UNIVERSITATSKLINIKUM HAMBURG-EPPENDORF

Zentrum flr Anasthesiologie und Intensivmedizin
Klinik fur Intensivmedizin
Direktor: Prof. Dr. med. Stefan Kluge

Institut far klinische Pharmakologie und Toxikologie
Direktor: Prof. Dr. med. Rainer H. Béger

Die Bedeutung von Dimethylargininen zur Risikostratifizierung in
der schweren Sepsis und im septischen Schock

Dissertation

Zur Erlangung des akademischen Grades eines Doktors der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der Universitdt Hamburg

vorgelegt von:

Gilbert Friedrich Rosler
aus Gera

Hamburg, 2017



Die Bedeutung von Dimethylargininen zur Risikostratifizierung in der schweren Sepsis und im septischen Schock

Angenommen von der
Medizinischen Fakultéat der Universitdt Hamburg am: 06.02.2018

Veroffentlicht mit Genehmigung der
Medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg.

Prifungsausschuss, der Vorsitzende: Prof. Dr. Stefan Kluge

Prifungsausschuss, zweiter Gutachter: Prof. Dr. Holger Rhode



Die Bedeutung von Dimethylargininen zur Risikostratifizierung in der schweren Sepsis und im septischen Schock

gewidmet
meinem Vater
Friedrich Ferdinand Résler

#* 9. August 1941 — T 24. April 2017



Die Bedeutung von Dimethylargininen zur Risikostratifizierung in der schweren Sepsis und im septischen Schock

Inhaltsverzeichnis
L EINI@IUNG .o 7
1.1. Einfihrung zu den Dimethylargininen..............ccccccvvv o 7
1.2. Pathophysiologische Bedeutung der Dimethylarginine............ 8
1.3.  Abbau und Exkretion von Dimethylargininen........................ 10
1.4. Klinische Aspekte erhohter ADMA -Konzentrationen.............. 11
IR T 1= 1S PN 12
1.5.1. Allgemeine Einfihrung...............coooiiiiiiii i, 12
1.5.2. Historische Theorien.............ccooiiiiiiiiciciieee, 13
1.5.3. Die moderne Sepsisdefinition...............cccoviiiiiiiiiinnnee. 13
1.5.4. Bedeutung der Wirtsreaktion in der Sepsisdefinition..... 13
1.5.5. Aktuelle Sepsisdefinition (,Sepsis-3“)........ccccevvvieininn. 16
1.5.6. Sepsisforschung der vergangenen Jahre..................... 17

1.5.7. Dimethylarginine in Beziehung zu Sepsis und

INFlAaMMALION.......ccoiiiee 18

1.6. Hypothesen dieser Arbeit............ccoiiiiiiiiiii 19
1.7. Fragestellungen dieser Arbeit.............coooiiiiiiiii 20
2. Material und Methoden...........ooiiiiiiii e, 21
2.1, PatientenkolleKtiv.........o.oiiiii 21
2.2. Priméarer Endpunkt und sekundére Endpunkte........................ 21
2.3.  Ein- und Ausschlusskriterien.............cccccoiiiiiiiic i, 21
2.4. Studienprotokoll und Einwilligungsverfahren........................ 22
2.5. Praktische Studiendurchfihrung...................cocoo, 22
2.5.1. Blutentnahme..........ccooiiiiii e, 22

2.5.2. Dokumentation der Studienparameter....................... 23

2.6. Laboranalysen..........cooiiiiiiiiii 25
2.6.1. Bestimmung der klinischen Routineparameter.............. 25
2.6.2. Aufbereitung der entnommenen Blutproben.................. 25

2.6.3. Massenspektrometrische Analyse von ADMA & SDMA.. 25
2.6.4. Verwendete chemische Reagenzien und Materialien.... 26
2.6.5. Verwendete Apparaturen...........ccovereiieiieeineiienineinenn. 26
2.6.6. Ablauf der analytischen Quantifizierung....................... 27
2.7. Statistische Verfahren............coooi 28



Die Bedeutung von Dimethylargininen zur Risikostratifizierung in der schweren Sepsis und im septischen Schock

3. Ergebnisse. .. 29
3.1. Charakteristika des Patientenkollektivs..............ccccooriiinnennnn. 29
3.2. Verlauf der ADMA- und SDMA- Plasmakonzentrationen

wahrend der intensivmedizinischen Behandlung.................. 30

3.3. Korrelationen des Plasma ADMA-Spiegels mit klinischen und

laborchemischen Charakteristika................ccoooeiiiii. 31
3.3.1. ADMA Erstmessung (Tag 1) Baseline.......................... 31
3.3.2. ADMA Zweitmessung (Tag 7). ...cueoeereeeieeiaeeeeeeeieiinns 32
3.4. Korrelationen des Plasma SDMA-Spiegels mit klinischen und
laborchemischen Charakteristika................cccooeeiiiiiii, 33
3.4.1. SDMA Erstmessung (Tag 1) Baseline..............c...c...... 33
3.4.2. SDMA Zweitmessung (Tag 7). ...ccccoueeereeieieiieiieeaenane 33
3.5.  Verlauf der ADMA- und SDMA- Plasmakonzentrationen bei
schwerer Sepsis und septischem Schock...............cccccvviiinenen. 34

3.6. Betrachtungen von ADMA- und SDMA-Plasmaspiegeln in
Zusammenhang mit der 28-Tage Mortalitat............................. 34
3.6.1. Vergleiche zu klinischen und laborchemischen
Charakteristika von Uberlebenden und Nicht-

Uberlebenden............coooiiniiiii e, 34

3.6.2. Verlauf der stetigen Plasma Dimethylarginin-Spiegel zu

der 28-Tage Mortalitat...........cooiiiiiii 36

3.6.3. Uberlebenszeitanalysen nach dem Kaplan-Meier

Verfanren. . ... 38
3.7. Risikobewertung mittels Cox-Regressions Modell................. 39

3.8. Differenzierung von Risikokollektiven mittels
Entscheidungsbaum.............ooi 40



Die Bedeutung von Dimethylargininen zur Risikostratifizierung in der schweren Sepsis und im septischen Schock

I3 TS QU 1357 o o 42
4.1, EINfURIUNG. ... 42
4.2. Bedeutung der ADMA-Plasmakonzentrationen fur die

Organdysfunktion und als Mortalitatspradiktor........................ 42
4.3. Betrachtung der SDMA-Plasmakonzentrationen im Rahmen
von Organdysfunktion und Mortalitatspradiktion..................... 44

5. ZUSaMMENTASSUNG ... . 47
5.1. Deutschsprachige Fassung.........cccccceeiiiaiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 47
5.2.  Englischsprachige FassuNng.........ccccccciiiiiiiiiniiiiiiiiiiiiieeeeeeee 48

6. AbKUrzuNgSVerzeiChNis.......ccooiii e, 49

7. LiteraturverzeiChniS. . ..o 50

8. ANNANG .. e e —— 57
8.1. Dokumentationsbogen Studienteilnehmer........................... 57
8.2. Scoringdokumentation SAPS Il und SOFA............cciiviiinn. 58
8.3.  Einwilligungserklarungen. ... 60

8.3.1. Fur Angehorige nicht-einwilligungsfahiger Patienten....... 60

8.3.2. Fur einwilligungsfahige Patienten.............................. 63

8.4. Weitere in der Studie bestimmte Parameter......................... 66

0. DaANKSAGUNG .ttt ittt e et e e 67
10. Lebenslauf. ... s 69

11. Eidesstattliche Versicherung...........coooiiiiiiiiiii i, 70



Die Bedeutung von Dimethylargininen zur Risikostratifizierung in der schweren Sepsis und im septischen Schock

1. Einleitung

1.1. Einfuhrung zu den Dimethylargininen

Dimethylarginine leiten sich von der Aminosaure L-Arginin ab. Sie sind ein Produkt
der proteolytischen Spaltung methylierter Aminosaureketten, die wahrend der
Proteinbiosynthese als Folge posttranslationaler Modifikation entstanden sind. Die
genannten Modifikationen dienen der Ausbildung einer Tertiarstruktur, welche die
entsprechende Proteinfunktion im Organismus definiert (z.B. Histonmethylierung).
Enzyme, die Methylgruppen auf proteingebundene L-Arginin Reste ubertragen,
werden als S-Adenosylmethionin-Protein-Arginin-N-Methyltransferasen oder kurz
Protein-Methylasen | und 1l bezeichnet. Nach proteolytischem Abbau entstehen
entsprechend der Anzahl an Ubertragenen Methylgruppen N-Monomethylarginin
(NMMA), symmetrisches Dimethylarginin  (SDMA) und asymmetrisches
Dimethylarginin (ADMA) (Abb. 1), wobei SDMA durch die Katalyse der Protein-
Methylase Il und ADMA durch die Protein-Methylase | entstehen (Rawal et al.,
1995). Es konnte hierbei nachgewiesen werden, dass die Methylgruppen von S-
Adenosylmethionin geliefert werden, einem Zwischenprodukt im Stoffwechsel der
Aminosaure Homocystein (Boger et al., 2000b, Sebald and Hauser, 1995)

Im Jahre 1970 wiesen Kakimoto et al. ADMA als Ausscheidungsprodukt im
menschlichen Harn nach; damals war man sich der pathogenetischen Bedeutung
dieses Molekills noch nicht bewusst, da die Regulationsmechanismen des
GefalRendothels noch nicht ausreichend erforscht waren (Kakimoto and Akazawa,
1970).
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Abbildung 1
Strukturformeln der hier betrachteten Dimethylarginine
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Asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA), symmetrisches Dimethylarginin (SDMA).
Aus: (Vallance et al., 1992)

1.2. Pathophysiologische Bedeutung der Dimethylarginine

Erst die Entdeckung des Mechanismus der Relaxation der glatten Gefaldmuskulatur
durch einen vom Endothel freigesetzten I6slichen Faktor, der spéater als
Stickstoffmonoxid (NO) erkannt wurde, durch Furchgott und Kollegen (Furchgott
and Zawadzki, 1980) erlaubte die Feststellung, dass das GefalRendothel eine
tragende Rolle in der Regulation des Gewebemetabolismus spielt (Boger et al.,
1996). Daruber hinaus wirkt NO auf Vorgange ein, die den ungehinderten Blutfluss
im Gefal3bett beeinflussen. Es inhibiert die Leukozytenaggregation und damit die
Thrombusbildung (Boger, 2003b). Es verhindert die Anhaftung von Monozyten an
das Endothel und eine damit verbundene inflammatorische Reaktion, die zur
Schéadigung und Permeabilitatsdnderung der Gefalwand fuhrt (Boger et al., 2000a).

AulRerdem wird die Proliferation glatter GefaBmuskelzellen verlangsamt, um einer
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Stenose nach Gefal3schadigungen entgegenzuwirken. Darlber hinaus werden
schadigende Einflisse auf die Gefallwand abgeschwécht, indem die Bildung freier
Superoxidradikale gebremst und die Oxidation von Low-Density-Lipoproteinen
(LDL) und Cholesterin mit der dadurch verbundenen Einlagerung in die Intima
verhindert werden.

Als Uberbegriff fir die oben genannten Funktion ist daher von Boger der Begriff des
endogenen anti-atherogenen Molekuls implementiert worden (Boger, 2003b).

Abbildung 2

Stickstoffmonoxid als antiatherogenes Molekdl
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Aus: Bdger RH 2003. The emerging role of asymmetric dimethylarginine as novel risk factor

NO: Nitric Oxide, LDL: Low Density Lipoproteine, O2-: Superoxide radical

Die Synthese von Stickstoffmonoxid ist eng mit dem Stoffwechsel der Aminoséaure
L-Arginin verbunden, die das Substrat der NO bildenden NO Synthase (NOS) ist,
von der verschiedene gewebespezifische Isoformen bekannt sind. Unter
physiologischen Bedingungen wird in einer gekoppelten, zweischrittigen
Redoxreaktion Arginin zu L-Citrullin katalysiert. Das dabei freigesetzte NO kann nun
seine gefal3protektive Wirkung entfalten.

Ist die Funktion der NOS durch Substrat- oder Co-Faktor Mangel gestort, lauft die

oben geschilderte Redoxreaktion nur noch unvollstandig ab, es kommt zur
9
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Entstehung schadigender Superoxidradikale (O2-) (Vasquez-Vivar et al., 1998).
Betrachtet man die Rolle der Methylarginine in diesem Kontext, ist von Vallance et
al. festgestellt worden, dass ADMA, jedoch nicht SDMA, in der Lage ist an die L-
Arginin Bindungsstelle im aktiven Zentrum der NOS zu binden (Vallance et al.,
1992). Da es aber nicht zu NO umgesetzt wird, erfillt es damit die Kriterien eines
kompetitiven Hemmstoffs der NO-Synthase, die unter ADMA Bindung ebenfalls
endothelschadigende Superoxidradikale herstellt (Boger, 2003a).

Es lieR sich feststellen, dass eine Uberbelastung des GefaRendothels mit
Superoxidradikalen zu einer verstarkten Expression von endothelialen
Adhasionsmolekulen fuhrt, worlber die Anhaftung von Leukozyten aus dem
Blutstrom vermittelt wird. Insbesondere die Monozytenmigration in tiefere Schichten
der Gefallwand wird als ein wichtiger Schritt in der Entstehung der Atherosklerose
verstanden (Boger et al., 2000a).

In diesem Zusammenhang konnte ein weiteres Phdnomen beobachtet werden,
wonach Monozyten von Patienten, die eine Hypercholesterinamie als
kardiovaskularen Risikofaktor aufwiesen, starker an die endothelialen
Oberflachenmolekile binden als Monozyten von Personen mit normalen
Blutfettwerten. Hypercholesterinamie kann also zu einer starker ausgepragten
inflammatorischen Schadigung der Blutgefallwand fiihren. Interessanterweise
konnte dartber hinaus gezeigt werden, dass unter Gabe von L-Arginin die
Monozytenadhdasion ricklaufig ist, woraus man schlieBen kann, dass es bei
erhohten L-Arginin Konzentrationen zur Verdrangung von ADMA im aktiven
Zentrum der NOS kommt und wieder mit der Bildung von gefafl3protektivem NO

begonnen wird (Chan et al., 2000).

1.3. Abbau und Exkretion von Dimethylargininen

Da ADMA wahrend der posttranslationalen Modifikation von Proteinen intrazellular
entsteht, reichert es sich zytosolisch an und gelangt Uber cationic amino acid
Transporter (CAT) im Verlauf in den Extrazellularraum und zirkuliert im Plasma
(Teerlink, 2005).

ADMA wie SDMA lassen sich im Urin nachweisen (Kakimoto and Akazawa, 1970).

Folglich kbnnen beide Substanzen renal eliminiert werden. Allerdings steigen die

10
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SDMA-Konzentrationen im Urin von Patienten mit Niereninsuffizienz starker an als
die ADMA-Konzentrationen (Boger and Zoccali, 2003). Als ADMA
verstoffwechselndes Enzym konnte die Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase
(DDAH) identifiziert werden. Die DDAH katalysiert eine hydrolytische Spaltung von
ADMA (nicht von SDMA) zu L-Citrullin und Dimethylamin (Ogawa et al., 1987). Von
der DDAH existieren zwei Isoformen, die hochste Dichte in humanen Geweben
findet sich in der Leber (Boger et al., 1998b). Anders als fur das Uberwiegend renal
ausgeschiedene SDMA, wird der ADMA Metabolismus noch starker von der Leber
und den Ubrigen Geweben mit DDAH vorkommen beeinflusst. Es wird davon
ausgegangen das 80% des ADMA (ber die Leber verstoffwechselt wird (Teerlink,
2005).

Experimentell konnte der Nachweis gefuihrt werden, dass eine Hemmung der DDAH
zur lokalen Konstriktion von Arteriensegmenten fihrt. Daraus kann gefolgert
werden, dass die DDAH-Hemmung zu steigenden ADMA-Konzentrationen fuhrt, da
die L-Arginin Bindungsstelle der NOS belegt ist und wie bereits oben erwahnt, die
NOS nun dazu anregt wird statt NO, Superoxidradikale zu produzieren. Dieser
Vorgang liel3 sich durch L-Arginin Substitution wieder aufheben (MacAllister et al.,
1996).

AulRRerdem wurde belegt, dass oxidativer Stress, wie er bei der vermehrten Bildung
von Superoxidradikalen auftritt, eine Hemmung der DDAH-Enzymaktivitat bewirkt
(Ito et al., 1999), die wiederum den Abbau von ADMA hemmt (Stuhlinger et al.,
2001).

1.4. Klinische Aspekte erhdhter ADMA-Konzentrationen

Bei erhdhten ADMA-Plasmakonzentrationen kann die endotheliale NOS nicht mehr
ausreichend NO produzieren, stattdessen werden vermehrt schadigende Radikale
gebildet (Vasquez-Vivar et al., 1998). Dies konnte auch experimentell dadurch
untermauert werden, dass eine verminderte Nitratausscheidung im Urin und eine
nicht regelrechte endothelvermittelte Vasodilatation die Folge sind (Boger et al.,
1997, Boger, 2006). Zudem konnte  erwiesen  werden, dass
Cholesterinablagerungen an den GefalRwanden das Resultat von oxidativem Stress
sind, vermittelt durch die oben genannten Radikale. Tierexperimentell konnte hierzu

11
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bei einer Cholesterinfitterung der Versuchstiere ein gleichgerichteter
Zusammenhang zwischen ADMA-Spiegel und Intima-Verdickung der A. carotis
gezeigt werden (Boger et al., 1998a).

Auch im menschlichen Organismus gilt die Intima/Media-Dicke der A. carotis als ein
Mafld fur die Progression einer Atherosklerose. Den Zusammenhang zwischen
Intima/Media-Dicke und Hohe der ADMA-Plasmakonzentration konnte erstmals bei
Dialysepatienten gezeigt werden (Zoccali et al., 2002).

Da ADMA also entsprechend anderer Risikofaktoren wie Hypertonie,
Hypercholesterinamie und Rauchen ebenfalls seine schadigende Wirkung an der
GefaBwand entfaltet, ist es zusatzlich als ein weiterer Risikofaktor fur eine
Schadigung des kardiovaskuldren Systems aufzufassen (Boger et al., 1997,
Valkonen et al., 2001).

1.5. Sepsis

1.5.1. Allgemeine Einfihrung

Schwer verlaufende Infektionen sind auch in der heutigen Zeit eines der
Kernprobleme der modernen Intensivmedizin. Bezogen auf Deutschland liegt die
Inzidenz bei 110 pro 100000 Einwohnern, womit allein 76000 Patienten pro Jahr
erkranken (Engel et al., 2007). Die Mortalitat der schweren Sepsis und des
septischen Schocks konnte in den vergangenen Jahren nicht nachhaltig gesenkt
werden. Eine 2012 publizierte Arbeit aus Skandinavien spricht von einer 30-
Tagesmortalitat von annahernd 40% (Perner et al., 2012). Ahnliche Daten konnten
in Deutschland erhoben werden, wo 2013 eine Krankenhausletalitat von Patienten
mit schwerer Sepsis von 43.6% und mit septischem Schock von 58.8% berichtet
wurde (Fleischmann et al., 2016). Da schwere Sepsis und septischer Schock damit
immer noch zu den haufigsten Todesursachen auf den Intensivstationen gehoéren
(Engel et al., 2007) und nach wie vor mit hoher Mortalitdt behaftet sind, handelt es
sich auch gegenwartig um eine aktuelle medizinische und  ©6konomische

Problematik, die noch nicht zufriedenstellend geldst werden konnte.

12
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1.5.2. Historische Theorien

Im medizinhistorischen Kontext betrachtet geht der Terminus Sepsis,
umgangssprachlich haufig auch als Blutvergiftung bezeichnet, bis auf 460-370 v.
Chr. zurtick und wurde entscheidend durch den Gelehrten Hippokrates gepréagt. Der
Begriff leitet sich von der griechischen Bezeichnung fur “faul machen® ab. Bis in das
19. Jahrhundert hinein kursierten sehr unterschiedliche Theorien uber die
Entstehung der bis dahin beschriebenen Blutfaule, jedoch erst der franzésische
Chemiker Louis Pasteur vermutete in seinen Arbeiten zwischen 1860 - 1877 einen
Zusammenhang mit einzelligen Lebewesen, die er innerhalb seiner Forschungen
uber Faulnis und Verwesung entdeckte und als Mikroben bezeichnete (Sebald and
Hauser, 1995).

Als Wiege einer moderneren Sepsisdefinition ist auch das damalige Allgemeine
Krankenhaus Eppendorf zu nennen, wo Hugo Schottmuller das Vorliegen einer
bakteriell induzierten Krankheit postulierte. Er sah das Konzept der Sepsis nicht
nur darin begriindet, dass eine Ansiedlung und Vermehrung von Bakterien in einem
Organ stattgefunden hatte, sondern dass die Erreger von dort in den Blutstrom
gelangt sind, womit dem Medium Blut eine zentrale Rolle bei der Entstehung der als

Sepsis bezeichneten Erkrankung zukommt (Budelmann, 1969).

1.5.3. Die moderne Sepsisdefinition

Die bis heute grundsatzlich gultige Sepsisdefinition geht auf den amerikanischen
Intensivmediziner Roger C. Bone zurick, die er 1989 veroffentlichte und die die
Sepsis als eine Invasion von Mikroorganismen und/oder ihrer Toxine in den
Blutstrom zusammen mit der Reaktion des Organismus auf diese Invasion deutete
(Bone et al., 1989).

1.5.4. Bedeutung der Wirtsreaktion in der Sepsisdefinition

Wahrend die Definition nach Roger C. Bone eine sehr allgemeine Darstellung der
Atiopathogenese aufzeigt, ist 1991 in der Consensus Conference des American

13
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College of Chest Physicians und der Society of Critical Care Medicine ein
genaueres System zur Definition und Diagnose der Sepsis erarbeitet worden. Nicht
nur, dass hierbei die klinische Auspragung und die Schwere der Krankheitsstadien
noch detaillierter bericksichtigt werden, sondern es wird erstmals auch
trennschéarfer differenziert zwischen einer systemischen Entziindungsreaktion, die
auch nichtinfektiose Ursachen in ihre Pathogenese mit einbezieht und der
eigentlichen Sepsis in unterschiedlichen Schweregraden. Das beinhaltete zum
einen die Einfuhrung weiterfihrender Definitionen mit Etablierung zuséatzlicher

Begriffe wie:

Bakteriamie:

Vorkommen lebensfahiger Bakterien im Blut

Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS):
Generalisierte hyperinflammatorische Reaktion unterschiedlicher Ursachen (z.B.
Infektion, Verbrennung, Trauma) (siehe auch Kriterium II)

Sepsis:

SIRS hervorgerufen durch eine Infektion

Schwere Sepsis:

Sepsis mit Organdysfunktionen
Septischer Schock:

Sepsis mit Zeichen der hd&modynamischen Instabilitat

In Anlehnung an die modifizierten Begrifflichkeiten ist von der Konsensuskonferenz
mit Anpassungen der Arbeitsgruppe Sepsis der European Society of Intensive Care

Medicine ein Kriterienkatalog fur die Diagnose der Sepsis entwickelt worden.

Eine schwere Sepsis liegt dann vor, wenn samtliche der im Folgenden genannten

Kriterien erfullt sind:

14



Die Bedeutung von Dimethylargininen zur Risikostratifizierung in der schweren Sepsis und im septischen Schock

Kriterium 1.

Kriterium Il.

Kriterium Ill.

Nachweis eines infektibsen Ursprungs der Inflammation

(mindestens eines der folgenden Kriterien):

mikrobiologisch gesicherte Infektion
klinisch gesicherte Infektion

vermutete Infektion

Nachweis einer systemischen inflammatorischen Reaktion (SIRS)

(mindestens zwei der folgenden Kriterien):

Hypo- (<36°C) oder Hyperthermie (>38°C)

Tachykardie (>90/min)

Tachypnoe (<20/min) und/oder arterieller pCO2 < 4,3kPa
(33mmHg) und/oder maschinelle Beatmung

Leukozytose > 12.000/pl oder Leukopenie <4.000/ul und/oder
Linksverschiebung (> 10%  unreife  Leukozyten) im
Differentialblutbild

Infektionsbezogene Organdysfunktion

(mindestens eines der folgenden Kriterien)

Akute Enzephalopathie

Thrombozytopenie [Abfall=30% in 24h]

oder Thrombozytenzahl <100.000/mm?

Arterielle Hypoxamie [PaO2<75mmHg]

unter Raumluft oder [P.O2/FiO2 Verhaltniss250mmHg] unter
Sauerstoffapplikation

Renale Dysfunktion [Diurese<0,5ml/kg/h Gber 2h]

trotz ausreichender Volumensubstitution und/oder

Anstieg des Serumkreatinins [>2x oberhalb des Referenzbereichs]
Metabolische Azidose [BE < -5mmol/l] oder

Laktatkonzentration

>1,5 oberhalb des lokal Gblichen Referenzbereichs

15
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Kriterium IV. septischer Schock
+ Sepsis: Kriterien [l und II]
+ Schwere Sepsis: Kriterien [, Il und Ill]
» Septischer Schock: Kriterien [I und Il] sowie syst.
Blutdruck [s90mmHg] bzw. mittlerer arterieller Blutdruck [<65mmH
wenigstens 1 Stunde oder Vasopressoreinsatz, um den syst.
Blutdruck [290mmHg] oder den mittleren arteriellen Blutdruck
[265mmHg] zu halten.
Die Hypotonie besteht trotz adaquater Volumengabe und ist nicht
durch andere Ursachen erklarbar.
(Bone et al., 1992)

1.5.5. Aktuelle Sepsisdefinition (,Sepsis-3)

Eine unabhangige Expertenkommission hat nunmehr eine aktualisierte Definition,
die als ,Sepsis-3“ publiziert wurde, erarbeitet. Vorgestellt wurden die neue
Sepsisdefinition auf dem Jahreskongress der Society of Critical Care Medicine in
Orlando im Februar 2016. Im gleichen Monat wurden sie publiziert (Singer et al.,
2016).

Die Sepsis wird jetzt als eine ,lebensbedrohliche Organdysfunktion aufgrund einer
fehlregulierten Kérperantwort auf eine Infektion® definiert. Damit riicken die klinisch
erfassbare Wirtsantwort und die Dysregulation der einzelnen Organsysteme mehr
in den Vordergrund, was aus klinischer Sicht sehr zu begrtf3en ist.

Die Begriffe ,schwere Sepsis“ und ,septischer Schock® beinhalten, dass die
Definitionen des Schweregrads mal3geblich durch die Hamodynamik bestimmt
waren und die Dysfunktion lebenswichtiger Organsysteme nicht in ausreichendem
Mal3e abgebildet wurden (Levy et al., 2003). Es wurde erkannt, dass die
Organdysfunktion eine entscheidende Determinante zur Vorhersage der
Sepsismortalitat darstellt. Im Sequential Organ Failure Assessment Score (SOFA-
Score), mit dem der Grad einer Organdysfunktion auf der Intensivstation bestimmt
werden kann, bedeutet ein Anstieg um 2 Punkte eine Erhéhung des
Mortalitatsrisikos um 10% (Vincent et al., 1996).
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Dies hat dazu gefuihrt, dass man von den sehr sensitiven, jedoch unspezifischen
SIRS Kriterien Abstand genommen hat und mit dem ,quick SOFA-score” (QSOFA)
ein einfacheres Screeningsystem validiert und implementiert hat (Tabelle 1), dass
vor allem fur die Risikoeinschéatzung im praklinischen Bereich und auf den

Normalstationen geeignet ist.

Tabelle 1
g-SOFA (quick Sequential Organ Failure Assessment Score)

Atemfrequenz > 22/min
Bewusstseinsveranderung vorhanden
Systolischer Blutdruck < 100 mmHg systolisch

Ubersetzt nach (Singer et al., 2016)

In der Receiver-Operating-Characteristic-Analyse (ROC-Analyse), in der die
Aussagekraft von Laborparametern und Untersuchungsverfahren optimiert und
verglichen werden kann, konnte verdeutlicht werden, dass die SOFA Kriterien den
SIRS Kriterien Uberlegen waren.

AulBerhalb der Intensivstation prasentierten sich die g-SOFA Kriterien als
Screening-Tool gegenltber den SIRS Kriterien in der Vorhersage eines schweren

Erkrankungsverlaufes aussagekraftiger (Seymour et al., 2016).

1.5.6. Sepsisforschung der vergangenen Jahre

Bislang sind die Pathophysiologie der Sepsis und der resultierenden Immunantwort
nur lickenhaft verstanden. Dies konnte ein Grund dafir sein, dass viele adjunktive
Therapieoptionen wie Low Dose Hydrocortison (Annane et al., 2002), Dopamin

(Bellomo et al., 2000), intensivierte Insulintherapie (Wiener et al., 2008, Brunkhorst
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et al., 2008, Van den Berghe et al., 2006) oder aktiviertes Protein C (Lai and
Thompson, 2013) in der Behandlung bislang nicht den erhofften Erfolg erzielen
konnten. Weitere therapeutische Ansatze, wie zum Beispiel die Behandlung mit
Immunglobulinen (Kreymann et al.,, 2007), sind noch Gegenstand der aktuellen
Forschung. Auf Grund der weiterhin hohen Mortalitat, trotz der heute etablierten
Therapien, bleibt dem Mediziner vorerst vorausschauend fur Personen sensibilisiert
zu sein, die ein hohes Risiko aufweisen einen besonders schweren oder sogar
tédlichen Verlauf einer Sepsis zu erleiden. Dartber hinaus ist von Kumar et al.
erkannt worden, dass Zeitpunkt der Diagnose und des effektiven Therapiebeginns
die entscheidenden Determinanten fir das Uberleben einer Sepsis darstellen
(Kumar et al., 2006). Jenes zuvor genannte oft &ul3erst heterogene
Patientenkollektiv konnte bei der Definition von geeigneten Prognosepradiktoren
und Risikofaktoren in Verbindung mit einer frih begonnenen leitliniengerechten
Therapie moglicherweise profitieren.

Bemuhungen zur Risikostratifizierung der Sepsis finden sich unter anderem bei
Levy mit einer an das onkologische TNM-System angelehnten Klassifizierung von
Sepsispatienten  nach  Préadisposition, Ausdehnung, Wirtsantwort und
Organdysfunktion (,PIRO-Classification®, (Levy et al., 2003)). Weitere Ansatze zur
frihzeitigen Sepsisdiagnose finden sich in Untersuchungen, in denen mikrobielle
Pathogene mittels eines PCR gestitzten Essays identifiziert werden, um friihzeitig
eine Infektion zu erkennen und kalkuliert zu behandeln (Schreiber et al., 2013). Die
zuklnftige Forschung wird daher sicherlich beinhalten, ob neben den bekannten
und etablierten Sepsisparametern weitere laborchemische Pradiktoren existieren,
die in einer frthen Phase der Inflammation erhoben werden kdnnen, um eine
frihzeitige und spezifische Behandlung mit entsprechender Reduktion der

Gesamtletalitat zu ermdoglichen.

1.5.7. Dimethylarginine in Beziehung zu Sepsis und Inflammation

Vorangegangene Studien haben gezeigt, dass ADMA unter septischen
Bedingungen in Relation zu gesunden Probanden erhght im Plasma nachzuweisen
ist (Nijveldt et al., 2003b, O'Dwyer et al., 2006, lapichino et al., 2010). Die durch
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Inflammation bedingte Schadigung von Niere und Leber mit der Akkumulation von
ADMA und dem dadurch bedingten nachteiligen Einfluss auf den NO-Signalweg ist
eine mogliche Erklarung der Genese des Multiorganversagens (Nijveldt et al.,
2004).

Durch die fehlende biologische Aktivitat des SDMA ist es seltener in
Untersuchungen uber kritisch kranke Patienten mit Sepsis bericksichtigt worden.
Closs und Kollegen haben jedoch herausgefunden, dass Arginine fir den
zytosolischen Transport im Antiport mit L-Arginin Uber CAT bzw. Gber den humanen
kationischen Austauschtransporter (hCAT2B) geschleust werden (Closs et al.,
1997). Beide Formen der Methylarginine konkurrieren daher um die Bindung an
diesen Transporter und damit um die Portierung in die Endothelzelle (Closs et al.,
1997). Da erwiesenermal3en SDMA Uber hCAT2B die Menge des intrazelluléaren
ADMA- Anteils beeinflusst und damit als moglicher sekundéarer Regulator mit dem
ADMA-NO-Signalweg interferiert, hielten wir es auch fur sinnvoll, die symmetrische

Form in unsere Betrachtungen mit einzubeziehen.

1.6. Hypothesen dieser Arbeit

ADMA akkumuliert wahrend der Sepsis und stért durch Hemmung der NO Bildung
die Mikrozirkulation, was zur Aggravierung einer Organdysfunktion fuhrt, die
wiederum fur eine Elimination von ADMA wesentlich ist. Die Hohe des ADMA-
Plasmaspiegels kdnnte daher mit der Intensivmortalitat innerhalb der schweren

Sepsis und des septischen Schocks eng verbunden sein.

SDMA interferiert nicht mit der NO-Synthase und wird nach dem heutigen Stand der
Forschung nur dber die Niere ausgeschieden. Es durfte daher geringe
Auswirkungen auf die Mikrozirkulation haben und vermittelt wahrscheinlich weniger
schadigende Einflisse in der Sepsis als ADMA. Es ist daher méglicherweise in

geringerem Ausmald dazu geeignet die Sepsismortalitat vorherzusagen.
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1.7. Fragestellungen dieser Arbeit

. Wie verandern sich die ADMA- und SDMA-Plasmakonzentrationen bei

Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock zwischen dem

Zeitpunkt der Aufnahme auf die Intensivstation und nach 7 Tagen?

. In welchem Umfang Kkorrelieren die initialen ADMA- und SDMA-
Plasmakonzentrationen mit den Scoring-Systemen SOFA und SAPS Il und

sind sie ihnen beztiglich der Vorhersage der 28-Tage Mortalitéat Gberlegen?

. Ist anhand des Verlaufs der ADMA- und SDMA-Plasmakonzentrationen tber

7 Tage eine Mortalitatsvorhersage im Sinne einer Risikostratifizierung

maoglich?

. Kann anhand der HoOhe der initial bestimmten ADMA- und SDMA-

Plasmakonzentrationen eine  Mortalitatswahrscheinlichkeit — abgeleitet

werden?
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2. Material und Methoden

2.1. Patientenkollektiv

Die dieser Arbeit zugrundeliegende ADMA Sepsis Studie (ADSeS) wurde als
prospektive, einarmige Observationsstudie angelegt, um einen ausreichend grof3en
Stichprobenumfang zur statistischen Auswertung zu erreichen. Das Ziel war es,
Daten von 120 Patienten in die Untersuchung einflieRen zu lassen.

Im Zeitraum April 2012 bis Méarz 2013 wurden 128 Patienten untersucht, auf die die
unten genannten Einschlusskriterien zutrafen und die stationar in der Klinik fur
Intensivmedizin am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf (UKE) hospitalisiert
waren. Daten von 120 Patienten konnten schlussendlich fir die Studie
berucksichtigt werden.

Die Aufnahme der Patienten erfolgte elektiv chirurgisch, notfallméRig chirurgisch
oder aus internistischen Indikationen. Der Einschluss erfolgte, wenn der Patient
schon vor Aufnahme oder im Verlauf der intensivmedizinischen
Komplexbehandlung ein septisches Ereignis gemanR den Einschlusskriterien erlitten
hatte.

2.2. Primarer Endpunkt und sekundére Endpunkte

Primarer Endpunkt war das Versterben binnen 28 Tagen nach Aufnahme auf die
Intensivstation.

Sekundéare Endpunkte waren der Verlauf der Plasma ADMA- und SDMA-Spiegel
Uber den Zeitraum von 7 Tagen. Die Beziehung von ADMA zu bekannten
Sepsisparametern wie C-reaktives Protein (CRP), Interleukin 6 (IL 6) und
Procalcitonin (PCT), sowie die Beziehung zur Erkrankungsschwere ausgedrickt in
den Scoringsystemen SOFA und SAPS II.

2.3. Ein- und Ausschlusskriterien

Eingeschlossen wurden Patienten mit einem Alter Uber 18 Jahren, auf die die

Kriterien der Sepsis Consensus Konferenz (Bone et al., 1992) bzgl. schwerer Sepsis
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oder septischem Schock anwendbar waren (siehe auch Abschnitt 1.5.4 Einleitung)
Zur Studienteilnahme nicht geeignet waren Patienten im primaren kardiogenen
Schock, in Schwangerschaft und Stillzeit oder moribunde Personen. Ebenso
wurden Patienten ausgeschlossen, bei denen keine Einwilligung vorlag bzw. diese

nachtraglich widerrufen wurde oder nicht eingeholt werden konnte.

2.4. Studienprotokoll und Einwilligungsverfahren

Das Studienprotokoll erhielt unter der Identifikationsnummer PV3927 der
Arztekammer Hamburg ein zustimmendes Votum. Die Studie ist auf der
Internetseite des U.S. National Institutes of Health (ClinicalTrials.gov) mit dem
Identifikationscode NCT01632059 gelistet.

Vor Studienbeginn wurde das schriftliche Einverstandnis zur Studienteilnahme
eingeholt. Waren die Probanden nicht einwilligungsfahig, erfolgte dies
stellvertretend durch Angehdrige oder den gesetzlichen Betreuer. Wenn der Patient
im Verlauf der Behandlung wieder geschaftsfahig wurde, musste dieser
nachtraglich schriftlich in die durchgefiihrte Studie einwilligen. Falls dies nicht der
Fall war, wurden die bisher erhobenen Daten geléscht und das bis dahin gelagerte

Probenmaterial vernichtet.

2.5. Praktische Studiendurchfuihrung

2.5.1. Blutentnahme

An den Tagen 1 und 7 wurde zzgl. zur routinemafiigen Blutabnahme auf der Station
ein zusatzliches EDTA Rohrchen abgenommen und mittels Zentrifugation
aufbereitet und bis zur labormedizinischen Messung eingefroren.

Die laborchemischen Sepsisparameter (IL6, PCT, CRP, Leukozyten) wurden
ebenfalls an Tag 1 und 7 Gber das Routinelabor der klinischen Chemie des UKE

bestimmt.
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2.5.2. Dokumentation der Studienparameter

Mit Hilfe des Dokumentationssystems ICM® der Firma Drager Medical, das die
Einsicht in Diagnosen, Behandlungsverlauf, Vitalparameter und Laborwerte
ermoglichte, wurden die intensivmedizinisch betreuten Patienten auf Eignung zur
Studienteilnahme gepruft.

Der klinische Observationszeitraum betrug sieben Tage. Der Tag, an dem ein
Patient in die Studie eingeschlossen wurde, ist als Tag 1 definiert.

An den Observationszeitraum schloss sich ein 28-tdgiges Follow Up an, in dem
ermittelt wurde, ob der Patient bis dahin verstorben war. Das Studiendesign zeigt
(Abb. 3)

Abbildung 3
Konzeption und Studiendesign der ADMA Sepsis Studie (ADSeS)

Einschluss
Auswertung
geeignete v
Patienten > »
| I I
Time (Days) D1 D7 D23
Screening Beobachtungs- Follow Up

zeitraum

Schematische Darstellung des Studiendesigns der ADMA Sepsis Studie (ADSeS) bezogen auf
die Zeit in Tagen. D1: Erster Studientag (Baseline), entspricht Studieneinschlusstag. D7: siebter

Studientag. D29: neunundzwanzigster Studientag und Zeitpunkt der Erhebung des Follow Up.

23



Die Bedeutung von Dimethylargininen zur Risikostratifizierung in der schweren Sepsis und im septischen Schock

In einer auf Microsoft Excel® basierten Datenbank wurden nach Einschluss
patientenspezifische Daten erfasst, wie Krankenhaus-Aufnahme, ICU- (Intensive
Care Unit) Aufnahme, Hauptdiagnose, vorbestehende Erkrankungen, gemafld SAPS
Il erfasste Einschrankungen wie maligne Erkrankungen oder HIV Infektion. Zu
diesen Stammdaten wurden jeweils an Tag 1 und 7 Vitalparameter, Sepsismarker
und Laborparameter bestimmt und in die Datenbank tbertragen.

Die erforderlichen SAPS II- und SOFA-Werte wurden fir die Tage 1 und 7
errechnet. Der SAPS Il und die daraus errechnete préadiktive Mortalitat wurden am
Aufnahmetag auf der Intensivstation bestimmt. Mikrobiologische Befunde wurden
dokumentiert.

Der Datensatz eines Patienten wurde abgeschlossen, wenn das Datum der ICU-
Entlassung, der Krankenhausentlassung und das 28 Tage Follow Up in der
Datenbank niedergelegt wurden, so dass die Krankenhausverweildauer, die ICU-
Liegezeit und die 28 Tage Mortalitat errechnet werden konnten.

Der Observationszeitraum bezog sich nur auf den Zeitraum, den der Patient
zusammenhéangend auf einer der Intensivstationen der Klinik fir Intensivmedizin
verbracht hatte. Wurde der Patient vor Ablauf der 7 Tage auf die Normalstation oder
in eine andere Versorgungseinrichtung verlegt, wurden keine Vital- und
Laborparameter der noch ausstehenden Tage erhoben, mit Ausnahme der
mikrobiologischen Befunde, der KH-Entlassung und des 28 Tage Follow Up.
Verstarb der Patient innerhalb der 7 Tage, wurden diejenigen Tage, an denen
Messdaten erhoben werden konnten, berticksichtigt.

Als Uberlebende galten diejenigen Patienten, die einen Zeitraum von 28 Tagen
nach Aufnahme auf die Intensivstation tberlebt hatten, auch wenn sie innerhalb
dieses Zeitraumes auf eine Normalstation verlegt worden waren. Als Nicht-
Uberlebende galten diejenigen Patienten, die binnen 28 Tagen nach Aufnahme auf

der Intensivstation verstarben.
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2.6. Laboranalysen

2.6.1. Bestimmung der klinischen Routineparameter

Parameter wie Bilirubin, Kreatinin, Harnstoff, CRP, PCT, IL6 und Leukozytenzahl
wurden im Rahmen der klinischen Routine durch das Zentrallabor des Instituts fir

klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin am UKE bestimmit.

2.6.2. Aufbereitung der entnommenen Blutproben

Als Behaltnis fir das entnommene Patientenblut diente eine Sarstedt Monovette mit
EDTA Zusatz. Innerhalb von 30 min nach Entnahme wurden die Monovetten in einer
Laborzentrifuge bei 1700 rpm fur 1 Stunde zentrifugiert. Im Anschluss wurde der
Plasmauberstand abpipettiert und in einem Eppendorf-Reaktionsgefal3 bei minus

70°C eingefroren.

2.6.3 Massenspektrometrische Analyse von ADMA und SDMA

Die Bestimmung von ADMA und SDMA erfolgte durch Flissigchromatographie-
Tandemmassenspektrometrie (LC-MS/MS), wie zuvor von Schwedhelm et al.
beschrieben (Schwedhelm et al., 2007). Die EDTA-Plasmaproben wurden zunachst
mit einem internen Standard versetzt (deuteriertes d7-ADMA) und die Proteine
wurde mit Methanol geféllt. AnschlielBend wurden ADMA und SDMA Butylester
umgesetzt, um zum einen eine bessere LC-Retention der Analyten zu gewéhrleisten
und zum anderen, um fir ADMA und SDMA jeweils spezifische Fragmente in der

MS/MS-Analyse zu erhalten.
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2.6.4 Verwendete chemische Reagenzien und Materialien

* N-w-Hydroxy-nor-L-Arginin (nor-NOHA) #399275,
Calbiochem GmbH, Bad Soden

» 96well-Filterplatten 0,22 um MultiScreen MSGVN 2210,
Millipore Merck KGaA, Billerica

* PP Mikrotiterplatten 65021,
Greiner Bio One International GmbH, Kremsmuinster

» Abdeckmatte fir MegaBlock 1,2 mL (rund), 95.1990.002,
Sarstedt AG & Co, Nimbrecht

* Acetat-Klebefolie

* epTIPS 100 uL, Eppendorf AG, Hamburg

* Eppendorf 8-Kanal Transferpipette 20 bis 200 ulL, Eppendorf AG,

Hamburg
* Multipette, Brand GmbH + Co KG, Wertheim
» Acetonitril, gradient grade, Sigma-Aldrich, St. Louis

» Wasser, gradient grade, J.T. Baker, Deventer

» Astec Chirobiotic T Vorsaule 20x1.0 mm 12101, Sigma-Aldrich, St. Louis

+ Butanolische Salzsdure, pH 1, interne Herstellung

* Methanol Wasser 50:50, pH 5 (gepuffert mit HCOOH/NH3),
interne Herstellung

» Deuteriertes d7-ADMA, Cambridge Isotope Labs, EURISO-Top,
Cambridge Isotope Laboratories Europe GmbH, Radeberg

« ADMA

« SDMA

2.6.5. Verwendete Apparaturen

* Varian L1200 MS/MS inkl. Computer und Drucker,

Varian Medical Systems, Palo Alto, USA
+ HPLC Varian ProStar, Varian Medical Systems, Palo Alto, USA
* Eppendorf Zentrifuge 5810R, Eppendorf AG, Hamburg

* Heizblock
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2.6.6 Ablauf der analytischen Quantifizierung

Der interne Standard, der bei -20°C aufbewahrt wird und das nach Zentrifugation
eingefrorene Blutplasma wurden zur Analyse auf Raumtemperatur gebracht. Es
folgte die Verdinnung der Stockldsung des internen Standards mit 1:1000
Methanol. Im Anschluss wurde eine Multiscreen 96well Filterplatte auf der 96well
Unterplatte positioniert und jeweils 100 pL vom verdinnten Standard in die
Vertiefung der 96well Filterplatte mittels Multipette pipettiert. Nach Zugabe von 25
pul - Kalibrierlosung, der Qualitatskontrollen und des Plasmas aus den
entsprechenden Patientenproben wurde die Platte bei Raumtemperatur 15 min
geschuttelt. Pro Platte wurden dann maximal 92 Proben und 4 Qualitatskontrollen
(DLD Con 1+2, n=2) pipettiert. Pro Messzyklus wurden je zwei Kalibrierkurven (DLD
KIT 112 und Doro) mit Punkten fir ADMA und SDMA erstellt. Nach Abdeckung mit
einer Polypropylenplatte wurde bei 2000 rpm die Multiscreen Filterplatte fir 15 min
zentrifugiert. Auf einem auf 75°C vorgewarmten Heizblock wurden die Flissigkeiten
tuber 30 min verdampft. Bevor die Platte zur quantitativen Derivatisierung
verschlossen wurde, wurden jeweils 100 pL butanolische Salzsaure zugegeben und
die abgedeckte Filterplatte bei 65° C 30 min auf dem Heizblock gewéarmt. Im
Anschluss erfolgte eine weitere Zentrifugation der Platte bei 2500 rpm bei 4°C fir 1
min. und nach Entfernung der Abdeckmatte dann das Verdampfen der

butanolischen Salzsaure bei 75°C fur 60 min auf dem Heizblock.

Die Mehrkanalpipette musste vor der Messung mit (HCOOH/NH3) auf pH 5
gepuffert werden. In jedes Well der Filterplatte wurde dariiber hinaus mit der Pipette
100 pl Methanol/Wasser 50/50 (v/v) verbracht. Da die Analyte gelost werden
mussen, wurden die Multiscreen 96well Filterplatten mit Folie verschlossen und bei
Raumtemperatur 30 min geschuttelt. Im Anschluss erfolgte die Pipettierung der
Proben auf eine neue Multiscreen 96well Filterplatte und eine Zentrifugation bei
2000 rpm bei 4°C fur 5 min.

Nun erfolgte die Messung der 96well Platte im Varian L1200 MS/MS
Massenspektrometer. Die Messung wurde isokratisch mit den HPLC Varian Pro
Star Pumpen mit 66% Acetonitril und 33% (0,1%iger) Ameisensaure durchgefihrt.
Die Berechnung der Analyseergebnisse erfolgte durch die StarWorkstation. Der
Variationskoeffizient des Assays betrug 3%. Die Nachweisgrenze lag bei 0,05 pM.
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Im Falle einer Streuung der Qualitatskontrolle tber 20% fir Accuracy und Precision

war die Wiederholung der Messreihe fur die gesamte Platte erforderlich.

2.7. Statistische Verfahren

Statistische Analyse: Stetige Variablen sind als Mittelwert (£Standardabweichung)
beziehungsweise Median (Interquartilsabstand) dargestellt. Fur kategoriale
Variablen erfolgt eine Darstellung als Haufigkeit. Schief verteilte Daten wurden,
wenn sinnvoll, fur die Auswertung log-transformiert. Fur die Bestimmung von
Zusammenhangen wurde die Pearson-Korrelation berechnet. Paarweise
Vergleiche wurden mittels Welch-Test oder Mann-Withney U-Test durchgefihrt, wie
jeweils anwendbar.

Uberlebensanalysen wurden mittels Kaplan-Meyer-Verfahren und Cox proportional
hazard regression durchgefuhrt. An Tag 1 (Baseline) bestimmte ADMA-
Konzentrationen wurden in Quartile aufgeteilt, das 4. Quartil wurde als hoher
ADMA-Spiegel eingestuft (ADMA > 0.97 umol/L [75. Perzentile]). An Tag 1
bestimmte SDMA-Konzentrationen (Baseline) wurden ebenfalls in Quartile
aufgeteilt, das 1. Quartil wurde als niedrig eingestuft und war definiert als (SDMA <
0.65 umol/L [25. Perzentile]), die 2. und 3. Quartile wurden definiert als mittleres
Quartil und das 4. Quartil wurde definiert als hoher SDMA-Spiegel (> 1.34 umol/L
[75. Perzentile])

Zusatzlich wurde eine genauere Analyse des Zusammenhanges zwischen
ADMA/SDMA sowie der 28-Tage Mortalitat mittels alters-, geschlechts-, GFR und
SAPS ll-adjustierter Cox-Regressions-Modelle durchgefiihrt.

Fur alle Analysen entspricht ein p-Wert von 0.05 statistischer Signifikanz.

Fir alle Berechnungen wurde IBM SPSS Version 21 (SPSS Inc. Cary, NC, USA)

benutzt.
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3. Ergebnisse

3.1. Charakteristika des Patientenkollektivs
(siehe Tabelle 2)

Tabelle 2
Demografische Daten und Patientencharakteristika

(n) (%)
Gesamt 120
Geschlecht
Mannlich 86 72%
Weiblich 34 28%
Gewicht [kg] 79,4 (£15)
ICU
Zuweisungsgrund
Internistisch 64 53%
Elektiv chirurgisch 30 25%
Ungeplant 26 22%
chirurgisch
SAPS Il Score 40,53 (+ 18,7)
SOFA Score 8,83 (£ 4,12)
Schwere Sepsis 57 48%
Septischer Schock 63 52%
Sepsisfokus
(Klinisch)
Pulmonal 55 46%
Intraabdominell 33 28%
Urogenital 11 9%
Andere 21 17%
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Fortsetzung
Tabelle 2
Nicht-

Alle Patienten Uberlebende Uberlebende

120 85 35
SOFA Score 8,8 (£4,1) 8,39 (3,8) 9,9 (+4,6)
SAPS Il Score 40,5 (+ 18,7) 37 (£17,2) 49 (+19,9)
ADMA [pmol/] 0,9 [0,3-3,6] 0,7[0,3-1,8]  1,1[0,3-3,5]
SDMA [umol/l] 1,4 [0,2-5] 1[0,2-5,0] 1,4 [0,3-3,5]

CRP [mg/dl]

187,7 [8-466]

187,4 [8-466]

188,4 [46-348]

Leukozyten [Mrd./l] 13,7 [0,1-50,4]

16,7[0,1-692,5]

14,5 [0,1-50,4]
9,3[0,1-187]

12,0 [0,2-31,5]

Procalcitonin [ug/l] 34,7 [0,35-692,5]

Daten sind entweder als absolute Werte oder als Mittelwerte mit der Standardabweichung in
Klammern angegeben. Laborparameter sind als Mittelwerte mit Interquartilsabstanden in
Klammern angegeben. SAPS Il Score = Simplified Acute Physiology Score. SOFA-Score =

Sequential Organ Failure Assessment Score

3.2. Verlauf der ADMA- und SDMA-Plasmakonzentrationen wahrend der

intensivmedizinischen Behandlung

Die ADMA-Konzentrationen innerhalb Patienten mit schwerer Sepsis und
septischem Schock wahrend der intensivmedizinischen Behandlung zeigen einen
signifikanten Anstieg im Verlauf von 7 Tagen in Relation zum Ausgangswert
(p<0.001) (Abb. 1a). Ein signifikanter Anstieg von SDMA lasst sich innerhalb des
Beobachtungszeitraumes von 7 Tagen jedoch nicht nachweisen (p 0,075). (Abb.
1b).
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Abbildung 1
Zeitlicher Verlauf der ADMA- und SDMA-Plasmakonzentrationen
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Plasma ADMA- (umol/l) (a) und SDMA- (umol/l) Konzentrationen (b) Messungen an Tag 1
(Baseline) und an Tag 7. ADMA: Asymmetrisches Dimethylarginin, SDMA: Symmetrisches

Dimethylarginin

3.3. Korrelationen des Plasma ADMA-Spiegels mit Kklinischen und

laborchemischen Charakteristika

3.3.1. ADMA Erstmessung (Tag 1) Baseline

Die ADMA-Plasmaspiegel korrelieren an Tag 1 mit der Erkrankungsschwere (SAPS
Il Score (r=0.33, p=<0.001)) und der Organdysfunktion (SOFA-Score (r=0.25,
p=0.006)).

Im Hinblick auf spezifische Organfunktionen korreliert ADMA an Tag 1 signifikant
mit dem Harnstoff (r=0.33, p=<0.001), jedoch nicht mit dem Kreatinin (r=0.12,

p=0,205).
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Bezogen auf die hepatische Funktion zeigt sich fir ADMA an Tag 1 eine signifikante
Korrelation mit Bilirubin (r=0.43, p=<0.001) und der INR (r=0.39, p=0.01).

Mit den typischen Entziindungsparametern CRP (r=-0.05, p=0.57), Leukozytenzahl
(r=0.02, p=0,82), IL6 (r=0.14, p=0,13) und dem Infektionsmarker PCT (r=-0.038,
p=0,07) ergibt sich an Tag 1 keine signifikante Korrelation.

ADMA und SDMA sind signifikant an Tag 1 (r=0.42, p=<0,001) korreliert.

3.3.2. ADMA Zweitmessung (Tag 7)

An Tag 7 sind die ADMA-Plasmaspiegel ebenfalls mit dem Grad der
Erkrankungsschwere (SAPS Il Score (r=0.38, p=0.001)) und der Organdysfunktion
(SOFA Score (r=0.4, p=<0.001)) deutlich korreliert.

Beziiglich der renalen Funktion ist ADMA auch an Tag 7 mit dem Harnstoff (r=0.27,
p=0.02) und mit dem Kreatinin (r=0.43, p=<0.001) korreliert.

Bezogen auf die hepatische Funktion zeigen sich die ADMA-
Plasmakonzentrationen an Tag 7 im Vergleich zu Tag 1 deutlich korreliert (Bilirubin:
r=0.65, p=<0.001 und INR: r=0.91, p=<0.001).

Fir die inflammatorischen Marker lasst sich an Tag 7 eine Korrelation mit IL 6
(r=0.44, p=0.01), PCT (r=0.31, p=0.008) und Leukozyten (r=0.46, p=<0.001),
allerdings keine mit CRP (r=-0,12, p=0,32) aufzeigen.

ADMA selbst korreliert auch an Tag 7 mit dem zweitbetrachteten Parameter SDMA
signifikant (r=0.52, p=<0.001)
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3.4. Korrelationen des Plasma SDMA-Spiegels mit Klinischen und

laborchemischen Charakteristika

3.4.1. SDMA Erstmessung (Tag 1) Baseline

Die SDMA-Plasmaspiegel an Tag 1 korrelieren mit dem SAPS II Score (r=0.22,
p=0.02) als Ausdruck der Erkrankungsschwere und nicht mit dem SOFA Score
(r=0.00, p=1). Bezuglich der Nierenfunktion zeigt sich, dass SDMA an Tag 1 mit den
Kreatinin- (r=0.62, p=<0.001) und Harnstoffwerten signifikant (r=0.67, p=<0.001)
korreliert.

An Tag 1 bzw. in der Frihphase der schweren Sepsis und des septischen Schocks
korreliert SDMA nicht mit den Markern der hepatischen Funktion Bilirubin und INR
(r=0.09, p=0.32, bzw. r=0.06, p=0.49). Bezuglich der Entziindungs- bzw.
Infektionsmarker ist SDMA mit CRP (r=0.11, p=0.24), Leukozytenzahl (r=0.02,
p=0.79), IL 6 (r=0.12, p=0.19) und PCT (r=0.11, p=0.24) nicht korreliert. SDMA ist
mit ADMA signifikant an Tag 1 korreliert (r=0.42, p=<0.001).

3.4.2. SDMA Zweitmessung (Tag 7)

Die SDMA-Werte an Tag 7 korrelieren bzgl. Erkrankungsschwere mit dem SAPS I
Score (r=0.62, p=<0.001) und im Gegensatz zu Tag 1 ebenfalls mit dem Score der
allgemeinen Organdysfunktion SOFA (r=0.54, p=<0.001).

Im Hinblick auf die Nierenfunktion korreliert SDMA an Tag 7 &hnlich wie an Tag 1
mit Kreatinin (r=0.6, p=<0.001) und Harnstoff (r=0.71, p=<0.001).

Ebenfalls hat sich an Tag 7 eine Korrelation zwischen SDMA zu den Markern der
hepatischen Funktion Bilirubin (r=0.28, p=0.02) und INR (r=0.42, p=<0.001)
eingestellt.

Von den Entzindungs- bzw. Infektionsparametern sind an Tag 7 PCT (r=0.52,
p=<0.001) und IL 6 (r=0.28, p=0.02) signifikant mit SDMA korreliert. Kein
Zusammenhang findet sich hingegen zum CRP (r=0.08, p=0.52) und der
Leukozytenzahl (r=0.2, p=0.09).

SDMA ist auch an Tag 7 mit ADMA signifikant korreliert (r=0.52, p=>0.001)
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3.5. Verlauf der ADMA- und SDMA- Plasmakonzentrationen bei schwerer

Sepsis und septischem Schock

Die Analyse der ADMA-Plasmakonzentration bei Patienten mit schwerer Sepsis und
septischem Schock zeigt einen signifikanten Anstieg (34.1%, 95% CI [22.9%,
38.0%)], p<0.001) innerhalb der 7 Tage nach Aufnahme. Fur den SDMA-Spiegel ist
kein signifikanter Unterschied zwischen den Zeitpunkten nachweisbar (-5.4%, 95%
Cl [-15.5%, 5.6%)], p=0.331).

Sowohl! fur ADMA als auch fur SDMA wurden bei den Nicht-Uberlebenden
signifikant hohere Werte als bei den Uberlebenden gemessen (33.3%, 95%
Cl[14.6%, 55.0%], p<0.001; .49.7%, 95% CI [19.8%, 86.9%)], p<0.001). Es gab
keine signifikanten Interaktionen zwischen 28-Tage Uberleben zur Messung an Tag
lund Tag 7.

3.6. Betrachtungen von ADMA- und SDMA-Plasmaspiegeln im

Zusammenhang mit der 28-Tage Mortalitat

3.6.1. Vergleiche zu klinischen und laborchemischen Charakteristika zwischen
Uberlebenden und Nicht-Uberlebenden

Die Ergebnisse (p-Werte) des paarweisen Vergleichs von Uberlebenden zu Nicht-
Uberlebenden sowie das Verhalten der erhobenen Laborparameter fir den

Studientag 1 zeigt Tabelle 3, fiir den Studientag 7 Tabelle 4.
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Tabelle 3
Klinische und laborchemische Charakteristika an Tag 1 aufgeteilt nach
Uberlebenden und Nicht-Uberlebenden

Tag 1 Uberlebende Nicht-Uberlebende T-Test'/

Mann-
Whitney-U
Test**

Parameter Median Interquartilsabstand Median Interquartilsabstand p-Wert

ADMA 0,73  (0,60-0,87) 0,93  (0,63-1,34) 0,007*
SDMA 0,81  (0,59-1,15) 1,11  (0,88-1,52) 0,005*
SOFA 8 (5-11,5) 8 (6-14) 0,091+
SAPSI 36 (24-475) 49 (34-66) 0,003
Kreatinin 1,1 (0,7-2,05) 1,7 (1,0-2,5) 0,142
Harnstoff 20 (14-34) 33 (17-55) 0,031*
Bilirubin 0,5 (0,3-1,0) 1,4 (0,6-2,9) <0,001*
CRP 187 (97,5-255) 186  (130-241) 0,808
IL6 168 (59,0-514,2) 388  (114-1000) 0,007+
PCT 1,4 (0,49-6,86) 5,2 (1,3-18,2) 0,003
INR 1,12 (1,04-1,25) 1,2 (1,0-1,4) 0,118*

Alle Werte sind als Mediane mit den zugehdrigen Interquartilsabstédnden in Klammern angegeben.
Kreatinin, Harnstoff, Bilirubin, CRP wurden in mg/dl, PCT in pg/l, IL6 in ng/l gemessen.
SOFA=Sequential Organ Failure Assesment, SAPS Il =Simplified Acute Physiology Score. p-
Werte des T-Tests sind mit (*) dargestellt, p-Werte flr nichtparametrische Variablen wurden mittels
Mann-Whitney-U Test bestimmt und mit (**) dargestellt. ADMA: Asymmetrisches Dimethylarginin,
SDMA: Symmetrisches Dimethylarginin, SOFA: Sequential Organ Failure Assessment, SAPS II:
Simplified Acute Physiology Score Il, CRP: C-Reaktives Protein, IL6: Interleukin 6, PCT:
Procalcitonin, INR: International Normalized Ratio.

Tabelle 4
Klinische und laborchemische Charakteristka an Tag 7 aufgeteilt nach
Uberlebenden und Nicht- Uberlebenden

Tag 7 Uberlebende Nicht Uberlebende T-Test*/
Mann-
Whitney-U
Test**
Parameter Median Interquartilsabstand Median Interquartilsabstand p-Wert
ADMA 0,94 (0,79-1,17) 1,14 (0,88-1,68) 0,035*
SDMA 0,67 (0,48-1,0) 1,31 (0,93-2,21) <0,001*
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SOFA 6 (4-10) 13 (11-14) <0,001*
SAPSII 31 (20-50) 70 (59-73) <0,001*
Kreatinin 0,9 (0,6-1,2) 1,5 (0,87-1,93) 0,011*
Harnstoff 21 (16-32) 37 (20,0-64,5) 0,007*
Bilirubin 0,4 (0,2-1,0) 1,9 (0,7-3,2) <0,001*
CRP 68 (30-143) 120  (88-167) 0,035+
IL6 416  (20,8-103,0) 202 (57,4-1050) <0,001*
PCT 0,31  (0,17-0,56) 2,01  (0,76-5,51) <0,001*
INR 1,06  (0,98-1,11) 1,13 (1,04-1,30) 0,051*

Alle Werte sind als Mediane mit den zugehdrigen Interquartilsabstanden in Klammern angegeben.
Kreatinin, Harnstoff, Bilirubin, CRP wurden in mg/dl, PCT in pg/l, IL6 in ng/l gemessen.
SOFA=Sequential Organ Failure Assessment, SAPS Il =Simplified Acute Physiology Score. p-
Werte des T-Tests sind mit (*) dargestellt, p-Werte fur nichtparametrische Variablen wurden mittels
Mann-Whitney-U Test bestimmt und mit (**) dargestellt. ADMA: Asymmetrisches Dimethylarginin,
SDMA: Symmetrisches Dimethylarginin, SOFA: Sequential Organ Failure Assessment, SAPS II:
Simplified Acute Physiology Score Il, CRP: C-Reaktives Protein, IL6: Interleukin 6, PCT:

Procalcitonin, INR: International Normalized Ratio.

3.6.2. Verlauf der stetigen Plasma Dimethylarginin-Spiegel zu der 28-Tage
Mortalitat

Sowohl fir ADMA als auch fir SDMA wurden bei den Nicht-Uberlebenden
signifikant hohere Werte als bei den Uberlebenden gemessen (33.3%, 95% CI
[14.6%, 55.0%],

Fir beide Kollektive ergibt sich ein signifikanter Anstieg des Plasma ADMA-Spiegels
im Verlauf von 7 Tagen. Hierzu ergaben sich die folgenden p-Werte bei
Uberlebenden (p=<0.001) und bei Nicht-Uberlebenden (p=0.04) (Abb. 2a).
Vergleiche des an Tag 1 bestimmten Plasma ADMA-Spiegels zwischen den
Gruppen der Uberlebenden und der Nicht-Uberlebenden zeigen fir Nicht-
Uberlebende signifikant hohere Plasma ADMA-Spiegel (p=0.01) als fir
Uberlebende. An Tag 7 unterscheiden sich die Plasma ADMA-Werte in den
Kollektiven nicht mehr signifikant (p=0.08) voneinander (Abb. 2a).
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In Bezug auf die Plasma SDMA-Spiegel innerhalb der Gruppen Uberlebende vs.
Nicht-Uberlebende ist fiir beide Kollektive kein signifikanter Anstieg der Plasma
SDMA-Werte uber den Verlauf von 7 Tagen zu verzeichnen (p=0.21 bzw. p=0.33)
(Abb. 2b). Graphisch lasst sich bei Uberlebenden eine Tendenz zu sinkenden
SDMA-Spiegeln vermuten, diese erreicht jedoch keine statistische Signifikanz
(p=0.21). Anders jedoch innerhalb der Gruppe der Nicht-Uberlebenden, in der sich
signifikant hohere Plasma SDMA-Spiegel am ersten Tag der Messung (p=0.006)

und nach 7 Tagen nachweisen lassen (Abb 2a).

Abbildung 2
ADMA- und SDMA-Plasmakonzentrationen bezogen auf die 28-Tage Mortalitat

a) b)
B ADMA Tag 1 (Baseline) B SDMA Tag 1 (Baseline)
O ADMATag7 OSDMATag7
Error bar. +- 1 SE Error bar: +- 1 SE
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Mittelwerte der ADMA-Plasmaspiegel (a) und der SDMA Plasmaspiegel (b) wurden aufgeteilt nach
Uberlebenden und Nicht-Uberlebenden, gemessen an Tag 1 (Baseline) und Tag 7. Plasma
ADMA- und SDMA-Spiegel sind in pmol/L angegeben. ADMA: Asymmetrisches Dimethylarginin,
SDMA: Symmetrisches Dimethylarginin, SE: Standard Error
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Untersucht man den Zusammenhang zwischen ADMA- bzw. SDMA-Spiegel und
28-Tage Mortalitat, so zeigt sich, dass sowohl ADMA (p=0.001, HR 2.3, 95%CI [1.4
; 3.7]) als auch SDMA (p=0.001, HR 1.9, 95%CI [1.3 ; 2.8]) signifikant mit der 28-
Tage Mortalitat assoziiert sind. Dieser Effekt bleibt auch bei Adjustierung fur Alter
und Geschlecht erhalten. (ADMA: p=0.001, HR 2.3, 95%CI [1.4 ; 3.6]), SDMA:
(p=0.001, HR 2.0, 95%CI [1.4 ; 2.9]). In einem adjustierten Modell mit beiden
Pradiktoren zeigt sich allerdings, dass nur SDMA (p=0.029) als signifikanter
Pradiktor fur die 28-Tage Mortalitéat erhalten bleibt, wahrend ADMA kein unabhéngig
signifikanter Pradiktor ist (p=0.680).

3.6.3. Uberlebenszeitanalysen nach dem Kaplan-Meier Verfahren

Um den Zusammenhang zwischen den an Tag 1 gemessenen Plasma ADMA- und
SDMA-Spiegeln zur 28- Tage-Mortalitdt zu untersuchen, wurden zunachst die in
Quartilen eingeteilten Gruppen verglichen. Nach Einteilung in Quartile zeichnete
sich ab, dass die sinnvollste Strukturierung fir ADMA darin bestand, Patienten mit
stark erhohten ADMA- Ausgangswerten (> 0.97 umol/L [75. Perzentil]) gegen die
Patienten mit niedrigem bis normalem ADMA-Spiegeln zu vergleichen (<0.97
pmol/L). Wir konnten zeigen, dass die Patienten mit initial stark erhéhten ADMA-
Werten eine signifikant hohere 28-Tage Mortalitat aufweisen (p=0.019, HR 2.3,
95%CI [1.2; 4.8]). In Abbildung 3 (Abb.3a) sind die entsprechenden Kaplan Meier
Kurven dargestellt.

Fur SDMA hat sich herausgestellt dass es sinnvoll ist die in Quartile eingeteilten
Gruppen mit erhdhten, mittleren und niedrigen SDMA-Plasmaspiegeln miteinander
zu vergleichen. Es kann eine signifikant unterschiedliche 28-Tage Mortalitat fir die
Kollektive mit initial stark erhohtem SDMA-Spiegel (>1.33 pmol/L [75. Perzentile]),
sehr niedrigem SDMA-Spiegel (<0.64 pmol/L [25. Perzentile]) und SDMA im
mittleren Bereich (0.6464 pmol/L bis 1.3364 umol/L) nachgewiesen werden
(p=0.009). Dabei gqilt, dass die 28-Tage Mortalitdt mit den SDMA-
Plasmakonzentrationen ansteigt (hoch vs. normal: p=0.005, HR 18.1, 95%ClI [2.4;
138.7]; normal vs. niedrig: p=0.031, HR 9.2, 95%CI [1.2; 69.1]). In Abbildung 3 (Abb.

3b) sind die entsprechenden Kaplan Meier Kurven dargestellt.
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Abbildung 3
28-Tage-Uberlebensraten fiir ADMA- und SDMA-Konzentrationen an Tag 1
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28 Tage Kaplan-Meyer Uberlebensfunktion fiir an Tag 1 gemessenes Plasma ADMA und SDMA.
Mittelwerte der ADMA Plasmaspiegel (a) und der SDMA Plasmaspiegel (b) bezogen auf die
Messungen an Tag 1 wurden zwischen 28 Tage Uberlebenden und Nicht-Uberlebenden aufgeteilt.
In der Abbildung (a) wurden jeweils die ADMA Plasma Werte des unteren Quartils und der
Interquartilsbereich (0-75%) zusammengefasst und fir 28 Tage graphisch dargestellt. In der
Abbildung (b) wurden die an Tag 1 bestimmten SDMA Werte jeweils im unteren Quartil (< 25%),
Interquartilsbereich (25%-75%) und oberen Quartil (> 75%) graphisch fir 28 Tage dargestellt.
ADMA: Asymmetrisches Dimethylarginin, SDMA: Symmetrisches Dimethylarginin, log rank:
Logranktest.

3.7. Risikobewertung mittels Cox-Regressions Modell

Zusatzlich wurde eine genauere Analyse des Zusammenhanges zwischen
ADMA/SDMA und 28-Tage Mortalitat mittels adjustierter Cox-Regressions-Modelle
durchgefuhrt.

In der Adjustierung fur Alter und Geschlecht waren sowohl der absolute an Tag 1
bestimmte ADMA-Wert (HR 2.3, 95% CI [1.4; 3.6], p=0.001), als auch der absolute
an Tag 1 erhobene SDMA-Wert (HR 2.0, 95% CI[1.4; 2.9], p<0.001) signifikant mit

der 28-Tage Mortalitat assoziiert. Fur die relevanten kategorialen Variablen blieben
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die Zusammenhange ebenfalls unter der Adjustierung bestehen: ADMA (p=0.021,
HR 2.3, 95%CI [1.1; 4.7]) und SDMA (p=0.034; hoch vs. normal: p=0.012, HR 14.6,
95%CI [1.8; 118.3], normal vs. niedrig: p=0.035, HR 9.3, 95%CI [1.2; 73.2]).

In einem adjustierten Modell mit beiden Pradiktoren zeigte sich allerdings, dass nur
SDMA (p=0.029) als signifikanter Pradiktor fur die 28-Tage Mortalitat erhalten blieb,
wahrend ADMA kein unabhangig signifikanter Pradiktor war (p=0.680).

Es liel3 sich feststellen, dass im Gegensatz zu den an Tag 1 gemessenen ADMA-
Werten sowohl der an Tag 1 errechnete  SOFA-Score (p=0.283) als auch der an
Tag 1 bestimmte SAPS II-Score (p=0.891) im fur Alter, Geschlecht und glomerulare
Filtrationsrate (GFR) adjustierten Cox-Regressionsmodell nicht signifikant mit der
28-Tage Mortalitdt assoziiert waren. Dartber hinaus blieben die an Tag 1
bestimmten ADMA-Werte auch signifikante Pradiktoren fur die 28-Tage Mortalitat,
wenn fur die Erkrankungsschwere in Form von SOFA-Score (ADMA: p=0.003) oder
SAPS II-Score (ADMA: p=0.013) adjustiert wurde.

Fur PCT konnten wir keine signifikante Assoziation (adjustiert fiir Alter, Geschlecht
und GFR) mit dem 28-Tage Uberleben nachweisen (p=0.060). Im gemeinsamen
adjustierten Modell mit PCT kann sowohl fur ADMA (p=0.006) als auch fir SDMA
(p=0.044) eine zusatzliche signifikante Assoziation nachgewiesen werden.

3.8. Differenzierung von Risikokollektiven mittels Entscheidungsbaum

Fur die ldentifikation mortalitdtsbedingter Hoch- oder Niedrigrisikokollektive durch
einen Entscheidungsbaum ergibt die Kombination von ADMA und SDMA-Klasse die
optimale Aufteilung (Abb. 4). Dagegen werden SAPS Il Score und SOFA Score
nicht einbezogen. Als Niedrigrisikokollektiv (3.6% verstorben) wird die Gruppe mit
niedrigen SDMA-Werten identifiziert. Ein hohes Mortalitatsrisiko innerhalb der
ersten 28 Tage hat dagegen die Gruppe mit sowohl stark erhéhten ADMA-Werten
als auch stark erhéhten SDMA-Werten (61.1% verstorben).
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Abbildung 4

Entscheidungsbaum bezogen auf die an Tag 1 bestimmten SDMA-Werte
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Entscheidungsbaum mit Présentation von an Tag 1 gemessenem Plasma SDMA aufgeteilt in
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Beziehung zur 28-Tage Mortalitdit zur Bestimmung von Niedrigrisikokollektiven.
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SDMA:
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4. Diskussion

4.1. Einfuhrung

Dimethylarginine als wichtige Faktoren im Zusammenspiel des menschlichen
Organismus bei der Abwehr systemischer Infektionskrankheiten zu betrachten, ist
in vorangegangenen Arbeiten thematisiert worden. In ihnen konnten der Nachweis
erbracht werden, dass sie mit der NO Synthese interferieren und damit auf
Perfusion, Gewebemetabolismus und Immunkompetenz Einfluss nehmen (Boger et
al., 1998b). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Dimethylargininen eine
wichtige Rolle in der Vorhersage der 28-Tage Mortalitat in der schweren Sepsis und
im septischen Schock zukommt. Wahrend ADMA an Tag 1 als stetiger Wert in der
hier getatigten Cox-Regressionsanalyse den klassischen Scores wie SOFA und
SAPS Il Uberlegen zu sein scheint, ist SDMA madglicherweise ein noch sensiblerer
Pradiktor der 28-Tage Mortalitat, weil es sowohl als stetiger Wert, wie auch nach
der Aufteilung in Quartile, seine Bedeutung fur die Prognose bewahrt und in einem
PCT adjustierten Cox-Regressionsmodells, wie auch innerhalb eines
Entscheidungsbaumes, mortalitatsbezogene Hochrisiko- wie Niedrigrisikokollektive

zu unterscheiden vermag.

4.2. Bedeutung der ADMA-Plasmakonzentration fur die Organdysfunktion und

als Mortalitatspradiktor

Die besondere Eigenschaft von ADMA als Hemmstoff der NO-Synthase zu
fungieren, hat in den vergangenen Jahren zu kontroversen Diskussionen gefihrt,
welche Rolle NO und ADMA in Bezug auf systemische Inflammation zugeschrieben
werden kann (Lopez et al., 2004, Zoccali et al., 2007). Neuere Arbeiten lassen
vermuten, dass ADMA nicht unbedingt als sepsisspezifisches Agens betrachtet
werden kann (Koch et al., 2013b). Oftmals wird ein hoher ADMA-Spiegel in
Zusammenhang mit Begleiterkrankungen wie Hypertonie (Matsuoka et al., 1997,
Surdacki et al., 1999), Herz- (Usui et al., 1998) und Niereninsuffizienz (Boger and
Zoccali, 2003) genannt. Die Einflisse von Inflammation und Begleiterkrankungen
auf die Hohe des Plasma ADMA lassen sich daher schwerlich isoliert betrachten.
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Unter Stimulation inflammatorischer Cytokine wird die induzierbare Form der NO-
Synthase (iINOS) hochreguliert (Ueda et al., 2003). Moglicherweise Uberwiegen in
dieser frihen Phase die protektiven Eigenschaften des NO zur Infektabwehr. Dies
koénnte durch die Beobachtungen von Lopez gestitzt werden, der als Resultat einer
exogenen Hemmung der NOS in einer frihen Phase der Sepsis eine erhdhte
Mortalitdt gezeigt hatte (Lopez et al. 2004). Im Progress der Erkrankung kommen
dann scheinbar vermehrt unginstige Charakteristika des NO zum Tragen. Unter
anderem verminderter Vasotonus, zunehmende Katecholaminresistenz (Boyle et
al., 2000) und Gewebeschadigung durch superoxidvermittelte Protein-
Nitrolysierung (Cuzzocrea et al., 2006).

Um die Funktion der in der Sepsis beeintrachtigen Organsysteme im Einzelnen zu
untersuchen, wurden reprasentativ fir die Synthese- und Entgiftungsleistung der
Leber die INR und das Bilirubin betrachtet, die zu Beginn und nach 7 Tagen
signifikant mit dem ADMA-Plasmaspiegel in Beziehung stehen. In der Leber konnte
die hochste Dichte des ADMA inaktivierendem Enzym DDAH nachgewiesen
werden (Boger et al., 1998b), (Bode-Boger et al., 1996). Inm scheint zu Beginn und
im Verlauf der Erkrankung daher eine Schlusselrolle bei der Elimination von ADMA
zuzukommen. Auch unsere Ergebnisse zeigen, dass eine zunehmende
Leberdysfunktion mit einer Erh6hung des ADMA-Spiegels einhergeht.

Bezogen auf die Nierenfunktion zeigt ADMA zum Zeitpunkt der Erstmessung an Tag
1 keine Korrelation. In einem Rattenmodell konnte nachgewiesen werden, dass
unter Endotoxamie ADMA-Spiegel sinken, ohne dass es vermehrt renal
ausgeschieden wird (Nijveldt et al., 2003a). Moglicherweise spielt die Niere zur
Regulation des Plasma ADMA-Spiegels in der frihen Phase der schweren Sepsis
offenbar keine wesentliche Rolle. Bei fortbestehender Sepsis und septischem
Schock ist in unserem Patientenkollektiv am siebten Tag eine Korrelation zu den
Retentionsparametern zu erkennen. Somit vermuten wir, dass erst im protrahierten
Krankheitsverlauf die Nierenfunktion fur die Elimination von ADMA an Bedeutung
gewinnt.

Oftmals ist es bei dem Versuch, ADMA mit Markern systemischer Inflammation in
Beziehung zu setzen, zu divergierenden Ergebnissen gekommen. ADMA ist zum
Teil am ersten Untersuchungstag mit IL 6 (Nijveldt et al., 2003b), oder sogar invers
mit IL 6 und CRP verbunden (lapichino et al., 2010). Innerhalb unserer Ergebnisse
ist ADMA am ersten Messtag weder mit CRP, IL 6 noch PCT in Verbindung zu
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bringen. Eine Arbeit von Zoccalli stitzt dieses Ergebnis. Dort wird berichtet, dass
ein Anstieg von IL 6 und PCT im Mittel keinen Unterschied zu den ADMA-Werten
zwischen septischen Probanden und der gesunden Kontrollgruppe ergeben hat
(Zoccali et al., 2007), bzw. kein Unterschied zwischen Uberlebenden und Nicht-
Uberlebenden zu finden war (O'Dwyer et al., 2006). ADMA scheint in der septischen
Frihphase keinen wesentlichen Anteil an der zytokinvermittelten Inflammation zu
haben. Erst im weiteren Verlauf der schweren Sepsis bzw. der anhalten
Organdysfunktion kénnte ADMA an Bedeutung gewinnen. In der vorliegenden
Studie konnten wir nachweisen, dass es am siebten Tag mit den
proinflammatorischen Zytokin IL 6 korreliert ist, zuséatzlich auch mit PCT, allerdings
nicht mit dem CRP.

Innerhalb unserer Erhebung und der damit verbundenen Betrachtung der Dynamik
von ADMA Uber den zeitlichen Verlauf konnte herausgearbeitet werden, dass
ADMA wahrend der Intensivtherapie sowohl bei Uberlebenden wie Nicht-
Uberlebenden nahezu immer ansteigt (Abb. 2a). Hohe Plasma ADMA-Werte im
Verlauf der intensivmedizinischen Behandlung sind demnach kein verlasslicher
Parameter fur die Intensivmortalitdit. An Tag 1 gemessenes ADMA ist zwar bei
Nicht-Uberlebenden erhoht und in unserer Auswertung den in der Intensivmedizin
gelaufigen Scores SAPS Il und SOFA in der Vorhersage der 28-Tage Mortalitat
Uberlegen. Die Hohe des initialen Plasma ADMA-Spiegels kann aufgrund des oben
genannten stetigen Anstiegs daher dennoch nicht zur verlasslichen Voraussage der

Sepsismortalitat herangezogen werden.

4.3. Betrachtung der SDMA-Plasmakonzentrationen im Rahmen von

Organdysfunktion und Mortalitatspradiktion

Von SDMA ist bekannt, dass es im Gegensatz zu ADMA nicht Uber die Fahigkeit
verfugt, als Hemmstoff der NO Synthase zu wirken (Nijveldt et al., 2003c). Auch
wenn die Funktion dieses Molekils in der Pathogenese der Sepsis gegenwartig
nicht zufriedenstellend geklart ist, verdichten sich aus vorangegangenen Arbeiten
die Hinweise, dass ungunstige Effekte auch in der septischen Inflammation zum
Tragen kommen (Nijveldt et al., 2003b, lapichino et al., 2010, Koch et al., 2013a).
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Unsere Daten haben gezeigt, dass die SDMA-Werte an beiden Tagen eng mit den
Nierenretentionsparametern in Beziehung stehen. Dies konnte darauf
zuruckzufuihren sein, dass die renale Elimination der bislang einzig bekannte
Ausscheidungsweg fir Plasma SDMA darstellt. Da es auch kein Substrat der DDAH
(Nijveldt et al., 2003c) ist und daher nicht in der Leber eliminiert wird, kdnnte dies
die fehlende Korrelation zu den hepatischen Parametern am ersten Messtag
erklaren. Marker fur Inflammation korrelieren in unserer Erhebung an Tag 1 nicht
mit der Hohe des SDMA-Spiegels, erst bei der Zweitmessung an Tag 7 ist hier ein
starker Zusammenhang fir IL 6 und PCT, jedoch nicht zum CRP zu beobachten.
Dies stiutzt die Annahme aus friheren Studien, dass SDMA ein spezifischerer
Marker als ADMA fur Sepsis und Inflammation zu sein scheint; dies jedoch erst bei
protrahiertem Krankheitsverlauf (Koch et al., 2013a).

Auch in unserer Erhebung konnten wir SDMA als Pradiktor fur letale septische
Verlaufe identifizieren. Betrachtungen der Erstmessung von SDMA und den
Messungen nach sieben Tagen zeigen, dass die nach einer Woche bestimmten
Werte einer starken Streuung unterliegen (Abb. 1b). Dies konnte darauf hindeuten,
dass Patienten, die sich in der Remission der Inflammation befinden,
maoglicherweise sinkende Plasma SDMA-Spiegel aufweisen, wéahrend bei Patienten
mit Krankheitsprogress die SDMA-Plasmakonzentrationen weiter ansteigen.
Mogliche Belege dazu finden sich in der Betrachtung der Patientenkollektive. Hier
weisen Nicht-Uberlebende signifikant hohere SDMA- Spiegel als Uberlebende auf
(Abb. 2b). Innerhalb des Kollektivs der Nicht-Uberlebenden konnte kein
signifikanter Anstieg von Plasma-SDMA nach 7 Tagen gegentiber dem Wert an Tag
1 gezeigt werden. Dennoch scheint nach dem Zeitraum von einer Woche der
Verlauf des SDMA-Spiegels, je nachdem ob steigend oder sinkend, einen
Anhaltspunkt daftrr zu liefern, ob ein Patient wahrend oder 28 Tage nach Beginn
der Intensivbehandlung versterben wird. Welchen Einfluss die Hohe des an Tag 1
bestimmten SDMA auf die 28-Tage Mortalitdit hat, konnten wir im Cox-
Regressionsmodell herausarbeiten. Anders als bei ADMA zeigt sich SDMA sowohl
als stetiger Wert und auch nach der Aufteilung in Quartile als signifikanter
Mortalitatspradiktor. Patienten, bei denen initial ein Plasma-SDMA-Spiegel im
oberen Quatrtil ab 1,3 pmol/l bestimmt wurde, wiesen ein fast 20-fach hoheres Risiko
gegeniber den verbliebenen Quartilen auf. Genauso konnten wir zeigen, dass

Patienten mit einem initial gemessenem SDMA im unteren Quartil bzw. unterhalb
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von 0.7umol/l ein niedriges Risiko aufwiesen, binnen 28 Tagen zu versterben (Abb.
4). Wir konnten veranschaulichen, dass SDMA nicht nur ein potenter Pradiktor ist,
um Hochrisikopatienten zu identifizieren, sondern auch dazu geeignet ist,
Niedrigrisikokollektive zu ermitteln. Auch ist es als stetiger Wert, wie auch nach
Aufteilung in Quartile, dem SOFA und SAPS Il in der Vorhersage der 28-Tage
Mortalitat tberlegen.

Dies wird auch durch die Analysen gestitzt, die ebenfalls mit Hilfe des adjustierten
Cox-Regressionsmodells durchgeftihrt wurden. In diesem wurde fur PCT adjustiert,
wobei sich fur PCT keine signifikante Assoziation zur 28-Tage Mortalitat fand,
wahrend ADMA und SDMA als unabhéngige Pradiktoren aus der Analyse
hervorgingen. Um jedoch die Behauptung zu untermauern, dass ADMA und SDMA
aussagekréaftigere Pradiktoren gegenuber dem etablierten Marker PCT sind, bedarf
es groRerer Fallzahlen.

Gegeniuber ADMA konnte fur SDMA dargestellt werden, dass in einem adjustierten
Cox-Regressionsmodell, in dem fiur beide Parameter adjustiert wurde, nur SDMA
als unabhéangiger Mortalitatspradiktor aus der Berechnung hervorgeht. Aus diesem
Grund kann vermutet werden, dass die Aussagekraft von SDMA bezogen auf die
28-Tage Mortalitat nicht nur dem ADMA Uberlegen ist, sondern auch im Vergleich
zum PCT gleichwertig oder hdher sein kbnnte. Damit prasentiert sich in dieser
Arbeit SDMA als der am besten geeignete Prognoseparameter in der Vorhersage

der 28-Tage Mortalitat in der schweren Sepsis und im septischen Schock.
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5. Zusammenfassung

5.1. Deutschsprachige Fassung

In dieser Arbeit sind 120 Patienten mit schwerer Sepsis und septischem Schock
untersucht worden, ob Dimethylarginine als ein Pradiktor fir die 28-Tage Mortalitat
geeignet sind, wie sich die Plasmaspiegel tiber den Verlauf von 7 Tagen entwickeln
und in welcher Beziehung sie zu etablierten Scoringsystemen in der Intensivmedizin
stehen.

Wir konnten zeigen, dass an Tag 1 bestimmtes Plasma SDMA nicht nur einen
potenten Pradiktor darstellt, um Hochrisikopatienten im Hinblick auf die 28-Tage
Mortalitdt zu identifizieren, sondern auch geeignet ist, Niedrigrisikokollektive zu
detektieren, die eine hohe Wahrscheinlichkeit aufweisen eine schwere Sepsis bzw.
einen septischen Schock binnen 28 Tagen zu Uberleben. Dartber hinaus ist es in
unserer Analyse als kontinuierlicher Wert dem SOFA und SAPS Il Score in der
Vorhersage der 28-Tage Mortalitat in der Patientengruppe mit schwerer Sepsis und
septischem Schock Uberlegen (Abb. 4).

Abschliessend lasst sich fir beide Dimethylarginine darstellen, dass ein Plasma
ADMA-Spiegel im oberen Quartil, verbunden mit einem Plasma SDMA-Spiegel im
oberen Quatrtil, mit einer hohen 28-Tage Mortalitat vergesellschaftet sind, weshalb
die Betrachtung beider Parameter zur Risikostratifizierung und der damit
verbundenen ldentifikation von Hochrisikopatienten in der schweren Sepsis und im
septischen Schock sinnvoll erscheint.

Bezogen auf die neuen Betrachtungen der aktuellen Sepsisdefinitionen hat sich
gezeigt, dass der Organdysfunktion eine noch grél3ere Bedeutung eingerdumt
werden muss. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass mindestens fir SDMA
eine Uberlegenheit zum SOFA Score unterstellt werden kénnte.

Daher schlagen wir vor, SDMA mit Werten oberhalb der 75th Perzentile in
Algorithmen fir Risikostratifizierung der 28-Tage Mortalitat bei Patienten mit
schwerer Sepsis und septischen Schock einflieBen zu lassen. Aufgrund der
verhaltnismaRig geringen Anzahl an Studienteilnehmern konnten keine
wesentlichen Aussagen zu Sensitivitat und Spezifitdt getroffen werden. Wir
empfehlen daher diesen Parameter, innerhalb von Erhebungen mit gréf3eren
Fallzahlen zu bertcksichtigen, um detaillierter explorieren zu kdnnen, wie sensitiv

und spezifisch SDMA in Verbindung mit Sepsis und Inflammation sein kdonnte.
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5.2. Englischsprachige Fassung

In this work 120 patients with severe sepsis and septic shock have been studied
whether dimethylarginine is a predictor of 28-day mortality, how plasma levels
develop over the course of 7 days and how they relate to established scoring
systems in Intensive Care Medicine.

We were able to show that on day 1 measured plasma SDMA is not only a potent
predictor to identify high-risk patients in terms of 28-day mortality, but is also
appropriate of detecting low-risk collectives that are highly likely to survive severe
sepsis or a septic shock within 28 days.

In addition, in our analysis, SDMA as a continuous value shows to be superior to
the SOFA and SAPS Il score in predicting 28-day mortality in the patient group with
severe sepsis and septic shock (Figure 4).

Finally, for both dimethylarginines we determined that a plasma upper quartile
ADMA level, associated with a high quartile plasma SDMA level, is associated with
a high 28-day mortality, which leads to consider both parameters for risk
stratification and identification of high-risk patients in severe sepsis and in septic
shock seems useful.

Based on the new considerations of current sepsis definitions, it is recommended to
set the focus on the organ dyfunction.

In our work we were able to show that at least for SDMA a superiority to the SOFA
score might be assumed. Therefore, we suggest using SDMA values above the 75th
percentile in risk stratification algorithms for 28-day mortality in patients with severe
sepsis and septic shock.

Due to the small number of study participants, no significant statements on
sensitivity and specificity could be made. We therefore recommend this parameter
to be included in trials with more patients in order to explore how sensitive and

specific SDMA may be in connection with sepsis and inflammation.
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6. Abkirzungsverzeichnis

ADMA
ADSeS
CAT
Cl
COX
CRP
DDAH
EDTA
GFR
HPLC
HR
hCAT23B
IBM
ICM
ICU
IL 6
INR
LC/MS
LDL
MRM
NO
NOS
NMMA
PCR
gSOFA
SAPS
SDMA
SIRS
SOFA
SPSS
TIPS
PCT
ROC

Asymmetrisches Dimethylarginin

ADMA Sepsis Studie
Kationenaustauschtransporter
Konfidenzintervall

nach David Cox benannte Regressionsanalyse
C-reaktives Protein

Dimethylaminohydrolase
Ethylendiamintetraessigsaure

Glomerulére Filtrationsrate

High Performance Liquid Chromatography
Hazard Ratio

Humaner Kationenaustauschtransporter 23 B
International Business Machines Corporation
Integrated Care Manager

Intensive Care Unit

Interleukin 6

International Normalized Ratio
Liguid-Chromatographie Massenspektrometrie
Low Density Lipoprotein

Multiple Reaction Monitoring

Nitric Oxide

Nitric Oxide Synthase

N-Monomethylarginin

Polymerase Chain Reaction

Quick Sequential Organ Failure Assessment Score
Simplified Acute Physiology Score
Symmetrisches Dimethylarginin

Systemic Inflammatory Response Syndrome
Sequential Organ Failure Assessment Score
Statistical Package for the Social Sciences
Totally Integrated Pipetting System
Procalcitonin

Receiver-Operating-Characteristic
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8. Anhang

8.1. Dokumentationsbogen Studienteilnehmer

Patientenerhebung

AMDA-Sepsis Studie (ADSeS)

Stammdaten des Patienten I
Nr | Fall-Nr Initialen interne Codierung Geburtsdatum Alter Geschlecht Station KH Aufnahme|ICU Aufnahme Tag 1
Diagnose
Erstbefund Vi krank
ICU Zuweisungsgrund - - - ore ra_n ungen - -
Hauptdiagnose Nebendiagnose 1 Nebendiagnose 2 Nebendiagnose 3 Nebendiagnose 4 Nebendiagnose 5
Sepsis- Erregerspektrum SAPSII | SOFA
p Sepsisherd g d
klassifizerung Bakterium Gram
Paramter
ZNS Vitalwerte
Messdatum |Messzeit 1) . 1) 1) 2) 1) 1)
GC Score (vor Sed.)| GC Score| HF | Syst. Blutdruck™ [arter. Mitteldruck™| ZvD™ [ Temp. pH p0O;" | pCO,™
Blutgase Blutbild Gerinnun, YinmmHg  *inMrd./I
sao, (%)| HCo,” | serumHco,® |BaseEx”| Lactat’ |Leukoz.”| Bilirubin® | Hkt.¢s) | Thr.* [Quickes)| INR | PTTsec) Finc *'in mg/dl
Dinmmol/l ¥in U/l
Marker Nierenfunktion Admaspiegel
CRP| PCTwm |CK¥| ck-mb®| LDH® |[1L-6| Kreatinin® | Harnstoff® |Ausscheidung(mis] Na* | k** | Serum ADMA wmein

Molekularbiologie
SNP1 SNP2 SNP3

ICU-Therapie

Katecholamine

Beatmung | Fio,” | Dialyse -
Adrenalin [ Noradrenalin| Dobutamin Yinkpa

Verlauf

Datum
KH Aufnahme KH Verweild. (Entlassung)
ICU Aufnahme ICU Verweild. (verlegung)
Verlegung ICU Verweild. (Entlassung))
Entlassung Mortalitat (kH-aufn. )|
Verstorben Mortalitat icu-aufn.)
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8.2. Scoringdokumentation SAPS Il und SOFA

SAPS lI-Score (Simplified Acute Physiology Score) Subject:
Variable Punkte 0 1 2 3 4 5 6 7 9 10 | 11 12 | 13 | Pkt
Herzfrequenz® t'wrin| 70-110 40-59 120-° 59 =160 <40
Temperatur max | <39.0 239.0 ,
Syst. Blutdruck®  mmHg| 100-7198 2200 70-99 <70
Leukocyter™” 107w | 1.0-2C 220 <10
Bilirubin max rgicl s4.C 4.0-s£.0 »E.0
Kzlium* mmoll] 3.0-50 250/<3.0
Natrium* mmell | 125-144 2145 <125
Harnstoff max mg/dl <G 60-<180 2180
Bicarbonat min _ mmcii 220 15-<20 <15
pa0,/F; O™ mmHg 2200 100-<200 <100
Urinausfuhr I'd 21,0 05-<1.0 <0.5

v Es ist der Wert zu dokumentieren. cer die hbchste Punktzzhl fir die Scoreberechnung ergibl. ** Erhebung nur im Felle der masdhinellen Beatmung
Wurde ein Laborwert nicht bestimmt, gilt dieser als Normalwert und wird mit 0 Punkten bewertet

Variable Punkte 0 7 12 15 16 18 Pkt.
Alter des Patisnten <40 40-59 60-39 T0-74 75-7C 230
Variable Punkte 9 10 17 Pkt.
Chronische Leiden* Matastasierende Neoplasie Hamatologische Neoplasie AIDS™

* Bei chronischen Leiden dar nur das mi: cer hbchsten Punktzani berechnet werden.

** HlV-ositiver Patient mit AIDS-Symptomatik (muss als Haupt- oder Nebemdiagnose codiert sein)
Variable Punkte 0 6 8 Pkt.
Aufnahmestalus Gaplant chirurgisch (> 24h) Medizinisch (= 1 Woche ahme OP) Ungeplant chirurgisch (< 24h)

Gesamtpunkizahl:
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Sequential Organ Failure Assessment score (SOFA)

Punkte
O_rgan Parameter 1 2 3 4
. < 200 <100

Lunge PaOQ/ F|02 it < 400 <300 mit Beatmung | mit Beatmung
Niere Kreatinin oder moidl) 12-19 | 2,0-34 | 3,549 >5,0

Ausfuhrmenge mliTag - - <500 <200
Leber Bilirubin mg/dLf  1,2-1.9 2,0-59 6,0-11,9 >12.0
Herz / Blutdruck und mmHg MAP Katechol. | Katechol. | Katechol.
Kreislauf |Katecholamine <70 niedrig * mittel * hoch *
Blut Thrombozyten ~ 1000/mm®[ < 150 <100 <50 <20
ZNS Glasgow Coma Scale 14-13 12-10 9-6 <6

* Katecholamindosis  niedrig

mittel

= Dopamin <5 oder Dubutamin (jede Dosis) fir mind. 1 Stunde
= Dopamin > 5 oder Adrenalin / Noradrenalin <0,1 ug/kg*min
hoch = Dopamin = 15 oder Adrenalin / Noradrenalin =0,1 ugkg*min
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8.3. Einwilligungserklarungen

8.3.1. Fur Angehorige nicht-einwilligungsfahiger Patienten

Universitatsklinikum - Hﬂ- ﬂ.......lc!!ﬂ. H...ﬂ...... .il..n.ﬂl..a..
of g -
Hamburg-Eppendorf rEmpisadd
Math inoale 2
ADM Harbug

Takbn (04)) TH105010
Taktyx (040 TAW-ST @O

oxbigade ke unhhamurg de

W LD g de

95 10ehehy

P oy

Information / Einwilligung fiir

zur klinischen Studie ADSeS

Untersuc hung von ADMA (Asymetrischem-Dimethylarginin)- Serumspiegeln
und DDAH Il (Dimethylaminhydolase) -Polymormhismen bei Patienten mit
schwerer Sepsis und septischem Schock als Prognosepa ameter

Sponsor / Leiter der klinischen Prifung :
PO Dr.mad. Stefan Kuge

Dimitar der Kinik fir intensivmedizin
Universititskinkum Hamburg Emendod Petmisrs (ésbey
Martnisy. 52
20246 Hamburg

Sehr geehrte({r) Angehdrige,

der A1 des von Imen betreuten Patenten stelt hinen heute eine kinische Stude vor, mit
deren Ergebnssen wir Paterten In der fihen Phase einer schweren Sepsis oder n eines
sepischen Schocks flher ekennen und damit auch efleiver fierspieren walen, Wir
mochien Sie um hre Einwliligung zur Talinahme fires Angehddgen an desar Studie bitten,
sofern diese dem mutma@lichen Willen des Patenten entspricht. Sie echaten m Folgenden
Infornationen zun Ablauf der Minschen Swudie. Da Iivle Angehddges z.ZL nicht sabst
einwiligungsfnig ist, werden wir — sofem kene Qesetdiche Beveuung oder Volimadht
vorfiegt - schnalistmigiich eine gesatziche Batreuwung fir de Gesundhatsfisarge und die
Auferthaltsbestimmung bam zustandigen Amisgericht boantagen.

Kiinsche Forschung ist notwendg, un die Behandung von Kranken stefg zu verbessem.
Die Verantwortung fir diese Studie ¥iig! ds Spansor und Studienieler Priv.-Doz, Dr, Stefan
Kiuge, Direktor der Klink fir intensivnedizin, Univers il sidinikum H g-Eppendar!. Erist
fir de Bnhawung aller gesetzichen Anfodenungen zur Durchfiihrung !t. Minschen Sudie
zustindig,

Informationen zur Studie

Allgemeine Informationen
Die Studie warde durch die zustindige Efik-Kanmisson geprift und posiv bewendet,

Die Teinahme hres Angehdigen an der Stude sowie Ihr Bnverstindnis snd feiwllig. Sie
kdmen jederzelt und ohne Angabe von Grinden de Teilmahme & der Stude beenden,
ohne dass damder von Ilnen betreutan Patlentantin dadurch Nachieiie im Hinbiick auf die
Behandung oder im \Verhdnis zu dem beohandenden Azt entsiehen. Die
Sudienbehandiung wird dann abgebmchen, die Erhabung der Daten muss jedoch unter
Umstnden weitergafiint werden {siehe Datenschutzrechtiche informationen®).

DerDe won Binen beveute Pafertlin kann auch duch den Prifer aus der Studie
ausgeschiossen werden, wenn es mediinische oder organisatorsche Griinde notwendig
machon. Bereits erhobone Daten warden nnerhab der Stude weiter ausgeweriot, noue
Daten werden nich! erhaben,

Wesen und Bedeutung der Stud ie, mdglich er Nutzen

Eine schwore Sepsis wird duch Verfindenungen von Ké&petamperatur, Pus, Aemfequenz,
Erhdhung von im Bt zu messenden Entziindungsparametam sowie der Furkonsstdung
Innerer Organe chamiterisiert. Nich! sellen geht dieses Krankheitsbild in enen saptschen
Schockmi on Beenrachigungon des Harz-Kraislauf Systems (ber.

Um anen soichen Zustand mdglichst fihzelig erkennen und den VerBuf besser
varhemsagen zu k&nnen, erhaffen wr uns duch Messung anes Produkts (ADMA) der
kapemigenen EimeBsynfiese im B, einen Paameter zu fnden, der bemits eine flhe
Aussage darlber zulisst cb sich en lebensbedrohiicher Zustand emwickelt, der durch
rasche ferapeutische Malnahmen abgewendet werden kann.

Bohandlungen und Us

Wenn Se der Studi inahme werden demider von lhnen beteuten
Patertentin neben den (blichen Butentahmen an drei definierten Tagen zusitdich 2.7ml
Blut aus berels liegenden Katiatan entommen womi wir de Menge des Produkls (ADMA)
im But messen und kuze DNA Abschnite bestimmen, die mit diesem Produkt in
Zusammenhang stehen. Die Ur hung der DNA Abschnitie beinhatet nur die Stellan,
auf denen ein Abbauenzym des Produkis )b!) 2u fnden B! und betdfM nicht das gesamte
Erbgut. Die Erhebung dieser molekuiBrgenetschen Daten dienen nur der Dokumeantation in
dieser Studie und werden nicht in der kinischen Therapie verwondet Das Ergetnis der
Messung wird mit den kinischen Datn aus der (biichen inensivinedizinischen
Dokumentaton ergnzt.

Die Studiendaver bevg maimal 7 Tage und endet ba einer varhedgen \Verlegung von der
Intensivstaton.
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Risiken / Nebenwirkungen / Versicherung sschutz

Da de zusitdich zu ennetmende Butnenge sehr gering ist (sle bevag wenger als 1110
der fir Rottineurtersuchungen bendtiglen Menge) und die Abnahme aus berats egenden
Kathetan erolge, ist ncht mit Rsiken baw, Nebenwirkungen zu rech und sami kein
zus Azicher Vemsicherungsschutz erforderich,

Datenschutzrechtliche Informationen

Bei der Daenverateitung, de innerhdd der Kinik &5 ntensivinedizin des
Universitiitsidinikums Hamburg-Eppendorf erfoige, warden die Bastmmungen des
Datenschutzgesetzes angehalten.

Bei dinschen Prifungen warden persdniche Daten und medizinsche Befunde erhaben. Die
Emebung, Watergabe, Specherung und A g deser Angaben (ber die Gesundheit
erfoigt nach den gesetdichen Bestimmungen, Danach setrt die Teihalme an der Kinischen
Pritung die vorherige Bnwiligung nachiboigenden inhaltes voraus:

1. kh bn dant eirnvestanden, dass de im Rahmen dieser Kinschen Pdifung
ermobenen personenbezogenen Daten des/der von mir beteuten Patenten/-n,

Insbesandere Gesundheitsdasen, soweit eforderiich

a) zur Bnschimalme durch die cuo?‘QSogoa. oder Beauvage des Sponsars
zur (verprifung der ordnungspemdBen Duchfihrung der Minschen Pfung
bereligehalien wemden und pseudorymsiart® an den Sponsar oder eine von diesem
beaufragie Skele zum Zwecke der wissenschafichen Auswertung weilergegeben
werden

b) Im Fale eines Antrages auf Zuassung psaudonymisient an den Antagsteller und die
fur die Zulassung zustindige Behdrde watergegeben werden

¢} im Falle unewinschter Eregnisse des 2u pdifenden Medznprodukts
psaudonymisient* an den Sponsor, de lokale sowle zustindge Emk-Kommession
und die zustandige Bundesoberbehdmle weltergegaben werden.

2. kh bin darlber aufgeidén worden, dass die Enwiligung zur Erhebung und
Verarbeitung der Angaben (ber die Gesundheit des von mit beveuten Patenten
unwiderruflich st

3. kh bin femer darlber aufgekdn worden, dass ich jederzat die Telnahme des von
mir beveuten Patenten an der Minischen Prifung beenden kann. Im Falle oner
Beendigung der Studie auf agenen Wunsch aidiire ich mich damit enverstanden,
dass die bs zu diesem Zaipurkt gespeicheden Daten waterhin vemendet werden
dirfen, sowet dies edorderlich st um

a) Widkungen des zu pdifenden Produiies festzustalen

b) sicherzusielen, dass schutzwimdige nteressen der von mr betreuten Person nicht
Desinrichigt werden

c) der Pficht zur Vadage vadistindiger Zulassungsunteragen zu genlgen.

4) ikch bin damt einverstanden, dass diese Daten ba den genannten Stallen fir die Zat
dar Beadeitung und des Genehmigungswerfahrens gespachert warden.

{* P Istdas £ das Namans und anderer idert fkanon smerkmale duth
l:x!.:ﬂtn:! 21 dem Zwock de Bestmmung das Setm®enen auszuschioten oder
W s riich zu ersdhwenen |

3

Ich warde fermer darliber informient, dass im Fale enher Beendigung der Studie auf eigenen
Wunsch de vemntwortichen Stalen zu prifen haben, inwewelt de gespeichenen Daten Kir
die vargenanmten Zwecke a} bis ¢) noch erforderiich san kimen, Mir wurde migetailt, dass
nicht mehr bendsgle Daten unverziglich geldscht werden und im Obrigen die erhobenen
personenbezogenen Daten nach Ablauf von 10 Jahren ab dem Ende der Kinischen Prifung
geldscht  werden, sofem nicht gesetziche, sazungsmifige oder verragiiche
Aubewahrungstistan enigegensiohen

Bei der Verdifertichung von Studenergabnissen wird aus den Daten nicht hervargehen, wer
an dieser Studie seigenarmen hat Ein Bezug zu der von mir beteuten Parson kann ncht
hergestalt warden.

Weitere Informationen

Falls im Vedau dor Studie witige neue Erkenrtnisse bekanmt werden, die sich auf die
watere Teihalmne des von hinén beveulen Patienten an deser Stude auswiken kinnkn,
werden Sle darlber umgehend nformient.

Solten Sie weitere Fragen bezighich der Studie haben, wenden Sie sich bitie an den Leiter
der Winischen Prifung:

Dr.med. Stefan Kuge

Drektor der Kinik fir intensivnadzin
Universtiits kdinikum Hambumg-Eppendor

Tal.: 040 /7410-57010, Fax: 040 / 7410-57020
£-mait slgallyke da

Solten Se Informasonen von einer unabhiing igen Kontaktstelle winschen, um Auskinfie
Ober dle Umstinde, denan eine Bedeutung fir de Durchfihaing ener Minschen Prifung
beizunessenist, anzuholen, so stelt hinen die Paientenkontakistale des Bundesinstiutes
1r Arznemitel und Medizinproduite zur Verfigung:

Bundesinsitut fir Arzneimisel und Medizinprodukte Fachgetiel Kiinsche Prifung /
Inspektionen Kur-Georg-KiesingerAllee 3, 53175 Bom

Teefon: 0228-207 - 4318 Fax;0228-207 - 4355
E-Mal: Kinpryefing-béym @bfen de
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Einwilligungserklarung zur Studie

Untersuchung von ADMA (Asymetrischem-Dimethylarginin)- Serumspiegeln
und DDAH Il (Dimethylaminhydolase) -Polymomhismen bei Patienten mit
schwerer Sepsis und septischem Schock als Prognoseparameter

Name, Vo .Gob s P

Ich wurde durch

Mo Ve L2t don Pt )

Gber de Sudie nformien. Ich habe die schriftiche Informaton zur oben genannien Stude
erhalten. Mr warde eine Kople meiner unferschricbenen EnwilligungsedBrung zur
Tainghme des von mir bevreuten Patienten ausgehiindigt, Ich habe bede Dokumente
gelesen und verstanden. ich wurde ausfiviich —~ mindich und schriftich - (ber das Jel, den
Verauf der Stude, Chancen und Risken der Behandiung, mane Rechie und Pfichten, den
zustehenden Verscherungsschutz fir den van mi beveden Pasenten und die Feiwiligkat
der Teilnahme aufgekddn.

Ich hatte Gdegenhat Fragen zu stelien. Diese wurden mr afredensielend und wllstindg
beantwortet, Zusatzlich zur schnflichen Infommaton wurden foigende Punkte besprochen:

ich wurde dariber informéent, dass de Talnahme des von mir beveuten Patlanten an der
Swudie fewllig ist und dass ichmane Bnwilligung jederzat und ohne Angabe von Gdinden
widernfen kann, ohne dass dem van mir beveuen Pasenten dadurch Nachieile bei der
wateren Behandiung entsiehen

Ich erkdére hiarmit meine freiwilige Einwilligung zur Tellnahme des von mir betmuten
Patenten an der cben ganamiten Stude. ich wurde (ber ilve/sanea Datanschutzrechte
Informien. Mir ist bekam!t, dass bei deser kinischen Prifng personanbezogena Daten,
insbesondere medizinsche Befunde, de (ber e oder ihn erhaben, gespeichert und
ausgewerte! wenrien solien, Die Vierwendung der Angaben dber ihm tew, sane Gesundhelt
erfoigt nach den gesatzichen Bestimmungen.

Ot/ Datum (eigenh an &ig) (Name. Vormame dar\dm Angehirigen den's B L
buw. dec Betrevenn ey Dt monrs)

Bestitigung des aufkldrenden Arztes

DearDe Angehdrige, Bevaimichigie bzw. Betreuar/n wurde von mir nach den Vorschriften
des Armeamitidgesetzes und den ICH-GCP Richtinien (ber Wesen, Bedeutung und
Trmgwele der Talnahme an der Sudie n mindicher und schrificher Foan aufgekiant ich
komie seina'hre Fragem zur Zufredenhet beantworten. Der/Die Angehdrige,
Bewoliniichigie bzw, Betreuedin hat chne Zwang die Einwilligung in de Studienseilnahme
endan. Bne Kople der Infarmaton und der Bnwiligungserdinung habe ich demider
Angehddgen, Bevolimachigien tew. Bereuerin ausgohindigr.

O/ Datum

Nams dos acd Mdrendan Arstes Untasc i dos auf i iranden Artes
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8.3.2. Fur einwilligungsfahige Patienten

| Dhretey. @ e hened o
Hamburg-Eppendorf B Do O Swin Kige
Mathstrade 2
ARN Haribug
Tkt (040) 741057010
Tabatex (00 TANST@RO

Bk hgad ke i haniung oo

W U TR ug de

Information / Einwilligung fiir
Patienten
zur klinischen Studie ADSeS
Untersuchung von ADMA (Asymetrischem-Dimethylarginin)- Serumsplegeln

und DDAH Il (Dimethylaminhydolase) -Polymormphismen bei Patienten mit
schwerer Sepsis und septischem Schock als Prognoseparameter

Sponsor | Lelter der klinischen Prifung:
PD Dr.med. Stefan Kuge

Dimitar der Kinik fir intensivmedizin
Universitdtsidinioum Hamburg Eppendorf Paiimuosifishe
Martnisy, 52
20246 Hamburg

Sehr geehrie(r) Patient

inr behandeinder Avz1, sl Inen heute ane kinische Sude vor, mit deren Ergabrissen wir
Paserten in der fllhen Phase aner sawearen Sepsis oder in anes sepischen Schocks
friher arkennén und damit auch efeiliver therapieren walen, Wir michden Se um hire
Elnwiligung zur Tellnahme an dieser Stude bien. Sie erhaten Im Folgenden Informatanen
zun Abbuf der inschen Studie. Kinische Farschung ist notwendig, um die Behandung
vonKranken stefg zu verbessem,

Die Verantwotung fir diese Stude rigt as Sponsor und Studienleter Priv-Doz. Or. Stefan
Kiuge, Direktor der Klinik flir ntensivnedizin, Univers it sidinikurn Hamburg-Eppendarf, Er ist
1ir de Bnhawung aller gesatziichen Anfoderungen zur Durchfihrung aner inschen Sudie
zustindig.

Informationen zur Studie

Allgemeine Informationen
Die Swudie wurde durch die zustindige Ethik-Kammission gepri® und postv bewertet.

Die Teinahme an der Studie sowe Ir Einverstndnis sind frawillig. Sie konnen jedexzat
und ohne Angabe von Grinden die Talnahme an der Studie beonden, ome dass Inen
dadurch Nachtele im Hnblick auf die Behandung oder im Verh&imis zu dem behandeinden

cacmasm»mr_m:;ca— Witk A3 |nsensvmedizn Znatum M7 fods e ciogie

Arzt entstehen, Die Shdienbehandung wird dann abgebrochen; die Erhebung der Daten
muss edoch unter Umstinden wetergefinn werden (siehe Datenschutzrechfiche
Infarmatonen”).

Sie als Pasentkdmen auch durch den Prifer aus der Stude ausgeschiossen werden, wenn
es madizinische oder organisatborsche Grinde notwendig machen. Berels erhobense Daten
werdeninnehald der Stude weiter ausgeweriet, neue Daten wenien niclt ehoben,

Wesen und Bedeutung der Studie, mdglicher Nutzen

Eine schwere Sepsis wird duch Verindorungen von Kérpetamperatur, Pus, Alemfrequenz,
Efh@ung wn im Bt zu messenden Entzlindungsparametam, sowie  der
Funktonseinsciviinkung  innerer  Organe  charakiarisiert, Nicht selen gelt deses
Krankheitsbiid In einen sapSschen Schock mit schweren Beenvichigungen des Hem-
Kroslauf Systems Uber.

Um anen solchen Zustand miglichst §lhzotlg erkennen und den VerBuf besser
varhemsagen zu knnen, erhoffen wir uns duch M g @nes Produkis (ADMA) der
kdrpemigenen EiweBsynfhese im BuY, einen Paametr zu nden, dér bemits eine fihe
Aussage darlber zuldsst ab sich en lebensbedrohiicher Zustand entwickelt, der durch
rasche herapowtische Manahmen abgewendet werden kann.

Behandlungen und Untersuchung en

Waenn Se der Swudentelinahme zustmmen, warden wir hinen meben den (blichen
Bluentnahmen an dei defnieten Tagen zusitzich 27mi Blut aus bereits legenden
Kametam atnehmen womit wir de Menge des Produkts (ADMA] in firem Bt messen und
kuze DNA Abschnitte bestmmen, die mit diesem Produkt in Zusammenhang stehen. Die
Untersuchung der DNA Abschnitte banhaitet nur die Stelen, auf denen an Atbauenzym des
Produkts ADMA zu finden Ist und be¥if nicht das gesamie Erbgut. Die Emebung deser
mdekulargeneischen Daten dient nur der Dokumentaton n dieser Studie und wird ncit in
der Kinischen Therapie verwendel. Das Ergebnis der Mes sung wird mit den kinischen Daten
aus der (uiichen intensivimadizinischen Dokumeantation erganzt.

Die Swdendauer betrigt maximal 7 Tage und endet beli ener Verdegung von der
Intensivstaton

Risiken / Nebenwirkung en / Versicherungsschutz

Da de zusitdich zu enmehmende Butmange sahr gering ist {sie berdgt wenger as 1/10
der fir Rowtneuntersuchungen bendigten Menge) und die Abnahme aus berats legenden
Kathatan erfoige, ist ncht mit Reken baw, Nebenwikungen zu rechnen und somit kein
zus@zicher Versicherungsschutz efomerich.

Datenschutzrechtliche Informationen
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Beider Daen eitung, de innerhad der Kink fr hiensivinedizin des
Universttsidinkums Hamburg-Eppendor erfolgt, warden die Bestmmungen des
Datenschutzgesetzes angohaten.

Bei Kinschen Prifungen werden persiniche Daten und madizinsche Bafunde erhaben. Die
Erhabung, Watergabe, Specherung und Auswertung desar Angaben Uber die Gesundheit
erfoigtnach den gesetdichen Bestimmungen, Danach sett die Teihahmean der Kinischen
Prifung die vorherige Enwiligung nachioigenden inhaltes voraus:

1. kh bin damit einvesstanden, dass mane im Ralmen dieser Kinschen Pdfung
ermobenen personenbezogenen Daten, insbesondere Gesundhatsdaten, sowelt
erforderich

a) zur Bnsichtnahme duch die Oborwachungsbehdde oder Beaufragie des Sponsars
ur Ubaprifung der adnungsgemien Dudithrng der Kinschen Pdifung
bereligenalien wemden und pseudonymsiart* an den Sponsar oder aine von diesam
beaufragie Swele zum Zwecke der wissenschaffichen Ausweriung wellergegeben
werden

b) im Fale eines Antrages auf Zuassung pseudonymisiart® an den Anragstelier und die
fr die Zulassung zustdndige Behdrde watorgegeben warden

¢) im Falle unawinschter Eregnisse des 2u  pdfenden Medzinprodukts
pseudonymisient® an den Sponsor, de lokale sowie zustindge Efk-Kommission
und die zustandige Bundesoberbendaie wellergageben wemden.

2, kh bin darlber aufgekit worden, dass die Enwilligung 2ur Erhebung und
Verarbeitung dor Angaben (ber mane Gesundheit unwidermuflich ist.

3. kh bin famer dariber aufjekilint warden, dass ich jederzat die Tainalme an der
Minischen Prifung beenden kann. Im Fale ener Baendigung der Sude auf agenen
Wunsch eridéire ich mch damit enverstanden, dass die bis zu diesan Zetpunit
gespacheden Daten waterhin verwendet wenden diden, sowet dies efordertich ist,

um
a) Wirkungen des zu piifenden Produiies fastzustelien
b) scherzustelien, dass schutzwlrdge interessen nicit beeinrachig werden
¢) der Pficit zur Vartage valstindiger Zulassungsunteragen zu geniigen,

4) kh bin damt einverstanden, dass diese Daten bal den genannten Stwellen fir die Zat
der Beatieitung und des Genehmigungsverfahrens gespachen werden,

({* Psasudorymisiensn ist das E des Namens und axderer idert fikaon smerkmale duth
an Kenrzechen a1 dem Zweck de Bestmmung des Betm®enen suszuschiefen oder
W S8 IICT) 20 ersch we e )

Ich warde famer darlber informéant, dass im Falle ener Baendigung der Studie auf eigenen
Wunsch de vemntwortichen Stallen zu priifen haben, inwieweit de gespeicharien Daten fir
die vargenannten Zwecke a) bis ¢} noch erfordertich san kimen, Mir wurde miggetalt, dass
nicht mahe bendtgie Daten unverziglich geldscht werden und m Ubrigen die ermobenan
personanbezogenen Daten nach Ablauf van 10 Jahren ab dem Ende der inischen Plfung
gelischt werden, sdfem ncht gesetziche, satungsm&lige oder vervagiiche
Authewshrungsfdsten enigegensiehen

Bel der Verdilentiichung von Studenergebnissan wird aus den Daten nicht harvargenen, wer
an dieser Studie teligenammen hat. Bn Bezug zu maner Person kann nicht hergestelt
warden

Weltere Informationen

Fais im Verlau der Studie wchtige neue Erkenntnisse bekannt werden, die sich auf die
watkere Talnahme von hnen an dieser Sude auswirken kdnnten, werden Se darlber
umgehend informiart,

Soften Sie woltere Fragen beziglich der Stude haben, wanden Sie sich bitie an den Loiter
der Kinischen Priifung:

PO Dr.med. Stefan Kuge

Direktar der Kinik fir Mlensivmedizin
Universtitsdnikum Hambum-Eppendorf

Tal: 040 /7410-57010, Fax: 040/ 7410-57020
E-mait skugefiuke de

Solten Se informatonen von einer unabhiing igen Kontaktstelle winschen, um Auskinfie
(ber dle Umstinde, denan eine Badeutung fir de Durchfihung ener iinschen Prifung
belzumessen ist, anzuholen, 50 stelt hnen die Patientenkontakistalle des Bundesinstiutes
fir Armemitel und Medizinprodukte oo Verfigung:

Bundesnsttut fir Armeimitiel und Medidnprodukte Fachgebie! Kinesche Prifung /
Inspektionen Kurt-Georg Kiesinger Allee 3, 53175 Bomn

Telofon: 0228-207 - 4318 Fax: 0228-207 - 4355
E-Mal: dingruefung-bfarm @bfamn de
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Einwilligungserkldrung zur Studie

Untersuc hung von ADMA (Asymetrischem-Dimethylarginin)- Serumspiegeln
und DDAH Il (Dimethylaminhydolase) -Polymormphismen bel Patienten mit
schworor Sepsis und septischem Schock als Prognosepaameter

Ich wurde duch

Name, V.

Ober de Swudie nformied. Ich habe die schriffiche Informaton zur oben ganannten Stude
erhdten. Mir wurde eine Kopie meiner unterschriebenan Bnwiligungs e Birung zur
Talnahme ausgendndigt. Ich habe beide Dokumente gelesan und verstanden. Ich wurde
ausfihrich - mindich und schviftich - Uber das Ziel, den Vedauf der Studie, Chancen Ea
Reiken der Behandiung, mene Rechie und Plichten, den zustehenden Versicheaungs sch

1ir mich und die Frewliigket der Telnahme aufgekian.

Ich hatte Gdegenhat Fragen zu stelien. Dese wurden mir aufredenstelend und wolistindg
beantwortet. Zusitzich zur schriffichen Inform aton wurden foigende Punite besprochen:

Ich wurde dariber informien, dass de Talnahme an der Sudie frewliig ist und dass ch
mane Bnwiligung jedezat und ohine Angabe von Grinden widerufen kam, chne dass mir
dadurch Nachieile bei der weiteren Behandung entsiehen,

Ich eridéire hiermit meine feiwilige Einwilligung zur Telinahme an der oben genannten
Studie. ich warde Ober ire/seine Datenschutzrechie infosniert, Mir ist bekandt, dass bei
diesar Kinschen Prifung personenbezogene Daten, insbesondere madznische Bafunde,
die Ober mich erhaben werden, gespaichert und ausgowartet werden sollen. Die
Verwendung der Angaben dber meine Gesundhat eddgt nach den gesetzichen
Bestmmungen.

Ot/ Dt um (wigenh an dig) (Name \ermos Gt Pasienten)

Bestitigung des aufkldrenden Arztes

Der Pasert wurde von mir nach den Vorschrfien des Arzneimitielgesetzes und den ICH-
GCP Richtinien (ber Wesen, Bedeutung und Tragwete der Teilnahme an der Studie in
mindicher und schafticher Form aufgekisn. ich konnte seinedhre Fragem zur Zutiedenhat
beantworten. Dar Patent hatolne Zwang die Bnwiligung in die Studentelinahme erkddrt.
Eine Kope der nformaton und der Bnwiligungserkiinng habe ich dem Patienten
ausgahdndgt.

Ot/ Datum

Name ces avd Kdrenden Arztes Untemschitt des avd ¥ renden Arstes
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8.4. Weitere in der Studie bestimmte Parameter

Tabelle 3
Klinische und laborchemische Charakteristika aufgeteilt nach Uberleben und Nicht-

Uberleben der Messung an Tag 1

Tag 1 Uberlebende Nicht Uberlebende T-Test/

Mann-

Whitney-U

Test**
Parameter Median Interquartilsabstand Median Interquartilsabstand p-Wert
Leukozyten 12,9 (8,7-19,3) 12,1 (6,7-16,1) 0,159*
Laktat 1 (0,8-1,5) 1,2 (0,9-2,4) 0,024*
Noradrenalin 1 (0-2) 1 (0-2) 0,809**
Herzfrequenz 94 (82-110) 104 (90-113) 0,025*
Syst. RR 123 109-144,5) 112 (108-141) 0,197+
Base Excess -0,6 (-4,45—4,05) 2,4 (-7,0-2,1) 0,110*
Tabelle 4

Klinische und laborchemische Charakteristika aufgeteilt nach Uberleben und Nicht-
Uberleben der Messung an Tag 7

Tag 7 Uberlebende Nicht Uberlebende T-Test/
Mann-
Whitney-U
Test*
Parameter Median Interquartilsabstand Median Interquartilsabstand p-Wert
Leukozyten 11,9 (8,6-17,1) 11,5 (7,5-19,8) 0,242*
Laktat 0,9 (0,7-1,2) 1,5 (1,0-2,7) 0,004*
Noradrenalin 0 (0-0) 0 (0-2) 0,006**
Herzfrequenz 82 (71-88) 92 (79-108) 0,009*
Syst. RR 136 (127-151) 117 (110-133) 0,011~
Base Excess 3,05 (0,43-6,87) 2,1 (-5,6-4,5) 0,002*

Alle Werte sind als Mittelwerte mit den zugehdrigen Interquartilsabsténden in Klammern
angegeben. Kreatinin, Harnstoff, Bilirubin, CRP wurden in mg/dl, PCT in pg/l, IL6 in ng/l, Laktat,
BaseExcess in mmol/l, Leukozyten in Mrd./l, Noradrenalin in pg/kg*min, Herzfrequenz in b/min, syst.
RR in mmHg gemessen. SOFA=Sequential Organ Failure Assessment, SAPS Il =Simplified Acute
Physiology Score. P Wert des T-Tests sind mit (*) dargestellt, p-Wert* flr nichtparametrische

Variablen mit Mann-Whitney U Test sind mit (**) dargestellt.
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