4.3.1 Nierenfunktion

Die Nierenfunktion wird in dieser Untersuchung anhand der glomerulédren
Filtrationsrate und des Serumkreatininwertes beurteilt.

Bei allen Patienten, die Uberlebten, hat sich die Nierenfunktion Uber die Dauer des
Krankenhausaufenthaltes verbessert. In allen Patientengruppen steigt die

glomerulare Filtrationsrate bei der Betrachtung der Gesamtdauer des
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Krankenhausaufenthaltes an. Ebenso fallt der Serumkreatininwert in allen
Patientengruppen mit Ausnahme der Patienten im AKIN-Stadium 2 kontinuierlich ab.
Dies ist als ein grundsétzliches Ansprechen auf die stationére Intensivtherapie zu
bewerten. Ein geringer Anstieg des mittleren Serumkreatininwertes in der Gruppe
von Patienten im AKIN-Stadium 2 zum Zeitpunkt 2 ist sicherlich in der geringen
Patientenanzahl dieser Gruppe begriindet.

Bei zunehmendem Schweregrad der initialen Nierenschadigung bzw. einem hdheren
AKIN-Stadium des Patienten stellt sich zum Zeitpunkt der Entlassung aus dem

Krankenhaus die Nierenfunktion hdchst signifikant schlechter dar (p<0,001).

4.3.2 Klinisches Ergebnis

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung sind insgesamt 6 Patienten verstorben.
Alle verstorbenen Patienten sind der Gruppe mit ANV zugeordnet gewesen
(p=0,077). Dies entspricht einer Letalitat von 27 Prozent in der Patientengruppe mit
ANV, die somit deutlich unter den in der Literatur angegebenen Werten von ca. 60
Prozent (Uchino et al. 2005) liegt. Diese vergleichsweise niedrige Letalitat ist
womdglich auch dem Ausschluss gewisser Hochrisikokollektive wie zum Beispiel
organ- oder stammzelltransplantierte Patienten geschuldet.

Neben der Nierenfunktion wurde der klinische Zustand jedes Patienten mit Hilfe des
SAPS Il ausgewertet, der eine Beurteilung der Erkrankungsschwere von
Intensivpatienten basierend auf physiologischen Parametern ermdoglicht. Der SAPS i
wurde als Aufnahmescore entwickelt (Le Gall et al. 1993) und ist in der vorliegenden
Untersuchung zu diesem Zeitpunkt am aussagekraftigsten. Insgesamt wurde er
wahrend des ICU-Aufenthaltes der Patienten taglich evaluiert.

Zum Zeitpunkt der Aufnahme auf der Intensiv- bzw. Intermediate Care-Station
erreichen die Patienten ohne ANV mit im Mittel 28,09 (x6,89) Punkten deutlich
geringere Werte im SAPS Il als Patienten mit ANV (AKIN 1: 38,71 (x11,21); AKIN 2:
42 (£7,07); AKIN 3: 40,6 (x11,18)). Die Zunahme der Punktwerte im SAPS Il spiegelt
eine zunehmende Erkrankungsschwere wider. Insgesamt korreliert die mit dem
SAPS 1l evaluierte Erkrankungsschwere der untersuchten Patienten im septischen
Schock signifikant mit dem Grad der Nierenschadigung (p=0,016). Bei der

Beurteilung der ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten ist der Schluss somit
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zuldssig, dass die Patienten in der Gruppe mit ANV insgesamt und mit
zunehmendem Grad der Nierenschadigung auch schwerer erkrankt sind.

4.3.3 ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten zu drei
Zeitpunkten

Insgesamt kann bei der Betrachtung des Zeitverlaufs der ATP-Konzentration von
CD4" T-Lymphozyten (iber einen Zeitraum von 96 Stunden nach dem Zeitpunkt der
Aufnahme des Patienten auf der Intensiv- bzw. Intermediate Care-Station kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppe von Patienten im septischen Schock
mit ANV und ohne ANV festgestellt werden (p=0,93). Bei der weiteren Einteilung der
Patienten entsprechend dem Grad der Nierenschadigung ergibt sich ein hoch
signifikanter Unterschied der ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten in den
Patientengruppen (kein ANV, AKIN 1, AKIN 2, AKIN 3) im zeitlichen Verlauf (p<0,01),
sodass wir den Gruppenunterschied zu den Zeitpunkten 1, 2 und 3 weiter
analysierten:

Zum Zeitpunkt der Aufnahme auf der Intensiv- bzw. Intermediate Care-Station
unterscheidet sich die ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten nicht signifikant
zwischen den entsprechend der Nierenfunktion eingeteilten Patientengruppen
(p=0,517).

Zum Zeitpunkt 2 (ca. 48 Stunden nach Aufnahme) zeigt die Evaluierung der ATP-
Konzentration von CD4" T-Lymphozyten in der vorliegenden Untersuchung einen
Gruppenunterschied an der Grenze zur Signifikanz (p=0,078). Bei Patienten im
AKIN-Stadium 3 fallt die ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten im Mittel
anndhernd doppelt so hoch aus im Vergleich zum Mittelwert von Patienten, die
wahrend des ICU-Aufenthaltes kein ANV entwickelt hatten. Die Mittelwerte (£ SD)
liegen zum Zeitpunkt 2 bei 247,73 (x153,62) ng/ml in der Patientengruppe ohne ANV
und 467 (x226,14) ng/ml in der Gruppe von Patienten im AKIN-Stadium 3.

Zum Zeitpunkt 3 (ca. 96 Stunden nach Aufnahme) kann wiederum kein signifikanter
Unterschied zwischen den Patientengruppen festgestellt werden (p=0,271), wobei
tendenziell wieder ein hoherer Grad der Nierenschadigung mit einer hdheren ATP-
Konzentration der CD4" T-Lymphozyten korreliert.
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Insgesamt liegt die mittlere ATP-Konzentration zum Zeitpunkt 3 (ca. 96 Stunden
nach Aufnahme) in allen Gruppen mit Ausnahme der Patienten im AKIN-Stadium 2
etwas hoher als zum Zeitpunkt der Aufnahme. Die Mittelwerte der Gruppen fallen bis
auf drei Ausnahmen, die den Herstellerangaben zufolge mit Mittelwerten < 225 ng/ml
als ,schwache Immunzellantwort® zu interpretieren sind, in die Kategorie einer
.moderaten Immunzellantwort®. Allerdings ist bei dieser Kategorisierung zu
berticksichtigen, dass alle Mittelwerte eine sehr starke Varianz zeigen und diese
Kategorisierung des Herstellers im Hinblick auf die vorliegenden Untersuchung

sicherlich nicht hinreichend ist.

4.3.3.1 ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten und Uberleben

Die ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten unterscheidet sich nicht signifikant
zwischen den Patienten, die den septischen Schock tberlebt haben und denen, die
im Verlauf verstorben sind. Zum Zeitpunkt 2 (ca. 48 Stunden nach Aufnahme) lasst
sich allerdings ein Trend erkennen, der bei verstorbenen Patienten eine hohere ATP-
Konzentration von CD4" T-Lymphozyten zeigt (p=0,195). Der Mittelwert (+ SD) der
ATP-Konzentration Uberlebender Patienten betrdgt 286,33 (+180,96) ng/ml und
385,25 (£377,41) ng/ml in der Gruppe verstorbener Patienten.

Lawrence et al. zeigten in ihrer 2010 veréffentlichten Studie, die die ATP-
Konzentration der CD4" T-Lymphozyten von Patienten mit Sepsis, schwerer Sepsis
und septischem Schock untersuchte, Mittelwerte (x SD) von Patienten, die tUberlebt
hatten, im Bereich von 431 (+ 41) ng/ml und bei verstorbenen Patienten Mittelwerte
im Bereich von 266 (£ 53) ng/ml (Lawrence et al. 2010).

Hierbei zeigten (berlebende Patienten im Gegensatz zu den vorliegenden
Untersuchungsergebnissen deutlich héhere ATP-Konzentrationen als Patienten, die
im Verlauf verstorben waren. Allerdings ist bei der Gegenuberstellung der beiden
Untersuchungen zu beachten, dass sich die Differenzen der ATP-Konzentration von
CD4" T-Lymphozyten in einem schmalen Bereich von ca. 120 - 150 ng/ml bewegen

und sich das Messniveau nicht grundsatzlich unterscheidet.

4.3.3.2 ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten und klinisches Ergebnis
Eine weitere Einteilung der untersuchten Patienten erfolgt anhand des klinischen
Ergebnisses zum Zeitpunkt der Entlassung aus dem Krankenhaus: Es wurden die
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drei Patientengruppen ,Restitutio a. i.“, ,Defektheilung/Dialyse” und ,Tod" gebildet.
Bei der Untersuchung der ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten dieser
Gruppen im zeitlichen Verlauf konnte ein Unterschied nahe am Signifikanzniveau
nachgewiesen werden (p=0,0565).

Die ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten unterscheidet sich bei
unterschiedlichem klinischen Ergebnis nicht signifikant zwischen den Gruppen
(p=0,91), auch ergibt sich kein signifikanter Zeit-Effekt (p=0,11). Allerdings sollte der
Wert p=0,0565 bei dieser Gruppenaufteilung entsprechend dem klinischen Ergebnis
als Trend gewertet werden und zum Zeitpunkt 2 (ca. 48 Stunden nach Aufnahme) ist
in der vorliegenden Untersuchung die ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten
der Patienten, die mit einer vollstandig wiederhergestellten Nierenfunktion (,Restitutio
a. i.“) entlassen wurden, deutlich niedriger im Vergleich mit den zwei anderen
Gruppen (,Defektheilung/Dialyse”, ,Tod"), die ein wesentlich schlechteres klinisches
Ergebnis zeigen.

4.3.3.3 Zusammenfassung und Teststarkeanalyse

Zusammenfassend zeigt sich in der vorliegenden Untersuchung, dass Patienten im
septischen Schock mit einer hoéhergradigen Nierenschadigung bei einer Messung
zum Zeitpunkt 2 (ca. 48 Stunden nach der Aufnahme) tendenziell héhere ATP-
Konzentrationen von CD4" T-Lymphozyten vorweisen, als Patienten mit einer
geringergradigen oder ausgebliebenen Nierenschadigung (p=0,078). AuRerdem kann
ein Trend aufgezeigt werden, dass die ATP-Konzentration der CD4" T-Lymphozyten
mit dem Kklinischen Ergebnis von Patienten im septischen Schock korreliert. Eine
niedrigere ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten bei einer Messung zum
Zeitpunkt 2 (ca. 48 Stunden nach Aufnahme) macht tendenziell das Klinische
Ergebnis einer vollstandig wiederhergestellten Nierenfunktion (,Restitutio a. i.") zum
Zeitpunkt der Entlassung wahrscheinlich (p=0,0565).

Durch die limitierte Fallzahl ist die vorliegende Untersuchung beim Signifikanznach-
weis eingeschrankt. Eine Teststarkeanalyse ermoglicht die Berechnung einer Fall-
zahl zu untersuchender Patienten, mit der unter Berucksichtigung des Forschungs-
designs ein Signifikanzniveau erreicht werden kann. So kann die Mindestanzahl von
Patienten im Rahmen einer einfaktoriellen Varianzanalyse berechnet werden, die es

ermdglicht, einen signifikanten Gruppenunterschied zwischen den drei Gruppen ,Re-
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stitutio a. i.“, ,Defektheilung/Dialyse” und ,Tod“ zum Beispiel zum Zeitpunkt 2 (ca. 48
Stunden nach Aufnahme) mit einer Wahrscheinlichkeit von 80 Prozent (Teststarke =
0,8) zu finden. Werden ein Signifikanzniveau von a = 5 Prozent und eine mittlere Ef-
fektstarke (f=0,25) angenommen, missten mindestens 159 Patienten untersucht
werden, um einen signifikanten Gruppenunterschied feststellen zu kénnen - 53 in je-

der der drei Gruppen.

4.3.4 Spezialanalytik: NGAL, TNF-a, IL-6 zu drei Zeitpunkten

Ein vielversprechender sensitiver Marker in der Frihdiagnostik des ANV ist die
Bestimmung des NGAL im Urin. Makris et al. evaluierten die NGAL-Konzentration im
Urin kritisch kranker Patienten in den ersten 5 Tagen nach der Aufnahme auf der
Intensivstation und stellten eine erhohte Konzentration fest, die sich in der
Vorhersage eines ANV mit einer Sensitivitdt von 0,91 und Spezifitdt von 0,95 dem
Marker der Serumkreatininkonzentration als deutlich Gberlegen zeigte (Makris et al.
2009). Bezugnehmend auf das Sepsis-induzierte ANV stellten Bagshaw et al.
aul3erdem eine hohere NGAL-Konzentration im Plasma und Urin von Patienten mit
Sepsis-induziertem ANV gegenuber Patienten mit einem ANV nicht septischer
Genese fest (Bagshaw et al. 2010). Eine Korrelation zwischen dem Grad der
Nierenschadigung und der NGAL-Konzentration konnte in dieser Untersuchung nicht
festgestellt werden (Bagshaw et al. 2010).

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung stimmen mit diesen
Studienergebnissen Uberein. Die NGAL-Konzentrationen von Patienten mit ANV sind
deutlich héher im Vergleich zu der Patientengruppe ohne ANV (p<0,01). Aul3erdem
nimmt die NGAL-Konzentration bei den Patienten mit ANV mit dem Schweregrad der
Nierenschadigung zu (p<0,01).

Im Hinblick auf die prognostische Aussagekraft dieses Markers zeigte eine von van
Deursen et al. vertffentlichte Studie, dass eine erhohte NGAL-Konzentration bei
herzinsuffizienten Patienten mit einem von der Nierenfunktion unabh&ngigen
erhdhten Mortalitatsrisiko assoziiert war (van Deursen et al. 2014).

In der vorliegenden Untersuchung lasst sich ebenfalls ein Trend erkennen, dass die
NGAL-Konzentration von Patienten im septischen Schock, die in der vorliegenden
Untersuchung zu den genannten Zeitpunkten innerhalb der ersten 4 Tage nach der

Aufnahme auf der Intensiv- bzw. Intermediate Care-Station bestimmt wurde, auch mit
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dem klinischen Ergebnis der Patienten zum Zeitpunkt der Entlassung aus dem
Krankenhaus in Verbindung gebracht werden kann. So haben die Patienten mit
einem schlechteren klinischen Ergebnis bei Entlassung auch eine tendenziell héhere
NGAL-Konzentration im Urin (p=0,15).

Zunehmend werden auch inflammatorische Zytokine im Geschehen des ANV
untersucht. Im Rahmen einer pharmakologischen Inhibition proinflammatorischer
Zytokine konnten diese Untersuchungen in der Diagnostik und Therapie des ANV
relevant sein. Die Konzentration des TNF-a wurde vor allem in Studien zum
nephrotoxischen Cisplatin-induzierten ANV evaluiert. Am Mausmodell zeigten
Ramesh und Reeves eine angestiegene Konzentration des TNF- a bei einem durch
die Injektion von Cisplatin induzierten ANV (Ramesh und Reeves 2002).

In der vorliegenden Untersuchung zeigt sich ebenfalls eine erhéhte Konzentration
des TNF-a bei Patienten im septischen Schock, die ein ANV entwickelten. Zu den
gemessenen drei Zeitpunkten haben Patienten mit einer hodhergradigen
Nierenschadigung auch eine entsprechend hdhere Serumkonzentration des TNF- a
(p=0,0015).

Das IL-6 ist als ein weiteres proinflammatorisches Zytokin in der Pathogenese des
Sepsis-induzierten ANV von Bedeutung. Simmons et al. stellten in einer prospektiven
multizentrischen Studie fest, dass eine erhdhte Konzentration des IL-6 mit einer
erhohten Mortalitat des ANV Kkorreliert (Simmons et al. 2004). In der vorliegenden
Untersuchung konnte ein signifikanter Gruppenunterschied in der Konzentration des
IL-6 nachgewiesen werden. Sowohl ein hoherer Grad der Nierenschadigung
(p=0,043), als auch ein schlechteres klinisches Ergebnis zum Zeitpunkt der
Entlassung aus dem Krankenhaus (p=0,045) sind mit einer erhdhten Konzentration
des IL-6 assoziiert.

Die erhohte Konzentration des TNF-a und IL-6 zeigen deutlich die Beteiligung

proinflammatorischer Zytokine im Geschehen eines Sepsis-induzierten ANV.

4.4 Neue diagnostische Marker des ANV
Im Zentrum aktueller Forschungsbemuihungen steht die friihe Diagnosestellung eines
ANV mit Hilfe eines neuen endogenen Markers. Dartber hinaus ist auch die

Einschéatzung der klinischen und renalen Prognose des Patienten im Rahmen eines
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ANV von Bedeutung. Tabelle 22 zeigt 4 neue Marker, die in der Frihdiagnostik eines

ANV relevant sind.

— Anstieg im Urin

Don-Wauchope
2011

Biomarker Mechanismus Studie Fallzahl [n]  Bedeutung
Cystatin-C Glomerular filtriert Herget- 85 Diagnostik des
— gestorte tubulare Rosenthal et al. ANV geht einer
Readsorption 2004 Diagnostik mittels
— Anstieg im Serumkreatinin 1-2
Serum Tage voraus
NGAL Hochregulation Bagshaw etal. 83 Diagnostik des
— Anstieg im 2010 Sepsis-induzierten
Serum und Urin ANV
Clerico et al. Metaanalyse Prognose des ANV
2012
L-FABP Vorgeformt und Matsui et al. 85 Frihe Pradiktion
Glomerular filtriert | 2012 eines beginnenden
— gestorte tubulare ANV
Reabsorption
Fergusonetal. 92 Prognose des ANV
Anstieg im Urin
- J 2010
KIM-1 Hochregulation Huang und Metaanalyse Diagnostik des

ANV innerhalb der

ersten 24 Stunden

Tabelle 22: Neue diagnostische Marker

Die Tabelle stellt neue diagnostische Marker des ANV (Cystatin-C, NGAL, L-FABP und KIM-1) dar.

Sie zeigt den diagnostisch relevanten Pathomechanismus, relevante Studien und die Bedeutung des

Markers.
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Bisher hat sich allerdings keiner der Marker als tUberlegen herausgestellt, sodass im
klinischen Alltag immer noch die Diagnostk des ANV mit Hilfe der
Serumkreatininkonzentration dominiert. Eine prognostische Aussage Uber das
klinische bzw. renale Ergebnis der Patienten mit ANV ist mit diesen Markern kaum

maoglich.

Vanmassenhove et al. diskutierten in einer 2013 veréffentlichten Publikation 87
relevante Veroffentlichungen im Kontext neuer diagnostischer Biomarker des ANV
(Vanmassenhove et al. 2013). Es wurden Studien berlcksichtigt, die die Marker
NGAL, KIM-1, Cystatin C, IL-6, IL-18, NAG, GST und L-FABP untersuchten.
Vanmassenhove et al. restimierten, dass die diagnostische Relevanz dieser Marker
im Rahmen eines ANV in den Publikationen von schlecht bis exzellent reiche und
zum aktuellen Zeitpunkt keine einheitliche Aussage in Bezug auf ihren
diagnostischen Wert getroffen werden kénne (Vanmassenhove et al. 2013). Vor
einer Einfihrung in die klinische Praxis sei der Beweis der Verlasslichkeit eines

Markers in weiteren Untersuchungen entscheidend (Vanmassenhove et al. 2013).

Eine weitere Schwachstelle der neuen Biomarker besteht darin, dass sie von der
Niere lediglich eliminiert werden, aber keine Aussage uber den renalen
Gewebeschaden bzw. Wiederherstellungsprozess im Rahmen eines ANV zulassen.

In der Pathogenese des Sepsis-induzierten ANV kommt es nach einer renalen
Hypoperfusion, die einen tubularen Epithelschaden verursacht, zu einer
postischamischen Gewebewiederherstellung, die unter anderem vom intrarenalen
Entzindungsgeschehen moduliert wird (Devarajan 2006). Es fehlt ein Biomarker, der

einen Ruckschluss auf diesen renalen Wiederherstellungsprozess zulasst.

4.4.1 Rolle der ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten

Die Evaluierung der ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten eréffnet neue
Moglichkeiten einerseits im Hinblick auf die Diagnostik des ANV mit Hilfe eines
Markers, der in das renale Entziindungsgeschehen involviert ist und andererseits in
Bezug auf eine Abschatzung der renalen bzw. klinischen Prognose von Patienten mit

Sepsis-induziertem ANV:

In der Diagnostik ist es ein von der renalen Elimination unabhangiger Marker, der in
das Entzindungsgeschehen im Rahmen des ANV involviert ist. AuRerdem korreliert
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die ATP-Konzentration der CD4" T-Lymphozyten von Patienten mit Sepsis-
induziertem ANV in der vorliegenden Untersuchung am ehesten mit dem renalen

Ergebnis der Patienten bei der Entlassung aus dem Krankenhaus.

4.4.2 Bezug zu aktuellen Forschungsergebnissen

Unsere Feststellung, dass Patienten mit einem besseren renalen Ergebnis nach
einem Sepsis-induziertem ANV tendenziell eine niedrigere ATP-Konzentration bei
einer Messung 48 Stunden nach der Aufnahme zeigten, deckt sich mit Ergebnissen
aktueller Studien, in denen die ATP-Konzentration der CD4" T-Lymphozyten bei

nierentransplantierten Patienten untersucht wurde.

Wang et al. vertffentlichten 2013 eine Studie, deren Ergebnis zeigt, dass die ATP-
Konzentration der CD4" T-Lymphozyten von nierentransplantierten Patienten mit
einer akuten AbstoRungsreaktion signifikant héher war als in der Gruppe von
nierentransplantierten Patienten ohne eine solche AbstoRungsreaktion (Wang et al.
2013). Nach dem Abschluss der Therapiemallnahmen zur Behandlung der
AbstolRungsreaktion wurden dartber hinaus signifikant niedrigere Werte als vor
Beginn der Therapie erreicht (Wang et al. 2013).

Unsere Untersuchungsergebnisse lassen Uberlegungen zu, dass niedrigere ATP-
Konzentrationen von CD4" T-Lymphoyzten ein niedrigeres Risiko fir
immunmodulierte Nierengewebeschaden beinhalten oder auch eine schnellere
Wiederherstellung der Nierenfunktion nach einem Sepsis-induzierten ANV

begulnstigen.

Im Gegensatz dazu zeigte eine 2010 vertffentlichte Kohortenstudie, dass eine
niedrigere ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten septischer Patienten,
gemessen zum Zeitpunkt der Aufnahme der Patienten auf der Intensivstation, mit
einem schlechteren klinischen Ergebnis korreliert (Lawrence et al. 2010).

Daraus lasst sich ersehen, dass die Forschungsergebnisse zur Bedeutung der ATP-
Konzentration von CD4" T-Lymphozyten durchaus heterogen sind. Es bestatigt
weiter, dass die immunologischen Vorgange im Rahmen des Krankheitsbildes der
Sepsis und auch des Sepsis-induzierten ANV noch sehr unvollstandig verstanden

sind, was die Einordnung der Ergebnisse erschwert. Es ist zu diesem Zeitpunkt zu
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friih, die diagnostische und prognostische Aussage der ATP-Konzentration von CD4"
T-Lymphozyten eindeutig festzulegen.

4.7 Schlussfolgerung / Ausblick

Die Bedeutung der ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten im Geschehen des
Sepsis-induzierten ANV kann zu diesem Zeitpunkt noch nicht abschliel3end beurteilt
werden. CD4" T-Lymphozyten spielen vor allem in der zellularen Immunantwort von
Patienten mit Sepsis-induziertem ANV eine zentrale Rolle. Diese zellulare
Immunantwort ist sehr spezifisch flir den jeweiligen Patienten und unterliegt
standiger Veranderung (LOpez-Hoyos et al. 2013), was die Feststellung von
Gemeinsamkeiten im zeitlichen Verlauf der ATP-Konzentration von CD4" T-
Lymphozyten einzelner Patientenkollektive erschwert. Die Messung der ATP-
Konzentration von CD4" T-Lymphozyten eroffnet aber neue Mdglichkeiten, die die
Suche nach einem prognostischen Marker im Rahmen eines Sepsis-induzierten ANV
voranbringen konnte. Es sind weitere umfangreichere Untersuchungen notwendig,
die Ergebnisse bestatigen und weitere Fragen zum Beispiel nach dem idealen

Messzeitpunkt klaren kénnen.
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5 Zusammenfassung

Das Ziel der durchgefiihrten Untersuchung war die Beantwortung der Frage, ob die
Entwicklung eines ANV im Rahmen eines Organversagens des Patienten im
septischen Schock mit der ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten korreliert.

Die drei Ausgangsfragestellungen der Untersuchung lassen sich folgendermal3en

beantworten:

1. Der zellulare ATP-Gehalt der CD4" T-Lymphozyten von Patienten mit
Sepsis-induziertem ANV unterscheidet sich im zeitlichen Verlauf nicht
signifikant von Patienten, die kein ANV entwickelt haben. Es konnte kein
signifikanter Gruppen x Zeit-Effekt festgestellt werden (p=0,93).

2. Durch die Verlaufsbestimmung des ATP-Gehalts von CD4" T-
Lymphozyten zu drei Zeitpunkten l&sst sich ein Trend erkennen, der eine
prognostische Aussage im Hinblick auf Patienten mit Sepsis-induziertem
ANV zulasst. Bei einer Messung ca. 48 Stunden nach der stationaren
Aufnahme des Patienten im septischen Schock ist ein Unterschied im
Hinblick auf die Nierenfunktion bei der Entlassung aus dem Krankenhaus
zu sehen. Zu diesem Zeitpunkt haben Patienten, deren Nierenfunktion
vollstandig wiederhergestellt ist (Resitutio a.i.), tendenziell eine geringere
ATP-Konzentration der CD4" T-Lymphozyten (p=0,0565).

3. Der zellulare ATP-Gehalt der CD4" T-Lymphozyten von Patienten mit
Sepsis-induziertem ANV  korreliert nicht signifikant mit einem
durchschnittlich niedrigeren Wert abhangig vom Schweregrad des

Nierenversagens (p=0,15).

Insgesamt unterscheidet sich der Zeitverlauf des zellularen ATP-Gehalts von CD4" T-
Lymphozyten in Bezug auf die drei AKIN-Stadien von Patienten im septischen
Schock mit ANV nicht signifikant. Allerdings zeigt sich ein Trend, dass der zellulare
ATP-Gehalt von CD4" T-Lymphozyten als prognostischer Marker fir das renale

Ergebnis der Patienten dienen kann.
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Am ehesten lassen sich Patienten mit einem besseren klinischen Ergebnis
(vollstandig wiederhergestellte Nierenfunktion) nach einem Sepsis-induzierten ANV
von denen mit einem schlechteren klinischen Ergebnis (Defektheilung der Niere,
Dialysepflichtigkeit oder Tod) unterscheiden.

Niedrigere ATP-Konzentrationen von CD4" T-Lymphozyten weisen vermutlich auf
eine hohere Wahrscheinlichkeit hin, dass sich die Nierenfunktion von Patienten mit
Sepsis-induziertem ANV wieder vollstandig erholt. Die Unterschiede in den
entsprechend der Nierenfunktion bei Entlassung eingeteilten Patientengruppen
(,vollstandige Wiederherstellung der Nierenfunktion®, ,Defektheilung der Niere*,
.Dialysepflichtigkeit”, ,verstorben“) befinden sich an der Schwelle zum
Signifikanzniveau.

Bis zu diesem Zeitpunkt sind die Forschungsergebnisse zur Bedeutung der ATP-
Konzentration von CD4" T-Lymphozyten zu heterogen, um eine eindeutige Funktion
dieses Markers bestimmen zu kénnen. Wenn sich unsere Untersuchungsergebnisse
in umfangreicheren Studien bestétigen lie3en, kdnnte die ATP-Konzentration von
CD4" T-Lymphozyten in der Risikopradiktion des Sepsis-induzierten ANV von

Bedeutung sein.
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Patientennummer

ATP-Konzentration

ATP-Konzentration

ATP-Konzentration

[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2 Zeitpunkt 3
1 699 572 482
2 524 343 99
3 447 403 947
4 185 Messfehler 73
5 692 Messfehler Messfehler
6 77 Verlegung Verlegung
7 358 421 765
8 575 641 689
9 47 42 294
10 391 211 361
11 258 320 232
12 120 92 138
13 112 571 448
14 116 93 132
15 117 128 137
16 474 267 300
17 754 104 692
18 97 138 100
19 160 59 204
20 45 208 504
21 Messfehler Messfehler Messfehler
22 179 328 164
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23 67 252 153
24 782 535 596
25 s 173 473
26 18 134 510
27 106 248 174
28 199 98 43
29 199 563 289
30 761 888 510
31 257 226 378
32 339 220 391
33 374 463 563

Tabelle 23: Gesamtliste ATP-Konzentration zu drei Zeitpunkten

Dargestellt ist die Gesamtliste der gemessenen ATP-Konzentration von CD4" T-Lymphozyten [ng/ml] zu den

Zeitpunkten 1, 2 und 3 aller in die Untersuchung aufgenommenen Patienten (n=33).
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