Aus der Klinik fir Innere Medizin, Schwerpunkt Pneumologie
Geschaftsfuhrender Direktor: Prof. Dr. Claus Vogelmeier
des Fachbereichs Medizin der Philipps-Universitat Marburg

in Zusammenarbeit mit dem Universitatsklinikum GieBen und Marburg GmbH, Standort
Marburg

Identifikation von prognostischen Markern
bei Patienten mit Sepsis

Inaugural-Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades der gesamten Humanmedizin
(Dr. med.)
dem Fachbereich Medizin der Philipps-Universitat Marburg vorgelegt von

Wiebke Regner, geb. Groenewold
aus Leer

Marburg 2015



Angenommen im Fachbereich Medizin der Philipps-Universitat Marburg am:
24.07.2015

Gedruckt mit der Genehmigung des Fachbereichs.

Dekan: Herr Prof. Dr. H. Schafer
Referent: Herr Prof. Dr. Dr. R. Bals

Korreferent: Herr Prof. Dr. M. Lohoff



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

Seite
INhaltSVErzZeiChNIS.....ccciiiiiirirr i —————————— |
AbKUrzungsverzeiChnis.........coccuiiiiiemiiininss s s ]|
AbbildungsVverzeiChNis.......cccceiiiiiiiiiisseeer s v
JLIE: 1o LT 12T A= 2= o 3T \')
B I = 10 1 (=100 3V 1
1.1 Sepsis — eine systemische Entziindungsreaktion ...........ccccccoiiiiiiiieiiiiinnnnns 1

1.1.1 Definition der unterschiedlichen Erscheinungsformen und
101011 = =T | = Lo [ SRR 1
1.1.2 Pathophysiologie der SEPSIS .......uueeiiiiiiiiiiiieee e 2
1.1.3 Therapie der SEPSIS ....cuuuiiiiiiiiiiiiie e 4
1.2 VIEAMIN D oo nnnnnnne 6
1.2.1 Stoffwechsel des Vitamin D...........oooiiiii e, 6
1.2.2 Immunregulatorische Effekte von Vitamin D.........ccoooiiiiiiiiee, 8
1.2.3 Vitamin-D-Mangel ..........ccooriiii e 11
1.3 CatheliCidin-LL-37 ....cooreeieeeee e e 13
1.3.1 Struktur, Vorkommen und Eigenschaften ............cccocoiiiinen. 13
1.3.2 Cathelicidine und ihre Rolle bei systemischen Infektionen .................. 15
1.3.3 Cathelicidin und Vitamin D .........oooiiiiiiiiiiieee e 17
1.4 Alpha-{-Antitrypsin als Akute-Phase-Protein...........cccceeeeiiiiiiiiiiics 18
L =T [=T=3 (= | W] o T 19
MethOden .......coiiiiiiiiiiiirr i ———————————————————— 20
T I = (=] 01 =Y o S PPRPPRRRNt 20
3.2 Ein- und AUSSChIUSSKIIEIEN .....evviiiiiiiiiiiiieiiiiieiiiiieieeveeeeeeeeeaeeeeeeeeeseeeneeeennnee 20
3.2.1 EINSCIIUSSKIEIEN .....uuiiiiiiiiiiiiiiiii e 20
3.2.2 AUSSCHIUSSKITEIIEN .....uiiiiiiiiiiiiiiiiiii e eeeeeee 20
KR IS (1o 1= a1 o] - T | PRSPt 21
3.4 APACHE-II-Score, SOFA-Score und MOD-SCOre ........cccoovmieieiiiiiieeeniiee 21
3.5 Bestimmung des 1,25-DihydroxycholecalCiferols..........cccccconiiimiiieiiiciinnnnnns 22
3.6 Bestimmung des 25-HydroxycholecalCiferols ..........cccoooiiiiiiiiiiniee, 22
3.7 Bestimmung des Alpha-1-AntitrypPSinS.....ccoooiiiiiiiie e 23
3.8 Quantitative Bestimmung der Expression der Cathelicidin-LL-37-mRNA....... 23
3.9 Cathelicidin-LL-37-ELISA ... 25
3.10StatistiSChe AUSWEITUNG .....eviiiiiiiiiieeee e 26
4  ErgebniSSe.... i 27
e = V(= 1 =] o 27
4.1.1 Patientencharakieristika............ccccuuueuiiiiiiiiiiiiieeees 27
4.1.2 Labordaten und INtENSIVSCOIES .........uuuuuuuririiiiiiiiiiiiiiiiiiiiineiieeeeaeneeennees 29

4.2 Patienten auf Intensivstationen sind Vitamin-Ds defizient ..........ccccooeoeenl 32



Inhaltsverzeichnis

4.3 SIRS-Patienten haben signifikant niedrigere Vitamin-Ds-Spiegel als

Kontrollpatienten von Intensivstation .............cccocviiiiiiiiieeeeen

4.4 Das antimikrobielle Peptid Cathelicidin LL-37 ist bei SIRS-Patienten

nicht signifikant erniedrigl ...

4.4.1 Relative Expression der Cathelicidin LL-37-mRNA..........ccoccvriiineenn.
4.4.2 Cathelicidin LL-37-Serum-Spiegel........cccueveeiiiiiiiiiiieee

4.5 Korrelation zwischen 25-Hydroxycholecalciferol und Cathelicidin-LL-37.....

4.6 Alpha-i-Antitrypsin ist als Akute-Phase-Protein bei SIRS signifikant

4.7 Zusammenhang zwischen 25-Hydroxycholecalciferol und APACHE-II-

Score als MaB fir die Schwere der Erkrankung ............cccceveiiiiieiiiniieen e

4.8 Zusammenhang zwischen Cathelicidin-LL-37 und APACHE-II-Score als

MaB fir die Schwere der Erkrankung ...........ccoeeeooiiiiiiiiieiieeeeiieeeeee e

4.8.1 Cathelicidin-LL-37-MmRBNA ...
4.8.2 Cathelicidin-LL-37-Serum-Spiegel.........cccvviiriiiiiiiiiiie e

LT 0. 11 (U ] o o
5.1 Vitamin-D-Insuffizienz und SIRS ..........ouiiiiiiiiiiiiee s
5.2 Cathelicidin-LL-37 und SIRS ......ccoiiiiiiiee e
5.3 Alpha-i-Antitrypsin und SIRS..........ooiii

5.4 Zusammenhang zwischen Serumparameter und Schweregrad der

ErKranKuNQG.......eeeeeeeee e

5.5 SChIUSSTOIGEIUNG ...t

6 ZUSAMMENTASSUNG ....ciemeeerrrrriiisisssnsssnrrrrssssssssnsss s s s ras s sssnss s s e e nenanssnnnnnnnnnnnns
A~ 1V 11111 = T
Literaturverzeichnis.........ccoci——————
Verzeichnis akademischer Lehrer ... ssssssssssssssnn
[ 22T = T 1] T



Abklirzungsverzeichnis

Abkilrzungsverzeichnis

ACCP
ANOVA
APACHE-II
BMI

CD
cDNA
CRP
DNA
ELISA
FiO2
IFN-y
IL

I.U.

Kl

LPS
Max
Min
MOD
mRNA
MW
NFkB
NO
PaO2
PaCO,

r

RNA
RT-PCR
SCCP
SD
SIRS
SOFA
TGFB
Ty-Zellen
TLR
TNFa
VDB
VDR

American College of Chest Physicians
Analysis of variance

Acute Physiology and Chronic Health Evaluation Il
Body-Mass-Index

Cluster of differentiation
complementary Desoxyribonucleic-acid
C-reaktives Protein
Desoxyribonucleic-acid

Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Fraction of inspired oxygen

Interferon gamma

Interleukin

International Units

Konfidenzintervall

Lipopolysaccharid

Maximum

Minimum

Multiple Organ Dysfunction

messenger Ribonucleic-acid

Mittelwert

Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer
Stickstoffmonoxid

arterieller Sauerstoffpartialdruck
arterieller Kohlenstoffdioxidpartialdruck
Spearman-Koeffizient

Ribonucleic-acid

Real-time Polymerase chain reaction
Society of Critical Care Medicine
Standardabweichung

Systemic Inflammatory Response Syndrom
Sequential organ failure assessment
Transforming Growth Factor 3
T-Helferzellen

Toll-like-Rezeptor

Tumornekrosefaktor alpha
Vitamin-D-bindendes Protein

Vitamin D Rezeptor



Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1:
Abbildung 2:

Abbildung 3:

Abbildung 4:

Abbildung 5:

Abbildung 6:

Abbildung 7:

Abbildung 8:

Abbildung 9:

Abbildung 10:

Abbildung 11:

Abbildung 12:

Abbildung 13:

Abbildung 14:

Abbildung 15:

Bildung von 1,25-Dihydroxycholecalciferol ...........ccccoooviiiiieiiieiinnnnns

25-Hydroxycholecalciferol-Spiegel bei SIRS-Patienten im Winter-
(November bis April, n = 18) und Sommerhalbjahr (Mai bis

OKtober, N=14) ...,

25-Hydroxycholecalciferol-Spiegel bei Patienten der Intensiv-
Kontrolle im Winter- (November bis April, n = 6) und

Sommerhalbjahr (Mai bis Oktober, n=10).......ccccoeereeiiiiiieeeee,

1,25-Dihydroxycholecalciferol-Spiegel zum Zeitpunkt der
Aufnahme bei SIRS-Patienten, Patienten der Intensiv-Kontrolle

und der gesunden Kontrolle ..........ccevieiiiiiiiiiiie e

25-Hydroxycholecalciferol-Spiegel zum Zeitpunkt der Aufnahme
bei SIRS-Patienten, Patienten der Intensiv-Kontrolle und der

gesunden KONtrolle .......ooovvvvveeeiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e

Relative Expression der Cathelicidin LL-37-mRNA zum Zeitpunkt
der Aufnahme bei SIRS-Patienten, Patienten der Intensiv-Kontrolle

und der gesunden Kontrolle ...

Cathelicidin-LL-37-Serum-Spiegel zum Zeitpunkt der Aufnahme
bei SIRS-Patienten, bei Patienten der Intensiv-Kontrolle und bei

Probanden der gesunden Kontrolle............ccuuveeeiiiiiiiiiiiiiee e

Korrelation zwischen der relativen Cathelicidin-LL-37-mRNA-
Expression und dem Cathelicidin-LL-37-Serum-Spiegel bei SIRS-

Patienten zum Zeitpunkt der Aufnahme auf die Intensivstation. .........

Korrelation von 25-Hydroxycholecalciferol [ng/ml] und Cathelicidin-
LL-37-Serum-Spiegel [ng/ml] bei SIRS-Patienten zum Zeitpunkt

der Aufnahme auf die Intensivstation. ........ccoveeviiieiieeeeeeeeeen

Korrelation von 25-Hydroxycholecalciferol [ng/ml] und relativer

Expression der Cathelicidin-LL-37-mRNA ...

Alpha-4-Antitrypsin-Spiegel zum Zeitpunkt der Aufnahme bei SIRS-
Patienten, bei Patienten der Intensiv-Kontrolle und bei Probanden

der gesunden Kontrolle ............ooooiiiiiiiiiiieee e

APACHE-II-Score der SIRS-Patienten und der Patienten der
Intensiv-Kontrolle in Abhangigkeit von der 25-
Hydroxycholecalciferol-Serum-Konzentration — Einteilung in vier

C ] o oY o R

APACHE-II-Score der SIRS-Patienten und der Patienten der
Intensiv-Kontrolle in Abhangigkeit von der 25-
Hydroxycholecalciferol-Serum-Konzentration — Einteilung nach

Suffizienzklassen (,suffizient* = 30 ng/ml, ,insuffizient* 21-29

ng/ml und ,defizient* = 20 ng/ml [nach [24]]) ....cccceveverieeeeeeereeeeae

APACHE-II-Score der SIRS-Patienten und der Patienten der
Intensiv-Kontrolle in Abh&ngigkeit von der Cathelicidin-LL-37-

MRNA-Expression — Einteilung in vier Gruppen ..........ccccooecuviieeeenenn.

APACHE-II-Score der SIRS-Patienten und der Patienten der
Intensiv-Kontrolle in Abh&ngigkeit vom Cathelicidin-LL-37-Serum-

Spiegel — Einteilung in vier Gruppen .........c.cceeiiiieee e

.41

.42



Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1:

Tabelle 2:

Tabelle 3:

Tabelle 4:

Tabelle 5:

Tabelle 6:

Tabelle 7:

Tabelle 8:

Tabelle 9:

Tabelle 10:

Patientencharakteristik (Kruskal-Wallis-Test, Chi-Test bei binaren

Variablen) ... 27
Patientencharakteristik (Mehrfachnennungen bei Komorbiditaten
0 0o I I g T=T =T o 1[= ) PRSP PP PPPPPPP 28

Laborchemische Daten und Intensivscores (Kruskal-Wallis-Test,
Dunn’s Multiple Comparison Test, Mann-Whitney-U-Test fir
INTENSIVSCOIES) ..ciiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeeeeeee ettt 31

Anzahl (Anteil) von Vitamin-D-suffizienten, -insuffizienten und -
defizienten Patienten in den Untersuchungsgruppen ..........ccccooiuuinneen. 33

1,25-Dihydroxycholecalciferol- und 25-Hydroxycholecalciferol-
Spiegel der SIRS-Patienten und der Patienten der Intensiv-
Kontrolle bzw. gesunden Kontrolle zum Zeitpunkt der Aufnahme......... 34

1,25-Dihydroxycholecalciferol-Spiegel der SIRS-Patienten und der
Patienten der Intensiv-Kontrolle bzw. gesunden Kontrolle zum
Zeitpunkt der AUfnaNmMe .........ooeiiiii 34

25-Hydroxycholecalciferol-Spiegel der SIRS-Patienten und der
Patienten der Intensiv-Kontrolle bzw. gesunden Kontrolle zum
Zeitpunkt der AufnaNme ..........ooeiiiiii 36

Ubersicht tiber die Cathelicidin LL-37 mRNA Expression bei SIRS-
Patienten, Patienten der Intensiv-Kontrolle und Probanden der
gesunden Kontrolle. ..o 38

Cathelicidin LL-37-Serumspiegel der SIRS-Patienten und der
Patienten der Intensiv-Kontrolle bzw. gesunden Kontrolle zum
Zeitpunkt der AufnaNme ..........ooviiiii 40

Ubersicht (iber die Alpha-;-Antitrypsin-Spiegel [mg/I] bei SIRS-
Patienten, Patienten der Intensiv-Kontrolle und Probanden der
gesunden Kontrolle, ... 43



Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Sepsis — eine systemische Entziindungsreaktion

1.1.1 Definition der unterschiedlichen Erscheinungsformen und
Schweregrade

Bei der Sepsis handelt es sich um eine schwere systemische durch Infektionen ausge-
|6ste Entziindungsreaktion, die mit einer hohen Morbiditat und Mortalitat verbunden ist
[25]. In den USA treten geschéatzt 751.000 Félle pro Jahr auf, 215.000 Betroffene ver-
sterben an dieser Erkrankung [14]. In Deutschland erkranken jahrlich zwischen 76 und
110 Personen pro 100.000 Einwohner [56].

Die systemische Reaktion reicht von einer leichten Entzindungsreaktion bis hin zum
Multiorganversagen. Eine Sepsis kann nach den Kriterien der ACCP/SCCM-
Konsensus-Konferenz (American College of Chest Physicians/Society of Critical Care
Medicine) diagnostiziert werden, wobei erst die Kombination mehrerer diagnostischer
Komponenten wie Vitalparameter, Laborparameter und Organ(dys)funktionen zur Di-
agnose fahrt [2]:

e Infektion: Eine Infektion bezeichnet das Eindringen von pathogenen Organismen in

normalerweise steriles Wirtsgewebe.
o Bakteridamie: Bakteriamie bezeichnet das Vorhandensein von Bakterien im Blut.

e SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrom): Das SIRS ist eine systemische
entziindliche Antwort auf eine Vielzahl von schweren klinischen Angriffen, die nicht
zwangslaufig infektids sein missen. Ein SIRS manifestiert sich durch zwei oder
mehrere der folgenden Kriterien:

o Temperatur < 36 °C oder 2 38 °C
o Herzfrequenz = 90 Schlage/min

o Atemfrequenz = 20 Atemzige/min oder p,CO; (arterieller Kohlenstoffdioxid-
partialdruck) < 32 mmHg

o Leukozytenzahl > 12 000/mm? oder < 4000/mm?3 oder > 10 % unreife
neutrophile Granulozyten

e Sepsis: Eine Sepsis bezeichnet die systemische entziindliche Antwort auf eine In-
fektion. Die Sepsis ist definiert durch das Vorhandensein von mindestens zwei der
SIRS-Kriterien und dem mikrobiellen oder klinischen Nachweis einer Infektion.
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e Schwere Sepsis: Dabei handelt sich um eine Sepsis, die mit einer Organdysfunkti-
on und Hypoperfusion oder Hypotension assoziiert ist. Die Hypoperfusion bzw.
anormale Perfusion kann eine Laktatazidose, Oligurie oder mentale Veranderun-
gen beinhalten, beschrankt sich aber nicht darauf. Die auftretenden Organdysfunk-

tionen sind im Einzelnen:
o Akute Enzephalopathie
o Arterielle Hypotension (systolischer Blutdruck < 90 mmHg)

o Relative oder absolute Thrombozytopenie (Abfall um mehr als 30 % in 24 h
oder < 100 000/mm?)

o Arterielle Hypoxamie (PaO2 (arterieller Sauerstoffpartialdruck)
< 75 mmHg oder p,O,/FO, (Fraction of inspired oxygen) < 250 mmHg unter
Sauerstoffgabe)

o Renale Dysfunktion (Diurese < 0,5 ml/kg Kérpergewicht/h fir mindestens 2
h oder Anstieg des Serumkreatinins auf das Zweifache des oberen Grenz-

wertes)

o Metabolische Azidose (Base Excess < -5 mmol/l oder Laktatkonzentration
1,5-fach oberhalb des Referenzbereiches)

e Septischer Schock: Es liegt eine Sepsis mit Hypotension (systolischer Blutdruck <
90 mmHg) vor, die mit adaquatem Fllssigkeitsersatz nicht behandelt werden kann,
keine andere ersichtliche Ursache hat und den Einsatz von Vasopressoren nétig
macht.

1.1.2 Pathophysiologie der Sepsis

Eine Entziindungsreaktion dient in erster Linie dazu, die eingedrungenen Mikroorga-
nismen zu beseitigen. Dabei kann es auch zu einer UberschieBenden Immunantwort

mit einem maoglicherweise tédlichen Ausgang kommen.

Neben Pathogenen wie Bakterien, Pilzen und Viren kénnen auch Verbrennungen oder
andere Traumata Ausldser fir eine Immunreaktion mit Zytokinfreisetzung sein. Zytoki-
ne sind Botenstoffe, die der Kommunikation zwischen Zellen (des Immunsystems) die-
nen. Zu ihren Aufgaben gehdren das Anlocken und/oder die Aktivierung von Abwehr-
zellen, das Wachstum und die Differenzierung von hamatopoetischen Stammzellen
sowie die Regulation der Produktion von Antikérpern und T-Zell-Rezeptoren.

Pathogene tragen an ihrer Oberflache Strukturen, ,pathogen-associated molecular
patterns® (PAMP), die von ,pattern-recognition receptors® (PRR) auf Immunzellen er-
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kannt werden [72]. Zu den ,pattern-recognition receptors® gehéren die Toll-like-
Rezeptoren (TLR). Der TLR4 erkennt und bindet zusammen mit dem Lipopolysaccha-
rid-(LPS)-bindenden Protein (LBP) und CD14 (Cluster of differentiation) das LPS in der
Zellwand gram-negativer Bakterien. Durch die Bindung des Liganden wird eine intra-
zellulére Signalkaskade ausgeldst, die Uber eine Aktivierung des Transkripitionsfaktors
NFkB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer) die Expression von Genen inflamma-
torischer Zytokine induziert [78, 82]. Gram-positive Bakterien, wie Neisseria meningiti-
dis, Leptospira und Porphyromonas, binden an den TLR2, was Uber eine ahnliche Sig-
nalkaskade ebenfalls zu einer vermehrten Zytokinfreisetzung fuhrt.

Im Rahmen der Immunantwort werden auch Monozyten, Makrophagen und dendriti-
sche Zellen aktiviert, die Antigene prasentieren und Immunmodulatoren, antimikrobielle
Proteine und Zytokine freisetzen. Daneben werden neutrophile Granulozyten zur Zell-
adhasion, Phagozytose und Degranulation angeregt. Sauerstoffradikale und pro-
inflammatorische Mediatoren werden ausgeschiittet [80]. Zu den freigesetzten Media-
toren/Zytokinen gehdren der Tumornekrosefaktor (TNFa), Interleukine (IL-1, IL-6, IL-8),
Interferon-y (IFN-y) und der Macrophage Migratory Inhibitory Factor (MIF). Sekundére
Mediatoren wie Stickstoffmonoxid (NO), Komplementfaktoren, Plattchen-aktivierender
Faktor, Eicosanoide, Kaspasen, Proteasen, Kinine, Leukotriene und Histamin werden
ausgeschuttet [82, 118]. Als ein wichtiger friher Mediator stimuliert TNFa bei einer
Sepsis die Freisetzung von weiteren pro-inflammatorischen Mediatoren und flhrt dar-
Uber hinaus zu einem kapillaren Leck, mikrovaskularen Thromben und vermindertem

Herzzeitvolumen [80].

Der Komplementfaktor C5a ist chemotaktisch wirksam, beeinflusst ebenfalls die Frei-
setzung von Zytokinen und wirkt auf die Gerinnungskaskade ein [72]. Bei einem Uber-
angebot von C5a kann die Chemotaxis neutrophiler Granulozyten gestért sein [80].

Bei einer Sepsis wird das Gewebe nicht nur durch die Mikroorganismen selbst, son-
dern auch durch zahlreiche kdrpereigene Mediatoren geschadigt. Die Adhasion von
Leukozyten an das Endothel fuhrt zur lokalen Freisetzung von Radikalen und Protea-
sen, die das Gewebe zerstéren kénnen [80].

Gleichzeitig wird auch das Gerinnungssystem durch Zytokine aktiviert. Dabei kann es
zu GefaBverschlissen kommen, die eine Hypoperfusion des nachfolgenden Gewebes
zur Folge haben. Durch den exzessiven Verbrauch von Gerinnungsfaktoren kann diese
Hyperkoagulabilitat spéater in eine Hypokoagulabilitdt Gbergehen. Die Effekte der Zyto-
kine auf das in- und extrinisische Gerinnungssystem, die Fibrinolyse und Endothelinte-

raktionen flihren potenziell zu einer disseminierten intravasalen Gerinnung [25]. Eine
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UberschieBende Gerinnung kann auBerdem pro-inflammatorische Eigenschaften ha-
ben [80].

Die Aktivierung von Monozyten, Makrophagen und Neutrophilen, die Interaktion von
Leukozyten mit dem Endothel, die endotheliale Dysfunktion und die Aktivierung der
verschiedenen Kaskaden (Komplement, Gerinnung) und weiterer Mediatoren flihren zu
mikrovaskularen Verletzungen, Thromben, einem Verlust der Zellintegritat und zu einer
Gewebeischamie. Die Mikrozirkulation ist gestért und die Autoregulation der GefaBe
versagt, es kommt zur Organminderperfusion, die mit einem Versagen des betroffenen
Organs enden kann [15, 82, 118].

Durch die Gewebeschaden werden ,damage-associated molecular pattern molecules®
freigesetzt, die die generalisierte Immunantwort der Sepsis férdern und in deren Folge
noch mehr Zytokine freigesetzt werden [72].

Daneben produziert der Kérper anti-inflammatorische Mediatoren (IL-10, 16sliche TNF-
Rezeptoren, Transforming Growth Factor B (TGFB), IL-1-Rezeptor Antagonisten,
Prostazyklin 12, Phosphatasen, Hitze-Schock-Proteinen und Cortisol)). Im Regelfall
wird ein empfindliches Gleichgewicht zwischen pro- und anti-inflammatorischen Pro-
zessen aufrechterhalten [118].

Nach der ersten pro-inflammatorischen Phase tritt im Verlauf der Sepsis eine zweite,
anti-inflammatorische, immunsuppressive Phase auf. Neutrophile Granulozyten produ-
zieren keine aktivierenden Zytokine mehr, die Apoptose von Lymphozyten und dendri-
tische Zellen setzt ein und supprimierende Zell-Typen Uberwiegen [33, 72]. Auch eine

UberschieBende immunsuppressive Reaktion kann zu einem letalen Ausgang fihren.

Ausschlaggebend fiir das Uberleben einer schweren Infektion ist also auch die Auf-
rechterhaltung des empfindlichen Gleichgewichts zwischen pro- und anti-

inflammatorischer Antwort.

1.1.3 Therapie der Sepsis

Wichtig fir die erfolgreiche Behandlung einer Sepsis ist zunachst die Identifizierung
des Fokus und des verursachenden Keimes. Die (chirurgische) Fokussanierung und
der Einsatz von breit wirkenden Antibiotika bei unbekanntem Erreger bzw. eine zielge-
richtete Antibiotikagabe bilden die Grundlage der Therapie.

Ein engmaschiges Monitoring des Blutdrucks, des Puls, des Zentralvenendrucks, der
Sauerstoffsattigung, der Flissigkeitsbilanz sowie verschiedener Laborparameter, die
Auskunft Gber einzelne Organfunktionen geben, und weitere klinische Untersuchungen

sind wichtig, um Situation und Verlauf einschatzen zu kénnen.
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Die Flissigkeitsgabe, der Einsatz von Katecholaminen und inotropen Substanzen, die
die hdmodynamische Funktion aufrechterhalten, und die Gabe von Blutprodukten wie
Erythrozytenkonzentrate, Thrombozytenkonzentrate und FFP (fresh frozen plasma)
spielen eine groB3e Rolle bei der Therapie.

Die Gabe von Hydrocortison wird zwar in den Leitlinien noch empfohlen, hat aber in
neueren Studien keinen generellen Uberlebensvorteil gezeigt [139].

Weiterhin dienen eine nicht-invasive oder invasive Beatmung und eine Dialyse (vor
allem die ,continuous venovenous hemofiltration®, CVVH) dem Erhalt und der Unter-
stitzung der Organfunktionen [15, 70, 80, 118].

Ein neuer Therapieansatz beinhaltet die Gabe von aktiviertem Protein C (Drotrecogin
alpha, Xigris), das antikoagulatorisch, pro-fibrinolytisch, anti-inflammatorisch und anti-
apoptotisch wirkt. Sein Einsatz beschrankt sich auf die schwere Sepsis. Neuere Stu-
dien belegen jedoch keinen Uberlebensvorteil bei einer solchen Therapie, sondern das
Auftreten von schweren Blutungskomplikationen [108, 118].

Klinische Studien mit dem ,recombinant bactericidal/permeability-increasing protein
(rBPly¢) zeigten erste positive Ergebnisse. Patienten mit Meningokokkensepsis, die mit
rBPl,; behandelt wurden, mussten sich seltener schweren Amputationen unterziehen
[96]. Der Einsatz von TLR-Antagonisten bei einer Sepsis wird dadurch limitiert, dass
auch Prozesse inhibiert werden, die fiir das Uberwinden der Sepsis notwendig sind
[37]. Die Gabe von Cathelicidinen konnte bislang nur im Tierversuch die Letalitat der
Sepsis verringern [45]. Antikbrper gegen verschiedene Zytokine, Komplementfaktor
C5a und gegen LPS zeigten keinen oder nur wenig Erfolg [47, 80, 130, 153].

Bislang beschrankt sich die Therapie einer Sepsis auf eine Elimination der Erreger
sowie auf eine Unterstitzung der Organfunktionen und hat daher einen tberwiegend
supportiven Charakter. Derzeit kénnen weder die pro-inflammatorische noch die im-
munsuppressive Phase der Sepsis, die beide zu einem letalen Ausgang fiihren kén-
nen, direkt beeinflusst werden. Daher werden dringend neue Therapieansatze bendétigt,
um schwere Verldufe einer Sepsis besser behandeln oder durch die Férderung von
protektiven Faktoren und durch praventive MaBBnahmen vermeiden zu kénnen.
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1.2 Vitamin D
1.2.1 Stoffwechsel des Vitamin D

Vitamin D gehért zu den fettldslichen Vitaminen und ist vor allem fir den Knochenauf-
bau von groBBer Bedeutung.

Man unterscheidet Vitamin D, (Ergocalciferol), das in pflanzlichen Produkten und He-
fen enthalten ist, Vitamin Ds; (Cholecalciferol) und die Metabolite 25-
Hydroxycholecalciferol (Calcidiol) und 1,25-Dihydroxycholecalciferol (Calcitriol). Vita-
min D3 wird unter dem Einfluss von Sonnenlicht (UV-B) in der Haut synthetisiert. Als
Provitamin wirkt 7-Dehydrocholesterol, das in der Leber aus Cholesterin entsteht und
aus dem in der Haut durch UV-Einstrahlung und Warmeeinwirkung Cholecalciferol ge-
bildet werden kann [77]. In der Haut werden ca. 0,045 nmol/d/cm? produziert. Nach ca.
20 min UV-Bestrahlung wird eine Konzentration an Cholecalciferol in der Haut erreicht,
die dann nicht weiter zu steigen scheint [147]. Die Menge des gebildeten Cholecalcife-
rols ist dabei von der Sonnenexposition, der Pigmentierung und dem Alter abhangig
[67, 76, 99]. Mit zunehmendem Alter (>70 Jahre) sinkt die Produktion in der Haut auf
ca. 25 % [75]. Das fettlésliche Vitamin findet sich auch in éligem Fisch, z. B. Lachs,
Makrelen, Sardinen und Kabeljau, in Lebertran, Butter und Eigelb [76].

Cholecalciferol und Ergocalciferol werden im Dinndarm durch passive Diffusion resor-
biert, in Chylomikronen integriert und nach deren Abbau im Blut an Vitamin-D-
bindendes Protein gebunden zur Leber transportiert. In der Leber wird das mit der Nah-
rung aufgenommene und das in der Haut durch Sonnenlicht synthetisierte Vitamin D
durch eine Hydroxylase (25-OHase) zu 25-Hydroxycholecalciferol umgewandelt [75].
Seine Konzentration ist deutlich héher als die des 1,25-Dihydroxycholecalciferols und
eignet sich zur Bestimmung des Versorgungszustandes.

In der Niere, vor allem im Pars convoluta des distalen Tubulus, aber auch in anderen
Bereichen der Niere, wie im proximalen Tubulus, im Sammelrohr und in der Henle-
Schleife, in Keratinozyten, Lymphknoten, Epithelzellen des Kolons und des Dinn-
darms, Inselzellen des Pankreas und Endothelzellen wird 25-Hydroxycholecalciferol
durch die 1a-Hydroxylase in die aktive Form 1,25-Dihydroxycholecalciferol umgewan-
delt [30, 160].

Die folgende Abbildung 1 gibt eine Ubersicht liber die Bildung des aktiven Metaboliten
1,25-Dihydroxycholecalciferol (nach [76]):
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Abbildung 1: Bildung von 1,25-Dihydroxycholecalciferol

Die 1a-Hydroxylase wird Uber den Calcium-Phosphat-Haushalt reguliert. Parathormon,
niedrige Calciumspiegel und hohe Phosphatspiegel férdern die Umwandlung zu 1,25-
Dihydroxycholecalciferol, was wiederum negativ riickkoppelnd auf die Parathormon-
sekretion und die Expression der 1a-Hydroxylase wirkt [99]. Calcium bt zudem einen
negativ regulatorischen Effekt auf Parathormon aus. 1,25-Dihydroxycholecalciferol ak-
tiviert die 24-Hydroxylase, ein Enzym, das die Reaktion von 1,25-
Dihydroxycholecalciferol zu dem inaktiveren 1,24,25-Trihydroxyvitamin D; oder 24,25-
Dihydroxyvitamin D; katalysiert, und reguliert daher im Sinne einer negativen Rick-
kopplung seine eigene Konzentration. Dieser Mechanismus wirkt vor allem auto- und
parakrin auf 1,25-Dihydroxycholecalciferol-produzierende Zellen abseits der Niere [73,
76, 142].

1,25-Dihydroxycholecalciferol bindet innerhalb der Zelle an den Vitamin-D-Rezeptor
(VDR), was zur Heterodimerisierung mit dem Retinoid-X-Rezeptor fihrt. Die entste-
henden Komplexe binden mit weiteren Kofaktoren an die VDR-sensible Region (VDRE,
Vitamin D Responsive Elements) von verschiedenen Genen und regulieren so unter
anderem die Bildung Calcium-bindender Proteine [142].

Damit férdert Vitamin D die Calcium- und Phosphat-Resorption im Darm und Uber die
Regulation der Aktivitdt von Osteoklasten und Osteoblasten den Knochenaufbau. In
den distalen Tubuli der Niere kommt es zur vermehrten Rickresorption von Calcium
und Phosphat [142].
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Zur Diagnostik eines Vitamin-D-Mangels sollte das 25-Hydroxycholecalciferol gemes-
sen werden. 1,25-Dihydroxycholecalciferol fallt schon bei leicht eingeschrankter Nie-
renfunktion ab und kann auch bei einem 25-Hydroxycholecalciferol-Defizit noch normal
oder sogar erhdht sein [76].

Der Vitamin-D-Stoffwechsel wird durch externe und interne Faktoren moduliert. Eine
Malabsorption bei chronisch entzlindlichen Darmerkrankungen sowie eine verminderte
Synthese von 1,25-Dihydroxycholecalciferol bei Niereninsuffizienz, primarem und se-
kundarem Hyperparathyroidismus und Lebererkrankungen fihren zu niedrigen Vita-
min-D-Spiegeln [77]. Bei Sarkoidose und der Vitamin-D-abhangigen Rachitis Typ Il
kommt es zu erhdhten Vitamin-D-Spiegeln [3, 105].

1.2.2 Immunregulatorische Effekte von Vitamin D

Der VDR konnte auB3er auf den tblichen Zielorganen wie Dinndarm (Epithel mit Mikro-
villi), Niere (proximaler Tubulus, Pars convoluta) und Knochen (Osteoklasten, Oste-
oblasten) auch auf Keratinozyten, Endothelzellen, Inselzellen des Pankreas, Epithelzel-
len der Atemwege, Kolonzellen, Lymphozyten, Brustgewebe, Prostatazellen, im Gehirn
und auf Makrophagen, dendritischen Zellen, Promyelozyten und aktivierten T-
Lymphozyten nachgewiesen werden. Es wurde daher vermutet, dass Vitamin D neben
der Aufrechterhaltung der Calcium-Homd&ostase und des Knochenstoffwechsels noch
weitere Funktionen haben muss [36, 55, 57, 71, 77]. Diese Vermutung wird durch die
extrarenale Expression der 1a-Hydroxylase unterstitzt [160]. Die 1a-Hydroxylase
konnte unter anderem in der Haut, in Lymphknoten, im Kolon und im Pankreas, in En-
dothelzellen und in Makrophagen, dendritischen Zellen sowie in T- und B-Lymphozyten
nachgewiesen werden. Die 1a-Hydroxylase wird in extrarenalen Zellen und Geweben
nicht durch den Parathormon-Calcium-Vitamin-D-Regelkreis reguliert [36]. Eine Stimu-
lation des Endothels mit TNFa oder LPS fiihrt zu einer erhdhten Enzymaktivitat der 1a-
Hydroxylase. =~ Weiter ~wird die Adhasion von Monozyten durch 25-
Hydroxycholecalciferol und 1,25-Dihydroxycholecalciferol gefoérdert. 1,25-
Dihydroxycholecalciferol wirkt dabei vermutlich Gber autokrine/parakrine Regelkreise.
Reife dendritische Zellen mit einer geringen VDR-Expression synthetisieren 1,25-
Dihydroxycholecalciferol, das dann auf VDR-reiche unreife dendritische Zellen wirkt. In
Endothelzellen kann durch eine parakrine Wirkung die Aktivierung von NFkB durch
LPS und damit die Zytokin-Produktion in benachbarten Zellen verhindert werden [57].
1,25-Dihydroxycholecalciferol ist damit an der Eindammung einer UberschieBenden, fur
den Organismus schadlichen Reaktion auf Pathogene beteiligt. Dieser Mechanismus
erfordert aber die Bereitstellung von 25-Hydroxycholecalciferol, was bei einem Vitamin-
D-Defizit nicht gewéhrleistet werden kann [4, 57, 73, 159, 160].
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In letzter Zeit rickte die Bedeutung des Vitamin D fur die Immunmodulation in den Fo-
kus der klinischen Forschung. Primar spielt Vitamin D fir die angeborene Immunab-
wehr eine wichtige Rolle, aber auch die Regulation der erworbenen Immunantwort wird
beeinflusst. Beispielsweise wird die Entwicklung der T-Helferzellen Typ 1 (Ty1-Zellen)
durch Vitamin D3 gehemmt, wohingegen die Entwicklung der T-Helferzellen Typ 2
(Ty2-Zellen) unabhangig von der Prasenz Antigen-prasentierender Zellen geférdert
wird. Dieser Effekt wird durch die erhéhte Expression des Transkriptionsfaktors GATA-
3 unter der Einwirkung von 1,25-Dihydroxycholecalciferol vermittelt. Durch 1,25-
Dihydroxycholecalciferol wird bei aktivierten Ty-Zellen die Expression von VDR-
messenger-Ribonukleinsaure (MRNA) erhdht [34, 104]. Dartber hinaus inhibiert 1,25-
Dihydroxycholecalciferol die Proliferation von T-Zellen und damit auch die Expression
von T-Zell-Zytokinen wie IL-2, IFN-y und TNFa [36].

Im Tiermodell wurde fir Autoimmunerkrankungen wie Multiple Sklerose, Rheumatoide
Arthritis, Systemischer Lupus erythematodes, chronisch entziindliche Darmerkrankun-
gen und Diabetes mellitus Typ | gezeigt, dass Vitamin D hyperreaktive T-Zellen inhi-
biert und daher immunsuppressiv wirkt. Die immunsuppressive Wirkung des 1,25-
Dihydroxycholecalciferols wurde im Tierversuch auch erfolgreich zur Unterdriickung
von AbstoBungsreaktionen nach Herztransplantation verwendet [49].

Der ,3rd National Health and Nutrition Examination Survey“ konnte einen Zusammen-
hang zwischen niedrigen 25-Hydroxycholecalciferol-Spiegeln und gehauften Infekten
der oberen Atemwege nachweisen. Die Wahrscheinlichkeit fir derartige Infekte lag in
der Gruppe < 10 ng/ml 25-Hydroxycholecalciferol um 55 % hdéher. Diese Ergebnisse
blieben auch nach Adjustierung demografischer und klinischer Charakteristika sowie
der Jahreszeit bestehen [63].

Epidemiologische Untersuchungen in den USA zeigten im Winter eine hdhere Sepsis-
rate als im Sommer oder Herbst [69]. Es wird vermutet, dass die verminderte Sonnen-
einstrahlung im Winter und ein damit einhergehender niedriger Vitamin-D-Spiegel zu
gehauften Infekten flhren.
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Wirkung auf das Monozyten-Makrophagen-System

Die fUr die angeborene und erworbene Immunantwort wichtigen Zellen des Monozyten-
Makrophagen-Systems exprimieren ebenfalls den VDR und die 1a-Hydroxylase [36,
126].

Myeloide Leukadmiezellen werden durch 1,25-Dihydroxycholecalciferol zur Differenzie-
rung zu Makrophagen angeregt [1, 143]. Darlber hinaus werden die chemotaktischen
und phagozytotischen Eigenschaften von Monozyten und Makrophagen durch 1,25-
Dihydroxycholecalciferol verstarkt [36].

Monozyten und dendritische Zellen bilden nach Stimulation mit 1,25-
Dihydroxycholecalciferol geringere Mengen an IL-12. Die Reifung der dendritischen
Zellen wird durch 1,25-Dihydroxycholecalciferol inhibiert (Verringerung der Expression
von CD40, CD80, CD86), wodurch sich ihre Wirkung auf T-Lymphozyten verandert. IL-
12 erhéht die Produktion des pro-inflammatorisch wirkenden IFN-y und tragt zur Akti-
vierung und Differenzierung von Ty-1-Zellen bei. Letztere spielen bei Autoimmuner-
krankungen eine gro3e Rolle [13, 36, 43, 44, 126].

Unter dem Einfluss von IFN-y wird bei Bindung von LPS an CD14/TLR die Synthese
von 1a-Hydroxylase in Monozyten induziert [140].

Die Sekretion des anti-inflammatorisch wirkenden IL-10 wird durch 1,25-
Dihydroxycholecalciferol angeregt und die Apoptose dendritischer Zellen geférdert
[126]. In vitro konnte mit 1,25-Dihydroxycholecalciferol eine dosis- und zeitabh&angige
verminderte Expression der TLR2- und TLR4-Rezeptoren auf Monozyten (nicht auf
Keratinozyten oder Endothelzellen [57]) und eine vermehrte Expression von CD14
nachgewiesen werden. Diese Veradnderungen resultierten in einer verminderten TNFa-

Bildung, einem wichtigen Mediator bei Schock und Multiorganversagen [131].

Beeinflussung der Lipopolysaccharid-Wirkung auf Monozyten und Endothelzel-
len durch Vitamin D

LPS kann als Bestandteil der Membran gram-negativer Bakterien die Differenzierung
von Monozyten inhibieren. Weiter erhéht LPS zwar die VDR-mRNA-Konzentration in
Monozyten, aber reduziert den VDR-Protein-Gehalt. Die durch 1,25-
Dihydroxycholecalciferol geférderte Differenzierung von Monozyten/Makrophagen wird
inhibiert, was dazu flhrt, dass die Zellen nicht in der Lage sind, eingedrungene Orga-
nismen zu beseitigen [1, 43, 49, 128].

Mit Vitamin D behandelte Endothelzellen reagierten auf LPS-Stimulation mit einer ver-
minderten Expression von NFkB, IL-6, IL-8 und RANTES (regulated upon activation,

normal T-cell expressed, and secreted), was einer (UberschieBenden) Immunaktivie-
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rung entgegen wirken kénnte [57]. Verschiedene pathogenetische Mechanismen bei
Sepsis betreffen die Stérung der Integritdt des Endothels (Permeabilitat, Koagulation,
Autoregulation, Interaktion mit Monozyten/Makrophagen/Neutrophilen). Vitamin D ist
also vermutlich in der Lage, diese Integritat bei Infektionen mit gram-negativen Bakteri-
en zu erhalten und die Aktivierung des Endothels durch LPS zu verringern.

Die Tatsache, dass LPS Uber TLR eine Signalkaskade auslést, die zur Bildung von
pro-inflammatorischen Zytokinen fihrt, verdeutlicht das immunregulatorische Potential
von 1,25-Dihydroxycholecalciferol.

1.2.3 Vitamin-D-Mangel

Es ist davon auszugehen, dass weltweit viele Menschen (1 Milliarde [77]) unter einem
Mangel an Vitamin D, zumindest aber unter einer insuffizienten Versorgung, leiden.
Der geringe Vitamin-D-Gehalt in der Nahrung, eine verminderte Vitamin-D-Bildung in
der Haut in den Wintermonaten oder bei starker pigmentierter Haut und die abneh-
mende Syntheserate bei alteren Menschen fihren in Europa zu einer Pravalenz von
28-100 % bei der gesunden Bevdlkerung und von 70-100 % bei hospitalisierten Pati-
enten [76]. Ab einem Serumspiegel von < 20 ng/ml (50 nmoll) 25-
Hydroxycholecalciferol geht man von einem Defizit aus [77].

Bei Intensivpatienten mit Vitamin-D-Mangel ist die Mortalitat dreimal héher als bei Pati-
enten mit einem suffizienten Vitamin-D-Spiegel. Ein bereits im gesunden Zustand vor-
handener Mangel an Vitamin D kann sich wahrend einer schweren, intensivpflichtigen
Erkrankung besonders negativ auswirken [93, 94].

Im ,3rd National Health and Nutrition Examination Survey® mit 18.883 Teilnehmern mit
einem Durchschnittsalter von 38 Jahren lag der durchschnittiche 25-
Hydroxycholecalciferol-Wert bei 29 ng/ml. Die ,Tromsg“-Studie bestimmte in ihrer Stu-
dienpopulation (27.158 Teilnehmer) Werte um 53,5 nmol/l £ 16 nmol/l (= 21,44 ng/ml
6,4 ng/ml) 25-Hydroxycholecalciferol [81].

Des Weiteren wird ein erhdhter Body-Mass-Index (BMI) mit einem Vitamin-D-Mangel in
Verbindung gebracht, da in Adipozyten vermehrt Vitamin D gespeichert wird und die
kérperliche Aktivitat bei Adipdsen herabgesetzt ist [31].

Wahrend zur Pravention der Osteomalazie 10 ng/ml 25-Hydroxycholecalciferol auszu-
reichen scheinen, wird fir die Erhaltung der allgemeinen Gesundheit ein deutlich hdhe-
rer Spiegel gefordert [63].

Derzeit existieren keine einheitlichen Richtwerte, die eine suffiziente, insuffiziente oder
defizitdre Versorgung kennzeichnen, aber bei einem Spiegel von > 30 ng/ml geht man
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von einer normalen Versorgung aus. Als defizitdr bezeichnet man 25-
Hydroxycholecalciferol-Spiegel < 20 ng/ml (50 nmol/l). Eine Insuffizienz liegt bei 21-29
ng/ml [77].

Die Halbwertszeit von 25-Hydroxycholecalciferol liegt zwischen einem und zwei Mona-
ten [147]. Um Uber das ganze Jahr einen Spiegel um 50 nmol/l (= 20 ng/ml) aufrecht zu
erhalten, muss der Serumspiegel vermutlich im Sommer zwischen 70 und 90 nmol/l (=
29-37 ng/ml) betragen [31].

Ein Vitamin-D-Mangel scheint mit vielen verschiedenen Erkrankungen wie Kolonkarzi-
nomen [62, 115], Prostatakarzinomen [10, 98, 146], kardiovaskuldren Erkrankungen
[52], Multiple Sklerose [49], chronisch entziindlichen Darmerkrankungen [6, 39], Diabe-
tes mellitus [6, 39, 100, 125], Systemischem Lupus erythematodes [6, 49] und vielen
weiteren Krebserkrankungen [62, 68] in Zusammenhang zu stehen. Ein Kausalzu-
sammenhang zwischen der Erkrankung und dem Vitamin-D-Mangel konnte bislang
nicht zweifelsfrei bewiesen werden. Weiterhin ist fraglich, ob nur die Mortalitat oder
auch die Inzidenz von Krebserkrankungen durch Vitamin D beeinflusst wird [17]. Pro-
banden der ,Tromsg“-Studie mit niedrigem Vitamin-D-Spiegel zeigten eine hdhere Ge-
samtmortalitat [81].

Intensivpatienten mit niedrigem Vitamin-D-Spiegel, zeigten nach einer Operation eine
héhere Infektionsrate und eine langere Verweildauer auf der Intensivstation als Patien-
ten mit ausreichendem Spiegel [58].

Ausreichende Vitamin-D-Spiegel vor einer Nierentransplantation scheinen das Risiko
fir Krebserkrankungen nach Transplantation und unter Immunsuppression zu verrin-
gern [54].

Vitamin-D-Mangel ist also ein weit verbreitetes Phanomen mit mdéglicherweise unter-
schéatzten Auswirkungen auf die Gesundheit. Derzeit ist aber noch nicht klar, ob und in
welcher H6he Vitamin D beim Erwachsenen substituiert werden sollte und wie Neben-
wirkungen (Hypercalcadmie) der Hochdosis-Therapie vermieden werden kdnnen. In
verschiedenen Studien zeigte die Gabe von Vitamin D tGber mehrere Wochen keinen
Effekt auf das Auftreten von Atemwegsinfekten [87, 116]. FUr die Behandlung von Pso-
riasis, Osteoporose und sekundarem Hyperparathyroidismus gibt es zugelassene Vi-
tamin-D-Analoga, die die positiven Effekte von 1,25-Dihydroxycholecalciferol besitzen
und weniger hyperkalzdmische Nebenwirkungen verursachen (z. B. Tacalcitol, Parical-
citol) [97].
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1.3 Cathelicidin-LL-37

1.3.1 Struktur, Vorkommen und Eigenschaften

Bei den Cathelicidinen handelt es sich um eine Familie von antimikrobiellen Peptiden,
die im Rahmen der angeborenen Immunabwehr vor allem bei der Barrierefunktion von

Epithelien eine Rolle spielen.

Das kodierende Gen fir das Cathelicidin-LL-37 wird als CAMP-(Cathelicidin Antimicro-
bial Peptide)-Gen bezeichnet. Es befindet sich auf Chromosom 3, p21.3 [92].

Cathelicidine werden sowohl in den zytoplasmatischen Granula der Peroxidase-
negativen neutrophilen Leukozyten als auch in Epithelzellen und anderen Zellen als
inaktive Propeptide gespeichert und nach Aktivierung ausgeschuttet, wo sie dann ihre
antimikrobielle Wirkung entfalten [46].

Ihren Namen erhielten die Cathelicidine durch die konservierte Proregion, die einem
Peptid namens Cathelin (,Cathepsin L Inhibitor) &hnelt. Cathelicidine besitzen auBer-
dem eine variable C-terminale antimikrobielle Doméane und ein N-terminales Signalpep-
tid [120, 158].

In verschiedenen Tiermodellen wurden zahlreiche Proteine identifiziert, die zur Gruppe
der Cathelicidine gehdren. Bisher konnte aber beim Menschen nur das Cathelicidin-LL-
37 (bestehend aus 37 Aminosauren, die ersten beiden Aminosauren sind Leucine)
nachgewiesen werden [152]. hCAP18 (,human cationic antimicrobial protein of 18
kDa") bezeichnet die in Vesikeln gespeicherte Protein-Vorstufe, von der durch die Se-
rinprotease Proteinase 3 das C-terminale reife antibakterielle Peptid, das Cathelicidin-
LL-37 abgespalten wird [138]. Das aus den Aminosauren 1-12 bestehende N-terminale
Ende des Cathelicidin-LL-37 besitzt eine chemotaktische Wirkung, erméglicht eine Oli-
gomerisierung, vermittelt eine proteolytische Resistenz, hat hamolytische Eigenschaf-
ten und vermutlich immunmodulatorische Funktion [38]. Das C-terminale Ende (Amino-
sauren 32-37) spielt ebenfalls eine Rolle bei der Tetramerbildung und LPS-Bindung.
Der mittlere Teil zwischen dem N- und C-terminalen Ende ist fir die eigentliche anti-
mikrobielle Aktivitat verantwortlich [38, 124]. Das kleinste (synthetische) Peptid mit an-
timikrobieller Aktivitat, KR-12 besitzt eine groBe Ahnlichkeit zu der Aminosauresequenz
18-29 im Cathelicidin-LL-37. Nach dem heutigen Kenntnisstand besitzt KR-12 keine
toxische Wirkung auf menschliche Zellen [151].

Cathelicidine haben eine amphipatische, sekundare a-Helix-Peptidstruktur. Die Ausbil-
dung einer a-helikalen Struktur ist vom pH-Wert, der Anionenkonzentration und der
Konzentration von Cathelicidin-LL-37 in der Lésung abhangig. Die a-Helix-Struktur ist
Voraussetzung fur die antimikrobielle Aktivitat [85]. Cathelicidin-LL-37 ist insgesamt
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positiv geladen. Das N-terminale Ende ist hydrophob, in wéassrigen Lésungen bildet
Cathelicidin-LL-37 Oligomere. Es ist in der Lage negativ geladene Bakterienmembra-
nen zu penetrieren. Derzeit werden verschiedene Mechanismen diskutiert, wie Catheli-

cidin-LL-37 die Bakterienmembranen durchdringen kann:

Die N-terminalen Enden kénnten mit der auBeren Membran von gram-negativen Bakte-
rien interagieren und sich mit Hilfe der helikalen Struktur als transmembranare Kanéale
in die Membran einlagern. Durch eine Art Teppich-Bildung greifen die Cathelicidin-
Monomere dann die innere Membran an. Die Bildung von Oligomeren ist Vorausset-
zung fur diesen Angriff.

Alternativ wird eine alleinige Poren- oder Teppich-Bildung als Mechanismus diskutiert.
Andere antimikrobielle Peptide bilden keine Poren, sondern zerstéren Membranen,
indem sie ihre Monomere Teppich-ahnlich auf der Membran anordnen [23, 124].

Far KR-12 konnte gezeigt werden, dass seine positive Ladung die negativ geladenen
Phosphatidylglycerol-Bestandteile der Bakterienmembran anzieht [151].

Antimikrobielle Peptide inhibieren innerhalb der Zelle die DNA-(Desoxyribonu-
kleinsaure)- und RNA-Synthese, Enzyme, die Ribosomenfunktion, die Proteinsynthese
und Proteinfaltung sowie die Mitochondrienfunktion [127].

AuBer in Neutrophilen findet sich Cathelicidin-LL-37 auch im Knochenmark, in Myelo-
zyten und Metamyelozyten, in Atemwegsepithelien, in der Mundschleimhaut, in der
Zunge, im Osophagus, im Hoden, in der Cervix und Vagina, sowie in deren Sekreten
(Speichel, Schweil3, Sperma,). Im Plasma kommt es gebunden an Lipoproteinen vor [9,
19, 111, 119, 120, 136, 150]. Im Rahmen von Entziindungen wird es auch von Mono-
zyten, Lymphozyten und Keratinozyten produziert [7, 60].

Cathelicidin-LL-37 ist in der Lage sowohl gram-negative und gram-positive Bakterien
als auch Viren und Pilze abzutéten. Auch der Methicillin-resistente Staphylococcus

aureus wird eliminiert [120].

In Keratinozyten erhéhen LPS und IL-1a die Expression des CAMP-(Cathelicidin anti-
microbial peptide)-Genes, wohingegen TNFa, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 und IFN-y nicht
dazu in der Lage sind. Bei der atopischen Dermatitis sind vermutlich erhéhte IL-10-
Spiegel fur eine verminderte Expression der antimikrobiellen Peptide verantwortlich.
Bei Psoriasis ist die Expression von Cathelicidin-LL-37 erhdht. Bei dieser Erkrankung
kommt es deutlich seltener als bei der atopischen Dermatitis zu Infektionen mit patho-
genen Keimen [79, 123]. In Monozyten konnte die Cathelicidin-LL-37-Expression durch
1,25-Dihydroxycholecalciferol erhéht werden [109].
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Eine weitere wichtige Eigenschaft von Cathelicidin-LL-37 ist die Férderung der Diffe-
renzierung von dendritischen Zellen. Nach Exposition exprimieren dendritische Zellen
vermehrt phagozytotische und kostimulatorische Rezeptoren, nehmen mehr Antigen
auf und bilden vermehrt IL-12 und IL-6, was wiederum Ty1-Zellen aktiviert. Dadurch
wird die Ty1-Antwort verstarkt und die T-Zell-Stimulation halt Ianger an. Aufgrund die-
ser Effekte kann Cathelicidin-LL-37 als Bindeglied zwischen angeborenem und erwor-

benem Immunsystem angesehen werden [48].

Bei physiologischen Konzentrationen von 1-5 pg/ml Cathelicidin-LL-37 auf Schleim-
hauten dominiert eine immunmodulatorische Funktion. Dabei reichen auch Konzentra-
tion von < 1 pg/ml zur Neutralisation von Endotoxinen [111]. W&hrend systemischen,
pulmonalen und nicht-pulmonalen Infektionen lie3 sich bei Neugeborenen eine erhéhte
Konzentration von Cathelicidin-LL-37 im Trachealsekret nachweisen. Diese Konzentra-

tionen korrelierten mit dem IL-8- und TNFa-Spiegel [132]. Ein erhéhter Cathelicidin-
LL-37-Spiegel fand sich auch in der Lavage-Flussigkeit von Sarkoidose-Patienten [8].
Weiterhin fordert Cathelicidin-LL-37 die Angiogenese, wodurch die Vaskularisierung
von Wunden gesteigert wird. Diese Effekte werden vermutlich Gber den von Epithelzel-
len exprimierten FPRL1-(Formyl peptide receptor-like-1)-Rezeptor vermittelt [89].

1.3.2 Cathelicidine und ihre Rolle bei systemischen Infektionen

LPS spielen als Bestandteile von Pathogenen eine groBe Rolle bei systemischen Infek-

tionen.

Cathelicidine kdnnen LPS binden und neutralisieren. Durch die Bindung wird die An-
heftung von LPS an CD14 verhindert und die Interaktion von LPS mit dem Lipopoly-
saccharid-bindenden Protein (LBP) geblockt. Die Steigerung der Zytokinproduktion
(TNFa) bleibt aus und ein Endotoxinschock wird vermieden [91, 114]. Cathelicidin-LL-
37 kann sowohl geléstes LPS als auch an CD14 gebundenes LPS an Makrophagen
binden und neutralisieren. Dariiber hinaus ist Cathelicidin-LL-37 mdglicherweise als
einziges antimikrobielles Peptid in der Lage, LPS aus seiner Bindung an CD14 zu ver-
drdngen. Auch LPS-Aggregate kénnen durch Cathelicidin-LL-37 aufgelést werden
[129]. In Anwesenheit von LPS wird die durch LPS getriggerte TNFa-Sekretion sowie
die Produktion weiterer pro-inflammatorischer Zytokine durch Neutrophile inhibiert.
Fehlt LPS, férdert Cathelicidin-LL-37 die Sekretion von pro-inflammatorischen Zytoki-
nen [11]. Ahnliches gilt fiir die Beeinflussung der Stimulation durch die Lipoteichons&u-
re gram-positiver Bakterien bzw. durch Bestandteile von Mykobakterien [129, 134].

Cathelicidin-LL-37 unterdriickt die LPS-Antwort nur selektiv, die Bildung von Zytokinen,
die fur die Zellrekrutierung und Chemotaxis benétigt werden, wird nicht gehemmt [111].
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Cathelicidin-LL-37 beeinflusst die Expression von Genen (z. B. Rezeptoren, Zellober-
flachenantigene, Zytokine, Chemokine, Interleukine), deren Produkte sowohl anti- als
auch pro-inflammatorische Funktionen erfllen. Pro-inflammatorische Zytokine (IL-8)
bzw. Zytokinrezeptoren (IL-8-Rezeptor-beta (IL-8RB), IFN-y-Rezeptor) und chemotak-
tisch wirksame Mediatoren wie Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP-1), CXC-
Motiv-Chemokinrezeptor-4 (CXCR-4) und CC-Motiv-Chemokinrezeptor-2 (CCR-2)
werden vermehrt gebildet; DNA-Reparaturproteine, Macrophage-Inflammatory-Protein-
1a (MIP1a), Onkostatin M und IL-12 dagegen vermindert. Cathelicidin-LL-37 spielt da-
her nicht nur eine groBe Rolle bei der direkten Elimination von Bakterien sondern auch
bei der Modulation der Immunantwort (z. B. Aktivierung von Neutrophilen) [11, 74,
134].

AuBerdem werden durch Cathelicidin-LL-37 T-Lymphozyten, Mastzellen, Neutrophile
und Monozyten chemotaktisch angelockt. Durch die Mobilisation von intrazelluldarem
Calcium (vermutlich Uber G-Proteine und Phospholipase C, Inositoltrisphosphat-
Bildung) kann Cathelicidin-LL-37 die Degranulation von Mastzellen induzieren, wo-
durch Histamine freigesetzt werden [120-122]. Die Aktivierung von Neutrophilen, T-
Lymphozyten und Monozyten geschieht vermutlich Uber den FPRL1-(Formyl peptide
receptor-like-1)-Rezeptor [155]. Fir andere Effekte werden andere Rezeptoren bend-
tigt [112].

In einem Sepsis-Modell bei Ratten rief Cathelicidin-LL-37 die gleichen Effekte (vermin-
derte TNFa- und NO-Sekretion) hervor wie Imipenem und Polymyxin B. DarlUber hin-
aus konnte die Konzentration von Endotoxin im Plasma gesenkt werden [45].

Die prophylaktische oder therapeutische Gabe von Cathelicidin-LL-37 in einem weite-
ren Sepsismodell bei Ratten zeigte eine verbesserte Uberlebensrate [145].

Bei gleichzeitiger Gabe eines synthetisch hergestellten Cathelicidin-LL-37 und LPS
konnte eine hohe Dosis die Mortalitédt senken. Gleiches galt fir die Gabe von niedrig
dosiertem Cathelicidin-LL-37 2 h zeitverzdgert nach LPS-Gabe, wéahrend hohe Dosen
zu diesem Zeitpunkt einen toxischen Effekt ausibten und die Mortalitdt anhoben [61].
Die experimentelle Injektion von Cathelicidin-LL-37 fUhrte zu niedrigeren Konzentratio-
nen von Endotoxin, IL-6 und TNFa.

Die Gabe eines rekombinanten antimikrobiellen Peptides (rBPI21, recombinant bacte-
ricidal/permeability-increasing protein) bei Kindern mit Meningokokken-Sepsis zeigte
positive Effekte auf die Mortalitdt und erniedrigte die Zahl der notwendigen Amputatio-
nen signifikant [96].

Eine Uberexpression von Cathelicidin-LL-37 in M&usen schiitzte die Tiere vor Infektio-
nen und Entzindungen. Hbhere Konzentrationen von Cathelicidin-LL-37 konnte bei
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diesen Tieren in der bronchoalveolaren Lavage und im Serum nachgewiesen werden.
Der erhéhte Gehalt im Serum konnte die TNFa-Sekretion nach LPS-Gabe senken und
die Mortalitat der Mause um 15-25 % reduzieren [22].

In einem Xenograft-Modell fiir Mukoviszidose konnte durch die Uberexpression von
Cathelicidin-LL-37 die sonst stark beeintrachtigte Fahigkeit, Pseudomonas aeruginosa
und Staphylococcus aureus abzutdten, wieder auf ein normales Niveau angehoben
werden [20, 21].

Patienten mit niedrigem Cathelicidin-LL-37-Spiegel, die sich einer dauerhaften Hamo-
dialyse unterziehen mussten, hatten verglichen mit Patienten mit héherem Ausgangs-
spiegel eine erhdhte 1-Jahres-Mortalitatsrate, hervorgerufen durch Infektionen [64].

1.3.3 Cathelicidin und Vitamin D

Die Interaktion von Mycobacterium tuberculosis mit dem TLR 2/1 fuhrt zu einer ver-
mehrten Expression des Genes Cyp27B1 (1-a-Hydroxylase katalysiert die Bildung von
1,25-Dihydroxycholecalciferol), zu einer vermehrten Expression des VDR und nach
Stimulation mit 1,25-Dihydroxycholecalciferol zu einer vermehrten Bildung von Catheli-
cidin durch eine direkte Induktion des zugehérigen Genes (CAMP) [102]. Sowohl auf
Protein- als auch auf mMRNA-Ebene wird die Produktion von Cathelicidin gesteigert. Als
Folge davon wird Mycobacterium tuberculosis effektiver abgetbtet. Ein 25-
Hydroxycholecalciferol-Defizit (25-Hydroxycholecalciferol ist eine Vorstufe von 1,25-
Dihydroxycholecalciferol) beeintrachtigt diesen Vorgang [103]. Die Promotorregion des
Cathelicidin-Gens besitzt ein VDR-response-Element, daher ist der VDR fir die anti-
mikrobielle Aktivitat des Cathelicidins unverzichtbar [101].

Daneben konnte aber auch ein nicht auf eine verédnderte Genexpression beruhender
Weg, Uber den Vitamin D3 Mykobakterien abtdéten kann, identifiziert werden. In
Makrophagen sind die Phosphatidylinositol-3-Kinase und die Entstehung von Sau-
erstoffmetaboliten durch die  Nikotinamid-Adenindinukleotid-Phosphat-(NADPH)-
abhéangige Oxidase an der Eliminierung von Mykobakterien beteiligt [135].

Epithelzellen des Respirationstraktes zeigten parallel zur Umwandlung von 25-
Hydroxycholecalciferol zu 1,25-Dihydroxycholecalciferol eine vermehrte Cathelicidin-
und CD14-Expression. Virale RNA war in der Lage, die Expression der 1-a-
Hydroxylase zu erhéhen und gemeinsam mit Vitamin D die Bildung von Cathelicidin zu
induzieren [71]. Auch in bronchialen Epithelzellen von Mukoviszidose-Patienten konnte
gezeigt werden, dass 1,25-Dihydroxycholecalciferol die Cathelicidin-Expression stei-
gert [156].
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Keratinozyten reagierten nach Stimulation mit TGFB mit einer vermehrten Synthese
von 1a-Hydroxylase. Die Fahigkeit der Keratinozyten, mikrobielle Bestandteile Uber
TLR2 zu erkennen wund Cathelicidin zu bilden, wurde verstarkt. 1,25-
Dihydroxycholecalciferol steigert wiederum die Synthese von TLR2 auf Keratinozyten
[100, 133]. Verletzte oder infizierte Haut ist durch eine erhéhte Konzentration von Ca-
thelicidin gekennzeichnet [53].

Monozyten bilden ex vivo unter Zugabe von 25-Hydroxycholecalciferol und nach TLR-
Aktivierung vermehrt hCAP (Vorstufe des Cathelicidin-LL-37). Der Anstieg ist dabei
proportional zum Serum-Vitamin-D-Spiegel. Die gleiche Beobachtung wurde auch un-
ter dem Einwirken von LPS gemacht [5].

1.4 Alpha--Antitrypsin als Akute-Phase-Protein

Das zu der Serpin-Familie gehérige Alpha-s-Antitrypsin ist ein Glykoprotein von 52 kDa,
das sich in allen Geweben und Kérperflissigkeiten finden l&sst. Das zugehdrige Gen
(SERPINA1) liegt auf Chromosom 14;931-32.3 [59]. Alpha-{-Antitrypsin wird in groBen
Mengen von Hepatozyten und Monozyten produziert und tber die Leber an das Blut
abgegeben. Im Serum liegt die Konzentration bei 150-350 mg/dl. Die Hauptfunktion
des Alpha-i-Antitrypsins ist die Inhibition der Serinproteasen, insbesondere der
neutrophilen Elastase (ausgeschittet von neutrophilen Granulozyten) und damit der
Schutz des Gewebes vor proteolytischer Zerstdérung. Im gesunden Organismus
herrscht ein Gleichgewicht zwischen der gewebszerstérenden neutrophilen Elastase
und dem protektiven Alpha-;-Antitrypsin. Bei Alpha-;-Antitrypsin-Mangel kommt es zur
Akkumulation von Alpha--Antitrypsin in der Leber und somit zur Leberzirrhose, da das
veranderte Protein nicht freigesetzt werden kann. Durch den resultierenden Mangel
kommt es dann zum Lungenemphysem [40, 59].

Da Alpha-i-Antitrypsin zu den Akute-Phase-Proteinen gehdrt, wird es bei Entziindungs-
reaktionen vermehrt gebildet [50]. Vor allem IL-6, IL-1 und TGF-B regen die Produktion
der Akute-Phase-Proteine in der Leber an [41]. Nach bisherigen Erkenntnissen eignet
es sich nur begrenzt zur (frihen) Diagnose einer Entziindungsreaktion/Sepsis [35,
141].
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2 Fragestellung

Obwohl in den letzten Jahrzehnten Fortschritte in der Diagnostik und Therapie der
Sepsis gemacht werden konnten, bleibt die Erkrankung mit einer hohen Morbiditat und
Mortalitat behaftet.

Bei der Pathogenese der Sepsis spielen die angeborene Immunabwehr und das
Gleichgewicht zwischen pro- und anti-inflammatorischer Immunantwort eine grof3e Rol-

le.

In den letzten Jahren wurde die Bedeutung von Vitamin D als Modulator der Immun-
funktion erkannt. Dagegen ist noch nicht geklart, wie sich ein Vitamin-D-Mangel auf die
Immunreaktion bei einer Sepsis auswirkt und ob dieser Mangel als Risikofaktor fir das
Auftreten und den Verlauf der Erkrankung zu bewerten ist.

Die Rolle der antimikrobiellen Cathelicidine bei einer Sepsis ist derzeit ebenfalls noch

unzureichend erforscht.
Ziel der Arbeit ist es, folgende Fragen zu klaren:
1) Weisen Sepsis-Patienten einen verminderten Vitamin-D-Spiegel auf?

2) Ist die Serumkonzentration antimikrobieller Peptide, wie Cathelicidin-LL-37, bei
Patienten mit Sepsis erniedrigt?

3) Kommt es bei einer Sepsis zu einer veranderten Serumkonzentrationen des a;-
Antitrypsins?
4) Korrelieren die potenziell gemessenen Veradnderungen in den Vitamin-D-, Catheli-

cidin-LL-37-Spiegeln mit dem Gesundheitszustand der Patienten?

Mit dieser Analyse sollen mdgliche Risikofaktoren fur die Entwicklung bzw. flr einen
schweren Verlauf der Erkrankung identifiziert werden.
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3 Methoden

3.1 Patienten

Zwischen Februar 2008 und Mé&rz 2009 wurden 32 SIRS-Patienten, 16 Intensiv-
Patienten (Intensiv-Kontrollen) und 16 gesunde Kontrollen in die von der Ethikkommis-
sion der Universitat Marburg genehmigte Beobachtungsstudie eingeschlossen.

Die SIRS-Patienten wurden nach Prifung der Ein- und Ausschlusskriterien innerhalb
von 12 h nach Aufnahme auf den teilnehmenden Intensivstationen 1, 3, 4, 5 und 8 des
Universitatsklinikums Marburg in die Studie aufgenommen.

Die Aufklarung der Patienten oder der gesetzlichen Betreuer erfolgte durch die an der
Studie teilnehmenden Arzte.

Die Kontrollpatienten wurden auf den Intensivstationen 4 und 5 (Intensiv-Kontrolle) und

unter den Mitarbeitern des Klinikums (gesunde Kontrolle) rekrutiert.

3.2 Ein- und Ausschlusskriterien

3.2.1 Einschlusskriterien

Fir die Aufnahme in die SIRS-Gruppe mussten die Patienten mindestens zwei der
folgenden SIRS-Kriterien erfillen:

e Korperkerntemperatur = 38 °C oder < 36 °C
e Herzfrequenz = 90 Schlage/min
e Atemfrequenz = 20 Atemzige/min oder paCO2 < 32 mmHg (Spontanatmung)

e |Leukozyten > 12000/mm?3 oder < 4000/mm3 oder > 10 % unreife (stabférmige)

Formen

Bei den Kontrollpatienten durfte kein SIRS nach den oben genannten Kriterien vorlie-
gen. DarlUber hinaus musste der Wert des C-reaktiven Proteins (CRP) normwertig sein:

e CRPim Serum < 5 mg/dl

Far alle Teilnehmer musste eine schriftliche Einverstadndniserklarung des Patienten
oder eines gesetzlichen Betreuers vorliegen.

3.2.2 Ausschlusskriterien

Als Ausschlusskriterium galt die entzogene Zustimmung.
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3.3 Studienablauf

Die Blutabnahme erfolgte 12-24 h nach Aufnahme auf die Intensivstation. Es wurden
jeweils vier Serum-Réhrchen a 9 ml und 2,5 ml Blut in einem PAXgene-Réhrchen
(PAXgene Blood RNA Tube und Vacutainer, Luer-Adapter) entnommen. Gleichzeitig
erfolgte bei den SIRS-Patienten und bei den Patienten der Intensiv-Kontrolle die Erhe-
bung der klinischen Daten, des APACHE-II-(Acute Physiology and Chronic Health Eva-
luation Il)-Scores, des MOD-(Multiple Organ Dysfunction)-Scores und des SOFA-
(Sequential organ failure assessment)-Scores. Daneben wurden verfligbare Daten
Uber aktuelle Diagnosen, frihere Diagnosen, die aktuelle Therapie (z. B. Antibiotikaga-
be), Einsatz von Kortikosteroiden und Katecholaminen, Beatmung, Nierenersatzverfah-
ren und Gabe von Blut-/Gerinnungsfaktoren sowie den mdglichen Infekifokus doku-

mentiert.

Bei den SIRS-Patienten wurde die Blutentnahme und Datenerhebung an zwei weiteren
Zeitpunkten nach 72 h und 7 d wiederholt.

Far die gesunden Kontrollen wurde ein modifizierter Erhebungsbogen verwendet, der
Vorerkrankungen, aktuelle Medikationen, GréBe und Gewicht erfragte.

Ein Serum-Réhrchen wurde an das Zentrallabor zur Bestimmung von Parathormon,
1,25-Dihydroxycholecalciferol und 25-Hydroxycholecalciferol gegeben. Das PAXgene-
Roéhrchen wurde fir mindestens 2 h bei Raumtemperatur belassen und dann bei -22
°C eingefroren. Die drei weiteren Serumréhrchen wurden fir 10 min bei 3200 x g
zentrifugiert. Ein Réhrchen wurde fir die Alpha-;-Antitrypsin-Bestimmung im Kuhl-
schrank gelagert.

Aus den restlichen Réhrchen wurde der Uberstand auf 4-5 Eppendorf-Cups aliquotiert
und bei -22 °C fir die spatere Cathelicidin-LL-37-Bestimmung eingefroren.

3.4 APACHE-II-Score, SOFA-Score und MOD-Score

Die verwendeten Intensiv-Scores messen die Schwere von Organdysfunktionen, un-
abhangig von der Ursache (z. B. schwere Eingriffe, Traumata, systemische Entzin-
dungsantwort) [66, 107, 148].

Der APACHE-II-Score erfasst die Temperatur, den mittleren arteriellen Blutdruck, die
Herzfrequenz, die Atemfrequenz, die Oxygenierung, den pH, die Na*-Konzentration,
die K*-Konzentration, das Kreatinin, den Hamatokrit, die Leukozyten und den Glasgow-
Coma-Scale. Je nach Altersgruppe werden 0 (< 44 Jahre), 2 (45-54 Jahre), 3 (55-64
Jahre), 5 (65—-74 Jahre) oder 6 (> 75 Jahre) Punkte hinzu addiert. Des Weiteren wird
der operative Status (nicht operiert, Notfall-Operation oder Wabhleingriff) und der Im-
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munstatus bzw. eine vorher bekannte Organinsuffizienz (Leber, kardiovaskulares Sys-
tem, Atmung, Niere und Immunschwache) mit erfasst. Theoretisch kann so eine maxi-

male Punktzahl von 67 Punkten erreicht werden [88].

Der MOD-Score erfasst die p.,O./FiO,-Ratio, das Kreatinin, das Bilirubin, die Druck-
adjustierte Herzfrequenz (Herzfrequenz x Zentralvenendruck / mittleren arteriellen
Druck), die Thrombozytenzahl und den Glasgow-Coma-Scale, um die Organdysfunkti-
on zu charakterisieren. Es sind maximal 24 Punkte mdglich [107].

Der SOFA-Score erfasst die gleichen Parameter, aber statt der Druck-adjustierten
Herzfrequenz wird der mittlere arterielle Blutdruck und die Dosis der eingesetzten Ka-
techolamine Dopamin, Adrenalin oder Noradrenalin berlcksichtigt. Die maximal er-
reichbare Punkizahl betragt ebenfalls 24 Punkte [148, 149].

3.5 Bestimmung des 1,25-Dihydroxycholecalciferols

Die Bestimmung des 1,25-Dihydroxycholecalciferols erfolgte im Zentrallabor des Uni-
versitatsklinikums Marburg. Verwendet wurde das Testkit der Firma Immundiagnostik
AG, Bensheim.

Die quantitative Bestimmung erfolgt durch Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA). Der monoklonale Antikérper erkennt das 1,25-Dihydroxycholecalciferol.

Der angegebene Referenzbereich bei gesunden Erwachsenen zwischen 20 Jahren
und 50 Jahren liegt bei 17 pg/ml bis 53 pg/ml. Die Nachweisgrenze wird mit 4,8 pg/mil
angegeben. Der laborinterne Referenzbereich liegt bei 25 ng/l bis 80 ng/l.

3.6 Bestimmung des 25-Hydroxycholecalciferols

Die Bestimmung des 25-Hydroxycholecalciferols erfolgte im Zentrallabor des Universi-
tatsklinikums Marburg. Sie wurde mit einem Chromsystem-Reagenzienkit der Firma
Chromsystems Instruments & Chemicals GmbH, Minchen durchgefihrt. Der laborin-
terne Referenzbereich liegt zwischen 10 pg/l bis 50 ug/I.

Die gemessenen Werte wurden nach den Kategorien ,suffizient* 2 30 ng/ml, ,insuffi-

zient“ 21 ng/ml bis 29 ng/ml und ,defizient* = 20 ng/ml [nach [77]] bewertet.
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3.7 Bestimmung des Alpha-;-Antitrypsins

Die Bestimmung des Alpha-;-Antitrypsins im Serum erfolgt nephelometrisch im Alpha-
1-Antitrypsin-Labor (Pneumologie Marburg). Bei der immunologischen Reaktion binden
spezifische Antikérper an Alpha-i-Antitrypsin. Die durch unterschiedliche Konzentratio-
nen von Antikérper-Antigen-Komplexen variierende Streuung des Lichts wird gemes-
sen und kann so zur Konzentrationsbestimmung des Alpha;-Antitrypsins genutzt wer-
den.

Verwendet wurden das Behring Nephelometer Il, N Antiserum gegen Human-a;-
Antitrypsin der Firma Dade Behring Marburg GmbH und die entsprechenden Standard-
und Kontrollproben sowie Puffer und Diluens.

Der Referenzbereich wird mit 0,9 g/l bis 2 g/l angegeben.

3.8 Quantitative Bestimmung der Expression der Cathelicidin-
LL-37-mRNA

Fir die Expressionsanalyse von Cathelicidin-LL-37 wurde aus den Proben in einem
ersten Schritt RNA isoliert, aus der dann cDNA (complementary Desoxyribonucleic-
acid) synthetisiert wurde. Mithilfe der daran anschlieBenden RT-PCR (Real-time Poly-
merase chain reaction) erfolgte eine quantitative Bestimmung der Expression der Ca-
thelicidin-LL-37-mRNA.

Isolierung der RNA

Zur Isolierung der RNA wurde das PAXgene Blood RNA Kit von QIAGEN PreAnalytiX
GmbH, Hombrechtikon (CH) verwendet. Die RNA-Isolierung erfolgte nach den Anga-
ben des Herstellers.

Entsprechend der Versuchsanleitung wurden die Réhrchen zentrifugiert, der Uberstand
abpipettiert und dann erneut mit 4 ml RNase-freies Wasser gemischt. Nach Zentrifuga-
tion und Entfernung des Uberstandes erfolgte die Zugabe von 350 pl Resuspendie-

rungspuffer.

AnschlieBend wurden 300 ul Bindungspuffer und 40 ul Proteinase K dazugegeben und
fir 10 min bei 55°C im Schuttelinkubator inkubiert. Das Lysat wurde anschlieBend in
die PAXgene Homogenisier-Spinsaule tberfihrt und mit 350 pl Waschpuffer gewa-
schen.

10 pl DNase und 70 pul DNA-Verdaupuffer wurden in einem separaten Reaktionsgefaf3
vorsichtig gemischt. 80 pl dieses Ansatzes wurden dann auf die Membran der Spinsau-
le pipettiert und anschlieBend 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.
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Es folgten zwei weitere Waschschritte mit 500 ul Waschpuffer 2. Danach wurde 40 pl
Elutionspuffer hinzugegeben und zweimal eluiert. Das Eluat wurde bei 65 °C inkubiert
und danach sofort auf Eis gekihlt. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Proben
bei -80°C eingefroren.

Synthese der cDNA
Zur cDNA-Synthese wurde das First Strand cDNA Synthesis Kit von Fermentas ver-

wendet.

1 pg RNA wurde auf 10 pl mit Aqua dest. aufgeflllt und mit 1 pl Oligo-dT-
(Desoxythymidin)-Primer gemischt. Die Ansatze wurden zunachst 5 min bei 72 °C,
danach 1 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden 7 yl Mastermix, bestehend aus
4 ul 5x Reaktionspuffer, 2 pl dNTP (Desoxyribonukleotidtriphosphate) und 1 yl RNAse-
Inhibitor, zu jeder Probe hinzugefligt und 5 min bei 37 °C inkubiert.

Danach wurde 2 ul des Enzyms reverse Transkriptase hinzugegeben, wobei die Tem-
peratur nicht unter 20 °C sinken sollte. Es folgten 60 min Inkubation bei 37 °C und 10
min bei 72 °C. AnschlieBend wurden die Proben mit 180 pl Aqua dest. aufgefillt und
bei -80 °C flr die weitere Verarbeitung eingefroren.

Die Negativkontrolle wurde mit 200 pl Aqua dest. anstelle der verdinnten Probenl6-
sung durchgeflhrt.

RT-PCR fur Cathelicidin-LL-37

Die RT-PCR wurde mit dem iCycler der Firma BIORAD durchgefuhrt. Als endogene
Kontrolle wurde 18s ribosomale RNA verwendet.

Fir die Anséatze wurde zunéchst ein Mix hergestellt:

e 12,5yl SYBRGreen,

e 0,5 pl Cathelicidin-LL-37 bzw. 18s Primer forward

e 0,5l Cathelicidin-LL-37 bzw. 18s Primer backward

e 6,5 pl Aqua dest.

20 pl Mix und 5 pl cDNA wurden gemischt und in den iCycler eingesetzt.

Folgende Cathelicin LL-37-Primer wurden verwendet:

e Forward Primer: 5 AGGCCCACGATGGATGGGGA 3’

e Backward Primer: 5 CCTGGGTACAAGATTCCGCAAAAA 3
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RT-PCR-Protokoll

15 min bei 95 °C,
e 40 Zyklen mit: 40 Sekunden bei 95 °C,
50 Sekunden bei 59 °C
40 Sekunden bei 72 °C,
e 6 minbei 72 °C,
e 1 min bei 95 °C,
e 1 min bei 55 °C,
e Schmelzkurve ab 55 °C in 0,5 °C Schritten,
e danach wird die Temperatur bei 10 °C gehalten.

Es wurden jeweils doppelte Bestimmungen von Cathelicidin-LL-37, der Negativkontrol-
le und vom Housekeeping-Gene 18s RNA durchgefihrt.

Die Auswertung und relative Quantifizierung erfolgte mit der AACt-Methode.
ACt Probe = Ct Probe — Ct endogene Kontrolle
AACt = ACt Probe — ACt Kalibratorprobe mit ACt Kalibratorprobe = 0

(Ct = cycle threshold, PCR-Zyklus bei dem das Signal signifikant das Hinter-
grundsignal tbersteigt)

2 2% gibt dabei die Expression der mRNA in relativen Einheiten an.

3.9 Cathelicidin-LL-37-ELISA

Die Cathelicidin-LL-37-Protein-Konzentration der Proben wurde mittels ELISA be-
stimmt. Dazu wurde ein selbst entwickeltes Assay wie in [132] beschrieben mit Anti-
kérpern der Firma Hycult und GE Healthcare durchgefihrt.
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3.10 Statistische Auswertung

Die Berechnung und Darstellung der Ergebnisse erfolgte in absoluten Zahlen, Prozent-
angaben, Mittelwert = Standardabweichung. Beim Vergleich mehrerer Gruppen wurde
der ANOVA-(Analysis of variance)-Test (Kruskal-Wallis Test flr parameterfreie oder
nicht-parametrische Verteilung) verwendet. Als Post-Test wurde der Dunn’s Multiple
Comparison Test benutzt. Bei normalverteilten Ergebnissen wurde die Bonferroni-
Korrektur verwendet. Binare Variablen wurden mit Hilfe des Chi-Testes untersucht.

Beim Vergleich von lediglich zwei Gruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test einge-
setzt.

Bei der Untersuchung von Zusammenhangen wurde der Spearman-Korrelationsfaktor
benutzt.

Ein Ergebnis von p < 0,05 wurde als signifikant gewertet.

Die Einteilung der 25-Hydroxycholecalciferol und Cathelidin LL-37-Werte in vier Grup-
pen wurde durch die Bildung von Quartilen der gemessenen Werte vorgenommen.

Zur Berechnung und Darstellung wurde das Programm GraphPad Prism 5.0 (2007)
von GraphPad Software Inc. sowie Microsoft Excel 2003 verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Patienten

4.1.1 Patientencharakteristika

Es wurden 32 SIRS-Patienten, 16 Intensiv-Kontrollen und 16 gesunde Probanden ein-
geschlossen (Tabelle 1). Das Alter aller Patienten und Probanden lag im Mittel bei 61
Jahren * 14 Jahre. Der Altersunterschied zwischen SIRS-Patienten und der Intensiv-
Kontrolle war nicht signifikant. Dagegen unterschieden sich die beiden Kontrollgruppen
untereinander und auch die SIRS-Patienten und gesunde Kontrollen hinsichtlich des
Alters signifikant.

Der Anteil der weiblichen Patienten lag in der SIRS-Gruppe bei 34,4 %, in der Gruppe
der Intensiv-Kontrolle bei 37,5 % und in der gesunden Kontrolle bei 62,5 %. Die Ge-
schlechtsverteilung in den drei Gruppen war nicht signifikant verschieden.

Der BMI konnte nur bei 14 SIRS-Patienten, 13 Patienten der Intensiv-Kontrolle und bei
15 Patienten der gesunden Kontrolle erhoben werden. Die Unterschiede zwischen den
drei Gruppen waren dabei nicht signifikant.

Tabelle 1: Patientencharakteristik

(Kruskal-Wallis-Test, Chi-Test bei binaren Variablen)
MW z SD, n. s. = nicht signifikant

pWert | owen | PO
SIRS- Intensiv- | gesunde | gpgys | ooo Intensiv-
Patienten | Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle esunvdsé Kontrolle
n=32 n=16 n=16 Intensiv- | 2 e =8
station Kontrolle sunde
Kontrolle
Alter (Jahre) 64 +14 66 +12 51+12 n.s. p<0,05
Geschlecht
11 6 10
Weiblich n. s. n. s. n. s.
ellie (344%) | (375%) | (62,5%)
21 10 6
Mannlich n.s. n.s. n.s.
' (655%) | (625%) | (37,5%)
27+6 27 +4 24 +3
BMI .s. .s. s
(n=14) (n=13) (n=15) n-$ n-$ n-s
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Bei den SIRS-Patienten war der haufigste Infekifokus das Abdomen, gefolgt von den

Weichteilen und Atemwegen.

Wie in Tabelle 2 ersichtlich, traten bei den SIRS-Patienten und in der Intensiv-Kontrolle
ahnliche Komorbiditaten auf. Es dominierten die arterielle Hypertonie, der Diabetes
mellitus und die koronare Herzerkrankung (KHK). Bei den SIRS-Patienten wurde hau-
fig auch eine chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) diagnostiziert. Bei der

Intensiv-Kontrolle gab es keine Patienten mit Immunsuppression.

Tabelle 2: Patientencharakteristik

(Mehrfachnennungen bei Komorbiditdten und Therapie)

SIRS- Intensiv- | gesunde
Patienten | Kontrolle | Kontrolle

n =32 n=16 n=16
klinischer Fokus
Atemwege 5 - -
Abdomen 10 - -
Weichteile 8 - -
Urogenitaltrakt 4 - -
sonstige (Katheter) 4 - -
Unklar 1 - -
Komorbiditaten
arterielle Hypertonie 12 10 1
Diabetes mellitus 6 4 -
Koronare Herzerkrankung (KHK) 8 12 -
Herzinsuffizienz 3 1 -
Chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) 7 2 -
Chron. Niereninsuffizienz 3 3 -
Neoplasma 3 3 -
Immunsuppression 4 - -
Therapie an mind. einem der drei Zeitpunkte
Beatmung 31 1 -
Katecholamine 29 1 -
Nierenersatzverfahren 13 - -

Kortikosteroide

15
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31 Patienten der SIRS-Gruppe bendtigten an mindestens einem Erhebungszeitpunkt
wahrend des Beobachtungszeitraumes (7 d) eine invasive oder nicht-invasive Beat-
mung. Alle Patienten erhielten Antibiotika und 29 waren an mindestens einem Zeit-
punkt Katecholamin-pflichtig. Nierenersatzverfahren wurden in 13, Kortikosteroide in
15 Fallen eingesetzt.

4.1.2 Labordaten und Intensivscores

Die Labordaten zum Zeitpunkt der Aufnahme der Patienten in die Studie sind in Tabel-
le 3 dargestellt.

Die Zahl der Leukozyten war bei den SIRS-Patienten und den Patienten der Intensiv-
Kontrolle sowie zwischen den beiden Kontrollgruppen nicht signifikant verschieden.
Dagegen unterschieden sich die SIRS-Patienten hinsichtlich der Leukozytenzahl signi-
fikant von den Probanden der gesunden Kontrolle. Die Thrombozytenzahl zeigte keine
signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen.

Signifikant verschieden waren auch die CRP-Werte der SIRS-Patienten und der beiden
Kontrollgruppen. Die beiden Kontrollgruppen dagegen unterschieden sich nicht. In die
Intensiv-Kontrolle wurden vier Patienten mit einem CRP > 5 mg/l eingeschlossen. Der
CRP-Spiegel war durch eine Reanimation oder nach einer Intervention (z.B. perkutane
transluminale Koronarangioplastie (PCTA)) angestiegen. Bei diesen Patienten konnte
aber ein SIRS bzw. eine Infektion nach klinischen Kriterien sicher ausgeschlossen
werden. Procalcitonin als Sepsis-Marker wurde nur bei den SIRS-Patienten erhoben.

Kreatinin und Bilirubin wurden nur bei den SIRS-Patienten und bei den Patienten der
Intensiv-Kontrolle gemessen. Ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Grup-
pen konnte nicht detektiert werden.

Die Parathormon-Werte unterschieden sich signifikant zwischen den SIRS-Patienten
einerseits und der Intensiv-Kontrolle bzw. gesunden Kontrolle andererseits.

Die Intensiv-Scores konnten nicht bei allen Patienten zu allen drei Zeitpunkten erhoben
werden, da z.B. Patienten innerhalb der 7 d verstarben.

Der APACHE-II-Score lag in der Gruppe der SIRS-Patienten bei 27 + 8 (MW + SD, Min
2, Max 42). Bei den Patienten der Intensiv-Kontrolle betrug er 8 £ 5 (MW + SD, Min 2,
Max 18). Bei den Probanden der gesunden Kontrolle wurde der APACHE-II-Score
nicht erhoben.

Bei der zweiten Messung nach 72 h war der APACHE-II-Score bei den SIRS-Patienten
verglichen mit dem Ausgangswert geringflgig niedriger (22 + 7 Punkte MW * SD) und
bei der dritten Messung nach 7 d wieder geringflgig héher (24 £ 7 Punkte MW + SD).
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Der MOD-Score betrug zum Untersuchungsbeginn bei den SIRS-Patienten 10 + 4
Punkte (MW + SD) und schwankte im Verlauf kaum.

Der SOFA-Score lag am Tag der Aufnahme bei 13 + 4 Punkten (MW * SD) und fiel bei
der zweiten und dritten Messung leicht ab.

Die Unterschiede zwischen den SIRS-Patienten und den Patienten der Intensiv-
Kontrolle war bei allen untersuchten Scores signifikant.
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(Kruskal-Wallis-Test, Dunn’s Multiple Comparison Test, Mann-Whitney-U-

Test fiir Intensivscores)
MW + SD, n. s. = nicht signifikant, ZP 1 = Tag der Aufnahme, ZP 2 = nach 72 h,

Laborchemische Daten und Intensivscores
ZP3=nach7d

p-Wert p-Wert
Laborchemische Daten zum SIRS Patienten __a_“u.u““mhn _a.”“uu :n._m SIRS SIRS vs.
Einschlusszeitpunkt n=32 n=16 nﬂm o= vs Intensiv- gesunde
Kontrolle Kontrolle
Leukozyten (G/) 19,26 + 12,85 9,276 + 3,063 6.238 £+ 197 n s p <005
Thrembozyten (G/1) 1994 & 1482 214.3 £ 59,56 236,11 £ 62 n. s. mn. s
CRP (mg/) 2437 £ 133,5 6,212 £ 6,753 2,906 + 1,625 p<0,05 p<0,05
Pracalcitonin (pg/l) 3732675 - - -
Kreatinin {mg/dl) 27+17 1,15 £0,39 - p= 00008 -
Bilirubin (mg/dl) 1.7+11 0,85+£033 - p=00279 -
Paratharmon (ng/l) 152,3 £ 1916 50,19 +41,39 4213 £17.73 p<0,08 p<005
Intensivscores
APACHE Il ZP 1
(n=32) 2T+ 8 g+£5 - p<0,0001 -
APACHE Il ZFP 2
(n = 26) 27 : :
APACHE Il ZP 3
(n = 21) 2417 .
MOD ZP 1(n = 32) MW+4 11 p<0,0001 -
MOD ZP 2 (n = 26) 9+4 -
MOD ZP 3 (n = 21) 944 .
SOFAZP 1 (n= 32) 134 1+2 - p< 00001 -
SOFA ZP 2 (n = 26) 114 - - -
SOFAZP 3 (n=21) 115 - - -

Ergebnisse

Tabelle 3:




Ergebnisse 32

4.2 Patienten auf Intensivstationen sind Vitamin-D; defizient

Die Messung der 25-Hydroxycholecalciferol-Werte eignet sich, um den Versorgungs-

zustand mit Vitamin D Iangerfristig zu beurteilen.

Es wurden 18 SIRS-Patienten in den Monaten November bis April und 14 SIRS-
Patienten in den Monaten Mai bis Oktober eingeschlossen. Die Anzahl der Patienten
der Intensiv-Kontrolle betrug in den Monaten November bis April sechs und in den Mo-
naten Mai bis Oktober zehn. Die Probanden der gesunden Kontrollen wurden aus-
schlieBlich im Zeitraum von November bis Marz untersucht. Sowohl bei den SIRS-
Patienten als auch bei den Patienten der Intensiv-Kontrolle gab es keinen signifikanten
Unterschied zwischen den 25-Hydroxycholecalciferol-Werten im Sommer- oder Win-
terhalbjahr (Abbildung 2 und 3).
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Abbildung 2: 25-Hydroxycholecalciferol-Spiegel bei SIRS-Patienten im Winter- (Novem-
ber bis April, n = 18) und Sommerhalbjahr (Mai bis Oktober, n = 14)
p = 0,4232, n. s. = nicht signifikant, Streudiagramm, horizontale Linien MW +
SD
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Abbildung 3: 25-Hydroxycholecalciferol-Spiegel bei Patienten der Intensiv-Kontrolle im
Winter- (November bis April, n = 6) und Sommerhalbjahr (Mai bis Oktober,

n= 10)
p = 0,3132, n. s. = nicht signifikant, Streudiagramm, horizontale Linien MW +
SD

90,6 % der SIRS-Patienten waren Vitamin-Ds-defizient. Auch 87,5 % der Patienten der
Intensiv-Kontrolle hatten ein ausgepragtes Vitamin-Ds-Defizit. Bei den gesunden Kon-
trollen hatten 71,4 % einen defizienten oder insuffizienten Vitamin-Ds-Spiegel und nur
28,6 % waren suffizient mit Vitamin D3 versorgt (Tabelle 4).

Tabelle 4: Anzahl (Anteil) von Vitamin-D-suffizienten, -insuffizienten und -defizienten
Patienten in den Untersuchungsgruppen

25-Hydroxycholecalciferol-Konzentration

<20 ng/ml 21-29 ng/ml 2 30 ng/ml
SIRS-Patienten (n = 32) 29 (90,6 %) 1 (3,1 %) 2 (6,3 %)
Intensiv-Kontrolle (n = 16) 14 (87,5 %) 2 (12,5 %)
gesunde Kontrolle (n = 14) 5 (35,7 %) 5 (35,7 %) 4 (28,6 %)
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4.3 SIRS-Patienten haben signifikant niedrigere Vitamin-D;-
Spiegel als Kontrollpatienten von Intensivstation

Die folgende Tabelle 5 gibt einen Uberblick iiber die gemessenen Vitamin-D; Werte

zum Zeitpunkt der Aufnahme.

Tabelle 5: 1,25-Dihydroxycholecalciferol- und 25-Hydroxycholecalciferol-Spiegel der
SIRS-Patienten und der Patienten der Intensiv-Kontrolle bzw. gesunden
Kontrolle zum Zeitpunkt der Aufnahme
Angaben in MW + SD

Kon-
SIRS- Intensiv- gesunde Kon
Patienten Kontrolle
(n =16) (ANOVA)
(n =32) (n =16)

1,25-Dihydroxycholecalciferol 18,34 31.13 + 18,69 40,52+ 15,43 | p<0,0001
[ng/I] 21,18
25-Hydroxycholecalciferol 8,921 £
[ng/ml] 6.812 16,46 + 12,58 24,04 + 12,07 p < 0,0001

Bei drei SIRS-Patienten und einem Patienten der Intensiv-Kontrolle lagen keine validen
1,25-Dihydroxycholecalciferol-Werte zum Zeitpunkt der Aufnahme vor.

Wahrend SIRS-Patienten im einen 1,25-Dihydroxycholecalciferol-Spiegel von 18,34 +
21,18 ng/l (MW * SD) zeigten, lag der Spiegel der Patienten der Intensiv-Kontrolle bei
31,13 £ 18,69 ng/l. Der Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen war signifikant
(Abbildung 4; p < 0,05). Ebenso unterschieden sich die SIRS-Patienten von den Pro-
banden der gesunden Kontrolle (40,52 + 15,43 ng/l) signifikant (Abbildung 4; p <
0,001). Dagegen bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Kontrollgruppen.

Tabelle 6: 1,25-Dihydroxycholecalciferol-Spiegel der SIRS-Patienten und der Patien-
ten der Intensiv-Kontrolle bzw. gesunden Kontrolle zum Zeitpunkt der
Aufnahme
Angegeben sind Minimum, Maximum, Mittelwert und Standardabweichung

1,25-Dihydroxycholecalciferol o ast::ri.e ) II(rgﬁ?rill‘ll; s el
Minimum 4,8 6,2 16,9
Maximum 99,3 65,9 84
Mittelwert und Standardabweichung | 18,34 + 21,18 31,13 +£18,69 40,52 £ 15,43
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Abbildung 4 stellt die Verteilung der 1,25-Dihydroxycholecalciferol-Spiegel in den Un-
tersuchungsgruppen zum Zeitpunkt der Aufnahme noch einmal graphisch dar.
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Abbildung 4: 1,25-Dihydroxycholecalciferol-Spiegel zum Zeitpunkt der Aufnahme bei
SIRS-Patienten, Patienten der Intensiv-Kontrolle und der gesunden Kon-
trolle
*=p< 005, "™ =p< 0,001. n. s. = nicht signifikant, Streudiagramm,
horizontale Linien MW + SD

Bei der zweiten Messung (nach 72 h) konnte der 1,25-Dihydroxycholecalciferol-Spiegel
nur bei 25 SIRS-Patienten (bedingt durch Sterbefélle und gestdérte oder verunglickte
Analysen) ermittelt werden. Bei der dritten Messung (7 d) standen die Daten von 23
Patienten zur Verfugung.

Der 1,25-Dihydroxycholecalciferol-Spiegel bei den SIRS-Patienten lag 72 h nach der
Aufnahme bei 21,78 £ 24,99 ng/l und 7 d danach bei 16,94 + 14,91 ng/l. Die Unter-
schiede zwischen den drei Messpunkten waren nicht signifikant.

Der 25-Hydroxycholecalciferol-Spiegel zum Zeitpunkt der Aufnahme lag fur alle SIRS-
Patienten (n = 32) und fir alle Patienten der Intensiv-Kontrolle (n = 16) vor (Tabelle 6).
Bei den SIRS-Patienten wurde ein Wert aus den Berechnungen herausgenommen, da
er mehr als drei Standardabweichungen vom Mittelwert abwich (60,4 ng/ml). Bei den
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Probanden der gesunden Kontrolle konnte in zwei Fallen aufgrund von Messstérungen

kein Wert erhoben werden.

Der 25-Hydroxycholecalciferol-Spiegel lag bei den SIRS-Patienten bei 8,921 + 6,812
ng/ml. Er unterschied sich damit signifikant von dem Spiegel der Patienten der Inten-
siv-Kontrolle (16,46 £ 12,58 ng/ml; p < 0,05, Abbildung 5). Darliber hinaus bestand ein
signifikanter Unterschied zwischen den SIRS-Patienten und den Probanden der ge-
sunden Kontrolle (24,04 = 12,07 ng/ml, p < 0,001, Abbildung 5). Die Werte der beiden
Kontrollgruppen unterschieden sich nicht signifikant voneinander.

Tabelle 7: 25-Hydroxycholecalciferol-Spiegel der SIRS-Patienten und der Patienten
der Intensiv-Kontrolle bzw. gesunden Kontrolle zum Zeitpunkt der Auf-
nahme
Angegeben sind Minimum, Maximum, Mittelwert und Standardabweichung

25-Hydrmg;t/\:r)llltlecalclferol SIRS-Patienten ll(n;ﬁ?rsgl‘;é gesunde Kontrolle
Minimum 1,1 2,8 8,32
Maximum 34,8 55,1 49,9

Mittelwert und Standardab-

) 8,921 £ 6,812 16,46 + 12,58 24,04 + 12,07
weichung
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Abbildung 5 stellt die Verteilung der 25-Hydroxycholecalciferol-Spiegel in den Untersu-
chungsgruppen zum Zeitpunkt der Aufnahme noch einmal graphisch dar.

*kk

60 n.s.

E °
g A
§ A
O 40
=
o n
o ° A
8 A
3 ——
£ . Y ¥
5. 20
2 m "On % A,
S, | oo A
T | A
£ ARl
N [ ] ] L4

0 LT 1] . .

9 N &
o & s
A\ 2
2 <&
& A
\00 \\Q
o\(\ ‘éO
N
W o
© +
e

Abbildung 5: 25-Hydroxycholecalciferol-Spiegel zum Zeitpunkt der Aufnahme bei SIRS-
Patienten, Patienten der Intensiv-Kontrolle und der gesunden Kontrolle
*=p <005, "™ =p < 0,001. n. s. = nicht signifikant, Streudiagramm,
horizontale Linien MW + SD

Bei der zweiten Messung (nach 72 h) konnte nur bei 25 SIRS-Patienten der 25-
Hydroxycholecalciferol-Spiegel (9,061 + 5,977 ng/ml) bestimmt werden. Bei der dritten
Messung standen 24 SIRS-Patienten zur Verfigung (11,11 £ 7,71 ng/ml). Die Unter-
schiede im Zeitverlauf waren nicht signifikant.
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4.4 Das antimikrobielle Peptid Cathelicidin LL-37 ist bei SIRS-
Patienten nicht signifikant erniedrigt

4.4.1 Relative Expression der Cathelicidin LL-37-mRNA

Die Uber RT-PCR bestimmte relative Expression der Cathelicidin LL-37-mRNA (siehe
Kapitel 3.8) lag bei den SIRS-Patienten bei 109,1 + 38,26 (MW + SD)). Das Minimum
betrug 51,12 und das Maximum bei 222. Bei den Patienten der Intensiv-Kontrolle lagen
die Werte durchschnittlich bei 107,3 + 39,89 (Min 8,41, Max 167,7).

Die Probanden der gesunden Kontrolle zeigten eine Cathelicidin LL-37-mRNA-
Expression von durchschnittlich 129,7 + 40,94 (Min 81, Max 200,2). Auch wenn bei den
Probanden der gesunden Kontrolle die relative Expression im Mittel leicht hdher war,
konnte zwischen den drei Gruppen kein signifikanter Unterschied festgestellt werden
(Tabelle 8 und Abbildung 6).

Tabelle 8: Ubersicht iiber die Cathelicidin LL-37 mRNA Expression bei SIRS-
Patienten, Patienten der Intensiv-Kontrolle und Probanden der gesunden
Kontrolle.
n. s. = nicht signifikant
Angegeben sind Minimum, Maximum, Mittelwert und Standardabweichung
LL-37-mRNA b
] 37-m . SIRS Intensiv-Kontrolle gesunde Kontrol
Relative Expression le
Minimum 51,12 8,41 81
Maximum 222 167,7 200,2
Mittelwert und Standardab- 109,1 + 38,26 107,3 + 39,89 1297 + 40,94
weichung
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Abbildung 6 stellt die relativen Cathelicidin LL-37-mRNA-Mengen in den Untersu-
chungsgruppen zum Zeitpunkt der Aufnahme noch einmal graphisch dar.
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Abbildung 6: Relative Expression der Cathelicidin LL-37-mRNA zum Zeitpunkt der Auf-
nahme bei SIRS-Patienten, Patienten der Intensiv-Kontrolle und der ge-
sunden Kontrolle
n. s. = nicht signifikant, Streudiagramm, horizontale Linien MW = SD

4.4.2 Cathelicidin LL-37-Serum-Spiegel

Die Cathelicidin LL-37-Serum-Spiegel konnten bei allen SIRS-Patienten, bei allen Pati-
enten der Intensiv-Kontrolle sowie bei 13 Probanden der gesunden Kontrolle bestimmt

werden.

Bei den SIRS-Patienten betrug der Wert durchschnittlich 12,39 £ 9,775 ng/ml (MW =
SD, Min 4,437 ng/ml, Max 50,16 ng/ml).

Bei Patienten der Intensivkontrolle wurden durchschnittlich 5,504 + 1,427 ng/ml (Min
3,861 ng/ml, Max 9,106 ng/ml) und bei Probanden der gesunden Kontrolle durch-
schnittlich 5,64 + 1,558 ng/ml (Min 3,744 ng/ml, Max 8,989 ng/ml) gemessen (siehe
Tabelle 9).
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Der Unterschied zwischen den SIRS-Patienten einerseits und den Patienten der Inten-
sivkontrolle (p < 0,01) sowie den Probanden der gesunden Kontrolle (p < 0,001) ande-
rerseits war statistisch signifikant (Abbildung 7). Die beiden Kontrollgruppen zeigten
dagegen keine signifikanten Unterschiede.

Tabelle 9: Cathelicidin LL-37-Serumspiegel der SIRS-Patienten und der Patienten der
Intensiv-Kontrolle bzw. gesunden Kontrolle zum Zeitpunkt der Aufnahme
Angegeben sind Minimum, Maximum, Mittelwert und Standardabweichung

Cathelicidin LL-37 im Kontrollen von

Serum [ng/ml] SIRS-Patienten | | tensiv-Kontrolle | 9esunde Kontrolle

Minimum 4.437 3.861 3.744
Maximum 50.16 9.109 8,989
Mittelwert und Standardab- 12,39 +9,775 5504 + 1,427 564 + 1,558
weichung

Abbildung 7 stellt die Cathelicidin LL-37-Serum-Spiegel in den Untersuchungsgruppen
zum Zeitpunkt der Aufnahme noch einmal graphisch dar.
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Abbildung 7: Cathelicidin-LL-37-Serum-Spiegel zum Zeitpunkt der Aufnahme bei SIRS-
Patienten, bei Patienten der Intensiv-Kontrolle und bei Probanden der ge-
sunden Kontrolle
** = p < 0,01, ™ = p < 0,001, n. s. = nicht signifikant, Streudiagramm,
horizontale Linien MW + SD
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Um die Frage zu klaren, ob die Cathelicidin-LL-37-mRNA-Expression und die Catheli-
cidin-LL-37-Serum-Spiegel bei SIRS-Patienten korrelieren, wurde der Spearman-Test
angewendet und eine Regressionsgerade durch die Punktwolke gelegt.

Abbildung 8 verdeutlicht, dass keine signifikante Korrelation vorliegt. Der Korrelations-
koeffizient betrug r = 0,1319 (Konfidenzintervall (Kl) -0,3789 bis 0,134), p = 0,3156.
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Abbildung 8: Korrelation zwischen der relativen Cathelicidin-LL-37-mRNA-Expression
und dem Cathelicidin-LL-37-Serum-Spiegel bei SIRS-Patienten zum Zeit-
punkt der Aufnahme auf die Intensivstation.

Korrelationskoeffizient: r= 0,1319, p = 0,3156

4.5 Korrelation zwischen 25-Hydroxycholecalciferol und Cathe-
licidin-LL-37
Ein potenzieller Zusammenhang zwischen 25-Hydroxycholecalciferol-Serum-Spiegel
einerseits und dem Cathelicidin-LL-37-Serum-Spiegel (Abbildung 9) bzw. der relativen
Expression der Cathelicidin-LL-37-mRNA (Abbildung 10) andererseits bei den SIRS-
Patienten zum Zeitpunkt der Aufnahme auf die Intensivstation wurde mit Hilfe der
Spearman-Korrelationsanalyse untersucht. Die Korrelationsanalyse der 25-
Hydroxycholecalciferol- und Cathelicidin-LL-37-Serum-Spiegel ergab einen Spearman-
Koeffizient von r = -0,3856 (Kl -0,5876 bis -0,1384), p = 0,0023. Es besteht ein signifi-
kanter Zusammenhang in Form einer nicht als linear, sondern als monoton zu be-

schreibenden Funktion.
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Abbildung 9: Korrelation von 25-Hydroxycholecalciferol [ng/ml] und Cathelicidin-LL-37-

Serum-Spiegel [ng/ml] bei SIRS-Patienten zum Zeitpunkt der Aufnahme
auf die Intensivstation.

r=-0,3856,

p =0,0023

Dagegen konnte kein Zusammenhang zwischen der 25-Hydroxycholecalciferol-Serum-

Konzentration und der Cathelicidin-LL-37-mRNA-Expression detektiert werden (r = -
0,02779 (KI -0,2827 bis 0,2307), p = 0,8302).

LL-37 mRNA [relative Expression]

40 60 80
25-Hydroxycholecalciferol [ng/ml]

Abbildung 10: Korrelation von 25-Hydroxycholecalciferol [ng/ml] und relativer Expressi-
on der Cathelicidin-LL-37-mRNA
r=-0,02779, p = 0,8302
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4.6 Alpha-i-Antitrypsin ist als Akute-Phase-Protein bei SIRS
signifikant erhoht

Der Alpha-;-Antitrypsin-Spiegel konnte bei 30 der 32 SIRS-Patienten, bei allen Patien-
ten der Intensiv-Kontrolle und bei allen Probanden der gesunden Kontrolle zum Zeit-
punkt der Aufnahme auf die Intensivstation bestimmt werden.

Die Alpha-i-Antitrypsin-Spiegel lagen bei den SIRS-Patienten durchschnittlich bei
234,1 £ 91,7 mg/l (MW = SD) bei den bei den Patienten der Intensiv-Kontrolle bei
116,3 £ 32,52 mg/l und bei den Probanden der gesunden Kontrolle bei 137,1 £ 17,29
mg/l (Tabelle 10). Patienten der SIRS-Gruppe hatten verglichen mit den beiden Kon-
troligruppen signifikant héhere Alpha-;-Antitrypsin-Werte (Abbildung 11; Intensiv-
Kontrolle: p < 0,01, gesunde Kontrolle: p < 0,001). Die beiden Kontrollgruppen unter-
schieden sich dagegen nicht signifikant.

Tabelle 10: Ubersicht iiber die Alpha-,-Antitrypsin-Spiegel [mg/I] bei SIRS-Patienten,

Patienten der Intensiv-Kontrolle und Probanden der gesunden Kontrolle,
Angegeben sind Minimum, Maximum, Mittelwert und Standardabweichung

Alpha--Antitrypsin [mg/l] SIRS Intensiv-Kontrolle | gesunde Kontrolle
Minimum 106 48,3 111
Maximum 412 155 169

Mittelwert und Standardab-

. 234,1 £ 91,7 116,3 + 32,562 137,1 £17,29
weichung
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Abbildung 11 stellt die Alpha-i-Antitrypsin-Serum-Spiegel in den Untersuchungsgrup-
pen zum Zeitpunkt der Aufnahme noch einmal graphisch dar.
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Abbildung 11: Alpha-{-Antitrypsin-Spiegel zum Zeitpunkt der Aufnahme bei SIRS-
Patienten, bei Patienten der Intensiv-Kontrolle und bei Probanden der ge-
sunden Kontrolle
** =p<0,01, "™ = p< 0,001, n. s. = nicht signifikant, Streudiagramm, horizon-
tale Linien MW + SD

Im Verlauf der Beobachtung stieg der Alpha--Antitrypsin-Spiegel in der SIRS-Gruppe
nach 72 h auf 260,3 + 85,68 mg/I und fiel nach 7 d wieder auf 234,3 + 61,23 mg/| ab.
Diese Schwankungen waren nicht signifikant.

4.7 Zusammenhang zwischen 25-Hydroxycholecalciferol und
APACHE-II-Score als MaB fir die Schwere der Erkrankung

Die Patienten der Intensivstation (SIRS-Gruppe, Intensiv-Kontrolle) wurden anhand
ihrer 25-Hydroxycholecalciferol-Spiegel zum Zeitpunkt der Aufnahme in vier Gruppen
geteilt (siehe Kapitel 3.10). AnschlieBend wurde der APACHE-II-Score dieser vier
Gruppen verglichen (Abbildung 12). Der Score war in der Gruppe mit den héchsten 25-
Hydroxycholecalciferol-Werten mit durchschnittlich 16 £ 12 Punkte deutlich niedriger
als in den Gbrigen Gruppen Gruppe 1: 25 £ 6 Punkte, Gruppe 2: 26 £ 10 Punkte, Grup-
pe 3: 22 + 12 Punkte).
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Abbildung 12: APACHE-II-Score der SIRS-Patienten und der Patienten der Intensiv-
Kontrolle in Abhéngigkeit von der 25-Hydroxycholecalciferol-Serum-
Konzentration — Einteilung in vier Gruppen
n. s. = nicht signifikant, Streudiagramm, horizontale Linien MW + SD

Wenn die Einteilung nach Suffizienzklassen erfolgt, liegt der durchschnittliche APA-
CHE-1I-Score in der Klasse ,defizient“ bei 22 + 11 Punkten, in der Klasse ,insuffizient”
bei 34 + 0 Punkten und in der Klasse ,suffizient* bei 11 + 9 Punkten. Der Unterschied

zwischen diesen drei Klassen ist ebenfalls nicht signifikant (Abbildung 13).
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Abbildung 13: APACHE-II-Score der SIRS-Patienten und der Patienten der Intensiv-
Kontrolle in Abhéangigkeit von der 25-Hydroxycholecalciferol-Serum-

Konzentration — Einteilung nach Suffizienzklassen (,,suffizient“ = 30

ng/ml, ,insuffizient“ 21-29 ng/ml und ,.defizient* <20 ng/ml [nach [24]])
n. s.= nicht signifikant, Streudiagramm, horizontale Linien MW + SD
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4.8 Zusammenhang zwischen Cathelicidin-LL-37 und APACHE-
lI-Score als MaB fiir die Schwere der Erkrankung

4.8.1 Cathelicidin-LL-37-mRNA

Die Patienten der SIRS-Gruppe und der Intensiv-Kontrolle wurden nach den gemesse-
nen Cathelicidin-LL-37-mRNA-Werten in vier Gruppen eingeteilt. Die APACHE-II-
Scores in den Gruppen unterschieden sich nicht signifikant (Abbildung 14, Gruppe 1:
19 £ 9,92, Gruppe 2: 21,36 + 12,44, Gruppe 3: 23,10 + 12,41, Gruppe 4: 22,64 + 9,49).
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Abbildung 14: APACHE-II-Score der SIRS-Patienten und der Patienten der Intensiv-
Kontrolle in Abhéngigkeit von der Cathelicidin-LL-37-mRNA-Expression —
Einteilung in vier Gruppen
n. s. = nicht signifikant, Streudiagramm, horizontale Linien MW + SD
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4.8.2 Cathelicidin-LL-37-Serum-Spiegel

Die Patienten der SIRS-Gruppe und der Intensiv-Kontrolle wurden nach den gemesse-
nen Cathelicidin-LL-37-Serum-Spiegeln in vier Gruppen eingeteilt. Die APACHE-II-
Scores in den Gruppen unterschieden sich nicht signifikant (Abbildung 15, Gruppe 1:
14,64 + 10,76, , Gruppe 2: 25,73 = 12,32, Gruppe 3: 23,27 * 8,15, Gruppe 4: 22,55 +
9,125 ). Auch zwischen diesen Gruppen lie3 sich kein signifikanter Unterschied beo-

bachten.
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Abbildung 15: APACHE-II-Score der SIRS-Patienten und der Patienten der Intensiv-
Kontrolle in Abhangigkeit vom Cathelicidin-LL-37-Serum-Spiegel — Eintei-
lung in vier Gruppen
n. s. = nicht signifikant, Box-Plot Darstellung von MW und SD
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5 Diskussion

5.1 Vitamin-D-Insuffizienz und SIRS

Ein Hauptbefund dieser Arbeit ist, dass eine Vitamin-D-Insuffizienz bei Patienten auf
Intensivstationen weit verbreitet ist und kritisch kranke Patienten signifikant niedrigere
Spiegel haben als gesunde Probanden und hospitalisierte Patienten.

90,6 % der SIRS-Patienten und 87,5 % der Kontroll-Patienten von Intensivstationen
waren in der vorliegenden Studie Vitamin-Ds-defizient (25-Hydroxycholecalciferol < 20
ng/ml). Lee et al., die den Vitamin-D-Spiegel kritisch kranker Patienten mafBen, kamen
zu ahnlichen Ergebnissen. In ihrer Studie waren nur 7 % der Intensivpatienten mit ei-

nem suffizienten Vitamin-D-Spiegel versorgt [93].

Auch unter den gesunden Probanden (gesunde Kontrolle) war eine Vitamin-D-
Insuffizienz und -Defizienz weit verbreitet. Nur 28,6 % der gesunden Probanden waren
suffizient mit Vitamin-D versorgt. Der mittlere 25-Hydroxycholecalciferol-Spiegel der
Gesunden lag mit 24,04 ng/ml deutlich unter dem Mittelwert des ,3rd National Health
and Nutrition Examination Survey* (29 ng/ml) [63].

Die 25-Hydroxycholecalciferol-Spiegel waren im Winter- und Sommerhalbjahr bei den
untersuchten SIRS-Patienten und bei den Intensivpatienten ohne SIRS nicht signifikant
unterschiedlich. In beiden Halbjahren wurden ahnlich viele Patienten in die Studie ein-
geschlossen. Eine Beeinflussung der Messwerte durch die Jahreszeit ist also unwahr-
scheinlich. Bei der Bewertung der Ergebnisse sollte aber beriicksichtigt werden, dass
die Anzahl der Patienten in den Gruppen recht klein war. Gesunde Probanden wurden
nur im Winterhalbjahr eingeschlossen. Daher lassen die vorliegenden Ergebnisse kei-
ne Schlisse Uber einen eventuellen jahreszeitlich bedingten Vitamin-D-Spiegel-
Unterschied bei der gesunden Bevdlkerung zu. Mdéglicherweise wurden aber in der
gesunden Kontrolle niedrigere Werte gemessen, als wenn auch im Sommer gesunde

Probanden untersucht worden waren.

Im Serum der SIRS-Patienten wurde im Mittel 8,921 % 6,812 ng/ml 25-
Hydroxycholecalciferol gefunden, bei den Patienten der Intensiv-Kontrolle 16,46 +
12,58 ng/ml und bei den gesunden Probanden 24,04 + 12,07 ng/ml. Lee et al. maBBen
in ihrer Studienpopulation durchschnittlich 16 + 9 ng/ml [93].

In der vorliegenden Analyse bestatigte sich die Annahme, dass SIRS-Patienten einen
signifikant niedrigeren Vitamin-D-Spiegel aufweisen als Intensivpatienten ohne SIRS
und gesunde Kontrollen. Diese Unterschiede waren sowohl fir 1,25-
Dihydroxycholecalciferol als auch fir 25-Hydroxycholecalciferol festzustellen. In einer
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Studie von Jeng et al. mit vergleichbarer Studienpopulation bestand kein signifikanter
Unterschied zwischen den SIRS-Patienten und Intensivpatienten ohne SIRS, sondern
nur zwischen SIRS-Patienten und gesunden Probanden [83].

Eine hohe Zufuhr von FlUssigkeit in zeitlichem Zusammenhang mit der Messung von
25-Hydroxycholecalciferol kann zu einer Unterschatzung des Vitamin-D-Spiegels fih-
ren [90]. Innerhalb des Beobachtungszeitraumes von 7 d gab es bei den verschiede-
nen Messzeitpunkten keine signifikanten Unterschiede zwischen den gemessenen
Werten, sodass eine falsch niedrige Schatzung unwahrscheinlich ist. Da es zu keinem
wesentlichen Verlust von 25-Hydroxycholecalciferol oder 1,25-Dihydroxycholecalciferol
im Untersuchungszeitraum kam, ist davon auszugehen, dass das Defizit nicht in den
wenigen Tagen des Krankenhausaufenthaltes erworben wurde. Der 1,25-
Dihydroxycholecalciferol-Spiegel ist aufgrund des sténdig stattfindenden Auf- und Ab-
baus betrachtlichen Schwankungen unterworfen. 25-Hydroxycholecalciferol hat dage-
gen eine Halbwertszeit von ein bis zwei Monaten und sollte sich daher innerhalb eines
kurzen Zeitraumes nicht wesentlich verandern [147].

Diese Uberlegungen sprechen insgesamt dafiir, dass es wenig wahrscheinlich ist, dass
die akute Erkrankung, eine veranderte Erndhrung wéhrend der Erkrankung, das man-
gelnde Sonnenlicht wahrend des Krankenhausaufenthaltes oder der Einfluss von Me-
dikamenten zu einem deutlichen Abfall des Vitamin-D-Spiegels geflihrt haben. Im
Rahmen der Studie wurde allerdings kein Vitamin-D-Bindendes Protein (VDB) gemes-
sen. Bei einem VDB-Mangel kommt es zu einem Verlust von Vitamin D Uber die Niere
und so zu einem verminderten Serumspiegel. Weiter kann VDB wahrend einer akuten
Erkrankung durch Bereitstellung von Vitamin D einem Vitamin-D-Mangel entgegen
wirken [95, 157]. Jeng et al. beobachteten eine signifikant niedrigere VDB bei Sepsis-
Patienten und vermuteten eine Assoziation mit dem Auftreten der Sepsis. Dieser még-

liche Zusammenhang ist bislang nicht weiter untersucht worden.

Nguyen et. al. identifizierten den 1,25-Dihydroxycholecalciferol- und nicht den 25-
Hydroxycholecalciferol-Spiegel erstmals als prognostischen Faktor fiir das Outcome
von Sepsis-Patienten. Trotz der hohen Beeinflussung des Spiegels durch die Nieren-
funktion und die periphere 1a-Hydroxylase mafBen sie der aktiven Form des Vitamin D3
eine héhere prognostische Wertigkeit zu [117].

Es ist davon auszugehen, dass chronisch kranke und altere Menschen einen niedrige-
ren Vitamin-D-Spiegel (z. B. durch verminderte Sonneneinstrahlung, verminderte kor-
perliche Aktivitat) besitzen und dass diese Gruppe von Menschen haufiger von schwe-
ren Infektionen mit unginstigem Ausgang betroffen ist. Daher sollte der Einfluss des
Alters auf den prognostischen Wert von Vitamin D3 fir das Sepsis-Outcome analysiert
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werden. Alvarez-Rodriguez et al. konnten zeigen, dass Alter und Vitamin-D-Spiegel
negativ miteinander korrelieren [12]. Diese Befunde klaren jedoch nicht den in der vor-
liegenden Studie detektierten Unterschied zwischen SIRS-Patienten und Intensivpati-
enten ohne SIRS, die hinsichtlich Alter, Komorbiditdten und BMI (ein héherer BMI ist
mit niedrigem Vitamin-D-Spiegel assoziiert [31]) keine signifikanten Unterschiede auf-

wiesen.

Ein Vitamin-D-Mangel ist insgesamt mit einer erh6hten Gesamtmortalitat assoziiert [52,
109]. Epidemiologische Studien zeigen weiterhin einen Zusammenhang zwischen Vi-
tamin-D-Mangel und dem Auftreten von Sepsis [69].

Das Vorhandensein von VDR auf vielen Zellen des Immunsystems deutet auf ein ho-
hes immunmodulatorisches Potential von Vitamin D hin. Vitamin D ist bei Makropha-
gen und dendritischen Zellen in der Lage, die Differenzierung und Phagozytose zu for-
dern und das Expressionsprofil der Zytokine zu verandern [36]. Beispielsweise werden
TLR2 und TLR4 unter dem Einfluss von Vitamin D vermindert exprimiert und die TNFa-
Bildung reduziert [57]. Weiterhin ist die gesteigerte Cathelicidin-LL-37-Synthese nach
Stimulation mit Vitamin D ein wichtiger Mechanismus zur Beeinflussung der angebore-

nen Immunantwort [65].

Aufgrund des niedrigen Vitamin-D-Spiegels kdnnen SIRS-Patienten die oben be-

schriebenen Mechanismen der angeborenen Immunantwort nicht suffizient nutzen.

Weiterflhrende Studien sollten die Kausalkette zwischen einem Vitamin-D-Mangel und
einer veranderten Immunantwort kldren, um geeignete TherapiemaBnahmen einleiten

zu kénnen.

5.2 Cathelicidin-LL-37 und SIRS

Cathelicidin-LL-37 hat flr die angeborene Immunantwort eine groBe Bedeutung. Ne-
ben direkten antimikrobiellen Eigenschaften und der Md&glichkeit zur Neutralisierung
von LPS ist das Peptid auch in der Lage, die Zytokinausschittung von Neutrophilen zu
verandern [11]. Die Gabe von Cathelicidin-LL-37 in einem Sepsis-Modell konnte die
Mortalitét senken [145]. Die Stimulation mit 1,25-Dihydroxycholecalciferol flhrte in vitro
zu einer vermehrten Bildung von Cathelicidin-LL-37 [102] und bei einer Vitamin-D-
Defizienz kommt es zu einer verminderten antibakteriellen Aktivitdt gegeniber Myko-
bakterien [103].

Die Arbeitshypothese der vorliegenden Arbeit war, dass bei SIRS-Patienten nicht nur
Vitamin D, sondern auch das Cathelicidin-LL-37 erniedrigt ist. Diese Annahme konnte
nicht bestatigt werden.
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In der vorliegenden Studie lag die Cathelicidin-LL-37-Serumkonzentration bei den ge-
sunden Probanden bei 5,64 + 1,558 ng/ml. In der Literatur wird derzeit kein allgemein
gultiger Normbereich genannt.

Sgrensen et al. maBen bei der Etablierung eines ELISA im Plasma 1,18 pg/ml (= 1180
ng/ml) Cathelicidin-LL-37 [137]. Gombart et al. 2007 detektierten im Mittel 619 + 329
ng/ml Cathelicidin-LL-37 [64] und Bhan et al. 698 ng/ml [28]. Nur Alvarez-Rodriguez et
al. und Havelka et al. erzielten bei gesunden Probanden mit den Ergebnissen der vor-
liegenden Studie anné&hernd vergleichbare Werte (Min 10 ng/ml bzw. Max 38,45 ng/ml)
[12, 106].

Die groBen Unterschiede sind messtechnisch zu begriinden, da in den Studien unter-
schiedliche, nicht standardisierte Assays verwendet wurden. Insbesondere die Gewin-
nung, Aufbewahrung und Verarbeitung der Proben haben einen groBen Einfluss auf
die gemessenen Konzentrationen. Der in der vorliegenden Arbeit verwendete ELISA
wurde far Material aus Zellkulturen entwickelt. Daher ist es mdglich, dass die Messer-
gebnisse durch andere Serumbestandteile beeinflusst wurden. Die interne Vergleich-
barkeit der drei Patientengruppen der vorliegenden Studie bleibt durch solche Uberle-
gungen jedoch unbeeinflusst.

Im Gegensatz zu den Untersuchungen von Jeng et al. ist Cathelicidin-LL-37 in der vor-
liegenden Untersuchung weder auf Proteinebene noch auf mRNA-Ebene bei SIRS-
Patienten erniedrigt, sondern auf Proteinebene sogar signifikant erhéht. Die relative
mRNA-Expression lag bei den SIRS-Patienten mit 109,1 + 38,26 etwas niedriger als
bei den gesunden Kontrollen mit 129,7 + 40,94. Insgesamt konnte zwischen den Grup-
pen aber kein signifikanter Unterschied bemerkt werden.

Denkbar ist, dass die Cathelicidin-Konzentration wéhrend der akuten Entziindungsre-
aktion durch die Ausschittung von Cathelicidin-LL-37 aus Neutrophilen erhéht ist und
dieser Teil der Immunantwort bei SIRS-Patienten regelrecht funktioniert. Durch die
gestorte Barrierefunktion der Schleimh&ute kénnten Mikroorganismen eintreten und so
dort die Cathelicidin-Produktion stimulieren [53].

Analog zu der hier beobachteten Erhéhung des Cathelicidin-LL-37 wurden erhdhte
Level antimikrobieller Peptide in Lavageflissigkeit und im Blut von Pneumonie- und
Sepsis-Patienten detektiert [27, 32, 78, 132, 144].

Die Expression der mRNA war bei Intensivpatienten (SIRS und Kontrollen) im Ver-
gleich zu den gesunden Kontrollen tendenziell, jedoch nicht signifikant erniedrigt.

Die Annahme, dass ein niedriger Vitamin-D-Spiegel zu einer geringen Cathelicidin-LL-
37-Expression fluhrt, traf nicht zu. Bei der Bewertung der Aussagekraft dieser Ergeb-
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nisse sollte aber berlcksichtigt werden, dass die vorliegenden Ergebnisse die Stabilitat
der Cathelicidin-LL-37-mRNA nicht berlcksichtigen. Daher ist es nicht méglich zu un-
terschieden, ob die gemessene mRNA-Menge die akute Entziindungsreaktion oder

einen langer zurtckliegenden Zeitraum widerspiegelt.

Barbeiro et al. beobachteten eine Verminderung der Cathelicidin-LL-37-mRNA-
Expression wahrend eines septischen Schocks, jedoch nicht wahrend einer schweren
Sepsis. Die Protein-Konzentration war bei beiden Gruppen im Vergleich zu Gesunden
erniedrigt. Ein Zusammenhang mit dem Vitamin-D-Spiegel bestand in ihren Untersu-
chungen nicht [24].

Book et al., die die mRNA-Expression des antimikrobiellen Peptides hBD2 in Blutzellen
von Patienten mit Sepsis untersuchten, beobachteten keinen Unterschied zwischen
Sepsis-Patienten und Kontrollen. Stimulierten sie die Proben jedoch ex vivo mit Endo-
toxin, zeigten Sepsis-Patienten eine signifikant erniedrigte mRNA-Expression [32].

Die Korrelationsanalyse der Cathelicidin-LL-37-mRNA-Expression und des Cathelici-
din-LL-37-Proteinspiegels zeigte, dass mit steigender mRNA-Expression die Menge an
Protein im Blut tendenziell steigt. Die fehlende Signifikanz fir diesen Zusammenhang
kann moglicherweise durch die relativ niedrige Fallzahl erklart werden. Auch Adams et
al. fanden keine Korrelation zwischen der Cathelicidin-LL-37-mRNA-Expression und
den Proteinspiegeln [5].

In der vorliegenden Studie bestand zwischen 25-Hydroxycholecalciferol und Cathelici-
din-LL-37 eine negative Korrelation. Abweichend von der Annahme, dass die Catheli-
cidin-LL-37-Konzentration bei niedrigen Vitamin-D-Spiegeln auch niedrig ist (wie von
Jeng et al. beobachtet), traten die héchsten Cathelicidin-LL-37-Spiegel in Proben mit
niedrigen Vitamin-D-Spiegeln auf. Wie schon oben beschrieben, wird das Cathelicidin-
LL-37 bei Sepsis vermutlich vermehrt aus Neutrophilen freigesetzt. Die vorliegenden
Ergebnisse lassen keinerlei Schllisse zur Bioverfligbarkeit des ausgeschitteten Cathe-
licidin-LL-37 zu. Das Protein bindet an Apolipoprotein A-I [145], das bei Akute-Phase-
Reaktionen vermehrt aus high-density-lipoprotein (HDL) freigesetzt wird [29].

Barbeiro et al. vermuteten, dass die erhéhten Cathelicidin-LL-37-Spiegel wahrend ei-
ner schweren Sepsis aufgrund der pro-inflammatorischen Eigenschaften des Peptids
weitere Schadigungen verursachen und zur Schwere der Erkrankung beitragen [24].

Alvarez-Rodriguez et al. konnten bei gesunden Patienten mit steigendem Alter eine
Abnahme des Cathelicidin-Spiegels beobachten, der mit den gemessenen Vitamin-D-
Spiegeln korrelierte [12].
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Andere Studien konnten keinen Zusammenhang zwischen den Cathelicidin- und Vita-
min-D-Spiegeln feststellen [5, 64, 106, 154]. Eine mégliche Erklérung fir diese Befun-
de ist, dass der Vitamin-D-Mangel zu weit verbreitet ist. Daher werden nahezu keine
Patienten mit suffizienten Vitamin-D-Spiegeln und daraus potenziell héheren Cathelici-
din-LL-37-Ausgangslevel eingeschlossen.

Dixon et al. fanden bei gesunden Probanden mit einem Vitamin-D-Spiegel > 32 ng/ml
eine hohe Korrelation mit dem Cathelicidin-LL-37-Spiegel. Mit steigendem Vitamin-D-
Spiegel stieg auch der Cathelicidin-LL-37-Spiegel. Bei Probanden mit einem Vitamin-
D-Spiegel < 32 ng/ml war keine solche Korrelation zu beobachten war. Mit 20 Proban-
den handelt es sich aber um eine kleine Studie mit eingeschrankter Aussagekraft [51].

Die stirkste Korrelation beobachteten Gombart et al. zwischen der Zahl der weif3en
Blutkdrperchen und der Cathelicidin-LL-37-Konzentration [64].

5.3 Alpha-;-Antitrypsin und SIRS

Alpha-;-Antitrypsin zeigte sich bei SIRS-Patienten signifikant erhéht. Es kommt also
nicht zu einem Verbrauch sondern zu einer gesteigerten Produktion und Abgabe als
Akute-Phase-Protein aus Neutrophilen. Bossink et al. konnten zeigen, dass Alpha-4-
Antitrypsin als ein pradiktiver Marker far bakterielle Infektionen dienen kann [35]. Im
Gegensatz zu dem hier beobachteten Anstieg im Verlauf der Erkrankung, beobachte-
ten sie einen leichten Abfall im Zeitverlauf.

5.4 Zusammenhang zwischen Serumparameter und Schwere-
grad der Erkrankung

Zu Beginn der vorliegenden Studie wurde angenommen, dass Patienten, die unter ei-
nem Vitamin-D-Mangel leiden, schwerer erkranken als suffizient mit Vitamin D versorg-
te Patienten. Um diese Hypothese zu untersuchen wurde bei den Patienten der APA-
CHE-II-Score erhoben, der annéhernd die Schwere der Sepsis beschreibt.

Die vorliegende Analyse ergab keinen Zusammenhang zwischen dem APACHE-II-
Score und dem Vitamin-D-Spiegel. Tendenziell waren Patienten mit einem héheren
Spiegel weniger schwer erkrankt als Patienten mit einem sehr niedrigen Vitamin-D-
Spiegel. Auch bei dieser Analyse konnten aufgrund der hohen Inzidenz des Vitamin-D-
Defizites fast ausschlieBlich Vitamin-D-insuffiziente oder -defiziente Patienten mitein-
ander verglichen werden. Arnson et al. fanden ebenfalls keinen signifikanten Zusam-
menhang zwischen APACHE-II-Score und Vitamin-D-Spiegel, beobachteten aber ei-
nen Unterschied in der mittleren Uberlebenszeit bei Vitamin-D-suffizienten bzw. -
defizienten Patienten auf der Intensivstation [16].
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Moromizato et al. untersuchten das Auftreten von Sepsis bei Patienten, die auf eine
Intensivstation aufgenommen wurden und bei denen zuvor aus anderen Grinden der
Vitamin-D-Spiegel gemessen wurde. Vitamin-D-defiziente Patienten entwickelten hau-
figer eine Sepsis und hatten ein héheres Mortalitatsrisiko [113].

Zwischen dem APACHE-II-Score und der Cathelicidin-LL-37-Proteinkonzentration bzw.
Cathelicidin-LL-37-mRNA-Expression bestand ebenfalls kein Zusammenhang. Zu ahn-
lichen Ergebnissen kamen Berkestedt et. al, die eine Korrelation des SOFA-Scores mit
a-Defensinen beobachteten, jedoch nicht mit Cathelicidin-LL-37 [27].

5.5 Schlussfolgerung

Zur Analyse der Bedeutung des Vitamin D im Rahmen einer Sepsis sind weitere Stu-
dien erforderlich. Priméar ist die Etablierung einer evidenzbasierten Definition fir eine
Vitamin-D-Defizienz unverzichtbar. Daneben sind weitere, groBe prospektive Studien
durchzufihren, die sich mit dem Vitamin-D-Mangel und seinen Konsequenzen bzw. mit
seiner Eignung als prognostischer Marker befassen. Aufbauend auf den Ergebnissen
solcher Studien kénnten dann Interventionsstudien durchgefihrt werden.

Zurzeit laufen zwei groBe Studien (VITAL, VIDAL), die die Auswirkung einer Vitamin-D-
Substitution (2000 1.U. bzw. 3200 I.U. pro Tag) bei gesunden, alteren Erwachsenen auf
primdre Endpunkte wie Krebs, Herz-Kreislauferkrankungen und Schlaganfall sowie
sekundére Endpunkte wie Diabetes mellitus, Autoimmunerkrankungen und Infektionen
untersuchen. Die Ergebnisse werden erst in den nachsten Jahren erwartet [84, 86].

Sinnvoll waren auch Outcome-Analysen einer Vitamin-D-Substitution speziell bei Sep-
sis-Patienten oder klinische Studien zur praventiven Gabe an hospitalisierte Patienten,

um das eventuell veranderte Auftreten von Infektionen zu untersuchen.

Derzeit gibt es lediglich vereinzelt praklinische und klinische Analysen zu dieser The-
matik.

In-vitro-Daten zeigen, dass Vitamin-D-Analoga (TX527) die T-Zell-Proliferation inhibie-
ren, die Zytokinausschittung beeinflussen und die Migration von T-Zellen zu den Ent-
zindungsherden férdern [18]. Bei Mausen konnte die 1,25-Dihydroxycholecalciferol-
Gabe die Schwere der Thrombozytopenie bei einer disseminierten intravasaler Gerin-
nung (DICT) vermindern [110]. Kleinere Studien konnten durch die Gabe von Vitamin
D und/oder Calcium bei kritisch kranken (nicht notwendigerweise Sepsiserkrankungen)
Patienten keine Verbesserung des Outcomes erzielen [94, 116]. In einer Metaanalyse
von Chowdhury et al. zeigte sich durch Vitamin-D-Supplementation eine verringerte
Gesamtmortalitat [42].
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Van den Berghe et al. erreichten mit einer Hochdosis-Vitamin-D-Substitution bei Inten-
sivpatienten einen deutlichen Ruckgang von inflammatorischen Markern wie CRP und
IL-6 im Vergleich zu niedrig dosierten Vitamin-D-Gaben [26]. Bhan et al. behandelten
gesunde Probanden mit 50000 I.U. (international units) Vitamin D t&glich. Im Vergleich
zu den Werten vor der Behandlung konnte ein Anstieg des Cathelicidins beobachtet
werden. Dieser Effekt war umso gréBer, je gréBer das Vitamin-D-Defizit zunachst war
[28].

Auch der mdgliche Einsatz von Cathelicidinen im klinischen Alltag sollte naher unter-

sucht werden.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass Sepsis-
Patienten im Vergleich zu anderen Intensiv-Patienten und gesunden Kontrollen signifi-
kant erniedrigte Vitamin-D-Spiegel, aber erhéhte Cathelicidin-LL-37-Spiegel aufweisen.
Ein signifikanter Zusammenhang zwischen Schwere der Erkrankung und Vitamin-D
bzw. Cathelidicin-LL-37-Spiegel lieB sich nicht feststellen.
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6 Zusammenfassung

Die Sepsis ist trotz der Fortschritte der modernen Medizin noch immer mit einer hohen
Morbiditat und Mortalitat behaftet. Durch das Einwirken von Pathogenen auf den Orga-
nismus kommt es zu einem komplexen Wechselspiel pro- und anti-inflammatorischer
Mechanismen, um die Homdostase des Organismus wiederherzustellen. Im Zuge des-
sen kann es zu Endothel- und Endorgansch&den, Dysregulation der Gerinnung,
Thromben und Gewebsischamie kommen. Bislang steht neben der antibiotischen The-
rapie bzw. Fokussanierung nur eine symptomatische Sepsis-Therapie zur Verfligung.
Durch die Identifikation von protektiven Faktoren, die eine schwere Verlaufsform ver-
hindern und kausale Therapieanséatze, die nicht nur Pathogene eliminieren, sondern
auch das nachfolgende Immungeschehen beeinflussen, kénnte das Outcome verbes-

sert werden.

Vitamin D hat eine groBe Bedeutung fir das angeborene und erworbene Immunsys-
tem. Mindestens 28 % der gesunden Bevélkerung sind von einem Vitamin-D-Mangel
betroffen. Man geht bei einem Spiegel von < 20 ng/ml von einem Defizit aus. Erst > 30

ng/ml spricht man von einer suffizienten Versorgung.

Vitamin D reguliert die Expression von antimikrobiellen Peptiden wie Cathelicidine, die
ebenfalls eine Rolle bei der angeborenen Immunabwehr spielen.

Der Alpha-i-Antitrypsin-Spiegel ist im Rahmen der Akute-Phase-Reaktion bei SIRS
signifikant erhéht.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Serumkonzentration von 25-
Hydroxycholecalciferol, Cathelicidin-LL-37 (zusatzlich auch Expressionsstudien auf
mRNA-Ebene)- und von Alpha-i-Antitrypsins bei SIRS bzw. Sepsis zu untersuchen und
so mogliche protektive Faktoren und prognostische Marker zu identifizieren.

Dazu wurden Blutentnahmen bei SIRS-Patienten und Intensivpatienten ohne SIRS
(Intensiv-Kontrolle) sowie bei gesunden Kontrollen durchgefiihrt und daraus die Para-
meter bestimmt. Weiterhin wurden bei den Intensivpatienten der APACHE-II-Score,
SOFA-Score und MODS-Score erhoben, um die Schwere der Erkrankung einzuschat-

zen.

Die SIRS-Patienten zeigten eine ausgepragte Vitamin-D-Defizienz und signifikant nied-
rigere Spiegel (8,921 + 6,812 ng/ml) als Patienten der Intensiv-Kontrolle und als ge-
sunde Probanden. Auch unter den gesunden Kontrollen waren nur 28% suffizient mit

Vitamin D versorgt.
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Entgegen der Annahme, dass SIRS-Patienten einen erniedrigten Cathelicin LL-37-
Spiegel aufweisen, wurden verglichen mit den Patienten der Intensivkontrolle und mit
gesunden Probanden signifikant erhéhte Werte (12,39 + 9,775 ng/ml) gemessen. Auf
mRNA-Ebene war dieser Unterschied nicht zu detektieren, daher ist eine im Rahmen
von Entziindungsprozessen stattfindende Degranulierung von Neutrophilen eine még-
liche Ursache flr die Erh6hung der Cathelicidin-LL-37-Spiegel. Es bestand eine nega-
tive Korrelation zwischen den Vitamin-D- und Cathelicidin-LL-37-Spiegeln. Ein mess-
barer Zusammenhang zwischen der Schwere der Sepsis und dem Vitamin-D-Spiegel
bzw. dem Cathelicidin-LL-37-Spiegel lie3 sich nicht beobachten. Darlber hinaus zeig-
ten die SIRS-Patienten signifikant erhéhte Alpha-;-Antitrypsin-Spiegel.

Die vorliegenden Ergebnisse erlauben keine Aussagen zu den Mechanismen der beo-
bachteten Veréanderungen. Ob sich Vitamin-D- und/oder Cathelicidn LL-37 als prognos-
tische Faktoren eignen, muss in weiterfihrenden Studien mit gréBerer Probandenzahl

untersucht werden.
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7 Summary

Despite many efforts in modern medicine, systemic inflammatory response syndrome
(SIRS) and sepsis are still linked to high morbidity and mortality. The entry of patho-
gens into the organism results in a complex interplay between pro-inflammatory and
anti-inflammatory mechanisms to restore homeostasis, potentially leading to endothe-
lial damage, organ failure, dysregulation of coagulation, thrombosis and ischemia of
different tissues.

Besides antibiotic therapy and source control measures only symptomatic therapy-
methods are available. Identification of protective factors that prevent a severe course
of the disease and new therapeutic strategies that do not only eliminate pathogens but
support the balance between pro-inflammatory and immunosuppressive phases could

improve the outcome.

Vitamin D has a great importance for the innate and adaptive immune system. Vitamin
D deficiency is a widespread problem. 28% of the healthy population are affected. De-
ficiency is defined as vitamin D levels <20 ng/ml. The minimum level which is consid-

ered sufficient should be above 30 ng/ml.

Vitamin D is also important for the regulation of the expression of antimicrobial pep-
tides as cathelicidins that play a role in innate immune response.

The aim of this study was to examine serum levels of vitamin D (25-
Hydroxycholecalciferol), Cathelicidin-LL-37 (protein and mRNA-level) and alpha-;-
antitrypsin during SIRS and to identify potential protective factors and prognostic mark-

ers.

For this purpose, blood samples were taken from SIRS patients and control patients
from the intensive care unit as well as from healthy controls. Serum levels were meas-
ured and clinical data, particularly APACHE-II-Score, SOFA-Score and MODS-Score
were collected to define the severity of sepsis.

The main finding was that SIRS patients are vitamin D deficient and have significant
lower vitamin D levels than controls from the intensive care unit and healthy controls.

Even among the healthy controls, only 28% had sufficient vitamin D levels.

Contrary to the hypothesis that Cathelicidin-LL-37 is decreased during SIRS, increased
levels (12,39 £ 9,775 ng/ml) were measured compared to controls from the intensive
care unit and healthy controls. This difference could not be detected on mRNA-level so
that a physiological degranulation of neutrophils during the inflammatory process might
be a reason for the increased Cathelicidin-LL-37-level. Because of the increased level
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of Cathelicidin-LL-37, a negative correlation was observed between the vitamin D and
Cathelicidin-LL-37 levels.

No measurable correlation between the severity of sepsis and the vitamin D level, re-
spectively the Cathelicidin-LL-37 level was found. SIRS-patients had significant higher
alpha--antitrypsin-levels.

This study cannot answer questions about the mechanisms of the observations.
Whether vitamin D levels and/or Cathelicidin-LL-37 levels could be used as prognostic
markers has to be answered in further studies.
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