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1 Einleitung

1.1 Sepsis

1.1.1 Definition und Diagnose

Die Sepsis ist eine systemische Reaktion der menschlichen Immunabwehr auf eine
Infektion des Korpers durch pathogene Keime (Werdan und Schuster 2005). Sie
gilt als eine der haufigsten Diagnosen bei hospitalisierten Patienten auf
Intensivstationen und ist trotz erweiterter TherapiemaBnahmen mit einer
Mortalititsrate von 30 bis 50 % assoziiert (Fleischmann et al. 2016). Da die Sepsis
ein komplexes Krankheitsbild mit vielen moglichen Infektionsorten und
unterschiedlichen Reaktionen des Immunsystems auf die in den Korper
eingedrungenen pathogenen Keime ist, wurde sie bisher nicht iiber einen
einzelnen Parameter bestimmt, sondern die Gesamtheit der préasentierten
korperlichen Symptome in Kombination mit den laborchemisch bestimmten
Blutwerten fiihrte zur Diagnose Sepsis. Daher wurden entsprechend der S-2k-
Leitlinie der Deutschen Sepsis-Gesellschaft e.V. (DSG) und der Deutschen
Interdisziplindren Vereinigung fiir Intensiv- und Notfallmedizin (DIVI) die
ACCP/SCCM Konsensus-Konferenz-Kriterien zur Diagnose einer Sepsis verwendet
(Reinhart et al. 2010). Anfang 2016 wurden neuen Kriterien und Definitionen der
Sepsis auf dem Jahreskongress der Society of Critical Care Medicine in Orlando
vorgestellt und gleichzeitig im amerikanischen Arzteblatt verdffentlicht. Im
weiteren Verlauf werden daher nach einem Uberblick iiber die Epidemiologie
zunichst die S-2k-Leitlinie der DSG und der DIVI naher vorgestellt, da diese bei
der Einteilung und Auswertung der Daten dieser Dissertationsarbeit noch
Giiltigkeit hatten und somit zur Anwendung kamen. Danach werden zur
Vollstandigkeit auch die Sepsis-3-Kriterien der Konsensus-Definitionen fiir Sepsis

und septischen Schock vorgestellt.

1.1.2 Epidemiologie

Die Punktpravalenz der Sepsis fiir Patienten auf deutschen Intensivstationen
betrug im Jahr 2007 etwa 12 %. Fiir eine schwere Sepsis inklusive septischen
Schock betrug die Punktpravalenz etwa 11 % (Engel et al. 2007). Daten aus den
USA zeigen, dass die Inzidenz im Zeitraum 2000 bis 2008 jahrlich um 7 bis 8 %
zunahm (Hall et al. 2011). Auch in Deutschland nahm die Inzidenz im Zeitraum

2007 bis 2013 jihrlich um etwa 5,7 % zu (Fleischmann et al. 2016). Ahnliche
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Entwicklungen mit einer deutlichen Zunahme der jahrlichen Inzidenz konnten
beispielsweise auch in Spanien und GroBbritannien gezeigt werden (Bouza et al.
2014; Harrison et al. 2006). Die durchschnittliche Liegedauer der Patienten mit
einer Sepsis auf der Intensivstation betrug je nach Bettenzahl des Krankenhauses
zwischen 12 und 19 Tagen, wobei die Liegedauer in Krankenhdusern mit mehr als
200 Betten linger war (Engel et al. 2007). Auch unter strenger Einhaltung der
aktuellen Leitlinien liegt die Mortalitat der schweren Sepsis bei etwa 30 bis 50 %
und des septischen Schocks bei etwa 50 bis 60 % (Angus und van der Poll 2013;

Fleischmann et al. 2016; Levy et al. 2010).

1.1.3 Einteilung

Die Sepsis lasst sich nach der S-2k-Leitlinie in insgesamt drei Unterformen
unterteilen. Man unterscheidet Sepsis, schwere Sepsis und septischen Schock
(Levy et al. 2003). Um die Diagnosekriterien einer Sepsis zu erfiillen, muss
zunichst eine Infektion aufgrund eines mikrobiologischen Nachweises oder aber
durch klinische Kriterien nachgewiesen werden. Zusatzlich miissen mindestens
zwei Kriterien des systemischen inflammatorischen Response-Syndroms (SIRS)
diagnostiziert werden (Levy et al. 2003). Von einer schweren Sepsis spricht man,
wenn es neben den Kriterien fiir eine Sepsis zusatzlich zu mindestens einer akuten
Organdysfunktion kommt. Als Organdysfunktion zidhlt hierbei eine Enzephalo-
pathie, eine Thrombozytopenie, eine arterielle Hypoxdmie, eine renale
Dysfunktion oder eine metabolische Azidose (Levy et al. 2003). Der septische
Schock ist, neben den Kriterien fiir eine Sepsis, durch eine nicht anders zu
erklirende Hypotonie bzw. einen notwendigen Vasopressoreinsatz als Therapie
einer Hypotonie definiert. Die Hypotonie besteht hierbei trotz adidquater

Volumengabe und ist nicht durch andere Ursachen zu erklaren. (Levy et al. 2003).
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Sepsis I. Infektion

Diagnose einer Infektion iiber den mikrobiologischen Nachweis oder
durch klinische Kriterien
II. mind. 2 Kriterien
des systemic inflammatory response syndrome (SIRS)
e Fieber (= 38 °C) oder Hypothermie (< 36 °C)
e Tachykardie (Herzfrequenz > 90/min)
e Tachypnoe (Atemfrequenz > 20/min)
oder Hyperventilation (PaCO2 < 4,3 kPa/< 33 mmHg)
e Leukozytose (= 12000/mm3)
oder Leukopenie (< 4000/mm3)
oder > 10 % unreife Neutrophile im Differentialblutbild

Schwere Sepsis +
Sepsis III. mind. 1 Kriterium
Akute Organdysfunktion

e Akute Enzephalopathie
eingeschriankte Vigilanz, Desorientiertheit, Unruhe,
Delirium

e Relative oder absolute Thrombozytopenie
Abfall der Thrombozyten um mehr als 30% innerhalb von
24 Stunden oder Thrombozytenzahl <100000/mm3; eine
Thrombozytopenie =~ durch akute  Blutung  oder
immunologische Ursachen muss ausgeschlossen sein

e Arterielle Hypoxadmie
PaO2 < 10 kPa/< 75 mmHg unter Raumluft oder ein
PaO2/FiO2-Verhiltnis von < 33 kPa/< 250 mmHg;
eine manifeste Herzerkrankung oder Lungenerkrankung
muss als Ursache ausgeschlossen sein

e Renale Dysfunktion
eine Diurese von < 0,5 ml/kg/h fiir wenigstens 2 Stunden
trotz ausreichender Volumensubstitution und/oder ein
Anstieg des Serumkreatinins auf iiber das zweifache des
iiblichen Referenzbereiches

e Metabolische Azidose
Base Excess < -5 mmol/] oder eine Laktatkonzentration von
1,5x oberhalb des iiblichen Referenzbereiches

Septischer Sepsis +
Schock fiir wenigstens eine Stunde
e ein systolischer arterieller Blutdruck < 9o mmHg bzw. ein
mittlerer arterieller Blutdruck < 65 mmHg
e oder notwendiger Vasopressoreinsatz, um den
systolischen arteriellen Blutdruck > 90 mmHg oder den
arteriellen Mitteldruck > 65 mmHg zu halten
Die Hypotonie besteht trotz addquater Volumengabe und ist nicht
durch andere Ursachen zu erklaren.

Tabelle 1.1: Diagnosekriterien fiir Sepsis, schwere Sepsis
und septischen Schock

entsprechend den ACCP/SCCM-Konsensus-Konferenz Kriterien ("American College of
Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine Consensus Conference: definitions for
sepsis and organ failure and guidelines for the use of innovative therapies in sepsis"
1992)

(modifiziert nach Reinhart et al 2010, S.6)
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Die Sepsis wird nach den im Februar 2016 neu veroffentlichten Sepsis-3-Kriterien
nun als lebensbedrohliche Organdysfunktion aufgrund einer fehlregulierten
Korperantwort auf eine Infektion definiert und nur noch in Sepsis und septischen
Schock unterteilt. Bei der Einteilung wird nun auf die SIRS-Kriterien verzichtet.
Stattdessen findet der SOFA Score (wird unter 2.1.2 ausfiihrlich dargestellt)
Anwendung (Singer et al. 2016). Eine Sepsis nach den Sepsis-3 Kriterien liegt vor,
wenn sich der SOFA Score eines Patienten akut um zwei oder mehr Punkte erhoht.
Ein septischer Schock liegt vor, wenn neben der Diagnose Sepsis trotz adaquater
Fliissigkeitssubstitution der Einsatz von Vasopressoren notwendig ist, um einen
mittleren arteriellen Blutdruck von 65 mmHg oder hoher zu erzielen und
gleichzeitig das Laktat im Serum auf einen Wert von 2 mmol/l oder grof3er steigt.
Neu eingefiihrt wurde auBerdem der Begriff des qSOFA. Dieser Score besteht aus
insgesamt drei Kriterien, die helfen sollen durch einfache klinische Untersuchung
eine Sepsis bereits frithzeitig zu erkennen. Bestandteile dieses qSOFA sind ein
systolischer Blutdruck von 100 mmHg oder weniger, ein Anstieg der Atemfrequenz
auf 22/min oder mehr und eine Bewusstseinsveranderung. Sind mindestens zwei
der qSOFA Kriterien erfiillt, so gilt der qSOFA als positiv, und es sollte ein
kompletter SOFA Score erhoben werden (Singer et al. 2016).

1.1.4 Primirer Infektionsort

Eine primare Infektion der Atemwege, insbesondere die Pneumonie, ist mit 30 bis
40 % insgesamt die haufigste Ursache fiir eine Sepsis und hat eine Mortalitatsrate
von iiber 20 % (Esper et al. 2006; Mayr et al. 2014). Allerdings ist hierbei
anzumerken, dass die relative Haufigkeit der Pneumonie und auch die Mortalitat
im Zusammenhang mit einer Sepsis im Laufe der Zeit abgenommen haben
(Friedman et al. 1998). Bei Miannern und Patienten mit Alkoholabusus ist eine
Pneumonie die haufigste Ursache fiir eine Sepsis, wiahrend bei Frauen haufig auch
eine Infektion des Urogenitaltraktes nachzuweisen ist (Angus et al. 2001; Esper et
al. 2006). Weitere primare Ursachen fiir eine Sepsis sind abdominale Infektionen,
Hautinfektionen, Infektion der Weichteile, Infektionen des zentralen

Nervensystems oder die Endokarditis (Angus et al. 2001; Mayr et al. 2010)
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Morbiditat [%] Mortalitat [%]

Infektionsort
mannlich weiblich mannlich weiblich

Atemwege 42 36 22 22
Unspezifische Bakteriamie 21 20 34 35
Urogenitaltrakt 10 18 9 8
Abdomen 9 8 10 11
Wund- /Weichteilinfektion 9 8 9 12
Zentralnervoses System 1 1 17 18
Endokarditis 1 1 24 28
Andere 7 9 8 7

Tabelle 1.2: Infektionsorte bei schwerer Sepsis
Morbiditdt und Mortalitdt der primédren Infektionsorte in Prozent bei Patienten mit
schwerer Sepsis aufgeteilt nach Geschlecht und unter Angabe der assoziierten Mortalitét.

(modifiziert nach Mayr et al. 2014, S.6)
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1.2 CD 14

Cluster of differentiation 14 (CD14) ist ein Oberflichen-Protein, welches unter
anderem von menschlichen Abwehrzellen gebildet wird und bei bakteriellen
Infektionen an der Aktivierung des angeborenen Immunsystems beteiligt ist
(Pugin et al. 1994). Neben einem membranstiandigen CD14 (mCD14) existiert auch
eine losliche Form des Rezeptors (sCD14) (Haziot et al. 1988). CD14 hat eine
Molekiilmasse von 55 kDa und besteht unter anderem aus einem sich zehnfach
wiederholenden Muster von Leucin-reichen Aminosauren (Ferrero et al. 1990;
Setoguchi et al. 1989) Die membranstindige Form des Rezeptors wird durch
Glykosylphosphatidylinositol (GPI) in der Membran der Zelle verankert, wahrend
der l6slichen Form genau dieser GPI-Anker fehlt (Haziot et al. 1988). Es gibt zwei
unterschiedliche Formen von sCD14, welche sich, wahrscheinlich bedingt durch
ihre verschiedenen Entstehungsweisen, unterscheiden. Wahrend die eine Form
von sCD14 aus einem zunachst membranstandigen Rezeptor entsteht, der von der
Immunzelle durch Proteasen und Phospholipasen abgespalten wird und eine
Molekiilmasse von etwa 50 kDa hat (Bazil et al. 1989; Haziot et al. 1988), wird die
andere Form direkt von der Zelle sezerniert - ohne dass zuvor ein GPI-Anker an
den Rezeptor angebaut wurde - und hat eine Molekiilmasse von etwa 56 kDa
(Bufler et al. 1995; Labeta et al. 1993). CD14 (friiher als gp55, My4 und My23
bezeichnet) wurde zunichst auf reifen Monozyten und Makrophagen
nachgewiesen (Griffin et al. 1981). Die Anzahl der Rezeptoren pro Monozyt betragt
annaherungsweise 110 000 (Antal-Szalmas et al. 1997). Mittlerweile ist bekannt,
dass CD14 auBerdem auch auf Neutrophilen, Basophilen, dendritischen Zellen und
Lymphozyten zu finden ist (Jersmann 2005). AuBerdem konnte CD14 auch auf
Zellen, die nicht dem Immunsystem angehoren, nachgewiesen werden. So findet
man beispielweise auch auf Endothelzellen und Epithelzellen CD14 (Funda et al.
2001; Gong et al. 2002). Ebenso ist auf glatten Muskelzellen, Fibroblasten,
Betazellen des Pankreas und Hepatozyten CD14 vorhanden (Choi und Lee 2004;
Mertens et al. 2009; Sugawara et al. 1999; Vives-Pi et al. 2003). Die losliche Form
des Rezeptors kann hingegen im Serum und vielen anderen Korperfliissigkeiten
wie beispielsweise in zerebro-spinaler Fliissigkeit, Urin, seminaler Fliissigkeit,
Speichel, Tranen oder Brustmilch gefunden werden (Vidal und Donnet-Hughes

2008). Die physiologische Konzentration im Serum betragt in etwa 2 bis 4 pug/ml
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(Ulevitch und Tobias 1995). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass sich die
Konzentration von sCD14 durch das Vorhandensein von chronischen Infektionen,
wie Borreliose oder Tuberkulose (Juffermans et al. 1998; Lin et al. 2000), aber
auch durch Trauma und Sepsis auf Werte von etwa 3 bis 5 ug/ml erhoht

(Burgmann et al. 1996; Kruger et al. 1991; Landmann et al. 1996).

1.2.1 Funktion

Nachdem Lipopolysaccharide (LPS) mit LPS-Binding-Proteinen (LBP) einen
Komplex gebildet haben, ist CD14 in der Lage, diesen Komplex zu erkennen.
AnschlieBend kann dieser dann entstandene Endotoxinmonomer-CD14-Komplex
endotoxinmonomere auf myeloid-differentiation-factor 2 (MD2) iibertragen. Es
entsteht ein Endotoxinmonomer-MD-2-Komplex, welcher dann Toll-like-Rezeptor
4 (TLR4) aktiviert und eine Zellreaktion verursacht (Gioannini et al. 2005). Diese
Zellreaktion fiihrt entweder iiber eine myloid-differentiation-primary-response-
gene 88 (MyD88)-abhangige Signaliibertragung zur Aktivierung von nukledrem
Transkriptionsfaktor-kB  (NF-kB) und damit zur Transkription von
proinflammatorischen Zytokinen wie Tumornekrosefaktor-a (TNF—a) oder aber
iiber eine MyD88-unabhingige Signaliibertragung tiber das TRIF-related adaptor
molecule (TRAM) und den TIR-domain containing adaptor inducing IFN-f3
(TRIF) zur Aktivierung von interferon regulatory factor 3 (IRF3) und damit zur
Transkription von Interferon-f (IFN-B) (Akira und Takeda 2004; Godowski
2005).

TNF-a verursacht dann, neben einer vermehrten Insulinresistenz,
Appetitminderung und einer groSen Zahl von anderen Reaktionen im
menschlichen Organismus, vor allem proinflammatorische Mechanismen
(Rahman und McFadden 2006). Aber auch INF-B beeinflusst durch seine
immunmodulatorischen Eigenschaften iiber die Produktion von Proteinen die

Funktion des Immunsystems (Samarajiwa et al. 2009; Stark 2007).
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CD14-unabhéangig CD14-abhéngig

TNF-a TNF-a INF-B | TNF-a INF-B

Abbildung 1.1: Signalweitergabe durch TLR4

In Abwesenheit von CD14 kann TLR4 in Kombination mit MD2 nach der Bindung von
rauem LPS (rLPS) iiber den Adapter Mal (auch als Toll/interleukin-1 receptor domain-
containing adapter protein (TIRAP) bezeichnet) und MyD88 NF-xB aktivieren. Hierdurch
wird die Transkription von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF- a erhoht. In
Anwesenheit von CD14 kann sowohl rLPS als auch glattes LPS (sLPS) gebunden werden.
Hierdurch wird sowohl der zuvor beschriebene MyD88-abhingige Signalweg als auch der
MyD88-unabhingige Signalweg {iber TRAM und TRIF aktiviert. Nach der Aktivierung von
IRF-3 kommt es hierbei zur Transkription von IFN-f.

(modifiziert nach Godowski 2005, S.545)

1.2.1.1 Lipopolysaccharide

Lipopolysaccharide sind Molekiile, die sowohl aus Zucker- als auch aus
Lipideinheiten bestehen und der Hauptbestandteil der duBeren Membran von
gramnegativen Bakterien sind (Caroff und Karibian 2003; Nikaido 2003).
Lipopolysaccharide lassen sich strukturell in einen Lipid-Abschnitt und einen
Polysaccharid-Abschnitt einteilen. Dieser Polysaccharid-Abschnitt wiederum kann
nochmal in zwei Untereinheit aufgespalten werden, sodass LPS aus insgesamt drei

Untereinheiten bestehen: Lipid A, Core-Polysaccharid und O-Antigen (Caroff et al.
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2002). Lipid A bildet den hydrophoben Teil des Molekiils und besteht aus vier bis
sieben Fettsdureketten. Diese Fettsdureketten sind iiber Ester-Bindungen an ein
Disaccharid gebunden, das aus N-Acetylglucosaminphosphat besteht (Alexander
und Rietschel 2001). Core-Polysaccharid lasst sich nochmals in einen inneren und
einen duBeren Abschnitt einteilen. Der innere Abschnitt besteht hauptsachlich aus
2-Keto-3-desoxy-octonat (KDO), welches iiber Phosphatbriicken mit Ethanolamin
verbunden sein kann. AuBerdem stellt KDO die Verbindung zwischen Core-
Polysaccharid und Lipid-A her. Zusitzlich konnen im inneren Abschnitt noch
Heptosen vorkommen. Der duBere Abschnitt des Core-Polysaccharids besteht aus
neutralen Hexosen oder Aminohexosen wie D-Glukose, D-Galaktose, D-
Glukosamin, D-Galaktosamin oder N-Azetylderivaten (Wilkinson 1996). Das O-
Antigen besteht aus 3 bis 20 Hexoseeinheiten und bestimmt die
Oberflacheneigenschaften des Bakteriums. Es unterscheidet sich je nach
Bakterienspezies und ist daher sehr variabel. Wildtyp-Bakterien mit LPS und O-
Antigen bilden bei Anzucht auf einem Nahrstoffboden glatte glianzende Kolonien.
Mutierte Bakterien mit LPS ohne O-Antigen hingegen bilden unter Anzucht raue
glanzlose Kolonien. Deshalb kann man zwischen Bakterien mit glattem LPS (sLPS)

und rauem LPS (rLPS) unterscheiden (Caroff et al. 2002).

Polysaccharid-Abschnitt Lipid-Abschnitt

\ \

AuRerer Abschnitt Innerer Abschnitt

O-Antigen Core-Polysaccharid Lipid A

Abbildung 1.2: Struktureller Aufbau von LPS
LPS besteht aus einem hydrophoben Lipid-Abschnitt (Lipid A) und einem Polysaccharid-
Abschnitt. Dieser Polysaccharid-Abschnitt kann wiederrum in ein O-Antigen und ein
Core-Polysaccharid unterschieden werden. Das Core-Polysaccharid besteht hierbei aus
einem inneren und einem AuBeren Abschnitt.

(modifiziert nach Caroff et al. 2002, S.916)
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1.2.1.2 LPS-Binding-Protein

LPS-Bindig-Protein ist ein Plasma-Protein, welches bei Bedarf hauptsachlich in
der Leber produziert werden kann und zur Familie der Akute-Phase-Proteine zahlt
(Eckert et al. 2013; Fujihara et al. 2003). Im Vergleich zu anderen Akute-Phase-
Proteinen zeigt LBP einen relativ langsamen Anstieg seiner Konzentration und
liegt erst zwei bis drei Tage nach Beginn der Akute-Phase-Reaktion in seiner
maximalen Konzentration vor (Schumann 2011). In seiner reinen Form hat LBP
eine Molekiilmasse von 50 kDa und wird in einer glykosylierten Form in den
Blutkreislauf sezerniert. Der Hauptbildungsort des Proteins ist die Leber
(Schumann et al. 1990). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass LBP auch in
Epithelzellen der Lunge und des Gastrointestinaltrakts sowie im Nebenhoden
produziert werden kann (Klein et al. 1998; Malm et al. 2005; Vreugdenhil et al.
1999). LBP besitzt eine hohe Bindungsaffinitat zu Lipid A, welches Bestandteil von
LPS ist (Mathison et al. 1992). Es bildet aus LPS-Polymeren Monomere, welche
dann von CD14 erkannt werden konnen (Hailman et al. 1994; Schumann et al.
1990). Weiterhin ist LBP aber auch in der Lage LPS auf Lipoproteine zu
iibertragen. Bei diesem Vorgang folgt keine unmittelbare inflammatorische
Reaktion, sondern eine Neutralisierung von LPS (Lamping et al. 1996; Wurfel et al.
1994; Zweigner et al. 2001). AuBerdem bindet LBP auch Lipopeptide, welche
Bestandteile von grampositiven Bakterien oder auch Mykoplasmen sein konnen
und iibertragt diese auf CD14 (Schroder et al. 2004). Daher kann LBP als ein
Muster-Erkennungsrezeptor (pattern recognition receptor, PRR) angesehen

werden (Schumann 2011).

1.2.1.3 Toll-like Rezeptor 4

TLR4 ist einer von mindestens zehn im menschlichen Organismus vorkommenden
Rezeptoren aus der Familie der Toll-like Rezeptoren (Seki und Brenner 2008).
Der erste Rezeptor dieser Familie konnte eher zufillig durch Forschungen im
Bereich der Entwicklungsbiologie von Drosophila melanogaster nachgewiesen
werden (Hashimoto et al. 1988). Man fand heraus, dass Mutationen von TLRs zu
einer geringeren Uberlebenswahrscheinlichkeit infolge von Pilzinfektionen fithren
und vermutete daher eine immunmodulatorische Funktion von TLRs (Lemaitre et
al. 1996). AnschlieBend konnten auch im menschlichen Immunsystem TLRs
gefunden werden (Rock et al. 1998). Mittlerweile ist bekannt, dass TLRs die

Funktion von membranstindigen PRRs erfiillen, die in der Lage sind pathogen-
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associated molecular patterns (PAMPs) zu erkennen und daher dem angeborenen
Immunsystem zuzuordnen sind (Medzhitov und Janeway 2000). Thren Namen
verdanken die TLRs dem Protein Toll, das bei Drosophila melanogaster entdeckt
wurde und iiber dessen Entdeckung die damalige Forschungsgruppe so begeistert
war, dass sie es Toll nannte (Weissmann 2010). TLRs bestehen aus Proteinen, die
Toll ahneln, also Toll-like sind.

TLRs lassen sich strukturell in eine intrazellulare und eine extrazellulire Domane
unterscheiden. Die intrazellulare Doméane wird hierbei als TIR-(Toll/interleukin-1
receptor)-Domane bezeichnet und ist homolog zur intrazellulairen Doméane des IL1
(Interleukin 1)-Rezeptors. Sie iibernimmt bei allen Rezeptoren eine essentielle
Rolle in der Signaliibertragung (Akira und Takeda 2004). Die extrazellulire
Domaine hingegen unterscheidet sich nicht nur von der extrazelluliren Doméane
des IL-1 Rezeptors, sondern ist auch je nach TLR verschieden (Armant und
Fenton 2002). Gemeinsam ist allen TLRs eine extrazellulare leucinreiche
Proteinsequenz (leucine rich repeats, LRR) von je 24-29 Aminosauren Linge. Die
unterschiedliche Beschaffenheit der extrazellulairen Doméne erklart daher auch die
unterschiedlichen Liganden der einzelnen TLRs (Bell et al. 2003). Da TLRs an der
priméren Erkennung von pathogenen Keimen beteiligt sind, kommen sie vor allem
auf der Oberfliche von Zellen der primiren Immunantwort wie Neutrophilen,
Makrophagen, dendritischen Zellen, dermalen Endothelzellen und Epithelzellen
der Schleimhiaute vor. TLR2 und TLR4 sind auBerdem auch auf T- und B-
Lymphozyten exprimiert (Imler und Hoffmann 2001). Die Rezeptoren TLR1, 2, 4,
5, 6 und 10 sind auf der auBeren Oberflache der Zellmembran exprimiert, wahrend
TLR3, 7, 8, und 9 in der endosomalen Membran zum Lumen gerichtet zu finden
sind (Bell et al. 2003; Matsumoto et al. 2003).

TLR1 und TLR6 bilden mit TLR2 ein Heterodimer und konnen dann Triacyl- bzw.
Diacyl-Lipopeptide erkennen (Akira et al. 2006). Zu den erkennbaren Pathogenen
gehoren verschiedene Bakterien, Pilze und Protozoa (Akira und Takeda 2004;
Szabo et al. 2006). TLR3 erkennt doppelstrangige RNA (double stranded RNA,
dsRNA), die ein Erkennungsmerkmal viraler Infektionen ist, da sie wahrend der
Replikation der meisten Viren produziert wird (Alexopoulou et al. 2001). TLR 5
hingegen erkennt Flagellin, einen Hauptbestandteil bakterieller GeiBeln, sowohl
von grampositven als auch gramneagtiven Bakterien (Hayashi et al. 2001). TLR7
wird durch nicht-methylierte einzelstrangige RNA (single stranded RNA, ssRNA)
und short interfering RNA (siRNA) aktiviert (Diebold et al. 2004; Hornung et al.
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2005). TLR8 kann dhnlich wie TLR7 auch durch ssRNA aktiviert werden (Heil et
al. 2004). TLR9 wird durch haufige Wiederholungen von unmethylierten Cytosin-
Phosphat-Guanin (CpG)-Dinukleotiden, die typischerweise in dieser Form
hauptsachlich in bakterieller DNA vorkommen, aktiviert (Hemmi et al. 2000). Fiir
TLR10 konnte bisher noch kein Ligand nachgewiesen werden. Allerdings gibt es
Hinweise darauf, dass es sich bei TLR10 um einen Rezeptor mit inhibitorischer
und damit antiinflammatorsicher Wirkung handeln konnte (Oosting et al. 2014).

TLR4 hingegen spielt, wie weiter oben bereits beschrieben, eine wichtige Rolle in
der Erkennung von LPS. Dies konnte bereits sehr friith gezeigt werden und deutete
darauf hin, dass die TLRs eine Rolle in der Erkennung von Pathogenen und der
Aktivierung des Immunsystems spielen (Poltorak et al. 1998). Aber auch andere
Liganden sind in der Lage, TLR4 zu aktivieren. So sorgt zum Beispiel das fusion
(F) protein des respiratory syncytial virus (RSV) fiir eine Aktivierung der
Signalkaskade tiiber CD14 und TLR4 (Kurt-Jones et al. 2000). Aber auch
chlamydial heat shock protein 60 (cHSP60), ein Protein welches in hohem MaBe
von Chlamydien produziert wird, fiithrt zur TLR4-Aktivierung (Bulut et al. 2002).
Ein weiterer Ligand von TLR4 ist Fibrinogen, welches als Akute-Phase-Protein bei
Infektionen vom Korper in hohem MaBe produziert wird (Smiley et al. 2001).
AuBerdem konnte auch fiir Fibronektin, ein Glykoprotein, das bei
Gewebsverletzungen freigesetzt werden kann, eine Aktivierung von TLR4
nachgewiesen werden (Okamura et al. 2001). Auch durch Anteile von
Hyaluronsiure, einem Bestandteil der extrazelluliren Matrix des menschlichen
Organismus, kann TLR4 aktiviert werden (Termeer et al. 2002). Genauso kann
TLR4 auch noch von dem in der Lunge produzierten surfactant protein-A (SP-A)
aktiviert werden (Guillot et al. 2002). Anzumerken ist auBBerdem noch, dass
insbesondere fiir die Erkennung von LPS durch TLR4 und die damit verbundene
Signalweitergabe neben CD14 auch das Molekiil MD 2 notwendig ist (Shimazu et
al. 1999). Es konnte gezeigt werden, dass MD 2, das als extrazellulares Molekiil im
menschlichen Organismus vorhanden ist, Einfluss auf die Signalweitergabe nach

Kontakt mit LPS hat (Schromm et al. 2001).
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Abbildung 1.3: Struktureller Aufbau und Liganden von TLRs

Zu erkennen ist der strukturelle Aufbau der menschlichen Mitglieder der TLR-Protein-
Familie und das zuerst entdeckte Drosophila-Toll-Protein von Drosophila melanogaster.
Allen gemeinsam ist eine amino-terminale extrazellulire LRR-Domine, die fiir die
Ligandenbindung verantwortlich gemacht wird. AuSerdem besitzen alle eine intrazellulare
TIR-Domaéne, die fiir die Signalweitergabe notwendig ist. Angegeben sind die bisher
entdeckten Liganden der verschiedenen TLRs. Die blauen Pfeile weisen darauf hin, dass
TLR2 mit TLR1 und TLR6 ein Heterodimer bildet.

(modifiziert nach Armant und Fenton 2002, S.2)

1.2.1.4 Intrazellulire Adapter von TLR 4

Insgesamt sind bisher fiinf verschiedene intrazellulare Adapter bekannt, die von
den verschiedenen TLRs zur Signalweitergabe genutzt werden. TLR4 nimmt
hierbei eine Sonderstellung ein, da er der einzige TLR ist, der insgesamt 4
intrazellulire Adapter nutzt, wahrend alle anderen TLRs hochstens zwei der
Adapter nutzen (O'Neill und Bowie 2007). Die genaue Funktion der
intrazellularen Adapter ist bisher noch nicht bis ins Detail verstanden, jedoch
konnte bereits gezeigt werden, dass sowohl TIRAP als auch TRAM als
Verbindungsadapter fungieren. TIRAP besitzt eine phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate (PIP2) Bindungs-Domine, welche TIRAP mit der Zellmembran
verbindet. Hierdurch ist TIRAP in der Lage, eine Verbindung von MyD88 mit

aktiviertem TLR4 herzustellen und sorgt auf diese Art und Weise fiir eine
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Aktivierung der Signalweitergabe (Kagan und Medzhitov 2006). Es kommt zu
einer Aktivierung von NF-kB und damit zur Transkription von u.a. TNF-a (Akira
und Takeda 2004). TRAM hingegen ist im Unterschied zu TIRAP iiber eine
Myristoylierung in der Lage eine Verbindung mit der Zellmembran einzugehen
(Rowe et al. 2006). Genau wie im zuvor beschriebenen MyD88-Signalweg sorgt
auch TRAM fiir eine Verbindung zwischen in diesem Fall aktiviertem TLR4 und
TRIF (Oshiumi et al. 2003). Erst nachdem der entstandene Komplex aus TLR4,
TRAM und TRIF zu einem Endosom transportiert wurde, wird der IRF3-
Signalweg aktiviert, der schlieBlich zu einer Transkription von IFN-f fiihrt (Kagan

et al. 2008).

1.2.1.5 Proinflammatorische Zytokine

Nach der Aktivierung der TLR4-Signalkaskade spielt zum einen die Aktivierung
von NF-kB und zum anderen der IRF3-Signalweg eine besondere Rolle. Infolge der
NF-kB-Aktivierung kommt es durch eine Aktivierung von Genen zu einer
Produktion von TNF—a und Interleukin-1 (IL-1) (Karin und Ben-Neriah 2000).
Uber den IRF3-Signalweg hingegen kommt es zu einer Ausschiittung von IFN-f
und zu einer spateren Aktivierung von NF-xB (Yamamoto et al. 2002). TNF—a
wird hauptsachlich von Makrophagen produziert. AuBerdem wird es aber auch von
vielen anderen Zellen, wie Lymphozyten, Mastzellen, Endothelzellen, Fibroblasten
und neuronalen Geweben, hergestellt. Zudem wird vermutet, dass TNF—a eine
Schliisselrolle in der Entstehung des septischen Schocks spielt (Mannel und
Echtenacher 2000). TNF—a ist in der Lage, eine groBe Zahl komplexer Vorginge
zu beeinflussen, die allesamt vor allem Einfluss auf die Immunantwort, aber auch
auf andere Vorginge wie beispielsweise die Insulinresistenz und das
Appetitverhalten nehmen (Wajant et al. 2003). Zu den die Immunantwort
beeinflussenden Vorgangen zahlt unter anderem eine Veranderung der
Korperkerntemperatur, die Produktion von Akute-Phase-Proteinen in der Leber,
die Ausschiittung von CRH im Hypothalamus und eine dadurch verursachte
Stimulierung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse, die Anregung
von Makrophagen zur Phagozytose, eine migrationsfordernde Wirkung auf
neutrophile Granulozyten oder aber die Einleitung von Apoptose (Aggarwal 2003;
Hehlgans und Pfeffer 2005). IL-1 wird hauptsidchlich von Makrophagen,
Monozyten, Fibroblasten und Endothelzellen produziert. Neben der Induktion von

Fieber ermoglicht IL-1 durch den Einbau von Selektinen in Endothelzellen, dass
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im Blut zirkulierende Leukozyten in angrenzende Gewebe auswandern konnen
(Dinarello 1996). Auch IFN-f kommt unter anderem in Fibroblasten und
Makrophagen vor (Deonarain et al. 2002). Es aktiviert als Zytokin ebenfalls

verschiedene immunmodulatorische Vorgange (Decker et al. 2005).



EINLEITUNG | 16

1.3 Genom und Genpolymorphismen

Das menschliche Genom beinhaltet alle vererbbaren Informationen eines
Individuums und verschliisselt diese Informationen iiber die Basen Adenin,
Guanin, Cytosin und Thymin. Zusammen mit einer Pentose und einem
Phosphorsaurerest bilden diese Basen ein Nukleotid. Diese Nukleotide wiederum
bilden in ihrer Gesamtheit einen Desoxyribonukleinsaure (DNA)-Doppelstrang.
Dieser DNA-Doppelstrang kann durch Replikation verdoppelt und wahrend der
Zellverdopplung an eine neue Zelle weitergegeben werden. AuBerdem konnen
durch Transkription und Translation aus den gespeicherten Informationen
spezifische Proteine hergestellt werden, die fiir die Regulation der verschiedenen
Vorginge im menschlichen Organismus zustindig sind (Buselmaier und
Tariverdian 2007).

Seit dem Jahr 1990 beschaftigt sich das Human Genome Project (HGP) damit, das
menschliche Genom komplett zu sequenzieren. Man geht mittlerweile davon aus,
dass das menschliche Genom aus etwa 3 Milliarden Basen und 20.000 bis 25.000
Genen besteht (International-Human-Genome-Sequencing-Consortium 2004).
AuBerdem konnte gezeigt werden, dass nur etwa 1 % des Genoms aus sogenannten
Exons besteht, die letztendlich auch translatiert werden. 24 % des Genoms sind
Introns, die zwar transkribiert, aber nicht translatiert werden. 75 % des Genoms
sind weder Introns noch Exons (Venter et al. 2001). Durch die Sequenzierung des
menschlichen Genoms konnte herausgefunden werden, dass sich zwei
verschiedene menschliche Genome nur um etwa 0,1 % unterscheiden (Venter et al.
2001). Die haufigste Unterscheidung stellt hierbei ein sogenannter single
nucleotide polymorphism (SNP) dar. Bei einem SNP handelt es sich um eine
Variation einer einzelnen Nukleotidbase innerhalb eines DNA-Strangs. Per
Definitionem ist ein SNP eine Position im Genom, an der zwei alternative
Nukleotide mit einer Haufigkeit von > 1% in der Population vorkommen (Wang et
al. 1998). Je nachdem an welcher Stelle im Genom ein solcher SNP vorkommt,
kann er daher ganz unterschiedliche Konsequenzen haben. Befindet sich ein SNP
im Bereich eines Exons, so unterscheidet man zunichst zwischen einem
synonymen und einem nicht-synonymen SNP. Ein synonymer SNP, welcher auch
als stummer SNP bezeichnet wird, bewirkt zwar eine Verdnderung der
Nukleotidsequenz, aber aufgrund der Degeneriertheit des genetischen Codes
verandert sich die translatierte Aminosauresequenz nicht. Anders verhilt es sich

bei einem nicht-synonymen SNP. In diesem Fall bewirkt nidmlich die Veranderung
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der Nukleotidsequenz auch eine Veranderung der Aminosauresequenz. Man weif3
heute, dass jeder Mensch zwischen 9.000 und 11.000 solcher Varianten tragt
(Gonzaga-Jauregui et al. 2012). Man geht davon aus, dass 40 bis 100 dieser nicht-
synonymen SNPs aufgrund ihrer vermuteten Auswirkungen auf die Primar-
struktur von Proteinen mit groBer Wahrscheinlichkeit als krankheitsursachlich
eingestuft werden. Tatsachlich sind aber nur wenige dieser Varianten wirklich fiir
eine Erkrankung verantwortlich (Braene et al. 2013). Aber auch wenn sich ein SNP
im Bereich eines Introns befindet, kann er Einfluss auf die Regulation der
Genexpression haben (Hural et al. 2000). Selbst auBerhalb von Exons und Introns
kann ein SNP zu einer Veranderung der Genexpression fiihren, wenn er sich
beispielsweise im Bereich von regulierenden Elementen wie Promotorregion oder
anderer Transkriptionsfaktoren befindet (Vercelli 2002). Dies bedeutet
letztendlich, dass ein SNP immer Einfluss auf die Genexpression nehmen kann,

ganz unabhingig davon, an welcher Stelle im Genom er sich auch befindet.

1.3.1 SNP rs2569190

Der SNP rs2569190 befindet sich im Bereich der Genregion von CDi4 auf
Chromosom 5 im Bereich der Promotorregion und besteht an Basenpaarstelle -159
(Position vom Transkriptionsstart aus betrachtet) oder -260 (Position vom
Translationsstart aus betrachtet) entweder aus einem T-Allel oder aber einem C-
Allel (Baldini et al. 1999). Die minor allele frequency (MAF) betragt etwa 0,5
(LeVan et al. 2001). Der SNP rs2569190 befindet sich entweder im Bereich eines
Introns oder aber im Bereich einer nicht transkribierten Region nahe der
Genregion von CD14 (Sherry et al. 2001). Die unterschiedliche Lokalisation des
SNP rs2569190 entsteht durch alternatives SpleiBen. Nach der Transkription
entsteht zunichst eine pra-mRNA, welche erst durch Spleilen zur eigentlichen
mRNA wird. Bei diesem SpleiB-Vorgang werden alle nicht relevanten Abschnitte
der pra-mRNA erntfernt, sodass die mRNA entsteht, die dann fiir die Translation
benutzt werden kann (Klug et al. 2007). Durch die Beeinflussung von
regulierenden Proteinen ergeben sich unterschiedliche SpleiB-Stellen und daher
auch verschiedene Moglichkeiten der Lokalisation des SNP rs2569190 (Barash et

al. 2010; Faustino und Cooper 2003).
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1.4 Fragestellung

Aufgrund der wichtigen Rolle von CDi4 im Rahmen der angeborenen
Immunabwehr scheint ein Zusammenhang zwischen der korrekten Funktion des
Rezeptors und der im Patienten ablaufenden Immunreaktion im Rahmen einer
Infektion naheliegend. Diverse Studien konnten bereits zeigen, dass der SNP
rs2569190 zum einen durch seine Lage in der Promotorregion und zum anderen
durch die gesicherten Ergebnisse beziiglich der Konzentrationsveranderungen von
sCD14 im Serum anscheinend Einfluss auf die Funktion von CD14 nimmt. Weitere
Studien hingegen zeigten beziiglich des Einflusses des SNP rs2569190 auf die
Immunantwort teilweise sehr unterschiedliche Ergebnisse. Deshalb bestand die
Notwendigkeit diesen Polymorphismus niher zu untersuchen. Vorausgegangene
Untersuchungen deuteten bereits auf einen Einfluss des SNP rs2569190 auf das
klinische Bild der Sepsis hin. AuBerdem gilt die Sepsis als eine der haufigsten
Todesursachen fiir Patienten auf Intensivstationen und ist eine schwerwiegende
Komplikation einer Infektion des menschlichen Organismus. Deshalb erschien die
Untersuchung von genetischen Varianten, die CD14 betreffen, insbesondere bei
Patienten mit Sepsis, sinnvoll.

Als Ziel der Untersuchungen wurden daher folgende Fragestellungen formuliert:

1. Existiert eine Assoziation zwischen dem SNP rs2569190 und der Mortalitit
an Sepsis erkrankter Patienten auf Intensivstationen?

2. Gibt es einen Zusammenhang zwischen dem SNP rs2569190 und der
Schwere einer Sepsis?

3. Gibt es auf den SNP rs2569190 zuriickzufiihrende Unterschiede im Hinblick

auf die Organfunktion wahrend einer Sepsis?
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2 Material und Methoden

Vor Beginn der Datenerhebungen wurde das geplante Konzept der
Forschungsarbeit und die dafiir notwendigen Vorgehensweisen dem Klinischen
Ethikkomitee der Universititsmedizin Gottingen vorgelegt und durch dieses am
28.03.2012 genehmigt. AuBerdem wurde auf die Einhaltung der Grundsatze fiir
die medizinische Forschung am Menschen entsprechend der Deklaration von
Helsinki revidiert durch die WMA-Generalversammlung im Oktober 2008 in
Seoul geachtet.

Das Patientenkollektiv dieser Arbeit setzt sich aus 417 kaukasischen Patienten
zusammen, die zwischen April 2012 und Juni 2014 stationar auf einer der drei
Intensivstationen der Universitatsmedizin Gottingen (UMG) behandelt wurden.
Taglich sind die Intensivstationen 0117 und 0118, die durch die Klinik fiir
Anisthesiologie betreut wurden, sowie die Intensivstation 1014, die durch die
Klinik fiir Allgemein-, Viszeral- und Kinderchirurgie betreut wurde, auf potentielle
Teilnehmer der Studie kontrolliert worden. Die Auswahl der Patienten erfolgte
hierbei immer in enger Absprache mit den aktuell behandelnden Arzten. Vor der
Aufnahme moglicher Patienten in unsere Studie mussten diese auBerdem
entsprechend der Empfehlung der S-2k-Leitlinien der DSG und der DIVI die
ACCP/SCCM Konsensus-Konferenz-Kriterien zur Diagnose einer Sepsis folgende

Einschlusskriterien erfiillen:

1. Nachweis einer Infektion

e Mikrobiologischer Nachweis oder klinische Kriterien

II. Systemisches inflammatorisches Response-Syndrom (mind. 2 Kriterien)

e Fieber (= 38 °C) oder Hypothermie (< 36 °C)
e Tachykardie (Herzfrequenz > 90/min)
e Tachypnoe (Atemfrequenz > 20/min)
oder Hyperventilation (PaCO. < 33 mmHg)
e Leukozytose (= 12000 / mm3) oder Leukopenie ( < 4000 / mm3)

e oder 10 % unreife Neutrophile im Differentialblutbild
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Zum Ausschluss moglicher Probanden trotz Erfiillung der Einschlusskriterien

fiihrten folgende Ausschlusskriterien:

e Alter unter 18 Jahre
e Bekannte Schwangerschaft
e Behandlung mit Immunsuppressiva bzw. Chemotherapie
e Verdacht auf Myokardinfarkt innerhalb der letzten 6 Wochen
e Herzinsuffizienz mit NYHA-Klassifikation IV
e HIV-Infektion
e Bei nichterwartetem Uberleben der niichsten 28 Tage aufgrund einer
vorbestehenden unheilbaren Erkrankung inklusive:
o Unheilbare Krebserkrankung
o Lungenerkrankung im Endstadium
o Sauerstoffbedarf in der Hauslichkeit
o Nierenerkrankung im Endstadium
e Eine fehlende Bereitschaft des Patienten oder des gesetzlichen Vertreters

zur Teilnahme an der Studie

Um mogliche Storfaktoren zu eliminieren, wurde bei der Auswahl dieser
Ausschlusskriterien darauf geachtet, dass das endgiiltige Patientenkollektiv aus
einer moglichst homogenen Gruppe besteht und dass das Immunsystem und der
Gesundheitszustand der Probanden moglichst nicht durch andere als die zu
untersuchenden Parameter beeinflusst werden.

Bevor ein Patient Teilnehmer in dieser Studie werden konnte, wurde nach einem
ausfiihrlichen Gesprach mit dem Patienten selbst oder aber seinem gesetzlichen
Vertreter bzw. Betreuer iiber die Inhalte der Studie und die dadurch notwendigen
MaBnahmen eine freiwillige und schriftliche Einwilligung eingeholt. Der Patient
bzw. sein Betreuer wurde in einem ausfiihrlichen Informationsschreiben iiber die
mit der Studie verbundenen MaBnahmen aufgeklart. Der Patient bzw. sein
Betreuer, bekundete durch seine Unterschrift, dass er mit der Entnahme von ca.
3oml Blut, der daran angeschlossenen genetischen Auswertung, dem Zugang zu
medizinischen Daten und der Erhebung dieser Daten, welche im Rahmen des
stationaren Aufenthaltes erfasst werden, einverstanden ist. Dem Patienten bzw.
seinem Betreuer wurde auBerdem versichert, dass die Daten nach der

Blutentnahme nur in verschliisselter Form aufgezeichnet werden. Ein Zugriff auf
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personenbezogene Daten blieb dabei erhalten, war aber nur den Studienleitern
moglich. Andere Mitarbeiter oder Studienbeteiligte hatten keinen Zugriff.
AuBerdem wurde jeder Teilnehmer dariiber informiert, dass seine Teilnahme
freiwillig ist und die Einwilligung jederzeit ohne Angabe von Griinden widerrufen
und die Vernichtung der Blutprobe eingefordert werden kann, ohne dass dem

Patienten daraus irgendwelche Nachteile entstehen.

2.1 Klinische Datenerfassung

Die Erfassung der klinischen Daten erfolgte durch tagliche Visiten auf den
Intensivstationen. Die erhobenen Daten wurden zunachst handschriftlich in einem
selbst entworfenen Erfassungsbogen (clinical report form, CRF) festgehalten und
dann spiter in eine elektronische Datenbank eingefiigt. Hierbei wurden die
klinisch relevanten Daten auf den Intensivstationen von einem elektronischen
Patientendatenmanagement-System (IntelliSpace Critical Care and Anesthesia
(ICCA); Philips Healthcare, Andover, Massachusetts, USA) erfasst. Alle weiteren
Daten wurden entweder nach Riicksprache mit den auf den Intensivstationen
betreuenden Arzten oder aber nach Riicksprache mit dem Patienten selbst, seinem

Hausarzt oder aber den niachsten Angehorigen erhoben.

2.1.1 Patientendatenmanagement-System

IntelliSpace Critical Care and Anesthesia (ICCA), ehemals unter dem Namen
SntelliVue Clinical Information Portfolio“ (ICIP) bekannt, ist das Philips
Patientendatenmanagement-System (PDMS), das dem Klinikteam zur
Vereinfachung der Patientenversorgung zur Verfiigung steht. ICCA ist eine
skalierbare, modulare und erweiterbare Plattform von Philips und Critical Care.
Mit ICCA konnen Patientendaten dokumentiert, weitergeben und ausgewertet
werden. So bietet dieses Programm sowohl klinische Entscheidungsunterstiitzung,
als auch administrative Ubersicht. AuBerdem bietet es Moglichkeiten zur
Erfassung und Verarbeitung klinischer Informationen. Weiterhin konnen digitale
Bilder importiert werden und der unmittelbare Zugriff auf Informationen von
friiheren Krankenhausaufenthalten eines Patienten ist gewdahrleistet. (Philips
2018). So konnten mit Hilfe von ICCA neben allgemeinen Patientendaten,
Vorerkrankungen und  Vormedikation auch  Laborwerte,  Ergebnisse
mikrobiologischer = Untersuchungen, radiologische Bildgebung, Kklinische

Untersuchungsergebnisse und die aktuelle Therapie erfasst werden.
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2.1.2 Erfassungsbogen

Die wiahrend der Visiten auf den Intensivstationen erhobenen Daten wurden
zunachst handschriftlich in einem selbst entworfenen Erfassungsbogen (auch
clinical report form (CRF) genannt) festgehalten. Mit Hilfe dieses Erfassungs-
bogens wurden zunidchst die Ein- und Ausschlusskriterien kontrolliert und
dokumentiert. Neben dem Datum der Einwilligungserklarung wurde auch erfasst,
ob der Patient selbst oder aber ein gesetzlicher Vertreter in die Studie eingewilligt
hat. Auch das Datum der Blutentnahme und ob es sich bei diesem Blut um venoses
oder arterielles Blut handelt, wurde dokumentiert. Genauso wurden neben dem
Grund fir die Krankenhausaufnahme auch das Datum der Krankenhausaufnahme,
der Aufnahme auf die Intensivstation, der Beginn der Sepsis, das Alter des
Patienten, sowie KorpergroBe und Gewicht notiert. Auch wurde der operative
Status des Patienten erhoben und insofern dieser positiv war, in Patienten mit
Zustand nach elektiver oder aber nach Notfall-Operation unterschieden. Im
Anschluss daran wurden alle relevanten Vorerkrankungen eruiert und nach den
Bereichen Herz-Kreislauf, Atmung, Neurologie, Magen-Darm, Niere, Stoffwechsel,
Immunsystem und andere unterschieden. Auflerdem wurde im Rahmen der
Vormedikation insbesondere auf die Einnahme von Statinen, Beta-Blockern, ACE
Hemmern, Coronartherapeutika, Antidiabetika, Diuretika, Bronchodilatatoren,
Antihypertensiva, Antiarrhythmika und Antikoagulantien geachtet.

Im Anschluss daran erhob der Erfassungsbogen fiir jeden der ersten 30 Tage nach
Sepsisbeginn, die der Patient auf einer der Intensivstationen verbachte, die im
Folgenden beschriebenen Werte. So wurden zur allgemeinen Beurteilung des
Patienten hochste und niedrigste Korpertemperatur (°C), Leukozytenzahl
(103/mm3), Hamatokrit (%) und Thrombozytenzahl (103/mm3) erfasst.
AuBerdem wurden als Herz-Kreislaufparameter hochste und niedrigste
Herzfrequenz (min-1), hochster und niedrigster mittlerer arterieller Blutdruck
(mmHg), hochster und niedrigster systolischer Blutdruck (mmHg) sowie die
hochste und niedrigste Dosis von Dobutamin (ug/kg/min), Adrenalin (ug/min)
und Noradrenalin (ug/min) ermittelt. Weiterhin wurden zur Kontrolle der
Atmungsparameter die hochste und niedrigste Atemfrequenz (min-1), der
niedrigste PaO2 (mmHg) mit entsprechendem FiO2-Wert, der hochste und
niedrigste arterielle pH und Base Excess, das hochste Laktat (mmol/l) sowie die
Atmungsform (spontan oder kiinstlich) dokumentiert. Zur Kontrolle der

Leberfunktion wurden Bilirubin (mg/dl), die Aspartat-Aminotransferase (AST)



MATERIAL UND METHODEN | 23

[IU/1], die Alanin-Aminotransferase (ALT) [1U/1], Quick [%] und aPTT [sec]
erfasst. AuBerdem wurde dokumentiert, ob eine systemische Antikoagulation bzw.
eine Thromboseprophylaxe durchgefiihrt wurde. Zur Beurteilung der
Nierenfunktion wurden Kreatinin (mg/dl) und Urinausscheidung (ml) erhoben
und eine eventuell durchgefiihrte Art von Dialyse dokumentiert. Auch der hochste
und niedrigste Wert der Elektrolyte Natrium (mmol/1) und Kalium (mmol/1), die
Entziindungsparameter C-reaktives Protein (CRP) (mg/1) und Procalcitonin (ug/1),
sowie der hochste Wert der Glasgow Coma Scale zur Beurteilung des Bewusstseins
wurden erfasst. AuBerdem wurde dokumentiert, ob eine Rontgenaufnahme der
Lunge durchgefiihrt wurde und ob auf dieser Infiltrate oder gar ein Lungenédem
zu erkennen war. SchlieBlich wurde fiir Tag 1 der Acute Physiology and Chronic
Health Evaluation II (APACHE II) Score und fiir Tag 1 bis 30 der Sepsis-related
Organ Failure Assessment (SOFA) Score inklusive einer Unterteilung nach
Organsystemen ermittelt. Der APACHE II Score, der zur Beurteilung der Schwere
einer Erkrankung dient, wird durch verschiedene, in der Intensivmedizin relativ
einfach zu erhebenden Daten, gebildet. Fiir die verschiedenen Werte werden
Punkte vergeben, die am Ende zusammengezihlt werden. Alle Werte werden
innerhalb der ersten 24 Stunden nach Aufnahme erhoben, wobei der jeweils
schlechteste Wert innerhalb dieser 24 Stunden in die Bewertung eingeht. Der
APACHE II Score ist ein Risikoscore, der dazu dient das Mortalitatsrisiko eines
Patienten einzuschatzen. Insgesamt setzt sich der APACHE II aus 3 verschiedenen
Anteilen zusammen: dem Acute Physiology Score, den Age Points und dem
Chronic Health Score (Knaus 2002; Knaus et al. 1985). Allerdings ist hierbei
anzumerken, dass das erwartete Mortalitatsrisiko zwar mit der Hohe des
APACHE II Scores stark korreliert, aber dennoch die Hohe des Scores keine
absolut sichere Auskunft iiber das korrekte Mortalitatsrisiko geben kann. Deshalb
sollte die Aussagekraft des Scores nicht iiberschitzt werden (Chiavone und Sens

2003).
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Acute Physiology Score 4 3 2 1 0 1 2 3 4
Temp. rektal (°C) =41 39-40,9 38,5-38,9 | 36-38,4 | 34-359 | 32-339 | 30-31,9 <299
MAP (mmHg) =160 [130-159(110-129 70-109 50 -69 <49
Herzfrequenz/min >180 [140-179]110-139 70-109 55-69 40-54 <39
Atemfrequenz/min =50 35-49 25-34 12-24 10-11 6-9 <5
Oxygenierung*
AaDO2 (mmHg) =500 |350-499 [200-349 <200
Pa02 (mmHg) >70 61-70 55 - 60 <55
pH =77 7,6-7,69 7,5-7,59 |7,33-7,49 7,25-732(715-724| =7,15
Natrium (mmol/l) >180 [160-179]155-159|150-154|130-149 120-129]111-119| <110
Kalium (mmol/l) =7 6-6,9 55-59 [ 35-54 3-34 25-29 <25
Kreatinin (mg/dI) 23,5 2-34 15-19 06-14 <0,6
Hamatokrit (%) =60 50-59,9 | 46-49,9 | 30-45,9 20-29,9 <20
Leukozyten (x1000) > 40 20-39,9[15-19,9 | 3-149 1-29 <1
Glasgow Coma Scale Punkte = 15 - aktueller Glasgow-Coma-Scale
* Wenn der FiO220,5 ist, dann wird die Alveolo-arterielle Sauerstoffdifferenz AaDO2 beriicksichtigt). 1. P02 = FiO2 x 713 mmHg 3. AaDO2 = PAO2 - Pa02
Bei einem Fi02<0,5 wird der arterielle Sauerstoffdruck (paO2 mmHg) beriicksichtig. 2. PAO2 = PiO2 - (PaCO2 x 1,25)
Age Points (Jahre)
Chronic Health Score (nur, wenn einer der folgenden Punkte vor dem Krankenhausaufenthalt positiv) ja nein

# Durch Biopsie gesicherte Zirrhose und portaler Hochdruck

# Obere gastrointestinale Blutungen in der Vorgeschichte, ausgehend von einem portalen Hochdruck

# Vorhergehende Episoden mit hepatischer Insuffizienz/hepatischer Enzephalopathie/hepatischem Koma

# Chronische restriktive, obstruktive oder gefaRbedingte Erkrankungen, die mit einer schweren Ein-
schrankung bei leichten Aufgaben einhergehen (z.B. Unfahigkeit Treppen zu steigen oder Haushalt zu fiihren)

# Chronische Hypoxie, Hyperkapnie, sekundédre Polyzystdmie, schwere pulmonale Hypertension (> 40mmHg)

# Chronische Dialyse

# Erkrankungen, die mit einer Immunschwache einhergehen (z.B. Leukdmie, Lymphom, AIDS)

Nicht operiert oder postoperativ nach Notfall-OP 5 0
Postoperativ nach elektiver OP 2 0
Acute thiolo%f Score A?e Points Chronic Health Score AEache Il Score
Tabelle 2.1: APACHE I1

Der APACHE 1II Score setzt sich aus 3 verschiedenen Anteilen zusammen: dem Acute
Physiology Score, den Age Points und dem Chronic Health Score. Der Gesamtwert soll
Aufschluss iiber das zu erwartende Mortalitatsrisiko geben.

(modifiziert nach Knaus et. al 1985, S. 820)

Punktzahl 0-4 5-9 10-14 15—-19 20-24 25-29 30-34 >34

Mortalitatsrisiko =4% =8% =15% =~25% =~40% =~55% ~75% =85%

Tabelle 2.2: APACHE II-Mortalititsrisiko
Das zu erwartende Mortalitatsrisiko anhand der Gesamtpunktzahl des APACHE II.
(modifiziert nach Knaus et. al 1985, S.823)
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Der Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) Score ist ebenfalls ein
Punktesystem, das versucht, den Gesamtgesundheitszustand von schwer
erkrankten Patienten anhand von Punkten darzustellen. Im Unterschied zu
APACHE II ist der SOFA Score allerdings nicht nur zur einmaligen Bestimmung
des Gesundheitszustandes des Patienten 24 Stunden nach Aufnahme angedacht,
sondern als Verlaufsparameter geeignet, der tiglich neu erhoben werden kann
(Vincent et al. 1996). Hierzu werden insgesamt sechs verschiedene Organsysteme
beurteilt. Fiir jedes Organsystem werden hierbei zwischen 0 und 4 Punkte
vergeben, wobei 0 mit einer normalen und 4 mit einer sehr schlechten
Organfunktion assoziiert ist. So wird die Funktion der Lunge durch die Kontrolle
des Oxygenierungsindex nach Horovitz bestimmt. Hierbei wird der Quotient aus
arteriellem Sauerstoffpartialdruck (PaO2) und inspiratorischem Sauerstoffanteil
(FiO2) gebildet (Horovitz et al. 1974). Die Funktion der Niere wird anhand der
Kreatininkonzentration im Serum oder aber durch die Bestimmung der taglichen
Urinausfuhr beurteilt. Die Leberfunktion wird durch die Bestimmung der
Bilirubinkonzentration im Serum bewertet. Die Herz-/Kreislauffunktion wird
durch die Bestimmung des mittleren arteriellen Blutdrucks oder aber aufgrund der
Gabe von Katecholaminen eingestuft. Wahrend die Funktion des Blutsystems
durch die Hohe der Thrombozytenzahl bewertet wird, wird zur Beurteilung des
zentralen Nervensystems (ZNS) die Glascow Coma Scale verwendet. SchlieBlich
kann nach Beurteilung aller Organsysteme eine Gesamtpunktzahl gebildet werden.
Die Hohe dieser Gesamtpunktzahl, aber auch der initial erhobene SOFA Score, der
mittlere Gesamtwert sowie die tagliche Veranderung korrelieren nicht nur mit der
tatsachlichen Organfunktion, sondern konnen auch als prognostischer Wert fiir die
Gesamtmortalitat verwendet werden (Ferreira et al. 2001; Moreno et al. 1999;

Vincent et al. 1998).
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Organsystem 1 2 3 4
Respiration < 200 <100
Pa02/Fi02 <400 <300 mit Beatmung  mit Beatmung
Gerinnung

Thrombozyten

[103/mm3] <150 <100 <50 <20
Leber

Blhrubln [mg/dl] 1,2 - 179 2,0 - 374 375 - 4,9 2 570
Herz-Krgislauf MAP  Katecholamine Katecholamine Katecholamine
Hypotension [mmHg] <70 niedrig* mittel* hoch*
ZNS

Glasgow Coma Scale 13-14 10 -12 6-9 <6
Niere

Kreatinin [mg/dl] oder 1,2-1,9 2,0 - 5,9 6,0 -11,9 > 12
Ausfuhrmenge[ml/d] <500 <200

Tabelle 2.3: SOFA
Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) Score.

* Katecholamindosis:

niedrig: Dopamin < 5 pg/kg/min oder Dobutamin (jede Dosis) fiir mind. 1 Stunde;

mittel: Dopamin > 5 ug/kg/min oder Adrenalin / Noradrenalin < 0,1 ug/kg/min

hoch: Dopamin > 15 pg/kg/min oder Adrenalin / Noradrenalin > 0,1 pg/kg/min

(modifiziert nach Vincent et al. 1996, S. 708)



2.2 Material
2.2.1 Substanzen

Ampuwa (DNase / RNase freies Wasser)

Buffer RLT Plus lysis buffer
Ethanol 100 %
Ficoll-PaqueTM PLUS

Formaldehyde-solution 36.5-38 %
Glycin (10x)

2-Mercaptoethanol for synthesis
PBS (1x) Dulbecco’s

PBS (10x)

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 100mM

hexPrimer random p(dN)6 50 A260 units
ProteaseInhibitorCocktail (PIC)

TagMan® Genotyping MasterMix (2x)

TagMan® Universal PCR MasterMix (2x);

Tryptan-Blau-Losung (0,4 %)

2.2.2 Kits und Assays

AllPrep DNA / RNA Mini Kit (50)

EZ1 DNA Blood 350 pul Kit
QuantiTect® Reverse Transcription Kit
(for use in real Time RT-PCR)

TagMan® SNP Genotyping Assay-by-design (40x):

CD14 C__16043997_10 rs2569190

MATERIAL UND METHODEN | 27

Fresenius Kabi

(Bad Homburg)
Qiagen GmbH (Hilden)
Merck (Darmstadt)
GE HealthCare
Bio-SciencesAB
(Uppsala/Schweden)
Sigma (Steinheim)
Active Motif

(La Hulpe/Belgien)
Merck (Darmstadt)
PAA Laboratoris GmbH
(Colbe)

Active Motif

(La Hulpe/Belgien)
Active Motif

(La Hulpe/Belgien)
Roche (Mannheim)
Active Motif

(La Hulpe/Belgien)
Applied Biosystems
(Darmstadt)

Applied Biosystems
(Darmstadt)

Sigma (Steinheim)

Qiagen GmbH (Hilden)
Qiagen GmbH (Hilden)
Qiagen GmbH (Hilden)

Life Technology
(Darmstadt)



2.2.3 Gebrauchswaren

Kiivetten (Eppendorf UVette) 8,5 mm

MicroAmpTM Fast Optical 96-Wells reaction plate

MicroAmpTM Optical Adhesive Film (RNase free)

Pipettenspitzen (steril, RNase / DNase frei)
Combitips advanced 0,1 ml
QIAshredderTM (250)
ReaktionsgefaBe (steril, RNase / DNase frei):
Micro tube 1,5 ml
BD Falcon Tubes 50 ml
LeukosepTM-Rohrchen
mit Trennscheibe 50 ml
S-Monovette® 7.5 ml (Lithium-Heparin)
S-Monovette® 7.5 ml (K3 EDTA)

2.2.4 Gerate

Biophotometer 8,5 mm

BioRobot EZ1

Cellstar serological Pipette 5 ml (steril)

Pipetten
pipetus®-akku

StepOne Plus Real-Time PCR System

mit Auswertungs-Software Version 2.1
Sterilbank LaminAir
Thermomixer comfort 1,5 ml

Thermomixer 5436

Vortex

Waage
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Eppendorf (Hamburg)
Applied Biosystems
(Darmstadt)

Applied Biosystems
(Darmstadt)

Biozym (Oldendorf)
Eppendorf (Hamburg)
Qiagen GmbH (Hilden)

Sarstedt (Nimbrecht)
Falcon (New Jersey/USA)
Greiner bio-one
(Frickenhausen)

Sarstedt (Nimbrecht)
Sarstedt (Niimbrecht)

Eppendorf (Hamburg)
Qiagen GmbH (Hilden)
Greiner bio-one
(Frickenhausen)
Eppendorf (Hamburg)
Hirschmann Laborgrite
(Eberstadt)

Applied Biosystems
(Darmstadt)

Heraeus (Hanau)
Eppendorf (Hamburg)
Schiitt Labortechnik
(Gottingen)

Heidolph (Kelheim)

Sartorius (Gottingen)
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Zentrifugen:
Centrifuge 5415 D Eppendorf (Hamburg)
Thermo scientific Megafuge 1.0 R Heraeus (Hanau)
Rotanta 96 R Hettich (Kirchlengern)
Rotixa /A Hettich (Kirchlengern)

3 K 30 Centrifuge Sigma (London/UK)
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2.3 Materialverarbeitung im Labor

2.3.1 Isolierung von peripheren Blut-Leukozyten

Zur Isolierung von peripheren Blut-Leukozyten (PBL) war zunichst eine
Blutentnahme erforderlich, welche nach ausfiihrlich durchgefiihrter Auswahl und
Einwilligung der Patienten direkt auf den Intensivstationen erfolgte. Hierfiir
wurden den Patienten entweder 30 ml vendses oder aber arterielles Blut in
mehrere mit Lithium-Heparin oder aber mit Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA) gefiillte Monovetten abgenommen. Insofern die Patienten noch nicht iiber
einen zentralen Venenkatheter oder einen arteriellen Katheter verfiigten, wurde
eine Punktion vorzugsweise im Bereich der Ellenbeuge unter sterilen Bedingungen
durchgefiihrt. Im Anschluss wurde das Blut direkt im Labor weiterverarbeitet.

Zur Isolierung der PBL aus der Blutprobe der Patienten wurden alle Arbeiten bei
denen es zu einer Verunreinigung der Proben hiatte kommen konnen, innerhalb
einer Sterilbank durchgefiihrt. Zunachst wurde ein Leukoseprohrchen mit
Filterscheibe mit 15 ml Ficoll befiillt und fiir etwa 30 Sekunden bei 2300 rpm
unter Raumtemperatur zentrifugiert, damit die Losung sich unterhalb der
Filterscheibe sammeln konnte. Im Anschluss wurde das Blut der
Monovettenrohrchen in ein leeres Falconrohrchen iiberfithrt, um das Blut im
Anschluss mit Hilfe einer Pipette auf die Filterscheibe aufzubringen, jedoch ohne
dabei die Gelperlen aus den Monovetten mitzunehmen. AnschlieBend wurde das
Falconrohrchen mit Filterscheibe dann fiir 15 bis 20 Minuten bei 2300 rpm ohne
Bremse zentrifugiert. Hierdurch entstehen aufgrund der unterschiedlichen
Dichtewerte der Zellen verschiedene Schichten mit einheitlichen Zellen. Im
Sediment unterhalb der Filterscheibe sammeln sich Erythrozyten und
Granulozyten, wahrend sich oberhalb eine Schicht aus mononuklearen Zellen und
Thrombozyten bildet, woriiber sich schlieBlich das Plasma absetzt. Die Schicht
oberhalb der Filterscheibe wurde daher in ein neues Falconrohrchen iiberfiihrt.
AnschlieBend wurden zu diesem Falconrohrchen 40 ml phosphatgepufferte
Salzlosung (PBS (1x)) zugetan und das Rohrchen fiir 10 Minuten bei 1300 rpm und
4 °C mit Bremse zentrifugiert. Der im Anschluss entstandene Uberstand wurde
abgeschiittet, und die im Falconrohrchen verbliebenen Zellen wurden
aufgeschiittelt. Erneut wurden 40 ml PBS (1x) hinzugegeben, um den bereits zuvor
beschriebenen Waschvorgang noch zweimal zu wiederholen. Nach insgesamt drei

Waschvorgiangen wurde nach erneutem Aufschiitteln des Zellpellets wieder 10 ml
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PBS (1x) hinzugegeben. Eine Probe von 20 ul dieser Zellsuspension wurde
daraufhin zusammen mit 20 pl Tryptanblau in einem 1,5-ml-Reaktionsgefa8 (Cup)
gemischt. Eine geringe Menge dieser Mischung wurde dann auf eine Neubauer-
Zahlkammer zur Bestimmung der genauen Zellzahl aufgebracht. Im Anschluss
wurden die Zellen so auf verschiedene Cups verteilt, dass diese entweder zwischen
2x10° und 4x10° Zellen oder aber zwischen 12x106 und 2x107 Zellen enthielten. Die
Cups mit der groBeren Anzahl an Zellen wurden im weiteren Verlauf fiir eine
Haplo-type-specific chromatin immunoprecipitation (HaploChIP) genutzt, was
nicht Bestandteil dieser Dissertationsarbeit ist und daher im weiteren Verlauf
nicht naher beschrieben wird. Die Cups mit der geringeren Zellzahl wurden auf Eis
gestellt und im Anschluss wurden noch 0,5 ml PBS (1x) aus dem im weiteren
Verlauf genutzten Qiagen-Kit hinzugegeben. Danach wurden diese Cups dann fiir 5
bis 10 Minuten erneut bei 1200 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der dabei entstandene
PBS Uberstand wurde dann abpipettiert und 350 ul eines zuvor selbst
hergestellten Lysepuffers aus RLT Plus Puffer und Mercaptoethanol im Verhaltniss
100:1 hinzugegeben. Im Anschluss wurde das Lysat noch gevortext bevor es bei -

20 °C im Gefrierschrank eingelagert wurde.

2.3.2 Isolierung der gDNA

Die Isolierung der gDNA erfolgte gemial dem AllPrep DNA/RNA Mini Kit
entsprechend dem Protokoll ,Simultaneous Purification of Genomic DNA and
Total RNA from Animal Cells“. So wurde das Lysat der PBL-Isolierung auf eine
DNA-Saule aufgetragen und fiir 30 Sekunden bei 10 000 rpm zentrifugiert.
Hierdurch wurde die DNA aus dem Lysat auf der Membran der Siaule gebunden.
Im Zentrifugat hingegen befand sich die RNA, welche ebenfalls weiter untersucht
wurde. Da dies aber genau wie die HaploChIP Arbeiten nicht Bestandteil dieser
Dissertationsarbeit ist, wird auch hierauf im weiteren Verlauf nicht weiter
eingegangen. Die Saule inklusiver gebundener DNA wurde dann vor der
Weiterverarbeitung zunachst zwei Waschvorgingen unterzogen. Fiir den ersten
Waschvorgang wurde die Saule mit 500 ul AW 1 Puffer fiir 15 Sekunden bei
10 000 rpm zentrifugiert. Fiir den zweiten Waschvorgang wurde die Saule dann
mit 500 ul AW 2 Puffer fiir 2 Minuten bei 13 200 rpm zentrifugiert. Im Anschluss
wurde die Saule fiir eine Minute bei 13 000 rpm ohne einen Zusatz zentrifugiert,
um sie zu trocknen. Danach wurden die Siule in einen 1,5-ml-Cup gestellt und

50 ul EB-Puffer hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von einer Minute wurde
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die Saule inklusive des 1,5-ml-Cups fiir eine Minute bei 10 000 rpm zentrifugiert.
Auf diese Weise konnte die DNA aus der Sdule eluiert und in den 1,5-ml-Cup
iiberfithrt werden. Nachdem der Cup noch einmal gevortext wurde, konnte die

DNA dann vor der Weiterverarbeitung bei -20 °C wieder eingelagert werden.

2.3.3 Bestimmung der DNA-Konzentration

Um bei den weiteren Untersuchungen sicherzustellen, dass die Konzentration der
DNA in allen Proben sehr dhnlich ist, wurden alle DNA Proben mit Hilfe eines
Photometers auf ihre Konzentration iiberpriift. Alle im Folgenden beschriebenen
Arbeitsschritte wurden unter Kiihlung der DNA auf Eis durchgefiihrt. Zu 3 pl der
isolierten DNA wurden daher zunichst 97 ul Ampuwa hinzugegeben, um im
Anschluss die Absorption dieses Gemisches im Photometer bei 260 nm und
280 nm zu bestimmen. Das Absorptionsmaximum der DNA liegt bei 260 nm,
wiahrend das Absorptionsmaximum von eventuell als Verunreinigung in den
Proben vorhandenen Proteinen bei 280 nm anzusiedeln ist. Daher kann durch das
Verhaltnis der Absorption bei 260 nm zu der Absorption bei 280 nm eine Aussage
iiber die Reinheitsqualitat der Probe getroffen werden. Da die Normwerte fiir
gereinigte DNA fiir diesen Quotienten zwischen 1,7 und 1,9 liegen, wurden nur
Proben weiterverarbeitet, die innerhalb dieses Wertebereichs lagen. Da als
Zielkonzentration ein Wert von 2 ng DNA/ml angesetzt worden war, wurden alle
Proben nach Bestimmung der Konzentration durch die Absorption bei 260 nm mit
DNase/RNase-freiem Wasser so verdiinnt, dass die Zielkonzentration von 2 ng
DNA/ml erreicht wurde. Im Anschluss wurden diese Proben dann vor der

Weiterverarbeitung erneut bei -20 °C eingelagert.

2.3.4 Genotypisierung durch allelische Diskriminierung

Fiir die Genotypisierung des SNP rs2569190 durch allelische Diskriminierung
wurde zunichst eine 96-Well-Platte so befiillt, dass immer zwei benachbarte Wells
dieselbe DNA enthielten. Je Well wurde die Platte mit 0,25 ul 40x SNP Genotyping
Assay by Design (CD14 C___16043997_10 rs2569190), 5ul 2x Taq Man
Genotyping Master Mix und 2,75 ul Ampuwa befiillt. Hierzu wurden dann noch
2 ul der entsprechend zu untersuchenden DNA mit einer Konzentration von 2 ng
DNA/ml hinzugegeben, sodass sich in jedem Well insgesamt 10 ul befanden.
AuBerdem wurden jeder Platte zwei Wells als Negativkontrolle mit 2 ul Ampuwa
anstelle von DNA befiillt. Diese befiillte 96-Well-Platte wurde dann in das StepOne
Plus Real-Time PCR System eingelegt und ein Thermoprofil mit einer Holding
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Stage von 10 Minuten bei 95 °C und eine Cycling Stage mit insgesamt 45 Zyklen
mit jeweils 15 Sekunden bei 95 °C und einer Minute bei 60 °C eingestellt. In einem
Post-PCR Read hat das System die dann erreichten Ergebnisse ausgewertet und in

Form einer Tabelle zur Weiterverarbeitung ausgegeben.

2.3.5 DNA-Extraktion und Genotypisierung im Verlauf

Aus organisatorischen Griinden konnten im Verlauf der Studie nicht mehr alle
Laborarbeiten, wie zuvor beschrieben, durchgefiihrt werden. So wurde die
Vorgehensweise bei der Extraktion der DNA so veriandert, dass sie mit Hilfe und
nach Anleitung eines EZ1 DNA Blood Kits und eines BioRobot EZ1i erfolgte.
Genauso wurde die Bestimmung der Genotypen zwar mit dem gleichen SNP
Genotyping Assay by Design (CD14 C__16043997_10 rs2569190), aber in einem
Labor der Klinischen Pharmakologie der UMG unter der Leitung von Herrn Prof.
Dr. rer. nat. M. Tzvetkov (Institut fiir Klinische Pharmakologie, Universitits-

medizin Gottingen) durchgefiihrt.

2.4 Forschungsgruppe

Die Erhebung der in dieser Dissertation genannten Ergebnisse ist auf die Arbeit
einer aus mehreren Studenten bestehenden Forschungsgruppe zuriickzufiihren.
Die Mitglieder dieser Forschungsgruppe waren hierbei nicht alle gleichzeitig,
sondern in einem festgelegten Dienstplan fiir die Erhebung der Daten, die
Abnahme von Blutproben und die Weiterverarbeitung der Blutproben im Labor
verantwortlich. Ich selbst war hierbei insbesondere im Zeitraum von April 2012 bis
Oktober 2012 fiir diese Aufgaben zustindig. Wahrend ich mich bei der
Bestimmung der Genotypen auf die Untersuchung des CDi14 SNP rs2569190
spezialisiert habe, untersuchten die anderen Studenten andere Fragestellungen,
jedoch am selben Patientenkollektiv. Dies bedeutet, dass durch mich auch
Datenerhebungen und Laborarbeiten durchgefiihrt worden sind, die deutlich von
dieser Dissertationsarbeit abzugrenzen sind. Im Gegenzug sind durch die anderen
Studenten aber wihrend ihres Einsatzes neben Arbeiten fiir ihre eigene

Dissertation auch Erhebungen fiir meine Dissertationsarbeit durchgefiihrt worden.
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2.5 Statistik

Die in dieser Dissertationsarbeit angewandten statistischen Methoden wurden von
Herrn Prof. Dr. T. Beissbarth (Institut fiir Medizinische Statistik,
Universitatsmedizin Gottingen) iiberpriift und mit diesem abgestimmt. Die
erhobenen und erarbeiteten Daten wurden mit Hilfe des Programms Statistica
(Version 10, StatSoft, Tulsa, Oklahoma, USA) statistisch ausgewertet. Die
Allelhaufigkeit und die daraus resultierende Wahrscheinlichkeit fiir einen
Genotypen des Patientenkollektivs dieser Arbeit wurde mit Hilfe des Hardy-
Weinberg-Equilibriums (HWE) kontrolliert, indem ein Chi-Quadrat-Test auf einen
signifikanten Unterschied (p<0,05) zwischen der erwarteten und der realen
Verteilung durchgefiihrt wurde. Das HWE besagt, dass sich in einer idealen
Population die Allelhaufigkeit und die daraus resultierende Wahrscheinlichkeit fiir
einen Genotypen von Generation zu Generation nicht verandern, sondern konstant
bleiben. Dies gilt allerdings nur fiir autosomale Genloci in einer idealen
Population. Diese ideale Population besteht aus einer ausreichend grofen Anzahl
von Individuen und es muss Panmixie herrschen (jedes Individuum hat die gleiche
Chance sich mit jedem anderen Individuum des anderen Geschlechts zu paaren).
AuBerdem finden in dieser idealen Population weder Selektion noch Genimport,
Genexport oder gar Mutationen statt. Daher ist die ideale Population nur ein
Konstrukt, das so in der Realitidt nicht vorkommt. Dennoch kann das HWE zur
annaherungsweisen Berechnungen fiir die Allelhdufigkeit und die daraus
resultierende Wahrscheinlichkeit der Genotypen herangezogen werden.

Dabei gilt folgende Berechnung: Wenn das Allel A mit einer Haufigkeit von p und
entsprechend das Allel a mit einer Haufigkeit von q in der Population vorkommt,
so gilt p+q=1. Hieraus ergibt sich die Wahrscheinlichkeit der Genotypen wie folgt:
p2 + 2pq + g2 = (p+q)2 = 1. Dabei ist p2 die Haufigkeit des homozygoten Genotyps
mit Allel A, p2 die Haufigkeit des homozygoten Genotyps mit Allel a und 2pq die
Haufigkeit des heterozygoten Genotyps. Sollte sich die reale Haufigkeit der
Genotypen von der nach dieser Formel errechneten erwarteten Verteilung nicht
signifikant (also p > 0,05) unterscheiden, so kann die reale Haufigkeit als im
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht stehend bezeichnet werden (Buselmaier und
Tariverdian 2007). Die Kontrolle des HWE ist eine Moglichkeit,
Genotypisierungen auf Fehler hin zu untersuchen (Teo et al. 2007). Sollten
Abweichungen vom HWE festgestellt werden, so deutet dies neben der Moglichkeit

eines Fehlers bei der Genotypisierung auBerdem auf das Vorkommen von
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Selektion, Genimport, Genexport, Mutationen, fehlender Panmixie oder aber auf
eine kleine Population hin (Alvarez 2008).

In dieser Dissertation wurden alle kategorialen Variablen, sofern moglich und
geeignet, in Kontingenztafeln zusammengetragen und je nachdem, welche
Ergebnisse untersucht werden sollten, entweder mit Hilfe des exakten Tests nach
Fisher oder aber mit Hilfe des Chi-Quadrat-Testes auf Signifikanz (p < 0,05) hin
untersucht. Kontinuierliche Variablen wurden anhand des Mann-Whitney-Tests
auf Signifikanz (p < 0,05) hin iiberpriift. Zur Durchfiihrung von Ereignis-
zeitanalysen, bei denen die Zeit bis zum Eintreten eines bestimmten Ereignisses
auf einen signifikanten Unterschied (p < 0,05) hin untersucht wird, wurde der
Cox's F-Test benutzt. Um den Einfluss von moglichen Storfaktoren (Alter,
Geschlecht, BMI und Art der Infektion: durch gramnegative Bakterien,
grampositiv Bakterien und Pilze) und Kovariablen, die zu Beginn der Studie einen
Unterschied mit einem Signifikanzwert von p < 0,2 aufzeigten (z.B.

Vorerkrankungen), auszuschlieBen, wurde eine Cox-Regression durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Anthropomorphische Daten

Insgesamt konnten im Zeitraum zwischen April 2012 und Juni 2014 417
Kaukasier, die aufgrund einer Erkrankung oder eines Unfalls stationar auf die
Intensivstationen 0117, 0118 oder 1014 der UMG aufgenommen worden waren, als
Probanden in diese Studie eingeschlossen werden. Von diesen Patienten waren 138
weiblich (33 %) und 279 mannlich (67 %). Das mittlere Alter der Patienten betrug
63 Jahre und der durchschnittliche body mass index (BMI) betrug 28 kg/m?2.

) ) Alle CT/CC TT
Patienteneigenschaft p-Wert
(n=417) (n=342) (n=75)
Alter [Jahre] 63+15 63+15 64+15 0,4123
Geschlecht méannlich [%] 67 67 68 0,8241
BMI [kg/m2] 28+7 28+7 28+8 0,9366

Tabelle 3.1: Alter, Geschlecht und BMI des Patientenkollektivs
Die Werte entsprechen dem Mittelwert + einer Standardabweichung. Es sind keine

signifikanten Unterschiede zu erkennen.



ERGEBNISSE | 37

3.2 Genotypisierung anhand des SNP rs2569190
Nach der Genotypisierung an der Stelle des SNP rs2569190 aller Patienten durch
allelische Diskriminierung trugen 117 den homozygoten Genotyp CC, 225 trugen

den heterozygoten Genotyp CT und 75 den homozygoten Genotyp TT.

Genotypisierung [n] CC CT TT p-Wert

SNP rs2569190 117 225 75 0,1833

Tabelle 3.2: Verteilung der Genotypen des SNP rs2569190

Nach Kontrolle der erwarteten Verteilung der Genotypen mit der tatsachlich
festgestellten Verteilung ergab sich ein nicht signifikanter Unterschied (p=0,1833).
Daher entspricht diese Verteilung dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Die MAF
in dieser Verteilung betrug 0,45. Bei der statistischen Auswertung wurden die
Genotypen CC und CT in einer Gruppe zusammengefasst, da aufgrund der
Ergebnisse anderer Studien ein Unterschied im Hinblick auf das T-Allel und daher

insbesondere fiir homozygote TT-Genotypen zu erwarten war.
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3.3 Klinische und intensivimedizinische Aufnahmedaten

Alle CT/CC TT
p-Wert
(n=417) (n=342) (n=75)
Vorerkrankungen [%]
Hypertonie 58 59 53 0,3877
Myokardinfarkt 7 6 11 0,1987
COPD 17 16 23 0,1324
Chronische Nierenerkrankung 12 11 12 0,8834
NIDDM 10 10 8 0,5562
IDDM 12 11 16 0,2712
Chronische Lebererkrankung 7 7 7 0,9138
Tumorerkrankung 19 18 23 0,3312
Schlaganfall 6 6 7 0,7867
Operative Vorgeschichte [%]
Elektive Operation 30 28 36
Notfall-Operation 51 52 48 0,3618
Keine Operation 19 20 16
Infektfokus [%]
Lunge 54 55 48
Abdomen 27 26 29
Knochen oder Weichteile 5 5 5
Chirurgische Wunde 2 1 4 0,4953
Urogenital 2 2 4
Primare Bakteriamie 7 7 4
Andere 4 4 5
Sepsisunterform [%]
Sepsis / schwere Sepsis 39 39 43 0,5169
Septischer Schock 61 61 57 0,5169
Morbiditats-Scores [Punkte]
APACHE II 21.5+7.3 21.6+7.3 21.0+7.3 0.6236
SOFA 9.21+4.0 9.3+4.0 8.7+£4.2 0,3340
Organunterstiitzung [%]
Kiinstliche Beatmung 84 84 84 0.9860
Gabe von Vasopressoren 61 61 57 0.5134
Nierenersatzverfahren 10 9 11 0.7271

Tabelle 3.3: Klinische und intensivinedizinische Aufnahmedaten

Die Werte sind in Prozent oder in Mittelwerten + einer Standardabweichung angegeben.
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Die Verteilung der haufigsten Vorerkrankung wurde auf signifikante Unterschiede
hin untersucht. Dabei wurden die Vorerkrankungen Hypertonie, Myokardinfarkt,
chronisch obstruktive Lungenerkrankungen (chronic obstructive pulmonary
disease; COPD), Nierenerkrankungen, nicht insulinpflichtiger Diabetes mellitus
(non insulin-dependent diabetes mellitus; NIDDM), insulinpflichtiger Diabetes
mellitus  (insulin-dependent  diabetes  mellitus; IDDM), chronische
Lebererkrankungen, Tumorerkrankungen und Schlaganfall beriicksichtigt. Zwar
war fiir keine der Vorerkrankungen ein signifikanter Unterschied zu erkennen,
allerdings fielen Unterschiede fiir die Verteilung von Myokardinfarkt und COPD
auf. Beide Vorerkrankungen traten haufiger in der Gruppe der homozygoten TT-
Trager auf. Beziiglich der operativen Vorgeschichte wurde unterschieden, ob die
Patienten kurz vor Beginn der Sepsis im Rahmen einer elektiven Operation, im
Rahmen einer Notfall-Operation oder aber gar nicht operiert worden waren. Hier
waren keine signifikanten Unterschiede festzustellen. Genauso wurde kontrolliert,
ob es beziiglich des SNP rs2569190 eine unterschiedliche Haufigkeit des priméaren
Infektfokus bei Beginn der Sepsis gab. Auch hier lieB sich kein signifikanter
Unterschied feststellen. Allerdings betrug der Unterschied zwischen TT-
homozygoten und C-Allel-Tragern fiir den Infektfokus Lunge 7%. Da sich die
Sepsis in verschiedene Unterformen unterteilen lasst, wurde auch die Verteilung
der verschiedenen Unterformen auf die Genotypgruppen analysiert. Hierbei
wurden die Sepsis und die schwere Sepsis dem septischen Schock
gegeniibergestellt. Als Unterscheidungsmerkmal diente hierbei der Einsatz von
Vasopressoren bei einer gleichzeitigen nicht anders als durch eine Sepsis zu
erklarenden Hypotonie. Es lief sich allerdings kein signifikanter Unterschied in
Bezug auf den SNP rs256190 feststellen. Da sowohl der APACHE II Score als auch
der SOFA Score Hilfsmittel zur Abschatzung der zu erwartenden Mortalitit sind,
wurden diese Scores fiir jeden Patienten gebildet und auf Unterschiede in ihrer
Hohe beziiglich der Verteilung auf die SNP rs2569190-Genotypen untersucht.
Zwar waren hier etwas erniedrigte Scores fiir TT-homozygote zu erkennen,
allerdings erreichten diese keine Signifikanz. Da bei Sepsis-Patienten haufig der
Einsatz von organunterstiitzenden TherapiemaBnahmen infolge von
Organfehlfunktion oder aber sogar Organausfall notwendig ist, wurde auch die
Verteilung dieser TherapiemaBnahmen ausgewertet. Als kiinstliche Beatmung galt
hierbei jeglicher Einsatz von atemunterstiitzender Therapie (auch CPAP). Als

MaBnahmen zur Unterstiitzung des Herzkreislaufsystems wurde die Gabe von



ERGEBNISSE | 40

Noradrenalin oder Dobutamin gewertet. Zu den Nierenersatzverfahren zahlten alle
giangigen und durchfiihrbaren Dialyseverfahren wie z.B. Hamodialyse oder
Hamofiltration. Es lieB sich aber kein signifikanter Unterschied beziiglich der
notwendigen TherapiemaBnahmen in Abhangigkeit von der Genotypenverteilung

des SNP rs2569190 erkennen.
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3.4 Klinische und intensivmedizinische Verlaufsdaten

Alle CT/CC TT
p-Wert
(n=417) (n=342) (n=75)
SOFA Scores [Punkte]
SOFA-Gesamt 6.8+£3.6 7.0£3.7 6.0+3.1 0.0918
SOFA-Lunge 1.9+0.8 1.9+0.8 1.840.8 0,2215
SOFA-Herz-/Kreislaufsystem 1.5+1.0 1.5+1.0 1.3+0.8 0,2468
SOFA-ZNS 1.9+1.1 1.9+1.1 1.6+1.0 0,0311
SOFA-Niere 0.8+1.2 0.9+1.2 0.7+1.2 0,5202
SOFA-Blutsystem 0.3+£0.6 0.4+0.6 0.3+0.5 0,5071
SOFA-Leber 0.4+0.7 0.44£0.7 0.34+0.6 0,5180
Laborwerte im Serum
Leukozyten [1000/ul] 1445 1445 1445 0,9162
CRP [mg/1] 151+84 148485 165+81
0,2097
(n) (208) (169) (39)
Procalcitonin [ng/dl] 4.5+£10.7 4.1+£10.3 6.0+12.6
0,0654
(n) (361) (293) (68)
Kreatinin [mg/dl] 1.3£1.0 1.3+1.1 1.240.8 0,8254
Kreatinin-Clearance [ml/min] 103+68 102465 108481 0,8614
Bilirubin [mg/dl] 1.3+2.2 1.3+2.3 0.9+0.9 0,1844
AST [TU/1] 2091725 2381804 90+117 0,1961
ALT [1U/1] 106+£224 113+243 73+87 0,2341
Laktat (mmol/]) 1.7+1.1 1.741.2 1.6+0.6 0,2092
Liegedauer
auf der Intensivstation [d] 17415 17+15 18+17 0,6259
Organunterstiitzung [d]
Tage ohne Vasopressoren 11+7 10+7 11+7 0,1734
Tage ohne Beatmung 5+5 545 6+6 0,1547
Tage ohne Dialyse 14+8 14+8 14+8 0,7254
Mortalitat [%]
Tod nach 30 Tagen 21 23 13 0,0490
Tod nach 9o Tagen 31 32 27 0,2297

Tabelle 3.4: Klinische und intensivinedizinische Verlaufsdaten

Die Werte sind in Prozent oder in Mittelwerten + einer Standardabweichung angegeben.
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Um herauszufinden, ob der SNP rs2569190 einen Einfluss auf den
Krankheitsverlauf hat, wurden verschiedene Verlaufsparameter erhoben und auf
signifikante Unterschiede hin untersucht. Da der SOFA Score als Faktor fiir die
Schwere einer Erkrankung angesehen werden kann, wurde aus den Verlauf-
SOFA Scores aller Patienten unter Beriicksichtigung der entsprechenden
Genotypen der Mittelwert gebildet. Neben der Auswertung des Gesamt-SOFA
Scores wurde auch eine Analyse der verschiedenen Organsysteme durchgefiihrt
und die verschiedenen SOFA Subscores fiir die Organsysteme Lunge, Herz-
/Kreislaufsystem, ZNS, Niere, Blutsystem und Leber nochmals einzeln auf
signifikante Unterschiede beziiglich der Genotypen des SNP rs2569190
untersucht. Hierbei zeigte sich ein signifikanter Unterschied von 0,3 Punkten fiir
den SOFA-ZNS Score (p=0,0311). T-Allel-Trager hatten einen um 0,3 Punkte
niedrigeren SOFA-ZNS Score als Trager des C-Allels. Fiir alle anderen Subscores
lieB sich allerdings kein signifikanter Unterschied nachweisen. Um
herauszufinden, ob es einen moglichen Unterschied in Abhiangigkeit vom SNP
rs2569190 in der Schwere der Infektion gab, wurden auBerdem verschiedene
Laborwerte im Serum genauer betrachtet. Da die Werte fiir die Anzahl der
Leukozyten und die Konzentration von CRP und Procalcitonin oft mit der Schwere
einer Infektion korrelieren, wurden diese Werte zur Beurteilung der Schwere der
Sepsis statistisch ausgewertet und unter dem Aspekt der Genotypenverteilung des
SNP rs2569190 analysiert. Hierbei zeigte sich fiir die Anzahl der Leukozyten kein
signifikanter Unterschied. Fiir die Konzentration des CRP hingegen konnte ein
Unterschied von 17 mg/l festgestellt werden. Trager des T-Allels hatten eine um
17 mg/l hohere CRP-Konzentration als Trager des C-Allels. Dieser Unterschied
erreichte allerdings keine Signifikanz. Auch fiir Procalcitonin konnte ein
Unterschied von 1,9 ng/dl festgestellt werden, der sich jedoch im Grenzbereich zur
Signifikanz authielt. Trager des T-Allels hatten hier genauso einen um 1,9 ng/dl
hoheren Wert als Trager des C-Allels. Zur genaueren Beurteilung der
Nierenfunktion wurden sowohl die Kreatininkonzentration im Serum als auch die
daraus resultierende Kreatininclearance berechnet. Hier konnte kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden. Auch die Leberwerte Bilirubin, AST und ALT
wurden ausgewertet und den entsprechenden Genotypen zugeordnet. Fiir
Bilirubin betrug der Unterschied zwischen den Genotypen nur 0,4 mg/dl, wahrend
man fiir die AST einen Unterschied von 148 IU/l und fiir die ALT einen

Unterschied von 40 IU/]l erkennen konnte. In allen Fillen hatten Trager des C-
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Allels im Vergleich zu Triagern des T-Allels den hoheren Wert. Allerdings erreichte
keiner der Werte Signifikanz. Da Laktat als ein Marker fiir Kreislaufschock und
Gewebshypoxie dient, wurde die Konzentration von Laktat in Relation zur
Verteilung der Genotypen des SNP rs2569190 ebenfalls betrachtet. Aber auch hier
lieB sich kein signifikanter Unterschied feststellen.

Zur Beurteilung der Krankheitsschwere und der Immunkompetenz der Patienten
wurde die Liegedauer der Patienten in Abhangigkeit von den Genotypen
betrachtet. Je langer ein Patient auf der Intensivstation verbringt, desto schlechter
ist sein Gesundheitszustand oder aber seine Immunkompetenz zu bewerten. Zwar
lagen Patienten mit dem homozygoten TT-Genotyp durchschnittlich einen Tag
langer auf der Intensivstation, jedoch erreichte dieser Unterschied nicht
annahernd Signifikanz.

Als ein weiterer Parameter zu Untersuchung des Gesundheitszustandes der
Patienten wurden die auf der Intensivstation verbrachten Tage ohne
Organunterstiitzung  betrachtet. Je mehr Tage ein Patient ohne
Organunterstiitzung auf der Intensivstation verbracht hat, desto besser ist sein
Gesundheitszustand bzw. seine Immunkompetenz zu bewerten. Als
Organunterstiitzung zahlten hierbei jede Art von kiinstlicher Beatmung (auch
CPAP), die Gabe von Vasopressoren (Noradrenalin oder Dobutamin) und der
Einsatz jeder Art von Nierenersatzverfahren (z.B. Hamodialyse oder
Hamofiltration). Wahrend fiir die Dialyse als Organunterstiitzung kein
Unterschied festzustellen war, konnte man sowohl fiir die Beatmung als auch fiir
den Einsatz von Vasopressoren einen Unterschied von einem Tag mehr ohne
Organunterstiitzung fiir TT-homozygote feststellen. Allerdings erreichte keiner der
beiden Werte Signifikanz. Auch die Mortalitat der an einer Sepsis erkrankten
Patienten wurde in Abhangigkeit von den Genotypen des SNP rs2569190
analysiert. So wurde die Anzahl der Verstorbenen sowohl nach 30 als auch nach 9o
Tagen ausgewertet. Es lieB3 sich ein signifikanter Unterschied (p=0,0490) fiir die
Mortalitat nach 30 Tagen erkennen. Der Anteil der Verstorbenen unter den
Tragern des T-Allels betrug 13 %, wahrend der Anteil der Verstorbenen unter den
Tragern des C-Allels 23 % betrug. Nach 9o Tagen war hingegen kein signifikanter
Unterschied beziiglich der Mortalitat mehr festzustellen.

Da fiir die Mortalitat 30 Tage nach Beginn der Sepsis ein signifikanter Unterschied
(p=0,0490) mit Hinblick auf die verschieden Genotypen des SNP rs2569190

festgestellt werden konnte, wurde zusitzlich eine Uberlebenszeitanalyse anhand
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der Kaplan-Meier-Methode durchgefiihrt. Auch hierbei konnte ein signifikanter
Unterschied (p=0,0261) zwischen den Trigern des SNP rs2569190 Genotyps
CT/CC und Tragern des homozygoten Genotyps TT gezeigt werden. Wahrend 77 %
der C-Allel-Trager die ersten 30 Tage nach Beginn der Sepsis liberlebten, konnte
fiir die homozygoten T-Allel-Triger nach 30 Tagen eine Uberlebensrate von 87 %
festgehalten werden. Eine weitere Analyse der Mortalitit nach 9o Tagen zeigte
hingegen keinen signifikanten Unterschied zwischen den verschieden Genotypen
mehr (p=0,2297). Wiahrend 9o Tage nach Beginn der Sepsis noch 68 % der C-
Allel-Triger iiberlebt hatten, lag der Anteil der Uberlebenden 9o Tage nach Beginn
der Sepsis bei homozygoten Tragern des T-Allels bei 73 %.
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Abbildung 3.1: Kaplan-Meier Uberlebenszeitanalyse nach 30 Tagen

Die Abbildung zeigt eine Kaplan-Meier Uberlebenszeitanalyse 30 Tage nach Beginn der
Sepsis fiir die beiden SNP rs2569190 Genotypgruppen TT und CT/CC. Auf der x-Achse
sind die Tage nach Beginn der Sepsis aufgetragen, wiahrend auf der y-Achse der
prozentuale Anteil der Uberlebenden abgebildet ist. Man kann erkennen, dass bei diesem
untersuchten Patientenkollektiv der prozentuale Anteil der Uberlebenden unter den
Trigern des CT/CC-Genotyps niedriger ist als der prozentuale Anteil der Uberlebenden
aus der Gruppe der TT-Genotypen (p=0,0261, Cox's F-Test).
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3.4.1 Mikrobiologisch nachgewiesene Krankheitserreger

Die Verteilung der Krankheitserreger innerhalb des Patientenkollektivs, bedingt
durch die verschiedenen SNP rs2569190-Genotypen, wurde genauer ausgewertet.
Hierbei wurde die prozentuale Verteilung von grampositiven Bakterien,
gramnegativen Bakterien, Pilzen und Viren analysiert. Es konnte allerdings kein
signifikanter Unterschied beziiglich der Verteilung der Krankheitserreger zwischen
den Genotypen festgestellt werden. Es bleibt jedoch anzumerken, dass innerhalb
der Gruppe der CT/CC-Genotypen der Anteil an mit gramnegativen Bakterien
infizierten Patienten im Vergleich zu den homozygoten T-Allel Tragern um 9 %

erhoht war (p=0,1393).

Krankheitserreger[%] CT/CC (n=342) TT (n=75) p-Wert
Gramnegative Bakterien 68% 59% 0,1393
Grampositive Bakterien 81% 76% 0,3450
Pilze 56% 53% 0,7979
Viren 11% 7% 0,3000

Tabelle 3.5: Verteilung der Krankheitserreger
Die Tabelle zeigt die prozentuale Verteilung der Krankheitserreger beding durch die
Genotypen des SNP rs2569190. Es konnte bei der Verteilung der Krankheitserreger kein

signifikanter Unterschied festgestellt werden.
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3.5 Analyse von Storfaktoren und Kovariablen

Um den Einfluss von Stofaktoren (Alter, Geschlecht, BMI, und Infektfokus) und
Kovariablen, die zu Beginn der Sepsis einen p-Wert < 0,2 hatten
(Vorerkrankungen wie Myokardinfarkt und COPD), zu untersuchen, wurde eine
multivariate Cox-Regression zur Analyse der Mortalitat durchgefiihrt. Zusétzlich
wurde auch der Einfluss des C-Allels des SNP rs2569190 in die Untersuchung mit
einbezogen. Wahrend ein signifikanter Einfluss des Alters mit einer Hazard Ratio
von 1,03 eher nicht von groBer Bedeutung war, erreichte der Einfluss des
mannlichen Geschlechts mit einer Hazard Ratio von 1,63 fast Signifikanz. Auch die
Bedeutung einer gramnegativen Infektion erreichte mit einer Hazard Ratio von
0,68 einen p-Wert von 0,0919. Hervorzuheben ist aber der signifikante Einfluss

des CD 14 SNP rs2569190-C-Allels mit einer Hazard Ratio von 2,11 (p=0,0282).

Variable Hazard Ratio 95% KI p-Wert
Alter 1,03 1,01 — 1,05 < 0,0001
Geschlecht (méannlich) 1,63 0,99 — 2,67 0,0515
BMI 1,02 0,98 — 1,05 0,2283
Myokardinfarkt als Vorerkrankung 0,94 0,43 — 2,08 0,8959
COPD als Vorerkrankung 1,17 0,68 — 1,98 0,5596
Gramnegative Infektion 0,68 0,43 — 1,06 0,0919
Grampositve Infektion 0,74 0,44 — 1,24 0,2612
Infektion mit Pilzen 0,74 0,48 — 1,15 0,1920
CD14 SNP rs2569190 C-Allel 2,11 1,08 — 4,12 0,0282

Tabelle 3.6: Multivariate Cox-Regression zur Analyse von Storfaktoren und
Kovariablen

Die Tabelle beinhaltet die Ergebnisse einer multivariaten Cox-Regression zur Analyse von

ausgewahlten Storfaktoren und Kovariablen beziiglich der Mortalitat.

3.6 Publikation

Die zuvor beschriebenen Ergebnisse konnten bereits am 28. Mai 2015 als Artikel
unter dem Namen ,The CD14 rs2569190 TT Genotype Is Associated with an
Improved 30-Day Survival in Patients with Sepsis: A Prospective Observational
Cohort Study” in der internationalen Online-Fachzeitschrift der Public Library of
Science (PLOS) PLOS ONE veroffentlicht werden (Mansur et al. 2015).
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4 Diskussion

Das Ziel dieser Dissertationsarbeit war es herauszufinden, ob der CD 14 SNP
rs2569190 mit dem Krankheitsverlauf an Sepsis erkrankter Patienten assoziiert ist.
Deshalb wurden nach entsprechender Einwilligung Patienten in diese Studie
eingeschlossen, die stationar auf einer von insgesamt drei chirurgischen
Intensivstationen der UMG behandelt wurden und neben den Diagnosekriterien
der Sepsis auch alle anderen Einschlusskriterien erfiillten. Im Anschluss erfolgte
die Untersuchung des Genotyps an der Stelle des SNP rs2569190. Durch tigliche
Visiten konnte der genaue Krankheitsverlauf jedes Patienten erfasst werden.
Danach wurde dann untersucht, ob es einen Zusammenhang zwischen dem SNP
rs2569190 und der Mortalitit an Sepsis erkrankter Patienten auf der
Intensivstation gibt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass homozygote TT-
Genotypen 30 Tage nach Beginn der Sepsis eine signifikant niedrigere Mortalitat
im Vergleich zu Tragern des C-Allels aufzeigen. Wahrend 30 Tage nach Beginn der
Sepsis 23 % der C-Allel-Trager verstorben waren, betrug der Anteil der
Verstorbenen unter den TT-homozygoten nur 13 %. Soweit uns bekannt ist, zeigt
dieses Ergebnis zum ersten Mal den positiven klinischen Einfluss des CDi4
rs2569190-TT-Genotyps auf die Mortalitit nach 30 Tagen innerhalb eines
Patientenkollektivs, das ausschlieBlich aus Patienten kaukasischer Herkunft, die
an einer Sepsis erkrankt sind, besteht. Diese Feststellung steht auBerdem im
Einklang zu den Ergebnissen von Studien, deren Studienteilnehmer aus einem
brasilianischen Patientenkollektiv bestanden und bei denen ebenfalls ein positiver
klinischer Einfluss auf die Mortalitiat fiir den CD14 rs2569190-TT-Genotyp bei
schwer erkrankten Patienten festgestellt werden konnte. Eine TT-Homozygotie
war insbesondere dann mit einer ehrhéhten Uberlebenswahrscheinlichkeit schwer
erkrankter Patienten auf Intensivstationen assoziiert, wenn diese an einer Sepsis
erkrankt waren (D'Avila et al. 2006; Fallavena et al. 2009; Fallavena et al. 2013).
Auch die Ergebnisse aus Untersuchgen an Patienten, die eine Brandverletzung
erlitten hatten, lassen sich mit unseren Ergebnissen vereinbaren. Bei diesen
Untersuchungen konnte namlich gezeigt werden, dass Patienten, die Trager des C-
Allels waren, ein erhohtes Risiko hatten, an einer Sepsis zu erkranken
beziehungsweise zu versterben (Barber et al. 2006; Barber et al. 2007). Als
besondere Starke unserer Studie ist deshalb auch die Tatsache zu bewerten, dass
abgesehen von anderen Storfaktoren (Alter, Geschlecht, BMI, und Infektfokus)
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und Kovariablen (z.B. Vorerkrankungen wie Myokardinfarkt oder COPD) zu
Beginn der Sepsis fiir unser Patientenkollektiv das C-Allel als prognostischer
Faktor mit einem signifikanten Einfluss (HR 2,11, p=0,0282) auf das
Kurzzeitiiberleben nachgewiesen werden konnte. Als mogliche Erklarung fiir den
positiven klinischen Einfluss des TT-Genotyps auf die Mortalitit 30 Tage nach
Beginn der Sepsis konnten die Ergebnisse anderer Untersuchungen dienen, die
zeigen konnten, dass homozygote TT-Genotypen eine signifikant stiarkere
proinflammatorische Immunantwort im Vergleich zu C-Allel-Tragern haben. So
konnte gezeigt werden, dass Triager des C-Allels weniger TNF-a produzieren,
wahrend die proinflammatorische Immunantwort von Tragern des T-Allels starker
ausfillt (Gu et al. 2008; Lin et al. 2007). In einer Fall-Kontroll-Studie, welche den
Einfluss des SNP rs2569190 zwischen Patienten mit einer akut dekompensierten
Leberzirrhose bei gleichzeitiger Entwicklung von Fieber und einer gesunden
Kontrollgruppe untersuchte, hatten T-Allel Trager zwar ein erhohtes Risiko fiir die
Entwicklung einer Sepsis, allerdings konnte auch hier gezeigt werden, dass diese
T-Allel Trager eine erhohte proinflammatorische Immunantwort haben (WC Fan
et al. 2016). Obwohl bei unserer Untersuchung von CRP und Procalcitonin keine
Signifikanz erreicht wurde, lassen die Ergebnisse dennoch einen Trend zu hoheren
Werten bei TT-homozygoten im Vergleich zu C-Allel-Tragern erkennen. Auch dies
unterstiitzt die Idee der starkeren Immunantwort bei TT-homozygoten und kénnte
in Zusammenhang mit dem erniedrigten Mortalititsrisiko nach 30 Tagen gebracht
werden. Diese Annahme wird auBerdem durch den Verdacht einiger Forscher
unterstiitzt, dass eine vorgegebene Immunsuppression, die mit einer verminderten
proinflammatorischen =~ Abwehrreaktion und daher mit einer erhohten
antiinflammatorischen Immunantwort einhergeht, das Hauptproblem an Sepsis
erkrankter Patienten darstellt (Hotchkiss et al. 2013).

Zwar untersuchten wir in unserer Studie nicht die Suszeptibilitit fiir die
Entstehung einer Sepsis, aber der Vollstandigkeit halber sei an dieser Stelle
erwahnt, dass auch hier ein Zusammenhang vermutet wird. So konnte in einer
Fall-Kontroll-Studie gezeigt werden, dass ein CC-homozygoter Polymorphismus in
Zusammenhang mit einem erhohten Erkrankungsrisiko fiir eine Pneumonie mit
Streptococcus pneumoniae bei Kindern gebracht werden kann (Yuan et al. 2008).
Auch in einer anderen Fall-Kontroll-Studie konnte das erhohte Risiko fiir CC-
homozygote Neugeborene, an einer Sepsis zu erkranken, gezeigt werden (Esposito

et al. 2014). Andere Studien aber konnten keinen oder zumindest keinen
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signifikanten Zusammenhang zwischen dem SNP rs2569190 und dem Auftreten
einer Infektion oder einer Sepsis herstellen. So konnte in einer retrospektiven
Fall-Kontroll-Studie kein Zusammenhang zwischen dem SNP rs2569190 und dem
Auftreten einer Sepsis bei Neugeborenen hergestellt werden (Abu-Maziad et al.
2010). Genauso konnte kein signifikanter Unterschied beziiglich des SNP
rs2569190 und der Wahrscheinlichkeit fiir die Entwicklung einer postpartalen
Infektion mit Streptokokken der Gruppe A gezeigt werden (Davis et al. 2010). Eine
weitere Fall-Kontroll-Studie, deren Studienteilnehmer chinesischer Abstammung
waren, konnte ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen der Wahrscheinlichkeit
fiir die Entwicklung einer Sepsis und den unterschiedlichen Genotypen an der
Stelle des SNP rs2569190 herausfinden (Wang et al. 2014). Auch fiir die
Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer Sepsis bei posttraumatischen
Intensivpatienten lief sich kein Zusammenhang mit dem SNP rs2569190
herstellen (Shalhub et al. 2009).

Genauso gibt es auch Untersuchungen, die entgegen unseren Ergebnissen keine
Assoziation zwischen dem SNP rs2569190 und der Uberlebenswahrscheinlichkeit
einer Sepsis feststellen konnten. Beispielsweise wurden in einer Studie 319
danische Patienten untersucht, die nachweislich an einer Sepsis durch eine
gramnegative Bakteridmie erkrankt waren. Ein signifikanter Zusammenhang
zwischen dem SNP rs2569190 und der Schwere einer Sepsis oder der Mortalitat
konnte aber nicht nachgewiesen werden (Jessen et al. 2007). Eine Fall-Kontoll-
Studie hingegen, die ausschlieBlich Patienten mit septischem Schock untersuchte,
kam sogar zu dem Ergebnis, dass der TT-Genotyp mit einer erhohten Mortalitat
einhergeht (Gibot et al. 2002). Eine im Jahr 2013 veroffentliche Meta-Analyse
beschiftigte sich aufgrund der sich teilweise widersprechenden Ergebnisse daher
nochmals ausfiihrlich mit der Frage, ob der SNP rs2569190 mit einer erhohten
Morbiditit fiir eine Sepsis einhergeht oder aber eventuell mit einer erhohten
Mortalitat nach der Diagnosestellung einer Sepsis assoziiert ist. Insgesamt wurden
16 Studien zum Thema SNP rs2569190 und Morbiditat und vier Studien zum
Thema SNP rs2569190 und Mortalitat ausgewertet. Als Ergebnis dieser Meta-
Analyse fand man heraus, dass bisher insgesamt kein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus und der Morbiditdt oder
Mortalitat einer Sepsis festgestellt werden konnte. Allerdings konnten leichte
Assoziationen bei asiatischen Probanden und bei Patienten mit septischem Schock

nachgewiesen werden. Da die Ergebnisse der Meta-Analyse sich allerdings in
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vielen Bereichen im Grenzbereich zur Signifikanz bewegten, kam man zu der
Schlussfolgerung, dass weitere Studien mit einer groBeren Zahl von untersuchten
Patienten mit einem einheitlicheren Patientenkollektiv notwendig sind, um
bessere Aussagen beziiglich des Zusammenhangs zwischen dem Polymorphismus
und der Morbiditat und Mortalitat der Sepsis treffen zu konnen (Zhang et al.
2013). Eine mogliche Erklarung fiir den Widerspruch der Ergebnisse konnte die
Tatsache sein, dass die meisten anderen durchgefiihrten Studien ein
Patientenkollektiv untersuchten, das zur Feststellung eines signifikanten
Einflusses des TT-Genotyps auf die Mortalitat von an Sepsis erkrankten Patienten
eine zu kleine Anzahl an untersuchten Patienten aufwies.

Die Tatsache, dass bei unseren Untersuchungen zwar eine Assoziation zwischen
dem CD14 rs2569190 TT-Genotypen und der Mortalitdt 30 Tage nach Beginn der
Sepsis nachgewiesen werden konnte, allerdings 90 Tage nach Beginn der Sepsis
keine Signifikanz mehr nachzuweisen war, konnte bedeuten, dass der TT-Genotyp
nur mit der Kurzzeitmortalitiat assoziiert ist, aber in keinen oder aber nur in einen
geringen Zusammenhang mit der Langzeitmortalitit zu bringen ist. Hingegen
konnte aber eine andere Untersuchung, welche den SNP rs11568821 des
programmed cell death 1 (PD1)-Gens bei Probanden, die dem Patientenkollektiv
dieser Dissertationsarbeit entstammen, analysierte, einen signifikanten
Zusammenhang zwischen dem PD1 SNP rs11568821 GG-Genotyp und der
Mortalitdt 9o Tage nach Beginn der Sepsis nachweisen (Mansur et al. 2014). Es
konnte bereits zuvor gezeigt werden, dass dieser PD1 SNP die transkriptionelle
Aktivitat beeinflusst und eine wichtige Rolle bei der Immunsuppression bei an
einer Sepsis erkrankten Patienten spielt (Kristjansdottir et al. 2010; Prokunina et
al. 2002). Dies soll verdeutlichen, dass natiirlich nicht ein SNP allein die
Mortalitit bei Sepsis-Patienten beeinflussen kann, sondern dass die Gesamtheit
der individuellen genetischen Voraussetzungen des Patienten den
Krankheitsverlauf variiert.

Auch sollte im Rahmen dieser Arbeit die Frage naher erortert werden, ob der SNP
rs2569190 in Zusammenhang mit der Schwere einer Sepsis gebracht werden kann.
Bei der Beurteilung des Gesundheitszustandes der Patienten fiel zunachst auf, dass
bei der Erhebung der Vorerkrankungen das Risiko der homozygoten TT-Trager um
7 % erhoht war, an einer COPD zu leiden (p=0,1324) und um 5 % erhoht war, in
der Vorgeschichte bereits einen Herzinfarkt erlitten zu haben (p=0,1987). Zwar

erreichten diese Unterschiede keine Signifikanz, aber dennoch lasst sich
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insbesondere die hohere Wahrscheinlichkeit fiir Herzinfarkte mit den Ergebnissen
anderer Studien vereinbaren, die zeigen konnten, dass der Anteil des T-Allels
unter Patienten, die einen Herzinfarkt erlitten hatten, signifikant erhoht war
(Hubacek et al. 1999). Allerdings ist auch hier zu erwiahnen, dass die
Studienergebnisse nicht immer eindeutig sind. So konnte namlich eine andere
Studie keinen Zusammenhang zwischen dem Auftreten eines Herzinfarktes oder
einer KHK und dem SNP rs2569190 nachweisen (Haberbosch et al. 2009). Das
von uns festgestellte haufigere Auftreten der COPD bei T-Allel Tragern kann auch
in Zusammenhang mit den Ergebnissen von anderen Untersuchungen gebracht
werden. Zwar wurde bisher kein direkter Zusammenhang zwischen COPD und
dem SNP rs2569190 nachgewiesen, aber das haufigere Auftreten anderer
Lungenerkrankungen. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass auch bei
Patienten, die an atopischem Asthma leiden, der Anteil der T-Allel Trager erhoht
ist (Zhang et al. 2015). Als mogliche Erklarung fiir das haufigere Auftreten dieser
Erkrankungen konnte die bei T-Allel Tragern verstarkte Immun- und damit auch
Entzlindungsrektion dienen. Durch diese Entziindungen konnte es namlich
einerseits zum erhohten Auftreten von Arteriosklerose und andererseits zum
Umbau des Lungengewebes kommen (Pu et al. 2013). Auch bei der Verteilung der
Krankheitserreger konnten wir keinen signifikanten Unterschied feststellen.
Dennoch passen auch hier unsere Ergebnisse zu den Erkenntnissen einer anderen
Arbeit, die zeigen konnte, dass der Anteil des CT-Genotyps unter Patienten, die an
einer grampositiven Sepsis litten, erhoht war (Surbatovic et al. 2010). Dies
bedeutet, dass ein CT-heterozygoter Polymorphismus mit einer erhohten
Wabhrscheinlichkeit fiir eine grampositive Sepsis vergesellschaftet ist. Allerdings
konnten wir lediglich einen Unterschied von 5 % feststellen, was eventuell dadurch
zu erklaren ist, dass wir die CC-Genotypen und die CT-Genotypen in einer Gruppe
zusammengefasst haben. Interessanterweise war bei unseren Probanden auch die
Wabhrscheinlichkeit fiir Trager des C-Allels im Vergleich zu TT-Homozygoten, an
einer gramnegativen Sepsis zu erkranken, um 9 % erhoht (p=0,1393).

Betrachtet man die Unterformen der Sepsis als eine Art Schweregradeinteilung,
bei der der septische Schock die schwerste Form der Sepsis darstellt, so muss man
sagen, dass wir hier keinen signifikanten Unterschied der Schwere der Sepsis
feststellen konnten. Die Verteilung der Genotypen des SNP rs2569190 zeigte
keinen Anhalt fiir eine signifikante Differenz. Zu diesem Schluss kam auch eine

Studie, die die Verteilung der Genotypen auf die Unterformen der Sepsis als MaB
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fiir die Schwere der Erkrankung beobachtete (Jessen et al. 2007). Hierzu passt,
dass auch die Schwere der Sepsis bei Aufnahme auf die Intensivstation keinen
Unterschied zeigte, wenn man die initiale Hohe des APACHE II und SOFA Scores
als Referenz betrachtet. Sieht man die prozentuale Verteilung der bei Aufnahme
auf die Intensivstation notwendigen Organunterstiitzungen (Beatmung, Einsatz
von Vasopressoren oder Nierenersatzverfahren), die Zahl der Tage ohne
Organunterstiitzung, die Hohe des Laktats und die Liegedauer auf der
Intensivstation ebenfalls als ein Ma8 fiir die Schwere der Sepsis an, so lieBen sich
auch hier keine signifikanten Zusammenhinge bei der Verteilung auf die
Genotypen des SNP rs2569190 zeigen. Dies passt daher ebenfalls zu der zuvor
beschriebenen These, dass die Schwere der Sepsis nicht mit dem SNP rs2569190
assoziiert ist.

Eine weitere Frage dieser Arbeit war es herauszufinden, ob es auf den
SNP rs2569190 zuriickzufiihrende Unterschiede im Hinblick auf die
Organfunktion wahrend einer Sepsis gibt. Um dies herauszufinden, wurden neben
dem Gesamt-SOFA Score auch die organspezifischen Subscores gebildet. Wahrend
fiir die Organsysteme Lunge, Herz-/Kreislaufsystem, Niere, Blutsystem und Leber
keine relevanten Unterschiede beziiglich des SNP rs2569190 festgestellt werden
konnten, konnte fiir das ZNS ein signifikanter Punkteunterschied von +0,3
Punkten fiir C-Allel-Trager errechnet werden. Dies deutet auf eine erhohte
Beeintrachtigung der Neurologie oder aber des Bewusstseins bei diesen Patienten
hin. Eine mogliche Erklarung dafiir konnte darin begriindet sein, dass C-Allel-
Trager weniger sCD14 produzieren. Wiahrend fritherer Untersuchungen zum
SNP rs2569190 hatte man namlich bereits zeigen konnen, dass der TT-Genotyp
mit einer erhohten Serumkonzentration von sCD14 und einer erniedrigten
Konzentration von IgE einhergeht (Baldini et al. 1999). Hierdurch haben Trager
des C-Allels im Vergleich zu TT-homozygoten eine niedrigere LPS-Neutralisierung.
Dieser erhohte LPS-Spiegel wiederum konnte fiir die erhohte Wahrscheinlichkeit
neurologischer Probleme verantwortlich sein. So deuten namlich die Ergebnisse
von Studien an Tiermodellen, die zeigen konnten, dass die periphere Injektion von
LPS Veranderungen der neuropsychologischen Leistung und kognitive
Fehlfunktion zur Folge haben, auf einen Einfluss des LPS auf das ZNS hin (Fan et
al. 2005; Hsieh et al. 2002). Andererseits untersuchte eine Metaanalyse den
Einfluss proinflammatorischer Genvarianten auf die Wahrscheinlichkeit der

Entwicklung eines ischdamischen Schlaganfalles. Insgesamt wurden 99 Studien in
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die Untersuchung aufgenommen. Bei der Auswertung der Ergebnisse kam man zu
der Schlussfolgerung, dass ein signifikanter Zusammenhang zwischen der
Wahrscheinlichkeit der Entwicklung eines ischamischen Schlaganfalles und den
unterschiedlichen Genotypen an der Stelle des SNP rs2569190 bisher nicht
eindeutig hergestellt werden konnte (Misra et al. 2016). Unseren Ergebnissen
beziiglich der Assoziation des SNP rs2569190 mit dem Punktewert des SOFA-ZNS
Scores sollte aber nicht zu viel Bedeutung beigemessen werden, denn der SOFA-
ZNS Score kann beispielsweise auch durch die Gabe von sedativ wirkendenden
Medikamenten beeinflusst werden. Genau diese sedativ wirkenden Medikamente
kommen namlich regelmiaBig bei Sepsis-Patienten als Therapie zum Einsatz und
konnten daher einen potentiellen Storfaktor fiir die Hohe des SOFA-ZNS Scores
darstellen.

Eine mogliche Schwiche unserer Untersuchung konnte auch darin begriindet sein,
dass wir ausschlieBlich den Kklinischen Einfluss des CDi14 SNP rs2569190
beobachtet haben. Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass andere
bedeutende SNPs, die in der Niahe des CD14 SNP rs2569190 lokalisiert sind und
bedingt durch das Kopplungsungleichgewicht ebenfalls vererbt werden, fiir die
festgestellte Assoziation der Genotypen mit der 30-Tage-Mortalitat verantwortlich
sind. Eine weitere Fehlerquelle konnte das elektronische Patientendaten-
aufzeichnungssystem darstellen. Dieses System zeichnet nadmlich verschiedene
klinische Parameter, wie z.B. Blutdruck, Herzfrequenz oder Atemfrequenz
automatisch auf. Zwar wurden die Daten vor ihrer Erfassung immer auf
Plausibilitat tiberpriift, aber dennoch konnen an dieser Stelle Messfehler nicht mit
absoluter Sicherheit ausgeschlossen werden.

Der Vollstandigkeit halber sei an dieser Stelle erwahnt, dass neben den
Forschungen auf dem Gebiet der Sepsis natiirlich auch noch andere sehr relevante
Ergebnisse in Zusammenhang mit dem SNP rs2569190 gebracht werden konnen.
So wird fiir T-Allel-Trager ein erhohtes Risiko, an Tuberkulose und Sarkoidose zu
erkranken, vermutet (Areeshi et al. 2013; Fridlender et al. 2010). In einer anderen
Studie war der Anteil der TT-homozygoten Trager unter den Probanden mit
allergischer Rhinitis signifikant haufiger nachzuweisen (Han et al. 2010). Eine
weitere Studie, die sich mit dem Thema nach der Haufigkeit des Auftretens von
allergischer Sensibilisierung, gemessen anhand der IgE-Konzentration im Serum,
der Haufigkeit von Hautausschlag und von Husten bei Kindern beschaftigte,

beriicksichtigte neben dem Genotyp an Stelle des SNP rs2569190 auch die
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Endotoxinkonzentration, der die Kinder ausgesetzt waren. Man kam zu dem
Ergebnis, dass Kinder mit dem CC-Genotyp, die einer erhohten
Endotoxinkonzentration ausgesetzt waren, ein geringeres Risiko fiir eine
allergische Sensibilisierung oder fiir Hautausschlag hatten. Allerdings bestand bei
genau diesen Kindern dafiir eine erhohtes Risiko, einen nicht atopischen Husten
zu entwickeln (Simpson et al. 2006). Der TT-Genotyp scheint auch mit einem
erhohten Risiko fiir Reisediarrhoe einherzugehen. So konnte in einer Studie
gezeigt werden, dass US-amerikanische und kanadische Menschen haufiger an
einer Reisediarrhoe erkranken, wenn sie den TT-Genotyp besitzen (Mohamed et
al. 2011). In einer spanischen Studie sollte kontrolliert werden, ob es eventuell
einen Zusammenhang zwischen verschiedenen proinflammatorischen Gen-
polymorphismen u.a. auch SNP rs2569190 und dem Auftreten von kolorektalen
Karzinomen gibt. In einer Fall-Kontroll-Studie wurde eine groBe Zahl von
Probanden aus Barcelona auf diesen Zusammenhang hin untersucht. Es konnte
jedoch kein signifikanter Einfluss zwischen den Genpolymorphismen und der
Morbiditat fiir ein kolorektales Karzinom festgestellt werden (Landi et al. 2006).
Gleiches gilt fiir das Auftreten von Magenkarzinomen. Auch hier konnte kein
signifikanter Unterschied beziiglich der verschiedenen Genotypen an Stelle des
SNP rs2569190 und der Haufigkeit des Auftretens von Magenkarzinom festgestellt
werden (Hold et al. 2009). Bei einer weiteren Studie des SNP rs2569190 konnte
bei einer groBen Gruppe chinesischer Kinder herausgefunden werden, dass wenn
diese an juveniler idiopathischer Arthritis leiden, der Anteil der T-Allel-Frequenz
signifikant erhoht ist (Zeng et al. 2009). Aber auch bei Patienten mit Leberzirrhose
konnte eine Assoziation mit dem SNP rs2569190 gefunden werden. So trat der
Genotyp TT bei Probanden mit nicht-alkoholischer Steatohepatitis (NASH)
signifikant haufiger als bei Probanden ohne NASH auf (Brun et al. 2006). Eine
andere Studie wiederum untersuchte, ob es bei Patienten im Zustand nach einer
Nierentransplantation und dem Auftreten einer akuten AbstoBungsreaktion unter
anderem ein Unterschied des Genotyps bedingt durch den SNP rs2569190 gibt.
Hierbei konnte jedoch fiir den SNP rs2569190 kein signifikanter Unterschied
gefunden werden (Hwang et al. 2009). Genauso konnte kein Zusammenhang
zwischen den verschiedenen Genotypen des SNP rs2569190 und dem Auftreten
von thromboembolischen Ereignissen festgestellt werden (Zee et al. 2009).

Als Schlussfolgerung der Ergebnisse unserer Studie kann daher festgehalten

werden, dass durch diese Untersuchungen, soweit uns bekannt ist, zum ersten Mal
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nachgewiesen werden konnte, dass der TT-Genotyp des SNP rs2569190 mit einem
positiven Einfluss auf das Kurzzeitiiberleben von Sepsis-Patienten kaukasischer
Herkunft vergesellschaftet ist. Ein Einfluss des SNP rs2569190 auf die Schwere der
Sepsis konnte nicht nachgewiesen werden. Bei der Beurteilung der verschiedenen
Organsysteme mit Hilfe des SOFA Scores konnte hingegen ein signifikant erhohter
SOFA-ZNS Score gefunden werden, der bei groBziigiger Verwendung von
sedierenden Medikamenten allerdings kritisch zu bewerten ist. Daher sollten
zukiinftige Studien, die das Kurzzeitiiberleben von Sepsis-Patienten untersuchen,
auch den Einfluss des CD14 SNP rs2569190 beriicksichtigen. Eine Untersuchung
des CD14 SNP rs2569190 an einem Patientenkollektiv, das aus einer anderen

ethnischen Gruppe besteht, erscheint uns ebenfalls sinnvoll.
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5 Zusammenfassung

Der Rezeptor CDi4 spielt bei der Erkennung pathogener Keime durch das
angeborene Immunsystem eine Schliisselrolle. Er aktiviert nach der
Identifizierung von infektiosen Erregern eine Reaktions-Kaskade, die in der
Ausschiittung von proinflammatorischen Zytokinen miindet. Deshalb erschien uns
die Untersuchung dieses Rezeptors auf mogliche genetische Polymorphismen, die
Einfluss auf die Immunantwort nehmen, als sinnvoll. Durch die Ergebnisse
anderer Studien gab es eine starke Evidenz dafiir, dass der CD14 SNPrs2569190
die Funktion des angeborenen Immunsystems beeinflussen konnte. Wahrend das
C-Allel anscheinend das Risiko, an einer Infektion zu erkranken, erhoht, wird das
T-Allel immer wieder in Zusammenhang mit einer erhéhten Uberlebens-
wahrscheinlichkeit schwer erkrankter Patienten auf Intensivstationen gebracht. Da
vorausgegangene Untersuchungen auf einen Einfluss des SNP rs2569190 auf das
klinische Bild der Sepsis hindeuteten und die Sepsis eine schwere Komplikation
einer Infektion darstellt, wurde der CDi4 SNPrs2569190 an einem
Patientenkollektiv untersucht, das ausschlieBlich aus Patienten bestand, die an
einer Sepsis erkrankt waren.

Das Ziel dieser Studie war es herauszufinden, ob der CD14 SNPrs2569190 mit dem
Mortalitatsrisiko, der Schwere einer Sepsis oder einer Verdnderung der
Organfunktion an einer Sepsis erkrankter Patienten assoziiert sein konnte. Hierfiir
wurden im Zeitraum von April 2012 bis Juni 2014 insgesamt 417 Patienten
untersucht, die auf einer von insgesamt drei Intensivstationen der UMG stationar
aufgenommen worden waren, die ACCP/SCCM-Konsensus-Konferenz-Kriterien
zur Diagnose einer Sepsis erfiillten und bereit waren, an unserer Studie
teilzunehmen. Neben der tiglichen Erfassung klinischer Parameter iiber einen
Zeitraum von insgesamt 30 Tagen wurde jedem Patienten Blut zur DNA-
Extraktion und Genotypisierung entnommen.

Die Genotypverteilung unseres Patientenkollektivs entsprach dem erwarteten
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht mit einer MAF von 0,45. Wir konnten dabei
herausfinden, dass ein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen
Genotypen beziiglich des Mortalitatsrisikos besteht. Wahrend homozygote TT-
Genotypen nach 30 Tagen ein Mortalitatsrisiko von 13 % zeigten, betrug der Anteil
der Verstorbenen unter den Tragern des C-Allels 23 % (p=0,0490). Auch eine

multivariate Cox-Regression lieferte eine HR von 2,11 beziiglich des Einflusses des
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CD14 SNPrs2569190 auf das Kurzzeitiiberleben der Patienten (p=0,0282). Dieser
signifikante Unterschied war allerdings 90 Tage nach Beginn der Sepsis nicht
mehr festzustellen. Dies konnte bedeuten, dass der CD14 SNPrs2569190 zwar mit
dem  Kurzzeitiiberleben  assoziiert ist, aber fiir die langfristige
Uberlebenswahrscheinlichkeit einer Sepsis nicht relevant ist. Eine mogliche
Erklarung hierfiir konnte die bei T-Allel-Triagern erhohte Ausschiittung von
proinflammatorischen Zytokinen sein, welche eine stirkere Immunantwort
hervorrufen, die vor allem in der ersten Phase der Sepsis von groBer Bedeutung ist.
AuBerdem konnte gezeigt werden, dass der CD14 SNPrs2569190 in dieser Studie
keinen Einfluss auf die Schwere der Sepsis hat, da sich die Verteilung der
Genotypen auf die Unterformen Sepsis, schwere Sepsis und septischer Schock
nicht signifikant unterschied. Auch konnte kein signifikanter Zusammenhang
zwischen den initial ermittelten Punktewerten des APACHE II und des
SOFA Scores, der Hohe der Entziindungswerte, der Liegedauer auf der
Intensivstation oder der Anzahl von Tagen, an denen keine Organunterstiitzung
notwendig war, festgestellt werden. Weiterhin konnte bei der Untersuchung der
Organfunktionen im Verlauf anhand der SOFA Subscores gezeigt werden, dass es
einen signifikanten Unterschied bei der Funktion des ZNS, bedingt durch den
CD14 SNP rs2569190, gibt. Hier hatten die TT-homozygoten einen um 0,3 Punkte
niedrigeren ZNS-SOFA Score (p=0,0311), wihrend sich die Punkte der anderen
organspezifischen SOFA Scores nicht signifikant unterschieden. Als Erklarung
hierfiir konnten eine durch den SNP verursachte erniedrigte Konzentration von
sCD14 und eine damit einhergehende erhohte Konzentration von LPS dienen,
welche moglicherweise einen negativen Einfluss auf kognitive Funktionen haben
kann. Dieses Ergebnis muss allerdings mit Vorsicht betrachtet werden, da es zum
Beispiel durch die Gabe von sedierenden Medikamenten im Rahmen der Therapie
der Sepsis stark beeinflusst worden sein konnte.

So kann man zusammenfassend festhalten, dass dies die erste Untersuchung ist,
die eine positive Assoziation des TT-Genotyps des SNP rs2569190 mit dem
Kurzzeitiiberleben (30 Tage) von Patienten kaukasischer Herkunft, die an einer

Sepsis erkrankt sind, zeigen konnte.
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6 Anhang
CRF

. UNIVERSITATSMEDIZIN
Patientennummer: GOTTINGEN U M G

[ ] Datenbank
durch:

Clinical Report Form

Bedeutung genetischer
Polymorphismen der angeborenen
Immunabwehr bel Sepsis und

Organversagen

Zentrum Anéasthesiologie, Rettungs- und Intensivmedizin (ZARI)

Robert-Koch-Str. 40, 37099 Goéttingen

Projektleiter: PD Dr. med. José Hinz

Dr. med. Ashham Mansur
Tel.: +49-551-39 22995 (Sekretariat)

Studienarzte: PD Dr. med. José Hinz, Tel +49-551-39 22995,

Pieper919-4082
Dr. med. Ashham Mansur, Tel +49-551-39 22995,

Pieper919-4049
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UNIVERSITATSMEDIZIN
Patientennummer: GOTTINGEN U M G

Richtlinien

Einschlusskriterien

|. Nachweis der Infektion
[1 Mikrobiologischer Nachweis oder klinische Kriterien
ll. Systemisches inflammatorisches Response-Syndrom (mind. 2 Kriterien)
[] Fieber (> 38 °C) oder Hypothermie (< 36 °C)
[] Tachykardie (Herzfrequenz > 90 /min)
] Tachypnoe (Atemfrequenz > 20 /min)
oder Hyperventilation (PaCO2 < 33 mmHgQ)
Leukozytose (> 12000 / mm?)
[] oder Leukopenie (< 4000 / mm3)
oder > 10% unreife Neutrophile im Differentialblutbild

Auschlusskriterien

Alter unter 18 Jahre [] Nein
Bekannte Schwangerschatft [] Nein
Behandlung mit Immunsuppressiva bzw. Chemotherapie [] Nein
Bekannter Myokardinfarkt [] Nein
oder Verdacht auf Myokardinfarkt innerhalb der letzten 6 Wochen

Herzinsuffizienz mit NYHA-Klassifikation 1V [ ] Nein
HIV-Infektion [ ] Nein
Bei nichterwartetem Uberleben der nachsten 28 Tage [ ] Nein

aufgrund einer vorbestehenden unheilbaren Erkrankung inklusive:

Unheilbarem Krebs
Lungenerkrankung im Endstadium
Sauerstoffbedarf in der Hauslichkeit
Nierenerkrankung im Endstadium

Qo oW

Eine fehlende Bereitschaft des Patienten [ ] Nein

oder des gesetzlichen Vertreters zur Teilnahme an der Studie
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UNIVERSITATSMEDIZIN
Patientennummer: GOTTINGEN U M G

Einwilligungserklarung

Einwilligung durch [ ] Patient
[ ] Gesetzlichen Betreuer

[] Wiedereinwilligungsfahigen Patienten

Einwilligung erfolgte am

Blutentnahme

30 ml Patientenblut Abnahmeort: [ ] Arterie [ ] Vene

Tag der Blutenthahme

Genetische Abstammung

[ ] WeiR/Kaukasisch [ ] Andere

Krankenhausaufnahme

Datum der Krankenhausaufnahme: : Uhr

[ ] intern [ ]extern

Grund der Krankenhausaufnahme:

Datum der Aufnahme auf ICU: : Uhr

Datum Beginn Sepsis:

Alter des Patienten in Jahren:

Korpergewicht (kg)

KorpergrolRe (cm)

Operativer Status
Postoperativ nach Notfall-OP Ja [] Nein []

Postoperativ nach elektiver OP Ja [] Nein [_]
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UNIVERSITATSMEDIZIN U M G
GOTTINGEN

Patientennummer:
Vorerkrankungen
Kardiovaskular Niere
Angina Pectoris []  Chronisches Nierenversagen []
Arrhythmie (] Andere (i..oeeveeeeiiieeeeiieinan. )y O
Vitium []
Myokardinfarkt [ 1 Diabetes mellitus
Angeborener Herzfehler [ Diabetes (insulinabhangig) L]
PAVK []  Diabetes (nicht insulinabhangig) []
Arterielle Hypertonie []  Diabetes mit Organschaden []
ANdere (c..ooooveiieeiiieeae )y L
Immunsystem
Atmung Tumor []
COPD []  Lymphom ]
Asthma Bronchiale [1 Leukamie []
Cystische Fibrose [1 Metastasen []
Heimbeatmung []  Rheumatoide Arthritis ]
Andere (.........ccceeeeeeennn.... ) 0  SLE ]
Andere (........ccooeveeeeeieaennn... )y O
Neurologie
Apoplex [ ] Andere
Demenz [1 Andere (...coooevvvveviiiieaennnn, ) O
Andere (.........cooeeeueeennnnn... )1 Andere (i..cocoooeeveeeiiinienann... )y U
Andere (......cocoevviiniiniiniin, ) L
Gastrointestinal Andere (c...ooooviiiiiiiii, ) O
Lebererkrankung ]
Gastrointestinale Blutung ]
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UNIVERSITATSMEDIZIN
Patientennummer: GOTTINGEN U M G

Vormedikation

Lipidsenker Tagesdosis: mg

[ ] Atorvastatin (Sortis)
[ ] Simvastatin (Gerosim; Zocor)
[ ] Pravastatin (Mevalotin; Pravasin)
[ ] Fluvastatin (Cranoc; Lescol; Locol)
[ ] Lovastatin (Mevinacor)
[ ] Rosuvastatin (Crestor)
Weitere:
[ 1 Beta-Blocker (-ol)
[] ACE Hemmer (-pril)
[] Coronartherapeutika (Molsidomin; Nitrate)
[ ] Antidiabetika (Metformin; Glibenclamid; Glimepirid; ...)
[ ] Diruetika (Furosemid; Spironolacton; HCT; ...)
[ ] Bronchodilatatoren (Salbutamol; Ipratropiumbromid; Theophyllin; ...)
[] Antihypertensiva andere
[] Antiarrhythmika (Na-Kanal-, K-Kanal- oder Ca-Kanal-Blocker)

[] Antikoagulantien (Cumarine, Heparin, ...)

Hausarzt

Name: Vorname:

Geschlecht: [ ] weiblich [ ] mannlich

StralRe: Hausnummer:
PLZ: Ort:

Telefonnummer: -
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UNIVERSITATSMEDIZIN
Patientennummer: GOTTINGEN UMG
Tag 1 ICU - Beginn Sepsis durch:
Datum:| | | = Beginn Sepsis ~ SOFA
Von Uhr bis 23:59 Uhr APACHE I
Temperatur (°C) Hochste .: Niedrigste .D
Leukozytenzahl (103/mm3) .:
Hamatokrit (%) .:
Thrombozytenzahl (103/mm3)

Herz-Kreislaufsystem

Herzfrequenz (min™) Hochste Niedrigste
Mittlerer Blutdruck (mmHg)  Ho6chster ] Niedrigster
Systolischer Blutdruck (mmHg)HOchster Niedrigster
Dobutamin (ug/kg/min) Hochste Dosis .:

Adrenalin (ug/min) Hdchste Dosis .:

Noradrenalin (ug/min)  Hochste Dosis .:

Atmung / Saure-Basen Haushalt

Atemfrequenz (min™) Hochste Niedrigste
PaO2 (mMmHG) Niedrigste
Entsprechender PaCO2 (mmHg)

Entsprechende FiO2 D.
Beatmung* Ja [ Nein [
Arterieller pH Hochster :. Niedrigster :.
Base Excess Hochster .: Niedrigster .:
Laktat (mmol/l) Hochster o |

* Beatmung beinhaltet auch alle unterstiitzenden Beatmungsvarianten, wie CPAP, NAVA, etc.
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UNIVERSITATSMEDIZIN
Patientennummer: GOTTINGEN U M G

Tag 1 ICU - Beginn Sepsis
Leber

Bilirubin (mg/dl) Q|:|
AST / ALT (1U/1) AST ALT

Quick (%) / aPTT (sec) Quick aPTT

Systemische Antikoagulation Ja [ ] Nein []

Niere

Kreatinin (mg/dl) °

Urinausscheidung (ml) in h

Dialyse* Ja [] Nein []
*CVVHF, Hamodialyse, Peritonealdialyse

Elektrolyte

Natrium (mmol/l) Hochster Niedrigster

Kalium (mmol/l) Hochster _.D Niedrigster _.D

ZNS Glasgow Coma Scale (hdchster)

Entzindungswerte
CRP (mg/l) OD

Procalcitonin (ug/l) .D
Rdéntgen Thorax Datum: (Tag 1)

Lungeninfiltrate  Ja [] Nein []
- Lobar []
- Lokal []
- Diffus bilateral []

Lungenddem Ja [] Nein []
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UNIVERSITATSMEDIZIN
Patientennummer: GOTTINGEN U M G

Tag ICU ab Beginn Sepsis durch:

Datum: [D

Von 00:00 Uhr bis 23:59 Uhr

Temperatur (°C) Hochste o | Niedrigste ‘D
Leukozytenzahl (103/mm3) .:

Hamatokrit (%) .:

Thrombozytenzahl (103/mm3)

Herz-Kreislaufsystem

Herzfrequenz (min™) Hochste Niedrigste
Mittlerer Blutdruck (mmHg)  Ho6chster Niedrigster
Systolischer Blutdruck (mmHg)HOchster Niedrigster
Dobutamin (ug/kg/min) Hochste Dosis .:

Adrenalin (ug/min) Hdchste Dosis .:

Noradrenalin (ug/min)  Hochste Dosis .:

Atmung / Saure-Basen Haushalt

Atemfrequenz (min™) Hochste Niedrigste
PaO2 (mMmHG) Niedrigste
Entsprechender PaCO2 (mmHg)

Entsprechende FiO2 D.
Beatmung* Ja [ Nein [
Arterieller pH Hochster :. Niedrigster :.
Base Excess Hochster .: Niedrigster .:
Laktat (mmol/l) Hochster o |

* Beatmung beinhaltet auch alle unterstiitzenden Beatmungsvarianten, wie CPAP, NAVA, etc.
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UNIVERSITATSMEDIZIN
Patientennummer: GOTTINGEN U M G

Tag ICU ab Beginn Sepsis

Leber

Bilirubin (mg/dl) Q|:|
AST / ALT (IU/]) | AST ALT

Quick (%) / aPTT (sec) | Quick aPTT

Systemische Antikoagulation Ja [ ] Nein []

Niere

Kreatinin (mg/dl) °

Urinausscheidung (ml) in h

Dialyse* Ja [] Nein []
*CVVHF, Hamodialyse, Peritonealdialyse

Elektrolyte

Natrium (mmol/l) Hochster Niedrigster

Kalium (mmol/l) Hochster _.D Niedrigster _.D

ZNS Glasgow Coma Scale (hdchster)

Entzindungswerte

CRP (mg/l) OD
Procalcitonin (ug/l) .D
Rdéntgen Thorax Datum: (Tag 2)

Lungeninfiltrate  Ja [] Nein []
- Lobar []
- Lokal []
- Diffus bilateral []

Lungenddem Ja [] Nein []
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UNIVERSITATSMEDIZIN
Patientennummer: GOTTINGEN UMG
Mikrobiologie
Erreger Nachweis Uber

Bronchialsekret Blutkultur Serologie
Andere

Streptococcus pneumoniae
Haemophilus influenzae
Mycoplasma pneumoniae
Legionella spp.

Chlamydia pneumoniae
Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa

Candida

Staphylococcus epidermidis

Escherichia coli

D dddogdgood o od o o oo o o d o
D dddogdgood o od o o oo o o d o
D dddogdgood o od o o oo o o d o
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UNIVERSITATSMEDIZIN
Patientennummer: GOTTINGEN UMG

Antibiotikatherapie

Datum Start Datum Ende

Amoxicillin

Ampicillin

Amphotericin

Penicillin

Cefotaxim

Ceftazidim

Cefuroxim

Ciprofloxacin

Clarithromycin

Flucloxacillin

Fluconazol

Gentamicin

Imipenem

Linezolid

Meropenem

Metronidazol

Netilmicin

Piperacillin

Piperacillin
/Tacobactam

Teicoplanin

Vancomycin




. UNIVERSITATSMEDIZIN
Patientennummer: GOTTINGEN

Weitere Antibiotikatherapie
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UMG

ICU Entlassung
ICU Entlassung [] lebend

[] verstorben

Datum der ICU Entlassung:

Uhr

Falls lebend, Entlassung nach:
[] intern [] extern

[] Icu [] IMC [ ] Normalstation [ ] Pflege/Reha

Datum der KH Entlassung:

Uhr

30-Tage-Uberleben [] kontrolliert
Falls verstorben, Todesursache:

[ 1 Herzkreislaufversagen durch Sepsis bedingt
Herzkreislaufversagen anderer Ursache
Multiorganversagen durch Sepsis bedingt
Persistierende oder rezidivierende Sepsis

Therapieversagen

I I R N O O B

andere Ursache:
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