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Hintergrund

In Deutschland erkranken jedes Jahr etwa
280.000 Patienten an einer Sepsis; davon
sterben tdglich mehr als 150 Patienten. Ak-
tuell beschranken sich die wirksamen Thera-
piemafinahmen auf die Behandlung der zu
Grunde liegenden Infektion und supportive
Malnahmen. Spezifische Behandlungsoptio-
nen, welche direkt die molekularen Verande-
rungen der Sepsis adressieren, konnten bis-
lang nicht hinreichend identifiziert werden.
Da jede Sepsis durch individuelle Verldufe
gekennzeichnet ist, schliel’t sich ein generalis-
tischer Therapieansatz aus. Mit dem Ziel einer
zukiinftigen individualisierten Sepsis-Therapie
haben wir mittels maschinellen Lernens (ML)
klinische Sepsis-Phdnotypen in einer multi-
zentrischen, prospektiven Kohorte identifiziert
und diese mittels Plasma-Proteomics charak-
terisiert.

38. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

Methoden

Im Rahmen der SepsisDataNet. NRW- und
CovidDataNet. NRW-Studien wurden bei kri-
tisch kranken Sepsispatienten klinische Rou-
tinedaten aus dem Patienten-Daten-Manage-
ment-System gesammelt sowie eine umfang-
reiche Biobank aufgebaut. Hieraus wurden
bei 384 Patienten aus drei Zentren klinische
Variablen am Tag der Sepsisdiagnose ausge-
wahlt, die folgende Eigenschaften aufwiesen:
1.) ,Standardparameter”, welche routinema-
Rig bestimmt werden, 2.) Verfiigbarkeit von
Werten in mehr als 70 % der Fille, 3.) die
Variable ist in der Lage, die klinische Auspra-
gung der Organschadigung des septischen
Patienten darzustellen und nicht Ausdruck
eines Behandlungsregimes (z. B. Medikamen-
tengaben). Im nichsten Schritt wurde zur Di-
mensionsreduktion eine Hauptkomponenten-
analyse (Principal Component Analysis, PCA)
durchgefiihrt. Die Identifikation der Sepsis-
Phédnotypen erfolgte durch Clusteranalyse
unter Anwendung des k-Means-Algorithmus
auf den Ergebnissen der PCA. Zusitzlich wur-
den Plasmaproben von 276 Patienten mittels
Flissigchromatographie-gekoppelter Tandem-
Massenspektrometrie (LC-MS/MS) analysiert
und die Konzentrationen relevanter Zytokine
mittels Immunoassays im Serum bestimmt.
Die gewonnenen Daten wurden im Kontext
der klinischen Phdnotypen statistisch ausge-
wertet und interpretiert.

Ergebnisse

Es wurden drei klinische Phdnotypen identifi-
ziert. Cluster A (n = 25) zeichnete sich durch
die hochste Krankheitsschwere aus und war
klinisch durch ein Multiorganversagen mit
fihrendem Leberversagen bei einer Morta-
litdit von 92 % charakterisiert. In Cluster C
(n = 144), mit einer Mortalitit von 47,2 %,
zeigten sich ebenfalls relevante Organinsuf-
fizienzen, wobei im Vergleich zu Cluster B
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(n=215) insbesondere eine Nierenschadi-
gung auffallig war. Mehrere Zytokine unter-
schieden sich signifikant zwischen Cluster A
sowie Cluster B und C, wobei IL6, IL8, IL10
und IL18 zwischen allen klinischen Phano-
typen differenziell (p<0,001) und in ihren
Konzentrationen mit der Krankheitsschwere
assoziiert waren (signifikante Pearson-Korrela-
tion mit SOFA-Score). Auf Ebene des Plasma-
Proteoms zeigten sich massive Unterschiede
zwischen Cluster A und den Clustern B und C.
Diese spiegelten das Organversagen der Pa-
tienten in Cluster A wider und zeigten pro-
minent den Verbrauch von Koagulationsfak-
toren und Proteinen des Komplementsystems.
Der Unterschied zwischen Cluster B und C
war insgesamt weniger ausgeprigt, doch
spiegelte sich auch hier eine erhohte Krank-
heitsschwere in Cluster C wider. Die diffe-
renziellen Proteine standen unter anderem
im Zusammenhang mit Komplement- und
Koagulationssystem und der Neutrophilen-
Aggregation.

Schlussfolgerungen

Die durch einen ML-Ansatz identifizierten
klinischen Phédnotypen zeigten unterschied-
liche Schweregrade der Sepsis und damit
verbunden der beteiligten Zytokine und lie-
Ben sich auf die Ebene des Plasma-Proteoms
Ubertragen. Die differenziellen Proteine er-
lauben einen tieferen Einblick in die mole-
kularen Prozesse der Sepsis und eréffnen die
Méoglichkeit, die identifizierten Phanotypen
in der Zukunft auf molekularer Ebene nédher
zu charakterisieren. Dieser Ansatz kann die
Grundlage fiir zukiinftige zielgerichtete The-
rapieansdtze der Sepsis ebnen.



Abbildung 1
(A) Basischarakteristika und Zytokin-Konzentrationen. Angaben als Median (IQR) oder n (%); ' p-Werte adjustiert fiir multiples Testen.
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Cluster A Cluster B Cluster C p’ p' p’

(n = 25) (n = 215) (n =144) (A vs. B) (Avs. Q) (B vs. C)
Alter [a] 67,0 (61,0-76,0) 63,5 (53,3-76,0) | 68,0 (59,0-77,3) | 0,023 0,362 0,998 0,026
Weibliches Geschlecht | 12 (48 %) 89 (41 %) 50 (35 %) 0,293 - - -
Infektionsfokus <0,001 0,001 0,700 <0,001

- Abdomen 10 (40 %) 40 (19 %) 40 (28 %) - - - -

- Blutstrom 3 (12 %) 7 (3 %) 11 (8 %) - - - -

- Harnwege 0 (0 %) 7 (3 %) 14 (10 %) - - - -

- Lunge 5(20 %) 78 (36 %) 43 (30 %) - - - -

- ZNS 0 (0 %) 9 (4 %) 0 (0 %) - - - -

- COVID-19 1 (4 %) 59 (27 %) 15 (10 %) - - - -

- anderer 6 (24 %) 15 (7 %) 21 (15 %) - - - -
SOFA-Score 15,0 (13,0-17,0) 7,0 (4,0-10,00 | 10,0 (7,0-14,0) | <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
30-Tage-Mortalitit 23 (92 %) 60 (28 %) 68 (47 %) <0,001 <0,001 <0,001 0,001
Lactat [mmol/I] 15,0 (8,5-18,3) 2,0(1,5-2,8) 3,0 (1,9-5,0) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
pH 7,2 (7,1-7,2) 7,4 (7,3-7,4) 7,3 (7,2-7,3) <0,001 <0,001 0,001 <0,001
Kreatinin [mg/dl] 1,8 (1,1-3,2) 1,0(0,7-1,3) 1,9 (1,2-3,1) <0,001 <0,001 0,892 <0,001
GOT [U/1] 2432,4 (1047,3-5363,5) | 40,0 (22,8-66,5) | 61,3 (32,3-169,0) | <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
GPT [U/I] 1165,5 (571,9-2131,2) | 25,6 (14,6-45,6) | 38,6 (17,6-87,6) | <0,001 <0,001 <0,001 0,001
Zytokine (pg/ml)

IL6 2372 (371-7513) 136 (52-418) 401 (104-1107) | <0,001
IL8 521 (267-1165) 49 (27-98) 106 (58-235) <0,001
IL10 178 (80-359) 5(0-12) 12 (6-33) <0,001
IL18 1117 (445-4513) 205 (114-503) 460 (226-895) <0,001

GOT: Glutamat-Oxalacetat-Transaminase; GPT: Glutamat-Pyruvat-Transaminase; IL: Interleukin; SOFA-Score: Sequential organ failure assessment score; ZNS: Zentral-

nervensystem

(B) Ergebnisse der statistischen Auswertung

der Plasma-Protemics-Daten, dargestellt als
Volcano-Plots. Relative Unterschiede der
Mittelwerte (Ratio of Means), aufgetragen
gegen die Post-hoc-Test-p Werte der paar-
weisen Vergleiche zwischen den klinischen

Clustern.

Signifikante Proteine rot gezeichnet (Filter-
kriterien: ANOVA pror-Wert =<0,05, Post-
hoc-Test-p-Wert <0,05, Ratio of Means

—logio (Post-hoc-p-Wert)

=1,5 oder =0,67). Zahlen zeigen die An-
zahl signifikant differenzieller Proteine an,
die im betreffenden Cluster hcher abundant

waren.

Cluster B vs. Cluster A

Cluster C vs. Cluster A

Cluster B vs. Cluster C

(1]
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Hintergrund

Die Quantifizierung der korperlichen Belast-
barkeit, etwa mittels einer Selbstbeurteilung
des Patienten, ist ein essenzieller Bestandteil
der préoperativen kardialen Risikoevaluation.
Wahrend eine aktuelle multizentrische Studie
keine verbesserte Vorhersage schwerer uner-
wiinschter kardialer Ereignisse (MACE) mittels
durch den Patienten selbstbeurteilter korper-
licher Belastbarkeit ergab [1], ist unbekannt,
ob die kérperliche Belastbarkeit zur Pradik-
tion von postoperativen pulmonalen Kom-
plikationen (PPC) geeignet sein konnte [2,3].
Ziel dieser Studie war es daher, die Hypothe-
se zu prifen, dass die Flache unter der Re-
ceiver-Operating-Characteristic-Kurve (Area
Under Curve, AUC) eines auf soziodemogra-
phischen Daten sowie der Operationsart be-
ruhenden multivariablen Regressionsmodells
zur Pradiktion des primaren Endpunktes PPC
durch die Hinzunahme der selbstbeurteilten
korperlichen Belastbarkeit verbessert werden
kann. Ein sekundéres Ziel war zudem zu prii-
fen, ob die Hinzunahme der selbstbeurteilten
korperlichen Belastbarkeit die Pradiktion von
MACE verbessern kann.

Methoden

Nach positivem Votum der Ethikkommis-
sion der Arztekammer Hamburg vom 19.
April 2019 (PV7061) und Registrierung auf
Clinical-Trials.gov (NCT04156594) wurden
in diese monozentrische, prospektive Beo-
bachtungsstudie namens PRESELECT Patien-
ten eingeschlossen, bei denen eine nicht
herzchirurgische Operation in Allgemein-
andsthesie geplant war. Die selbstbeurteilte
korperliche Belastbarkeit wurde anhand des
Duke Activity Status Index (DASI) mittels Fra-
gebogen erhoben und in metabolische Aqui-
valente umgerechnet. Ein multivariables Re-
gressionsmodell ,Basismodell” (Alter, Body
Mass Index, Geschlecht und Operationsart)
sowie ein ,Selbstbeurteilungsmodell” (mit
zusdtzlicher selbstbeurteilter korperlicher
Belastbarkeit) wurden modelliert und die
AUC mit 95-%-Konfidenzintervall (95-%-KI)
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fur die Vorhersage des primdren Endpunktes
PPC und des sekunddren Endpunktes MACE
berechnet. Der nichtparametrische Test nach
Delong wurde zum Vergleich der AUCs
unterschiedlicher Modelle verwendet. Das
zweiseitige Signifikanzniveau wurde auf 5 %
festgelegt.

Ergebnisse

Zwischen dem 11. April 2019 und dem
2. November 2022 willigten 5.500 nicht
herzchirurgische Patienten in die Studien-
teilnahme ein, von diesen konnten 5.235 in
die finale Analyse eingeschlossen werden.
In dieser Kohorte lag die Inzidenz von PPC
bei 5,0 % (262/5.235) und von MACE bei
2,2 % (117/5.235). Die selbstbeurteilte kor-
perliche Belastbarkeit war ein unabhéngiger
Pradiktor fir PPC (Odds Ratio 0,72, 95-%-KI
0,67-0,77, p<0,001) und MACE (Odds Ratio
0,81, 95-%-KlI 0,74-0,89, p<0,001) in den
Selbstbeurteilungsmodellen. Die AUC fir die
Vorhersage von PPC lag bei 0,82 (95-%-KI
0,80-0,85) im Basismodell und 0,87 (95-%-
Kl 0,84-0,89; p<0,001) nach Hinzufiigen
der korperlichen Belastbarkeit (Selbstbeurtei-
lungsmodell). Die AUC fiir die Vorhersage von
MACE lag bei 0,77 (95-%-KI 0,73-0,82) im
Basismodell und 0,79 (95-%-KI 0,75-0,83;
p = 0,057) nach Hinzufligen der kérperlichen
Belastbarkeit (Abb. 1).

Schlussfolgerung

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Selbstbe-
urteilung der korperlichen Belastbarkeit mit-
tels DASI eine gute Vorhersage von PPC er-
moglicht und hierbei einen zusatzlichen pra-
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diktiven Wert gegentiber einer auf soziode-
mographischen Daten und der Operationsart
basierenden Vorhersage erzielt. Im Gegensatz
dazu weist die Vorhersage von MACE mittels
DASI Limitationen auf.

Finanzierung

Diese Studie wurde ohne externe Fordermit-
tel ausschlieflich aus dem Budget des Zent-
rums fiir Andsthesiologie finanziert.
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Flachen unter der Receiver-Operating-Characteristic-Kurve (AUC) mit 95-%-Konfidenzintervall (95-%-KI) fiir
die multivariablen Basis- und Selbstbeurteilungsmodelle zur Vorhersage von (a) postoperativen pulmonalen
Komplikationen (PPC) und (b) schweren unerwiinschten kardialen Ereignissen (MACE).
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Hintergrund

Die Extrakorporale Membranoxygenierung
(ECMO) gilt als Ultima Ratio bei akutem re-
spiratorischem Versagen (ARDS). Bei diesen
Patienten sind Gerinnungskomplikationen
haufig und verschlechtern das Outcome er-
heblich [1]. Thrombozyten sind zentraler Be-
standteil der Himostase und kénnen Matrix-
proteine wie Kollagen oder von-Willebrand-
Faktor (VWF) Uber entsprechende Oberfla-
chenrezeptoren (Glykoprotein 1lb/Illa und
Ib-V-IX) erkennen, was zur Aktivierung und
Aggregation mit Freisetzung von gespeicher-
ten a-/d-Granula, Fibrinogenquervernetzung
und schlieBlich Thrombusbildung fihrt. Aktu-
elle Daten weisen auf eine noch unerwarte-
te Funktion von GPV, einer Untereinheit des
VWEF-Rezeptors, hin. Durch Thrombin kann
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die losliche GPV-Ektodomaéne (sGPV) freige-
setzt werden, was die Aktivitat von Thrombin
und die Fibrinbildung inhibiert und dartber
eine antithrombotische Wirkung zeigt. Durch
spezifische Antikorper kann GPV Shedding
blockiert werden, was sich als wirksame
Strategie zur Umkehrung eines Blutungspha-
notyps erwies [2].

Ziel

Diese Studie soll untersuchen, ob die ECMO
einen spezifischen Einfluss auf die Thrombo-
zytenaktivitdt einschlieflich der GPV-sGPV-
Achse hat.

Methode

Insgesamt wurden 36 Patienten mit COVID-
19-induziertem ARDS rekrutiert (n =13
ECMO vs. n =23 non-ECMO). Zu drei Zeit-
punkten (t1 =Tag 1-3; t2 =Tag 4-6; t3 =Tag
7—-14 nach Studieneinschluss) wurde Blut
entnommen und mit Gesundspendern ver-
glichen. Der Phanotyp und die Funktion der
Blutpldttchen wurden mittels Durchfluss-
zytometrie analysiert. Die Freisetzung von
8-Granula wurde per Mepacrin-Assay, die
Anzahl von 8-Granula per Transmissionselek-
tronenmikroskopie (TEM) und die In-vitro-
Blutungszeit per PFA-200 untersucht.

Ergebnisse

Die GP-lIb/Illa-Aktivierung und die P-Selek-
tin-Exposition als Reaktion auf ADP, TRAP-6
oder CRP-XL waren bei allen Patienten unab-
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2
U “
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0,00 -

ctrl  non-ECMO ECMO

ECMO aggraviert die inflammatorisch bedingte Freisetzung von Glykoprotein V (GPV).

Charakteristika von Gesundspendern (ctrl, grau) und Patienten mit COVID-19 ohne ECMO-Therapie (non-
ECMO, blau) oder mit ECMO-Therapie (ECMO, rot) sind zu den folgenden Zeitpunkten gezeigt: t1 = Tag
1-3,t2 =Tag 4-6, t3 = Tag 7—14 nach Studieneinschluss. (A) Oberflichenexpression von CD42d (GPV) in
Durchflusszytometrie. (B) Plasmakonzentration von I6slicher GPV-Ektodomane (sGPV) in ELISA aus platt-
chenarmem Plasma. Alle Graphen zeigen Mittelwert + Standardabweichung (SD). Unterschiede wurden per

Kruskal-Wallis-Test analysiert.

ns: nicht signifikant; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001; Geo-MFI: geometric mean fluore-

scence intensity.
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hdngig von der ECMO reduziert. Im Verlauf
der ECMO-Behandlung zeigten sich die Auf-
nahme und TRAP-6-induzierte Freisetzung
von Mepacrin riicklaufig (mittlerer GeoMFI
(ECMO) 11: 37,2 vs. 13: 15; p<0,05), wahrend
bei non-ECMO keine Unterschiede im Verlauf
zu beobachten waren. Gleichzeitig nahm die
Anzahl der §-Granula pro Thrombozyt im
Verlauf der ECMO-Therapie kontinuierlich
ab. Die Expression der vWF-Rezeptor-Un-
tereinheit GPIX blieb insgesamt unverdndert,
die GPV-Expression war jedoch unter ECMO
verglichen mit non-ECMO um 21 % reduziert
(Abb. 1A). Zudem zeigten sich die Plasma-
sGPV-Spiegel unter ECMO-Therapie selektiv
erhéht, was auf eine gerdteassoziierte Frei-
setzung hindeutet (Abb. 1B). Niedrige sGPV-
Werte unter ECMO-Therapie waren mit redu-
ziertem Uberleben verbunden (Uberlebende:
0,042 vs. Versterbende: 0,016; p<0,05).

Schlussfolgerung

Unabhidngig von der ECMO-Therapie zeigt
sich die Aktivierung von Thrombozyten bei
ARDS-Patienten deutlich eingeschrankt. Ein
spezifischer Mangel an thrombozytdren
d-Granula unter ECMO weist auf einen er-
worbenen Mangel der 8-Granula hin. Dies
ist die erste Studie, die eine ausgepragte He-
runterregulation von GPV auf Thrombozyten
und einen damit einhergehenden Anstieg des
Plasma-sGPV-Spiegels bei ECMO zeigt. Die
Assoziation zwischen sGPV mit dem Uberle-
ben unter ECMO-Therapie deutet darauf hin,
dass die GPV-sGPV-Achse als therapeutische
Zielstruktur genutzt werden kann.

Interessenkonflikt
Es bestehen keine Interessenkonflikte.
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Einleitung

Thromboinflammation beschreibt das Zusam-
menspiel und die gegenseitige Aktivierung
von Inflammation und der Gerinnungskaska-
de. Dabei verstirken die endotheliale Dys-
funktion, die Aktivierung von Komplement-
system und auch die direkte Interaktion von
Thrombozyten mit Leukozyten die Entziin-

Tabelle 1
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dungsantwort nicht nur bei Herz-Kreislauf-
Erkrankungen, sondern auch beim Infek-
tionsgeschehen. Die klinische Relevanz der
Immunthrombose ist in den letzten Jahren
nicht zuletzt aufgrund von COVID-19 [1] in
den Fokus geraten. Jedoch sind die Untersu-
chungsmoglichkeiten der mikrovaskuldren
Thrombose insbesondere im Zusammenhang
mit instabilen Thrombozytenaggregaten be-
schrankt, da durch die etablierten klinisch-
analytischen Methoden unbeabsichtigt Throm-
bozyten aktiviert werden oder diese einen
niedrigen Durchsatz haben. In dieser Studie
verwendeten wir die digitale holographische
Mikroskopie (DHM) in Kombination mit mi-
kroskopischer Durchflusszytometrie, um das
Potenzial der Plattchenaggregate als diagnos-
tische Biomarker bei Sepsis und Fieber zu
evaluieren.

Methoden

In dieser Studie untersuchten wir (nach Vor-
liegen der Einverstandniserkldrung) Throm-

Ubersichtstabelle {iber klinische Parameter der Sepsis-Kohorte bei Aufnahme auf die Intensivstation.

Statistische Analyse: Zwei-Stichproben-t-Test.

Fehlend Gesamt-

Nicht-iiberle- Uberlebende

population bende
Patientenzahl 39 22 17
Laktat arteriell (mg/dl) 0 2,3 (1,9) 2,7 (2,4) 1,7 (0,7) 0,067
Norepinephrin (mg/Tag) 0 14,1 (17,6) 19,4 (21,4) 7,3(6,3) 0,019
APACHE-II-Score 0 28,5(6,3) 30,2 (6,6) 26,4 (5,2) 0,051
AMV (I pro min) 4 9,6 (3,0) 9,6 (3,6) 9,7 (1,4) 0,884
CRP (mg/dI) 1 15,6 (9,6) 15,5(10,8) | 15,8 (8,0) 0,933
Kreatinin (mg/dl) 0 1,7 (0,8) 1,7 (0,9) 1,7 (0,7) 0,971
Fibrinogen (mg/dl) 1 493,1 (170,3) | 485,0 (200,6) | 504,1 (122,6) | 0,719
GOT (ASAT) (U/]) 2 405,5(937,2) | 346,2 (736,9) | 483,2 (1171,6) | 0,685
Himoglobingehalt Blut (mg/dl) 0 9,7 (1,2) 9,7 (1,2) 9,7 (1,3) 0,971
Horovitz-Index 4 207,4 (72,8) | 199,3 (83,1) |221,3(51,2) 0,340
Lymphozyten (1000/pl) 18 9,1(9,6) 10,1 (12,3) 8,0 (5,8) 0,619
QUICK-Wert (%) 0 75,6 (17,2) 69,7 (18,4) 83,2 (12,3) 0,009
Mittlerer arterieller Blutdruck 0 79,1 (8,3) 76,8 (7,9) 82,1 (8,1) 0,049
SOFA-Score 0 11,4 (4,5) 12,4 (4,9) 10,1 (3,7) 0,109
aPTT 0 40,9 (9,7) 43,9(11,1)  |37,1(5,9) 0,020
ASS-Einnahme 0 n=7 n=3 n=4
Thrombozyten (1000/pl) 0 189,0 (106,4) | 189,3 (120,3) | 188,7 (88,9) 0,987
Monozyten (1000/pl) 18 4,9 (2,8) 5,6 (3,3) 4,1(1,9) 0,230
Leukozyten (1000/pl) 0 15,3 (6,2) 16,7 (6,9) 13,5 (4,8) 0,091
Tage auf ITS 0 20,1 (18,3) 19,8 (18,7) 20,4 (18,5) 0,927
Weibliches Geschlecht 0 18 (46,2) 11 (50,0) 7 (41,2) 0,823*
Alter 0 68,9 (14,8) 69,4 (15,2) 68,2 (14,8) 0,800
Beatmungstage (Gesamtaufenthalt) | 0 12,5 (11,1) 12,6 (11,1) 12,4 (11,5) 0,956
Dialysetage 0 9,3(17,7) 11,5 (22,1) 5,6 (4,9) 0,392

*: Chi-Quadrat-Test; AMV: Atemminutenvolumen; ITS: Liegedauer auf Intensivstation (in Tagen); Verwende-

ter Test: Zwei-Stichproben-t-Test.
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bozytenaggregate im periphervendsen Blut
von kritisch kranken Fieber- bzw. Sepsispa-
tienten. Dazu entnahmen wir nach Vorliegen
der Sepsis-3-Kriterien bei 39 Sepsispatienten
am Klinikum rechts der Isar, Miinchen (Az:
249/20 S-EB) (Tab. 1) und bei 29 Patienten
mit Fieber (>38,3 °C) in der Notaufnahme
am National University Hospital Singapur
4 ml Citratblut an d1, d3 und d7 nach Dia-
gnosestellung und erfassten mittels DHM,
bildgebender Durchflusszytometrie (IFC) und
konventioneller Durchflusszytometrie (FC)
Zellmorphologie und Rezeptorexpression der
Aggregate. Die statistische Signifikanz wurde
mittels Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s Post-
hoc bei nicht normalverteilten Daten oder
ANOVA mit Tukey’s Post-hoc bei normalver-
teilten Daten verglichen.

Ergebnisse

Wir stellten zunéchst signifikant erhohte An-
teile von Thrombozytenaggregaten an der ge-
samten Thrombozytenpopulation bei Sepsis
innerhalb der ersten 24 Stunden nach Diag-
nosestellung auf der Intensivstation fest (Abb.
1A). Dabei zeigten die nicht tberlebenden
Patienten im Vergleich zur liberlebenden Ko-
horte einen deutlichen Anstieg der Thrombo-
zytenaggregate im DHM. Die Gesamtzahl
der Thrombozyten im Routinelabor war
unterdessen unverdndert (Tab. 1). Aufbau-
end darauf untersuchten wir die Struktur von
Thrombozyten und deren Aggregaten bei Pa-
tienten mit Fieber in der Notaufnahme zum
Aufnahmezeitpunkt. Unsere Analyse bestatig-
te einen generellen Anstieg der Aggregate im
Vergleich zu gesunden Kontrollen (Abb. 1B)
und enthiillte auch ein spezifisches morpho-
logisches Merkmal, die Thrombozytenden-
drizitdt, welches eine frithe Unterscheidung
zwischen bakterieller und viraler Infektion er-
laubt. Dartiber hinaus zeigten alle Arten von
Aggregaten in der IFC eine erhéhte Expres-
sion von CD62P, einem Marker fiir Thrombo-
zytenaktivierung, sowie CD31/PECAM-1 im
Vergleich zu einzelnen Zellen.

Diskussion

Die friihe Detektion von schweren Sepsisver-
ldufen anhand der Erh6hung von Throm-
bozytenaggregaten kann zur Optimierung
der Krankheitsprognose beitragen. Auferdem
bietet die verbesserte Differenzierung viraler
von bakterieller akuter Infektionen mittels
der Thrombozytenmorphologie einen neu-
en diagnostischen Ansatz, welcher die unno-
tige Gabe von Antibiotika bei viralen Erkran-
kungen reduzieren kénnte.
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A) DHM-Analyse des prozentualen Anteils von Trombozytenaggregaten an der Gesamtthrombozytenzahl und PLT-Leukozyt-Aggregaten (LP-Aggregate) in 1:100
verdiinntem Vollblut von Sepsispatienten auf der Intensivstation. Es wurde ein ANOVA mit Tukey’s Post-hoc ausgefiihrt; *: p<0,05; **: p<0,005; ***: p<0,0005;

*#**: p<0,00005.

B) IFC-Aufnahmen von Fieberpatienten der Notaufnahme, Thrombozyten und Aggregate mit Malstab.

Verwendetes Antikorperfarbung: CD31 (gelb), CD41a (rot), CD45 (violett), CD62P (griin). Differenzierung der Aggregatformierung mittels IFC bei Patienten mit Fieber
und bakterieller oder viralter Genese und gesunden Kontrollen. Wir fiihrten einen Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s Post-hoc aus.
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Hintergrund

Thromboembolische Ereignisse sind hdufige
Komplikationen von COVID-19 [1].

Klinische Studienergebnisse zur Sicherheit
und Wirksamkeit der Antikoagulation bei
COVID-19-Patientinnen sind umstritten.

Material und Methoden

Dies ist die zweite Aktualisierung einer sys-
tematischen Ubersichtsarbeit mit Metaanaly-
se (Protokollregistrierung bei PROSPERO am
21.Januar 2021, CRD42021229228) im Rah-
men der AWMF S3-Leitlinie ,Empfehlungen
zur Therapie von Patienten mit COVID-19".
Die Ubersichtsarbeit wird seitdem in Form
einer lebenden systematischen Ubersichtsar-
beit regelmdlig um neue Studienergebnisse
ergdnzt, um die Sicherheit und Wirksamkeit
einer Thromboseprophylaxe, Antikoagulation
in halbtherapeutischer oder therapeutischer
Dosis oder keiner Antikoagulation/Placebo
bei stationdren und ambulanten COVID-19-
Patientinnen zu bestimmen. Geeignete rando-
misiert-kontrollierte Studien (RCTs) wurden
bis 5. Oktober 2023 gesucht. Die Erkran-
kungsschwere der Teilnehmenden in den ein-
zelnen Studien wurde entsprechend der

© Andsth Intensivmed 2024;65:335-356 Aktiv Druck & Verlag GmbH

,WHO clinical progression scale” klassifiziert
[2]. Die Vertrauenswiirdigkeit der Evidenz
wurde mit GRADE bewertet [3]. Im Folgen-
den werden nur die Ergebnisse fiir stationdre
Patienten prasentiert.

Ergebnisse

In diese Aktualisierung wurden acht neue
RCTs und insgesamt 18 RCTs mit 10.787
Patientinnen aufgenommen. Die Vertrauens-
wiirdigkeit der Evidenz reichte je nach Er-
gebnis und Vergleich von sehr niedrig bis
hoch. Zu beachten gilt, dass viele Studien
zu Beginn der Pandemie und vor den ersten
Impfkampagnen oder einer bedeutenden Im-
munisierung rekrutierten. In 16 Studien en-
dete der Rekrutierungszeitraum bereits vor
Aufkommen der Omikron-Variante.

Sechs Studien wurden in den Vergleich der
Antikoagulation mit halbtherapeutischer Do-
sis versus Thromboseprophylaxe in niedriger
Dosierung bei stationdren COVID-19-Patient-
Innen aufgenommen. Antikoagulation in
halbtherapeutischer Dosis kann bei statio-
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ndren Patientinnen mit mittelschwerem oder
schwerem COVID-19 das Auftreten thrombo-
tischer Ereignisse oder Todesfille innerhalb
von 28 Tagen verringern (Relatives Risiko(RR)
0,73, 95-%-K10,33-1,59, 814 Patientlnnen,
2 Studien) (Abb. 1A), kann gleichzeitig aber
das Risiko fiir schwere Blutungen innerhalb
von 28 Tagen erhohen (RR 1,48, 95-%-KI
0,66-3,33, 1.137 Patientlnnen, 4 Studien).

Insgesamt 14 Studien wurden in den Vergleich
der Antikoagulation mit therapeutischer Do-

38. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

sis versus Thromboseprophylaxe in niedriger
oder halbtherapeutischer Dosierung bei sta-
tiondren COVID-19-Patientlnnen aufgenom-
men. Bei Patientinnen mit mittelschwerem
COVID-19 reduziert die therapeutische An-
tikoagulation das Auftreten thrombotischer
Ereignisse oder Todesfélle innerhalb von 28
Tagen (RR 0,72, 95-%-KI 0,60-0,86, 5.865
Patientlnnen, 5 Studien) (Abb. 1B), hat aber
wahrscheinlich wenig oder keine Wirkung
bei Patientinnen mit schwerem COVID-19

01.-02.03.2024 - Wiirzburg

(RR 0,98, 95-%-KI 0,86-1,12, 1.262 Patien-
tinnen, 3 Studien) (Abb. 1B). Therapeutische
Antikoagulation erhoht das Risiko schwerer
Blutungen innerhalb von 28 Tagen wahr-
scheinlich unabhdngig vom Schweregrad der
Erkrankung (RR 1,79, 95-%KI 1,25-2,56,
4.650 Patientlnnen, 5 Studien).

Schlussfolgerungen

Hospitalisierte, mittelschwer erkrankte CO-
VID-19-Patientinnen kénnten von einer halb-

Abbildung 1
A) Study or Intermediate Low Weight Weight Risk Ratio Risk Ratio
Subgroup Events Total Events Total (fixed) (random) MH, Fixed + Random, 95 % CI MH, Fixed + Random, 95 % CI
subgroup = Severe disease (WHO 6-7) i
INSPIRATION, Sadeghipour 2021 131 296 126 294  80.6% 56.0% 1.03 [0.86; 1.24]
Total (fixed effect, 95 % CI) 296 294  80.6 % - 1.03 [0.86; 1.24]
Total (random effects, 95 % Cl) - 56.0 % 1.03 [0.86; 1.24]
Heterogeneity: not applicable
subgroup = Mixed moderate to servere disease (WHO 4-9)
ANTICOVID, Labbé — 2023 14 110 31 114 194% 44.0% 0.47 10.26; 0.83]
Total (fixed effect, 95 % CI) 110 114 194 % - 0.47 [0.26; 0.83]
Total (random effects, 95 % Cl) - 44.0 % 0.47 [0.26; 0.83]
Heterogeneity: not applicable
Total (fixed effect, 95 % Cl) 406 408 100.0 % - 0.92 [0.77; 1.10]
-—  100.0 %

Total (random effects, 95 % Cl)
Heterogeneity: Tau? = 0.2747; Chi* = 6.81, df = 1 (p<0.01); I’ = 85 %
Residual heterogeneity: Tau> = NA; Chi? = 0.00, df = 0 (p = NA); I? = NA %

0.73 [0.33; 1.59]

0.5 1 2

Intermediate dose ~ Low dose

B) Study or Therapeutic Interm./Low Weight Weight Risk Ratio Risk Ratio

Subgroup Events Total Events Total (fixed) (random) MH, Fixed + Random, 95 % CI ~ MH, Fixed + Random, 95 % Cl

subgroup = Moderate disease (WHO 4 to 5)

COVID-HEP, Blondon - 2022 0 35 0 36 0.0 % 0.0 %

FREEDEOM-COVID, Stone — 2023 (apixaban) 58 1121 40 571 9.2 % 10.0 % 0.74 10.50; 1.09] =

FREEDEOM-COVID, Stone — 2023 (enoxaparin) 55 1136 39 570 9.0 % 9.7 % 0.7110.48; 1.05] *

HEP-COVID, Spyropoulos 2021 14 84 31 86 5.3 % 5.6 % 0.46 [0.27; 0.81] —_—

REMAP-CAP, ACTIV-4a, ATTACC, Lawler - 2021 96 1180 108 1046 199% 17.2% 0.79 [0.61; 1.02] |

Total (fixed effect, 95 % Cl) 3556 2309 434 % - 0.72 [0.60; 0.86] -

Total (random effects, 95 % CI) —_ 42.7 % 0.72 [0.60; 0.86] -

Heterogeneity: Tau® = 0; Chi* = 2.93, df = 3 (p = 0.40); I’ =0 %

subgroup = Severe disease (WHO 6 to 9)

COVID-HEP, Blondon — 2022 4 44 4 44 0.7 % 1.1 % 1.00 [0.27; 3.75]

HEP-COVID, Spyropoulos 2021 23 45 21 38 3.9 % 9.5 % 0.92 [0.62; 1.39] o

REMAP-CAP, ACTIV-4a, ATTACC, Goligher 2021 217 531 232 560 39.2% 29.5% 0.99 [0.86; 1.14] -1'

Total (fixed effect, 95 % Cl) 620 642 43.8 % - 0.98 [0.86; 1.12] 4

Total (random effects, 95 % Cl) —_ 40.1 % 0.98 [0.86; 1.12] L 2

subgroup = Mixed moderate to severe disease (WHO 4 to 9)

ACTION, Lopes - 2021 46 310 44 304 7.7 % 10.4 % 1.03 [0.70; 1.50]

ANTICOVID, Labbé - 2023 18 110 45 224 5.1 % 6.8 % 0.81 [0.50; 1.34]

Total (fixed effect, 95 % Cl) 420 528 12.8 % - 0.94 [0.70; 1.27] I

Total (random effects, 95 % Cl) - 17.2 % 0.94 [0.70; 1.27] i

Heterogeneity: Tau? = 0; Chi? =0.52, df =1 (p =0.47); P =0 %

Total (fixed effect, 95 % Cl) 4596 3479 100.0 % - 0.86 [0.78; 0.96] *

Total (random effects, 95 % CI) —_ 100.0 % 0.84 [0.73; 0.97] 4

Heterogeneity: Tau? = 0.0125; Chi> = 11.29, df =8 (p = 0.19); I’ =29 % | m—

Residual heterogeneity: Tau> = NA; Chi? = 3.53, df =6 (p = 0.74); I’ =0 % 0.5 1 2
Therapeutic dose  Intermediate/
Low dose

Forest-Plots zum Endpunkt ,Thromboembolische Ereignisse oder Tod innerhalb von 28 Tagen”. A) Vergleich halbtherapeutische Antikoagulation versus Thrombose-
prophylaxe in niedriger Dosierung; B) therapeutische Antikoagulation versus Thromboseprophylaxe in niedriger/halbtherapeutischer Dosierung.
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therapeutischen oder therapeutischen Anti-
koagulation profitieren, kritisch kranke Pa-
tientinnen hingegen nicht. In Anbetracht der
unterreprdsentierten Daten zu aktuellen Vi-
rusvarianten und Populationen scheint unter
Berticksichtigung des Blutungsrisikos ein in-
dividualisiertes Vorgehen ratsam.
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Hintergrund

Zwischen kardiovaskuldren Erkrankungen,
chronischer Nierenkrankheit (CKD) und ei-
nem metabolischen Syndrom besteht ein
komplexes pathophysiologisches Zusammen-
spiel [1]. Viele Patienten sind von mehr als
einer dieser Stérungen betroffen und es liegt
gute Evidenz vor, dass dies mit einer erhoh-
ten Morbiditit und Mortalitat assoziiert ist
[1]. Um den vielféltigen Interaktionen der
verschiedenen Organsysteme besser gerecht
zu werden, hat die American Heart Associa-
tion (AHA) im Oktober 2023 die Definition
eines neuen Syndroms veroffentlicht: das
kardiovaskuladr-renale-metabolische Syndrom
(Cardiovascular-kidney-metabolic syndrome,
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CKM-Syndrom) [2]. Neben metabolischen
Storungen wie Adipositas und Diabetes mel-
litus sowie kardiovaskuldren Erkrankungen
wird in dieser Definition insbesondere Sto-
rungen der Nierenfunktion eine besondere
Rolle zuteil. Auch im operativen Bereich ist
das Zusammenspiel von Herz, Nieren und
Metabolismus hochrelevant. Die Hypothese
der vorliegenden Studie war, dass das CKM-
Syndrom mit postoperativen Komplikationen
nach nicht kardiochirurgischen Operationen
assoziiert ist.

Methodik

Bei dieser Studie handelt es sich um eine
Sekunddranalyse einer internationalen pro-
spektiven Kohortenstudie, die knapp 16.000
nicht kardiochirurgische Patienten in 150
Zentren und 25 Landern rekrutiert hat [3].
In die Analyse eingeschlossen wurden Pa-
tienten =45 Jahre mit erhohtem kardiovas-
kuldrem Risiko und vollstindig vorliegenden
Daten fiir die Bestimmung der Stadien des
CKM-Syndroms. Die primédr zu untersuchen-
de Variable war das CKM-Syndrom, das per
definitionem in fiinf Stadien unterteilt wird.
Der primdre Endpunkt waren postoperative
kardiovaskuldre Komplikationen innerhalb
von 30 Tagen (definiert als: kardiovaskuldre
Mortalitat, nicht todlicher Herzstillstand, aku-
ter Myokardinfarkt, Schlaganfall oder Herz-
insuffizienz). Sekunddrer Endpunkt waren die
Mortalitdt sowie nicht kardiovaskuldre Kom-
plikationen. Fiir die statistische Analyse wur-
de eine multivariate logistische Regression
mit Adjustierung fiir Alter, Geschlecht und
das OP-Risiko (gemdfs Definition der Europa-
ischen Gesellschaft fiir Andsthesiologie und
Intensivmedizin) durchgefiihrt.

Ergebnisse

Von 15.984 prospektiv rekrutierten Patienten
konnten 14.634 in die finale Analyse einge-
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schlossen werden (60,8 % mannlich, mitt-
leres Alter 72+8 Jahre). Bei 308 Patienten
(2,1 %) kam es innerhalb von 30 Tagen zu ei-
ner kardiovaskuldren Komplikation und 335
Patienten (2,3 %) verstarben. Kardiovasku-
lare Komplikationen waren wie folgt auf die
CKM-Stadien verteilt: CKM 0: 5/367 = 1,4 %
[Konfidenzintervall (KI) 0,4-3,2 %]; CKM
1: 3/367=0,8 % [KI 0,2-2,4 %]; CKM 2:
102/7.440=1,4% [KI 1,1-1,7 %]; CKM
3: 27/953=2,8% [KI 1,9-4,1 %]; CKM
4a (Glomerularare Filtrationsrate (GRF) =15):
164/5.357 = 3,1 % [KI 2,6-3,6 %]; CKM 4b
(GFR <15): 7/150 =4,7 % [KI 1,9-9,4 %]
(Abb. 1). Die multivariate logistische Re-
gression ergab einen unabhdngigen Zusam-
menhang zwischen CKM-Syndrom Stadium
=23 und kardiovaskuldren Komplikationen,
Mortalitdt sowie nicht kardiovaskuldren Kom-
plikationen (kardiovaskuldre Komplikationen:
adjustierte Odds Ratio (OR; adjOR) = 2,26
[95-%-Konfidenzintervall (95-%-Kl): 1,78—
2,871, p<0,001; Mortalitit: adjOR = 1,42
[95-%-KI: 1,13-1,78], p = 0,002; nicht kar-
diovaskuldre Komplikationen: adjOR =1,11
[95-%-KI: 1,03-1,20], p = 0,005).

Schlussfolgerungen

In dieser grofen internationalen Kohorte
konnte gezeigt werden, dass das neu defi-
nierte CKM-Syndrom bei Patienten mit nicht
kardiochirurgischer Operation mit einer er-
héhten postoperativen Morbiditdt und Mor-
talitdt assoziiert ist. Diese Daten stiitzen
die These, dass kardiovaskulare, renale und
metabolische Stérungen pathophysiologisch
auch perioperativ ganzheitlich und im wech-
selseitigen Kontext betrachtet werden soll-
ten. Zukiinftige Studien sollten untersuchen,
inwieweit die Berlicksichtigung des CKM-
Syndroms im Rahmen der prdoperativen
Evaluation die perioperative Versorgung mog-
licherweise sicherer und patientengerechter
gestalten konnte.
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Fragestellung

Die Sepsis ist eine lebensbedrohliche Or-
gandysfunktion infolge einer dysregulierten
Immunantwort auf eine Infektion [1]. Die-
se Immunreaktion aktiviert die Hypothala-
mus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (HPA-
Achse). Die darauffolgende Produktion von
adrenokortikalen Glukokortikoiden ist ein
entscheidender Regulationsprozess wéhrend
der Sepsis. Ein wichtiger Mediator der Gluko-
kortikoide ist der Glukokortikoid-induzierte
Leuzin-Zipper (GILZ), der Einfluss auf die
Regulation intrazelluldrer, pro- und antiin-
flammatorischer Prozesse in der Sepsis nimmt
[2]. Der GILZ reguliert unter anderem die
Expression verschiedener Zytokine, indem
er mit dem Nuklearfaktor(NF)-kB-Signalweg
interagiert. In tierexperimentellen Studien
wurde bereits ein Einfluss von GILZ auf das
Sepsis-Uberleben gezeigt. In der vorliegen-
den Arbeit haben wir daher die Hypothese
getestet, ob die GILZ-Serumkonzentration am
Tag der Diagnosestellung mit dem Uberleben
bei Sepsis assoziiert ist und somit einen prog-
nostischen Marker darstellt.

Material und Methoden

Es wurden Serum-Proben von 146 zufillig
ausgewdhlten septischen Patienten nach der
Sepsis-Ill-Definition aus dem prospektiven
und multizentrischen ,SepsisDataNet. NRW*-
Projekt (Ethik-Votum: Reg.nr. 19-6606 3-BR)
in dieser Post-hoc-Analyse untersucht. Die
GILZ-Konzentrationsmessung erfolgte mittels
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
an Tag 1 nach Diagnosestellung. Im Blutse-
rum wurden zusétzlich 13 Zytokine mittels
humanem LEGENDPlex-Assay an den Tagen
1, 3 und 8 nach Diagnosestellung gemessen.
Die statistische Analyse mit Statistical Packa-
ge for the Social Sciences (SPSS) 28.0.0. und
GraphPadPrism umfasste Receiver-Operator-
Characteristic(ROC)-Analysen, Kaplan-Meier-
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Analysen, multivariate Cox-Regression sowie
Pearson- und Spearman-Korrelationsanalysen.

Ergebnisse

Die 146 untersuchten Patienten (65 % mann-
lich, Alter 65 +/-14,5 Jahre) hatten einen
medianen SOFA-Score von 8 [5-12]. Mittels
ROC-Analyse und Youden-Index wurde eine
GILZ-Cut-off-Konzentration (4,38 ng/ml) zur
Diskriminierung zwischen Uberleben und
Versterben bestimmt. Eine erhohte GILZ-Kon-
zentration war mit einem um 40 % reduzier-

Abbildung 1
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MCP-1, IL-6, IL-8, IL-17a, IL-18 (Tag 1), Tnf-a,
IL-33, IL1B, IFNa2, IFN-y, IL-8, IL-17a, IL-18
(Tag 3), IL-8 und IL-17a (Tag 8) im Serum. Die
starkste Korrelation an Tag 1 zeigte die IL1-
B-Konzentration (r = 0,452; p<0,001).

Schlussfolgerung

Eine hohe GILZ-Konzentration im Serum
septischer Patienten ist bereits an Tag 1 nach
Diagnosestellung mit einer erhohten 30-Ta-
ge-Letalitdt bei Sepsis assoziiert. Die GILZ-
Serumkonzentration stellt somit einen poten-
ziellen Biomarker fiir das Versterben bei der
Sepsis dar. Zusatzlich korreliert sie mit dem
Grad der Organdysfunktion (SOFA-Score) und
verschiedenen Zytokinen. Aktuelle Untersu-
chungen kldren nun, ob der GILZ aktiv ins
Serum exportiert wird oder durch vermehr-
ten Zelltod freigesetzt wird. Dariiber hinaus
sollen mogliche physiologische Funktionen
von GILZ im Serum untersucht werden. Es
ist somit gegenwartig nicht abschliefend zu
klaren, ob eine zu hohe GILZ-Konzentration
in der Sepsis ein Epiphdnomen der organspe-
zifischen intrazelluldren Stressreaktionen ist,
oder ob sie selbst eine erhohte Krankheits-
schwere bedingt.
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Hintergrund

Piperacillin/Tazobactam ist auf deutschen
Intensivstationen das am meisten verordnete
Antibiotikum. Uber- und Unterdosierungen
sind jedoch hiufig und mit Toxizitdt sowie
therapeutischem Versagen assoziiert [1-3].
Die Kombination von Therapeutischem Drug
Monitoring (TDM) und populationspharma-
kokinetischen Modellen wird als Model-
Informed Precision Dosing bezeichnet und
erhoht die Wahrscheinlichkeit des Erreichens
therapeutischer Konzentrationen bei kritisch
kranken Patient:innen [4]. Die Auswahl des
besten populationpharmakokinetischen Mo-
dells fiir einzelne Patient:innen stellt jedoch
eine Herausforderung dar (da es zahlreiche
dieser Modelle gibt) und erfordert einen er-
heblichen Zeitaufwand durch geschultes
Personal. Das Ziel dieser Analyse war es, die
Vorhersageleistung von 24 verdffentlichten
Piperacillin-Modellen als Single-Modell-An-
satz (SMA) mit zwei Multi-Modell-Ansétzen,
einem model selection algorithm (MSA) und
einem model averaging algorithm (MAA) zu
vergleichen [5].

Methoden

Ein multizentrischer Datensatz (561 Patient:-
innen, 11 deutsche Zentren, 3.654 TDM-Kon-
zentrationen) wurde verwendet, um die Vor-
hersageleistung der verschiedenen Ansitze
anhand von Prazision (medianer absoluter
Vorhersagefehler (MAPE [%]) und Richtig-
keit (medianer Vorhersagefehler (MPE [%]))
zu vergleichen. Hierfiir wurden die erste
oder erste und zweite TDM-Probe pro Pa-
tient:in dem Modell zur Verfigung gestellt.
Die darauffolgenden TDM-Proben wurden
fur das Modell verblindet und nach dem

© Anisth Intensivmed 2024;65:335-356 Aktiv Druck & Verlag GmbH

Abstracts

Prinzip von Bayes vorhergesagt und mit der
gemessenen Konzentration verglichen. Der
prozentuale Anteil an Patient:innen im the-
rapeutischen Bereich wurde durch Umwand-
lung der Vorhersagefehler in Piperacillin-Kon-
zentrationen ermittelt. Dariiber hinaus wurde
der Vorhersagefehler in Relation zur letzten
integrierten TDM-Probe beurteilt. Der Zielbe-
reich von Piperacillin wurde als 32 mg/L bis
96 mg/L (2—6 x die minimale Hemmkonzen-
tration des Epidemiological-Cut-Off-Wertes
fir Pseudomonas aeruginosa) definiert.

Ergebnisse

Insgesamt lieferte der MAA bei der Integra-
tion der ersten TDM-Probe eine geringfiigig
bessere Vorhersageleistung im Vergleich zum
MSA und dem besten Modell im SMA (1 TDM-
Probe: MAPE/MPE: MAA: 23,3/0,39 %, MSA:
28,4/-2,3 %, SMA: 26,2/-3,61 %; Patient:-
innen im therapeutischen Bereich: MAA:
79,5 %, MSA: 75,1 %, SMA: 77,6 %). Die Ein-
beziehung einer zweiten TDM-Probe fiihrte
zu einer hoheren Prdzision in den Vorhersa-
gen und mehr Patient:innen im therapeuti-
schen Bereich bei allen Ansatzen, insbeson-
dere jedoch bei der Verwendung von MSA
und des besten Modells im SMA (2 TDM-
Proben: MAPE/MPE: MAA: 22,6/3,7 %,
MSA: 22,3/-3,69 %, SMA: 23,7/-0,92 %;
Patient:innen im therapeutischen Bereich:
MAA: 79,9 %, MSA: 80,3 %, SMA: 80,6 %).
Die Vorhersageleistung aller Ansdtze war in-
nerhalb von 24 Stunden nach der Integration
der letzten TDM-Daten besser im Vergleich
zu einer ldngeren Verzogerung zwischen
TDM-Probe und dem Zeitpunkt der Vorher-
sage (Abb. 1).

Fazit

Die Verwendung eines Multi-Modell-Ansat-
zes (z. B. MAA fiir 1 TDM-Probe und MSA
flir 2 TDM-Proben) fiihrte zu einer leichten
Verbesserung der Vorhersageleistung im Ver-
gleich zu den besten Modellen bei der Ver-
wendung des SMA. Dariiber hinaus erleichtert
die Implementierung eines Multi-Modell-
Ansatzes die Verwendung von Model-Infor-
med Precision Dosing im klinischen Alltag,
da die Notwendigkeit fiir die individuelle Mo-
dellauswahl eliminiert wird. Dies spart Zeit
und minimiert das Risiko, ein ungeeignetes
Modell auszuwahlen.
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Einleitung

Netrin-1 ist ein neuronales Guidance-Pro-
tein, das nicht nur axonales Wachstum und
neuronale Migration wahrend der Entwick-
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lung beeinflusst, sondern auch die Migration
und Differenzierung von Immunzellen. In
Modellen der sterilen akuten Entziindung
(Hypoxie [1], Peritonitis [2] und Leber-/Isch-
dmie-Reperfusion) vermindert die Gabe von
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Netrin-T nicht nur die akute Entziindungsre-
aktion, sondern fordert sogar deren Resolu-
tion. Da Netrin-1 die chronische Entziindung
hingegen aufrechterhilt [3], interessierte uns,
ob und welchen Einfluss Netrin-1 auf die

Abstracts

Immundysregulation in der Frithphase der
Sepsis hat. Dazu untersuchten wir die Regu-
lation von Netrin-1 und seiner Rezeptoren
im Verlauf bei septischen Intensivpatienten
und die Verdnderungen der Immunantwort

Abbildung 1
A) Zelluldres Netrin-1 B) NTN1T mRNA C) Plasmaspiegel Netrin-1
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Regulation von Netrin-1 in humaner Sepsis und Effekte im murinen CLP-Model.

Netrin-1 wird in der humanen Sepsis im peripheren Blut innerhalb 24 h herabreguliert: in Immunzellen auf Proteinebene (A), mRNA-Ebene (B) und im Plasma (C). Die
Netrin-1-Rezeptoren Adora2b (D), Neogenin (E) und Uncoordinated 5b (F) werden auf Transkriptionsebene herabreguliert. G) Netrin-1-Knockout-Mause haben nach
Caeceumligatur und -punktion (CLP) ein hoheres Uberleben. Netrin-1 beeinflusst Zellzahl (H) und Differenzierung in der Lavage (I). Der Netrin-1-Knockout bewirkt
eine Verschiebung zu immunsuppressiven T-Zellpopulationen im Blut (J und K). In vitro férdert Netrin-1 die Differenzierung muriner T-Zellen (L und M).

MFI: mean fluorescence intensity. Balkendiagramme mit Mittelwert+SEM nach Testung auf Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test, Student’s-t-Test bzw. Mann-
Whitney-U-Test, Log-Rank-Test.*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,005; ****P<0,001.
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Abstracts

im CLP-Sepsis-Modell in Mdusen mit einem
konditionellen gewebsspezifischen Netrin-1-
Knockout.

Methoden

Nach Genehmigung durch die Ethikkommis-
sion Miinchen (249/20 S-EB) und schriftli-
chem Einverstandnis wurden bei bisher 17 kri-
tisch kranken Sepsispatienten und 8 gesunden
Patienten zellspezifische Konzentrationen von
Netrin-1 und seinen Rezeptoren wéhrend der
Sepsis (d1, d3, d7) mittels Durchflusszytome-
trie und gRT-PCR analysiert. Bei Mdusen mit
Monozyten- und Neutrophilen-spezifischem
Netrin-1-Knockout (Ntn1%LysMC<iR2) wurde
eine Sepsis durch Caecumligatur und -punk-
tion (CLP) induziert (TVA: ROB-55.2,2532.
Vet_02-21-206). Wir untersuchten zu den
Zeitpunkten 12 h, 24 h, 48 h, 96 h nach Sep-
sisinduktion die Auswirkungen des Netrin--
1-Knockouts auf das Uberleben und die ver-
dnderten Immunantworten mittels Durch-
flusszytometrie (FACS). Fiir In-vitro-Versuche
wurden aus EDTA-Blut von gesunden Frei-
willigen und Wildtyp-Mdusen (WT) naive
T-Zellen mittels immunomagnetischer Zell-
separation gewonnen. Nach Stimulation mit
Netrin-1 wurden Proliferation und verdnderte
Zelldifferenzierung durch FACS gemessen.
Die statistische Analyse wurde nach Testung
auf Normalverteilung (Shapiro-Wilk-Test) mit-
tels Students-t-Test/Mann-Whitney-Test fiir
2 Gruppenvergleiche und mit Tukey-/Krus-
kal-Wallis-Test mit Dunns-Post-Test-Korrektur
fir Mehrfachtests durchgefiihrt.

Ergebnisse

In unserer Studie zeigte sich, dass bei Pa-
tienten mit Sepsis Netrin-1 auf Zell- (Abb. 1A)
und Plasmaebene (Abb. 1B) und die Expres-
sion deren Rezeptoren Adora2b, Neogenin
und Unc5b (Abb. 1D-F) herabreguliert wa-
ren. Interessanterweise flihrte der Knockout
(KO) von Netrin-T in polymorphkernigen
Neutrophilen und Monozyten (Ntn1"-LysM-
CreERT2) Zy einer signifikanten Verbesserung des
Uberlebens (Abb. 1G), besonders in den ers-
ten 24 Stunden nach Operation. Nach dem
Netrin-1-KO wurde zudem eine reduzierte
Anzahl von Leukozyten im Blut und in der
Peritoneallavage beobachtet (Abb. 1H), eben-
so eine verdnderte Differenzierung (Abb. 11).
Weiterhin zeigte der Knockout von Netrin-1
eine Akkumulation von immunsuppressiven
Th2- und Treg-Zellen (Abb. 1) und 1K). Unsere
In-vitro-Untersuchungen an murinen Zellen
bestétigten, dass Netrin-1 die Differenzierung
von CD4* und CD8*T-Zellen beeinflusst
(Abb. 1L und 1TM). Zusammenfassend zeigen
diese Daten erstmalig, dass Netrin-1 in der
Sepsis reguliert wird und im murinen Modell
die Netrin-1-Expression mit einem schlechte-
ren Outcome einhergeht. Dabei scheint Net-
rin-1 die Leukozytenmigration und Differen-
zierung zu beeinflussen.
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Fragestellung

Das Sepsis-assoziierte Organversagen wird
durch eine mitochondriale Dysfunktion ent-
scheidend mitbestimmt und ist u. a. durch
verminderte oxidative Produktion von Adeno-
sintriphosphat (ATP) und weniger mitochond-
riale DNA (mtDNA)-Kopien in Mitochondrien
charakterisiert [1-3]. Mit Blick auf die Erho-
lung nach einem septischen Insult spielt die
mitochondriale Biogenese mit Neuproduk-
tion von mtDNA und Regeneration oxidativer
ATP-Produktion eine wichtige Rolle [3]. Aller-
dings scheint die mitochondriale Biogenese
in der Sepsis gestort und es kommt in mono-
nukledren Zellen des peripheren Blutes (peri-
pheral blood mononuclear cells, PBMC) von
Sepsis-Patienten zu einer intrazelluldren Fehl-
verteilung von mitochondrialem Transkrip-
tionsfaktor A (TFAM): Das prozessierte bzw.
reife TFAM im Mitochondrium ist erniedrigt,
wiéhrend das nicht prozessierte pra-TFAM im
Zytosol akkumuliert [1]. Daher testeten wir
die These, dass dieser Fehlverteilung eine mi-
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tochondriale TFAM-Importstérung zugrunde
liegt. Gleichzeitig sollte die Frage beantwortet
werden, ob eine Inflammationsreaktion allein
ausreichend ist oder ein zusétzlicher Faktor
wie mitochondrialer oxidativer Stress benétigt
wird, um die Beobachtungen in PBMCs zu
reproduzieren.

Methodik

Die humane Zelllinie A549 wurde mit Lipo-
polysaccharid (LPS) (10 ug/ml, Serotyp O55:
B5, Sigma-Aldrich) und 1-Methyl-4-phenyl-
pyridinium-lodid (MPP*) (100 pM, Sigma-
Aldrich) oder LPS plus MPP* fiir 24 h bzw.
48 h inkubiert. MPP* diente zur Induktion von
mitochondrialem oxidativem Stress. Aus Lysa-
ten der inkubierten Zellen erfolgte die Quan-
tifizierung der zellularen mtDNA-Kopien und
Genexpression der Zytokine IL6, IL8 und
TNFa. Der zelluldare ATP-Gehalt relativ zu
internen Kontrollen wurde mittels CellTiter-
Glo® 2.0 Assays (Promega) bestimmt. Unmit-
telbar nach Inkubation wurden die Mitochon-
drien durch Saccharose-Dichtezentrifugation
isoliert und in einem Import-Assay mit in vitro
translatiertem, *°*S-Methionin-markiertem pra-
TFAM inkubiert [2]. Nach elektrophoretischer
Auftrennung der Proteine mittels BisTris-SDS-
PAGE wurden die Gele getrocknet und mit
Hilfe eines Phosphorimagers autoradiogra-
phisch detektiert.

Ergebnisse

Unter LPS-Inkubation zeigte sich eine signi-
fikante Zunahme der Genexpression von IL6,
IL8 und TNFa, die unter MPP* allein nicht
nachweisbar war (Abb. 1A). Im Gegensatz
dazu verringerte sich der Gehalt an zellula-
rer mtDNA (p<0,001) und zelluldrem ATP
(p<0,05) nur unter Inkubation mit MPP* ver-
glichen zur unstimulierten Kontrolle (Abb.
1B/C). Bei Kombination von LPS und MPP*
waren die Effekte vergleichbar zur jeweiligen
Einzelinkubation im Hinblick auf Zytokine
(nur LPS) und mtDNA/ATP (nur MPP*). Im
»S-Import-Assay bewirkten LPS mit 88,83 %
+3,84 (MW £SEM) (p = 0,589) und MPP* mit
85,88 %=+2,98 (p=0,237) keine signifikan-
ten Auswirkungen auf den mitochondrialen
TFAM-Import (Abb. 1D). Erst die kombinierte
Inkubation mit beiden Substanzen zeigte eine
signifikante Reduktion des mitochondrialen
TFAM-Imports auf 65,55 %+2,42 (p<0,001)
der unstimulierten Kontrolle.

Schlussfolgerung

Wir konnten somit eine mitochondriale
TFAM-Importstdrung in einem humanen Zell-
kulturmodell der Sepsis nachweisen. Die al-
leinige LPS-induzierte Inflammationsreaktion
war allerdings nicht in der Lage, eine signi-
fikante Reduktion von mtDNA-Kopien und
zelluldrem ATP auszulGsen als Surrogate einer
mitochondrialen Dysfunktion. Dartiber hin-

© Anisth Intensivmed 2024;65:335-356 Aktiv Druck & Verlag GmbH



01.-02.03.2024 - Wiirzburg 38. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

Abbildung 1
A) ** B) ns
= T — T 1
=] =
] ns g *
co | g 1
3100 . £ 500 .
g 1 = | —
g4 80 S S 400 -
FE 1 <<
£ 60 Z Z 300
SIS o
S 3 1 =
uuz? 40 2 200 A
o 1 S 1
ZF 204 £ 100 A
s ] = J
& 0 - N 0 -
& o < ‘o N\ © < o
& N N & PR N
© QQ © @QQ
O ns D) ns
- T - T 1
=~"=,3 * §°\° ns
Bl <
<3 =
L?'“,‘ 1,57 * - g 150 4 sk
£ s — &% | —
18 52
L 2 %8
£2 1,0 £ 100 -
23 > =
D - v =
13 B
“E‘% 0,5 A £ o 50 +
EE 2z
& s E=
£ 0,0 - - o4
N\ 3l < g NS & < 5
& ¢ N RPN N
{_OQ K %OQ K
N <

Effekte von LPS und MPP* auf die humane Zelllinie A549.

A) Einfluss auf die TNFao mRNA-Expression (nach 24 h, n = 5). B) Einfluss auf die zelluldre mtDNA-Kopien-
anzahl (nach 48 h, n = 5). C) Einfluss auf den zellularen ATP-Gehalt (nach 48 h, n = 5). D) Einfluss auf den
mitochondrialen TFAM-Proteinimport (nach 48 h, n = 9).

Statistik: MW + SEM, Shapiro-Wilk-Test, einfaktorieller ANOVA mit Dunnett’s Test (Post-hoc) oder Kruskal-
Wallis- mit Dunn’s Test (Post-hoc); ns: nicht-signifikant, p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,00T (***).
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oxidative Stress einzeln nicht in der Lage, cells demonstrate mitochondrial damage

clearance during sepsis. Crit Care Med
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TFAM-Importstérung zu induzieren, sondern
erst die Kombination von beidem. Diese Er-
gebnisse deuten darauf hin, dass die Kombi-
nation von LPS und MPP* eine zusatzliche Si-
gnalkaskade auslost bzw. verstarkt, wodurch
sich dann eine mitochondriale TFAM-Import-
storung ausbildet.
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Fragestellung

Das Enzym Indolamin-2,3-Dioxygenase-1
(IDO) vermittelt den geschwindigkeitsbestim-
menden Schritt des Abbaus der Aminosédure
Tryptophan zu Kynurenin. Im Zellkulturmo-
dell konnten wir nachweisen, dass die IDO
im arteriellen Endothel ausschliefSlich nach
einem inflammatorischen Stimulus exprimiert
wird [1]. Kynurenin ist ein systemischer Va-
sodilatator und in der Sepsis mit Hypotonie
assoziiert [2]. Inhibitoren der IDO werden
derzeit in der Tumortherapie zur Verringe-
rung der Immunsuppression klinisch getestet
[3]. Ziel dieser Arbeit ist die Evaluation einer
pharmakologischen Hemmung der IDO zur
Beeinflussung der Vasodilatation in der muri-
nen Endotoxindmie als Modell der Sepsis.

Methodik

In einem ersten Schritt wurden die drei selek-
tiven IDO-Inhibitoren Epacadostat (Epa), Lin-
rodostat (Lin) und PF-06840003 (PF) in vitro
auf ihre Effektivitdt getestet, die Bildung von
Kynurenin in Interferon-y (IFN-y) stimulierten
primdren humanen Endothelzellen (Human
Pulmonary Artery Endothelial Cells, HAPEC)
zu hemmen. Nachfolgend wurden die Inhibi-
toren in der experimentellen Endotoxindmie
der Maus evaluiert. Eine entsprechende Ge-
nehmigung der Versuche durch die Landes-
direktion Sachsen lag vor (TVV 31/19). Die
Versuchstiere erhielten Lipopolysaccharid
(LPS; 15 pg/kg) und jeweils einen der Inhibi-
toren oder das Vehikel als Kontrolle intrape-
ritoneal. Nach 18 Stunden wurden die Tiere
narkotisiert, beatmet und es wurde ein inva-
sives hamodynamisches Monitoring etabliert.



Abbildung 1
A)
ICso = 10,7
e 1 ICso Klos o = 7,1-16
£ 1007 R?=0,8976
Y = 4
279
€ =
S c
5 S 50
=] = 4
& oA
001 01 1 10 100 1.000 10.000
Linrodostat (nM)
D) Mittlerer arterieller E)
Blutdruck

ns

150

100 o

Herzfrequenz
(Schldge/ mmHg)

501

Mittlerer arterieller
Blutdruck (mmHg)

38. Wissenschaftliche Arbeitstage der DGAI

B)
ICso = 4,9
] ¢ ICs0 Klas s = 8,2-7,6
100 R? = 0,9350
507]
07

0,01 0,1 1 10 100 1.000
Epacadostat (nM)

Herzfrequenz F)

IDO-Expression

01.-02.03.2024 - Wiirzburg

(0]
1Cs0=5,7
1 1Cs0 Klos o, = 4,2-7,7
1007 R? = 0,9689
507]
0 -

0,01 0,1 1 10 100 1.000
PF-06840003 (nM)

G) Kynurenin-Tryptophan-
Quotient

ns kKKK

IDO Expression
(realtive Einheiten)

w
1
o
ié}
*

sokskok

a 0157
=
~
s
< 0,10
£
£ 0,051
2
0,00-
é)
&
€ o &
N

A-C) Dosis Wirkungs-Kurven fiir (A) Linrodostat, (B) Epacadostat und (C) PF-06840003. Stimulation humaner pulmonalarterieller Endothelzellen (HPAEC) mit jeweils
50 ng/ml IFN-y (n = 6 fiir Linrodostat und n = 4 jeweils fiir Epacadostat und PF-06840003).

D und E) Invasiv gemessener Mittlerer arterieller Blutdruck und Herzfrequenz der Tiere nach Etablierung der Messung (Vehicle und Epacadostat n = 7, Kontrollen,

Linrodostat und PF-06840003 n = 5.

F) IDO-Expression im Estern Blot; relative Einheiten (Linrodostat und Vehicle n = 8, Epacadostat n = 9, PF-06840003 n = 7) bezogen auf die Kontrollen (n = 8).

G) Kynurenin-Tryptophan-Quotient im Serum der Tiere zum Versuchsende (Kontrolle und Epacadostat n = 6, Vehicle und PF-06840003 n = 7, Linrodostat n = 8).

AnschlieBend wurden den Tieren Plasma und
Lungengewebe entnommen. Die Konzentra-
tionen unterschiedlicher inflammationsasso-
ziierter Zytokine wurde mittels fluoreszenz-
kodiertem Multiplex Bead Assay (LEGEND-
PLex; Biolegend) gemessen. Kynurenin und
andere Metaboliten des Tryptophanabbauwe-
ges im Plasma wurden durch Hochleistungs-
flissigchromatographie (HPLC) quantifiziert.
Die Expression der IDO im Lungengewebe
wurde mittels Western Blot analysiert. Fir die
statistische Analyse wurde eine Varianz-
analyse (analysis of variance; ANOVA) mit
Post-hoc-Test nach Holm-Sidak verwendet.
Ergebnisse mit einem p<0,05 wurden als
signifikant angenommen.

Ergebnisse

In den In-vitro-Untersuchungen konnten wir
eine monoton steigende Dosis-Wirkungs-
Beziehung der drei IDO-Inhibitoren und
der Suppression der durch IFN-y induzierten

Kynureninproduktion nachweisen (mittlere
inhibitorische Konzentration (ICso) Lin 10,7
nM (95-%-Kl: 7,1-16,0 nM, R% 0,898), Epa
4,9 nM (95-%-KI: 3,2-7,6 nM, R% 0,935),
PF 5,7 uM (95-%-Kl: 4,2—-7,7 pM, R?: 0,969;
Abb. T A-C).

Nach Induktion der Endotoxindmie zeigten
alle Tiere einen signifikanten Abfall des sys-
temischen arteriellen Blutdrucks (MAD;
66+15vs. 86+11 mmHg; p = 0,03; Abb. 1D)
und eine erhohte Herzfrequenz (551+55 vs.
367+81 Schliage/min; p<0,01, Abb. 1E).
Die Gabe von Epa (100 mg/kg) und Lin (10
mg/kg) konnte diesen Blutdruckabfall ver-
hindern (MAD Epa: 85+8 mmHg, MAD Lin:
9611 mmHg), PF (200 mg/kg) konnte die-
sen Effekt nicht erzielen. Die septischen Tiere
zeigten eine deutliche Erhdhung der inflam-
mationsassoziierten Zytokine IL-23, IL-18,
IL-1a, IFN-y, MCP-1, IL-10, IL-6, GM-CSF,
IL-27. Die IDO konnte im Lungengewebe
gesunder Kontrolltiere kaum nachgewiesen

werden, wohingegen bei allen Tieren nach
LPS-Applikation IDO detektierbar war (Abb.
1F). Die Konzentrationen von Kynurenin im
Serum erkrankter Mause zeigte sich 10-fach
erhoht und konnte durch alle drei Inhibitoren
relevant reduziert werden (Epa: 3,4-fach, Lin:
4,7-fach, PF: 4,3-fach; p<0,01; Abb. 1G).

Interpretation

Wir konnten zeigen, dass die IDO-vermittelte
Bildung des Vasodilatators Kynurenin in Ge-
faBendothelzellen in vitro durch die IDO-
Inhibitoren Epacadostat, Linrodostat and
PF-06840003 vermindert werden kann. Die
Verwendung dieser drei Inhibitoren in der
Endotoxindmie der Maus konnte auch die
Bildung von Kynurenin in vivo unterdriicken;
Linrodostat und Epacadostat konnten dabei
die Hypotonie in der Endotoxindmie relevant
abmildern. Der Grund, warum PF-06840003
keine Auswirkungen auf den Blutdruck hatte,
ist derzeit nicht bekannt und bedarf weiterer
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Forschungsanstrengungen. Die Verwendung
eines IDO-Inhibitors konnte daher zukiinf-
tig eine spezifische Therapieoption zur anti-
vasodilatatorischen Therapie in der Sepsis
darstellen.
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Fragestellung

Sepsis ist definiert als dysregulierte Immun-
antwort, welche mit Zytokinsturm, mikrovas-
kuldrer Dysfunktion, Verlust der vaskuldren
Barriere und Odembildung einhergeht [1].
Zahlreiche proinflammatorische Zytokine wer-
den durch Abspaltung eines N-pritermina-
len Prolins durch die Dipeptidylpeptidase 4
(DPP4) in ihrer Aktivitat moduliert [2,3]. Wir
untersuchten, inwiefern eine DPP4-Inhibition
wiéhrend einer systemischen Inflammation
die Immunantwort sowie die Sepsis-assoziierte
vaskuldre Dysfunktion glinstig beeinflussen
konnte.

Methodik

Die Expression der DPP4 auf dem Endothel
wurde mittels Durchflusszytometrie verifiziert.
Die permeabilititsinduzierende Wirkung ver-
schiedener Zytokine auf eine Schicht huma-
ner Endothelzellen wurde unter 2-stiindiger

B)

TNF-a  IGF-1 1,10 7 s

1,05 4

1,00 A

Lunge Nass-/
Trockengewicht

0,95 4

0,90 - T —

#id

Sham

+
+
'
'

cp - - + o+
Sitagliptin =~ -+ -+

Vorinkubation mit 1 pg/ml des DPP4-Inhi-
bitors Sitagliptin bzw. Lésungssubstanz im
Permeabilitats-Assay in vitro untersucht. Zur
Induktion einer systemischen Inflammation
im Kleintiermodell wurde in Mdusen nach
entsprechender Genehmigung (RUF-55.2.2-
2532-2-1822-16) mittels zokaler Ligatur und
Punktion (CLP) eine polymikrobielle Sepsis
induziert. Eine alleinige Laparotomie wurde
als Kontrollbehandlung durchgefiihrt (Sham).
Die Auswirkung einer Sitagliptinbehandlung
(intravendse Applikation von 5 mg/kg, unmit-
telbar nach Sepsisinduktion) bzw. Behand-
lung mit Losungssubstanz allein (NaCl 0,9 %)
wurde hinsichtlich der Anzahl der Leuko-
zyten im Blut sowie des Einflusses auf die
Odembildung in murinem Darm und Lunge
(Verhiltnis Gewicht Nass-/Trockengewebe)
verglichen. Zur Untersuchung moglicher Ein-
flisse auf das Endothel wurden Endothelzel-
len aus murinen Lungen 18 Stunden nach
Sepsisinduktion mittels Bead-gekoppelter An-
tikorper selektiert, die RNA isoliert und einer
Sequenzierung zugefuhrt.

Statistik
One-way ANOVA/Bonferroni, Mittelwert/Stan-
dardabweichung, biometrische Analysen.

Ergebnisse

Eine Inhibition der auf den Endothelzellen
exprimierten DPP4 fiihrte zu einer Abschwa-
chung der permeabilititsinduzierenden Wir-
kung der DPP4-Substrate Procalcitonin (PCT),
Interleukin-6 (IL-6), Tumornekrosefaktor alpha
(TNFa) und Insulin-like growth factor 1 (IGF-1)
(P <0,05-0,001, n =8, Abb. 1A). In septi-

Sham CLP Sham CLP
NaCl NaCl Sita Sita

A) Permeabilititsinduzierende Wirkung von 1 ng/ml Procalcitonin (PCT), 100 ng/ml Interleukin-6 (IL-6), 50 ng/ml Tumornekrosefaktor alpha (TNFa), 100 ng/ml In-
sulin-like growth factor-1 (IGF-1) auf die Endothelzellschicht. *vs. Sitagliptin, #vs. Zytokin ohne Sitagliptin. Mittelwerte und Standardabweichung.

B) Odembildung in der murinen Lunge 18 Stunden nach Sepsisinduktion. *vs. Sham, # vs. CLP.

C) Heatmap runter- (blau) bzw. hochregulierter Gene (rot) im murinen pulmonalen Endothel 18 Stunden nach Sepsisinduktion. Die Farbintensitdt indiziert die Inten-

sitdt der Regulation.
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schen Mdusen flhrte eine Sitagliptinbehand-
lung zu einer Reduktion der Leukozyten im
Blut (1,64 +0,1 vs. 3,27 +0,4x10°* in kontroll-
behandelten Mausen, P<0,05, n = 9) sowie zu
einer reduzierten Odembildung in der Lunge
(Verhiltnis Nass-/Trockengewicht; 1,01+0,0
vs. 1,1+0,0 in kontrollbehandelten Tieren,
P<0,001, n =6, Abb. 1B). Wahrend die In-
duktion einer Sepsis mit einer Induktion von
tiber 4.500 Genen im pulmonalen Endothel
der Mduse einherging, war eine Behandlung
mit Sitagliptin mit einer Reduktion der in-
duzierten Gene auf unter 3.000 sowie einer
deutlich reduzierten Hochregulation regulier-
ter Gene assoziiert (Abb. 1C).

Schlussfolgerung

Die DPP4 ist in die Regulation der Wirkung
proinflammatorischer Zytokine auf das En-
dothel involviert. Eine Inhibition der DPP4
durch klinisch zugelassene Wirkstoffe konnte
eine neue Strategie zur Einddmmung der mit
Sepsis einhergehenden (iberschiellenden Im-
munantwort sein und eine Protektion des Ge-
falBsystems und von Organgewebe zur Folge
haben.
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Fragestellung

Eine schwere COVID-19-Erkrankung unter-
scheidet sich in ihrer immunologischen Aus-
pragung erheblich von einer bakteriellen
Sepsis [1]. Dennoch wird die schwere CO-
VID-19-Erkrankung aufgrund des klinischen
Erscheinungsbildes zu dem pleiotropen Syn-
drom der Sepsis gezdhlt. Die Sepsis ist durch
eine schwere Organdysfunktion mit mito-
chondrialer Dysfunktion charakterisiert. Da-
bei scheint insbesondere eine ineffiziente
mitochondriale Biogenese mit der Sepsismor-
talitat assoziiert zu sein [2]. Die Proteininter-
aktion der mitochondrialen Transkriptionsfak-
toren A (TFAM) und B2 (TFB2M) ist bei einer
bakteriellen Sepsis mit der mitochondrialen
Biogenese und der Sepsismortalitat assoziiert
[3]. Unbekannt ist allerdings, ob sich diese
Assoziation auch bei einer schweren COVID-
19-Erkrankung nachweisen ldsst. Daher wur-
de folgende Hypothese getestet: Eine hohe
Anzahl an Proteininteraktionen von TFAM
und TFB2M ist mit dem 30-Tage-Uberleben
bei Patienten mit schwerer COVID-19-Erkran-
kung assoziiert.

Methodik

In dieser multizentrischen, prospektiven Ko-
hortenstudie (DRKS00026184/Ethikvotum:
#5047-14) wurden 88 Patienten auf drei In-
tensivstationen eingeschlossen. Neben der
Erhebung von klinischen Parametern wurden
in-vivo-Messungen an isolierten peripheren
mononukledren Blutzellen von COVID-19-
Patienten mit septischem Verlaufsbild durch-
geflihrt. Die Patienten wurden beziiglich der
30-Tages-Sterblichkeit unterteilt. Mithilfe ei-
nes Proximity-Ligation-Assays (PLA) konnten
die Interaktionen zwischen TFAM und TFB2M
quantifiziert werden. Der entsprechende Cut-
off-Wert wurde mittels Youden-Index basie-
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rend auf einer Receiver-Operating-Charac-
teristic(ROC)-Kurve bestimmt. Ferner wurde
die mRNA-Expression charakteristischer Effek-
toren der mitochondrialen Biogenese (MFN2,
PINK, TFB2M, mitochondriale DNA) mittels
quantitativer Polymerasekettenreaktion ge-
messen und anhand der 2-2“-Methode be-
rechnet.

Ergebnisse

An Tag 1 konnten bei den (iberlebenden
Patienten 44 % mehr Proteininteraktionen
(14,0£6,23 Signale pro Zelle) im Vergleich
zu den verstorbenen Patienten (9,7 +6,23
Signale pro Zelle; p = 0,001) festgestellt wer-
den. Mittels Youden-Index wurde ein Cut-off
fir die TFAM-TFB2M-Proteininteraktionen
zur Diskriminierung einer hohen versus einer
reduzierten mitochondrialen Biogenese an
Tag 1 festgelegt. Entsprechend waren >10,7
PLA-Signale pro Zelle (hohe Aktivitdt) mit ei-
nem 30-Tage-Uberleben von 74 % (37 von
50; Abb. 1) und =10,7 PLA-Signale pro Zel-
le (reduzierte Aktivitdt) mit einem 30-Tage-
Uberleben von 32 % (12 von 38; p<0,001)
assoziiert. Eine multivariable COX-Regression
konnte die TFAM-TFB2M-Proteininteraktion
dariiber hinaus als wichtigen und unabhangi-
gen Einflussfaktor fiir das 30-Tage-Uberleben
bestatigen (HR 3,2; 95-%-Konfidenzintervall:
1,6—6,5; p<0,001). Eine erhohte Anzahl an
TFAM-TFB2M-Proteininteraktionen war mit
einem 3-fach héheren Uberleben assoziiert.
Die mitochondrialen Marker auf mRNA-Ebe-
ne erwiesen sich nicht als pradiktiv fir eine
klinische Erholung.

Diskussion

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die TFAM-
TFB2M-Proteininteraktionen als neuer Bio-
marker nicht nur in der bakteriellen Sepsis
mit der mitochondrialen Biogenese und dem
Uberleben assoziiert sind, sondern auch bei
schwerer COVID-19-Erkrankung. Die Anzahl
der Proteininteraktionen an Tag 1 konnte
dabei als unabhdngiger Risikofaktor fiir das
30-Tage-Uberleben identifiziert werden. Un-
sere Daten lassen dariiber hinaus den wich-
tigen Einfluss der mitochondrialen Biogenese
auch bei schwerer COVID-19-Erkrankung
vermuten.
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Abbildung 1
PLA-Signale pro Zelle
1.0 1 =10,7 PLA-Signale pro Zelle
1 >10,7 PLA-Signale pro Zelle
—t— =10,7 PLA-Signale pro Zelle - zensiert
08 l_+_\—“_4_* —t+ >10,7 PLA-Signale pro Zelle - zensiert
_§ 30-Tage-Uberlebende (n = 37)
K Nicht-30-Tage-Uberlebende (n = 13)
$ 06
2
=)
]
2
k]
s 04
£
El =
< 1 30-Tage-Uberlebende (n = 12)
Nicht-30-Tage-Uberlebende (n = 26)
0,2
0,0
,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00

Uberlebenszeit (Tage)

30-Tage-Uberleben in Patienten mit einer COVID-19-Erkrankung Die Kaplan-Meier-Analyse wurde verwendet, um die Wahrscheinlichkeiten des 30-Tage-Uberlebens
basierend auf der Anzahl der Proteininteraktionen von TFAM und TFB2M (= PLA Signale pro Zelle) an Tag 1 zu berechnen. Insgesamt wurden 88 Patienten analysiert
und das Uberleben mittels Log-Rank-(Mantel-Cox-)Test verglichen (p<0 001).
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Fragestellung

Studien haben gezeigt, dass das SARS-CoV2-
Virus das MAP(mitogen-activated protein)-
Kinase-Netzwerk in der frithen Phase der
Infektion transient aktiviert. Dazu wurde im
Zellkulturmodell nachgewiesen, dass ein
Erk1/2-Knockdown die Virusreplikation ein-
schrankt [1]. Weitere Studien zeigten, dass
Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinasen
(MEK)-Inhibitoren die virale Replikation von
SARS-CoV2 und die anschlieBende Zytokin-
freisetzung verringern konnen [2-5]. Die Fra-
ge, ob die ERK-Aktivierung in der spdteren
Phase der COVID-19-Erkrankung, in der das
Virus eine Sepsis induziert, ebenfalls einen

pradiktiven Faktor besitzt, wurde bisher nicht
untersucht [6,7]. Angesichts des schlechten
Outcomes bei schwerkranken COVID-19-
Patienten wdre die Inhibierung des MAPK-
Netzwerks eine Chance fir einen moglichen
therapeutischen Ansatz. Daher haben wir die
Hypothese aufgestellt, dass die Phosphorylie-
rung von ERK als Marker fiir die Aktivitdt des
MAPK-Netzwerks einen pradiktiven Wert in
der COVID-19-Sepsis besitzt.

Methodik

Um diese Hypothese zu testen, wurden pro-
spektiv und multizentrisch 81 Patienten mit
COVID-19-induzierter Sepsis (Sepsis-3) in
den Jahren 2020 bis 2022 aus der CovidData-
Net.NRW-Studie gemaf Ethikvotum (5047-14)
eingeschlossen. Es folgte die Blutentnahme
der Patienten an den Tagen 1 und 4 nach
Aufnahme in die Studie. Aus den EDTA-sta-
bilisierten Blutproben wurden mittels Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation ~ mononu-
kledre Zellen des peripheren Blutes (PBMC)
isoliert. Anschlielend folgte der Proximity
Ligation Assay (PLA) zur Bestimmung des
Phosphorylierungsgrads von ERK in PBMCs
an den Tagen 1 und 4 wie zuvor beschrie-
ben [7]. Im Blutserum wurden zusitzlich 13
COVID-19-relevante Zytokine an Tag 1 und
Tag 4 mittels humanem LegendPlex-Assay ge-
messen. Des Weiteren wurden massenspekt-
rometrische Analysen durchgefiihrt. Die sta-
tistische Auswertung erfolgte mit der Software
R. Ein zweiseitiger p-Wert <0,05 wurde als
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statistisch signifikant angesehen. Die Konfi-
denzintervalle wurden mit einer Abdeckung
von 95 % berechnet. Als primarer Endpunkt
wurde das 30-Tage-Uberleben definiert.
Zunidchst wurde eine Receiver-Operator-
Characteristic(ROC)-Analyse durchgefiihrt,
in welcher der Punkt der besten Diskrimi-
nierung (Youden-Index) identifiziert wurde.
Um den Zusammenhang des Phosphorylie-
rungsgrads von ERK und dem Uberleben zu
evaluieren, wurden anschliefend Kaplan-
Meier-Analysen und eine multivariable Cox-
Regression durchgefihrt.

Ergebnisse

Die Kohorte bestand aus 81 Patienten, von
denen 34 mannlichen Geschlechts (42 %)
waren. Das Durchschnittsalter betrug 58
(+15) Jahre. Der mediane SOFA-Score bei
Studieneinschluss betrug 9 (IQR: 5-12). Die
30-Tage-Mortalitdtsrate der gesamten Kohorte
betrug 38 % (Abb. 1A). In der ROC-Analyse
ergab sich fiir die Signale pro Zelle von pERK
0,51 als Punkt der besten Diskriminierung.
Die Kaplan-Meier-Kurve (Abb. 1B) zeigt einen
signifikanten Unterschied im Uberleben in
Abhéngigkeit von der ERK-Aktivitit an Tag 4
nach Sepsisdiagnose. So hatten Patienten mit
verringerter ERK-Aktvierung ein 3-fach erhoh-
tes Sterberisiko (p = 0,011, HR: 0,27, 95-%-
KI: 0,09-0,79). Die Cox-Regressionsanalyse
betrachtete neben der ERK-Aktivitit am Tag
4 der Sepsis die Faktoren Alter, Geschlecht
und SOFA-Score bei Beginn der Sepsis (Abb.
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Abbildung 1

A I n =381 B)
Alter (IQR) 58,0 (49-79) 1,007 Hohe ERK-Aktivitit
Mannliches Geschlecht, n (%) 34 (42 %) Uberlebt n =20
Admission SOFA-Score (IQR) 9(5-12) = verstorben n =4
ICU-LOS, Tage (IQR) 20 (10-31) % 0,75 A
Komorbidititen, n (%) 2 Niedrige ERK-Aktivitit
Hypertension 45 (56 %) 2 Uberlebt  n=20
Chronische Nierenerkrankung 11 (14 %) '§ 0,50 7 verstorben n =21
COPD 4.(5 %) ]
Andere Lungenerkrankungen 13 (16 %) -§
Diabetes mellitus 25 (31 %) & 0257
Fettleibigkeit 35 (43 %) 2 p=0,011
Kardiovaskulére Erkrankungen 18 (22 %)
Organtransplantation 7 (9 %) 0,00
Maligne Erkrankungen 7 (9 %) (‘) 1‘0 2‘0 3‘0
Laborwerte, Tag 1 Zeit (Tage)

Hb, mg/dl (IQR)
Thrombozyten, 10°/pl (IQR)
Quick, % (IQR)

11,4 (9,2-12,5)
213,5 (135,1-275,1) O

Multivariate Cox Regression
80,5 (75,5-89,3) uvart S

Hazard Ration (95 %, KI)  p-Wert

C-reaktives Protein, mg/dl (IQR) 12,6 (7,3-20,2) —

Procalcitonin, ng/ml (IQR) 0,33 (0,14-0,85) Hohe ERK-Aktivitat, Tag 4 0,31 (0,11-0,93) 0,036

Laktat, mmol/L (IQR) 1,54 (1,31-1,93) Gl 02 (=115 D5z

Weike Blutzellen, n/pl (IQR) 9,70 (8,85-15,25) Geschlecht . 1,20 (0,53-2,69) 0,660
SOFA-Score, Tag 1 der Sepsis 1,02 (0,93-1,12) 0,676

30-Tage-Mortalitdt, n (%) 25 (38 %)

Einfluss des Phosphorylierungsgrads von ERK auf das 30-Tage-Uberleben von septischen Patienten mit COVID-19-Infektion.

A) Basischarakteristika; B) Kaplan-Meyer-Analyse (Tag 4): 20 von 24 Patienten mit erhohter ERK-Aktivitat Gberlebten (83,33 %), wahrend nur 20 von 41 Patienten mit
niedriger ERK-Aktivitat tiberlebten (48, 78 %) (blaue Linie hohe ERK-Aktivitat; rote Linie niedrige ERK-Aktivitdt); C) Multivariate Cox-Regression: Die ERK-Aktivitét
erwies sich als protektiver Faktor fiir das 30-Tage-Uberleben mit einer Hazard Ratio von 0,31 (95-%-KI: 0,11-0,93) und blieb der einzige statistisch signifikante Faktor

(p = 0,036).

Erk: Extracellular-signal regulated kinases; HR: Hazard Ratio; ICU-LOS: Intensive care unit-length of stay; IQR: Interquartilsabstand.

1C). Hier erwies sich die ERK-Aktivitat mit
einer Hazard Ratio von 0,31 (95-%-KI: 0,11—
0,93) als protektiver Faktor fiir das 30-Tage-
Uberleben (p = 0,036). Zusitzlich konnte
gezeigt werden, dass die ERK-Aktivitdt im
Durchschnitt bei den ,Nicht Uberlebenden”
abnimmt, wihrend sie bei den ,Uberleben-
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