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Abstract

1 Abstract

1.1 Hintergrund

Das Krankheitsbild der Sepsis stellt auch in der modernen Medizin immer noch eine grol3e
Herausforderung dar. Ein Grund fur die anhaltend hohe Letalitat ist ein fehlender sensitiver
und spezifischer Biomarker, der es ermdéglicht friihzeitig eine Prognose tber den Schweregrad

der Sepsis zu geben und den Verlauf der Krankheit objektiv darzustellen.

Ein vielversprechender Ansatz fir einen solchen Biomarker ist frei im Blut zirkulierende DNA,
die sogenannte cfDNA. Diese wird immer dann in das Blut abgegeben, wenn eine Zelle stirbt.
Damit korrelieren hohe cfDNA Konzentrationen mit einem vermehrten Zelluntergang, wie

beispielsweise bei der Sepsis.

1.2 Ziele

Ziel dieser Metaanalyse ist es eine umfassende Zusammenfassung lber all diejenigen Studien
zu geben, die sich mit der Messung der freien DNA im Blut (cfDNA) als Biomarker flr das
Krankheitsbild der Sepsis beschaftigt haben. Diese Arbeit soll einen Uberblick (ber den
aktuellen Forschungsstand dieser Thematik geben, indem die gefundenen Studien
vergleichend bewertet und die einzelnen Ergebnisse der Studien zusammenfassend
ausgewertet werden. So soll eine Aussage uUber den Nutzen der cfDNA im klinischen Alltag

getroffen werden.

1.3 Methoden

Es wurden die Datenbanken PubMed, Cochrane Central Register of Controlled Trials, Web of
Science Core Collection, das deutsche Register klinischer Studien und Google Scholar (bis
zum 14.06.2024) nach vorher definierten Suchbegriffen ohne Eingrenzung der Sprache, des
Landes oder des Erscheinungsdatums durchsucht. AuRerdem wurde anhand der
Referenzlisten der bereits gefundenen Arbeiten nach weiteren, noch unveréffentlichten,
Studien gesucht. Neben den Primarstudien wurden auch allgemeine und systematische
Ubersichtsarbeiten gesichtet. AnschlieBend wurde untersucht, inwiefern die Ein- und
Ausschlusskriterien bei den gefundenen Studien, die nach Screening des Abstracts in die
engere Auswahl kamen, zutrafen. Die verbliebenen Studien wurden anhand der Newcastle
Ottawa Skala hinsichtlich ihrer methodischen Qualitat beurteilt. Aus allen geeigneten Studien

wurden die zur Erstellung einer Kontingenztafel notwendigen Daten entnommen oder



Abstract

berechnet. Mithilfe dessen wurde die Sensitivitat und Spezifitat jeder einzelnen Studie und die
Gesamt-Sensitivitat und -Spezifitdt berechnet und graphisch in einer sROC-Kurve dargestellt.
Mittels des Heterogenitatsmafes |12 wurde der Anteil der Variabilitat, der auf der Heterogenitét
der Daten und nicht auf dem Zufall beruht, bestimmt. Von allen geeigneten Studien wurden

als Kern der Arbeit ein Forest-Plot erstellt.

1.4 Ergebnisse

In der systematischen Literaturrecherche konnten 11.643 Studien gefunden werden, die sich
mit der Thematik der cfDNA als Biomarker in der Sepsis auseinandersetzen. Wenngleich
deren Ergebnisse sehr heterogen sind zeigen sie dennoch, dass die Messung der freien DNA
im Krankheitsbild der Sepsis von hohem Interesse fir die Prognose und Diagnostik sein
konnte. Fir die Hauptfragestellung, ob die Konzentration der cfDNA zwischen einem guten
oder schlechten Outcome der septischen Patienten differenzieren kann, konnten 16 Studien
herangezogen werden. Innerhalb dieser Studien ergab der Forest-Plot eine Meta-Effektgrofie
von 1.42 mit einem 95% CI von 0.90 bis 1.93 und somit konnte die Hauptfragestellung mit
einem statistisch signifikanten Ergebnis beantwortet werden. Auch die Nebenfragestellung der
Méoglichkeit mithilfe der cfDNA-Konzentration eine Sepsis diagnostizieren und von anderen
Krankheitsbildern unterscheiden zu kénnen erbrachte im Forest-Plot bei 27 Studien, die dazu
ausgewertet wurden, ein signifikantes Ergebnis mit einer Meta-Effektgrofie von 1.33 und
einem 95% Cl von 0.96 bis 1.70. Bei einem 12 von 93% fiir die Hauptfragestellung und 93% fir
die Nebenfragestellung muss jedoch von einer erheblichen Heterogenitat und systematischen
Unterschieden zwischen den Studien ausgegangen werden. Die Studien, die sich mit Kindern
beschaftigt haben, wurden separat ausgewertet. Es konnten jedoch nur drei Studien und nur
die Nebenfragestellung untersucht werden. Dabei ergab sich eine Meta- Effektgrofie von 1.11
und ein 95% CI von -0.09 bis 2.32 und somit keine Signifikanz der Daten. Durch eine hdhere
Anzahl an Studien kénnte sich dies andern. Um eine Ursache fur die ausgepragte
Heterogenitat zwischen den Studien zu ermitteln, wurde eine Varianzanalyse durchgefuhrt.
Hierbei zeigte sich, dass die Art der angewendeten Messmethode einen signifikanten Einfluss

auf die Heterogenitat der Ergebnisse fur die cfDNA-Konzentrationen ausubte.

1.5 Zusammenfassung

Trotz enormer Fortschritte der Diagnostik und Therapie der Sepsis in den letzten Jahrzehnten
ist die Notwendigkeit der Forschung auf diesem Gebiet weiterhin unerlasslich. Als weiteres

Puzzleteil einer verbesserten Diagnose des Krankheitsbildes kdnnte cfDNA als Biomarker
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dienen. In dieser Metaanalyse konnte durch eine systematische Auswertung der bisherigen
Studien auf diesem Gebiet gezeigt werden, dass cfDNA als Biomarker signifikant zwischen
einem positiven und einem negativen Outcome differenzieren und septische von nicht
septischen Patienten trennen kann. Dabei sollte die cfDNA jedoch keinesfalls als alleiniger
Parameter herangezogen, sondern stets in Kombination mit bisher etablierten Biomarkern und
Scores betrachtet werden. Um die freie DNA jedoch in der klinischen Praxis etablieren zu
kénnen muss ein einheitliches Messverfahren gefunden werden, um die Vergleichbarkeit der
Ergebnisse zu gewahrleisten. Es werden zudem mehr Studien mit einer gréReren Anzahl an
Probanden bendtigt, um die Ergebnisse zu festigen. Insgesamt Iasst sich jedoch festhalten,
dass die cfDNA ein groRes Potenzial auf dem Gebiet der Sepsis-Diagnostik und Therapie
bietet.
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2 Einleitung

Unser Immunsystem schitzt unseren Koérper mit vielfaltigen Abwehrmechanismen vor
zahlreichen Pathogenen und bewahrt uns so vor mitunter tédlichen Krankheiten. Dieser
Schutzmechanismus kann bei einer Uberreaktion aber auch ins Gegenteil schwenken und den
Menschen schwer erkranken lassen, wenn nicht sogar zum Tode fuhren. Wenn eine lokale
Entzindung sich durch die Uberschiellende Freisetzung von Entzindungsmediatoren und
Aktivierung immunologischer Zellen in eine generalisierte Entzindung ausweitet kommt es zu
einer kaskadenartigen Entwicklung verschiedenster Pathomechanismen, die die
Organsysteme schwer schadigen kdnnen (1). Die weltweit hohen Todeszahlen verdeutlichen
die Bedeutung der Sepsis in der Medizin und die Notwendigkeit weiterhin die Therapie und
auch Diagnostik dieser Krankheit zu verbessern (2-4). Denn trotz einiger etablierter Biomarker
und Scores - im Nachfolgender genauer erlautert — stellt die exakte Diagnose der Sepsis oft
ein Problem dar und kann so zu einer Verzdgerung der lebensrettenden Therapie fihren. Die
schon seit vielen Jahren bekannte cfDNA ist dabei in den letzten Jahren vermehrt in den Fokus
geruckt. Die im Blut frei zirkulierende DNA korreliert unter anderem mit dem Zelluntergang und
kénnte daher einen Aufschluss Uber das Vorliegen und den Schweregrad der Sepsis liefern
(5). Um einen Uberblick tber die bisher publizierten Studien zu bekommen, wurden sie in

dieser Arbeit zusammengetragen und im Sinne einer Metaanalyse ausgewertet.

3 Literaturdiskussion

3.1 Sepsis

Wie in der Einleitung erldutert, ist die Sepsis eine, durch verschiedenste Pathogene
ausgeldste, Uberschielfende Immunreaktion. Jedes Pathogen tragt sogenannte pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs) auf der Oberflache. Das sind charakteristische Muster
von Molekilen, wie zum Beispiel Zuckermolekilen, die von den Immunzellen mit Hilfe der
pattern recognition receptors (PRRs) erkannt werden (6). Bindet nun ein PRR an einen PAMP
wird ein proinflammatorischer Prozess ausgeldst. Im Falle einer Sepsis kann dieser von den
korpereigenen Zellen noch verstarkt werden. Durch die Ausschuttung nuklearer,
mitochondrialer oder zytosolischer Proteine, die als damage-associated molecular patterns
(DAMPs) fungieren, werden ebenso die PRRs aktiviert. Diese proinflammatorischen Prozesse
fuhren unter anderem zu einer ausgepragten Mikrozirkulationsstérung. Diese wird im
Wesentlichen durch zwei Faktoren ausgeldst: ein UbermaRiges Angebot am vWF und ein
Mangel an ADAMTS-13 (7). Der VWF ist ein Glykoprotein, das eine Verbindung zwischen den
Thrombozyten und der verletzten Gefalwand schafft und so die primare Hamostase initiiert

(8). ADAMTS-13 ist eine Protease, die in physiologischer Weise VWF spaltet und somit
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antithrombotisch wirkt (9). Die bei der Sepsis vorhandene Dysbalance dieser zwei Faktoren
fuhrt zu einer UberschieRenden Thrombusbildung und gleichzeitig, durch den daraus
resultierenden Verbrauch an Thrombozyten, zu einer vermehrten Blutungsneigung. Das flhrt
zu lebensgefahrlichen Komplikationen, weshalb auch eine ausgepragte Thrombozytopenie ein
Zeichen einer erhdhten Sterblichkeit bei septischen Patienten ist (10). Ein weiterer, fiur die
Sepsis wesentlicher Pathomechanismus ist die Stérung der Gefalipermeabilitat. Diese wird
zum grof3en Teil vom Endothel bestimmt und ist entscheidend fir die Hamodynamik. Durch
die Sepsis wird in den Endothelzellen die Synthese von vasodilatatorischen Mediatoren, vor
allem des Stickstoffmonoxids (NO), geférdert. Dies wird unter anderem von der induzierbaren
NO-Synthase (iNOS) realisiert. Die Gefalle 6ffnen sich und die GefaRpermeabilitdt nimmt zu,
was im schlimmsten Fall zur Ausbildung eines Schocks fuhren kann. Es kommt zur Ausbildung
von Odemen und zu einer Umverteilung des Volumens, was eine Minderperfusion der Organe
bedingt (11).

Bei der Sepsis spielen aber nicht nur die pro-inflammatorischen Prozesse eine Rolle. Neuere
Studien konnten zeigen, dass auch anti-inflammatorische Prozesse wichtig fiur den
Pathomechanismus sind und die Krankheit somit sehr heterogen verlauft (12). Die
verschiedenen Vorgange, die sich bei einer Sepsis im Korper abspielen sind also noch viel
komplexer als jahrzehntelang angenommen. Seymour et al. fasste daher in einer grofR
angelegten Studie im Jahr 2019 die septischen Patienten in vier unterschiedlichen Gruppen
zusammen. Er unterschied je nach betroffenen Organsystemen, individuellen Patientendaten
und verschiedensten Labor- und Vitalparametern zwischen dem a, B, y und & Typ. Er
postulierte, dass Sepsis als Krankheitsbild heterogener ist als zuvor angenommen und die

Diagnostik und Therapie sich je nach Typ entscheidend verandern kann (13).
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Abbildung 1 abnormale klinische Variablen je nach Phanotyp, adaptiert von Seymour et al. 2019

Was dem einen Patient helfen wirde, wirde den anderen womdglich umbringen. Das erklart
auch, warum in der Vergangenheit einige, anfangs erfolgsversprechende, Therapiekonzepte
in der Praxis gescheitert sind (14). Das Krankheitsbild der Sepsis hat nach wie vor eine sehr
hohe Letalitat und bedingt immer noch weltweit Uber 5 Millionen Todesfélle (3, 4). Andere
Quellen sprechen sogar von deutlich héheren Zahlen bis zu 19 Millionen (2). Daher ist es ein
wichtiges Ziel der Medizin die Diagnostik und Behandlung der Sepsis stetig zu verbessern.
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3.1.1 Diagnostik der Sepsis

Die 2016 eingefihrten Sepsis-3-Definitionen beschreiben die Sepsis als eine
slebensbedrohliche Organfunktionsstérung, die durch eine fehlerhafte Antwort des Kérpers auf
eine Infektion bedingt ist“ (15). Die genauen Ursachen dieser Infektion und auch die Diagnostik
der Sepsis an sich werden dabei nicht genauer definiert. Hier deutet sich schon an, dass sich
eine detaillierte Beschreibung des Krankheitsbildes Sepsis aufgrund einer sehr umfassenden
Atiologie und einer, bis heute immer noch recht unspezifischen, Diagnostik sehr schwierig

gestaltet.

Bei der Diagnosestellung wird nicht mit einem spezifischen Wert bzw. Parameter gearbeitet,
vielmehr versucht man eine Ubersicht Giber mehrere Organsysteme zu bekommen und so den
Allgemeinzustand des Patienten zu beurteilen. Dabei arbeitet man auch mit speziellen
Ratingsystemen, wie dem SOFA-Score (1). Dieser beurteilt die sechs Parameter Atemsystem,
Kreislaufsystem, Leberfunktion, Nierenfunktion, Hdmostase und ZNS-Funktion. Fir jeden
Aspekt werden Punkte vergeben, die steigen, je starker die Werte des Patienten von den
Normwerten abweichen. Sollte der Ausgangswert des Patienten akut um mindestens zwei
Punkte steigen ist formal die Diagnose einer Sepsis gestellt, sofern auch eine

lebensbedrohliche Organdysfunktion aufgrund einer Infektion vorliegt (15).

Im nichtinvasiven Setting kann der SOFA-Score auch in der verkirzten Form, die keine
maschinelle Diagnostik voraussetzt, als Quick-SOFA-Score (qSOFA) angewendet werden (1).
Bei diesem werden flr eine Atemfrequenz Uber 22 /min, ein systolischer Blutdruckwert unter
100mmHg und eine vorliegende Vigilanzminderung jeweils ein Punkt vergeben (1). Ab zwei
erreichten Punkten ist eine Organdysfunktion wahrscheinlich. In den aktuellen Surviving
Sepsis Campaign Guidelines von 2021 wird dieser aber nicht mehr empfohlen (16). Ob die
awmf Leitlinie dieser Empfehlung in der neuen Version folgen wird, bleibt abzuwarten. Nach
den aktuellen S3-Leitlinien zur Sepsis wird der gSOFA noch zur Diagnostik bei Verdacht auf

eine Sepsis aulerhalb der Intensivstation empfohlen (17).

Ein weiterer Score, der zur Beurteilung der Sterblichkeit auf der Intensivmedizin entwickelt
wurde, ist der APACHE |l Score (Acute Physiology And Chronic Health Evaluation Il Score).
Dieser setzt sich aus drei Kategorien zusammen: zwolf Routine Parameter, dem Alter des
Patienten und dem Chronic Health Score, der die Vorgeschichte des Patienten berlcksichtigt.
Fir diese Kategorien werden insgesamt maximal 71 Punkte vergeben, wobei die
Uberlebenswahrscheinlichkeit des Patienten mit steigender Punktzahl als immer kleiner
bewertet wird (18). Als Goldstandard bei der Sepsis-Diagnostik gilt laut ,International
Guidelines for Management of Sepsis an Septic Shock® von 2016 und der aktuellen S3-Leitlinie

fir Sepsis aber nach wie vor die Blutkultur (19). Diese ist die einzige direkte Nachweismethode
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fur ein Bakterium, die es gleichzeitig erlaubt Antibiotikaresistenzen zu identifizieren und so die

bestmdglichste Therapie zu ermitteln (17).

Eine solche Diagnostik bedarf einer Menge Erfahrung und vor allem auch Zeit. Zeit, die die
Patienten nicht immer haben. Studien konnten zeigen, dass an einer Sepsis Erkrankte, die mit
einer fruhen zielgerichteten Therapie innerhalb der ersten sechs Stunden im Krankenhaus
behandelt wurden, ein deutlich besserer Outcome hatten als solche, die spater behandelt
wurden (20). Nach den Auswertungen von Kumar et al. aus dem Jahr 2006 bekommen aber
nur etwa die Halfte aller Patienten mit einem septischen Schock innerhalb der ersten sechs
Stunden nach erstmals dokumentierter Hypotension eine antibiotische Therapie (21). In jeder
Stunde, die bis zum Start der Therapie vergeht, steigt die Mortalitat statistisch um etwa 6-8%
an (21, 22). Aber auch das Gegenteil, eine Ubertherapie aufgrund einer falschlicherweise
diagnostizierten Sepsis, schadet dem Patienten. Die ibermafRige Volumengabe belastet den
Kreislauf und die Antibiotikagabe erhdht das Risiko einer pseudomembrandsen Kolitis und
einer Resistenzentwicklung (23). Zudem verringert eine frihzeitige Deeskalation der
antibiotischen Therapie die Mortalitat. Laut aktueller S3-Leitlinie ist sogar schon nach 72
Stunden eine Deeskalation auch ohne Erregernachweis empfohlen, vorausgesetzt es trat eine

klinische Verbesserung ein (17).

Daher ware es von grof3em Vorteil einen spezifischen Biomarker zu haben, der die Diagnose
und der Sepsis vereinfacht und mit dem Schweregrad dieser korreliert. Einen prognostischen
Biomarker fUr die Sepsis zu finden, wirde dabei helfen, das Outcome der Patienten besser
beurteilen zu kénnen, den Therapieerfolg oder auch -misserfolg darstellen zu kénnen und die
Schwere der Sepsis gleich zu Beginn einschatzen zu kdnnen (24). Da gerade bei der Sepsis
die gewahlte Antibiotikatherapie alle 48-72h kritisch Uberprift werden muss, wirde ein
zusatzlicher Parameter die Entscheidung fir ein Beibehalten oder Wechsel der gegebenen

Antibiotika vereinfachen (17).

Ein Biomarker ist nach dem National Institutes of Health (NIH) definiert als ,,ein Merkmal, das
objektiv gemessen und als Indikator flir normale biologische Prozesse, pathologische
Prozesse oder pharmakologische Reaktionen auf eine therapeutische Intervention bewertet
werden kann® (25). Wichtige Biomarker, die bereits jetzt bei jedem Verdacht auf eine Sepsis
erhoben werden sollten, sind jegliche proinflammatorischen Mediatoren, wie die CRP-, die
PCT- und, wenn auch im klinischen Alltag, abgesehen von der Padiatrie, weniger angewendet,
die IL-6-Konzentration (26). Die CRP- und IL-6-Konzentrationen helfen bei der Entscheidung,
ob es sich um eine akute Infektion handelt, oder ob diese schon langer besteht. Der IL-6 Wert
steigt schnell stark an, sinkt aber auch wieder friihzeitig, nach etwa einem Tag, ab. Der CRP-
Wert steigt dagegen nur langsam, dafiir aber lang anhaltend an (26). Zu beachten ist bei

diesen Parametern, dass sie nicht ausschlie3lich bei einer Infektion ansteigen, sondern
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beispielsweise auch bei Verbrennungsopfern erhdht sind (27). Vor allem auch der PCT-
Spiegel hat sich in den letzten Jahren besonders in der Pneumonie induzierten Sepsis als
wichtiger Biomarker bewahrt. So kann eine Sepsis bei einem PCT-Wert unter 0,5 g/l als sehr

unwahrscheinlich angesehen werden (28).

Auch das Abfallen des Quick- Wertes und die steigende Konzentration der Fibrinspaltprodukte,
wie die D-Dimere, deuten, ebenso wie ein sinkender pH- und p.O2-Wert, auf eine Sepsis hin
(26). Ein weiterer wichtiger Hinweis auf eine Entzindungsreaktion liefert die Anzahl an
neutrophilen Granulozyten. Diese sind einer der ersten Zellen des Immunsystems, die einen
Erreger erkennen und durch Phagozytose, Degranulation und Bildung von NETs bekéampfen
kénnen (29). Die NETs sind Zusammenschliisse aus Chromatin, mikrobiziden Proteinen und
oxidativen Enzymen und helfen dem Immunsystem die Infektion einzudammen (20). Dabei
fangen die neutrophilen Granulozyten die mikrobiellen Erreger mit den NETs regelrecht ein
und kénnen ihn so téten (30). Spezifische Marker der NETs, wie die MPO-DNA und das Cit-
H3, ermdglichen es die Konzentration der NETs zu bestimmen. Studien konnten zeigen, dass
sie mit anderen Entziindungsparametern und auch mit der Konzentration der zellfreien DNA

korrelieren (31).

Um die Diagnostik der Sepsis objektiv und einheitlich zu gestalten, wurden bereits 1992 feste
Kriterien definiert und in einer ,Sepsis-1 Definition“ zusammengefasst. 2003 und 2016 wurde
diese Definition noch einmal aktualisiert und ist in der neusten Fassung auch heute noch
wegweisend fur die Diagnostik der Sepsis (15, 32, 33). In der untenstehenden Tabelle sind die

verschiedenen Sepsis Definitionen zusammengefasst.

Sepsis-1 Sepsis-2 Sepsis-3
Autoren Bone et al Levy et al Singer et al
Erscheinungsjahr 1992 2003 2016
Definition einer 2/4 SIRS Kriterien + 2/4 SIRS Kriterien Lebensbedrohliche
Sepsis Infektion oder andere definierte = Organfunktionsstorung
Symptome einer aufgrund einer Infektion,

Sepsis + Infektion Ein Anstieg des SOFA-
Scores um = 2
Definition einer Sepsis + eine Sepsis + eine
schweren Sepsis Organfunktionsstérung, = Organfunktionsstorung -
Hypoperfusion oder

Hypotonie
Definition eines Sepsis + Hypotonie trotz = Sepsis + Hypotonie Sepsis + Hypotonie trotz
septischen adaquater trotz adaquater adaquater
Schocks Flussigkeitszufuhr Flissigkeitszufuhr Flissigkeitszufuhr +

Lactat = 2 mmol/l
Tabelle 1 Sepsis-Definitionen
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In der neusten Sepsis-3 Definition von 2016 entfallt der Begriff ,schwere Sepsis“, da die
Organdysfunktion, die zuvor das Kriterium flr eine schwere Sepsis war, Teil der allgemeinen
Definition der Sepsis geworden ist und daher eine Differenz zwischen ,normaler‘ und
.Sschwerer® Sepsis nicht mehr sinnvoll ist. Der septische Schock hingegen ist nach wie vor
abzugrenzen. Dieser liegt dann vor, wenn der Patient trotz adaquater Volumengabe

Katecholaminpflichtig ist und das Serum Laktat Uber 2 mmol/l liegt.

Nachfolgend eine Ubersicht (ber die aktuelle Vorgehensweise zur Diagnostik der Sepsis und

des septischen Schocks aus der Arbeit von Singer et al.:

Patient mit vermutlicher Infektion

v o . — , Klinik beobachten, falls
qSOFA = 22 ein Ist eine Sepsis .lm_me?r Nein > nétig, Reevaluation
noch wahrscheinlich? einer méglichen Sepsis
Ja
. .. Ja
Organdysfunktion prifen
. Klinik beobachten,
SOFA22? Nein | falls ndtig,
Reevaluation einer
Ja moglichen Sepsis
Sepsis
L Nein gSOFA Variablen:

- Atemfrequenz
- Bewusstseinsstérung
- systolischer Blutdruck

Notwendigkeit von Vasopressoren, um
einen MAP = 65 mmHg aufrecht zu
erhalten, trotz adaquater Volumengabe

UND SOFA Variablen:

Serum Lactat > 2 mmol/l Pa0,/FiO,

Ja - GCS

- MAP oder Vasopressoreinsatz

septischer Schock - Serum Kreatinin und
Urinproduktion

- Bilirubin

- Thrombozytenzahl

Abbildung 2 Sepsis Diagnostik, adaptiert von Singer et al. 2016

Einen spezifischen Blutmarker, der mit der Schwere der Krankheit korreliert, wie es
beispielweise bei der Troponinkonzentration und Myokardinfarkten der Fall ist (34) wurde

bisher aber noch nicht gefunden.
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3.1.2 Differenzierung Sepsis, SIRS und Bakteridamie

Wahrend das Systematische inflammatorische Response-Syndrom (SIRS) friher mit der
Sepsis gleichgestellt wurde, ist es heutzutage klar von dieser abzugrenzen. Eine SIRS kann
im Gegensatz zu einer Sepsis auch durch nicht-infektiose Ursachen, wie beispielsweise ein
Trauma oder Verbrennungen, hervorgerufen werden. Um eine SIRS diagnostizieren zu

kdnnen mussen mindestens zwei der folgenden Kriterien vorliegen (32):

1. Temperatur 238°C oder < 36°C
Tachykardie mit einer Herzfrequenz =90/min

3. Tachypnoe mit einer Frequenz =220/min oder Hyperventilation mit PaCO2 <4.3 kPa/
<33 mmHg

4. Leukozytose (212000/mm3) oder Leukopenie (<4000/mm3) oder =210% unreife
Neutrophile im Differentialblutbild

In Kombination mit einer Infektion wurde nach diesen Kriterien bis zum Jahr 2016 auch die
Sepsis diagnostiziert. Eine Studie aus dem Jahr 2015 konnte jedoch zeigen, dass man so
jeden achten Fall falschlicherweise nicht als Sepsis diagnostiziert. Daher wurde mit den
Sepsis-3-Kriterien die Organdysfunktion in das Zentrum der Definition gestellt (15).

Das folgende Schaubild von Bone et al. (32) aus dem Jahr 1992 verdeutlicht, wenn auch nicht
auf dem aktuellen Stand, sehr gut den Zusammenhang zwischen SIRS, Sepsis, einer Infektion

und einer Bakteriamie:
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Abbildung 3 Beziehungen zwischen dem systemischen inflammatorischen Response-Syndrome und Sepsis,
adaptiert von Bone et al. 1992
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Wie das Bild darstellen soll, erfillt jede Sepsis formal die Kriterien einer SIRS, eine SIRS erflllt
aber andererseits nicht alle Kriterien einer Sepsis. Ebenfalls verdeutlicht wird die Atiologie.
Wahrend eine Sepsis immer auf einer Infektion beruht, kann eine SIRS verschiedenste

Ausloser haben.

Auch die, ebenfalls im Schaubild dargestellte, Differenzierung zwischen Sepsis und einer
Bakteriamie ist nicht immer eindeutig. Die Bakteriamie ist eine bakterielle Infektion des Blutes.
Dieser Begriff allein definiert noch nicht den klinischen Zustand des Betroffenen. Erst wenn
eine dysregulierte Antwort des Korpers auf diese Infektion folgt, die zu einer
Organfunktionsstérung fuhrt, spricht man nicht mehr von einer Bakteridmie, sondern von einer
Sepsis. Diese dysregulierte Antwort spiegelt sich in einer Steigerung des (q)SOFA-Scores
wider (35). Somit ist nicht jede Bakteriamie als Sepsis zu verstehen. Bei der Sepsis muss es
sich umgekehrt aber auch nicht immer um eine Bakteridmie handeln. Die Sepsis Definition

beschreibt nicht, wo der Fokus der Infektion liegt (15).

3.1.3 Epidemiologie, Atiologie und Mortalitét der Sepsis

Die epidemiologischen Daten sind aufgrund einer fehlenden Meldepflicht fur die Sepsis und
regional gro3en Unterschieden nicht einheitlich. Eine umfassende Metaanalyse, die Studien
von 1979 bis 2015 sichtete und sich vor allem mit den Daten der Industrielander beschaftigte,
konnte aber zeigen, dass die Inzidenz in den Jahren 2005 bis 2015 in den einkommensstarken
Landern bei 437/100.000 fir die Sepsis und bei 270/100.000 fur die schwere Sepsis lag. Es
konnte zudem beobachtet werden, dass die absolute Zahl, der an Sepsis erkrankten, stieg.
Hochrechnungen aus diesen Daten ergaben etwa 5,3 Millionen an einer Sepsis Verstorbene
jahrlich. (4)

Um einen besseren Uberblick (iber die tatsachliche Mortalitdt der Sepsis zu bekommen,
untersuchte eine grofd angelegte Metaanalyse aus dem Jahr 2021 die Daten von 134 Studien,
die die Sterblichkeit von Sepsis und dem septischen Schock in Deutschland, Europa ohne
Deutschland und Nordamerika untersuchten. Die in der Gesamtschau der eingeschlossenen
Studien ermittelte 30-Tages-Mortalitat der Sepsis lag in Deutschland dabei bei 26,5% (95%
Cl: 19,86-33,15 %), die des septischen Schocks bei 30,48% (95% CI: 29,30-31,67 %). Im
Vergleich dazu lag die 30-Tage-Mortalitat im Rest Europas bei 23,85% (95% CI: 20,49—
27,21 %) bzw. 34,57% (95% CI: 33,51-35,64 %) und in Nordamerika bei 19,58% (95% CI:
14,03-25,14 %) bzw. 33,69% (95 % CI: 31,51-35,86 %). Die Sterblichkeit der Sepsis und des
septischen Schocks in Deutschland ist somit im internationalen Vergleich weder signifikant
erhdéht noch erniedrigt (36). Daten aus Europa lassen zudem darauf schlieen, dass die

Sterblichkeit in den letzten Jahren insgesamt sinkend ist (37).
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Zusammenfassend lasst sich also festhalten, dass die absoluten Zahlen der an Sepsis
erkrankten, vermutlich vor allem durch den demographischen Wandel vorangetrieben, steigt.
Die Mortalitat hingegen ist durch den medizinischen Fortschritt gesunken. Deutschland zeigt
im europaweiten Vergleich eine gute, wenn auch nach wie vor sehr hohe, Mortalitat. Die
Datenlage fir die Entwicklungslander ist leider sehr lickenhaft, weshalb sich hier nur

ungenaue Aussagen treffen lassen.

Beziiglich der Atiologie fasst Angus et al. (2) in seinem Review zusammen, dass bei 62% der
septischen Patienten gramnegative Bakterien nachgewiesen werden konnten, bei 47%
grampositive Bakterien und bei 19% Pilze (38). In diesen Gruppen wiederrum waren bei den
gramnegativen Bakterien Escherichia coli, Klebsielle species und Pseudomonas aeruginosa
am haufigsten, bei den grampositiven Bakterien fuhrten Staphylococcus aureus und
Streptococcus pneumoniae. Hierbei ist allerdings anzumerken, dass lediglich ein Drittel aller
Blutkulturen tatsachlich positiv ausfallen. Als ursachlicher Infektionsherd ist die Pneumonie mit
uber der Halfte aller Falle flihrend, gefolgt von Infektionen des Gastrointestinal- und
Urogenitaltraktes (39).

Chronische Krankheiten wie chronisch obstruktive Lungenerkrankungen, AIDS oder Krebs und
die Einnahme von Immunsuppressiva gelten als Risikofaktor flr eine Sepsis. Auch genetische
Faktoren spielen scheinbar eine Rolle bei der Pathogenese. So konnte gezeigt werden, dass
Manner ein héheres Risiko aufweisen als Frauen und die farbige Bevdlkerung starker betroffen
ist als die Weilte. Auch das Alter ist ein wichtiger Risikofaktor. So ist die Inzidenz vor allem bei

Kindern und alteren Menschen hoch (40).

3.2 Die Rolle der cfDNA-Konzentration in der Sepsis

1948 entdeckten Mandel und Metais erstmals bei einem an Krebs erkrankten Patienten, dass
sich in unserem Blut freie DNA befindet (41). Inzwischen hat man den diagnostischen und
auch therapeutischen Wert dieser DNA-Bruchstlicke erkannt und es werden immer weitere
Zweige der Medizin entdeckt, in denen die cfDNA als diagnostischer und/oder prognostischer

Biomarker von Nutzen sein kdonnte.

Um die cfDNA als sinnvolles diagnostisches Kriterium nutzen zu kénnen ist es unerlasslich
sich Gedanken zu machen, woher sie kommt und unter welchen Umstanden sie in
physiologischer Weise oder im Rahmen eines pathologischen Prozesses ansteigt. Wichtig ist
dabei, dass die Gesamtmenge an freier DNA, die wir messen, verschiedene Urspriinge hat.
So kann man zwischen nuklearer, mitochondrialer, apoptotischer und auch bakterieller DNA
unterscheiden (5). Wahrend die nukledare DNA direkt aus dem Zellkern freigegeben wird,

stammt die mitochondriale DNA aus den Mitochondrien, die ihr eigenes Erbgut besitzen (42).
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Es gibt zahlreiche Mechanismen, die daflir verantwortlich sind, dass eine Zelle ihre DNA in
den Extrazellularraum abgibt. Gahan, Anker und Stroun et al. beschrieben den Prozess der
aktiven DNA-Sezernierung durch eukaryotische Zellen, die die DNA in Form von
Nukleoproteinen in einem kontrollierten Mechanismus in den Extrazellularraum entlassen.
Ahnlich wie bei Prokaryoten kann diese freie DNA dann von anderen Zellen aufgenommen
werden. Dort kann die DNA als Vermittler von Informationen dienen und die Empfangerzelle
modifizieren (43-45). Auch Abolhassani et al. bestatigten in ihrer Untersuchung mit Zellen der
HL-60 Reihe, dass auch lebende Zellen aktiv in einem regulierten Mechanismus DNA

sezernieren (46).

Interessanterweise korreliert die Konzentration der freien DNA dabei auch mit der
Konzentration an neutrophilen Granulozyten. Das liegt zum einen daran, dass freie, im Blut
zirkulierende DNA die Uberlebensfahigkeit der Neutrophilen erhéht (6), zum anderen geben
die neutrophilen Zellen bei dem Prozess der NETosis aber auch selbst DNA ab (47). Und auch
die mtDNA ist ein potenter Induktor von NETs (48). Neuere Studien zeigten aber, dass die
NETs wahrscheinlich nur eine untergeordnete Rolle bei der Erhéhung der cfDNA in septischen
Patienten spielt (49).

Die cfDNA fungiert aber auch als Damage-associated molecular pattern (DAMP) (siehe 3.3)
und sorgt dafur, dass die pro-inflammatorische Kaskade weiter angetrieben wird, indem sie
bei den Zielzellen an einen intrazellularen Rezeptor (TLR9 Rezeptor) bindet und diese so
aktiviert (50). Wenn das aber, wie bei der Sepsis, im uUberschiefenden Malle stattfindet,
beschleunigt das auch die Entstehung eines Multiorganversagens, da die
Entziindungsreaktion nicht mehr lokal stattfindet, sondern systemisch wird. Damit erschlief3t
sich auch, warum eine sehr hohe Konzentration der freien DNA mit einer erhohten Mortalitat
des Patienten korrelieren kdonnte (51). Diese erhdhte Mortalitat kdnnte auch, wie eine Studie
im Jahr 2015 zeigte, damit zusammenhangen, dass hohe cfDNA-Konzentrationen die
Fibrinolyse und damit die Aufldsung von, fur den Patienten lebensgefahrlichen, Blutgerinnseln
hemmt (52). Daher darf man die cfDNA vielleicht auch nicht nur als diagnostisches Hilfsmittel
verstehen, sondern auch als einen neuen Ansatzpunkt in der Therapie. So wurde im Jahr 2020
versucht, den Krankheitsverlauf der Sepsis positiv zu beeinflussen, indem man die cfDNA

komplexierte und diese so nicht mehr als DAMP fungieren konnte (53).

Lange war aber nicht eindeutig geklart, welche der DNA-Entitaten bei der Sepsis ansteigt, da
meist lediglich die gesamte cfDNA Konzentration gemessen wurde. Daher differenzierte eine
Arbeitsgruppe im Jahr 2022 die verschiedenen DNA-Typen und bestimmte die
Konzentrationen der gesamten cfDNA, sowie der nukledren, der mitochondrialen, der
apoptotischen und der bakteriellen DNA im Blut von Patienten mit einer Bakteriamie. Die

Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass aber vor allem die apoptotische DNA, die bei
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Gesunden gar nicht messbar war, bei Patienten mit einer Bakteridamie stark ansteigt und den
Groliteil der freien DNA im Blut ausmacht. Analog dazu ist anzunehmen, dass auch bei Sepsis

der Grolfiteil der messbaren cfDNA Konzentration apoptotischen Ursprungs ist (5).

Apoptotische DNA wird immer dann ins Blut abgeben, wenn eine Zelle abstirbt (54). Dies kann
durch einen kontrollierten Zelltod, der Apoptose, oder durch einen unkontrollierten Zelltod, der
Nekrose, erfolgen. Bei verschiedensten Pathologien, wie beispielsweise dem Myokardinfarkt,
Kanzerogenen oder auch einem Trauma sterben besonders viele Zellen und der Wert der
freien DNA im Blut steigt (55). Auch bei dem Krankheitsbild der Sepsis kann man dies
beobachten. Diesen Anstieg kann man messen und so Riickschlisse auf den Gesamtzustand
des Erkrankten ziehen. Mehrere, in dieser Metaanalyse eingeschlossene, Studien konnten
zeigen, dass die Konzentration der cfDNA bei den Patienten, die im spateren Verlauf ihrer
Krankheit erlagen, hdher war als bei denen, die die Sepsis Uberlebt haben (24, 56, 57). Ein
weiterer  Grund, warum  die Konzentration der freien DNA mit der
Uberlebenswahrscheinlichkeit korrelieren kdnnte, ist die Tatsache, dass die frei im Blut
zirkulierende DNA bei septischen Patienten durch Multiorganversagen nicht mehr adaquat
abgebaut werden kann und im Blut akkumuliert (58). Bei einem gesunden Menschen betragt
die Halbwertzeit der cfDNA etwa 30 Minuten (59). Das fuhrt dazu, dass die Konzentration der
freien DNA im gesunden Menschen meist sehr niedrig ist - laut Brodbeck et al. im Bereich von
0,6 bis 3,4 ng/ml (60). Wie bei anderen Biomarkern auch ist die Anzahl der freien DNA-
Molekile in unserem Korper natlrlichen Schwankungen ausgesetzt. Diese liegen etwa im

Bereich von 0,5 bis 1,4 ng/ml und sind von pathologischen Veranderungen abzugrenzen (60).

Es gilt noch zu untersuchen, ob die cfDNA die, im Folgenden aufgelisteten, Kriterien eines

idealen Biomarkers erfillen kann. Diese sind (61):

e er sollte eine hohe Sensitivitat fur die zu untersuchende Krankheit aufweisen

¢ er sollte eine hohe Spezifitat fir die zu untersuchende Krankheit aufweisen

o die Hohe des Plasmaspiegels sollte mit der Schwere der Krankheit korrelieren

e er sollte schon sehr friih ansteigen, um noch Zeit fur therapeutische MaRhahmen zu
gewabhrleisten

e er sollte eine Halbwertszeit aufweisen, die den Parameter klinisch auswertbar macht

e er sollte reproduzierbar sein

o er sollte kostengtinstig und einfach in der Handhabung sein
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3.3 Die cfDNA-Konzentration in anderen medizinischen Bereichen

Neben der Sepsis versucht man die cfDNA auch in anderen Krankheitsbildern als Biomarker
zu etablieren. So ist die Messung der freien DNA im Blut einer schwangeren Frau in der
Pranataldiagnostik schon seit dem Jahr 2000 als eine Methode beschrieben wurden, um
chromosomale Veranderungen des Ungeborenen zu detektieren (62). Aber auch in der
Tumordiagnostik findet die cfDNA vermehrt Aufmerksamkeit. Sie soll dabei helfen maligne
Geschehen schon fruhzeitig erkennen und behandeln zu kdénnen (63). Dabei versucht man
neben der Messung der cfDNA-Konzentration auch dem Krebs zugrunde liegende Mutationen
in der freien DNA, die zum Teil auch von den entarteten Zellen stammt, zu finden (63). Ein
weiteres Einsatzgebiet der zellfreien DNA ist die Behandlung von Patienten, die ein Trauma
erlitten haben. Hierbei soll die Messung der cfDNA-Spiegel vor allem dabei helfen den weiteren
Verlauf der Patienten besser einschatzen zu kdénnen (64). Auch eine sogenannte
AllotransplantatabstoRung bei Patienten mit einem Spenderorgan kénnte mit Hilfe der cfDNA

friihzeitig erkannt und bekampft werden (65).

3.4 Vergleich der cfDNA mit anderen Biomarkern und Sepsis Scores

Schon jetzt werden in der Praxis viele Biomarker und Scores eingesetzt, die die Diagnose und
Prognose der septischen Patienten erleichtern und objektiver gestalten. Bei der Untersuchung
der cfDNA in der Sepsis ist es daher auch von Interesse, inwieweit die Konzentration der freien
DNA mit der Konzentration anderer Biomarker und einer Erhéhung der Sepsis spezifischen

Scores korreliert.

Verschiedene Studien konnten zumindest mit den, im klinischen Alltag haufig eingesetzten,
SOFA- und APACHE Il Score eine positive Korrelation mit der cfDNA zeigen (66, 67).

Im Vergleich mit den anderen Biomarkern fir Sepsis, wie IL-6, das CRP oder PCT, zeigte die
cfDNA eine vergleichbare oder sogar bessere Sensitivitat und Spezifitat (56, 68). Ob der
Anstieg der cfDNA jedoch signifikant mit einem Anstieg anderer Biomarker fur die Sepsis
Diagnostik korreliert, ist in der Literatur jedoch umstritten. Rhodes et al. konnte 2006 keine
Korrelation zwischen der cfDNA und dem PCT, CRP und NT-proBNP feststellen (69). Huang
et al. stellte 2018 hingegen eine positive Korrelation zwischen der cfDNA und dem PCT fest
(r=0.675, 95% CI= 0.575-0.766, p< 0.001) (70).

Dies ist vor allem deshalb wichtig, weil sich das PCT in der Vergangenheit als sehr
bedeutender Biomarker flir die Sepsis herauskristallisiert hat, unter anderem da die PCT-
Serumkonzentration positiv mit der Schwere der Infektion korreliert (71). Das PCT zeigte in

Studien die Eigenschaft, bei verschiedenen Ursachen der Sepsis unterschiedlich stark
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anzusteigen. So findet man nur bei bakterieller Genese einen relevanten Anstieg, bei viralen
oder anderweitig bedingten Ursachen der Sepsis steigt das PCT kaum an (71). Besonders bei
den gramnegativen Bakterien scheint das PCT stark anzusteigen, bei den grampositiven

weniger (72). Solch eine Differenzierung fand sich bei der cfDNA bisher nicht (57).

Diese Unterschiede zwischen den einzelnen Biomarkern dirfen aber nicht als Schwache
aufgefasst werden, sondern bieten vielmehr die Chance, dass sie sich gegenseitig erganzen
und zusammen eine mdglichst genaue Vorhersage flr den Patienten treffen kénnen. So
konnten Studien zeigen, dass beispielsweise PCT zwar ein sehr guter diagnostischer Marker,
jedoch nur ein schlechter prognostisch Marker darstellt, wohingegen IL-6 Schwachen bei der
Diagnostik aufweist und besser als prognostischer Marker dient. So liegt die Sensitivitat bei
der Diagnostik der Sepsis und des septischen Schocks bei PCT bei 74,4% und 93,7%, die
Spezifitat bei 86,7% und 75,2%. Damit ist die PCT-Konzentration gut fur die Diagnostik
geeignet. Die IL-6-Konzentration hingegen ist als prognostischer Marker wertvoll, da sie bei
86% der Uberlebenden am zweiten Tag absinkt (73). Hierbei kdnnte die cfDNA ergénzende
Aussagen liefern und die Genauigkeit der Diagnostik und Prognostik erhéhen. Das zeigt auch
die bereits erwahnte Studie aus dem Jahr 2018 von Huang et al.. Nach deren Daten kann die
freie DNA im Plasma bei der Prognose der Sepsis eine Sensitivitdt von 100% und eine
Spezifitat von 81,43% erreichen. Indem man die cfDNA mit dem PCT und dem APACHE Il
Scoren kombiniert kann man diese Werte aber insgesamt noch erhéhen und erreicht eine
Sensitivitat von 94,29% und eine Spezifitdt von 98,57% (70).

Zusammenfassend lasst sich somit festhalten, dass die bisherigen Mittel zur Diagnostik einer
Sepsis noch keine zufriedenstellende Sensitivitat und Spezifitat besitzen und ein weiterer

Biomarker in der Klinik von Vorteil ware (74).

3.5 Ziele

Ziel dieser Meta- Analyse ist es, eine Ubersicht Giber alle Studien zu erarbeiten, die Sepsis und
cfDNA thematisieren und diese vergleichend zu bewerten. So soll ein Uberblick tber den
momentanen Forschungsstand auf diesem Gebiet gegeben werden. Dabei soll im Detail
untersucht werden, inwiefern sich die Messung der cfDNA-Konzentration eignet, um die
Prognose des Patienten eingrenzen zu konnen. Des Weiteren soll dargestellt werden, ob man
mit Hilfe des cfDNA-Spiegels im Blut das Krankheitsbild der Sepsis von anderen
Krankheitsbildern differenzieren kann. Dabei wird auch versucht mdgliche Einfluss- und

Storgrélen, die das Ergebnis verzerren kdénnen, zu identifizieren.

Eine mdgliche Einfihrung der cfDNA Messung in den klinischen Alltag kénnte dabei helfen,

den Krankheitsverlauf der Patienten objektiver zu beurteilen und friihzeitig eine Aussage Uber
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den Therapieerfolg oder -misserfolg treffen zu kdnnen. Eine dadurch moglicherweise fruhzeitig

eingeleitete Therapiednderung kdnnte das Outcome der Patienten deutlich verbessern.
Somit lautet die Hauptfragestellung der vorliegenden Arbeit:

e Kann die Messung der cfDNA-Konzentration das Outcome der Patienten und die

Mortalitat zuverlassig vorhersagen?

Die Nebenfragestellungen lauten:

¢ Kann die Messung der cfDNA-Konzentration die Diagnose der Sepsis erganzen?
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4 Material und Methoden

Orientiert wurde sich bei dieser Metaanalyse an der PRISMA Checkliste (75). Diese wurde

auch in der im Teil 4.2 erfolgten Suchstrategie beachtet.

4.1 Fragestellung

Die konkrete Forschungsfrage wurde anhand des PICO Schemas erarbeitet.

Patient Patienten, bei denen anhand der, zu dem Zeitpunkt geltenden, Sepsis

Kriterien eine Sepsis diagnostiziert wurde
Intervention Die Messung der freien DNA im Blut der Studienteilnehmer

Comparison Als Vergleichsgruppe wurden gesunde Probanden oder Patienten mit

einer anderen Krankheit als Sepsis untersucht

Outcome Ziel der Messung soll es sein die Mortalitat der Patienten prognostizieren

zu konnen

Die endglltige Fragestellung lautet somit: ,Kann die Messung der cfDNA-Konzentration im

Blut das Outcome der Patienten und die Mortalitat zuverlassig vorhersagen?“

4.2 Suchstrategie

Die Suchstrategie lehnte sich an dem vier Phasen Flussdiagramm des PRISMA Statements
an (75). Hierbei erfolgt in der ersten Phase die Literatursuche in den nachfolgend genannten
Datenbanken. In der zweiten Phase werden die Uberschriften und Abstracts der gefunden
Artikel gescreent. Wenn dabei die Einschlusskriterien (siehe 4.3 Ein- und Ausschlusskriterien)
als erflllt angesehen werden, werden im dritten Schritt auch die Volltexte gelesen. In der
vierten Phase werden die Studien noch einmal genau uberprift und, wenn sich auch dann

keine Grunde gegen den Einschluss finden, schliellich in die Metaanalyse aufgenommen.

Fir die erste Phase der Literatursuche wurden die Datenbanken PubMed, Cochrane Central
Register of Controlled Trials, Web of Science Core Collection, das deutsche Register klinischer
Studien und Google Scholar (bis zum 14.06.2024) nach vorher definierten Suchbegriffen ohne
Eingrenzung der Sprache, des Landes oder des Erscheinungsdatums durchsucht. Auch das
Register ClinicalTrials wurde in die Suche einbezogen. Aufl)erdem suchten wir nach dem
Schneeballsystem anhand der Referenzlisten der bereits gefundenen Arbeiten nach weiteren,
noch unveroffentlichten Studien. Neben den Primarstudien wurden auch allgemeine und

systematische Ubersichtsarbeiten nach dort zitierten Studien gesichtet.
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Der Suchbegriff, der in der Datenbank PubMed verwendet wurde, lautet:

#1 (Systemic Inflammatory Response Syndrome|[Title/Abstract] OR 270.504
Sepsis[Title/Abstract] OR shock septic[Title/Abstract] OR
bacteraemia[Title/Abstract] OR sepse*[Title/Abstract] OR
septic[Title/Abstract] OR shock, septiclMeSH Terms] OR

Sepsis[MeSH Terms] OR Systemic Inflammatory Response
Syndrome[MeSH Terms] OR multiple organ failure[MeSH Terms] OR
MODSJTitle/Abstract] OR multiple organ failure[MeSH Terms] OR
multiple organ dysfunction syndrome[Title/Abstract])

#2 (Cell-Free Nucleic Acids[Title/Abstract] OR cell free 22.161
dna[Title/Abstract] OR CNAPS][Title/Abstract] OR
cirNAs[Title/Abstract] OR circulating cell free nucleic
acids[Title/Abstract] OR circulating nucleic acids[Title/Abstract] OR cf-
Nas[Title/Abstract] OR Cell-Free Nucleic Acids[Title/Abstract] OR free
circulating dna[Title/Abstract] OR circulating free dna[Title/Abstract]
OR exDNA[Title/Abstract] OR ((blood circulation[MeSH Terms] OR
blood circulation[All Fields] OR circulation[All Fields] OR
circulations[All Fields] OR circulate[All Fields] OR circulated[All Fields]
OR circulates[All Fields] OR circulating[All Fields]) AND extracellular
dna[Title/Abstract]) OR C-DNA[Title/Abstract] OR
circDNA[Title/Abstract] OR cirDNA[Title/Abstract] OR circulating
dna[Title/Abstract] OR ccfDNA[Title/Abstract] OR circulating cell free
dna[Title/Abstract] OR cfDNAJ[Title/Abstract] OR cf-
DNA[Title/Abstract] OR fcDNA[Title/Abstract] OR
cfcDNA[Title/Abstract] OR cell free circulating dna[Title/Abstract] OR
blood plasma dna[Title/Abstract] OR Cell-Free Nucleic Acids[MeSH
Terms] OR Plasma DNA[Title/Abstract] OR NETosis[Title/Abstract]
OR extracellular traps[MeSH Terms] OR neutrophil extracellular
traps[Title/Abstract] OR Circulating nucleoproteins|[Title/Abstract] OR
Circulating nucleosomes|Title/Abstract])

#3 #1 AND #2 854

Tabelle 2 Suchbegriff

Der oben dargestellte Suchbegriff ist an die Regeln der Datenbank Pubmed angepasst. Flr
die Suche in den anderen Datenbanken wurde der Begriff entsprechend der Regeln der

jeweiligen Datenbank modifiziert verwendet.
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4.3 Ein- und Ausschlusskriterien

Da vermieden werden sollte, dass relevante Studien aufgrund zu strenger Ein- und
Ausschlusskriterien nicht in die Metaanalyse einbezogen werden, wurde darauf geachtet nur
relevante Kriterien auszuwahlen. Dennoch musste gewahrleistet sein, dass nur passende
Studien in die Analyse einbezogen werden. Daher wurden im Vorhinein folgende

Einschlusskriterien festgelegt:

o Es werden nur Studien am Menschen eingeschlossen

e Die aufgenommenen Studien missen vergleichbar sein und das Thema ,die
Konzentration der cfDNA als Biomarker flr Sepsis“ hinreichend erfillen

e Es handelt sich um eine Originalstudie

e Alle fur die Metaanalyse relevante Daten mussen direkt oder indirekt verfigbar sein

oder auf Nachfrage vom Autor zur Verfligung gestellt werden kénnen
Die Ausschlusskriterien sind damit:

o Die Studie verwendet ausschlieRlich Tiermodelle

o FUr die Metaanalyse relevanten Daten kénnen nicht ermittelt werden

e Es handelt sich bei der Arbeit um Editorials und Expertenmeinungen

e Die Studie beschaftigt sich mit der Konzentration der cfDNA bei anderen
Krankheitsbildern
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4.4 Datenauswertung

Nachdem Titel, Abstract und schlieRlich der gesamte Text der Studien analysiert wurden,

wurden tabellarisch die wichtigsten Daten der Studien zusammengefasst. Diese sind:

e der Name des ersten Autors

e das Land, in dem die Studie durchgefihrt wurde

e das Erscheinungsjahr

e das Studiendesign

o die Anzahl der untersuchten septischen Patienten

e das Durchschnittsalter Sepsis Gruppe

o die Geschlechterverteilung der Sepsis Gruppe

o die Art und GroRRe der Kontrollgruppe

e das Durchschnittsalter der Kontrollgruppe

e die Geschlechterverteilung der Kontrollgruppe

e der primare Outcome

o die Messzeitpunkte

e die verwendete Messmethode

¢ die durchschnittliche cfDNA Konzentration und dazugehérige Standardabweichung der
Sepsis Gruppe

¢ die durchschnittliche cfDNA Konzentration und dazugehérige Standardabweichung der
Kontrollgruppe

e die Mortalitat

e die durchschnittliche cfDNA Konzentration und dazugehdrige Standardabweichung der
Uberlebenden und Verstorbenen in der Sepsis Gruppe

e der p-Wert, der den Unterschied zwischen den Uberlebenden und Verstorbenen angibt

o der Cut-off Wert, der den Tod eines Patienten voraussagt und die dazugehdérige

Sensitivitat und Spezifitat

Um die Ergebnisse vergleichbar zu machen, wurden alle Ergebnisse in ng/ml umgerechnet.
Bei den Studien, die ihre Ergebnisse in Genome equivalents (GE) pro Milliliter angegeben
haben, wurde der Umrechnungsfaktor 6,6pg pro 1GE angewendet, was dem Gewicht der

nukledren DNA in einer diploiden Zelle entspricht (76).

Die Qualitat der einzelnen Studien wurde anhand der Newcastle Ottawa Scala fiir nicht-
randomisierte Studien beurteilt. Die Skala gibt es in drei Varianten. Fur Fall-Kontroll- und fur

Kohorten-Studien und, in einer modifizierten Form, auch fur Querschnittsstudien (77, 78).
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5 Ergebnisse

5.1 Ergebnisse der systematischen Literaturrecherche

Die unter 4.2 erlauterte Literaturrecherche erbrachte 11.643 Ergebnisse. Nachfolgend ist das

PRISMA Flussdiagramm zur besseren Ubersicht der Ergebnisse aufgefiihrt.

Anzahl der Studien, die Uber die Anzahl der Studien, die
Datenbanken gefunden wurden Uber weitere Quellen
PubMed (n= 854) gefunden wurden (n=0)
Cochrane Library (n=133)
Web of Science (n=1.115)

Google Scholar (n=9.530)

Identifikation

Deutsches Register (n=11)
klinischer Studien
I '

Anzahl der Resultate, nachdem die
Duplikate aussortiert wurden (n=9.610)

l ausgeschlossene
Anzahl der Studien, deren Titel Studien
gescreent wurde (n= 9.610)
(n=8.312)

Screening

A

: ausgeschlossene
Anzahl der Studien, deren Studien

Titel und Abstract gescreent [— ™
wurden (n= 1.298) (n=1.211)

l ausgeschlossene
Anzahl der Studien, deren Studien
Volltext gescreent wurde (n= 87)
(n=30)

Eignung

l

Anzahl der Studien, die
qualitativ untersucht
wurden (n= 57)

l

Anzahl der Studien, die in die
Metaanalyse eingeschlossen
wurden (n= 45)

Einschluss
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Insgesamt erbrachte die systematische Literaturrecherche 11.643 Ergebnisse. Davon waren
2.033 Arbeiten mehrfach in den Datenbanken vertreten. Von den restlichen 9.610 wurden
8.312 allein anhand des Titels ausgeschlossen. Damit blieben noch 1.298 Ergebnisse, deren
Titel und Abstract gesichtet wurden. Davon wurden 1.211 Studien ausgeschlossen, da sie der
Fragestellung der vorliegenden Metaanalyse nicht hinreichend entsprachen. Von den ubrigen
Studien wurden der gesamte Text und die Ergebnisse durchgearbeitet. Davon wiederrum
konnten weitere 30 Arbeiten aus verschiedensten Griinden nicht in die Berechnungen der
Metaanalyse eingeschlossen werden. So konnte beispielweise die Arbeitsgruppe rund um
Chen et al. (79) nicht aufgenommen werden, da die Messwerte in arbitrary units angegeben
wurden und somit nicht mit den Messwerten der anderen Studien vergleichbar waren. Am
Ende der systematischen Literaturrecherche blieben 45 Studien, die eingeschlossen werden

konnten.
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5.2 Charakteristika der Studien

Zur Auswertung wurden die wichtigsten Daten der Studien tabellarisch zusammengefasst.

Diese sind:

e Name des Erstautors

e Land, in dem die Studie durchgefthrt wurde

e Studiendesign

e Anzahl der septischen Patienten (Ne)

e SOFA-Score

o Durchschnittsalter der septischen Patienten (wenn nicht anders angegeben als
Mittelwert in Jahren)

¢ Anteil der Manner an den septischen Patienten in Prozent

e Anzahl der Probanden der Kontrollgruppe (Nc)

¢ Durchschnittsalter der Kontrollgruppe (wenn nicht anders angegeben als Mittelwert in
Jahren)

e Anteil der Manner an der Kontrollgruppe in Prozent

e Primary Outcome

e Zeitpunkte, an denen die cfDNA-Konzentration gemessen wurde

o Verwendete Messmethode, wenn nicht anders angegeben wurde Plasma verwendet
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Abdelaal
2018

Avriel
2014

Beltran-Garcia
2021

Chornenki
2019

Clementi
2016

Czaikoski
2016

Dawulieti
2020

Dennhardt
2024

Duplessis
2018

Dwivedi
2012

Forsblom
2014

Gao
2019

Land

Agypten

Israel

Spanien

Kanada

Italien
Brasilien

China

Deutschland

USA

Kanada

Finnland

China

Studiendesign

prospektiv

prospektiv

prospektiv

prospektiv

prospektiv

Querschnitt

Querschnitt
prospektiv
Fall-Kontroll
Studie
retrospektiv

prospektiv

prospektiv

Ne

30

108

Sepsis 10
Schock 17
49

27

31

15

150

179

80

27

36

SOFA-Score

nd

nd

nd

7,5

12

nd

nd

nd

nd

nd

Alter

Patienten
24 Monate

55,9

65,74

66,2

62

59

66

63,4

29

Manner (%) Kontroll-

gruppe
50 - -
65,7 none 0
62,96 Gesunde 17
Nonseptic-ICU 9
65,3 Gesunde 26
Trauma 77
70 schwer 7
Kranke
54,9 Gesunde 8
- Gesunde 16
62,7 Gesunde 81
- SIRS 24
68,65 Gesunde 14
- Bakteriamie 391
(Non ICU)
- Gesunde 20
andere
Krankheit 20

Alter

Kontrolle

64,38

32
49,2

64

65

Manner (%)

66,7

57,7
72,7

71

63
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Garnacho
Montero
2014

Gould
2015

Grumaz
2016

Grumaz
2019

Hampson
2017

Hashiba
2014

Huang
2018

Huttunen
2011

Jing
2022

Kocsis
2009

Kung
2012

Spanien

Kanada

Deutschland

Deutschland

England

Japan

China

Finnland

China

Ungarn

Taiwan

prospektiv

Querschnitt

retrospektiv

prospektiv

prospektiv

Querschnitt

prospektiv

prospektiv
(cfDNA wurde
aber erst
nachtraglich
ausgewertet)

prospektiv

Querschnitt

prospektiv

117

60

48

35

17

Sepsis 50
Severe 55

132

30

20

67

nd

nd

11

11

nd

9 (cfDNA Uber
Cut-off)
2 (cfDNA
unter Cut-off)

11,5

nd

59

63

61,33

70,5

66

41

65

62

65

57

65

30

55,6

55

71,43

77

65,7

59

53

56,67

70

66

Gesunde
SIRS

Gesunde
Gesunde
Post-OP
Post-OP

Gesunde
Verbrennung

schwer
Kranke

Gesunde

none

Gesunde
ICU-Patienten

Gesunde
schwere
Pankreatitis
leichte Pan.

Gesunde

10
43

10

17

19
22

18

50

20
30

32

33

63

26,4
64,2

66

41
33
61

39
57
57
57

66

62,6

66,67
66,67

59

421
68,2
57

50
56,25
63
56

67
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Lee
2018

Lenz
2022

Margraf
2008

Martins
2006

Maruchi
2018

Moreira
2010

Nguyen
2017

Patel
2018

Purhonen
2015

Rannikko
2018

Rhodes
2006

Australien

Deutschland

Deutschland

Brasilien

Japan

Spanien

Danemark

England

Finnland

Finnland

England

Querschnitt

prospektiv

prospektiv

Querschnitt

prospektiv

prospektiv

retrospektiv

prospektiv

prospektiv

prospektiv

prospektiv

21

EOS 3
LOS 6

10

11

55

Sepsis 28
Schock 26

13

Sepsis 39
Severe 60
Schock 13

21

481

19

nd

nd

nd

12

nd

nd

0,89 (qSOFA)

5,5
(von allen ICU-
Patienten)

65

2 Tage
44 Tage

52

51

68

26. SSW

75
73
71

68med

62

(von allen ICU-

Patienten)

31

47,62 Gesunde
Thrombose
66,67 EMA negativ
66,67 (European
Medical Agency
Score)
80 Kardiologisch
e
Chirurgische
54,55 Gesunde
Polytrauma
71 Gesunde
- Gesunde
Fieber
Infektion
- Gesunde
Enterokolitis
51,3 Gesunde
68,3
76,9
- Neutro-
penisches
Fieber
52,6 none
61,54 Gesunde

(von allen ICU- |CU-Patienten

Patienten) ohne Sepsis

23
25

22

57
28

13

125
30
23

27
13

21

79

10
33

44
65

15 Tage

68

60

26. SSW
25. SSW

70

43,48
52

63,64

85,96

62

61,9
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Saukkonen
2008

Schneck
2016

Silva de
Miranda
2024

Stiel
2020

Tanaka
2019

Urosevic
2022

Wijeratne
2004

Xia
2016

Xu
2024

'Yan- Qiang
2016

Yang
2017

Finnland

Deutschland

Brasilien

Deutschland

Frankreich

Australien

England

China

China

China

China

prospektiv

prospektiv

prospektiv

prospektiv

prospektiv

Querschnitt

prospektiv

prospektiv

prospektiv

prospektiv

prospektiv

255

15

Sepsis 30
Schock 32

15

20

49

169

89

24

52

nd

nd

nd

nd

60med

66

68,5

40. SSW

68

65med

63med
(von allen ICU-
Patienten)

61

58

53

32

69,02 none
53,3 Gesunde
Postoperativ
62,9 Infektion
52,94 Gesunde

85 Nonseptic-ICU

53,06 Gesunde
Patienten, die
innerhalb von

30h keine
positive
Blutkultur
hatten
69 Gesunde
(von allen ICU-
Patienten)

57,99 Gesunde
69,7 -
62,5 Gesunde

SIRS
60 Gesunde

10
10

32

17

20

22

30

73
43

40

62
61

54,5

39. SSW

70,5

50med
66med

47med

53
55

52

50
60

35,5

41,18

65

66,67
64,29

100

61,64
60,47

61,54




Ergebnisse

Gesamt 2.961 1.919

Tabelle 3 Charakteristika der eingeschlossenen Studien

med ledian

primary Outcome Messzeitpunkte Messmethoden
Abdelaal Mortalitat Ankunft ICU Isolation mit dem QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen), Konzentrationsmessung mit
2018 Taq 5 gPCR fiir das B-globin Gen (Roche Lightcycler)

ag

Avriel 28-Tage-Mortalitat Innerhalb 12h nach ICU- SYBR Gold Nucleic Acid Gel Stain (Invitrogen), 96-well Fluorometer (Spectrafluor
2014 Ankunft Plus)
Beltran- Sepsis Innerhalb 24h nach ICU- ELISA, Antinukleoprotein Antikérper wurden von Milzzellen von Mausen isoliert
Garcia Ankunft
2021
Chornenki Vergleich zu Trauma, taglich Isolation aus Plasma mit dem QlAamp DNA Blood Mini Kit, Konzentrationsmessung
2019 Mortalitat mit dem Spectrophotometer
Clementi Mortalitat Ankunft Isolation mit dem automatic extractor NorDiag Arrow kit, Konzentrationsbestimmung
2016 mit gPCR fiir das B-globin Gen (RotorGene 6000)
Czaikoski Schwere der Sepsis Innerhalb 24h Quant-iT™ PicoGreen Kit (Invitrogen), FlexStation 3 Microplate Reader
2016
Dawulieti therapeutischer - Isolation mit dem DNeasy Blood & Tissue Kit, Konzentrationsmessung mit dem
2020 Nutzen cfDNA Quant-iT PicoGreen double-stranded DNA Assay Kit
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Dennhardt
2024

Duplessis
2018

Dwivedi
2012

Forsblom
2014

Gao
2019

Garnacho
Montero
2014

Gould
2015

Grumaz
2016

28-Tage-Mortalitat

28-Tage-Mortalitat

28-Tage-Mortalitat

Mortalitat

Mortalitat bei Sepsis +
Leberversagen

Mortalitat, Vergleich
zu SIRS

Thrombin Erhéhung

Nachweis
Bakteriamie in Sepsis

Tag 3
Tag7
Friihe Erholungsphase
Monat 6
Monat 12

Ankunft
24h

taglich eine Woche, dann fir
50 Patienten wochentlich

Tag 3
Tag 5

Ankunft 24h

Tag 1

Sepsis:
Ankunft
Tag 1
Tag 4
Tag 7
Tag 14
Tag 28

Post-OP:
Praoperativ

Isolation aus dem Plasma mit dem QiaAmp DNA kit (Qiagen), quantitative real-time
PCR mit dem CFX96™ Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad
Laboratories, Inc.), Nutzung des SsoAdvanced™ Universal Probes Supermix (Bio-
Rad) und PrimePCR™ probe assay n-Rps18

SYBR Gold Nucleic Acid Gel Stain (Invitrogen), 96-well Fluorometer (Ultra Evolution)

Isolation mit dem QlAamp DNA Blood Mini Kit, Konzentrationsmessung mit dem
Spectrophotometer

Quant-iT™ high-sensitivity DNA assay kit, QubitH fluorometer (Invitrogen)

Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA Assay-Kit

Isolation aus dem Serum mit dem Magna Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I,
Konzentrationsmessung mit gPCR fir das 3-globin Gen (Roche Lightcycler)

Isolation mit dem QIAMP DNA blood mini Kit, Konzentrationsmessung mit dem
BioPhotometer Plus spectrophotometer

Isolation mit dem Circulating Nucleic Acid Kit (Qiagen), Konzentrationsmessung mit
dem Qubit dsDNA HS Assay Kit (Life Technologies)
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Grumaz Immunantwort auf

2019 Pilzinfektion bei
septischem Schock

Hampson  Entwicklung einer

2017 Sepsis bei
Verbrennungsopfern

Hashiba Einfluss von Sepsis

2014 auf NETs

Huang Sepsis

2018

Huttunen Mortalitat

2011

Postoperativ
24h nach OP

Gesunde:
einmalig
Sepsis:
Ankunft
Tag 1
Tag 2
Tag 7
Tag 14
Tag 21
Tag 28

Post-OP:
Praoperativ
Postoperativ
24h nach OP

Tag 1
Tag 3
Tag 7
Tag 14
Tag 21
Tag 28
2. Monat
3. Monat
6. Monat
12. Monat

Innerhalb 24h nach Ankunft
bzw. nach Sepsis-Diagnose

Innerhalb 4d nach Diagnose

Isolation mit dem QIAsymphony Sample Preparation (SP) Instrument (Qiagen) und
dem QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit, Konzentrationsmessung mit dem Qubit
dsDNA HS Assay (Kit Life Technologies)

SYTOX Green Dye (Life Technologies), BioTek Synergy 2 fluorometric plate reader
(NorthStar Scientific Ltd)

Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA Assay-Kit

Nicht verfiigbar

Quant-iT™ DNA-Assay-Kit, Qubit Fluorometer (Invitrogen)
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Jing Sepsis, Mortalitat Tag 0 Isolation mit dem QlAamp Circulating Nucleic Acid kit (Qiagen),
2022 Tag 1 Konzentrationsmessung mit dem Qubit 3.0 (Thermo Fisher Scientific)
Tag 2-3
Tag 4-7
Nach Ankunft ICU

Kocsis Vergleich Pankreatitis  Innerhalb von 48h nach Isolation mit High Pure PCR Template Praparation, Konzentrationsmessung mit
2009 Beginn der Krankheit gPCR fir das B-globin Gen (Lightcycler-FastStart DNA Master SYBR green | mix)
Kung Mortalitat Ankunft Isolation mit dem QlAamp Blood Kit, Konzentrationsbestimmung mit gPCR fiir das
2012 Tag 4 B-globin (Roche Lightcycler)

Tag 7
Lee Nachweis NETs im kein genauer Zeitpunkt SYTOX green dye, (ThermoFisher Scientific), das Serum wurde untersucht
2018 Vollblut und Serum angegeben
Lenz Nachweis NETs bei Einmalig wurden von der Sytox Orange Nucleic Acid Stain (Invitrogen)
2022 Sepsis bei Diagnostik tbriggebliebenen

Frihgeborenen Blutproben gesammelt

Margraf Sepsis bis Tag 10 taglich PicoGreen (Molecular Probes), Fluorometer: Fusion (PerkinElmer)
2008
Martins Nachweis cfDNA in - Amplifikation mittels PCR fir das K-ras Gen, anschlieRend Fluoreszenz, Farbstoff
2006 septischen Patienten Ethidiumbromid
Maruchi Mortalitat Tag 1 Quant-iT PicoGreen dsDNA assay, QUBIT® 2.0 Fluorometer (Life Technologies)
2018 Tag 3

Tag 7
Moreira Sepsis kein genauer Zeitpunkt Isolation mit dem QlAamp DNA Blood Mini Kit, Konzentrationsmessung mit g°PCR
2010 angegeben fur das B-globin Gen (ABI 7000 sequence detectin system)
Nguyen Zusammenhang bis 6 Tage vor Diagnose Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit
2017 cfDNA mit LOS und am Tag der Diagnose

nekrotisierender
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Enterokolitis in
Frihgeborenen

Patel Mortalitat, Tag 1 SYTOX Green Dye (Life technologies), BioTek Synergy 2 fluorometric plate reader
2018 Neutrophilen Funktion Tag 4 (NorthStar Scientific Ltd)

Tag 7
Purhonen Sepsis bei Tag 0 (Beginn neutr. Fieber) Isolation mit dem QIAamp DNA Blood kit, Konzentrationsmessung mit gPCR fir das
2015 neutropenischem Tag 1 B-globin Gen (Roche Lightcycler 2.0)

Fieber Tag 2

Tag 3
Rannikko Mortalitat Tag 0 (nach pos Blutkulturen) Qubit dsDNA HS Assay Kit, Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen)
2018 Tag 1

Tag 2

Tag 3

Tag 4
Rhodes Mortalitat kein genauer Zeitpunkt Isolation mit dem High Pure PCR Template Preparation kit, Konzentrationsmessung
2006 angegeben mit qPCR flr das B-globin Gen (Roche Lightcycler)
Saukkone Mortalitat Einschluss Isolation mit dem QlAamp DNA Blood Mini Kit, Konzentrationsmessung mit gPCR fur]
n 72h das B-globin Gen (ABI 7000 sequence detectin system)
2008
Schneck Einfluss der cfDNA Einschluss Isolation mit dem QlAamp DNA Blood Mini Kit, Konzentrationsmessung mit g°PCR
2016 auf die Koagulation 24h fur das B-globin Gen (TagMan)

72h

168h
Silva de Differenzierung der 30min nach Diagnose Isolation mit der Phenol-Chloroform Methode, Konzentrationsmessung mit dem
Miranda Schwere der Sepsis QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System fir das L1PA29
2024
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Stiel Messung der NET- Nach der Geburt SYTOX Green, Fluorometer: Fluoroskan (Thermo Fisher Scientific)
2020 Marker als Predictor (Nabelschnurblut)
fir neonatale Sepsis
Tanaka Evaluation des HDL- Tag 1 Quant-it™ Picogreen® ds DNA Reagent (Invitrogen)
2019 Profils bei septischen Tag 2
Patienten Tag 7
Urosevic Bakteriamie Innerhalb von 30h nach Isolation mit dem QlAamp DNA Blood Mini Kit, Konzentrationsmessung mit dem
2022 positiver Blutkultur Qubit dsDNA HS Assay Kit und einem Qubit 2.0 Fluorometer
\Wijeratne Mortalitat innerhalb 2h nach Ankunft Isolation mit dem QlAamp DNA Blood Mini Kit, Konzentrationsmessung mit gPCR fiir]
2004 das B-globin Gen (ABI 7000 sequence detectin system)
Xia Mortalitat Ankunft ICU Isolation mit dem QlAamp DNA Blood Mini Kit, Konzentrationsmessung mit gPCR fiir]
2016 24h das B-globin Gen
48h
Xu Mortalitat Nach S-AKI Diagnose Quant-iT PicoGreen dsDNA Reagent, das Serum wurde untersucht
2024
Yan- Mortalitat, Vergleich  innerhalb 6h nach Ankunft Perkin Elmer Victor 3 (Perkin Elmer), das Serum wurde untersucht
Qiang zu SIRS
2016
Yang Einfluss NETs auf kein genauer Zeitpunkt SytoxGreen (Invitrogen), Fluorometer: Fluoroskan (Thermo Fisher Scientific)
2017 Koagulation angegeben

Tabelle 4 Primary Outcome, Messzeitpunkte und Messmethoden der eingeschlossenen Studien
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5.3 Ergebnisse der Studien

Folgend sind die Ergebnisse der eingeschlossenen Studien tabellarisch aufgefihrt.
Berucksichtigt sind:

o die cfDNA-Konzentration der septischen Gruppe mit Standardabweichung ([cfDNA]e,
SDe)

o die cfDNA-Konzentration der Kontrollgruppe mit Standardabweichung ([cfDNA]c,
SDc)

e die Mortalitat innerhalb der septischen Gruppe in Prozent

e die absolute Zahl der Verstorbenen und Uberlebenden innerhalb der septischen
Gruppe (Nns, Ns)

e die cfDNA-Konzentration der Verstorbenen und Uberlebenden mit
Standardabweichung ([cfDNA]ns, [cfDNA]s)

o der p-Wert der cfDNA-Konzentration der Verstorbenen im Vergleich zu derer der
Uberlebenden

e der Cut-off Wert, ab dem von einem negativen Outcome auszugehen ist mit
zugehdriger Sensitivitat und Spezifitat und zugehérigem 95% CI

e die errechnete Anzahl an, durch den Cut-off Wert erkannten, tatsachlich
Verstorbenen und Uberlebenden (richtig positiv, TP bzw. richtig negativ, TN) und
durch den Cut-off Wert nicht erkannten Verstorbenen und Uberlebenden (falsch

negativ, FN bzw. falsch positiv, FP)

Wenn bei einer Studie mehrere cfDNA-Konzentrationen im Verlauf angegeben wurden, wurde
immer diejenige in die Bewertung einbezogen, die als Erstes gemessen wurde (siehe
,Messzeitpunkte® in Kapitel 5.2). Wenn eine Studie zwischen unterschiedlichen
Schweregraden der Sepsis unterschieden hat, wurde der gewichtete Mittelwert der jeweiligen

cfDNA-Konzentrationen berechnet. Die Standardabweichung wurde in solch einem Fall mit

- * 2 - * 2 . . . .
der Formel s = \/(nl 1)nsf:n22 Ly geschatzt (80). Bei mehreren Kontrollgruppen in einer
1 27

Studie wurde, wenn mdglich, in der Metaanalyse stets die gesunden Probanden als Kontrolle

herangezogen, da von dieser Gruppe bei den meisten Studien Ergebnisse vorliegen.

Manche Autoren verdffentlichten lediglich den Median und nicht den Mittelwert. Diese wurden
mit der Bitte nach den vollstandigen Daten angeschrieben. Bei fehlender Antwort wurde der
Mittelwert mit dem Median gleichgesetzt, in der Annahme, dass die Daten normalverteilt sind,
und die Standardabweichung aus dem Interquartilabstand nach der Formel SD = IQR/1,35
von Higgins und Green geschatzt (81).
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[cfDNA]e

SDe/IQR

[cfDNA]c

SDc/IQR

Abdelaal

Avriel

Beltran-Garcia

Chornenki

Clementi

Czaikoski

Dawulieti

Dennhardt

Duplessis

Dwivedi

2018

2014

2021

2019

2016

2016

2020

2024

2018
2012

Tag 1: 78,63m¢
Tag 5: 51,63m¢

3039,57

Sepsis 111,8
Schock 152,7

Zusammen:
137,55**
4700med"
35,19med

1640

630**

1477med

4069,27**
2643**

IQR: 33,78-277,50
SD: 180,53

IQR: 7,34-87,7
SD: 59,53

1751,63

74,5
74,93

74,78**

IQR: 11,56-196,35
SD: 136,88

980

IQR: 528-4721
SD: 3105

4618,25"*

40

Gesund: 70,66
ICU: 56,97

3800™med"
2200med"

1 157med
833med**
800mean**

90**

48med

3000
930

42,22
25,76

IQR: 1,37-6,61
SD: 3,88

IQR: 617-900**
SD: 209,63

IQR: 0-220
SD: 162,96

1500
760
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Forsblom
Gao

Garnacho- Montero

Gould

Grumaz

Grumaz

Hampson

Hashiba

Huang

Huttunen

Jing

2014

2019

2014

2015

2016

2019

2017
2014

2018

2011

2022

481,6

38,08med

9367**

377,30

119,1med

180
966

Sepsis 1438

Severe 2595

zusammen:
2044,05**

1290

805,94

26,5

374,94

198

IQR: 1 154- 1 576
SD: 312,59

IQR: 2 162- 5 198
SD: 2248,89

1642,56**

IQR: 1130-1690
SD: 414,81

1621,72

41

1 ,87med
27,52med

2450

55,43
149,33

11’4med

160
65

17

1,99
13,87

1,02
22,44

233

37,64
181,58

26

IQR: 13-20,5
SD: 5,56

2,05
16,72
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Kocsis

Kung

Lee

Lenz

Margraf

Martins

Maruchi

Moreira

Nguyen

2009

2012

2018

2022

2008

2006

2018

2010

2017

5167

436m

13,2

EOS 8925,85
LOS 5214,59

Zusammen:
6011,63**

89477**

2000med*

13’2med

327,36M¢

Zusammen:
164,46**

1505med™

1069

216,114

1,1

5937,92
2381,53

4413,64**

60373

IQR: 1280-3700°
SD: 1792,59

IQR: 62,04-250,8
SD: 139,82

IQR: 145,2-472,56
SD: 242,49
196,01**

IQR: 1290-1720**

42

22,16
2206
24,28

25med

8,1
22,3

3016,71

80,4
160

15600**
49071**

1000™ee*

4,09med

4,62med

50,82med

1040mes**

3,38
452
2,16

19,41

0,2
2,9

2203,11

25,8

31741

IQR: 630-1570°
SD: 696,3

IQR: 2,574-7,26
SD: 3,47

2,31-9,24
5,13

IQR: 30,36-79,2
SD: 36,18

IQR: 965-1115**
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Patel

Purhonen

Rannikko

Rhodes

Saukkonen

Schneck

Silva de Miranda

2018

2015

2018

2006

2008

2016

2024

1308med

1826™M<

Zusammen:

1621,94**
3123med
1380med
1735mean

192med

53,26Med

68,77me

1454,88

SD: 318,52

IQR: 1246-1636
SD: 288,89

IQR: 1426-2241
SD: 603,70

504,35**

IQR: 1,94-9,11
SD: 5,31

IQR: 1200-1770
SD: 422,22

IQR: 65-362
SD: 220,00

IQR: 25,63-124,96
SD: 99,33

IQR: 3,17-1450,94
SD: 1072,42

IQR: 669,38-
3365,68

43

9gQOmed+*

68,6med

2152med

17med

74med

3,17med

20,99med

525,18med

SD: 111,11

IQR: 900-1070**
SD: 125,93

IQR: 42.1-111.5
SD: 51,41

IQR: 1,393-4,778
SD: 2,51

IQR: 14-19
SD: 3,70

IQR: 46-156
SD: 81,48

IQR: 3,168-7,56
SD: 3,25

IQR: 12,41-71,41
SD: 43,71

IQR: 185,68-895,58
SD: 525,85
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Stiel

Tanaka

Urosevic

Wijeratne

Xia

Xu

Yan- Qiang

Yang

2020
2019

2022

2004

2016

2024

2016

2017

2950,37

Zusammen:
2226,75**

7805,53**
980,9med

370

36,25M¢d
(alle ICU-Patienten)
286med

855

1426,54

6620

SD: 2696,30

IQR: 1240,48-
10784,58
SD: 7069,70

5416,38**
4629,6787

IQR: 872,4-1323
SD: 333,78

IQR: 126-525**
SD: 295,56

IQR: 5,13-687,27
SD: 505,29

IQR: 87,5-968
SD: 652

IQR: 537-1139
SD: 445,93

863.79

IQR: 4220-8320
SD: 3037,04

7055,53**
582,1med

40

75

13,00™ed

16’8med

69,66
692,02

900

4725,01

IQR: 529,3-694,3
SD: 122,22

IQR: 33-59**
SD: 19,30

IQR: 55-129**
SD: 54,81

IQR: 2,84-28,27
SD: 18,84

IQR: 8,44-130
SD: 90,04

24.66
703.06

IQR: 700-1080
SD: 281,48

Tabelle 5 cfDNA-Konzentrationen der septischen Patienten und der Kontrolle
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*Werte wurden an Diagrammen abgelesen

**Werte wurden anhand der Angaben in den Studien berechnet

med iedian

[cfDNAJe/c/s/ns: cfDNA-Konzentration der Sepsis-Patienten/der Kontrolle/der Uberlebenden/der Verstorbenen in ng/ml

Mortalitat (%) [cfDNA]s SDs/IQR [cfDNA]ns SDns/IQR p-Wert s vs. Ns
Abdelaal 30 21 Tag 1: 89,87md IQR: 52,94-397,65 9 Tag 1: 17,00 IQR: 2,31-164,37 0,032 (1)
SD: 255,34 SD: 120,04
Tag 5: 46,25m¢  |QR: 8,94-72,75 Tag 5: 53,92 IQR: 5,36-257,12
SD: 47,27 SD: 186,48 0,402 (5)
Avriel 32,4 73 1659med IQR: 855.5-2613.5 35 3469med IQR: 1984.0-8833.0 <0.001
2032mean SD: 1302,22 5142mean SD: 5073,33
Beltran-Garcia 22,22 21 - - 6 - - -
Chornenki 16,9 - - - - - - -
Clementi 40,74 16 12,48med IQR: 9,88-41,71 11 123,27 med IQR: 40,76-1041,13 <0.01
SD: 23,58 SD: 741,02
Czaikoski 61,29 - - - - - - -
Dawulieti - - - - - - - -
Dennhardt 16 134 1294 IQR: 500-4433 24 4123 IQR: 919-12437 0.006
SD: 2913,33 SD: 8531,85
Duplessis 6,4 190 3900 4300 13 3900 1400 nicht signifikant
(von Sepsis und
SIRS)
Dwivedi 42 5% 46 1160 130 34 4650 480 <0.001
Forsblom 8,1 91 169(Qmed IQR: 1400-2110 8 394(Qmed IQR: 1910-7220 <0.05
(alle ICU-Patienten)
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Gao

Garnacho-
Montero

Gould

Grumaz 2016
Grumaz 2019

Hampson
Hashiba
Huang

Huttunen

Jing
Kocsis

Kung

Lee

Lenz

Margraf
Martins

Maruchi

(alle ICU-Patienten)

35,04

28d: 19
90d: 32

40

30d: 13,6
14d: 9,1

28d: 33,33
16,42

EOS 66,67
LOS 16,67

40**
455

28d: 32,73

76

21

114

20

56

=N

o o

(nur septische
Gruppe)

241,17
36,23med

1260med

339,75

675

< 2500

2000Qmed*

SD: 525,93

24,84

IQR: 1110-1470
SD: 266,67

514,31

904

IQR: 1330-3800™
SD: 1829,63

46

(alle ICU-
Patienten)

41

14

18

10

11

18

(nur septische
Gruppe)

582,36
43,96med

2030Qmed

1738,33

2855

> 2500

2400med*

SD: 3933,33

37,91

IQR: 1570-2680
SD: 822,22

2461,07

2292

IQR: 1330-3670™

SD: 1733,33

<0.05
0.495

<0.001

<0.001
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Moreira

Nguyen
Patel

Purhonen

Rannikko

Rhodes

Saukkonen

Schneck

Silva de Miranda
Stiel

Tanaka

Urosevic

Wijeratne

Xia

Xu

'Yan- Qiang

29,63

30d: 20,54
90d: 28,57
360d: 36,61

14,29

7d: 9,15
28d: 14,35
90d: 20,17

Auf ICU: 25

(bezogen auf alle ICU-

Patienten)

26,27
28d: 40

37,1

25

34

(bezogen auf alle ICU-

Patienten)

47,93

35,96
37,5

38

18
437

39

188

39

15

62

88

57
15

231

1350med

7 1med

49,65me
50,16mes*

25,88med

1 20med

972,46

IQR: 1190-1660
SD: 348,15

IQR: 46-113
SD: 49,63

IQR: 31,68-100,32*
SD: 50,84

IQR: 45,9-312
SD: 197,11

648.36

47

16

44

13

67

23

32

81

32

382,8

2020Qmed

321med

104,97 med
89,76med*

60,38med

802med

2183,33

IQR: 1510-2920
SD: 1044,44

IQR: 185-430
SD: 181,48

IQR: 34,32-316,8*
SD: 209,24

IQR: 271-1980
SD: 1265,93

615.26

<0.001

0.053
<0.001

<0.001

<0.001

nicht signifikant

<0.001

<0,001

<0.05
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ang - - - - - - -

Gesamt 1.936 592

Tabelle 6 cfDNA-Konzentrationen der Uberlebenden und Verstorbenen

*Werte wurden an Diagrammen abgelesen

**Werte wurden anhand der Angaben in den Studien berechnet

med Median

mean \ittelwert (nur explizit erwdhnt, wenn sowohl Median als auch Mittelwert gegeben)

[cfDNAJe/c/s/ns: cfDNA-Konzentration der Sepsis-Patienten/der Kontrolle/der Uberlebenden/der Verstorbenen in ng/ml

Cut-off Sensitivitat Spezifitat 95% ClI
value Cut-off (%)  Cut-off (%)
(ng/ml)
Abdelaal Tag 1: 444 23,8 4 16 5 5
48,84
Tag 5: 66,7 52,4 6 10 11 3
50,82
Avriel - - - -
Beltran- -
Garcia
Chornenki - - - -
Clementi - - - -
Czaikoski - - - -
Dawulieti - - - -
Dennhardt - - - -
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Duplessis
Dwivedi

Forsblom

Gao

Garnacho-
Montero

Gould

Grumaz
2016

Grumaz
2019

Hashiba
Huang

Huttunen

Jing
Kocsis

Kung

Lee
Lenz
Margraf
Martins

2350
1990

(alle ICU-
Patienten)

266,81
39,789

1520

1012

87.9
67

90,9

83

82

93.5
77

75

79

82

0,93 -1
0.57-0.84

0,686 —
0,937

0.773 -
0.984

30

15

49

21

24

10

43
70

90
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Maruchi

Moreira

Nguyen
Patel
Purhonen
Rannikko
Rhodes

Saukkonen

Silva de
Miranda

Schneck
Stiel
Tanaka
Urosevic

Wijeratne

Xia

237,6

1690

127
(alle ICU-
Patienten)

79,2

40,32
(alle ICU-
Patienten)

635

75

70.4
92

67

85

82,2

71

76.4
80

67

80

68,4

0,58 - 0,83

0,46-0,92
fir Sens

0,54-0,84
fur Spez

0,65-0,82
0,71 -0,97

0,51 -10,80
fir Sens

0,62-0,72
fur Spez

12

31
12

45

27

67

50

11

103

62

12

28

27

334
31

126

50

60

13

22

14
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Xu
Yan- Qiang
Yang

Tabelle 7 Cut-off Wert

TP: True positive
FP: False postitive
TN: True negative
FN: False negative
Sens: Sensitivitat
Spez: Spezifitat
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5.4 Statistische Auswertung

Zur Auswertung der Daten wurde das Programm Review Manager 5.4 (The Cochrane
Collaboration, 2011) verwendet. Es wurde ein Forest-Plot erstellt, der die cfDNA-Konzentration
von Uberlebenden septischen Patienten im Vergleich zu den Konzentrationen der durch Sepsis
verstorbenen Patienten graphisch darstellt. Ein weiterer Forest-Plot stellt die ermittelten Daten
der cfDNA-Konzentrationen der septischen Patienten im Allgemeinen, im Vergleich zu den
Kontrollgruppen da. Da vier der eingeschlossenen Studien (Abdelaal et al. (82), Lenz et al.
(83), Nguyen et al. (84) und Stiel et al. (85)) die cfDNA nicht in erwachsenen Probanden,
sondern bei Neugeborenen ermittelt haben, wurden sie in einem separaten Forest-Plot

zusammengefasst.

Durch den Mittelwert (mean) und die Standardabweichung (standard deviation, SD) der
Studien wurde die Standardisierte Mittelwertdifferenz (Standardized Mean Difference, SMD)
und das dazugehdrige 95% CI berechnet. Die standardisierte Mittelwertdifferenz entspricht der
Meta-EffektgréfRe. Die Studien gehen dabei mit einer unterschiedlichen Gewichtung (Weight)
in die Metaanalyse ein. Diese ergibt sich aus der Fallzahl und der Streuung der Ergebnisse
der jeweiligen Studie und ist visuell anhand der GréRe des Quadrates jeder Studie erkennbar.
Beide Faktoren stehen im proportionalen Zusammenhang mit der Wichtung. Je hoher die
Fallzahl und je héher die Prazision einer Studie, desto hoher ist die Wichtung, mit der diese in
die Metaanalyse eingeht. Die von dem Programm ermittelte Meta-Effektgro3e, die sich aus
der Kombination der Effektgroflen der einzelnen Studien ergibt, wird durch eine Raute
dargestellt. Die Lage der Raute entspricht der EffektgroRe, die Breite der Prazision der
Schatzung. Der Forest-Plot gibt auch den Chi? Wert an. Dieser gibt Auskunft Gber den
Zusammenhang von, in diesem Fall, nominalskalierten Variablen (86). Der Chi? Wert hat bei
einer geringen StudiengréRe aber nur eine eingeschrankte Aussagekraft. Das ebenfalls
dargestellte 1> beschreibt den Anteil der Variabilitat, der auf die Heterogenitat und nicht auf den
Zufall zurtickzufiihren ist. Laut dem Cochrane Handbuch muss ab einem 12 von 75% von einer
erheblichen Heterogenitat ausgegangen werden (87). Bei einem |2 von unter 50% wurde das
fixed effects model verwendet, andernfalls das random effects model. Ebenfalls im Forest-Plot
aufgefihrt ist der Z-Test. Dieser gibt die Wahrscheinlichkeit an, dass die in den Studien

gemessenen Ergebnisse auch in der Allgemeinbevdlkerung zutreffen.

Wie im nachfolgenden Kapitel 6.1.3 genauer erlautert sind die Ergebnisse der Studien nur
bedingt vergleichbar, da die gemessenen cfDNA-Konzentrationen sich teilweise gravierend
unterscheiden. Dies liegt unter anderem daran, dass die Arbeitsgruppen unterschiedliche
Messmethoden verwendeten. Damit ware ein direkter Vergleich der Studien innerhalb einer
Metaanalyse nicht zielfihrend und nur wenig aussagekraftig. Daher wurden die Studien je

nach verwendeter Messmethode, wenn sinnvoll, im Sinne einer Subgruppenanalyse in vier
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Gruppen unterteilt. Die Gruppen wurden getrennt voneinander betrachtet und ausgewertet.
Somit ist gewahrleistet, dass festgestellte Unterschiede nicht durch unterschiedliche

Messmethoden bedingt sind. Die Messmethoden sind:
1. Endpunktmethode ohne pre-Amplifikation, ohne Aufreinigung der DNA

2. Endpunktmethode ohne pre-Amplifikation, nach Aufreinigung der DNA

3. Endpunktmethoden mit pre-Amplifikation mittels PCR, dann Quantifikation tber
Endpunktmessung

4. Quantitative Messungen mittels qPCR oder ddPCR

Die Subgruppenanalyse ist eine Unterform der Metaregression und dient dazu die Ursache
einer moglicherweise vorliegenden Heterogenitat zu identifizieren. Dabei werden die Studien
in einzelne Untergruppen unterteilt, wobei die Einteilung sich nach Kriterien richtet, die im

Verdacht stehen fur die unterschiedlichen Messwerte verantwortlich zu sein.
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non-survivor
Study or Subgroup Mean SD Total

Std. Mean Difference
IV, Random, 95% Cl

Std. Mean Difference
IV, Random, 95% CI

1.1.1 ohne pre-Amplifikation ohne Aufreinigung

Auriel 2014 5142 5073 35
Duplessis 20148 3,800 1,400 13
Forshlom 2014 3,940 3,933 =
Huttunen 2011 2030 822 18
Maruchi 2018 2,400 1,733 18
Rannikko 2013 2,020 1,044 44
Yan-Qiang 2016 2183 615 g
Subtotal (95% CI) 145

Heterogeneity: Tau®=0.47; Chi®= 44 64, df = 6 (P = 0.00001}; F= 87%

Test for overall effect, Z=413 (P = 0.0001)

1.1.2 ohine pre-Amplifikation nach Aufreinigung

DCrwviverdi 2012 4650 480 34
Jing 2022 1,738 2,461 10
Subtotal (95% CI) 44

Heterogeneity: Tau®= 45,82, Chi®= 97.44 df=1(F = 0.00001}; F= 99%

Test for overall effect Z=118 (P =0.24)

1.1.4 qPCR oder ddPCR

Clementin 2016 123 T4 11
Dennhardt 2024 4123 8,532 24
Garnacho-Mantaro 2014 44 38 41
Kung 2012 2,885 2,292 11
Rhodes 2006 a1 182 13
Schneck 2016 90 209 f
Hia 2016 802 1,266 a1
Subtotal (95% CI) 187

Heterogeneity: Tau®= 0.34, Chi*= 3459, df=6 (P = 0.00001}; F= 83%

Test for averall effect, £=3.93 (P = 0.0004)

Total (95% CI) 376

Heterogeneity: Tau®= 0.96; Chi®= 205.88, df=15 (P = 0.00001}); F= 93%

Test far averall effect: £ =540 (P = 0.00001)

survivor
Mean SD Total Weight
2032 1,302 T3 6.8%
34900 4,300 140 B.6%
1,690 526 91 6.2%
1,260 267 114 B.6%
2,000 1,830 a7 6.6%
1,350 348 437 B.9%
973 648 15 A.6%
957  45.3%
1160 130 46 3.9%
340 a14 20 6.1%
66 10.0%
13 24 16 6.2%
1,294 2913 134 6.8%
36 25 7B B.9%
G675 4904 a6 B.3%
il 50 38 B.1%
a0 51 ] a.5%
120 187 a8 T.0%
418  44.7%
1441 100.0%

Testfor subgroup differences: Chi*=1.47, df= 2 (P =0.48), F= 0%

1.01 [0.58, 1.43]
0.00 [-0.56, 0.56]
1.91 [1.13, 2.68]
1.97 [1.42, 2.53]
0.22 [0.35, 0.78]
1.47 [1.14,1.79]
1.54 [0.83, 2.54]
1.17 [0.61, 1.72]

10.56 [3.82,12.29]

093013 1.73)]
5.71[-3.72,15.14]

0.23 [F0.54,1.00]
066 [0.22, 1.10]
0.26 [F0.12, 0.64]
1.76[1.04, 2.48]
2.481[1.688 3.29]
0.28 [F0.76,1.32)]
0.76 [0.45, 1.08]
0.89 [0.40, 1.39]

1.42 [0.90, 1.93]

-
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Abbildung 4 Forest-Plot cfDNA-Konzentration Verstorbene vs. Uberlebende

T
-5 a 4] 10
SUMNVIVOT  Non-sunivor

Forest-Plot zur cfDNA-Konzentration von an Sepsis Verstorbenen (non-survivor) und Uberlebenden (survivor) mit Mittelwert (Mean) der cfDNA-Konzentration, Standardabweichung (SD), sowie
der Anzahl der an Sepsis Verstorbenen und Uberlebenden, Wichtung (Weight) und EffektgroRe (Std. Mean Difference) mit 95%-Cl. Visualisiert sind diese Daten durch ein griines Dreieck
(EffektgroBe) und eine horizontale Linie (96%-Cl), die x-Achse zeigt die Effektstdrke. Die y-Achse stellt die O-Linie dar, die beriihrt wird, wenn kein Effekt vorliegt. Am Ende jeder Gruppe stellt
eine Raute die Meta-EffektgroBe dar. Die Breite der Raute entspricht dem 95%-Cl. Die Heterogenitdt wird durch den Tau2-Test, Chi2-Test und das I2 dargestellt. Die Anzahl der Freiheitsgrade
wird durch df angegeben. Der Z-Test gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der die Ergebnisse auch in der der Normalbevélkerung zutreffen.
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In der Auswertung zur Differenzierung der Uberlebenden von den Verstorbenen lag die Meta-
Effektgrofe bei 1.42 mit einem 95% CI von 0.90 bis 1.93 (siehe Abbildung 4 Forest-Plot
cfDNA-Konzentration Verstorbene vs. Uberlebende). Damit ist die 0 nicht im Konfidenzintervall
enthalten und es ist von einer Signifikanz auszugehen, was die Raute, die nicht die O-Linie
schneidet, bestatigt. Die grofdte Gewichtung hatten dabei die Studien von Rannikko et al. (88)
und Xia et al. (89) mit 6,9% und 7,0%. Bei einem 1?> von 93% muss von einer erheblichen
Heterogenitdt und systematischen Unterschieden zwischen den Studien ausgegangen
werden. Bei Betrachtung der Subgruppen, die nach den Messmethoden eingeteilt wurden,
fallen deutliche Unterschiede auf. Die erste Gruppe, die die Messungen der cfDNA ohne pre-
Amplifikation und ohne vorherige Aufreinigung der DNA vorgenommen hat, hat eine
Heterogenitat von 87%. Damit liegt auch in dieser Gruppe eine erhebliche Heterogenitat vor,
die jedoch deutlich unter der Gesamtheterogenitat liegt. Auch die dritte Gruppe, die die
Messungen der cfDNA mittels qPCR oder ddPCR durchgefihrt hat, hat mit 83% eine
niedrigere Heterogenitat. Die zweite Gruppe, ohne pre-Amplifikation aber mit vorheriger
Aufreinigung der DNA, hat mit 99% eine deutlich Uber dem Gesamtwert liegende
Heterogenitat. Die Gruppe enthalt nur die Studien von Dwivedi et al. (57) und Jing et al. (90).
Besonders die Arbeit von Dwivedi weicht mit einer standard mean difference von 10.56 enorm
von den anderen Studien ab. Wird diese Studie bei den Berechnungen nicht beriicksichtigt,
sinkt die Heterogenitat insgesamt auf 84% ab. Die Meta-EffektgrofRe ist in dem Fall nur noch
bei 1.03, es wirde also von einer weniger starken Aussagekraft der cfDNA ausgegangen
werden. Da aber auch in dieser Berechnung die 0 nicht im 95% CI enthalten ist, bleibt die
Signifikanz erhalten. Eine Ursache fir die Abweichung der von der Arbeitsgruppe von Dwivedi
gemessenen Ergebnisse im Vergleich zu den Werten der anderen Studien konnte nicht
ermittelt werden. Da auch innerhalb der Subgruppen grofle Unterschiede zwischen den
Studien gefunden wurden kann aber angenommen werden, dass es noch einen anderen
Faktor geben muss, der die hohe Heterogenitat zwischen den Studien, die die cfDNA-
Konzentrationsunterschiede zwischen lberlebenden und verstorbenen septischen Patienten

untersuchten, bedingt.
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Erganzend zum Forest-Plot wurde auch immer jeweils ein Funnel-Plot erstellt. Dieser zeigt auf
der Abszisse die EffektgroRe der Studien und auf der Ordinate den Standardfehler der Studien,
der die Prazision einer jeden Studie widerspiegelt. Je kleiner der Standardfehler einer Studie,
desto ,genauer” ist sie und desto mehr nahert sie sich dem wahren Wert der EffektgroRe.
Daher sollte sich, wenn man die Werte der Studien in das Diagramm des Funnel Plots eintragt,
ein Dreieck ausbilden, dessen Spitze die ,wahre“ EffektgroRe darstellt. Bei vdlliger
Abwesenheit von Heterogenitat zwischen den Studien sollten sich 95% der Werte zwischen
den gestrichelten Linien befinden, die das Dreieck begrenzen. Ergibt sich eine asymmetrische
Form kann dies nach Egger et al. (91) die in der folgenden Tabelle dargestellten finf Ursachen

haben:

Ursachen der Asymmetrie in Funnel-Plots:

Selection bias
- Publication bias
- Location bias:
- Sprachbias
- Zitatbias
- mulitple publication bias

Wahre Heterogenitat
- Ausmall des Effekts hangt von der
StudiengrélRe ab

Datenunregelmafigkeiten
- Schlechtes Design kleinerer Studien
- Inadaquate Analyse
- Betrug

Artefakte

Chance

Abbildung 5 Ursachen fiir Asymmetrie in Funnel-Plots, adaptiert von Egger et al., 1997
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Abbildung 6 Funnel-Plot cfDNA-Konzentration Verstorbene vs. Uberlebende

Dargestellt sind die Prazision als Standardfehler an der y-Achse und die Effektgr6e an der x-Achse. Die Studien sind je
nach Gruppenzugehorigkeit als Kreis, Dreieck oder Raute im Diagramm aufgetragen. Das resultierende Dreieck stellt den
Idealfall dar, in dem alle Studien innerhalb dieser Flache erscheinen sollten und keine Heterogenitat innerhalb der Studien
herrscht.

In dem Funnel-Plot, der die Studiendaten zur Frage ,kann die Messung der cfDNA-
Konzentration das Outcome der Patienten und die Mortalitdt zuverlassig vorhersagen?“ ist
eine Asymmetrie erkennbar. Besonders die Studie rund um Dwivedi et al. (57) fallt mit einer
aulRerordentlich hohen EffektgroRe aus dem erwarteten Wertebereich. Aber auch die Studien
von Rhodes et al. (69), Huttunen et al. (92), Duplessis et al. (93), Maruchi et al. (94) und
Garnacho-Montero et al. (95) liegen auferhalb des Dreiecks. Dennoch ist die Streuung

zwischen den Studien, abgesehen von Dwivedi et al., relativ gering.
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Sepsis Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean 5D Total Mean 5D Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
1.2.1 sepsis vs SIRS
Duplessis 2018 4069 4618 166 3,000 1,500 24 2.9% 0.24 [-0.18, 0.67] T
Garnacho-Montero 2014 38 27 17 28 22 43 29% 0.38[0.03, 0.74] =
Yan-Qiang 2016 1,427 964 24 692 703 43 2.8% 0.95([0.42,1.48] -
Subtotal (95% Cl) 307 110 8.6% 0.49 [0.12, 0.87] I d

Heterogeneity: Tau®=0.06; ChiF= 449 df=2{(F =011}, F=55%
Test for overall effect. 2= 260 {F = 0.009)

1.2.2 sepsis vs other critical illness

Beltran-Garcia 2021 112 Th 27 a7 26 9 26% 0.81[0.03,1.58] —

Clementin 2016 35 137 27 2 4 7 26% 0.26 [-0.57,1.09] T

Grumaz 2016 arT 374 7 1449 182 B 2.3% 0.70[-0.44,1.34] T

Hashiba 2014 966 193 17 65 26 18 1.8% 6.33[4.62,8.04] -
Jing 2022 a0 1,622 30 14 17 16 2.8% 0.59 [-0.03,1.21] "—

kocsis 2009 5167 1,069 20 24 2 32 1.9% 769 [6.05 9.22) -
Lee 2018 13 1 21 22 3 25 25% -3.82[-4.82,-2.82] -

Marting 2006 89477 60373 11 49071 31,741 7 2.5% 075 [-0.24,1.73] T

Moreira 2010 164 196 a4 b} b} 1] 29% 1.00[0.53,1.47] -

Purhonen 2015 3 b} 21 3 3 4 29% 0.00[-0.48, 0.48] T

Rhodes 2006 192 220 14 74 a1 33 2.8% 0.79[0.20,1.38] —

Schneck 2016 69 1,072 15 21 44 10 26% 0.06 [-0.74, 0.36] I

Silva e Miranda 2024 2227 5416 62 525 426 32 29% 0.38 [-0.05, 0.81] ™

Tanaka 2019 431 334 20 482 122 20 27% 1.56 [0.84, 2.27] -

Uroseyic 2022 7o 296 49 7a a5 14 2.8% 1.101[0.48,1.73] -

Subtotal {95% CI) 400 338 38.5% 1.04 [0.33, 1.76] &

Heterogeneity: Tau®=1.77, Chi®= 21229, df=14 (P = 0.00001); F=93%
Test for overall effect 2= 2.88 (P = 0.004)

1.2.3 sepsis vs healthy

Beltran-Garcia 2021 138 T4 27 71 42 17 27% 1.02[0.37,1.67] -
Czaikoski 2016 1,640 30 ) aon 210 g 26% 0493[012,1.73] —
Dennhardt 2024 1477 31048 140 43 163 =2l 29% 0.57 [0.29,0.54] -
Garnacho-Montero 2014 a8 27 1T 2 1 10 27% 1.38[0.71,2.04] -
Grumaz 2016 37 R 7 et} 38 12 2.4% 1.37 (032 2.42) -
Huang 2018 2044 1643 105 17 [} a0 29% 1.491[1.11,1.87] -
Jing 2022 a0 1,622 30 2 2 4 24% 0.51 [-0.54, 1.56] T
Kocsis 2009 5167 1,069 20 22 3 20 1.9% 6.67[5.01,8.33] -
Kung 2012 436 Al a7 25 14 33 2.8% 230[1.77,2.82] -
Lee 2018 13 1 21 a 0z 23 1.9% 6.06 [5.33, 9.60] -
Maruchi 2018 2000 1,793 a5 1,000 696 13 2.8% 0.60[-0.01,1.21] "—
Moreira 2010 164 196 a4 4 4 125 29% 1.481[1.13,1.84] -
Patel 2018 1622 404 a8 lat:] a1 al 2.8% 336 [2.72,3.89] -
Rhodes 2006 192 220 14 17 4 10 26% 0.95[0.14,1.76] —
Schneck 2016 69 1,072 15 3 3 10 26% 0.08 [-0.72, 0.88] I
Uroseyic 2022 7o 296 49 40 14 a 27% 1.19[0.44,1.83] -
Wijeratne 2004 36 a05 g 13 19 22 2.6% 0.09[-0.72,0.90] I

Hia 2016 286 652 169 17 a0 1] 29% 0.44[0.05, 0.54] —

‘ang 2017 6620 3,037 52 400 282 40 2.8% 2.47[1.92,3.02] -
fan-Qiang 2016 1,427 a64 24 7o 25 73 27% 316[2.452,3.81] -
Subtotal {95% CI) 1119 611 52.9% 1.69 [1.20, 2.19] L 2

Heterogeneity: Tau®=1.10; Chi®= 263.73, df=19 (P = 0.00001); F= 93%
Test for overall effect £=6.76 {F = 0.00001)

Total (95% Cl) 1826 1059 100.0% 1.33 [0.96, 1.70] *
Heterogeneity: Tau®=1.21; Chi®= 539.39, df= 37 (P = 0.00001); F=93% -I'ID =5 b P2 16
Test for overall effect 2= 698 (P = 0.00001) control  sepsis

Test for subgroup differences: Chi*= 1468, df= 2 (P =0.0007), F= 86.4%

Abbildung 7 Forest-Plot cfDNA-Konzentration septische Patienten vs. Kontrolle

Forest-Plot zur cfDNA-Konzentration von septischen Patienten (Sepsis) und der Kontrollgruppe (Control) mit Mittelwert
(Mean) der cfDNA-Konzentration, Standardabweichung (SD), sowie der Anzahl der septischen Patienten und der
Kontrollgruppe, Wichtung (Weight) und EffektgroRe (Std. Mean Difference) mit 95%-Cl. Visualisiert sind diese Daten durch
ein griines Dreieck (EffektgroBe) und eine horizontale Linie (96%-Cl), die x-Achse zeigt die Effektstarke. Die y-Achse stellt
die O-Linie dar, die beriihrt wird, wenn kein Effekt vorliegt. Am Ende jeder Gruppe stellt eine Raute die Meta-Effektgréle
dar. Die Breite der Raute entspricht dem 95%-Cl. Die Heterogenitdt wird durch den Tau?-Test, Chi2-Test und das I
dargestellt. Die Anzahl der Freiheitsgrade wird durch df angegeben. Der Z-Test gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der die
Ergebnisse auch in der der Normalbevolkerung zutreffen.

Der Forest-Plot ,cfDNA-Konzentration septische Patienten vs. Kontrolle® zeigt ahnlich
Ergebnisse wie der vorherige Forest-Plot zur Fragestellung, ob die cfDNA-Konzentration ein
negatives von einem positiven Outcome differenzieren kann. Die Messungen ergeben
signifikante Ergebnisse mit einer Meta-Effektgrole von 1.33 und einem 95% CI von 0.96 bis

1.70. Aber auch unter den bei dieser Rechnung betrachteten Studien herrscht eine erhebliche
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Heterogenitat von 93%. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Studien nach der
verwendeten Kontrollgruppe in Subgruppen unterteilt. Bis auf die Subgruppe ,Sepsis vs SIRS*,
die jedoch auch nur 2 Studien enthalt, ist die Heterogenitdt jedoch auch innerhalb der
Subgruppen enorm. Da die Studien bei dieser Berechnung schon anhand der verwendeten
Kontrolle eingeteilt wurden, wurde zur besseren Ubersicht auf die Einteilung weiterer

Subgruppen verzichtet.

D__SE(SMD)
0.2+
0.4+
<
06T
08T o
m
<
SMD
1-H 1 } t
-10 -5 5 10
Subgroups
|6 sepsis vs SIRS <> sepsis vs other critical illness [ sepsis vs healthy

Abbildung 8 Funnel-Plot cfDNA-Konzentration septische Patienten vs. Kontrolle

Dargestellt sind die Prazision als Standardfehler an der y-Achse und die EffektgroRe an der x-Achse. Die Studien sind je
nach Gruppenzugehorigkeit als Kreis, Dreieck oder Raute im Diagramm aufgetragen. Das resultierende Dreieck stellt den
Idealfall dar, in dem alle Studien innerhalb dieser Flache erscheinen sollten und keine Heterogenitat innerhalb der Studien
herrscht.

Der Funnel-Plot zur Fragestellung, ob die cfDNA-Konzentration septische von nicht septischen
Patienten oder gesunden Probanden differenzieren kann, weist sehr groRe Streuungen auf.
Der Funnel-Plot bestatigt somit die schon im Forest-Plot (siehe Abbildung 7 Forest-Plot cfDNA-
Konzentration septische Patienten vs. Kontrolle) errechnete groRe Heterogenitat zwischen den

Studien als wahrscheinlichste Ursache der ausgepragten Asymmetrie.
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sepsis control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean  SD Total Mean  SD Total Weight IV, Random, 95% Cl IV, Random, 95% CI
Lenz 2022 6,012 4,414 9 3,017 2203 22 33.0% 0.98 [0.16, 1.80] —a—
Mguyen 2017 1,508 319 13 1,040 111 27 32T% 226 [1.42,3.11] ——
Stiel 2020 7.806 4630 15 T.056 4725 17 34.4% 0.16 [-0.54, 0.84] ——
Total {95% CI) 37 66 100.0% 1.11 [-0.08, 2.32] |-en——
Heterogeneity, Tau®= 0.98; Chi*= 14.28, df= 2 (F = 0.0008); F= 36% = t ! =

-2 -1 0 1 2

Testfor overall effect: £=1.81 (P =0.07) control  sepsis

Abbildung 9 Forest-Plot cfDNA-Konzentration septische Patienten vs. Kontrolle, Neugeborene

Forest-Plot zur cfDNA-Konzentration von septischen Neugeborenen (sepsis) und Kontrollen (control) mit Mittelwert
(Mean) der cfDNA-Konzentration, Standardabweichung (SD), sowie der Anzahl der septischen Kinder und der Kontrolle,
Wichtung (Weight) und EffektgroBe (Std. Mean Difference) mit 95%-Cl. Visualisiert sind diese Daten durch ein griines
Dreieck (EffektgroBe) und eine horizontale Linie (96%-Cl), die x-Achse zeigt die Effektstédrke. Die y-Achse stellt die O-Linie
dar, die beriihrt wird, wenn kein Effekt vorliegt. Am Ende jeder Gruppe stellt eine Raute die Meta-EffektgroBe dar. Die
Breite der Raute entspricht dem 95%-Cl. Die Heterogenitat wird durch den Tau2-Test, Chi2-Test und das 12 dargestellt. Die
Anzahl der Freiheitsgrade wird durch df angegeben. Der Z-Test gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der die Ergebnisse auch
in der der Normalbevoélkerung zutreffen.

Auch bei den aufgrund der fehlenden Vergleichbarkeit separat behandelten Studien von Lenz
et al. (83), Nguyen et al. (84) und Stiel et al. (85) zeigt sich im Forest-Plot ,cfDNA-
Konzentration septische Patienten vs. Kontrolle, Neugeborene* eine erhebliche Heterogenitat.
Diese ist mit einem I? von 86% zwar kleiner als bei den vorherigen Metaanalysen, Uberschreitet
aber dennoch die 75% Grenze. Im Gegensatz zu den Daten zu den erwachsenen septischen
Patienten zeigt die Metaanalyse dieser Studien mit einer Meta-EffektgroRe von 1.11 und einem
95% ClI von -0.09 bis 2.32 keine Signifikanz der Daten. Durch eine héhere Anzahl an Studien

konnte sich dies andern.

Da die Arbeitsgruppe rund um Abdelaal et al. (82) keine Kontrollgruppe verwendet hat, ist sie
bei Auswertung nicht bertcksichtigt. Eine Berechnung zu dem Nutzen der cfDNA als Pradiktor
fur das Outcome der septischen Patienten konnte nicht durchgefuihrt werden, da die dafur
notigen Werte nur bei Abdelaal et al. (82) gemessen und angegeben wurden. Die Ergebnisse
dieser Studie zeigen interessanterweise, dass die cfDNA-Konzentrationen bei den
Neugeborenen mit Sepsis, die verstorben sind, am ersten Tag niedriger waren als bei denen,
die uberlebt haben. Erst bei der zweiten Messung an Tag 5 stiegen die Werte der spater
Verstorbenen Kinder an und tibertrafen die der Uberlebenden. Ob diese Beobachtung, dass
die cfDNA Werte erst im Verlauf der Krankheit ansteigen, generell fur Neugeborene gilt,

musste durch weitere Studien bestatigt oder widerlegt werden.
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Abbildung 10 Funnel-Plot cfDNA-Konzentration septische Patienten vs. Kontrolle, Neugeborene

Dargestellt sind die Prazision als Standardfehler an der y-Achse und die Effektgroe an der x-Achse. Die Studien sind je
nach Gruppenzugehdorigkeit als Kreis, Dreieck oder Raute im Diagramm aufgetragen. Das resultierende Dreieck stellt den
Idealfall dar, in dem alle Studien innerhalb dieser Flache erscheinen sollten und keine Heterogenitat innerhalb der Studien

herrscht.
Im Funnel Plot zu den cfDNA-Konzentrationen bei Neugeborenen zeigt sich wie auch im

Forest-Plot eine Asymmetrie. Die Studie von Lenz et al. liegt im erwarteten Wertebereich, die

Studien von Nguyen et al. und Stiel et al. liegen auf3erhalb davon.
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non-survivor survivor Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
1.4.1 ohne pre-Amplifikation ohne Aufreinigung
Axriel 2014 T 3T 3m 33 In T3 9.1% 012 [F0.28, 053] ]
Duplessis 2018 3589 315 13 359 363 190 1.7% 0.00 [F0.56, 0.56] 1
Forshlom 2014 3.6 3484 8 323 272 91 2.8% 013 [F0.59,0.85]
Huttunen 2011 33 2491 18 31 243 114 A.0% 0.08 [F0.41, 0.58] e
Maruchi 2018 338 3.24 18 33 326 ar 47% 0.02 [F0.54, 0.55] —
Rannikko 2018 I3 302 44 313 2484 437 154% 0.07 [F0.24,0.38] I
Yan-Qiang 2016 334 279 9 289 231 15 2.2% 012 FO.71, 0.95]
Subtotal (95% CI) 145 957  44.8% 0.08 [-0.11, 0.26] L
Heterageneity: Tau®=0.00; Ch#F=018, df=6 (F=1.00), F=0%
Testfor overall effect Z=0.82 (P =0.41)
1.4.2 ohne pre-Amplifikation nach Aufreinigung
Crnvivedi 2012 367 2.68 3 306 211 46 7.5% 0.26 019, 0.70] N I
Jing 2022 324 339 10 253 271 20 2.58% 0.23 [F0.53,1.00]
Subtotal (95% CI) 44 66 10.0% 0.25[-0.13, 0.63] i

Heterogeneity; Tau®= 0.00;, Chi®*=0.00, df=1 (P =096}, F= 0%
Testfor overall effect: £=1.27 (P=0.200

1.4.3 gPCR oder ddPCR

Clementin 2018 209 287 11 111 1.38 16 2.4% 0.45[-0.33,1.23]

Dennhardt 2024 362 3.83 24 311 348 134 FE% 0.14 [-0.29,0.58] D
Garnacho-Maontero 2014 1.64 1.58 41 1586 14 TE10.3% 0.05[-0.33,0.43] I
Kung 2012 3.46 3368 11 283 296 56 3.5% 0.21 [-0.44,0.89]

Rhodes 2008 251 2.268 13 183 17 3™ 3% 0.35[-0.28,0.99]

Schneck 2016 1.95 2.32 g 1.7 1.71 9 1.4% 012[0.91,1.19]

Hia 2016 29 31 a1 208 2249 88 161% 0.30 [-0.00, 0.60] —
Subtotal (95% CI) 187 418 45.2% 0.22 [0.04, 0.40] L

Heterogeneity: Tau®=0.00; Chi*=1.67, df=6 (P=095); F=0%
Testfor overall effect £=2.35 (F=0.02)

Total (95% CI) 376 1441 100.0% 0.16 [0.04, 0.28] <&
Heterogeneity: Tau®=0.00; Chi*=3.27, df =15 (P=1.00% F=0%
Testfor overall effect £=2.43 (F=0.01)

Testfor subgroup diferences: Chir=1.41, df= 2 (P=0.49), F=0%

1 1 1
-1 -0.A a 0.4 1
non-survivar - survivor

Abbildung 11 Forest-Plot cfDNA-Konzentration Verstorbene vs. Uberlebende mit logarithmierten Werten

Forest-Plot zur logarithmierten cfDNA-Konzentration von an Sepsis Verstorbenen (non-survivor) und Uberlebenden (survivor) mit Mittelwert (Mean) der cfDNA-Konzentration,
Standardabweichung (SD), sowie der Anzahl der an Sepsis Verstorbenen und Uberlebenden, Wichtung (Weight) und EffektgroRe (Std. Mean Difference) mit 95%-Cl. Visualisiert sind diese Daten
durch ein griines Dreieck (EffektgréRe) und eine horizontale Linie (96%-Cl), die x-Achse zeigt die Effektstdrke. Die y-Achse stellt die 0-Linie dar, die beriihrt wird, wenn kein Effekt vorliegt. Am
Ende jeder Gruppe stellt eine Raute die Meta-EffektgroRe dar. Die Breite der Raute entspricht dem 95%-Cl. Die Heterogenitadt wird durch den Tau2-Test, Chi2-Test und das 12 dargestellt. Die
Anzahl der Freiheitsgrade wird durch df angegeben. Der Z-Test gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der die Ergebnisse auch in der der Normalbevélkerung zutreffen.
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Um die Vergleichbarkeit der Studien zu ermdglichen, wurden die Daten zur Hauptfragestellung
im dekadischen Logarithmus umgerechnet und mit den erhaltenen Werten ebenfalls ein
Forest-Plot erstellt (siehe Abbildung 11 Forest-Plot cfDNA-Konzentration Verstorbene vs.
Uberlebende mit logarithmierten Werten). Dabei bleibt das Verhaltnis zwischen den Zahlen
vergleichbar, wahrend grof3e Streuungen ausgeglichen werden. Erwartungsgemalf ergibt sich
hierbei ein 12 von 0% und damit keine Heterogenitat. Die Meta-EffektgroRe bleibt aber mit 0.16
und einem 95%-CI von 0.04-0.28 signifikant.

5.4.1 Varianzanalyse

Um zu untersuchen, ob es Faktoren gibt, die die cfDNA-Konzentration beeinflussen, bietet sich
eine Varianzanalyse an. Hierbei wird untersucht, ob eine oder mehrere nicht metrisch-skalierte
unabhangige Variablen einen signifikanten Einfluss auf eine abhangige metrisch-skalierte
Variable hat (96). Getestet wurden dabei das Jahr der Erscheinung, die verwendete
Messmethode der Arbeitsgruppe und das verwendete Material. Daflir wurden alle Studien
herangezogen, die eine cfDNA-Konzentration und eine Standardabweichung fir die
septischen Patienten angegeben haben bzw. ausreichend Daten, um diese Angaben

ausrechnen zu konnen.

Bei dem Jahr der Erscheinung wurde das Jahr 2016 als Cut-off gesetzt. In diesem Jahr
erschien die neue Sepsis-3-Leitlinie und die Kriterien fur die Diagnose einer Sepsis wurden
verandert. AuRerdem haben sich die medizinischen und labortechnischen Instrumente stetig
weiterentwickelt und vermutlich die Diagnostik sensibilisiert. Auch die Messung der cfDNA hat
sich vermutlich durch die Verbesserung der Messgerate verfeinert. Daher wurde das Kriterium
~Jahr mit in die Varianzanalyse aufgenommen. Fur das zweite Kriterium ,Messmethode®
wurden die Studien je nach verwendeter Messmethode zur Ermittlung der Konzentration der

cfDNA in vier Gruppen eingeteilt. Die vier Messmethoden sind:
1. Endpunktmethode ohne pre-Amplifikation, ohne Aufreinigung der DNA

2. Endpunktmethode ohne pre-Amplifikation, nach Aufreinigung der DNA

3. Endpunktmethoden mit pre-Amplifikation mittels PCR, dann Quantifikation tber
Endpunktmessung

4. Quantitative Messungen mittels gqPCR oder ddPCR

Da jedoch nur eine Studie die Messmethode 3 anwendete, konnte diese Methode nicht als
Gruppe berlcksichtigt werden. Somit blieben drei Gruppen. Die erste Gruppe verwendete
Messmethode Nummer 1, die zweite Gruppe Messmethode Nummer 2 und die dritte Gruppe

Messmethode Nummer 4. Bei dem dritten Kriterium ,Material“ wurde zwischen Plasma oder
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Serum entschieden. Die meisten Studien verwendeten Plasma, lediglich drei Studien haben
die cfDNA im Serum untersucht.

Um solch eine klassische Varianzanalyse nach Fisher durchfihren zu kdnnen missen im
Wesentlichen zwei Bedingungen erfullt sein. Zum einen mussen die Daten innerhalb einer
Gruppe normalverteilt sein, zum anderen muss eine Homogenitat der Varianzen vorliegen
(97).

Die Normalverteilung innerhalb der Gruppen kann mithilfe des Shapiro-Wilk Tests Uberpruft

werden.

Deskriptivstatistik

Messmethode c¢fDNAe

N 1 18
2 3
3 13
Fehlend 1 0
2 0
3 0
Mittelwert 1 2379
2 518
3 772
Median 1 1472
2 377
3 68.8
Standardabweichung 1 2261
2 250
3 1484
Minimum 1 13.2
2 370
3 3.23
Maximum 1 7806
2 806
3 5167
Shapiro-Wilk W 1 0.798
2 0.763
3 0.592
Shapiro-Wilk p 1 0.001
2 0.028
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Deskriptivstatistik

Messmethode c¢fDNAe

3 <.001

Abbildung 12 Shapiro-Wilk Test Messmethode

1_ﬂﬁw

Messmethode

1 L M

0 2000 4000 6000 8000
cfDNAe
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Abbildung 14 Q-Plot Messmethode

Daflr wurden die cfDNA-Konzentrationen der septischen Patienten je nach Messmethode, die
die Arbeitsgruppe verwendet hat, in unterschiedliche Gruppen eingeteilt und mit dem
Programm Jamovi nach dem Shapiro-Wilk Test auf Normalverteilung untersucht (98). Anhand
der p-Werte, die am Ende der Tabelle fur die einzelnen Messmethode angegeben sind, kann

man erkennen, dass keine der Messmethoden einen p-Wert > 0,05 erreicht und damit die
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Nullhypothese, dass die Werte nicht normalverteilt sind, angenommen werden muss. Daher
kann im Falle der zu untersuchenden unabhangigen Variable ,Messmethode“ keine
Normalverteilung angenommen werden. Zur Bestdtigung wurde zudem ein Histogramm
angefertigt. Dies visualisiert, dass die Werte nicht normalverteilt sind. Auch der Q-Plot bestatigt
dies. Bei einer Normalverteilung sollten alle Punkte auf oder nahe bei der eingezeichneten

Diagonale liegen, was hier nicht der Fall ist.

Deskriptivstatistik

Jahr cfDNAe

N 1 11

2 23
Fehlend 1 0
2 0
Mittelwert 1 1021
2 1877
Median 1 192
2 1427
Standardabweichung 1 1652
2 2175
Minimum 1 3.23
2 13.2
Maximum 1 5167
2 7806
Shapiro-Wilk W 1 0.690
2 0.756
Shapiro-Wilk p 1 <.001
2 <.001

Abbildung 15 Shapiro-Wilk Test Jahr
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Jahr
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Abbildung 16 Histogramm Jahr
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Abbildung 17 Q-Plot Jahr

Ebenso verhalt es sich mit der Variable ,Jahr”. Auch hierbei ist der p-Wert fiir beide Gruppen,
die Studien vor und nach 2016, unter 0.05, womit die Nullhypothese gliltig ist. Dies wird durch
das Histogramm, das keine Normalverteilung zeigt, und durch den Q-Plot, der eine starke

Streuung der Punkte zeigt, bestatigt.

Deskriptivstatistik

Material cfDNAe

N 1 31
2 3
Fehlend 1 0
2 0
Mittelwert 1 1681
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Deskriptivstatistik

Material cfDNAe
2 765

Median 1 981
2 855

Standardabweichung 1 2110
2 711

Minimum 1 3.23
2 13.2

Maximum 1 7806
2 1427

Shapiro-Wilk W 1 0.764
2 0.988

Shapiro-Wilk p 1 <.001
2 0.790

Abbildung 18 Shapiro-Wilk Test Material

B 11—

5 o

©

=

2 j — T — T T T T
0 2000 4000 6000 8000
cfDNAe

Abbildung 19 Histogramm Material
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Standardisierte Residuen

Theoretische Quantile

Abbildung 20 Q-Plot Material

Die dritte untersuchte Variable ,Material* weist bei der Verteilung der Daten der Gruppen, die
Serum verwendet haben eine Normalverteilung auf, bei den Gruppen, die das Plasma
verwendet haben, jedoch keine. Zudem ist zu bedenken, dass nur drei Studien das Serum
untersucht haben. Dementsprechend ist die hier gemessene Normalverteilung als sehr kritisch

zu sehen.

Das zweite Kriterium, die Varianzhomogenitat, wurde mithilfe des Levene’s Test untersucht.

Hierbei lautet die Nullhypothese ,es liegt keine Varianzhomogenitat vor*.

Levene's Test auf Varianzhomogenitat

F dft df2 p

cfDNAe 2.80 2 31 0.077

Abbildung 21 Levene’s Test Messmethode

Im Falle des untersuchten Kriteriums ,Messmethode® konnte keine Signifikanz mit p<0.05
festgestellt werden. Das bedeutet, dass die Nullhypothese verworfen werden kann und eine

Varianzhomogenitat angenommen werden kann.

Levene's Test auf Varianzhomogenitat

F dft  df2 p

cfDNAe 0.461 1 32 0.502

Abbildung 22 Levene’s Test Jahr
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Auch bei dem Kriterium ,Jahr ergab der Levene’s Test keine Signifikanz. Somit ist auch hier

von einer Varianzhomogenitat auszugehen.

Levene's Test auf Varianzhomogenitat

F dft df2 p

cfDNAe 1.46 1 32 0.236

Abbildung 23 Levene’s Test Material

Ebenso konnte bei der dritten untersuchten Variable ,Material® keine Signifikanz gezeigt

werden. Auch hier ist damit eine Varianzhomogenitat anzunehmen.

Die Tests konnten also zeigen, dass von den drei Variablen, Normalverteilung,
Varianzhomogenitat und Material, die gegeben sein mussen, um eine klassische Fisher’s
ANOVA durchzufihren, lediglich das Kriterium Varianzhomogenitat zutrifft. Daher musste ein
robusterer Test gewahlt werden, der auch mit nicht normalverteilten Daten umgehen kann.

Dieser Test ist der nicht-parametrische Kruskal-Wallis Test.

Kruskal-Wallis

x? df p &

cfDNAe 9.61 2 0.008 0.291

Abbildung 24 Kruskal-Wallis Test Messmethode

Der Kruskal-Wallis Test zeigt mit einem p<0.05 einen signifikanten Unterschied zwischen den
Gruppen an. Um zu differenzieren, zwischen welchen der Gruppen ein signifikanter
Unterschied vorliegt, wurde zusatzlich ein paarweiser Vergleich nach Dwass-Steel-Critchlow-

Fligner durchgeflhrt.

Paarweise Vergleiche - cfDNAe

w p
1 2 -298  0.088
1 3 -388 0017
2 3 -162 0488
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Paarweise Vergleiche - cfDNAe

w P

Abbildung 25 paarweiser Vergleich Messmethode

Dieser Test zeigt, dass nur zwischen der Gruppe 1, die eine Endpunktmethode ohne pre-
Amplifikation, ohne Aufreinigung der DNA verwendet haben und Gruppe 3, die eine
quantitative Messung der cfDNA mittels qPCR oder ddPCR vorgenommen haben, ein
signifikanter Unterschied vorliegt. Zu beachten ist hierbei jedoch, dass lediglich drei Studien in
die zweite Gruppe, die eine Endpunktmethode ohne pre-Amplifikation, nach Aufreinigung der
DNA verwendet haben, aufgenommen werden konnten. Die geringe Gruppengréfle kénnte fir
die nicht vorhandene Signifikanz zwischen dieser und den beiden anderen Gruppen ursachlich

sein.

Kruskal-Wallis

X2 df p €

cfDNAe 353 1 0.060 0.107

Abbildung 26 Kruskal-Wallis Test Jahr

Der Kruskal-Wallis Test zu der Variable ,Jahr“ ergab keine Signifikanz. Ein paarweiser

Vergleich ist in diesem Fall nicht sinnvoll, da es nur zwei Gruppen gibt.

Kruskal-Wallis

x2 df p €

cfDNAe 0.623 1 0.430 0.0189

Abbildung 27 Kruskal-Wallis Test Material

Die Variable ,Material“ konnte im Kruskal-Wallis Test auch keine Signifikanz erreichen.
Aufgrund der geringen Anzahl an Studien, die das Serum untersuchten, ist das Ergebnis

jedoch kritisch zu hinterfragen.

Zusammenfassend lasst sich somit festhalten, dass die verwendete Messmethode, im

Gegensatz zum Jahr, in dem die Studie erschien, und zu dem Material, das verwendet wurde,
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nach der Varianzanalyse einen signifikanten Einfluss auf das Ergebnis der cfDNA-

Konzentration hat.
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5.4.2 Cut-off Wert zur Differenzierung zwischen einem guten und einem schlechten Outcome

Innerhalb der Studien wurden auch, falls vorhanden, die angegebenen Cut-off Werte
verglichen. Dieser Wert bezeichnet die Grenze, ab der man von einem bestimmten Ereignis
ausgeht. Im Falle der vorliegenden Studien war das entweder die Grenze, ab der man von
einem negativen Outcome fiir den Patienten ausgehen kann oder die Grenze, ab der man eine
Sepsis Uberhaupt erst diagnostizieren kann. Dabei darf der Cut-off Wert nicht zu hoch gewahlt
werden, da man sonst viele Patienten, die eigentlich ein negatives Outcome zu erwarten haben
beziehungsweise eine Sepsis haben, als positives Outcome beziehungsweise nicht an einer
Sepsis erkrankt, einstufen und die Therapie eventuell nicht radikal genug wahlen wirde. Der
Wert darf aber nicht zu niedrig gewahlt werden, da man das Outcome sonst in vielen Fallen
als zu schlecht bewerten wirde beziehungsweise oft falschlicherweise eine Sepsis
diagnostizieren wirde. Es ist also wichtig eine Grenze festzulegen, die bei hoher Sensitivitat
gleichzeitig moglichst spezifisch ist. Die Sensitivitat und Spezifitat der Cut-off-Werte Iasst sich

auf einer Receiver operating characteristic curve (ROC-curve) abgelesen.
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to the top left hand corner)

represents the optimal
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sensitivity vs specificity, i.e. the

most accurate in diagnosing the This point represents T-MACS score of 0.02
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Abbildung 28 Beispielhafte ROC-Curve fiir die Bewertung des Akuten Koronarsyndrom nach dem T-MACS Score

(Troponin-only Manchester Acute Coronary Syndromes) (Hoo et al. 2017)

Der Cut-off Wert, der die hdchste Sensitivitat und Spezifitat aufweist, ist der, der in der Kurve
am weitesten in der linken oberen Ecke liegt (siehe Grafik). Der Test ist dabei generell umso
besser, je mehr sich die Kurve der Form eines Rechtecks nahert (99). Solch ein Cut-off-Wert
ist besonders vor der Einfuhrung in die Klinik von Bedeutung, da er eine klare

Entscheidungsgrenze vorgibt und den Test so objektiver gestaltet.

Da die Hauptfragestellung der Arbeit sich mit dem Nutzen der cfDNA als Pradiktor fir ein

positives oder negatives Outcome der septischen Patienten befasst, wurden lediglich die
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Studien, die einen Cut-off Wert fur diese Fragestellung ermittelt haben, in diesem Kapitel
genauer untersucht. Um die einzelnen Werte der Studien zusammenfassen zu kénnen wurde
mit Hilfe des Programms RevMan5 eine sROC curve erstellt. Dabei wird aus den einzelnen
Cut-off Werten und den dazugehdrigen Sensitivitdten und Spezifititen der entsprechenden
Studien eine gemeinsame Kurve berechnet, die bei jeder Sensitivitat die zugehdérige Spezifitat
anzeigt. Dabei ergibt sich, wie auch bei der ROC-Curve ein Punkt, an dem Sensitivitat und

Spezifitdt das beste Verhaltnis zueinander haben.

Folgende Studien haben einen Cut-off Wert ermittelt, ab dem ein negatives Outcome der

Patienten angenommen werden kann:

Study TP FP FN TN Cut-off survivor vs. non-survivor Sensitivity (95% Cl) Specificity (95% CI})  Sensitivity (95% Cl} Specificity (95% CI)
Drwivedi 2012 30 3 4 43 23500 0.881[0.73,0487] 0.93[0.82 099 — —=
Forshlor 2014 5 21 3 70 1990.0 0.63[0.24, 0.91] 0.77 [0.67, 0.85] e —
Huttunen 2011 15 24 3 90 15200 0.83[0.58, 0.96] 0.79[0.70, 0.86] — & —&
kung 2012 9 10 2 46 1012.0 0.82[0.48, 0.98] 0.82[0.70,0.81] — —
Moreira 2010 12 11 4 27 2380 0.75[0.48,0.83] 0.71[0.54, 0.85] — ——
Rannikko 2018 31 103 13 334 1690.0 0.70[0.55, 0.83] 0.76[0.72,0.80] —— i
Rhodes 2006 12 8 1 M 127.0 0.92 [0.64,1.00] 0.79[0.64, 0.91] — = —
Saukkonen 2008 45 B2 22 128 79.0 0.67 [0.55,0.78] 0.67 [0.60,0.74] — -
Wijeratne 2004 2F 12 5 50 40.0 0.84 [0.67, 0.95] 0.81 [0.69, 0.90] — —
Xia 2016 67 28 14 &0 635.0 0.83[0.73, 0480 neg[0s57. 058 . = , T

0020406081 0020406081

Abbildung 29 Sensitivitat und Spezifitat der Cut-off Werte

AuRerdem zeigt die Auflistung die Sensitivitat und Spezifitat der, von den Studienergebnissen
ermittelten, Cut-off Werte und die daraus berechnete Anzahl an Richtig Positiven (True
Positive, TP), Falsch Positiven (False Positive, FP), Falsch Negativen (False Negative, FN)
und Richtig Negativen (True Negative, TN) Probanden.
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Abbildung 30 sROC curve Cut-off Werte survivor vs. non-survivor

Die Abbildung zeigt die ermittelte SROC curve aus den Cut-off Werten der Studien, ab dem

von einem negativen Outcome ausgegangen werden kann. Der gemittelte Cut-off Wert hat
eine Sensitivitdt von 78% und einer Spezifitdt von 75%
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5.5 Qualitatsbewertung der Studien mit der Newcastle Ottawa Scale

Die Qualitdt der Studien wurde anhand der Newcastle-Ottawa Quality Assessment Scale
(NOS) beurteilt. Diese wurde von Wells et al. (77) entwickelt und kann als Checkliste oder, wie
in dieser Metaanalyse, als Bewertungsskala dienen. Die NOS gibt es in zwei Varianten, flr
Kohortenstudien und fir Fall-Kontroll Studien. Die Skala besteht aus acht Items, die in drei
Oberkategorien eingeteilt sind. Diese sind Selection, Comparability und, je nach Studientyp,
Outcome (Kohortenstudie) oder Exposition (Fall-Kontroll-Studie). Fur jedes Item kann ein
Punkt vergeben werden, auler fur das zu Comparability zahlende Item, hier kdnnen zwei
Punkte vergeben werden. Somit kann jede Studie mindestens null und maximal neun Punkte
erreichen. Eine gute Qualitat hat die Studie, wenn ihr maximal ein Punkt pro Kategorie fehlit.
Eine mittlere Qualitat erreicht die Studie bei zwei Punkten in der Selection Kategorie, ein bis
zwei Punkten in der Comparability Kategorie und zwei bis drei Punkten in dem Outcome bzw.
Exposition Kategorie. Eine schlechte Qualitat liegt vor, wenn entweder maximal ein Punkt in
der Selection oder Outcome bzw. Exposition Kategorie vergeben wird oder null Punkte in der
Comparability Kategorie erreicht werden. Fur Querschnittsstudien wurde eine modifizierte
Version der NOS von Patra et al. verwendet (78). Diese besteht aus sechs Items, die ebenfalls
in die drei Kategorien Selection, Comparability und Outcome eingeteilt werden. Auch bei
dieser Variante kann fur jedes Item ein Punkt vergeben werden, aul3er fir das zu Comparability
zahlende, hier konnen zwei Punkte vergeben werden. Fir eine Beurteilung als gute Studie
muss die volle Punktzahl erreicht werden. Ist das nicht der Fall, wird die Qualitat der Studie
als mittel bis schlecht eingestuft. Fur die einzelnen Iltems wurden im Vorhinein klare

Definitionen erstellt.

Bei Kohortenstudien waren diese wie folgt:

Fir das erste Item ,Representativeness of the exposed cohort® wurde ein Punkt vergeben,
wenn die demografischen Daten der aufgenommenen septischen Patienten zur Verfligung
standen und die Studienteilnehmer nicht nach einem bestimmten Kriterium wie ,,Geschlecht®
oder ,Altersgruppe® eingeschlossen wurden. Eine Ausnahme bildet der Ausschluss von unter
18-Jahrigen und Schwangeren, dies wurde nicht als ,nicht mehr reprasentativ‘ gewertet. Das
zweite Item ,Selection of the non exposed cohort* bekam einen Punkt, wenn die Kontrollgruppe
aus derselben Bevolkerung stammte, wie die Sepsis Gruppe und nicht beispielsweise von
einer anderen Studie Ubernommen wurde oder die Rekrutierung an einem anderen Ort
erfolgte. Fur das ltem ,Ascertainment of exposure“ bekamen die Studien einen Punkt, wenn
sie zur Messung der cfDNA eine valide Messmethode verwendeten. Bei ,Demonstration that
outcome of interest was not present at start of study“ bekam die Studie einen Punkt, wenn
deutlich war, dass der primare Outcome zu Beginn der Studie noch nicht vorlag. Da das in
vielen Fallen ,Mortalitat“ war, ist dieses Item flir diese Studien als nur bedingt sinnvoll

anzusehen, wurde aber aufgrund der Vollstandigkeit beibehalten. Fir das Item ,Comparability
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of cohorts on the basis of the design or analysis“ bekamen die Studien einen Punkt, wenn die
Sepsis Gruppe und die Kontrolle Gruppe hinsichtlich des Alters und des Geschlechts
Ubereinstimmten (+/- 10 Jahre in der Alterverteilung bzw. +/- 10% in der
Geschlechterverteilung). Einen weiteren Punkt konnten die Studien bekommen, wenn die
Probensammlung in allen Gruppen identisch verlief und dasselbe Material zur Messung
verwendet wurde. Bei ,Assessment of outcome® wurde ein Punkt vergeben, wenn fir die
Diagnose der Sepsis allgemein glltige Standards, wie die Sepsis Definitionen verwendet
wurden. Dabei war es irrelevant, ob die Autoren der Studien die Sepsis-1,-2 oder -3
Definitionen angewandt haben, da viele Studien vor Einfihrung der neusten Version dieser
Definitionen publiziert wurden. Bei den Studien, bei denen das primare Outcome ,Mortalitat*
war, ist dieses Item wieder nur bedingt sinnvoll. Fir ,Was follow up long enough for outcomes
to occur® bekam die Studie einen Punkt, wenn sie die Probanden 28 Tage oder langer
nachverfolgte. Das letzte Item ,,Adequacy of followup of cohorts* wurde als positiv bewertet,

wenn nur 10% oder weniger Probanden der Kohorte nicht mehr nachverfolgt werden konnte.

Fall-Kontroll Studien:

Fir das Item ,Is the case definiton adequate?” bekam die Studie einen Punkt, wenn die Sepsis
nach korrekten Standards diagnostiziert wurde, siehe oben. Die ltems ,Representativeness of
the cases“ und ,Selection of Controls* wurde &aquivalent zu den ersten Iltems der
Kohortenstudien bewertet. Bei dem Item ,Definition of Controls“ wurde ein Punkt vergeben,
wenn die Kontrollen keine Sepsis Erkrankung in ihrer Vorgeschichte aufwiesen. Die Kategorie
,comparability“ wurde wieder aquivalent zu den Kohortenstudien bewertet, ebenso wie das
Item ,Ascertainment of exposure®. Fiir das ltem ,Same method of ascertainment for cases and
controls® wurde ein weiterer Punkt vergeben, wenn die Messmethode fiir alle Gruppen gleich
war. Das Item ,Non-Response rate“ wurde als erflllt angesehen, wenn die Rate derer, die

nicht mehr verfolgt werden konnten in allen Gruppen gleich war.

Querschnittsstudien:

.Representativeness of the sample® wurde aquivalent zu den anderen Studiendesigns
bewertet. Bei ,Non-respondents® bekam die Studie einen Punkt, wenn 10% oder weniger der
Probanden in den einzelnen Gruppen nicht mehr nachverfolgt werden konnten.
»2Ascertainment of exposure®, ,Comparability“ und ,Assessment of the outcome® wurden wie
bereits erlautert bewertet. Das Item ,Statistical test* wurde als erflllt angesehen, wenn
beschrieben wurde, welche statistischen Methoden zur Auswertung herangezogen wurden

und wenn diese als zuverlassig angesehen wurde.
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Study Selection Comparability Outcome total | Qualitat
Representat | Selection | Ascertain- | Demonstration | Comparability | Assessment | Was followup | Adequacy
iveness of of the ment of that outcome of cohorts on of outcome long enough of follow
the exposed non- exposure | of interest was the basis of for outcomes up of
cohort exposed not present at the design or to occur cohorts
cohort start of study analysis
Abdelaal * - * * - 1 4 schlecht
2018 - - *
Avriel * - * * - 3 6 schlecht
2014 * * *
Beltran- * * * * > 2 8 gut
Garcia " "
2021 )
Chornenki * * * * - 3 6 schlecht
2019 * * *
Clementi * * * * > 3 9 gut
2016 * * *
Dennhardt * * * * > 3 9 gut
2024 * * *
Forsblom * * * * * 3 8 gut
2014 * * *
Gao - * * * * 3 7 gut
2019 * * *
Garnacho- * * * * > 3 9 gut
Montero * * *
2014
Grumaz * * * * - 3 7 schlecht
2019 * * *
Hampson * * * * > 2 8 gut
2017 - * *
Huang * * - * - 1 4 schlecht
2018 - - *
Huttunen * - * * - 3 6 schlecht
2011 * * m
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Jing
2022

schlecht

Kung
2012

*%*

gut

Lenz
2022

*%*

gut

Margraf
2008

gut

Maruchi
2018

*%*

gut

Moreira
2010

gut

Patel
2018

*%*

gut

Purhonen
2015

schlecht

Rannikko
2018

schlecht

Rhodes
2006

gut

Saukkonen
2008

schlecht

Schneck
2016

k%

gut

Silva de
Miranda
2024

gut

Stiel
2020

gut

Tanaka
2019

gut

Wijeratne
2004

gut

Xia
2016

gut

Xu
2024

schlecht
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Yan- Qiang * * * * > 2 8 gut
2016 * | - *
Tabelle 8 Qualitatshewertung von Kohortenstudien mit der Newcastle Ottawa Scale

Study Selection Comparability Outcome total | Qualitat

Is the case | Representa- | Selection | Definition Comparability of | Ascertainment | Same method of Non-

definition tiveness of of cohorts on the of exposure ascertainment | Response

adequate? the cases Controls Controls basis of the for cases and rate

design or analysis controls
Duplessis * - - * 3 6 mittel
2018 * | * | *
Dwivedi * * * * 2 7 gut
2012 * | * | -
Grumaz * * * * 3 8 gut
2016 * | * | *
Nguyen * - - * 3 6 mittel
2017 * | * | *
Tabelle 9 Qualitatsbewertung von Fall-Kontroll Studien mit der Newcastle Ottawa Scale
Study Selection Comparability Outcome total | Qualitat
Representa- Non- Ascertainment The subjects in different outcome Assessment | Statistical
tiveness of the | Response of exposure groups are comparable, based on the of outcome test
sample rate study design or analysis. Confounding
factors are controlled.

Czaikoski - * - * 2 4 mittel
2016 * | *
Dawulieti - - * * 2 4 mittel
2020 * | *
Gould * * - * 2 5 gut
2015 * | *
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Hashiba * * * ** 2 6 gut
2014 " | *
Kocsis * * * * 2 6 gut
2009 * | *
Lee * - * > 2 6 gut
2018 * | *
Martins * * * * 2 6 gut
2006 * | *
Urosevic * * * * 2 6 gut
2022 * | *
Yang * * * > 2 7 gut
2017 * | *

Tabelle 10 Qualitatsbewertung von Querschnittsstudien mit der Newcastle Ottawa Scale

Insgesamt erreichten bei der Bewertung durch die Newcastle Ottawa Scale 30 Studien eine gute Qualitat, vier Studien eine mittlere Qualitat und elf
Studien eine schlechte Qualitat. Der haufigste Grund fir einen Punktabzug war eine fehlende Vergleichbarkeit der Probanden mit der Kontrollgruppe
aufgrund eines zu groRen Altersunterschiedes. Auch Studien, die gar keine Kontrollgruppe verwendet haben, bekamen in dieser Kategorie keinen
Punkt.
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6 Diskussion

Sepsis ist eine der fuhrenden Todesursachen auf der Intensivstation weltweit (100). Es gibt
unzahlige Pathogene, die das Krankheitsbild der Sepsis verursachen koénnen und der
Krankheitsverlauf ist von Patient zu Patient dulerst heterogen (13). Dementsprechend
gestaltet sich die Diagnose mitunter sehr schwierig. Der rechtzeitige Start einer adaquaten
Therapie kann jedoch entscheidend fiir das Uberleben des Patienten sein (20). Daher ist es
von enormer Bedeutung neben den bisher etablierten Biomarker und Scores weitere Kriterien
zu finden, die die Diagnose der Sepsis vereinfachen und objektivieren kénnen. Denn die
Sensitivitat und Spezifitat der bisherigen Diagnostik ist nach wie vor nicht zufriedenstellend.
Ein im Jahr 2010 publiziertes Review untersuchte bei 178 verschiedenen Biomarker mit
welcher Sensitivitdt und Spezifitdt sie eine Sepsis diagnostizieren kénnen und ob sie als
prognostischer Marker dienen kdnnen. Keiner der untersuchten Biomarker konnte mit einer
Sensitivitat oder Spezifitat Uber 90% die Prognose des Patienten abschatzen. Und auch die
Diagnose ist selbst bei dem PCT, das in dieser Studie am besten abschnitt, mit einer
Sensitivitat von unter 90% relativ gering. Lediglich der negativ pradiktive Wert war mit 99%
sehr gut (74). Um dennoch mdglichst viele Patienten richtig diagnostizieren zu kénnen und
eine gute Prognose Uber das Outcome geben zu kénnen ist es daher wichtig die bisherigen,
etablierten Biomarker zu kombinieren und nach weiteren, mit der Krankheitsaktivitat der

Sepsis korrelierenden, Markern zu suchen.

6.1 Kiritische Bewertung der Methodik

Die vorliegende systematische Ubersichtsarbeit wurde auf Grundlage der PRISMA Leitlinien
verfasst (75). Es wurde versucht alle Punkte der PRISMA 2020 Checklist zu beachten.
Dennoch haben sich Probleme aufgetan, die zu einer Verzerrung der Ergebnisse fihren
kénnen. Diese Probleme sollen im folgenden Abschnitt erldutert und genauer beleuchtet

werden.

6.1.1 Fehlerquellen in der Suche

Trotz groRen Bemlhungen ist es nicht auszuschlieRen, dass manche Studien, die sich
ebenfalls mit dem Thema “cfDNA in Sepsis” beschaftigt haben, nicht gefunden worden. Der
Suchbegriff wurde mehrmals Uberarbeitet und es wurde versucht, ihn so vollstandig wie
moglich zu gestalten. Dennoch ist es denkbar, dass er nicht alle relevanten Studien einschlief3t
und somit wichtige Arbeiten nicht identifiziert. Das liegt unter anderem auch daran, dass es
bisher noch keine einheitliche Bezeichnung flr freie zirkulierende DNA im Blut gibt und die

Studien daher unterschiedliche Begriffe verwenden. Zudem gibt es je nach Suchmaschine
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andere formelle Vorgaben bezlglich des Suchbegriffs. Es wurde versucht diese zu
berlcksichtigen, insgesamt orientierten wir uns jedoch tberwiegend an PubMed. Es ist somit
moglich, dass bei anderen Suchmaschinen nicht die grofitmogliche Trefferanzahl erzielt
wurde. AulRerdem wurden nur Studien eingeschlossen, die auf englischer oder deutscher
Sprache verfigbar waren. Andere Sprachen wurden nicht berlcksichtigt. Eine weitere
Fehlerquelle stellte die zum Teil sehr grof3e Trefferanzahl dar. Um mdglichst sensitiv zu suchen
war die Spezifitat nicht sehr hoch, was zur Folge hatte, dass auch viele unpassende Studien
angezeigt worden. Vor allem bei Google Scholar war die Anzahl an Studien mit 9.530 Treffern
sehr hoch. Dadurch war es unvermeidbar zum Teil nur nach Uberschriften zu selektieren, da
es nicht moglich war, von allen Studien den Abstract zu lesen. So erhdhte sich die
Wahrscheinlichkeit eine passende Studie zu Ubersehen. Ein weiteres Problem, dass sich bei
jeder Metaanalyse ergibt, ist der Publikationsbias. Es werden bevorzugt Studien veroéffentlicht,
die positive Ergebnisse vorzuzeigen haben (101). Somit kénnte es sein, dass Studien, die
keine signifikante Erhohung der cfDNA-Konzentration in septischen Patienten festgestellt
haben, nicht veréffentlicht wurden und nicht in die Analyse einbezogen wurden. Das wiirde

dazu fuhren, dass die cfDNA als Biomarker besser eingeschatzt wird, als sie ist.

6.1.2 Fehlerquellen innerhalb der Studien

Wie unter dem Punkt Ergebnisse der Studien 5.3 bereits erlautert, waren manche Studien
nicht vollstandig verflugbar. Dies kdonnte die Ergebnisse der Metaanalyse verfalschen. Bei
vielen Studien konnten trotz Nachfrage bei den Autoren nicht alle relevanten Daten ermittelt
werden. Somit mussten manche Zahlen aus gegeben Werten berechnet oder an Diagrammen
abgelesen werden. Das flhrt zu Ungenauigkeiten, die sich im Gesamtergebnis widerspiegeln
koénnten. Auch der Wandel der Definition der Sepsis uber die Jahre hinweg stellt ein Problem
dar. Vor 2016 wurde die Sepsis noch anders definiert und dementsprechend ist es maglich,
dass damals Patienten als septisch eingestuft wurden, die nach 2016 nicht mehr unter den
Begriff Sepsis fallen wirden. Wenn man diese Studien heute noch einmal durchfihren wirde,

wurden sich somit eventuell andere Werte ergeben.

Ein weiteres groRes Problem bei dem Vergleich der Studien sind die zum Teil gravierend
unterschiedlichen Vorgehensweisen und Messmethoden, die von den Forschungsgruppen
verwendet worden. Wahrend einige der Studien den Patienten direkt nach Ankunft das Blut
abnahmen, wartete beispielsweise die Arbeitsgruppe um Forsblom et al. (102) drei Tage bis
zur Blutentnahme ab. Diese Unterschiede des Abnahmezeitpunktes kdnnen die Konzentration
der cfDNA entscheidend beeinflussen. Ein weiteres Problem des Abnahmezeitpunktes ist aber
auch, dass es bei dem Krankheitsbild der Sepsis anders als beispielsweise bei einem Schadel-

Hirn-Trauma keinen klaren Startpunkt gibt. Damit ist es unklar wie lange die cfDNA eventuell
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schon erhdht ist und ob sie vielleicht schon wieder abgefallen ist. Zudem wurden bei drei der
eingeschlossenen Studien (68, 103, 104) das Serum untersucht, wohingegen die anderen
Gruppen das Plasma untersuchten. Auch dadurch kénnte die Konzentration der cfDNA
Unterschiede aufweisen. Hampson et al. zeigten beispielsweise, dass bei Messungen der
cfDNA im Serum mehr als doppelt so hohe Konzentrationen als bei Messungen im Plasma
nachgewiesen werden kdénnen (105). Die Varianzanalyse basierend auf den in dieser Arbeit
gesammelten Daten (siehe 5.4.1) konnte dagegen keinen Unterschied feststellen. Da jedoch
auch nur drei Studien Serum und nicht Plasma verwendeten kann auch die geringe

GruppengrofRe ursachlich fur dieses Ergebnis sein.

Die Vergleichbarkeit der Studien wird zusatzlich stark eingeschrankt durch zum Teil fehlerhafte
Messmethoden. Sieben Arbeitsgruppen verwendeten den Assay nach Lo et al. (76). Dieser
sollte aber mit einer Sonde benutzt werden und nicht, wie von einigen Arbeitsgruppen
angewendet, mit SYBR Green bzw. Gold. Aullerdem ware es notwendig, dass jede
Arbeitsgruppe eine eigene Standardkurve erstellt, anhand derer die Werte ermittelt werden.
Auch das war nicht immer der Fall und flihrt zu gravierenden Messfehlern. Eine weitere
Problematik mit dem Assay von Lo et al. ergibt sich daraus, dass er auf die asiatische
Bevdlkerung angepasst ist. Genetische Unterschiede zur kaukasischen Bevdlkerung konnten
dazu fuhren, dass bei der gleichen Messmethode relevante Konzentrationsunterschiede
auftreten. Das liegt daran, dass Lo et al. einen Primer verwendete, der an einem Genlokus im
B-Globin Gen ansetzt. In diesem Genlokus weist die asiatische Bevolkerung mehr Single
Nucleotide Polymorphism (SNP) auf als die kaukasische. Diese unterschiedliche SNP-
Konstellation kénnte eine Ursache fiir die enorme Abweichung der Ergebnisse bei der
Verwendung desselben Assays sein. Dass einige Studien einfach auf die Arbeitsgruppe um
Lo et al. verweisen, statt die verwendete Messmethode auf die gegebenen Umstande
anzupassen und die Amplifikationseffizienz unter den jeweiligen Versuchsbedingungen zu
etablieren ist somit als grof3er Fehler zu betrachten. Als Konsequenz daraus ergibt sich, dass
die Ergebnisse der Studien vermutlich nicht vergleichbar sind. Dies wurde auch durch die
vorgenommene Varianzanalyse (siehe Kapitel 5.4.1) bestatigt. Innerhalb einer Studie sind die

Werte aber dennoch aussagekraftig.

Eine Studie aus dem Jahr 2013 von Urosevic et al. untersuchte welche Messmethode fur
Konzentrationsbestimmung der cfDNA die geeignetste ist. Die Arbeitsgruppe kam zum
Schluss, dass die B-Globin gPCR die sensitivste Methode ist, wahrend ein Qubit Assay die
beste Methode flir eine schnelle Messung hoher Konzentrationen ist (106). Aufgrund einiger
Neuerungen auf diesem Gebiet misste solch eine Studie jedoch erneut mit den neusten

Geraten und Messmethoden durchgefihrt werden.
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6.1.3 Fehlerquellen bei der Auswertung der Daten

Auch die Auswertung der Daten und die eigentliche Metaanalyse birgt Probleme, die zu
Ungenauigkeiten und Verzerrungen der Ergebnisse fihren kdnnen. Vor allem die oftmals nicht
vollstéandig in den Studien angegebenen Werte der cfDNA-Konzentrationen der einzelnen
Probanden erschweren die Analyse. So haben einige Studien lediglich den Median
angegeben, wahrend andere Studien den Mittelwert bestimmt haben. Entsprechend ist bei
manchen Arbeitsgruppen der Interquartilabstand ermittelt wurden, wahrend andere
Arbeitsgruppen die Standardabweichung berechnet haben. Die Autoren der Studien, bei
denen fehlende Werte nicht anhand gegebener Daten ausgerechnet werden konnten, wurden
angeschrieben mit der Bitte um vollstandige Datensatze. War dies erfolglos musste aus dem
Interquartilabstand die Standardabweichung mit Hilfe der Formel SD= IQR/1,35 abgeschatzt
werden, um die Studien dennoch vergleichen zu kénnen (81). Diese Formel ist jedoch nur bei
annahernd normalverteilten Daten glltig. Ob das bei den entsprechenden Studien jedoch der
Fall war, ist fraglich, da sich dann die Frage stellt, warum bei normalverteilten Werten nicht der
Mittelwert und die Standardabweichung gegeben waren. Um die Ergebnisse der Studien
dennoch in der Metaanalyse bericksichtigen zu kdnnen wurde diese Ungenauigkeit jedoch

hingenommen.

Ein weiteres Problem ist die nicht immer exakt gleiche Fragestellung der Studien. So haben
manche Studien alle Schweregrade der Sepsis berlcksichtigt, wahrend andere Studien nur
Patienten mit einem septischen Schock oder, wie vor 2016 noch mdglich, Patienten mit einer
schweren Sepsis eingeschlossen haben (57, 67). In solchen Studien ist die erwartete cfDNA-
Konzentration hdher als in den anderen Studien. Bei der Betrachtung der Mortalitat gleichen
sich dies aber wieder aus, da die Letalitat des septischen Schocks auch entsprechend hdher
ist als die Letalitat einer Sepsis ohne Schock. Daher missten hohere cfDNA-Konzentrationen
dann auch mit einer hdheren Mortalitat einhergehen. Problematischer ist die Tatsache, dass
die Fragestellung in manchen Studien weiter gefasst wurde als in anderen. So haben
beispielweise Rhodes et al. (69) oder Forsblom et al. (102) zwar die cfDNA-Konzentration bei
septischen Patienten im Speziellen untersucht, bei der Angabe des cfDNA-Levels bei
Verstorbenen im Vergleich zu Uberlebenden aber Intensivstation-Patienten im Allgemeinen
betrachtet. Die erwartete cfDNA-Konzentration ist in den Fallen somit vermutlich niedriger als
bei Studien, die auch bei dieser Fragestellung nur die septischen Patienten betrachtet haben.
Da das Verhaltnis der Konzentrationen von Verstorbenen zu Uberlebenden aber dennoch
ungefahr gleich sein sollte und die Patienten mit einer Sepsis in der Gruppe der Intensivstation-
Patienten enthalten ist, wurden diese Studien trotzdem berucksichtigt. Die Arbeitsgruppe um
Wijeratne et al. (107) hat ebenfalls bei der Angabe der cfDNA-Konzentrationen nicht die
septische Gruppe isoliert betrachtet, sondern auch andere Patienten der Intensivstation mit

einbezogen. Das macht diese Studie bei der Fragestellung, ob die cfDNA eine Sepsis von
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anderen Krankheiten differenzieren kann, unbrauchbar. Bei der Frage, ob die cfDNA-
Konzentration aber die Aussage Uber das Outcome septischer Patienten vereinfachen kann,
kénnen die Daten der Studie aber dennoch wertvolle Hinweise liefern, da hier, wie auch bei
oben genannten Studien, die septischen Patienten in der Gesamtgruppe der
Intensivmedizinischen Patienten enthalten sind. Dennoch ist diese Ungenauigkeit bei der

Auswertung der Daten zu bericksichtigen.

6.2 Allgemeine Probleme bei der Messung der cfDNA-Konzentration

Bei der Konzentrationsbestimmung der cfDNA kdnnen, wie bei jeder anderen Detektion eines
klinischen Markers auch, Fehler auftreten, die das Messerergebnis mehr oder weniger
beeinflussen. Dazu gehdren beispielsweise die verwendeten Gerate, die je nach Hersteller
und Alter etwas andere Ergebnisse angeben, die Menge und Bearbeitungsdauer des
abgenommenen Blutes, die Temperatur, bei der das Blut abgenommen und verarbeitet wurde

und naturlich auch Fehler bzw. unterschiedliche Arbeitsweisen des Personals (108).

Auch die in 2.2 beschriebene natirlicherweise sehr niedrige Konzentration und nattrlichen
Schwankungen der freien DNA erschweren die Diagnostik enorm. Zusatzlich waren die
bisherigen Methoden zur Aufbereitung und Messung der cfDNA sehr zeitintensiv (109). Die in
neuerer Zeit eingesetzten mikrofluidischen Systeme hingegen kénnen in deutlich kirzerer Zeit
und mit einer kleineren Probenmenge exakte Ergebnisse liefern (109). Dabei arbeitet man
unter anderem damit polymeren Materialien elektrostatisch zu koppeln, um die freie DNA
gezielt aus der Probe zu extrahieren. Zur anschlieRenden Quantifizierung verwendet man
ublicherweise eine PCR, bei der die cfDNA zusatzlich durch ein Fluoreszenzfarbstoff markiert
sein kann. Ein Problem dabei ist jedoch die mitunter starke Fragmentierung der freien DNA,
die dazu fihren kann, dass bei einer PCR die Konzentration unterschatzt wird, weshalb
vermehrt auch an Nicht-PCR Methoden gearbeitet wird (109).

Zu beachten ist auch, dass die cfDNA zum Teil renal eliminiert wird. Dadurch sind Patienten
mit einem Nierenversagen nicht mehr mit Patienten mit einer normalen Nierenfunktion
vergleichbar (110). In einer Studie aus dem Jahr 2017 zeigten septische Patienten, die einen
Kreatinin-Wert Gber 1,2 mg/dl hatten eine fast drei Mal so hohe cfDNA Konzentration, wie
septische Patienten, die unter dieser Grenze lagen (66). Eine weitere Problematik bei dem
Vergleich der Messwerte verschiedener Arbeitsgruppen ergibt sich dadurch, dass die Menge
des abgenommenen Blutes fir die Messung der cfDNA-Konzentration nicht genormt ist und
auch die Zeit zwischen der Blutentnahme und der Auswertung der Probe innerhalb der
Probanden und vor allem der Arbeitsgruppen unterschiedlich gewesen sein wird. Das grofite

Problem ist dabei weniger die Degradation der cfDNA durch Enzyme im Blut - diese lauft in
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der Monovette nur langsam ab — sondern vielmehr der Untergang der kernhaltigen Zellen im
Vollblut. Durch diesen Untergang wird enorm viel nicht fragmentierte und damit super
amplifizierbare DNA frei, die das Ergebnis massiv verandert wirde. Daher ist es wichtig, dass
das Material innerhalb von zwei Stunden zentrifugiert und anschliefend gekuhlt wird (111).
Falls eine Monovette mit Stabilisator verwendet wird sollte die Verarbeitung entsprechend den

Vorgaben des Herstellers erfolgen (112).

6.2.1 Einflusse auf die cfDNA-Konzentration

Eins der groRten Probleme bei fast allen Biomarkern ist die oftmals zu geringe Spezifitat. Ein
auffalliger Wert geht nicht automatisch mit der vermuteten Krankheit einher. Dieses Problem
ist auch bei der Messung der cfDNA zu berucksichtigen. Wie im einleitenden Abschnitt
erlautert, steigt die Konzentration der freien DNA mit Zunahme des Zellzerfalls. Das ist bei der
Sepsis der Fall, aber auch bei vielen anderen Erkrankungen und physiologischen Vorgangen.
Daher ist es von groRer Bedeutung vor Etablierung eines neuen Biomarkers die verschiedenen
Einflisse auf diesen herauszuarbeiten und zu bewerten. Ein gutes Beispiel bietet der D-Dimer
Wert. Er steigt zuverlassig bei einer vorliegenden Lungenembolie an und hat sich als wichtiges
diagnostisches Kriterium bei der Lungenembolie etabliert (113). Es gibt aber auch zahlreiche
andere Erkrankungen, wie beispielsweise eine Phlebothrombose, oder auch physiologische
Zustande, wie eine Schwangerschaft, die zu einer Veranderung des D-Dimer Wertes fuhren
(114, 115). Diese sollten vom behandelnden Arzt unbedingt bedacht werden, um eine
fehlerhafte Behandlung zu vermeiden. Bei der Erhéhung der Konzentration der zellfreien DNA
gibt es ebenfalls wichtige Differenzialdiagnosen (116). So zeigen sich auch bei malignen
Erkrankungen signifikante Anstiege des Markers (63). Auch bei Patienten, die ein Trauma
erlitten haben, sind Erhéhungen der cfDNA Konzentration nachweisbar (64). Ebenso finden
sich bei TransplantatabstoBungen gesteigerte Werte (65). Bei einem Schlaganfall und
Herzinfarkt zeigen sich ebenfalls erhdhte Konzentrationen (117, 118). Auch bei Entziindungen
steigen die Werte der zellfreien DNA an. In mehreren Studien konnte eine positive Korrelation
zwischen cfDNA und proinflammatorischen Faktoren gezeigt werden (119). Hierbei zeigte sich
jedoch ein geringerer Anstieg als bei Infektionen. Schon in den 1970ern konnte zudem ein
Anstieg in Patienten mit systemischen Lupus erythematodes festgestellt werden. Ein

Zusammenhang mit der Krankheitsaktivitat zeigte sich jedoch nicht (120).

Neben den Differenzialdiagnosen ist es auch wichtig die individuellen Einflussfaktoren eines
jeden Patienten zu berlcksichtigen. Oft unterscheiden sich die Konzentrationen der Biomarker
zwischen den Geschlechtern oder den Altersgruppen. Dies scheint bei der cfDNA aber nicht
der Fall zu sein und bedarf somit hinsichtlich dieser Faktoren keine Anpassung (67, 107, 121).

Neben den Pathologien, die eine cfDNA-Erhéhung zur Folge haben kénnen, gibt es aber auch
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physiologische Zusténde, die eine Veranderung der Konzentration der freien DNA bedingen
kénnen. So kann nach koérperlicher Aktivitat eine gesteigerte Konzentration nachweisbar sein
(122). Diese korreliert mit Intensitat der ausgefuhrten Sportart und der kdrperlichen Verfassung
des Sporttreibenden (122). Und auch wahrend einer Schwangerschaft lassen sich
gestiegenen cfDNA-Konzentrationen nachweisen. Eine Studie von Cushen et al. (123) konnte
zudem zeigen, dass die Konzentration im Verlauf der Schwangerschaft immer weiter steigt

und interessanterweise von dem Geschlecht des Ungeborenen beeinflusst wird.

6.3 Korrelation der cfDNA-Konzentration mit anderen Parametern

Neben der Hauptfragestellung ,Kann die Messung der cfDNA-Konzentration das Outcome der
Patienten und die Mortalitat zuverlassig vorhersagen?“ und der Nebenfragestellung ,Kann die
Messung der cfDNA-Konzentration die Diagnose der Sepsis erganzen?“ wurden in den
Studien weitere Parameter untersucht, die mit der cfDNA-Konzentration korrelieren konnten.
So wurde Uberprift, ob die gemessene Konzentration mit der Lange des Aufenthaltes der
Intensivstation korreliert. Wijeratne et al. konnte dahingehend keinen Zusammenhang
feststellen (107). Rhodes et al. hingegen stellten eine signifikante Korrelation zwischen dem
Plasma-DNA-Level und der Léange des Intensivstation Aufenthaltes der Uberlebenden fest (r2=
0.12, p=0.03) (69).

Auch die Frage, ob der cfDNA-Spiegel im Blut eine Sepsis von einer SIRS differenzieren kann,
ist im klinischen Alltag von entscheidender Bedeutung. Wie bereits beschrieben war die
Definition der Sepsis vor 2016 eng mit der Definition der SIRS verbunden. Ab der Sepsis-3-
Leitlinie sind diese Krankheitsbilder aber klar voneinander abzugrenzen. Daher ist es wichtig
einen Biomarker zu haben, der zwischen diesen Krankheiten unterscheiden kann. Die
Arbeitsgruppe um Yan Qiang konnte einen signifikanten Unterschied der cfDNA-
Konzentrationen zwischen septischen Patienten und Patienten mit einem SIRS feststellen
(68). Wahrend bei Patienten mit einer Sepsis eine durchschnittliche Konzentration von 1427
ng/ml gemessen wurde, lag der Durchschnitt bei Patienten mit einem SIRS bei lediglich 692
ng/ml. Die Arbeitsgruppe empfiehlt ab einem Cut-off Wert von 493 ng/ml von einer Sepsis,
statt von einem SIRS auszugehen. Bei diesem Wert kann die cfDNA-Konzentration nach den
Daten von Yan Qiang et al. mit einer Sensitivitat von 94,1% und einer Spezifitat von 70,6%
zwischen den beiden Krankheitsbildern differenzieren. Bestatigt werden diese Ergebnisse von
Duplessis et al. (93). Auch die Messungen dieser Studie zeigen mit einem p von 0,009 einen
signifikanten Unterschied zwischen Sepsis und dem SIRS. Dahingegen empfiehlt Garnacho-
Montero et al. in seiner Studie nicht die cfDNA-Konzentration zur Differenzierung zwischen
Sepsis und einer SIRS zur verwenden (95). Die Daten konnten in der Auswertung trotz

durchschnittlich héheren Konzentrationen in der septischen Gruppe im Vergleich zur Gruppe
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der SIRS-Patienten keinen signifikanten Unterschied zwischen den Konzentrationen beider

Patientengruppen feststellen.

6.4 Ausblick

Zum jetzigen Zeitpunkt Iasst die Datenlage noch keine endgiiltige Aussage Uber das Potenzial
der cfDNA als Biomarker zu. Die veroffentlichten Studien weisen zwar Uberwiegend
signifikante Ergebnisse auf, den klinischen Nutzen gilt es aber noch zu ermitteln. Die Messung
der cfDNA dauert immer noch zu lange und ist sehr kostenintensiv. Das kénnte viele Kliniken
dazu bewegen die cfDNA auch dann nicht als Biomarker zu etablieren, wenn sie sich in
Studien als gewinnbringend herausgestellt hat. AulRerdem ist das Messverfahren nicht
standardisiert. Das fuhrt zum einen zu dem Problem, dass die publizierten Studien nur schwer
miteinander vergleichbar sind, sorgt aber auch dafir, dass die Werte flir einen Patient von
Labor zu Labor vermutlich sehr unterschiedlich ausfallen wirden und somit eine
Verlaufsbeurteilung bei einem Krankenhauswechsel sehr schwierig ware. Zudem ist zu
bertcksichtigen, dass auch bei einer Etablierung der cfDNA und anderer Biomarker in der
Diagnostik der Sepsis nicht auf die Blutkultur verzichtet werden kann. Als bestatigende
Diagnostik und vor allem auch zur Resistenzpriufung der Bakterien wird die Blutkultur im
Management der Sepsis nicht durch Biomarker zu ersetzen sein. Ohne die Resistenzprufung
kann eine kalkulierte Antibiotikatherapie nicht spezifiziert werden, was in der Behandlung einer

schwerwiegenden Infektion und im Besonderen einer Sepsis unbedingt notwendig ist.
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7 Zusammenfassung

Die Therapie der Sepsis hat sich in den letzten Jahrzehnten entscheidend verbessert.
Dennoch geht die Krankheit auch heute noch mit einer hohen Letalitat einher. Daher ist es
unbedingt erforderlich weiterhin die diagnostischen und therapeutischen Standards zu
Uberprifen und zu verbessern. Als ein vielversprechender Ansatz hat sich hierbei die Messung
der Konzentration der zellfreien DNA herausgestellt. Die cfDNA hat das Potenzial sich als
Biomarker zu etablieren und in der klinischen Praxis die Diagnostik zu unterstitzen, die
Risikoeinschatzung der Patienten zu verbessern und den Therapieerfolg zu Gberwachen. Das
kénnte zu einer frihzeitigen Therapiemodifizierung fluhren, wodurch das Outcome der

Patienten verbessert werden kann.

In den letzten Jahren ist die Zahl der Studien, die sich mit der cfDNA im Krankheitsbild der
Sepsis beschéftigen kontinuierlich gestiegen. Ziel dieser systematischen Ubersichtsarbeit ist
es, diese Studien zu identifizieren, deren Ergebnisse zusammenzutragen und anschliel3end
auszuwerten. Die Hauptfragestellung der Arbeit ,Kann die Messung der cfDNA-Konzentration
das Outcome der Patienten und die Mortalitat zuverlassig vorhersagen?“ wurde ebenso wie
die Nebenfragestellung ,Kann die Messung der cfDNA-Konzentration die Diagnose der Sepsis

erganzen?“ in einer Metaanalyse untersucht.

Die Literaturrecherche erbrachte 45 Studien, die sich mit dem Thema der cfDNA als Biomarker
in der Sepsis beschaftigten und die im Vorhinein gestellten Ein- und Ausschlusskriterien
erfillten. Davon konnten 16 Studien fiur die Hauptfragestellung und 27 Studien fir die
Nebenfragestellung herangezogen werden. Dabei kann die cfDNA nach den Ergebnissen der
eingeschlossenen Studien sowohl die ldentifizierung septischer Patienten erleichtern als auch

eine Prognose Uber das Outcome der Patienten treffen.

Der in der Metaanalyse ermittelte Effektschatzer aller Studien ergab einen Wert von 1.33 mit
einem 95% CI von 0.96 bis 1.70 fur die diagnostische und einen Wert von 1.42 mit einem 95%
Cl von 0.90 bis 1.93 fur die prognostische Aussagekraft der cfDNA in der Sepsis. Die
Zusammenschau des bisherigen Forschungsstandes zeigt somit einen signifikanten Vorteil in

der Nutzung der cfDNA-Konzentration bei dem Management der Sepsis.

Um eine Ursache flr die ausgepragte Heterogenitat zwischen den Studien zu ermitteln, wurde
eine Varianzanalyse durchgefihrt. Diese ergab keinen Einfluss fir das Jahr, in dem die Studie
durchgefuhrt wurde und konnte auch keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Messungen der cfDNA-Konzentration im Serum oder Plasma feststellen. Die verwendete
Messmethode zeigte dahingegen einen signifikanten Einfluss auf das Ergebnis der

Konzentration zellfreien DNA.
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Zusammenfassung

In dieser Metaanalyse konnte durch eine systematische Auswertung der bisherigen Studien
auf diesem Gebiet gezeigt werden, dass die freie DNA als Biomarker signifikant zwischen
einem positiven und einem negativen Outcome differenzieren und septische von nicht
septischen Patienten trennen kann. Dabei sollte die cfDNA jedoch keinesfalls als alleiniger
Parameter herangezogen, sondern stets in Kombination mit bisher etablierten Biomarkern und
Scores betrachtet werden. Um die freie DNA jedoch in der klinischen Praxis etablieren zu
kénnen muss ein einheitliches Messverfahren gefunden werden, um die Ergebnisse
vergleichbar zu machen. Es werden zudem mehr Studien mit einer grofleren Anzahl an
Probanden bendtigt, um die Ergebnisse zu festigen und einen allgemein gultigen Cut-off Wert

fur die Diagnose und Prognose der Sepsis festzulegen.
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