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1 Einleitung

1.1  Sepsis

1.1.1 Allgemeine Einleitung
Die Sepsis ist ein lebendsbedrohliches Krankheitsbild, das mit einer dysregulierten

Immunantwort eines Wirts auf eine systemische Infektion assoziiert ist (Singer et al. 2010).
Aktuell ist die Sepsis eine der fithrenden Todesursachen weltweit (Angus und Van der Poll
2013; Vincent et al. 2014; Kempker und Martin 2020) und eine Haupttodesursache auf
Intensivstationen (Mayr et al. 2014). Dennoch handelt sich bei diesem Krankheitsbild um
eine kaum beachtete Herausforderung fiir die Volksgesundheit (Angus 2010). Durch die
Corona-Pandemie riickt die Sepsis verstirkt in den Fokus. Das Severe acute respiratory syndrome
coronavirus type 2 (SARS-CoV-2) wurde als Ausloser einer viralen Sepsis identifiziert (Chen et
al. 2020; Liu et al. 2020). Bei der Corona Virus Disease 2019 (COVID-19) treten neben
asymptomatischen auch fulminante Verldufe mit Organversagen im Sinne einer Sepsis auf
(Wiersinga et al. 2020). Hinweise deuten an, dass die Pathophysiologie von COVID-19 der
einer Sepsis dhnelt (Arunachalam et al. 2020; Brissow 2020). Danach kommt es auch bei
COVID-19 zu einer Uberaktivierung der Immunantwort mit einer vermehrten Ausschiittung
pro-inflammatorischer Zytokine, wie Interleukin-(IL)-6 und Tumornekrosefaktor alpha
(TNFo) (Hirano und Murakami 2020). Da es auch bei einer Sepsis zu dieser
Signaltransduktion kommt (Hotchkiss und Karl 2003; Arcaroli et al. 2005), kénnen
Kenntnisse zum Krankheitsbild der Sepsis dazu beitragen, COVID-19 besser zu verstehen

und Therapiekonzepte zu entwickeln (Alhazzani et al. 2020).

1992 definierte ein Expertengremium bei einer Konsensuskonferenz des Awmerican College of
Chest  Physicians und der Society of Critical Care Medicine Sepsis als eine systemische
inflammatorische Reaktion auf eine Infektion. Beim Auftreten einer Organdysfunktion
wurde das Syndrom als ,,schwere Sepsis‘ klassifiziert und beim Auftreten einer Hypotension,
die sich nicht durch eine adiquate Flissigkeitsgabe beenden lisst, als ,,septischer Schock®
(Bone et al. 1992). 2001 tbernahm ein Expertengremium verschiedener amerikanischer und
europiischer Gesellschaften fir Intensivmedizin die alte Definition der systemischen
Reaktion des Wirts auf die Inflammation weitgehend, wobei die Diagnosekriterien um
weitere mogliche Symptome und Laborparameter erweitert wurden (Levy et al. 2003). Zur
Diagnose einer Sepsis wurden 1992 bei nachgewiesener Infektion oder bei klinischem

Infektionsverdacht die Kriterien fiir das systemische inflammatorische Response-Syndrom



Einleitung 8

(SIRS) herangezogen. Zur Diagnose einer Sepsis mussten mindestens zwei der vier
moglichen  SIRS-Kriterien erfillt sein. Die SIRS-Krieterien umfassten neben
Vitalparametern, wie Korpertemperatur, Herz- oder Atemfrequenz auch Verinderungen im
Blutbild (Bone et al. 1992). Die Diagnose anhand der SIRS-Kriterien zeigte jedoch bei hoher

Sensitivitit eine unzureichende Spezifitit (Vincent et al. 2013).

Seit 2016 wird daher die Definition von Singer et al., die sogenannte Sepsis-3-Definition,
verwendet (s. 0.). Die Unterscheidung zwischen Sepsis und schwerer Sepsis wurde obsolet.
Bei der Neudefinition wurde auch der Terminus septischer Schock neu definiert. Ein
septischer Schock liegt vor, wenn zur Aufrechterhaltung eines mittleren arteriellen Drucks >
65 mmHg trotz adidquater Volumentherapie der Einsatz von Vasopressoren erforderlich ist

und wenn gleichzeitig ein Laktat-Wert im Serum > 2 mmol/l votliegt.

Aktuell fehlen sowohl standardisierte Tests zur Diagnose einer Sepsis als auch spezielle
Laborwerte oder Biomarker. Dies erschwert die Diagnose, insbesondere wenn kein
serologischer oder kultureller Erregernachweis gelingt, beispielsweise bei antibiotisch
therapierten Patienten. Hinzu kommt, dass die Vermehrung eines Erregers in Kultur eine
gewisse Zeit in Anspruch nimmt (Cohen et al. 2015; Vincent 2016), weshalb die Zeit bis zum
Erregernachweis prolongiert wird. Die Art des Materials, die initiale Keimmenge im
entnommenen Probenmaterial, die Erregerspezies und weitere Faktoren (z. B.
Transportdauer der Probe) beeinflussen die bendtigte Zeit fur einen Erregernachweis. So
kann beispielsweise eine Blutkulturendiagnostik zwischen finf und sieben Tagen in

Anspruch nehmen (Neumeister et al. 2009).

Eine Sepsis lisst sich nach der neuen Sepsis-3-Definition bei einem Infekt oder klinischen
Infektverdacht durch eine Verschlechterung des Sepsis-related Organ Failure Assessment (SOFA)
Scores um = 2 Punkte diagnostizieren. Zusitzlich zum SOFA-Score wurde der guickASOFA-
(@SOFA)-Wert zur Detektion von Risikopatienten im ambulanten oder nicht
intensivmedizinischen-stationdren Umfeld entwickelt. Der gSOFA-Wert wird anhand von
drei klinischen Merkmalen erhoben: Atemfrequenz = 22 /min, systolischer Blutdruck < 100
mmHg und Vorliegen einer Bewusstseinseintritbung (Singer et al. 2016). Der SOFA-Score
erfasst die Organdysfunktion bei intensivmedizinpflichtigen Patienten (Vincent et al. 1990).
Er kann sowohl zur Diagnose einer Sepsis als auch bei repetitiver Erhebung zur Bewertung
des Verlaufs einer Sepsis herangezogen werden (Vincent et al. 1998). Ein hoherer Punktwert
entspricht einer schlechteren Funktion eines oder mehrerer Organsysteme. Fir sechs
Organfunktionen — Atmung, Vigilanz, Herzkreislaufsystem, Gerinnung, Leberfunktion und
Nierenfunktion — werden jeweils O — 4 Punkte vergeben. Eine detaillierte Aufschliisselung

der Bewertungskriterien kann Tabelle 1 entnommen werden.
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Tabelle 1: Sepsis-related Organ Failure Assessment (SOFA) Score (modifiziert nach Vincent et al. 1996). Creative
commons license CC BY-NC.

1 Punkt 2 Punkte 3 Punkte 4 Punkte

Lunge <400 < 300 < 200 bei <100 bei
pa()z/ FiO, [mmHg] Beatmung Beatmung
Gerinnung <150 <100 <50 <20
Thrombozyten [1000/mm?]
Leber 1,2-19 2,0-59 60-119 >120
Bilirubin [mg/dl]
Hers-Kreislaufsystem MAP Dopamin < 5 Dopamin > 5 Dopamin > 15

. <70 oder Dobutamin oder (Not-) oder (Not-)
[ug/kg x min] mmHg (jede Dosis = 1 h) | Adrenalin <0,1 | Adrenalin > 0,1
Zentrales Nervensystem 13-14 10-12 6-9 <6
|Glasgow Coma Scale)
Niere 12-19 2,0-34 3,5—4,9 oder > 5,0 oder
Kreatinin [mg/dl] oder < 500 ml/Tag < 200 ml/Tag
Urinausscheidung

FiO, = inspiratorische Sauerstoff-Konzentration; MAP = mittlerer arterieller Blutdruck; paO2 = atterieller
Sauerstoff-Partialdruck

Zur Erfassung des SOFA-Scores werden das Serum-Kreatinin, die Serum-Bilirubin-
Konzentration und die Thrombozyten-Anzahl im Labor bestimmt. Der Blutdruck, der
Glasgow Coma Scale (GCS) und der Horovitz-Index werden ebenfalls erfasst. Der GCS ist ein
einfaches, drei Kategorien umfassendes Instrument zur quantitativen Erfassung von
(Teasdale 1974).  Der

(Oxygenierungsindex nach Horovitz) entspricht dem Quotienten aus dem arteriellen

Bewusstseinsstorungen und  Jennett Horovitz-Index
Sauerstoff-Partialdruck und der inspiratorischen Sauerstoff-Konzentration und erfasst die
Lungenfunktion. Maximal kénnen beim SOFA-Score 24 Punkte erreicht werden. Die
Verwendung des SOFA-Scores kann dazu beigetragen, septische Patienten frithzeitig zu
erkennen (Singer et al. 2016). Héhere SOFA-Score-Werte gehen mit einer erhohten Letalitit
einher (Vincent et al. 1998). Bereits eine milde Organdysfunktion mit einem SOFA-Score-
Anstieg von zwel Punkten erhoht das Risiko, im Krankenhaus zu versterben. Bei
hospitalisierten Patienten mit einem vermuteten Infekt steigert eine solche Zunahme das
Risiko zu versterben um 10 % (Singer et al. 2016). Bei der Uberpriifung der Eignung des
SOFA-Scores als klinisches SOFA-Score-
Verschlechterung um zwei Punkte im Vergleich zu den SIRS-Kriterien als besserer Pridiktor
fir die Krankenhaussterblichkeit (Seymour et al. 2016; Raith et al. 2017). Die seit 2016

verwendete Sepsis-Definition wurde durch die Untersuchung von Seymour an 700.000

Diagnosewerkzeug erwies sich eine

Patienten validiert (Seymour et al. 2016).

Ein weiteres klinisches Klassifikationssystem ist der Acute Physiology And Chronic Health
Evalnation (A\PACHE-II) Score. Dieser erlaubt eine Vorhersage tiber die Wahrscheinlichkeit



Einleitung 10

eines Patienten wihrend der intensivmedizinischen Behandlung zu versterben. Es werden
Punkte zwischen 0 und 71 vergeben. Erfasst werden (1) der korperliche Zustand des
Patienten anhand von Vitalparametern, Laborwerte und der GCS, (2) das Alter des Patienten
und (3) vorbestehende chronische Erkrankungen und Operationen. Fir die aktuelle
Beurteilung des Patienten wird in jeder Kategorie der schlechteste Wert der letzten 24
Stunden gewertet (Knaus et al. 1985).

1.1.2 Epidemiologische Aspekte der Sepsis

Epidemiologische Daten koénnen genutzt werden, um die Relevanz der Erkrankung
einzuorden. In Deutschland versterben 60.000 Menschen pro Jahr an einer schweren Sepsis.
Damit stellt die Sepsis nach der koronaren Herzkrankheit (KHK) und Myokardinfarkten die
dritthdufigste Todesursache dar (Moerer und Quintel 2009). Laut Schitzungen entwickeln
jahrlich 15 — 19 Millionen Menschen weltweit eine Sepsis (Adhikari et al. 2010); andere
Autoren gehen von 31,5 Millionen Sepsis-Fillen und 19,4 Millionen Fallen schwerer Sepsis
sowie von 5,3 Millionen Sepsis-bedingten Todesfillen aus (Fleischmann et al. 2015). Manner
sind haufiger betroffen (Esper et al. 20006). Detaillierte epidemiologische Daten wurden fiir
die USA und Deutschland erhoben. 1995 erkrankten in den USA mehr als 750.000 Menschen
an einer Infektion in Kombination mit einem akuten Organversagen. Die Kosten fir die
Behandlung beliefen sich pro Fall auf durchschnittlich 22.000 US-Dollar und damit jahrlich
insgesamt auf 16,7 Milliarden US-Dollar (Angus et al. 2001). 2011 lagen die Kosten bei tiber
20 Milliarden US-Dollar (Torio und Andrews 2013). Neben den Aufwendungen fir die
Akuttherapie einer Sepsis entstehen auch Kosten durch Langzeitfolgen. Laut einer Studie
nahm bei dlteren Patienten nach uberstandener Sepsis die Privalenz kognitiver
Beeintrichtigungen um 10 % zu; weiter traten vermehrt funktionale Behinderungen, die mit
einer Einschrinkung der Unabhingigkeit einhergingen, auf (Iwashyna et al. 2010). 2003
wurden in Deutschland die Punktprivalenz und Mortalitit von Patienten, die auf
Intensivstationen behandelt wurden, fiir Sepsis oder schwere Sepsis (insgesamt n = 3877)
untersucht. FEine schwere Sepsis war zum Zeitpunkt der Erhebung der Daten als Sepsis-
bedingte Organdysfunktion oder Gewebeminderperfusion infolge einer Infektion definiert
(Dellinger et al. 2013). Die Punktprivalenz betrug fiir die Sepsis 12,4 % und fir die schwere
Sepsis oder einen septischen Schock 11 %. Septische Patienten verblieben durchschnittlich
12 — 19 Tagen auf eciner Intensivstation. Basierend auf diesen Daten erkranken in
Deutschland jihrlich 76 — 110 Patienten pro 100.000 erwachsener Einwohner an einer
schweren Sepsis; dies entspricht 52.000 — 75.000 Fillen pro Jahr (Engel et al. 2007).

In der von der Harvard School of Public Health, der Weltgesundheitsorganisation und der
Weltbank im Jahr 1992 gegrindeten Datenbank Global Burden of Disease werden
Informationen tiber Todesfille, Krankheiten und Risikofaktoren zusammengetragen. Rudd
et al. nutzten diese Datenbank, obwohl das Sepsis-Syndrom hier nicht als eigene Erkrankung

gefihrt wird, zur Abschitzung der Haufigkeit von Sepsis-Erkrankungen und assoziierten
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Sterbefillen zwischen 1990 und 2017. Zur Quantifizierung der Sepsis-bedingten Todesfille
werteten sie die Daten der Global Burden of Disease-Datenbank anhand der International
Classification of Diseases (ICD) aus und fassten Patienten mit Sepsis und Patienten mit einer
Infektion plus Organdysfunktion zusammen. Danach traten 2017 weltweit 48,9 Millionen
Sepsis-Fille und elf Millionen Sepsis-assoziierte Todesfille auf; dies entspricht 19,7 % aller
Todesfille weltweit (Rudd et al. 2020).

Aufgrund der epidemiologischen Relevanz forderte eine australische Wissenschaftlerin
bereits 2008, Sepsis als Problem fiir die Volksgesundheit einzustufen (Ibrahim 2008).

1.1.3 Pathophysiologie, Symptome und Klinik der Sepsis

Seit 2016 wird die Sepsis als eine durch eine fehlregulierte Immunreaktion auf eine Infektion
verursachte lebensbedrohliche Organdysfunktion definiert. Daher ist die Sepsis eher als ein
Syndrom als eine spezifische Krankheit einzustufen (Singer et al. 2016). Verdnderungen im
zelluliren Metabolismus spielen fiir die Pathophysiologie der Sepsis und anderer
entziindlicher Systemerkrankungen eine bedeutende Rolle (Singer 2008). Der Begriff
Infektion beschreibt das Eindringen eines (potentiell) pathogenen Erregers in einen Wirt
(Levy et al. 2003). Die durch die fehlregulierte Immunantwort (siche Kapitel 1.2.1) ausgel6ste
Organdysfunktion ist variabel. Die leichten bis schweren Verldufe betreffen ein oder mehrere
Organsysteme und konnen sich bis zum Multiorganversagen steigern (Angus und Van der
Poll 2013; Singer et al. 2016; Rhodes et al. 2017). Eine Auswertung von Sepsis-Patienten in
US-amerikanischen Krankenhdusern zwischen 1979 und 2003 zum Infektfokus ergab, dass
bei 33 % der Fille ein respiratorischer Infekt und in 32 % der Fille ein Infekt des
urogenitalen Traktes vorlag. Bei Midnnern war die Lunge hdufiger betroffen (36 % vs. 29 %),
bei Frauen haufiger der Urogenitaltrakt (35 % vs. 27 %) (Esper et al. 2000).

Die klassischen Entziindungszeichen Dolor, Rubor, Tumor, Calor und Functio laesa werden der
Diagnose Sepsis nicht gerecht. Im klinischen Alltag ist es insbesondere bei schwerkranken,
multimorbiden Patienten mitunter schwierig, einen septischen Patienten zu identifizieren.
Generell konnen  Sepsis-Patienten  einen  reduzierten  Allgemeinzustand — mit
Entziindungszeichen, wie Fieber, Tachykardie oder Schiittelfrost aufweisen oder je nach
betroffenem Organsystem Meningismus, Dysurie oder Wundinfektionen (Vincent 2016).
Oftmals sind bei septischen Patienten mehrere Organsysteme betroffen. Dieses wultiple organ
dysfunction syndrome (MODS) geht mit einer hohen Sterblichkeit einher (Metnitz et al. 2001).

Die eine Sepsis kennzeichnende akut lebensbedrohliche, aber potentiell reversible
Organdysfunktion kann alle Organsysteme betreffen. Die Schiden werden durch
immunologische, metabolische, endokrine oder wvaskulire Ursachen hervorgerufen
(Ziesmann und Marshall 2018). Eine Voraussetzung fiir die Reversibilitit der Organschiden
ist ein fehlender signifikanter Zelluntergang (Hotchkiss et al. 1999). Die Sepsis-assoziierte
Stérung der Endothelfunktion und Mikrozirkulation hat eine Minderversorgung des

Gewebes mit Sauerstoff und Verinderung des zelluliren Metabolismus zur Folge
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(Deutschman und Tracey 2014; Pool et al. 2018). Das Herzkreislaufsystem ist tber eine
Hypotension und hdmodynamische Instabilitit beteiligt. Bei einer Abnahme des
Gefilldrucks und einer verringerten Auswurfleistung des Herzens kénnen Patienten einen
Schock entwickeln. Himodynamisch relevante Parameter sind eine erhéhte Permeabilitit der
Kapillaren und Mikrothromben, ausgel6st durch Verklumpung von Thrombozyten und
Leukozyten. Die Zirkulationsstérung resultiert in einem Gewebeddem und einer
Unterversorgung des Gewebes (Ziesmann und Marshall 2018). Bei einer Involvierung der
Blutgerinnung ist ein Ubergang in eine disseminierte intravasale Gerinnung (DIC) méglich
(Marshall 2001). In der Lunge kann sich eine Sepsis als Acute Respiratory Distress Syndrome
(ARDS) mit einer Verschlechterung der Oxygenierung und einer daraus resultierenden
Hypoxie manifestieren. Ein ARDS ist durch bilaterale pulmonale Infiltrate ohne kardiale
Ursache und eine sich rasch verschlechternde Lungenfunktion charakterisiert. Durch eine
Fehlfunktion des Endothels entwickelt sich ein Lungenddem; die Patienten werden potentiell
beatmungspflichtig (Beal und Cerra 1994; Henderson et al. 2017). Ein akutes Nierenversagen
mit Oligurie, Anurie und einer Erhohung des Kreatinin-Wertes im Serum (Kellum und
Lameire 2013) und ein Leberversagen mit Anstieg der Leberparameter (z. B. Transaminasen)
und Abnahme der Lebersyntheseleistung sind ebenfalls moglich. Die hepatische
Dysfunktion wurde als eigenstindiger Risikofaktor fiir eine schlechte Prognose identifiziert
(Kramer et al. 2007). Weitere Manifestationen im Gastrointestinaltrakt sind ein paralytischer
Ileus, eine Pankreatitis, Cholezystitis, Cholestase und eine gastroduodenale Ulkus-
Erkrankung (Beal und Cerra 1994). Weiter konnen neurologische Dysfunktionen auftreten.
Patienten, die ein akutes Delir entwickeln, verbleiben linger auf der Intensivstation und
zeigen eine erhShte Morbiditit (Klouwenberg et al. 2014). Eine weitere klinisch heterogene,
neurologische Manifestation ist die septische Enzephalopathie, die von einem leichten Delir
bis zum tiefen Koma reichen kann, wobei schwere Fille mit dem Auftreten einer Critical
tllness polyneuropathy (CIP) assoziiert sind (Gofton und Young 2012). Allgemein ist die CIP

eine hiufige Komplikation bei intensivmedizinisch versorgten Patienten (Zhang et al. 2014).

Zu den Spitschiden bei Patienten nach tberstandener Sepsis zihlen persistierende
Entziindungen, die die Entstehung chronischer Erkrankungen und eine erneute Sepsis
begiinstigen (Yende et al. 2008). Patienten weisen nach einer Sepsis hiufig neue
Einschrinkungen im Alltagsleben sowie kognitive Einbuflen auf und nehmen vermehrt

Gesundheitsleistungen in Anspruch (Iwashyna et al. 2010; Guirgis et al. 2010).

Eine frithzeitige Diagnose einer Sepsis erlaubt es, rechtzeitig eine geeignete Therapie
einzuleiten. Ein rascher Therapiebeginn verbessert das Outcome der Patienten und reduziert
die Mortalitit (Bai et al. 2014; Ferrer et al. 2014; Rhodes et al. 2017). In der Klinik ist eine
frihzeitige Diagnosestellung nicht immer gegeben. Bei einer Befragung von 1058
intensivmedizinisch titigen Arzten waren 83 % der Meinung, dass eine Sepsis hiufig
tbersehen wird (Poeze et al. 2004).
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1.1.4 Therapieansitze bei Sepsis

Die Therapie einer Sepsis berticksichtigt pathophysiologische und klinische Aspekte; eine
spezifische Anti-Sepsis-Therapie gibt es aber derzeit nicht (Cohen et al. 2015). Allgemein
werden kausale, supportive und adjuvante Therapieansitze unterschieden (Rhodes et al.
2017). Die S3-Leitlinie Sepsis — Priavention, Diagnose, Therapie und Nachsorge — der
Deutschen Sepsis Gesellschaft sieht neben der anti-mikrobiellen Therapie und einer
Fokuskontrolle eine umfangreiche supportive Therapie vor. Diese Empfehlung entspricht
der internationalen Leitlinie Surviving Sepsis Campaign (Rhodes et al. 2017; Brunkhorst et al.
2018). Die anti-mikrobielle Therapie sollte sofort nach Diagnosestellung erfolgen, was erneut
die Dringlichkeit einer frihen Identifizierung septischer Patienten unterstreicht. Eine
effektive, frithzeitig begonnene antibiotische Therapie verringert die Mortalitit bei Patienten
mit septischem Schock (Ferrer et al. 2014); innerhalb der ersten 6 Stunden nach
Diagnosestellung sinkt die Uberlebensrate ohne Antibiotikatherapie stiindlich um 7,6 %.
Weiter stellt eine frithe antibiotische Therapie einen starken Pridiktator fiir das Outcome
eines Patienten dar (Kumar et al. 2006; Ferrer et al. 2014) und verringert die Aufenthaltsdauer
auf der Intensivstation (Zhang et al. 2015) sowie die Nieren- (Bagshaw et al. 2009) und
Lungenschadigung (Iscimen et al. 2008). Leitliniengerecht sollte diese kalkulierte Therapie
im Verlauf durch eine empirische Therapie ersetzt werden (Guo et al. 2016). Neben einer
Erreger-spezifischen antibiotischen Therapie sollte eine Fokussuche und -kontrolle erfolgen.
Mégliche Fokusse sind Fremdmaterial, Abszesse, Empyeme, Ischimien und Nekrosen. Die
Bedeutung der Fokuskontrolle wird beispielsweise daran deutlich, dass eine frithzeitige
operative Versorgung einer Sepsis-auslésenden Darmperforation das Outcome der Patienten
verbessert (Azuhata et al. 2014). Weitere Daten belegen einen positiven Effekt der operativen
oder interventionellen Fokussanierung binnen der ersten 6 Stunden (Bloos et al. 2014). Zu
den Therapiegrundsitzen gehoren das Flissigkeitsmanagement mit dem Ziel der Euvolimie;
zur Stabilisierung der Himodynamik werden vasoaktive Substanzen zur Aufrechterhaltung
der Gewebeperfusion und Blutprodukte verabreicht (Kumar et al. 2006; Rhodes et al. 2017).
Weitere potentielle Therapiebausteine sind eine ausreichende Analgesie und Sedierung sowie
organsupportive Therapien. Die Beatmung bei Patienten mit einem ARDS sollte, wie bei
beatmungspflichtigen Patienten tiblich, lungenprotektiv mit geringen Tidalvolumina erfolgen
(Brower et al. 2000). Zu den Therapieoptionen bei einem Nierenversagen gehéren
Nierenersatzverfahren, Flissigkeitsmanagement und Senkung des Blutzucker-Spiegels
(Prowle et al. 2014). Ein friher enteraler Kostaufbau ist mit einer verkirzten Beatmungszeit

und einer reduzierten Sterblichkeit assoziiert (Elke et al. 2014).
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1.2 Sepsis und Immunsystem

1.2.1  Rolle des Immunsystems bei einer Sepsis

Bei einer Infektion reagiert ein Wirtsorganismus zunidchst tber die angeborene
Immunantwort. Bei bakteriellen Infektionen sind daran primar neutrophile Granulozyten,
Monozyten und Makrophagen beteiligt (Hoffmann et al. 1999; Medzhitov und Janeway
2000). Diese Zellen verfiigen tber pattern recognition receptors (PRR), die bei Kontakt mit den
Oberflichenmolekiilen von Bakterien eine Entziindungsreaktion initileren (Aderem und
Ulevitch 2000; Beutler 2000). Pathophysiologisch spielen neutrophile Granulozyten auch bei
der Sepsis eine Rolle, da die von ihnen gegen Krankheitserreger freigesetzten Oxidantien
und Proteasen auch Organe schidigen konnen (Hotchkiss und Karl 2003) und zur
Entwicklung eines ARDS beitragen (Kollef und Schuster 1995).

Die Immunreaktion auf einen Erreger unterliegt einer exakten Regulierung. Nach der
Detektion eines Erregers werden zunichst entziindungsférdernde und spiter inhibierende
Zytokine ausgeschittet. Eine tiberschiefende Immunantwort fihrt zur Schidigung von
Geweben oder Organsystemen; bei einer zu starken Inhibition der Immunantwort werden

Erreger dagegen nicht effektiv beseitigt. Zu den entziindungstérdernden Zytokinen gehéren

TNFa, IL-1, 1L-6, IL-8 und smacrophage migration inhibitory factor (MIF) und zu den
entzindungshemmenden Zytokinen IL-10 und der IL-1-Rezeptorantagonist IL-1RA
(Arcaroli et al. 2005).

Der Verlauf einer Sepsis lasst sich in zwei Phasen einteilen. Wihrend der ersten Phase kommt
es Zytokin-vermittelt zu einer hyperinflammatorischen Immunreaktion, wihrend der
zweiten Phase dagegen zu einer Immunsuppression (Bone et al. 1997; Boomer et al. 2014).
Bei einer Uberaktivitit des Immunsystems werden verschiedene Signalwege induziert, die zu
einer unkontrollierten Immunantwort mit extrem erhéhten Zytokin-Konzentrationen (z. B.
TNF, IL-1) fihren (Hotchkiss und Karl 2003). Wihrend der Erreger mit dem Wirt
interagiert, laufen zeitgleich pro- und anti-inflammatorische Prozesse ab. Teilweise nutzen
Erreger die Vulnerabilitit des Wirts aus, um sich weiter auszubreiten (van der Poll und Opal
2008). Bei einer Sepsis kann die iiberschieende Immunantwort zu einer Organdysfunktion
bis hin zu einem Organversagen und septischen Schock fithren (Cohen 2002; Delano und
Ward 2016). Die Inflammationsphase stellt eine hohe Belastung fiir den Patienten und sein
Immunsystem dar. In der zweiten Phase ist das Immunsystem aufgrund von Erschopfung
oder verstirkten anti-inflammatorischen Prozessen nicht mehr in der Lage, addquat auf den
Erreger zu reagieren (Boomer et al. 2012). Diese zweite Phase der Immunsuppression wird
auch als kompensatorisches anti-inflammatorisches Response-Syndrom bezeichnet. Laut
diesem 1997 von Bone et al. entwickelten Konzept setzt der Wirt vermehrt anti-
inflammatorische Mediatoren frei, um nach der Immunreaktion wieder ein Gleichgewicht
herzustellen. Die Immunsuppression fihrt zu einer erhéhten Vulnerabilitit des Patienten

gegen allgemeine oder nosokomiale Infektionen (Winters et al. 2010; Boomer et al. 2011;
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Boomer et al. 2012). Nach Hotchkiss et al. treten die meisten Todesfille in der Phase der
prolongierten Immunsuppression auf. Ein moglicher Ansatz zur Vermeidung dieser
Immundefizienz ist eine Inhibition der Immunantwort in der hyperinflaimmatorischen Phase
der Sepsis (Hotchkiss und Karl 2003). Moglicherweise fiihrt aber auch eine Uberforderung
des Immunsystems zu einer weniger effektiven Immunantwort. Post-mortem Analysen an
auf der Intensivstation verstorbenen septischen Patienten belegen eine Persistenz septischer

Fokusse und geringere Zytokin-Spiegel (Hotchkiss et al. 2013).

Einigen Autoren zufolge kénnen immunologische Prozesse die Pathophysiologie der Sepsis
nicht hinreichend erkliren (Deutschman und Tracey 2014). Vielmehr sollte bei den
Untersuchungen die Interaktion des Wirtsorganismus mit dem Krankheitserreger und die
daraus resultierende Dysfunktion von Organen, Zellen und des Metabolismus im Fokus
stechen (Colonna und Facchetti 2003; Singer 2008; Angus und Van der Poll 2013).
Verschiedene Untersuchungen belegen die Storung des metabolischen und energetischen
Gleichgewichts bei einer Sepsis (Lee und Hittemann 2014; Pravda 2014).

1.2.2 Triggering receptor expressed on myeloid cells | (TREM-1)

Die Aktivierung von TREM-1 spielt eine Rolle bei pro-inflammatorischen Reaktionen des
Immunsystems (Bouchon et al. 2000; Bouchon et al. 2001; Bleharski et al. 2003; Colonna
und Facchetti 2003; Gibot et al. 2006; Haselmayer et al. 2009); dazu zdhlen die Ausschuttung
von pro-inflaimmatorischen Zytokinen, Chemokinen, reaktiver Sauerstoffspezies, die
Degranulation von neutrophilen Granulozyten und die Phagozytose (Tessarz und Cerwenka
2008). Die durch die Aktivierung von TREM-1 ausgel6sten intrazellulidren Signalkaskaden
sind in Abbildung 1 dargestellt.
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PRRs synergizing with TREM-1
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Abbildung 1: Triggering receptor excpressed on myeloid cells 1 (TREM-1) Signalwege in Monozyten (wei3), neutrophilen
Granulozyten (schwarz) und in beiden Zellarten (grau) (Tessarz und Cerwenka 2008). Die Verwendung erfolgt

mit freundlicher Genehmigung von Elsevier.

Das 30 kDa gro3e Glykoprotein TREM-1 gehort zur Immunglobulin-(Ig)-Superfamilie. Das
Transmembranprotein besteht aus einer Ektodomine, einer IgV-artigen Domine, einem
Transmembranabschnitt und einem zytoplasmatischen Anteil. TREM-1 steht mit dem
Tyrosinkinase-bindenden Adapterprotein DNAX-activating protein of 12 £Da (DAP12) in
Kontakt, um intrazellulir sein aktivierendes Signal zu vermitteln (Bouchon et al. 2000).
TREM-1 wird von spiten Zellstadien der myeloischen Reihe exprimiert. Dazu zihlen
periphere Cluster of differentiation (CD)14(+) Monozyten (Gingras et al. 2002) und neutrophile
Granulozyten. TREM-1 ist an der Aktivierung dieser Zellen und damit an der
inflammatorischen Immunantwort beteiligt (Bouchon et al. 2000). Beim Kontakt des
Organismus mit mikrobiellen Erregern erhoht sich die TREM-1-Expression (Bouchon et al.
2000). Granulozyten und Monozyten spielen als Teil des angeborenen Immunsystems bei
der Bekimpfung von Krankheitserregern durch Phagozytose und Sekretion von Zytokinen
eine entscheidende Rolle (Kawamoto und Minato 2004). Die spezifischen Liganden, die zur
Aktivierung von TREM-1 fihren, wurden noch nicht identifiziert (Allcock et al. 2003;
Tessarz und Cerwenka 2008). Bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) fihren aber zu einer
vermehrten Expression von TREM-1 (Suh et al. 2017). LPS gehoren zu den Pathogen
Associated Molecular Patterns (PAMP). Diese aus Zucker- und Lipideinheiten bestehenden
Molekiile befinden sich auf der Oberfliche von gram-negativen Bakterien (Wang und Quinn
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2010) und werden vom angeborenen Immunsystem tiber PRR erkannt. Zu den PRRs zihlen
neben C-Typ-Lektin-Rezeptoren, Retinoic Acid Inducible Gene 1-like Rezeptoren, Toll-like-
Rezeptoren (TLR) und Nucleotide-binding Oligomerization Domain (INod)-like receptors (NLR)
(Bianchi 2007). TREM-1 wirkt bei der Aktivierung der Entzindungsreaktion synergetisch
mit TLR (Kelker et al. 2004; Klesney-Tait et al. 2000), die extrazellulire LPS erkennen
(Medzhitov und Janeway 2000) und mit NLR, die nach Phagozytose mit intrazelluliren
bakteriellen Peptidoglycane als PAMP interagieren. Intrazellulidr wirkt TREM-1 tber eine
Aktivierung des nuclear factor "kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells-(INF-»B)-Signalwegs
an der Zytokinproduktion mit (Netea et al. 2006). Eine Aktivierung von TREM-1 fihrt zur
Ausschuttung von IL-8, Myeloperoxidase, #onocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) und TNFa.
Weiter erfolgt die Induktion der Degranulation von neutrophilen Granulozyten, die
Mobilisierung von intrazellulirem Kalzium und die Tyrosin-Phosphorylierung der
Extracellular signal-related-kinase 1 und 2 und der Phospholipase C-gamma. Die Aktivierung
der Monozyten und neutrophilen Granulozyten wird tber den Signaladapter DAP12
vermittelt (Bouchon et al. 2000; Klesney-Tait et al. 2006). Die Degranulation fihrt zu einer
Freisetzung von 1L-8 und reaktiven Sauerstoffspezies sowie zur Phagozytose (Radsak et al.
2004). IL-8 zahlt wie TNFa zu den pro-inflammatorischen Zytokinen (Arcaroli et al. 2005).
Die Aktivierung von TREM-1 verlingert das Uberleben von neutrophilen Granulozyten und
Makrophagen (Bouchon et al. 2001). TREM-1 ist an der Immunpathophysiologie der Sepsis
beteiligt (Cohen 2001).

Untersuchungen an Mdusen deuten an, dass eine TREM-1-Blockade bzw. ein -Mangel zu
einem milderen Krankheitsverlauf einer Sepsis ohne Einbullen bei der Bekimpfung der
Erreger fihrt. Dieser Befund spricht dafir, dass TREM-1 eine uberschieBende

Immunantwort vermitteln kénnte (Weber et al. 2014).

Lésliches TREM-1 (STREM-1) besitzt anders als das membranstindige TREM-1 keine
Transmembranregion und entsteht durch alternatives Splicing. Das sTREM-1 wird von
neutrophilen Granulozyten bei Kontakt mit LPS synthetisiert (Mahdy et al. 2006). Erhéhte
sTREM-1-Konzentrationen lassen sich nach Aktivierung von TREM-1 bei Infektionen in
Korperfliussigkeiten (z. B. Pleurafliissigkeit, bronchoalveolire Lavage, Blut) nachweisen
(Bouchon et al. 2001; Gibot et al. 2004b; Liu et al. 2007; Su et al. 2012). Uber die Messung
von sTREM-1 lassen sich daher bakterielle Infektionen oder Pilzinfektionen diagnostizieren
(Gibot und Cravoisy 2004). Da sSTREM-1 moglicherweise mit der membranstindigen Form
um denselben Liganden konkurriert, kénnte es eine TREM-1 vermittelte Uberaktivitit des

Immunsystems verhindern (Gingras et al. 2002; Gibot et al. 2004a).



Einleitung 18

1.3  Sepsis und Genetik

1.3.1  Sepsis und Einzelnukleotid-Polymorphismen

Nach der Darstellung der Pathophysiologie der Sepsis und der Rolle des Immunsystems bei
dieser Erkrankung soll im Folgenden auf die Bedeutung von Single Nukleotide Polymorphismen
(SNP) mit dem Fokus auf den in der vorliegenden Arbeit untersuchten TREM-1-SNP
rs2234237 eingegangen werden. Bei einem SNP handelt es sich um eine Variation eines

Basenpaars innerhalb eines komplementiren DNA-Stranges.

Die Sepsis ist ein komplexes polygenetisches Syndrom, bei dem verschiedene SNP eine Rolle
spielen. Genetische Variationen kénnen zur Identifikation von Patienten mit einem héheren
Risiko fiir einen schweren oder tédlichen Krankheitsverlauf genutzt werden (Hotchkiss und
Karl 2003; Arcaroli et al. 2005). Dabei sind méglicherweise Polymorphismen in Genen, die
fir die angeborene Immunitit eine Rolle spielen, von besonderer Bedeutung (Arcaroli et al.
2005). Unsere Arbeitsgruppe identifizierte einige SNPs, die mit dem Verlauf und dem
Ausgang einer Sepsis assoziiert sind (Mansur et al. 2014; Mansur et al. 2015; Mewes et al.
2018; Mewes et al. 2019). In einer Ubersichtsarbeit iber den TREM-1/DAP12-Signalweg
wird auf die Bedeutung von TREM-1-Polymorphismen und Genvarianten bei infektiésen

Erkrankungen hingewiesen (Tessarz und Cerwenka 2008).

In der vorliegenden Arbeit wurde der funktionelle Polymorphismus TREM-1 152234237

untersucht.

1.3.2  Genetischer Polymorphismus TREM-1 rs2234237

Die genetische Information eines Menschen ist in seiner DNA gespeichert. Die DNA
besteht aus zwei umeinander gewundenen und zueinander komplementiren
Nukleotidstringen (Doppelhelix). Jeder Nukleotidstrang entspricht einer linearen Abfolge
von Nukleotiden, die sich aus einer Pentose, einem Phosphatrest und einer Base (Thymin,
Adenin, Guanin, Cytosin) zusammensetzen. Die genetische Information wird iber die
Abfolge der Basenpaare kodiert. Das menschliche Genom wird von 3 Milliarden
Basenpaaren gebildet, die sich auf 23 Chromosomen verteilen. Das humane Genom enthilt
20.000 — 25.000 Protein-codierende Gene (International Human Genome Sequencing
Consortium 2004). Varianten in der Basenabfolge eines Gens werden als Allele bezeichnet.
Wenn diese Abweichung auf ein Basenpaar beschrinkt ist, spricht man von einem SNP. Fir
das menschliche Genom sind 15 Millionen SNPs beschrieben (Durbin et al. 2010). Als
diploider Organismus besitzen Menschen einen doppelten Chromosomensatz und damit
46 Chromosome. Daher liegen die meisten Gene in doppelter Ausfithrung vor. Sind die
Allele eines Gens auf beiden Chromosomen identisch, spricht man von Homozygotie, bei

zwei unterschiedlichen Allelen von Heterozygotie.
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Auf dem kurzen Arm des Chromosom 6 (6p21.1) liegt eine Genregion, die fir verschiedene
Proteine der Ig-Superfamilie mit aktivierender oder hemmender Funktion kodiert. Dazu
zihlen neben TREM-1 TREM-2, NKp44 und TREM-/ike transcript (TLT)-1 bis TLT-5
(Allcock et al. 2003).

Das TREM-1-Gen kodiert fiir ein 30-kDa Glykoprotein (Bouchon et al. 2000). Bei der
TREM-1-Variante rs2234237 liegt der SNP im zweiten Exon. Der Ersatz der Base Thymin
durch Adenin fiihrt zu einer Missense-Mutation und daher zu einer Anderung der
Aminosaurenabfolge (Ser25Thr). Es handelt sich daher um eine nicht-synonyme Variante.
Es ist davon auszugehen, dass jeder Mensch zwischen 9.000 und 11.000 solcher nicht-
synonymen Varianten besitzt (Gonzaga-Jauregui et al. 2012). Fur den untersuchten TREM-
1-SNP kénnen bei einem diploiden Chromosomensatz drei Kombinationen vorkommen —

die homozygoten Konstellationen TT und AA sowie die heterozygote Konstellation AT.

In Datenbanken (z. B. Genome Aggregation Database) werden grofle Mengen an DNA-
Sequenzdaten gesammelt, wodurch die Haufigkeit des Auftretens von SNPs ermittelt werden
kann. In 132.326 untersuchten Proben eines europiischen Kollektivs kam das TREM-1-Allel
mit Thymin am hiufigsten vor. Fir das seltenere Allel TREM-1 rs2234237 SNP mit Adenin
betrug die Minor Allele Frequency (MAF) 0,101 (rs2234237 RefSNP Report - dbSNP - NCBI).

Polymorphismen im TREM-1-Gen beeinflussen die biologische Funktion des TREM-1-
Signalwegs. So konnten verschiedene Studien bei unterschiedlichen Studienkollektiven
zeigen, dass Anderungen in der Abfolge der Basenpaare Krankheitsverliufe beeinflussen
kénnen. Im Rahmen einer Malaria-Studie wiesen T-Allel-Triger hohere Plasmaspiegel an
sTREM-1 und schwerwiegendere Verldufe der Erkrankung auf (Adukpo et al. 2010).
Wissenschaftliche Befunde deuten an, dass es bei Malaria dhnlich wie bei einer Sepsis zu
einer dysregulierten Immunreaktion kommt (Akanmori et al. 2000). Laut einer Studie an
einem russischen Patientenkollektiv beeinflusst der TREM-1 152234237 Genotyp auch das
Risiko, eine KHK zu entwickeln. Der KHK liegt ein chronischer Entziindungsprozess mit
Beteiligung des angeborenen und erworbenen Immunsystems zugrunde (Golovkin et al.
2014). Eine koreanische Arbeitsgruppe konnte zudem zeigen, dass der TREM-1 152234237
Genotyp beim Morbus Behget, einer Vaskulitis der kleinen Gefil3e, die Beteiligung des
Gastrointestinaltraktes und Hautmanifestationen férdert. Folglich stieg auch die Hiufigkeit
der Notwendigkeit der Einnahme von Azathioprin als Immunsuppressivum (Jung et al.
2011). Weiter entwickelten T-Allel-Triger des untersuchten SNP 152234237, die wegen einer
Verbrennung intensivmedizinisch behandelt wurden, hiufiger eine beatmungsassoziierte
Pneumonie (Rivera-Chavez et al. 2013).

In einem Patientenkollektiv mit Han-Chinesen bestand eine Assoziation zwischen dem
TREM-1 52234237 Genotyp und dem Verlauf einer Sepsis-Erkrankung. Die an der Sepsis
Verstorbenen zeigten unabhingig vom Genotyp héhere sTREM-1-Spiegel. Dennoch
beeinflusste der TREM-1 152234237 Genotyp die Prognose und den Krankheitsverlauf

signifikant. Patienten mit einem AA-Genotyp zeigten eine niedrigere Mortalitit. Den
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Autoren zufolge scheint das A-Allel einen protektiven Einfluss auf den Verlauf einer Sepsis
zu haben, wohingegen das T-Allel als Risikofaktor wirkt. Die Patienten mit einem TT-
Genotyp zeigten eine hohere 28-Tagesmortalitit als Patienten mit einem AT- oder AA-
Genotyp. Die Regressionsanalyse bestitigte den 152234237 Genotyp als Risikofaktor (Su et
al. 2012).
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1.4 Fragestellung.

Immer mehr Indizien sprechen fiir einen Einfluss genetischer Faktoren auf das Auftreten,
den Verlauf und das Outcome einer Sepsis. Ein derartiger Effekt kénnte auch die Varianz
septischer Krankheitsverldufe erkliren. Genetische Variationen kénnen aber auch genutzt
werden, die Pathophysiologie zu verstehen und Ansatzpunkte fir zielgerichtete Therapien
zu identifizieren (Holmes et al. 2003). Gewichtet man die vorhandenen Erkenntnisse iiber
Sepsis, wie die Pathophysiologie, die Inzidenz, die hohe Mortalitit oder den hdufig schweren
Verlauf mit Langzeitschiden, so muss daraus ein hohes Interesse, das Krankheitsbild zu
verstehen und Therapieansitze zu entwickeln, resultieren. Insbesondere, wenn lediglich 53%
von 1004 befragten Bundesbiirgern angaben, den Begriff Sepsis schon einmal gehort zu
haben (Rubulotta et al. 2009).

Studien (siche Kapitel 1.3.2) belegen eine mdégliche Assoziation zwischen dem TREM-1
1rs2234237 Genotyp und verschiedenen entztiindlichen Erkrankungen. Die Ergebnisse dieser
Studien sind jedoch nur eingeschrinkt auf das Krankheitsbild einer Sepsis tibertragbar.
Folglich sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht werden, welche Auswirkungen
der TREM-1 rs2234237 Genotyp bei kaukasischen Patienten auf den Krankheitsverlauf und
den Ausgang einer Sepsis hat.

Im Mausmodell beeinflusst ein Eingriff in den TREM-1-Signalweg das Ubetleben bei einer
Sepsis. Der TREM-1 Signalweg verstirkt als Reaktion auf eine bakterielle Infektion die
Entziindungsreaktion. Eine Blockade von TREM-1 senkt die Plasmaspiegel von TNFo und
IL-18 sowie von neutrophilen Granulozyten, Monozyten und Makrophagen und schiitzt
Miuse vor einem LPS-induzierten Schock bzw. vor einer durch Escherichia coli ausgel6sten
bakteriellen Sepsis (Bouchon et al. 2001). In einem weiteren Mausmodell fihrte eine
Aktivierung von TREM-1 durch LPS zu erhéhten pro-inflammatorischen Zytokin-Spiegeln
und zu einer erhdhten Mortalitit, was wiederum die Rolle der Uberaktivierung von TREM-
1 bei der Entstehung einer Sepsis und eines septischen Schocks unterstreicht (Gibot et al.
2004a). Die Ergebnisse der Tiermodelle und die Beeinflussung des Uberlebens durch den
TREM-1 rs2234237 Genotyp in vorherigen Untersuchungen in anderen Kohorten (Su et al.
2012) fuhrten zu der Hypothese, dass TT-Homozygote im SNP rs2234237 moglicherweise
eine geringere Uberlebensrate und einen schwereren Krankheitsverlauf aufweisen als A-
Allel-Triger.

Das Ziel der vorliegenden Untersuchung war, den Einfluss einer genetischen Variante der
angeborenen Immunitit auf den Verlauf und die Krankheitsschwere bei einer Sepsis-
Erkrankung zu untersuchen. Erkenntnisse zum Einfluss genetischer Variationen auf die
Pathophysiologie der Sepsis konnten langfristig zur Entwicklung neuer Therapieansitze, zur
frihzeitigen Identifikation von Patienten mit dem Risiko fir einen schweren
Krankheitsverlauf und zur Reduktion der Mortalitit fihren. Um zum Verstindnis der
Pathophysiologie der Sepsis beizutragen, wurde eine genetisch-epidemiologische

Assoziationsstudie durchgefithrt. Als primirer Endpunkt wurde die 90-Tagesmortalitit
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gewihlt; die 28-Tagesmortalitit wurde ebenfalls erfasst. Weiter wurden die Schwere des
Krankheitsverlaufes und die Organdysfunktion untersucht. Ziel der Arbeit war es, zum
Verstindnis der Pathophysiologie der Sepsis beizutragen und tber eine moégliche
Becinflussung der Schwere der Erkrankung und des Uberlebens durch einen SNP weitere
Erkenntnisse zu sammeln, um die Bedeutung genetischer Variationen des TREM-1-Gens zu

validieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Substanzen

Tabelle 2: Substanzen mit Hersteller

Substanz Hersteller
Ampuwa® Fresenius Kabi Deutschland Bad Homburg
Bidestilliertes Wasser eigene Herstellung in der Universititsmedizin
Gottingen
Ethanol 100 % Merck KGaA, Darmstadt

TaqMan™ Genotyping MasterMix

2.1.2  Kits und Assays

Tabelle 3: Kits und Assays mit Hersteller

Kit und Assay

Thermo Fischer Scientific Inc. Waltham, USA

Hersteller

AllPrep DNA/RNA Mini Kit

Qiagen GmbH, Hilden

EZ1 DNA Blood 350 ul Kit

Qiagen GmbH, Hilden

QIAamp® DNA Blood mini Kit

Qiagen GmbH, Hilden

TagMan™ SNP Genotyping Assay TREM-1
1rs2234327 (Assay ID: C_15948162_10)

Thermo Fischer Scientific Inc. Waltham, USA
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2.1.4 Gebrauchswaren

Tabelle 4: Gebrauchswaren mit Hersteller

Gebrauchsware

Hersteller

Collection Tubes (2 ml)

Qiagen GmbH, Hilden

Disposable Filter Tips, 200 ul, 1000 pl

Qiagen GmbH, Hilden

Elution Tubes (1,5 ml)

Sarstedt, Numbrecht

Eppendorf Uvette® 8,5 mm single sealed

cuvettes

Eppendorf AG, Hamburg

Gentle Skin® Sensitive Untersuchungs-
Handschuhe

Meditrade GmbH, Kiefersfelden

Micro Tips Premium 10 pl

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf

QIAcube® Rotor Adapters

Qiagen GmbH, Hilden

QIAcube® Reagent Bottles, 30 ml

Qiagen GmbH, Hilden

S-Monovette® 7,5 ml (K3 EDTA)

Sarstedt, Numbrecht

Screw cap tube without skirtes base, 2 ml

Qiagen GmbH, Hilden

Shaker adapter for 2 ml screw cap tubes

Qiagen GmbH, Hilden

Thermo Scientific™ PCR Plates, 96-Well, 384-
Well, standard

Thermo Fischer Scientific Inc. Waltham, USA

Plate Seals

Thermo Fischer Scientific Inc. Waltham, USA

Thermo Scientific™ Absolute qPCR Plate

Seals

Thermo Fischer Scientific Inc. Waltham, USA

TipOne® 100 ul Bevelled Filter Tip (Sterile)

Starlab International GmbH, Hamburg

Graduated Filter Tip (Sterile)

Starlab International GmbH, Hamburg

Vorgedruckte Etiketten

AVERY Zweckforum, Toronto, Kanada
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2.1.6 Geriate

Tabelle 5: Gerite mit Hersteller

Gerit

Hersteller

Applied Biosystems™ 7900HT Fast real-time
PCR System

Thermo Fischer Scientific Inc. Waltham, USA

Biophotometer

Eppendorf AG, Hamburg

BioRobot® EZ1 DSP Workstation

Qiagen GmbH, Hilden

Binder Standard-Inkubator

Binder, Tuttlingen

DNA Engine® Thermal Cycler PTC-200
DNA Engine Cycler

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA

Eppendorf Multipette® Plus

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf Reference® Pipette 1000, 100, 10
ul

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf Research® plus, 8-Kanal, 0,5 — 10
pl

Eppendorf AG, Hamburg

Heraeus™ Multifuge™ X3R Zentrifuge

Thermo Fischer Scientific Inc. Waltham, USA

QIAcube® Connect

Qiagen GmbH, Hilden

Reagent Bottle Rack with labeling strip
QIAamp® DNA

Qiagen GmbH, Hilden

QIAcube® Rotor Adapter Holder

Qiagen GmbH, Hilden

QIAcube® Shaker Rack Plug

Qiagen GmbH, Hilden

ThermoMixer® fiir 2 ml E-Cups

Eppendorf AG, Hamburg

Vortexmischer REXA 1R

Heidolph Instruments GMBH & Co. KG,
Schwabach
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2.2 Patienten

2.2.1 Patientenkollektiv

Die Daten des vorliegenden Patientenkollektivs stammten aus der GenoSep-Datenbank des
Projektes ,,Bedeutung genetischer Polymorphismen der angeborenen Immunabwehr bei
Sepsis und Organversagen®. In die Datenbank wurden Patienten aufgenommen, die wihrend
ithres Aufenthaltes auf einer Intensivstation der Universititsmedizin Go6ttingen eine Sepsis
entwickelten. Im Rahmen des klinisch prospektiven Studiendesigns wurden die Patienten auf
der anisthesiologischen Station 0119 und der allgemein- und viszeralchirurgischen Station
1014 taglich auf das Vorhandensein der Diagnosekriterien einer Sepsis gescreent. Dazu
wurde bei Patienten mit Infekt bzw. Infektverdacht tiglich der SOFA-Score erhoben. Nach
der Diagnose einer Sepsis wurden die Patienten bei fehlenden Ausschlusskriterien in die

Studie eingeschlossen (Runzheimer et al. 2019).

Das Vorhaben (Aktenzeichen 15/1/12) wurde durch die FEthikkommission der
medizinischen Fakultit der Georg-August-Universitit Goéttingen am 15, Januar 2012
genehmigt. Alle ethischen Grundsitze der 2008 revidierten Fassung der Deklaration von
Helsinki wurden erfillt.

Die Rekrutierung der Studienteilnehmer erfolgte ab April 2012. Septische Patienten wurden
nach der jeweilig gtltigen Definition in die Studie einbezogen, sofern keine
Kontraindikationen vorlagen. Die Patienten wurden bis 2016 bei einem mikrobiologischen
oder klinischen Nachweis einer Infektion und Erfiillen der SIRS-Kriterien eingeschlossen
(Reinhart et al. 2010). Mit Veroffentlichung der Sepsis-3-Definition (Singer et al. 2010)
erfolgte der Einschluss weiterer Patienten in die Studie bei Vorliegen eines Infektes oder
eines Infektverdachtes und gleichzeitiger Verschlechterung des SOFA-Wertes um
> 2 Punkte. Da die Rekrutierung auf Intensivstationen stattfand, wurde der gSOFA-Score,
der im ambulanten oder nicht intensivmedizinischen-stationdren Umfeld zur Detektion von
Risikopatienten genutzt wird, nicht verwendet (Singer et al. 2016). Zur Generierung eines
homogenen Patientenkollektivs wurden nur kaukasische Patienten in die Studie

aufgenommen.

Zu den Ausschlusskriterien zahlte ein Alter < 18 Jahren, eine vorliegende Schwangerschaft,
die Behandlung mit Immunsuppressiva oder Chemotherapeutika binnen der letzten
6 Monate, ein Myokardinfarkt oder der Verdacht auf einen Myokardinfarkt binnen der
letzten 6 Wochen, eine Herzinsuffizienz des Stadiums 4 der Klassifikation der New York
Heart Association, eine bekannte Infektion mit dem Humanen Immundefizienz-Virus und
eine Lebenserwartung < 28 Tage bei einer schweren unheilbaren Erkrankung (z. B.
Tumorerkrankung, Lungenerkrankung im Endstadium, Sauerstofftherapie im hauslichen
Umfeld, Nierenerkrankung im Endstadium). Auch ein chronisch vegetativer Status sowie der
Wunsch des Patienten, nicht behandelt oder reanimiert zu werden, fihrten zum Ausschluss.

Zudem wurden keine Beteiligten an der Studie und deren Familienangehdrige sowie
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Patienten, bei denen die Bereitschaft zur Teilnahme (Patient oder gesetzlicher Vertreter)
fehlte, eingeschlossen. Patienten, die bereits bei einem vorausgegangenen Aufenthalt wegen
einer Sepsis behandelt und in die Studie eingeschlossen worden waren, wurden nicht erneut

aufgenommen (Runzheimer et al. 2019).

Nach der Identifikation eines potentiell fir die Studie in Frage kommenden Patienten wurde
dieser oder sein gesetzlicher Betreuer tiber die Studie informiert; in dem Gesprich wurden
auch etwaige Fragen geklirt. Dabei wurden das Krankheitsbild Sepsis, das Studiendesign mit
der Zielsetzung, den Einfluss genetischer Varianten auf den Krankheitsverlauf zu
untersuchen, und der Datenschutz erliutert. Die Patienten bzw. Betreuer wurden tber die
Notwendigkeit und Risiken der Blutentnahme tiber einen vorhandenen arteriellen oder
vendsen Zugang sowie Uber die Nutzung des gewonnenen Bluts fiir eine genetische Analyse
informiert. Auch die anonymisierte Sammlung und Auswertung der Gesundheitsdaten der
Patienten zum Aufenthalt auf der Intensivstation wurden thematisiert. Die Einwilligung
erteilte entweder der gesetzliche Betreuer oder der Patient selbst. Teilweise wurde die
Einwilligungserklarung erst nach Wiedererlangen der Einwilligungsfihigkeit vom Patienten
selbst unterzeichnet. Den Patienten war es jederzeit moglich ohne Angabe von Griinden die
Teilnahme an der Studie zu beenden und eine Vernichtung der erhobenen Daten und der

Blutprobe einzufordern.

2.2.2  Blutentnahme

Nach Einschluss der Patienten wurde eine Blutprobe tber einen vorhandenen arteriellen
oder vendsen Zugang gewonnen. Hierfir wurden zwei mit Ethylendiamintetraessigsiure
(EDTA) versetzte Blutentnahmerohrchen verwendet. Die Proben wurden mit Datum und
der internen GenoSep-Nummer versehen und bis zum Zeitpunkt der DNA-Gewinnung und

Genotypisierung bei —20° C gefroren gelagert.

2.2.3 Erhebung der klinischen Daten

2.2.3.1 Allgemeine Aspekte der Datenerhebung

Nach Einschluss eines Patienten in die Studie wurde mit der Datenerhebung begonnen. Die
Daten wurden in anonymisierter Form gespeichert. Neben den Patientenstammdaten
wurden anamnestische Informationen, Parameter des Krankheitsverlaufs und der Therapie
und die 90-Tagesmortalitit des Patienten erhoben. Die gesammelten Daten wurden in einem

Clinical Report Form (CRF, siche Anhang) dokumentiert.

Zur Erfassung der Daten wurden die Programme IntelliSpace Critical Care and Anesthesia
(ICCA) (© Philips Healthcate GmbH, Hamburg) und Ixserv.4 Web client (Ixserv) (© ixmid
Software Technologie GmbH, Kéln) genutzt. Die Befundung der Réntgenaufnahmen
erfolgte mit dem Programm Centricity Enterprise Web 173.0 (© 1995-2006 GE Medical
Systems, Illinois, USA). In der Anisthesiologie der Universititsmedizin Gottingen wird
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ICCA far die elektronischen Patientenakten genutzt. Hier finden sich relevante klinische
Parameter, die Dokumentation des Krankheitsverlaufs durch die behandelnden Arztinnen
und Arzte sowie Pflegenden und die verabreichte Medikation. Im Ixserr werden
mikrobiologische und serologische Befunde, Befunde durchgefiihrter

Spezialuntersuchungen und verabreichte Blutprodukte dokumentiert.

2.2.3.2 Daten vor Beginn der Sepsis

Fir die Erfassung der Patientenanamnese wurde die elektronische Patientenakte im ICCA
auf Vordiagnosen und Vormedikation Giberprift. Erginzend wurde im Ixserv recherchiert,
ob Hinweise auf die Patientenvorgeschichte (Entlassbriefe, Befunde) vorhanden waren. Die
Erhebung der Vorerkrankungen und der Vormedikation diente der Dokumentation der
individuellen Krankheitshistorie. Zusitzlich wurde das Geschlecht, das Alter, die Groé3e und
das Gewicht der Patienten erfasst. Bei Einschluss in die Studie wurde der Sepsis-Beginn, der
Beginn der intensivmedizinischen Versorgung sowie der Anlass und Beginn der
Krankenhausbehandlung ethoben. Auch der operative Status (nicht opetiert / postoperativ
nach Notfalloperation bzw. elektiver Operation) wurde erfasst. Weiter wurde der vermutete
bzw. mikrobiologisch bestitigte Infektfokus (Lunge, Abdomen, Knochen, Weichteile,
chirurgische Wunden, Urogenitaltrakt, primire Bakteridmie, Sonstige) klassifiziert. Wurde
der Infektfokus erst im Verlauf des Intensivaufenthaltes identifiziert, wurde diese

Information spiter erginzt.

2.2.3.3 Beobachtungszeitraum auf der Intensivstation

Nach Sepsis-Beginn wurden die Patienten fiir die Dauer des Intensivaufenthalts, maximal
aber 28 Tage, tiglich visitiert. Im Rahmen der tdglichen Visiten wurden die Daten in die CRF
tbertragen, um den Krankheitsverlauf zu analysieren. Aus den erhobenen Daten wurde
taglich der SOFA-Score und am ersten Tag der Sepsis der APACHE-II-Score bestimmt. Ein
Tag reichte von 00:00 h bis 23:59 h. Zu den tdglich erhobenen Daten gehérten die hochste
und niedrigste Koérpertemperatur, Infektparameter (z. B. C-reaktives Protein, Procalcitonin)
und ein Blutbild mit Himoglobin, Hidmatokrit sowie Erythrozyten-, Thrombozyten-und
Leukozytenzahl. Als Parameter des Herzkreislaufsystems wurden die héchste und niedrigste
Herzfrequenz, der héchste und niedrigste systolische Blutdruck, der arterielle Mitteldruck,
sowie gef. verabreichte Katecholamine dokumentiert. Die Atmung wurde anhand der
héchsten und niedrigsten Atemfrequenz, des niedrigsten arteriellen Sauerstoff-Partialdrucks
mit zugehorigem Kohlendioxid-Partialdruck sowie der inspiratorischen Sauerstoff-
Konzentration beurteilt. Durch mehrere arterielle Blutgasanalysen wurde der héchste und
niedrigste arterielle pH-Wert bestimmt. Weiter wurden im Blut der héchste und niedrigste
Kalium- und Natrium-Wert, der héchste Laktat-Wert sowie der hochste und niedrigste
Basentberschuss dokumentiert. Aus den Blutgasanalysen wurde der Mittelwert der Glukose-
Konzentration im Blut bestimmt. Auch wurde eine etwaige Insulin-Therapie dokumentiert.

Die Leberfunktion wurde tber den Bilirubin-Spiegel, die Leberenzyme Aspartat-
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Aminotransferase (AST) und Alanin-Aminotransferase (ALT), den Quick-Wert und die
aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) erfasst; dabei wurde auch eine etwaige
antikoagulative Therapie dokumentiert. Die Nierenfunktion wurde tiber den Kreatinin-Wert
und die Urinausscheidung tiber 24 h beurteilt. Téglich wurde der GCS erhoben; der h6chste
erhobene GCS wurde dokumentiert.

Dartber hinaus wurde ggf. eine maschinelle Beatmung, die Durchfithrung von
Nierenersatzverfahren, Rontgenaufnahmen des Thorax, nachgewiesene Erreger und deren
Nachweisort, Therapien mit Antibiotika, Gaben von Blutprodukten (z. B. Erythrozyten-

Konzentrate, Frischplasma) dokumentiert.

2.2.3.4 Beendigung der Datenerhebung

Die detaillierte Dokumentation des Krankheitsverlaufs wurde entweder nach 28 Tagen oder
bei Verlegung bzw. Entlassung des Patienten beendet. Bei einem Versterben des Patienten
innerhalb von 28 Tagen nach Sepsis-Beginn wurde die Todesursache dokumentiert. Die
Beobachtung eines Patienten endete 90 Tage nach Sepsis-Beginn. Zur Uberpriifung, ob ein
Patient zu diesem Zeitpunkt noch lebte, wurde er entweder selbst oder seine Angehorigen
kontaktiert. Falls dies nicht moglich war, wurde eine Uberlebensabfrage beim
Einwohnermeldeamt durchgefiihrt. Die erhobenen klinischen Daten wurden in der

GenoSep-Datenbank dokumentiert.

2.2.4 Datenbank

Die Daten neu inkludierter Studienteilnehmer wurden in die GenoSep-Datenbank
eingepflegt und dort gespeichert. Als Anwendersoftware fir die Datenbank wurde Microsoft
Access (© Microsoft Corporation, Version 15.0, Washington, USA) gewihlt. Mit der
Datenerhebung war bereits im Jahr 2012 begonnen worden. Die Arbeitsgruppe um Prof.
Mansur analysiert die Auswirkung genetischer Polymorphismen auf den Sepsis-Verlauf und
die Sterblichkeit betroffener Patienten. Um die erfordetliche Grof3e des Patientenkollektivs
zu erreichen, wird die Datensammlung sukzessive von Promovirenden erweitert. Daher
waren verschiedene Promovirende mit den Aufgaben der Patientenrekrutierung und den
Laboranalysen (z. B. DNA-Extraktion) betraut. Die Datensammlung wurde durch
neueingeschlossene Patienten kontinuierlich erginzt. Aufgrund differenter Fragestellungen
tbernahmen die Promovirenden eigenstindig die Genotypisierung des Patientenkollektives.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit betraf die Genotypisierung den TREM-1-SNP
rs2234237. Andere Promovirende untersuchten andere genetische Assoziationen. Ab
Oktober 2017 wurde der Autor der vorliegenden Arbeit von einem weiteren Doktoranden
(Caspar Mewes) eingearbeitet. Bis September 2018 wurden die oben beschriebenen tiglichen
Aufgaben von dem Verfasser der vorliegenden Arbeit tibernommen; zusitzlich arbeitete er

in dieser Zeit weitere Doktoranden ein.
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2.3 Methoden

2.3.1 DNA-Extraktion

Die Gewinnung genomischer DNA aus den Blutproben fir die Genotypisierung erfolgte
anhand eines Standard Operating Procedure (SOP) der Klinischen Pharmakologie. Aus 200 ul
Blut wutden 100 pul DNA-Losung mit einer Konzentration von 10 — 100 ng/ul
(durchschnittlich 40 ng/ul) gewonnen.

Aufgrund der potentiellen Infektiositit des Blutes erfolgten die Arbeitsschritte unter
Einhaltung von Sicherheitsmallnahmen (z. B. Tragen eines Laborkittels und von
Handschuhen). Auch wurden spezielle, fir die Verwendung von Blut freigegebene Pipetten

verwendet. Der anfallende Abfall wurde als infektiGser Abfall entsorgt.

Die bei —20° C in Gefrierschrinken gelagerten Blutproben wurden bei 37° C fiir 30 min bis
zum vollstindigen Auftauen inkubiert. Pro Protokollzyklus wurden 2 — 12 Patientenproben
bearbeitet. Nach dem Auftauen wurden die Proben in den Blutentnahmeréhrchen durch
Drehung vermischt und in einem durchnummerierten Monovettenstinder platziert. Danach
wurden die leeren Probenréhrchen mit Etiketten und der Studiennummer versehen, um eine
Verwechselung auszuschlieBen. Nach der Beschriftung wurden 200 ul Blut aus den
Monovetten in die Probenréhrchen pipettiert. Dabel wurden etwaige Bldschen mit der
Pipette zerstort. Die Probenréhrchen wurden in gleicher Reihenfolge auf einem Probenrack
platziert. Im Anschluss wurde nochmals die Richtigkeit der Reihenfolge Gberprift. Der nicht

verwendete Anteil der Blutprobe wurde wieder bei —20° C eingelagert.

Fir die automatisierte DNA-Extraktion wurde der QIAcube Roboter benutzt. Dabei wurde
ein standardisiertes Protokoll (OLAamp DNA Blood mini Programm) zur Gewinnung der
genomischen DNA angewendet. Dieser vollautomatische Prozess besitzt eine geringere
Fehleranfilligkeit als manuelle DNA-Gewinnungsmethoden. Bei jedem Startvorgang
Gberpriift der QIAcube seine Funktionalitit. Nach dem Selbsttest und nachdem tberpriift
wurde, dass der Abwurf des Gerites geleert worden war, wurde das Gerit vorbereitet.
Zunichst wurden die bendtigten Pipettenspitzen in den Halter des QIAcube-Roboters
tberfiihrt und die Halterung der Gefile mit den benétigten Reagenzien (100 % Ethanol,
Puffer AL, AW1, AW2 und AE) im QIAcube eingesetzt. Es war darauf zu achten, dass die
Gefille einen ausreichenden Fillstand aufwiesen. Danach wurde ein 1,5 ml Reaktionsgefaf3
mit der Protease in die Maschine eingefithrt. Die benotigte Protease-Menge richtete sich nach
der Anzahl der zu untersuchenden Proben. AnschlieBend wurde der Rotor-Adapter mit den
mit der GenoSep-Patientennummer versehenen 1,5 ml DNA-Elutionsgefi3en beladen. Bei
der Bestiickung der Zentrifuge des QIAcube mit den Rotor-Adaptern wurde auf die Position
der GefiBle geachtet, um Probenverwechslungen zu vermeiden. Die beschrifteten und
befillten Sample Tubes wurden in dem Shaker Rack des QIAcube platziert. Nach der
Vorbereitung des QIAcube wurde mit dem automatisierten Extraktionsprozess begonnen.

Dafur Gberprifte der QIAcube zunichst die sachgemil3e Beladung und den ausreichenden
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Fallstand der Reagenzien. Nach Ablauf des Protokolls wurden die 1,5 ml Elutionsgefi3e mit
der DNA-Lo6sung entnommen. Zur Vermeidung von Verunreinigungen wurden die Gefil3e
umgehend verschlossen. Der anfallende Abfall wurde sachgemill entsorgt. Die DNA-
Losung wurde nach der fotometrischen Reinheitsbestimmung bei —20° C bis zur Genotyp-

Analyse gelagert.

2.3.2 Bestimmung der DNA-Konzentration

Nach dem Extraktionsprozess wurde die Qualitit der DNA-Proben fotometrisch tiberpriift
Durch diese Qualititsiiberprifung wurden potentielle Storfaktoren (z. B. Verunreinigungen,
Pipettierfehler) ausgeschlossen und die Verlisslichkeit der Ergebnisse garantiert. Fir die sich
anschlieBende Polymerase-Kettenreaktion (PCR = Polymerase Chain Reaction) war eine
ausreichende DNA-Menge in ausreichender Qualitit notwendig. Die DNA-Konzentration
und die Verunreinigung durch Proteine wurden mittels Fotometer nach dem Prinzip des
Lambert-Beer-Gesetzes bestimmt. Daftir wurden 4 ul DNA-Losung mit 96 pul Ampuwa
(DNA-freies Wasser hoher Reinheit) gemischt.

DNA und Proteine weisen wellenlinienabhingig unterschiedliche Extinktionseigenschaften
auf. Fir DNA liegt das Absorptionsmaximum bei einer Wellenlinge von 260 nm, fir
Proteine bei 280 nm. Mittels des Quotienten der Absorption bei 260 nm und 280 nm ldsst

sich somit die Reinheit bestimmen. Der Wert sollte zwischen 1,7 und 2,1 liegen.

2.3.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Bestimmung des TREM-1-Genotyps 152234237 wurde die extrahierte DNA mittels PCR
amplifiziert, um gentigend DNA-Material zu generieren. Dazu wurde eine Standard Operating
Procedure  (SOP) der Klinischen Pharmakologie der Universititsmedizin Gottingen

verwendet. Durch die Nutzung einer real-time PCR war eine Quantifizierung der gebildeten
DNA moglich (siehe Kapitel 2.3.4).

Bei der PCR wird die DNA in einem Thermocycler mittels DNA-Polymerase in vitro
amplifiziert. Die in einem Zyklus amplifizierte DNA dient als Substrat fur den
anschlieBenden Zyklus. Die zu amplifizierende DNA-Sequenz wird als Template (engl.
Vorlage) bezeichnet. Die verwendeten Primer (Oligonukleotid; dient der DNA-Polymerase
als Startpunkt fiir die Amplifikation) sind komplementir zu Teilen der zu amplifizierenden
DNA-Sequenz. Durch Anlagerung von Desoxyribonukleosid-Triphosphaten werden die
neuen DNA-Stringe synthetisiert. Ein PCR-Zyklus besteht aus den drei Schritten
Denaturierung, Primerhybridisierung und Elongation, die in der Regel 40 — 50-fach
wiederholt werden. Als DNA-Polymerase wurde die hitzestabile Tag-Polymerase verwendet,
weil diese bei der Denaturierung stabil bleibt und nicht nach Ablauf eines jeden Zyklus erneut

hinzugefiigt werden muss.

Fir die Denaturierung, die die doppelstringige DNA in DNA-Einzelstringe iberfihrt, wird

der Reaktionsansatz auf 95° C erhitzt, wodurch die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
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den Stringen aufgebrochen werden. Die Denaturierung erfolgte in jedem Zyklus. Zu Beginn

der PCR dauert die Denaturierung 10 min, in den spiteren Zyklen 15 Sekunden.

Bei der sich der Denaturierung anschlieBenden Hybridisierung lagern sich die Primer an die
zu amplifizierende DNA-Sequenz an. Die Primer bestimmen den Startpunkt der
Amplifikation an den beiden Einzelstringen der DNA. Dieser Prozess lief nach dem
verwendeten Versuchsprotokoll bei 60° C ab.

Die Elongation erfolgte laut Versuchsprotokoll ebenfalls bei 60° C. Die Tag-Polymerase
clongiert am 3‘-Ende des Primers einen neuen DNA-Strang komplementir zum Template.
Die Synthese der DNA erfolgt in 52 3“Richtung. Hybridisierung und Elongation dauerten

bei dem verwendeten Versuchsprotokoll zusammen 90 Sekunden.

Im Folgenden werden die einzelnen Arbeitsschritte beschrieben: Die extrahierten DNA-
Losungen wurden bei —20° C in 96-Well-Platten gelagert. Die Platten mit maximal
96 Patientenproben waren nach der GenoSep-Nummer sortiert. Die gefrorene DNA-
Losung wurde zunichst im Inkubator bei 37° C vollstindig aufgetaut. AnschlieBend wurden
die Well-Platten fir wenige Sekunden bei 2000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert,
damit sich die gesamte Losung in den Wells am Boden der Platte befand. Die Primer und
Sonden wurden bei —20° C lichtgeschiitzt und der PCR-MasterMix im Kiihlschrank (2 —
8° C) gelagert. Der fiir die Genotypisierung geeignete MasterMix enthielt DNA-Polymerase,
Desoxyribonucleosid-Triphosphate und eine Pufferlsung. Die Reagenzien wurden kurz vor
Versuchsbeginn aus der Kithlung genommen. Der MasterMix wurde vor der
Zusammenfihrung mit Primern, Sonden und Wasser auf einem Reagenzglasschittler
grindlich durchmischt. Auch die Mischung aus Primer und Sonden, Ampuwa und
MasterMix wurde erneut gemischt. Die Losung wurde mittels autoklavierter Pipettenspitzen
in eine 384-Well-PCR-Platte pipettiert. Danach wurde die DNA-L6sung der Probanden von
zwei 96-Well-Platten auf die 384-Well-PCR-Platte tbertragen. Der Reaktionsansatz pro
Patientenprobe (10 pl) setzte sich aus 5 pl 2x TagMan Genotyping MasterMix, 0,25 ul 40 x
SNP spezifischen Primer und Sonden, 2,75 ul Ampuwa und 2 pl DNA-L6sung zusammen.
Bei den Negativkontrollen wurde die DNA-Losung durch Ampuwa ersetzt. Mittels der
Negativkontrollen wurden etwaige Verunreinigungen der Reagenzien mit DNA detektiert.
Bei der allelischen Diskriminierung hitte ein Fluoreszenzsignal bei den Negativkontrollen
dazu gefiihrt, alle Proben einer Platte erneut zu testen. Nach dem Befillen wurde die 384-
Well-Platte mit einer selbstklebenden Schutzfolie verschlossen und vor der PCR wenige

Sekunden bei 2000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert.

Die in einem Thermocycler durchgefithrte PCR bestand aus den Schritten Denaturierung,
Primerhybridisierung und Amplifikation. Vor dem ersten Zyklus erfolgte eine
Vordenaturierung bei 95° C fiir 10 min. Die 50 Zyklen bestanden aus einer Denaturierung
bei 92° C fiir 15 Sekunden und einer Primerhybridisierung /Amplifizierung bei 60° C fir 90
Sekunden. Die PCR wurde nach 30 Sekunden bei 60° C beendet.
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Nach der PCR wurde die selbstklebende Schutzfolie durch eine Schutzfolie, die die
Auswertung durch ein TaqMan 7900HT fast real-time PCR-System ermoglichte, ersetzt. Die
allelische Diskriminierung (sieche Kapitel 2.3.4) wurde direkt im Anschluss durchgefthrt.

2.3.4 Allelische Diskriminierung

Die allelische Diskriminierung ist ein etabliertes Verfahren zur Bestimmung von Genotypen.
Die im Vorfeld durchgefiihrte real-tzme PCR ermoglichte eine Quantifizierung der DNA und
somit eine Unterscheidung zwischen homozygoten und heterozygoten SNP-
Merkmalstrigern. Fur die allelische Diskriminierung enthielten die PCR-Ansitze neben den
Primern auch fluoreszenzmarkierte Sonden, die von der Tag-Polymerase bei der
Amplifikation der DNA eingebaut wurden. Aufgrund des PCR-Prinzips nahm die
Fluoreszenz proportional zur DNA-Menge zu. Zur Identifizierung des SNP-Genotyps der
Studienteilnehmer wurden zwei Allel-spezifische Sonden genutzt. In Abhingigkeit von dem
Allel der DNA-Vorlage wurde bei der PCR am 5‘-Ende entweder ein 6-Caboxyfluorescein
(VIC) oder Carboxyrhodamin (FAM) eingebaut. Anhand der Intensitit der
Fluoreszenzsignale war es moglich zu bestimmen, ob ein Proband beim TREM-1-SNP
1rs2234237 einen TT-homozygoten, einen AA-homozygoten oder einen AT-heterozygoten
Genotyp aufwies.

Neben dem als Reporter genutzten Fluoreszenzfarbstoff am 5-Ende enthielten die Sonden
am 3-Ende einen nicht fluoreszierenden Quencher-Farbstoff. Wenn die Sonden nicht in die
DNA eingebaut und daher nicht gespalten wurden, kam es aufgrund einer
Energietibertragung auf den Quencher zu einer Abnahme der Fluoreszenz des Reporters.
Wurden die Sonden durch die DNA-Polymerase in den neu synthetisierten Tochterstrang
eingebaut, fithrte dies tiber die Spaltung der Sonde zu einer riumlichen Trennung zwischen
Quencher und Reporter und damit zu einem Fluoreszenzsignal. Die verwendeten TagMan
Sonden besallen am 3‘-Ende einen Minor Groove Binder (MGB), der tber eine Erhohung der
Schmelztemperatur die Verwendung von kiirzeren Sonden erlaubte (Lee et al. 1993; Wichtige
Informationen zur Real-Time PCR - DE).

Diese allelische Diskriminierung erfolgte in der Klinischen Pharmakologie der
Universititsmedizin Go6ttingen mit einem TaqMan 7900HT Fast real-time PCR System mittels
Plate-Read-Assay (Endpunktassay) nach Abschluss der PCR-Zyklen. Fur die Auswertung
wurde das Computerprogramm SDS 2.4 (Thermo Fischer Scientific Inc., Massachusetts,
USA) verwendet. In der grafischen Darstellung der allelischen Diskriminierung (Abbildung

2) entspricht jeder Punkt dem Fluoreszenzsignal eines Patienten.
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Abbildung 2: Allelische Diskriminierung beim Triggering receptor expressed on myeloid cells 1 (TREM-1)
Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP) rs2234237

In der Grafik entspricht jeder Punkt einem Patienten. Auf der x-Achse ist das Fluoreszenzsignal fir die 6-
Caboxyfluorescein-(VIC)-Sonde aufgetragen, auf der y-Achse das der Carboxyrhodamin-(FAM)-Sonde. Rote
Punkte entsprechen homozygoten Trigern des A-Allels, blaue Punkte homozygoten Trigern des T-Allels und
grine Punkte heterozygoten Merkmalstrigern. Die schwarzen Punkte stehen flir die durchgefiihrten

Negativkontrollen.

Nach dem Zufallsprinzip wurden 15 % der Proben zweimal mittels PCR und allelischer
Diskriminierung analysiert, um etwaige Verunreinigungen oder Fehlmessungen zu

detektieren. Dabei wurden keine inkonsistenten Ergebnisse festgestellt.

Der mittels allelischer Diskriminierung bestimmte TREM-1-SNP-Genotyp 152234237 wurde
in die GenoSep-Datenbank eingepflegt.

2.3.5 Statistik

Vor der statistischen Auswertung wurden die Daten der GenoSep-Datenbank auf
Konsistenz, Plausibilitit, Vollstindigkeit und mogliche Fehler stichprobenartig Gberpruft.
Dafiir wurden Tabellen aus der Datenbank generiert und mittels Microsoft Excel (© Microsoft
Corporation, Version 15.0, Washington, USA) bearbeitet.

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm Statistica (© StatSof, Version 13,
Oklahoma, USA). Fir den Vergleich der verschiedenen Merkmalstrager im TREM-1 SNP

rs2234237 wurden verschiedene statistische Verfahren verwendet. Bei allen Analysen wurde
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ein p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant gewertet, p-Werte = 0,05 galten als nicht

signifikant.

Kontinuierliche =~ Variablen werden bei Normalverteilung als  Mittelwerte mit
Standardabweichung (MW * SD) angegeben, bei nicht normalverteilten Werten als Median.
Zur Analyse potentieller Unterschiede zwischen den Genotyp-Gruppen wurde der Mann-

Whitney-U-Test oder Student-t-Test verwendet.

Kategoriale Variablen wurden als absolute Werte oder Prozentanteile angegeben. Zur
Analyse potentieller Unterschiede zwischen den Genotyp-Gruppen wurde der Pearson Chi-

Quadrat-Test verwendet.

Das Ubetleben wurde mittels Kaplan-Meier-Uberlebenskurven ausgewertet, hier erfolgte der

Vergleich der Genotypen mittels Log-rank-Test.

Mittels multivariater Cox-Regression wurden Faktoren identifiziert, die das Uberleben der
Patienten beeinflussten. Fir das Risitko wurde die Odds-Ratio und ein 95%-

Konfidenzintervall angegeben.

Zur Uberpriifung der Hiufigkeiten der Genotypen des untersuchten Kollektivs wurde das
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht mittels eines online zur Verfiigung stehenden Rechners von
Michael H. Court (Hardy-Weinberg calculator) ermittelt. p-Werte = 0,05 entsprachen dem
erwarteten Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.
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3  Ergebnisse

3.1 Patienten

3.1.1 Patientengruppierung

Im Rahmen dieser Forschungsarbeit wurden 649 prospektiv eingeschlossene Patienten
untersucht. Laut Genotypisierung wiesen 545 Patienten einen TT-homozygoten, sechs
Patienten einen AA-homozygoten und 98 Patienten einen AT-heterozygoten Genotyp im
TREM-1-SNP 152234237 auf (Vergleiche Tabelle 6). Entsprechend der Hypothese bzw.
Fragestellung wurden Patienten mit einem A-Allel in einer Gruppe zusammengefasst. Im
Folgenden werden daher die Ergebnisse der TT-Homozygoten und der A-Allel-Triger

verglichen.

Die Ergebnisse wurden 2019 unter dem Titel ,,Lack of an Association between the Functional
Poblymorphism TREM-1 152234237 and the Clinical Course of Sepsis among Critically 1/l Cancasian
Patients—A Monocentric Prospective Genetic Association Study” in der Sonderausgabe ,,Sepsis:
Immunopathology, Patient Classification and Clinical Management’ des Journal of Clinical Medicine
veroffentlicht (Runzheimer et al. 2019).

3.1.2 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv bestand aus 649 kaukasischen Patienten, die intensivmedizinisch in
der Universititsmedizin Gottingen versorgt wurden und im Verlauf ihres Aufenthaltes eine
Sepsis entwickelten. Aus der Verteilung der Genotypen (Vergleiche Tabelle 6) ergab sich eine
MATF far das A-Allel von 0,096. Laut dem Referenzwert auf der Basis 132.326 europdischer
Teilnehmer betrug die erwartete MAF 0,101. Somit entsprach die beobachtete MAF nahezu
der erwarteten Haufigkeit. Mittels Hardy-Weinberg-Gleichgewicht wurde tberpriift, ob die
beobachtete Verteilung der Genotypen der erwarteten Verteilung entsprach. Bei einem p =
0,4890 bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den Verteilungen, so dass die

Ergebnisse als konsistent zu bewerten sind.

Tabelle 6: Verteilung des Triggering receptor expressed on myeloid cells T (TREM-1) rs2234237 Genotyp-Gruppen

TT-Genotyp AT-Genotyp | AA-Genotyp

545 98 6

Allele zusammengefasst 545 104

Anteil am Patientenkollektiv 83,98 % 15,1 % 0,92 %
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Von den 649 eingeschlossenen Patienten waren 66 % minnlich. Das durchschnittliche Alter

lag bei 63 Jahren (Spanne 18 — 91 Jahre). Die Patienten wiesen einen durchschnittlichen Bod)-
Mass-Index (BMI) von 28 kg/m? auf (Tabelle 7). Die Parameter unterschieden sich zwischen

den Genotyp-Gruppen nicht signifikant.

Tabelle 7: Patientencharakteristika in den Triggering receptor expressed on myeloid cells 1 (TREM-1) 152234237

Genotyp-Gruppen

Alle TT AA/AT p-Wert

(n=049) (n=>545) (n=104)
Alter [Jahren] 63115 63115 64+ 14 0,5392
Minnliches Geschlecht [%%0] 66 66 66 0,9254
Body-Mass-Index BMI) [kg/m?] 2806 2806 27%6 0,9725
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3.2 Gesundheitsstatus

3.2.1 Gesundheitszustand vor Beginn der Sepsis

Der Gesundheitszustand der Patienten wurde vor Beginn der Sepsis anhand relevanter
Vorerkrankungen und der Medikation erfasst. Haufige Vorerkrankungen und deren
Verteilung in den Genotyp-Gruppen koénnen Tabelle 8 entnommen werden. Bei der
Auswertung wurden nur Diagnosen berticksichtigt, die mit einer ausreichenden Privalenz im

Patientenkollektiv vorhanden waren, um aussagekriftige Vergleiche zu ermdglichen.

Bei den untersuchten Vorerkrankungen fiel auf, dass Patienten mit einem TT-homozygoten
Genotyp signifikant haufiger einen Myokardinfarkt in der Vorgeschichte zeigten als Triger
des A-Allels (p = 0,0290).

Tabelle 8: Vorerkrankungen in den Triggering receptor expressed on myeloid cells 1T (TREM-1) 152234237 Genotyp-
Gruppen (Auswahl)

Vorerkrankungen [%o] Alle TT AA/AT p-Wert
(n=649) (n=545) (n=104)
Arterieller Hypertonus 54 55 50 0,3804
Myokardinfarkt in der Vorgeschichte 5 6 1 0,029
Chronische obstruktive 15 15 14 0,8703
Lungenerkrankung (COPD)
Asthma bronchiale 3 3 2 0,6275
Chronische Niereninsuffizienz 10 10 11 0,9262
Nicht-insulinpflichtiger Diabetes mellitus 9 8 11 0,4805
Insulin-pflichtiger Diabetes mellitus 10 10 11 0,9712
Chronische Lebererkrankung 6 7 5 0,4898
Krebserkrankung in der Vorgeschichte 15 15 20 0,2387
Schlaganfall in der Vorgeschichte 6 6 4 0,341
Demenz 3 3 4 0,78
Rheumatoide Arthritis 1 1 0 0,2824

Auch hinsichtlich ihres operativen Status (keine Operationen / elektive Operationen /
notfallmiflige Operationen) zeigten die Genotyp-Gruppen einen signifikanten Unterschied
(p = 0,0103; Tabelle 9). Insgesamt waren 18 % der Patienten vorher nicht operiert worden;
29 % waren elektiv und 53 % der Patienten notfallmiflig operiert worden. Von den TT-
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homozygoten Patienten waren 19 % nicht operiert, 54 % elektiv und 27 % notfallmifig
operiert worden; bei A-Allel-Trigern betrugen die Anteile 11 %, 49 % elektiv bzw. 40%.

Tabelle 9: Operativer Status vor Beginn der Sepsis in den Triggering receptor excpressed on myeloid cells T (TREM-1)
1rs2234237 Genotyp-Gruppen

Operative Vorgeschichte [%o] Alle TT AA/AT p-Wert
(n=649) (n=545) (n=104)
Elektive Operation 29 27 40
NotfallmiBige Operation 53 54 49 0,0103
Keine Operation 18 19 11

3.2.2 Gesundheitszustand bei Diagnose der Sepsis

Zur Analyse der Krankheitsschwere der Patienten am Tag der Sepsis-Diagnose wurden der
SOFA- und APACHE-II-Score, Laborparameter (Procalcitonin) und eine eventuelle
Organdysfunktion erfasst (Tabelle 10). Zur Analyse der Organdysfunktion wurde die
Notwendigkeit organunterstiitzender Therapien erhoben. Dazu zihlten die maschinelle
Beatmung, die Gabe von Katecholaminen (Dopamin, Dobutamin, Noradrenalin, Adrenalin)

und Nierenersatzverfahren (Himodialyse, Himofiltration, Himodiafiltration).

Der durchschnittliche SOFA-Wert zu Beginn der Sepsis lag im untersuchten Kollektiv bei
9,4 Punkten. Der héchste SOFA-Score betrug 22 von maximal méglichen 24 Punkten. Der
APACHE II-Wert lag bei durchschnittlich 22 Punkten. Der niedrigste APACHE-II-Wert
betrug 4 und der héchste 46 von maximal mdéglichen 71 Punkten. 86 % der Patienten
benoétigten eine maschinelle Beatmung, 67 % wurden mit Katecholaminen versorgt und 9 %
erhielten ein Nierenersatzverfahren. Am ersten Tag der Sepsis wurde durchschnittlich ein
Procalcitonin-Wert von 10 ng/dl gemessen. Das in den C-Zellen der Schilddrise gebildete
Procalcitonin ist eine Vorstufe des Hormons Calcitonin. Es wird im klinischen Alltag als
Marker fiir bakterielle Infektionen verwendet. Die Genotyp-Gruppen unterschieden sich

hinsichtlich der Parameter bei Sepsis-Diagnose nicht signifikant.
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Tabelle 10: Gesundheitszustand am Tag der Sepsis-Diagnose in den Triggering receptor expressed on myeloid cells 1
(TREM-1) 152234237 Genotyp-Gruppen

Alle TT AA/AT p-Wert
(n=049) (n=545) (n=104)

SOFA-Wert (MW + SD) 94+£39 | 94138 9,0£4,1 0,1421
APACHE-II-Wert (MW * SD) 22+7 22+7 2117 0,3042
Procalcitonin [ng/dl] (MW * SD) 10 £ 29 10 £ 30 10 £ 26 0,8157

Maschinelle Beatmung [%0] 80 86 87 0,82
Katecholamin-Gabe [%0] 67 67 64 0,5878
Nierenersatzverfahren [%o] 9 9 8 0,6681

Zum Zeitpunkt der Diagnose oder im Verlauf der Erkrankung wurde bei dem Grof3teil der
Patienten der Infektfokus identifiziert. Am hidufigsten war primir die Lunge betroffen,
gefolgt vom Abdomen. Die identifizierten primiren Infektfokusse waren in den Genotyp-

Gruppen nicht signifikant verschieden (Siehe Tabelle 11).

Tabelle 11: Identifizierter Fokus der Sepsis in den Triggering receptor expressed on myeloid cells 1 (TREM-1) 152234237

Genotyp-Gruppen

Infektionsort [%0] Alle TT AA/AT p-Wert
(n=0649) (n=545) (n=104)
Lunge 62 62 62
Abdomen 20 20 19
Primire Bakteridmie 6 6 8
Knochen und Weichteile 4 4 3 0,51
Urogenitaltrakt 2 2 3
Chirurgische Wunde 2 1 4
Sonstige 4 3 0
3.2.3 Krankheitsverlauf

Die folgenden Ergebnisse geben den Verlauf der Sepsis anhand der wihrend des
intensivmedizinischen Aufenthaltes tiglich erhobenen Daten wieder. Durchschnittlich

erfullten die Patienten nach drei Tagen auf der Intensivstation die Diagnosekriterien einer
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Sepsis. Die mittlere Verweildauer nach der Diagnosestellung auf der Intensivstation betrug
17 Tage. Der Aufenthalt endete entweder mit dem Versterben des Patienten, bei seiner
Genesung oder bei seiner Verlegung (andere Station / anderes Krankenhaus / Teilnahme an
einer Rehabilitationsmal3nahme). Im Rahmen der Sepsis verweilten die Patienten
durchschnittlich 40 Tage in der Universititsmedizin Gottingen (Tabelle 12). Die einzelnen

Zeitriume unterschieden sich nicht signifikant zwischen den Genotyp-Gruppen.

Tabelle 12: Aufenthaltsdauer der Triggering receptor expressed on myeloid cells 1 (TREM-1) 152234237 Genotyp-

Gruppen
Aufenthaltsdauer [Tage] Alle TT AA/AT | p-Wert
MW £ SD) (n=649) | (n=545) (n=104)
auf der Intensivstation 20 + 16 20 + 16 21 +17 0,7486
auf der Intensivstation bis zur Sepsis-Diagnose 3%£5 3%£5 414 0,4293
auf der Intensivstation nach der Sepsis- 17+ 15 17+ 15 17+ 16 0,6011
Diagnose
Universititsmedizin Gottingen 40 £ 29 39 £ 28 44 + 33 0,2497

Wie in der FEinleitung geschildert, spiegeln repetitiv erhobene SOFA-Werte den
Krankheitsverlauf wider. Fir die statistische Auswertung wurde ein Durchschnitt aus allen
erhobenen SOFA-Werten gebildet. Tabelle 13 zeigt die durchschnittlichen organspezifischen
SOFA-Scores sowie den Gesamt-SOFA-Mittelwert (Daten wurden tiglich erthoben). Der
Gesamt-SOFA-Mittelwert wihrend des Krankheitsverlauf lag bei 7,0 Punkten. Zwischen
den Genotyp-Gruppen bestanden keine signifikanten Unterschiede.
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Tabelle 13: SOFA-Scores und der SOFA-Subscores in den Triggering receptor excpressed on myeloid cells 1 (TREM-1)
TREM-1 rs2234237 Genotyp-Gruppen

Alle TT AA/AT P-Wert
(n=0649) (n=545) (n=104)
SOFA-Wert 7135 7135 6,8 £ 3,7 0,4717
SOFA-Wert Atmungssystem 2108 2108 2108 0,88
SOFA-Wert Herzkreislaufsystem 2+1 2+1 2+1 0,7582
SOFA-Wert Zentrales Nervensystem 2+11 2+11 19+12 0,131
SOFA-Wert Niere 0,8+ 1,2 0,8+ 1,2 0,7+ 1,1 0,8692
SOFA-Wert Gerinnung 0,4+ 0,6 0,3+ 0,6 0,4 +0,7 0,2439
SOFA-Wert Leber 0,4+ 0,7 0,4+ 0,7 0,3+0,7 0,8126

Dartber hinaus wurden weitere Daten dokumentiert, die die Schwere der Erkrankung
reprasentierten (Tabelle 14). Auch hier bestanden zwischen den Genotyp-Gruppen keine

signifikanten Unterschiede.
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Tabelle 14: Laborparameter und klinische Daten der Krankheitsschwere (MW £ SD) in den Triggering receptor
expressed on myeloid cells T (TREM-1) rs2234237 Genotyp-Gruppen

Alle TT AA/AT p-Wert
(n=649) (n=545) (n=104)
Entziindungsparameter
Leukozyten [1000/pl] 13£5 13£5 13£5 0,4353
C-reaktives Protein (CRP) [mg/]] 151 £ 87 148 £ 86 164 £ 89 0,1946
Procalcitonin [ng/dl] 4+9 4+8 5+£13 0,9562
Nierenwerte
Utinausscheidung [ml/Tag] 2980 £ 3002 £ 28064 £ 0,2934
1333 1343 1280
Utinausscheidung [ml/kg/h] 2+1 2+1 2+1 0,747
Kreatinin im Serum [mg/dl] 1,2+1 1,2+1 1,2+ 0,8 0,7346
Leberwerte
Aspartat-Aminotransferase (AST, GOT) [TU/1] | 168 595 | 177 £ 642 | 114 £ 229 0,3071
Alanin-Aminotransferase (ALT, GPT) [IU/]] 93 + 188 97 £ 195 74 + 142 0,063
Bilitubin [mg/dl] 12+2 1,212 1,1+1,7 0,9725
Zentrales Nervensystem
Glasgow Coma Scale (GCS) 10 £ 3,2 99132 | 104+£33 0,1553
Gerinnung
Thrombozyten [1000/ul] 296 + 152 | 300 = 155 | 274 £ 131 0,181

Weiter wurden die von den Patienten wihrend ihres Aufenthaltes entwickelten relevanten
Organdysfunktionen erfasst (Tabelle 15). 93 % der Patienten bendtigten eine maschinelle
Beatmung, 79 % mussten mit Katecholaminen versorgt werden und 21 % erhielten eine
Therapie mit einem Nierenersatzverfahren. Wihrend des Intensivaufenthaltes erfillten 51 %
der Patienten die Kiriterien fiir das Vorliegen eines septischen Schocks. Durchschnittlich
wurden die Kriterien fur einen septischen Schock an zwei Tagen wihrend des Aufenthaltes
erfullt. Zwischen den untersuchten Genotyp-Gruppen bestanden keine signifikanten

Unterschiede.
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Tabelle 15: Parameter der Organdysfunktionen in den Triggering receptor excpressed on myeloid cells 1T (TREM-1)

1rs2234237 Genotyp-Gruppen

Alle TT AA/AT p-Wert
(n=049) (n=545) (n=104)

Anteil der Patienten mit septischem 51 50 57 0,18
Schock [%%]
Tage im septischen Schock (MW + SD) 2+3 2+3 2+3 0,1453
Anteil der Patienten mit mechanischer 93 94 92 0,6332
Beatmung wihrend des Aufenthaltes [%0]
Anteil der Patienten mit Katecholamin- 79 79 78 0,7186
Gabe wihrend des Aufenthaltes [%0]
Anteil der Patienten mit Nierenersatz- 21 21 18 0,5133
verfahren wihrend des Aufenthaltes [%]
Tage ohne maschinelle Beatmung 55 55 4+£5 0,8157
MW £ SD)
Tage ohne Katecholamin-Gabe 10+7 10+7 10+7 0,5074
MW £ SD
Tage ohne Nierenersatzverfahren 14+ 8 14+ 8 14+ 8 0,7018
MW £ SD)
Anteil der Tage ohne maschinelle 66 + 32 67 31 65 34 0,915
Beatmung [%] (MW £ SD)
Anteil der Tage ohne Katecholamin- 34 + 30 33 + 30 34 + 30 0,7081
Gabe [%] MW +£ SD)
Anteil der Tage ohne 9+22 10£23 9+22 0,6751

Nierenersatzverfahren [%] (MW X SD)

Wihrend der intensivmedizinischen Sepsis-Therapie wurden zudem die mikrobiologischen

und serologischen Befunde erfasst. Die Auswertung ergab keine signifikanten Unterschiede

zwischen den untersuchten Gruppen. Insgesamt wurden bei den 649 Patienten 3243 Erreger

nachgewiesen. 83 % der Erregernachweise (n=2683) entfielen auf TT-Homozygote und
17 % auf A-Allel-Triger (n=560), was dem Verhiltnis der Merkmalstrager (16 % A-Allel-

Triger) im untersuchten Kollektiv entsprach. Die Erreger wurden in gram-positive, gram-

negative Bakterien, Pilze, Viren und Parasiten gruppiert. Zwischen den Genotyp-Gruppen

bestand kein signifikanter Unterschied bei der Verteilung der Erreger-Gruppen (Tabelle 16).

Fir eine bessere Ubersicht wurde auf eine tabellarische Darstellung der einzelnen Erreger

verzichtet. Tabelle 17 gibt die Haufigkeit des Vorkommens der Erreger-Gruppen in den
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Genotyp-Gruppen wieder. Im Beobachtungszeitraum wurden bei 78 % der Patienten gram-
positive Bakterien, bei 67 % gram-negative Bakterien, bei 44 % Pilze und bei 12 % Viren
nachgewiesen. Auch hier bestand zwischen den Genotyp-Gruppen kein signifikanter

Unterschied.

Tabelle 16: Anteile der nachgewiesenen Erreger an allen Keimnachweisen in den Triggering receptor expressed on

myeloid cells T (TREM-1) rs2234237 Genotyp-Gruppen

Alle TT AA/AT P-Wert
(n=3243) (n=2683) (n=560)
Gram-negative Bakterien [%o] 31 31 31
Gram-positive Bakterien [%o] 45 45 44
Pilze [%0] 19 19 18 0,1675
Viren [%o] 5 4 6
Parasiten [%0] 0 0 0

Tabelle 17: Prozentuale Verteilung der Krankheitserreger in den Triggering receptor excpressed on myeloid cells 1

(TREM-1) 152234237 Genotyp-Gruppen

Alle TT AA/AT p-Wert

(a=649) (a=545) (a=104)
Gram-negative Bakterien [%o] 67 68 66 0,8146
Gram-positive Bakterien [%o] 78 78 78 0,9163
Pilze [%] 44 44 47 0,5395
Viren [%0] 12 17 11 0,0703
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3.3 Mortalititsanalyse

3.3.1 90-Tagesmortalitit und 28-Tagesmortalitit

Die Uberlebensrate der Patienten wurde 28 Tage und 90 Tage nach dem Beginn der Sepsis
erfasst (Tabelle 18). Als primirer Endpunkt wurde die 90-Tagesmortalitit definiert. Bei den
Trigern des A-Allels lag die Mortalitit nach 90 Tagen bei 28 % und bei TT-homozygoten
Patienten bei 31 %. Die Mortalitit unterschied sich nicht signifikant zwischen den Genotyp-
Gruppen. Nach 28 Tagen zeigten A-Allel-Tridger mit 16 % eine geringere Mortalitit als T'T-
homozygote Patienten mit 21%. Auch dieser Unterschied war jedoch statistisch nicht
signifikant.

Tabelle 18: Uberleben nach 90 und 28 Tagen in den Triggering receptor expressed on myeloid cells 1 (TREM-1) TREM-
1 52234237 Genotyp-Gruppen

Alle TT AA/AT p-Wert

(n=049) (n=>545) (n=104)
Ubetlebensrate nach 90 Tage [%o] 70 69 72 0,5203
Ubetlebensrate nach 28 Tage [%o] 80 79 84 0,3257

Der kumulierte Uberlebensanteil nach 90 (Abbildung 3) und 28 Tagen (Abbildung 4) wurde
auch graphisch mittels Kaplan-Meier-Kurven erfasst. Dabei wurde die Uberlebensrate auf

der y-Achse gegen die Zeit nach Diagnose einer Sepsis auf der x-Achse aufgetragen.
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Abbildung 3: 90-Tagestiberlebensrate nach Triggering receptor expressed on myeloid cells 1 (TREM-1) 152234237
Genotyp

Blaue Kurve: TT-homozygote Merkmalstriger; rote Kurve: A-Allel-Triger. Auf der x-Achse sind die Tage nach
Beginn der Sepsis aufgetragen und auf der y-Achse der prozentuale Anteil der Uberlebenden (modifiziert nach

Runzheimer et al. 2019). Creative commons license CC BY 4.0.
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Abbildung 4: 28-Tagestibetlebensrate nach Triggering receptor expressed on myeloid cells 1 (TREM-1) 152234237
Genotyp

Blaue Kurve: TT-homozygote Merkmalstriger; rote Kurve: A-Allel-Triger. Auf der x-Achse sind die Tage nach
Beginn der Sepsis aufgetragen und auf der y-Achse der prozentuale Anteil der Uberlebenden (modifiziert nach

Runzheimer et al. 2019). Creative commons license CC BY 4.0.

3.3.2 Multivariate Cox-Regression

Mit der Cox-Regression lisst sich der Einfluss unabhingiger Variablen auf das Eintreten von
Ereignissen (hier das Versterben eines Patienten) uberprifen. Als Variablen wurden
Charakteristika des Patientenkollektives (z. B. Alter, BMI, Geschlecht), die SOFA- und
APACHE-II-Werte bei Sepsis-Beginn, ein Herzinfarkt in der Vorgeschichte und der TREM-
1 152234237 TT-Genotyp einbezogen (Vergleiche Tabelle 19 und Tabelle 20). Es wurden
Variablen, die die Krankheitsschwere abbildeten und zusitzlich das Alter, der BMI sowie das
Geschlecht ausgewihlt. Dartiber hinaus wurde ein Herzinfarkt als Vorerkrankung
aufgenommen, da sich die Gruppen diesbeziiglich bei Krankheitsbeginn signifikant
unterschieden. Lediglich die SOFA- und APACHE II-Werte sowie das Patientenalter hatten
einen signifikanten Effekt auf das Uberleben nach 90 Tagen (p-Werte: 0,0034; 0,0226;
0,0000).
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Tabelle 19: Cox-Regression fiir die 90-Tagesmortalitit

Variable Hazard-Ratio 95 % p-Wert
Konfidenzintervall

Alter 1,0270 1,0150 — 1,0391 0,0000

Body-Mass-Index: (BMI) 0,9795 0,9544 — 1,0053 0,1181

SOFA-Wert zu Beginn der Sepsis 1,0704 1,0228 — 1,1203 0,0034

APACHE II-Wert zu Beginn der Sepsis 1,0335 1,0046 — 1,0633 0,0226

Minnliches Geschlecht 1,0481 0,7771 — 1,4137 0,7582

Myokardinfarkt in der Vorgeschichte 1,2061 0,6956 —2,0913 0,5046

Triggering receptor expressed on myeloid cells 1 1,1093 0,7448 — 1,6522 0,6098
(TREM-1) rs2234237 TT Genotyp

Das Uberleben nach 28 Tagen (Tabelle 20) wurde signifikant durch das Alter und den SOFA-
Score zu Beginn der Sepsis beeinflusst (p-Werte: 0,0009; 0,0285).

Tabelle 20: Cox-Regression fiir die 28-Tagesmortalitit

Variable Hazard Ratio 95 % p-Wert
Konfidenzintervall

Alter 1,0244 1,0099 —1,0391 0,0009

Body-mass-index: (BMI) 0,9755 0,9444 — 1,0077 0,1351

SOFA-Wert zu Beginn der Sepsis 1,0881 1,0289 — 1,1507 0,0285

APACHE II-Wert zu Beginn der 1,0322 0,9968 — 1,0688 0,0748

Sepsis

Minnliches Geschlecht 1,2507 0,8546 — 1,8305 0,2496

Myokardinfarkt in der Vorgeschichte 1,0310 0,5198 — 2,0451 0,9304

Triggering receptor expressed on myeloid cells 1 1,2668 0,7580 —2,1172 0,3668
(IREM-1) rs2234237 TT-Genotyp
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4 Diskussion

Der Einfluss genetischer Variationen auf die Entstehung, Schwere und Mortalitit von
Krankheiten ist seit iiber dreil3ig Jahren bekannt. So wiesen Menschen, deren Eltern an einer
Infektionserkrankung vor Erreichen des finfzigsten Lebensjahres verstarben, eine fiinfach
hohere Sterblichkeitsrate bei einer Infektionskrankheit auf (Serensen et al. 1988). Durch die
Méglichkeit einer vollstindigen Sequenzierung des menschlichen Genoms (Schmutz et al.
2004) eroffneten sich weitreichende Moglichkeiten fiir die genetische Forschung.
Epidemiologische Studien belegen die Rolle genetischer Variationen bei der Entwicklung,
dem Verlauf und der Mortalitit der Sepsis (Holmes et al. 2003). Die Identifikation von
Genen, die die Krankheitsentstehung und den Verlauf der Sepsis beeinflussen, bietet
mogliche Ansatzpunkte fir die Entwicklung zielgerichteter Therapien (Holmes et al. 2003).

Bisherige Studien zum Einfluss des funktionellen TREM-1-SNP rs2234237 auf entziindliche
Erkrankungen bzw. Sepsis lieferten widersprichliche und uneinheitliche Ergebnisse. Bislang
fehlen Studien zum Einfluss des TREM-1-SNP 12234237 auf die Mortalitat und Schwere

einer Sepsis bei einem kaukasischen Kollektiv.

In einer Studie uber Malaria wiesen T-Allel-Triger im TREM-1-SNP rs2234237 hohere
Plasmaspiegel an sSTREM-1 und einen schwereren Verlauf der Malaria auf (Adukpo et al.
2016). Die Relevanz dieser Studie fur die vorliegende Arbeit ergibt sich aus dem Befund,
dass es bei der Malaria dhnlich wie bei einer Sepsis zu einer dysregulierten Immunreaktion
kommt (Akanmori et al. 2000). Laut einer weiteren Studie besitzt das A-Allel einen

protektiven Effekt fiir den Verlauf einer Malaria-Erkrankung (Mario-Vasquez et al. 2021).

Rivera-Chavez et al. zeigten in einem US-amerikanischen Studienkollektiv —aus
beatmungspflichtigen Verbrennungsopfern, dass T-Alleltrager im TREM-1-SNP 152234237
bei beatmeten Patienten hidufiger eine beatmungsassoziierte Pneumonie entwickelten. Bei
den untersuchten 540 Patienten trat eine beatmungsassoziierte Pneumonie bei 209 Patienten
auf. T-Allel-Trager wiesen ein dreifach hoheres Risiko fiir diese Komplikation auf; besonders
gefihrdet waren TT-homozygote Patienten. 20 % der 540 Verbrennungsopfer erfiillten die
Diagnosekriterien einer Sepsis, wobei der TREM-1-Genotyp die Auftrittswahrscheinlichkeit
einer Sepsis nicht beeinflusste (Rivera-Chavez et al. 2013).

Die Lunge ist bei der Sepsis ein hdufiger Infektfokus (Vergleiche Tabelle 11). Auch im
vorliegenden Kollektiv zeigten 62 % der septischen Patienten einen Infektfokus in der
Lunge; die Haufigkeit war fir TT-homozygote Patienten und A-Allel-Triger vergleichbar.
Anders als in der vorliegenden Studie unterschieden Rivera-Chavez et al. AA-homozygote
Patienten und T-Allel-Trager. Weiter unterschied sich die Genotyp-Verteilung erheblich von
dem hier untersuchten Kollektiv, was die Vergleichbarkeit der Studien weiter einschrinkt.
Der Befund von Rivera-Chavez et al., dass das T-Allel vermutlich einen Risikofaktor fur
einen schweren Krankheitsverlauf und eine geringere Resilienz der Patienten fiir

Krankheiten darstellt, trug aber zur Formulierung der Hypothese der vorliegenden Studie
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bei, dass septische TT-homozygote Merkmalstriger im TREM-1-SNP rs2234237 einen

schwerwiegenderen Krankheitsverlauf und eine héhere Mortalitit aufweisen.

Eine mégliche Korrelation des TREM-1-Genotyp rs2234237 mit der Schwere und dem
Verlauf eines septischen Schocks wurde auch an einem Han-chinesischen Kollektiv
untersucht. Ubereinstimmend mit den hier prisentierten Ergebnissen bestand keine
Assoziation zwischen den beiden Parametern. Die Autoren betonten jedoch, dass die
Ergebnisse aufgrund unterschiedlicher MAF nur bedingt auf andere Kollektive Gibertragbar
sind (Peng et al. 2015). Eine weitere Studie an einem chinesischen Kollektiv fand ebenfalls
keine Assoziation zwischen dem TREM-1-Genotyp rs2234237 und der Entwicklung einer
schweren Sepsis bzw. dem Uberleben der Patienten (Chen et al. 2008). Die Aussagekraft der
Ergebnisse wurde durch die geringe statistische Power eingeschrinkt, so dass eine

Assoziation nicht sicher ausgeschlossen werden konnte.

Anders als die oben aufgefithrten Untersuchungen fanden Su et al. Hinweise fiir eine
Assoziation zwischen dem TREM-1-Genotyp rs2234237 und dem Verlauf einer Sepsis-
Erkrankung in einem Han-chinesischen Patientenkollektiv. Der Genotyp beeinflusste die
Prognose und den Krankheitsverlauf. Patienten mit einem AA-Genotyp zeigten eine
niedrigere Mortalitit als T-Allel-Triger. Laut den Autoren hatte das A-Allel einen protektiven
Einfluss auf den Verlauf einer Sepsis, wohingegen das T-Allel nach der Regressionsanalyse
einen Risikofaktor darstellte. Patienten mit einem TT-homozygoten Genotyp zeigten eine
hoéhere 28-Tagesmortalitit als A-Allel-Triger (Su et al. 2012).

Ein fehlender Effekt des Genotyps kann somit nicht sicher belegt werden, so dass weitere
Analysen notwendig sind. Die vorliegenden Ergebnisse tragen dazu bei, die potentielle Rolle
des TREM-1-Genotyps rs2234237 fiir den Verlauf einer Sepsis vetldsslicher zu bewerten.
Aufgrund der Vorbefunde wurde postuliert, dass der TT-Genotyp mit einem schweren
Krankheitsverlauf und einer h6heren Mortalitit assoziiert ist. Diese Hypothese basierte auch
auf Befunden im Mausmodell, in dem ein Eingriff in den TREM-1-Signalweg das Uberleben
der Miduse beeinflusste. Laut Bouchon et al. verstirkt der TREM-1-Signalweg bei bakteriellen
Infektionen die Entztindungsreaktion. Eine Blockade von TREM-1 schiitzt in Méausen vor
einem LPS-induzierten Schock und vor einer durch Escherichia coli ausgelosten bakteriellen
Sepsis. Zudem fanden die Autoren geringere Plasmaspiegel von TNFoa und IL-18 sowie
weniger neutrophile Granulozyten, Monozyten und Makrophagen (Bouchon et al. 2001).
Passend dazu wurde in einem weiteren Mausmodell gezeigt, dass eine Aktivierung von
TREM-1 zu erhohten pro-inflaimmatorischen Zytokin-Spiegeln und zu einer erhdhten
Mortalitit nach LPS-Exposition fithrte. Diese Befunde unterstreichen die Rolle von TREM-
1 fir die Uberaktivierung des Immunsystems bei einer Sepsis und einem septischen Schock
(Gibot et al. 2004a). Weber et al. fanden in einem Mausmodell, dass eine Aktivierung von
TREM-1 zu einer dysregulierten Immunantwort fihrt. Ein kinstlich hervorgerufener
TREM-1-Mangel durch eine Deletion des Exon 2 beeinflusste die Bekimpfung von Erregern

durch das Immunsystem nicht negativ. In Exon 2 befindet sich auch der in der vorliegenden
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Arbeit untersuchte SNP rs2234237. Die Mause mit TREM-1-Mangel zeigten signifikant
seltener durch das Immunsystem ausgeloste Pathologien, ohne FEinbuflen bei der
Bekimpfung von Krankheitserregern. Dazu wurden Méuse mit und ohne TREM-1-Mangel
mit Leishmania major Gber eine subkutane Lision am Fullballen infiziert. Die GréBe der
Lision nahm bei Miusen mit TREM-1-Mangel weniger zu als bei Mdusen ohne TREM-1-
Mangel. 21 Tage nach der Infektion zeigten die Mause mit TREM-1-Mangel eine dreifach
geringere Anzahl an neutrophilen Granulozyten, wobei nach 35 Tagen die Erregerlast
dennoch vergleichbar war (Weber et al. 2014).

Diese Ergebnisse liefern Hinweise darauf, dass TREM-1 eine Rolle bei der Pathophysiologie
der Sepsis spielt. In der vorliegenden Arbeit wurde daher untersucht, inwieweit der
funktionelle SNP rs2234237 im TREM-1-Gen sich auf den klinischen Verlauf und die
Mortalitit einer Sepsis auswirkt. Zur Analyse der Hypothese, dass der TT-homozygote
Genotyp im TREM-1-SNP 152234237 mit einem schweren Krankheitsverlauf und einer
héheren Mortalitit assoziiert ist, wurde das GenoSep-Patientenkollektiv genotypisiert. In
diesem Kollektiv wiesen 84 % einen homozygoten TT-Genotyp im TREM-1-SNP
rs2234237 auf, lediglich 16 % waren A-Allel-Trdger. Die beobachtete MAF von 0,096
entsprach annihernd der fir ein europdisches Kollektiv zu erwartenden MAF von 0,101. Die
Genotyp-Verteilung stimmte mit der nach dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht zu

erwartenden Verteilung tiberein.

Die Patienten waren bei Einschluss durchschnittlich 63 + 15 Jahre alt und hatten einen BMI
von 28 + 6 kg/m? 66 % der Patienten waren minnlich. Zwischen den Genotyp-Gruppen

bestanden keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich dieser Charakteristika.

In der SOAP-Studie mit tber 3.000 Patienten von 198 Intensivstationen in 24 europiischen
Lindern wurde die Inzidenz und der Krankheitsverlauf der Sepsis analysiert (Vincent et al.
20006). Bei Einschluss war knapp ein Viertel der Patienten (24,7 %) septisch; 37,4 % der
Patienten erkrankten im Studienverlauf an einer Sepsis. Dieses grofle europiische
Patientenkollektiv ist fur einen Vergleich mit dem hier vorliegenden GenoSep-
Patientenkollektiv gut geeignet. Allerdings sind Unterschiede im Studiendesign zu beachten.
Bei dem europiischen Kollektiv erfolgte die Patientenrekrutierung nur tiber 2 Wochen,
wihrend die Patienten des GenoSep-Kollektivs tiber mehrere Jahre sukzessiv in die Studie
aufgenommen wurden. Im europdischen Kollektiv waren die septischen Patienten
durchschnittlich 60 Jahre alt und zu 68 % minnlich, was in etwa den Daten im vorliegenden
Kollektiv (63 Jahre, 66 % minnlich) entspricht. In beiden Kollektiven dominierten die Lunge
(62 % GenoSep bzw. 68 % SOAP) und das Abdomen (20 % GenoSep bzw. 22 % SOAP)
als primire Infektfokusse. Im europiischen Kollektiv lag die Mortalitit wihrend des
intensivmedizinischen Aufenthaltes bei den septischen Patienten bei 27 %. Die GenoSep-
Patienten wiesen nach 28 Tagen eine Mortalitit von 20 % auf. Allerdings ldsst die 28-
Tagesmortalitit keinen Riickschluss auf die Mortalitit wihrend der intensivmedizinischen

Behandlung zu. Trotz der weitgehend vergleichbaren Ergebnisse scheint das GenoSep-
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Patientenkollektiv schwerer betroffen zu sein, was beispielsweise an der lingeren
durchschnittlichen Aufenthaltsdauer deutlich wird (20 Tage vs. 7 Tage). Eine mogliche

Erklirung ist, dass Patienten der SOAP-Studie, die erst im Verlauf ihres

intensivmedizinischen Aufenthaltes septisch wurden, eine geringere Uberlebensrate zeigten
als das Gesamtkollektiv. Auch in der vorliegenden Arbeit entwickelten die Patienten erst im
Rahmen des intensivmedizinischen Aufenthaltes eine Sepsis. Epidemiologische Daten
deutscher Universititskliniken beziffern die durchschnittliche Liegezeit von Patienten mit
schwerer Sepsis oder septischem Schock mit 19 Tagen (Engel et al. 2007), was der Linge des
Intensivaufenthaltes in der vorliegenden Studie entspricht. Allgemein scheint das GenoSep-
Patientenkollektiv die europiische Bevélkerung addquat zu reprasentieren und erlaubt daher
Rickschliisse auf die Gesamtbevolkerung. Fiar eine Eignung des GenoSep-
Patientenkollektivs sprechen auch die Gemeinsamkeiten mit dem SOAP-Kollektiv. Die

Einschluss- und Ausschlusskriterien trugen dazu bei, ein homogenes Patientenkollektiv zu

generieren.

Wie erwihnt, zeigten die Charakteristika (Alter, BMI, Geschlecht) der beiden Genotyp-
Gruppen keine relevanten Unterschiede (Tabelle 7), was eine homogene Verteilung der
Charakteristika auf die Genotypen im Patientenkollektiv beweist. Zwar wiesen A-Allel-
Triger am Diagnosetag der Sepsis einen durchschnittlich niedrigeren SOFA- (9,0 vs. 9,4)
und APACHE II-Wert (20 vs. 21) auf, allerdings erreichten diese Unterschiede nicht das
Signifikanzniveau. Auch die Parameter fur den potentiellen FEinsatz einer
Organunterstiitzung unterschieden sich nicht signifikant. Damit schien der Genotyp die

Ausprigung der Symptome zum Krankheitsbeginn nicht zu beeinflussen.

Aufgrund des Fehlens signifikanter Unterschiede zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
zwischen den Gruppen, war von einer dhnlichen Prognose auszugehen. Daftir spricht auch
das Fehlen signifikanter Unterschiede beim Infektfokus, die den Verlauf oder die Schwere
der Erkrankung hitten beeinflussen koénnen. Aufgrund der fehlenden Unterschiede zum
Zeitpunkt des Einschlusses in die Studie lieBen sich die Genotyp-Gruppen im weiteren

Verlauf gut vergleichen.

Wenn bei einem Infekt oder Infektverdacht eine Sepsis als Verdachtsdiagnose im Raum
steht, erfolgt die Diagnose tiber eine Verschlechterung des SOFA-Scores um = 2 Punkte.
Eine Zunahme des Ausgangswertes um = 2 Punkte spiegelt eine relevante Organdysfunktion
wider. Eine FErhohung des SOFA-Wertes korreliert mit einer erhohten
Krankenhaussterblichkeit (Singer et al. 2016). Diese Beobachtungen wurden durch die
vorliegende Arbeit bestitigt. Die am ersten Tag einer Sepsis erhobenen SOFA- und
APACHE-II-Werte beeinflussten die 90-Tagesmortalitit signifikant. Weiter korrelierte der
SOFA-Wert zusitzlich mit der 28-Tagesmortalitit; der APACHE-II-Score verfehlte bei
diesem Parameter nur knapp die statistische Signifikanz (p = 0,0748). Diese Ergebnisse
unterstreichen die klinische Aussagekraft des SOFA-Wertes zur Identifizierung septischer

Patienten.



Diskussion 54

Beziiglich ihres operativen Status unterschieden sich die Genotyp-Gruppen signifikant. So
erhielten A-Allel-Triger zu 40 % elektive Operationen, zu 49 % Notfalloperationen und zu
11 % eine konservative Therapie, wohingegen TT-Homozygote zu 27 % elektiv und zu 54 %
notfallmiflig operiert wurden und zu 19 % konservativ therapiert wurden. Ob ein
Zusammenhang zwischen dem TREM-1-Genotyp und der Notwendigkeit operativer
Therapien besteht, kann aus diesem Ergebnis nicht abgeleitet werden. Eine Aussage wird
dadurch erschwert, dass die Indikationen fiir die Notwendigkeit einer Operation und die

operativen Komplikationen nicht erfasst wurden.

Neben der Sterblichkeit, wurde auch die Krankheitsschwere in den Genotyp-Gruppen
untersucht. Beztglich der Notwendigkeit einer kiinstlichen Beatmung (A-Allel-Trager zu
92 % vs. TT-Homozygote zu 94 %), dem Einsatz einer Katecholamin-Therapie (A-Allel-
Triger zu 78 % vs. TT-Homozygote zu 79 %) und einem Nierenersatzverfahren (A-Allel-
Triger zu 18 % vs. TT-Homozygote zu 21 %) zeigte sich kein statistisch signifikanter
Unterschied.

Auch die organspezifischen SOFA-Subscore-Werte unterschieden sich nicht signifikant
zwischen den Genotyp-Gruppen. Die Befunde deuten an, dass der TREM-1-Genotyp die

Organdysfunktion und Schwere einer Sepsis-Erkrankung nicht signifikant beeinflusst.

Auch bei den Laborparametern traten (nicht signifikante) Unterschiede zwischen den
Genotyp-Gruppen auf. A-Allel-Triger zeigten niedrigere Leberenzym-Werte als TT-
homozygote Merkmalstriger (AST 114 vs. 177 IU/1L; ALT 74 vs. 97 IU/1). Eine Erhohung
der Leberwerte deutet auf eine Leberfunktionsstérung hin. Laut Nguyen-Lefebvre et al.
verstirkt TREM-1 die Entziindungsreaktion und Fibrosierung bei Lebererkrankungen. In
ithrer Studie war die Anzahl der TREM-1-exprimierenden Makrophagen und Monozyten in
fibrotischen Leberarealen im Verglich zu Proben von Lebergesunden erhéht. Bei TREM-1-
defizienten Mdusen war eine Reduktion der Entziindungszellen, der Fibrosierung, sowie der
Leberschidigung zu beobachten (Nguyen-Lefebvre et al. 2018). Diese Ergebnisse sind ein
weiterer Beleg fiir die Beteiligung von TREM-1 an Entzindungsreaktionen. Daher wird der
TREM-1-Genotyp bei der Erforschung von entziindlichen Lebererkrankungen in Zukunft

eine Rolle spielen.

Im Verlauf des Beobachtungszeitraums gelangen bei den 649 Patienten insgesamt 3243
Keimnachweise; damit wurden bei jedem Patienten durchschnittlich fiinf Erreger detektiert.
83 % der Keimnachweise (n = 2683) entfielen auf TT-homozygote Merkmalstrager. Dieser
Anteil entspricht dem Anteil an TT-homozygoten Merkmalstrigern (84 %) im untersuchten
Kollektiv. Auch die Verteilung der Erregergruppen unterschied sich nicht zwischen den
Merkmalstrigern. Am héufigsten wurden mit 45 % gram-positive Bakterien nachgewiesen
(Tabelle 16). Bei 78 % der Patienten erfolgte ein Nachweis gram-positiver Erreger, bei 67 %
ein Nachweis gram-negativer Bakterien, bei 44 % ein Nachweis von Pilzen und bei 12 % ein

Nachweis von Viren (Tabelle 17). Bei A-Allel-Tridger wurden seltener Viren nachgewiesen,
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dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant. Die Ergebnisse belegen, dass der TREM-1-
Genotyp die Suszeptibilitit fiir Erreger nicht maf3geblich beeinflusst.

Als primirer Endpunkt dieser Untersuchung wurde die 90-Tagesmortalitit definiert. Dieser
verlingerte ~ Untersuchungszeitraum  erlaubt  eine  addquate  Beurteilung  des
Krankheitsverlaufs eines septischen Patienten. Oftmals wird bei Uberlebensanalysen
lediglich  die = 28-Tagesmortalitit erhoben, obwohl Experten einen lingere
Untersuchungszeitraum empfehlen (Winters et al. 2010; Khamsi 2012; Delano und Ward
2016). Von den 649 Patienten waren nach 90 Tagen 196 Patienten (30 %) verstorben. Bei
den TT-homozygoten Merkmalstrigern betrug die 90-Tagesmortalitit 31 % und bei den A-
Allel-Tragern 28 %. Die erhéhte Mortalitit der TT-homozygoten Merkmalstriger entspricht
der aufgestellten Hypothese, war aber statistisch nicht signifikant. Ahnliche Befunde ergaben
sich fur die 28-Tagesmortalitit. Wihrend der ersten 28 Tage nach Beginn der Sepsis
verstarben 21 % der TT-homozygoten Merkmalstriger und 16 % der A-Allel-Trager. Die
Kaplan-Meier-Uberlebenskurven (Abbildung 3) flachten im Verlauf der Zeit deutlich ab.
Dieser Befund spricht dafiir, dass das Risiko zu versterben in der Frithphase der Sepsis am

hochsten ist.

Laut dieser Ergebnisse ist ein Einfluss des TREM-1-Genotyps rs2234237 auf die Mortalitit
bei septischen Patienten auszuschlieBen. Tendenziell zeigten die Parameter der
Krankheitsschwere niedrigere Werte bei den A-Allel-Trigern. Insgesamt gab es in der
vorliegenden Studie einige Hinweise auf einen etwas milderen Krankheitsverlauf bei den A-
Allel-Tragern. Aufgrund fehlender statistischer Signifikanz ist eine abschlieBende Bewertung
nicht moglich.

In der vorliegenden Arbeit erwies sich der homozygote TT-Genotyp von TREM-1
1rs2234237 jedoch nicht als Pridiktor fiir eine erhchte Mortalitit. Das Alter der Patienten
beeinflusste die 90- und 28-Tagesmortalitit dagegen signifikant und war somit neben dem
SOFA- und APACHE-II-Wert zu Krankheitsbeginn ein relevanter Priadiktor fir die
Mortalitit. Im untersuchten Kollektiv lag das mittlere Alter bei 63 £ 15 Jahren. Die Daten
der vorliegenden Studie waren vergleichbar mit denen einer amerikanischen Untersuchung.
In dieser Vergleichsstudie zeigten Patienten = 65 Jahre ein 16-fach erhéhtes Risiko, eine
Sepsis zu entwickeln, und nach Eintritt einer Sepsis ein 2,3-fach erhéhtes Sterberisiko. Dazu
passt, dass die Gruppe der = 065-Jahrigen in den USA im Jahr 2000 12 % der
Gesamtbevolkerung ausmachte, aber 65 % der untersuchten Sepsis-Fille stellte (Martin et al.
2000). Vermutlich beeinflusst das Alter eines Patienten den Verlauf einer Sepsis auf mehreren
Ebenen. Dazu zihlen eine hohere Rate an Vorerkrankungen oder eine hdéhere
Hospitalisierungsrate ebenso wie Verdnderungen der Funktionalitit des angeborenen
Immunsystems, eine zunehmende Suszeptibilitit fiir Infektionen und eine abnehmende

Resilienz gegen Krankheitserreger.

Im Folgenden werden die Limitationen der vorliegenden Arbeit besprochen. Grundsitzlich

sind fir Genassoziationsstudien grof3e Patientenkollektive unerlisslich. Eine grof3ere Anzahl
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an Patienten erh6ht die statistische Aussagekraft und die Reprisentativitit der Untersuchung.
Auch wenn der Effekt des TREM-1-Genotyps 152234237 auf die 90-Tagesmortalitit gering
war (28 % bei Trigern des A-Allels und 31 % bei TT homozygoten Merkmalstrigern), muss
diskutiert werden, ob bei einem gréeren Patientenkollektiv dieser Unterschied signifikant
geworden wire. Fine weiterer Kritikpunkt ist, dass zugunsten der Kollektivhomogenitit
lediglich kaukasische Patienten in die Studie aufgenommen wurden. Daher sind die
Ergebnisse nur bedingt auf ein anderes Kollektiv Gbertragbar. Die Patientenrekrutierung
erfolgte monozentrisch. Dieses Vorgehen schlieBt zwar den Einfluss verschiedener
Arbeitsweisen in unterschiedlichen Einrichtungen aus, schrinkt aber die Generalisierbarkeit

der Befunde ggf. weiter ein.

Problematisch ist auch, dass die komplexe TREM-1-Signalkaskade nicht vollstindig
aufgeklirt ist und dass z. B. der Ligand des Rezeptors noch nicht identifiziert wurde (Tessarz
und Cerwenka 2008).

Fir die vorliegende Arbeit wurde ausschliefSlich der SNP 152234237 im TREM-1-Gen
untersucht. Fir das TREM-1-Gen wurden jedoch noch weitere SNPs beschrieben. Auch
diese beeinflussen moglicherweise zusitzlich den klinischen Verlauf einer Sepsis. Trotz des
fehlenden Effekts auf den Verlauf einer Sepsis in der vorliegenden Studie wire es moglich,
dass der TREM-1-Genotyp rs2234237 das Risiko, eine Sepsis zu entwickeln, beeinflusst.
Dazu miissten septische Patienten mit gesundem Probanden als Referenz verglichen werden.
Eine solche Untersuchung ist auch vor dem Hintergrund interessant, dass sich die
Patientengruppen beziiglich ihres operativen Status vor der Sepsis-Erkrankung signifikant

unterschieden (vgl. Tabelle 9).

Die Rekrutierung der septischen Patienten fur diese Forschungsarbeit erfolgte auf einer
anisthesiologischen Intensivstation und einer Intensivstation der Abteilung fir Allgemein-
und Viszeralchirurgie. Durch diese Rekrutierung wurden méglicherweise vermehrt Patienten
eingeschlossen, die sich einer Operation unterzogen hatten. In den 2003 von Engel et al.
erhobenen Daten zur Sepsis-Erkrankung wurden neben Patienten von anisthesiologischen
und chirurgischen Intensivstationen auch intensivmedizinpflichtige Patienten anderer
Fachrichtungen (z. B. Innere Medizin, Neurologie) einbezogen. Von den 415 Patienten mit
den damals giltigen Diagnosekriterien fir eine schwere Sepsis hatten 22 % eine elektive und
40 % eine notfallmiBlige Operation erhalten; 38 % waren konservativ therapiert worden
(Engel et al. 2007). Im vorliegenden GenoSep-Kollektiv waren die Patienten zu 29 % elektiv
und zu 53 % notfallmalig operiert worden, nur 18 % waren konservativ behandelt worden.
Bei dem Vergleich der Studien muss beachtet werden, dass bei der Untersuchung zur
Epidemiologie der Sepsis in Deutschland lediglich Patienten mit einer schweren Sepsis
untersucht wurden, wohingegen in die vorliegende Arbeit alle septischen Patienten
eingeschlossen wurden. Die Méglichkeit einer vermehrten Inklusion von Patienten mit
postoperativem Status in das vorliegende Kollektiv muss bei der Interpretation der

Ergebnisse berticksichtigt werden.
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Zusammenfassend belegen die vorliegenden Befunde, dass der TREM-1-Genotyp
rs2234237 den Verlauf und die Mortalitit der Sepsis bei den untersuchten kaukasischen
Patienten nicht beeinflusst hat. Die SNP-Merkmalsauspragung eignet sich daher nicht als
Pridiktor fur die Schwere oder den Ausgang einer Sepsis. Dieses Ergebnis ist ein weiterer
Baustein zum Verstindnis des Einflusses genetischer Parameter bei der Pathophysiologie der
Sepsis. Untersuchungen deuten eine Beteiligung des TREM-1-Signalwegs an, so dass Akteure
der Signalweitergabe mogliche therapeutische Angriffspunkte fir eine zielgerichtete
Therapie darstellen. Auch kénnten andere SNPs im TREM-1-Gen die Mortalitit und den

Krankheitsverlauf bei einer Sepsis oder bei anderen infektiésen Erkrankungen beeinflussen.

Bezuiglich der Vorerkrankungen differierten die beiden Genotyp-Gruppen lediglich bei der
Haufigkeit der Myokardinfarkte in der Vorgeschichte (1 % A-Allel-Triger vs. 6 % TT-
homozygote Patienten). Laut Cox-Regression beeinflusste diese Variable das Uberleben aber
nicht. Die Atherosklerose ist eine mogliche Ursache fur einen Herzinfarkt. An diesem
progredienten chronisch-entziindlichen Vorgang ist sowohl die angeborene als auch die
erworbene Immunantwort beteiligt (Weber und Noels 2011). Bei der Entstehung einer
Atherosklerose spielt auch der TREM-1-Signalweg eine Rolle (Joffre et al. 2016; Zysset et al.
2016). AA-homozygote Merkmalstriger des TREM-1-SNP 152234237 wiesen in einem
russischen Kollektiv ein signifikant héheres Risiko fiir eine KHK auf (Golovkin et al. 2014).
Dieser Befund widerspricht der vorliegenden Beobachtung, dass A-Allel-Trager seltener
Herzinfarkte in der Anamnese aufweisen. Bei dem Vergleich der Studien muss berticksichtigt
werden, dass sich das Studiendesign (Golovkin et al. verglichen kranke Patienten mit einem
gesunden Kontrollkollektiv), das Patientenkollevtiv (es wurde kein Sepsiskollektiv
unteruscht) und die Fragestellungen erheblich unterschieden. Weiter hatten im GenoSep-
Patientenkollektiv lediglich 35 Patienten einen Herzinfarkt in der Vorgeschichte erlitten.
Patienten mit einem Herzinfarkt in den vergangenen sechs Wochen wurden aus der Studie
ausgeschlossen. Gleichwohl wurde gezeigt, dass Patienten mit Herzinfarkt signifikant héhere
sTREM-1-Konzentrationen aufweisen und dass erhéhte TREM-1-Spiegel mit einem
erhohten Sterberisiko einhergehen (Wang et al. 2018). Die mégliche Assoziation zwischen
einem Herzinfarkt bzw. Herz-Kreislauf-Erkrankungen und dem TREM-1-Genotyp
rs2234237 sollte in Folgestudien untersucht werden. Vergleichbar mit der in der vorliegenden
Arbeit untersuchten Fragestellung, konnte ein potentieller Zusammenhang zwischen dem
homozygoten TT-Genotyp und einem erhéhten Risiko fir Herzinfarkte bzw. einer

niedrigeren Uberlebensrate analysiert werden.
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5 Zusammenfassung

Bei einer Sepsis kommt es zu lebensbedrohlichen Organdysfunktionen aufgrund einer
fehlregulierten Immunreaktion des Organismus auf einen Erreger. Die Sepsis zihlt zu den
hiufigsten Todesursachen auf Intensivstationen. Aufgrund ihrer Epidemiologie und den
hohen Behandlungskosten stellt die Sepsis eine erhebliche Belastung fiir das
Gesundheitssystem dar. Die variable klinische Prisentation, die komplexe Therapie und das
unterschiedliche Ansprechen der Patienten auf mégliche Interventionen macht die Sepsis zu
einer Herausforderung fir das medizinische Personal. Der Triggering receptor excpressed on myeloid
cells-1 (TREM-1) spielt als Teil der angeborenen Immunantwort eine wichtige Rolle bei
Entziindungsreaktionen. Eine Aktivierung bewirkt eine Verstirkung der Immunantwort. Bei
einer Sepsis fihrt eine UberschieBende Aktivierung und/oder fehlende Inhibierung des
Immunsystems zu Organdysfunktionen. Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) spielen
bei der Sepsis eine entscheidende Rolle fiir die Pathophysiologie, das klinische
Erscheinungsbild, das Therapieansprechen, den Krankheitsverlauf und die Mortalitit. Die
Identifikation von SNPs mit relevantem Effekt auf eine Sepsis kénnte zur Entwicklung von
prognostischen Instrumenten, diagnostischen Tests und zielgerichteten Therapien genutzt
werden. Solche Verfahren wiren angesichts der Tatsache, dass aktuell standardisierte Tests
oder Laborparameter zur Diagnosesicherung und kausalen Therapie fir eine Sepsis fehlen,

besonders hilfreich.

Derzeit existierten keine Forschungsarbeiten, die die Auswirkung von TREM-1-Variationen
auf den Verlauf einer Sepsis untersuchen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der
mogliche Effekt des SNP rs2234237 im TREM-1-Gen auf den Krankheitsverlaufs, die
Krankheitsschwere und die Mortalitit bei septischen kaukasischen Patienten untersucht. Die
Studie umfasste 649 prospektiv  eingeschlossene Patienten, die bei einem
intensivmedizinischen Aufenthalt in der Universititsmedizin Gottingen eine Sepsis
entwickelten. Im Verlauf der intensivmedizinischen Therapie wurden Daten zur
Krankheitsschwere und zur Mortalitit der Patienten erfasst. Die Bestimmung des TREM-1-
Genotyps 152234237 erfolgte mit Hilfe von Blutproben und der rea/-time Polymerase-

Kettenreaktion.

In der vorliegenden Arbeit beeinflusste der TREM-1-Genotyp rs2234237 die Mortalitit und
den Verlauf einer Sepsis-Erkrankung nicht signifikant. Auch konnte der Genotyp nicht als
Priadiktor fir einen potentiell schweren Verlauf herangezogen werden. Dieses Ergebnis
leistet einen Beitrag, die Pathophysiologie der Sepsis und die Bedeutung genetischer
Variationen im TREM-1-Gen in diesem Kontext besser zu verstehen. Weitere
Untersuchungen zu anderen TREM-1-SNP und zu weiteren Akteuren des TREM-1-

Signalwegs sind erforderlich, um die Bedeutung dieses Proteins fiir die Sepsis zu analysieren.
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6  Anhang

[ ] Datenbank

durch:

Clinical Report Form

Bedeutung genetischer
Polymorphismen der
angeborenen Immunabwehr bei

Sepsis und Organversagen

Zentrum Anasthesiologie, Rettungs- und Intensivmedizin (ZARI)

Robert-Koch-Str. 40, 37099 Géttingen

Projektleiter: Prof. Dr. med. José Hinz
PD Dr. med. Ashham Mansur

Tel.: +49-551-39 22995 (Sekretariat)

Studienarzte: Prof. Dr. med. José Hinz, Tel +49-551-39 22995, Pieper 919-4006

PD Dr. med. Ashham Mansur, Tel +49-551-39 22995, Pieper 919-4049
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Richtlinien

Einschlusskriterien

|. Nachweis der Infektion
u Mikrobiologischer Nachweis oder klinische Kriterien

lI. Systemisches inflammatorisches Response-Syndrom (mind. 2 Kriterien)
L] Fieber (238°C) oder Hypothermie (£36°C)
[]

Tachykardie (Herzfrequenz 2 90 /min)

[[] Tachypnoe (Atemfrequenz 2 20 /min), maschinelle Beatmung
oder Hyperventilation (PaCO2 < 33 mmHg)

Leukozytose (2 12000 / mm?3) oder Leukopenie (< 4000 / mm?3)
oder 2 10% unreife Neutrophile im Differentialblutbild

[l

Ausschlusskriterien

Alter unter 18 Jahre Nein L]
Bekannte Schwangerschaft Nein L]
Behandlung mit Immunsuppressiva bzw. Chemotherapie Nein L]
Bekannter Myokardinfarkt oder Verdacht auf Myokardinfarkt
innerhalb der letzten 6 Wochen Nein .
Herzinsuffizienz mit NYHA-Klassifikation IV Nein L
HIV-Infektion Nein L]
Bei nichterwartetem Uberleben der ndchsten 28 Tage ]
aufgrund einer vorbestehenden unheilbaren Erkrankung inklusive:
Nein
a. Unheilbarem Krebs
b. Lungenerkrankung im Endstadium
c. Sauerstoffbedarf in der Hauslichkeit
d. Nierenerkrankung im Endstadium
Eine fehlende Bereitschaft des Patienten Nein [

oder des gesetzlichen Vertreters zur Teilnahme an der Studie
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Infektfokus:
Verdacht bestatigt durch MiBi

Lunge []

Abdomen

Knochen und Weichteile

Chirurgische Wunde

Urogenitaltrakt

Prim. Bakteriamie

I T N R O A O A
O O dd o o

Sonstige [ ]

Einwilligungserklarung

Einwilligung durch [] Patient
[  Gesetzlichen Betreuer

L] Wiedereinwilligungsfahigen Patienten

Einwilligung erfolgte am

Kontakt

Telefonnummer:

Wer? (Betreuer, Verwandte, Ehegatte/in):
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Blutenthnahme

30 ml Patientenblut Abnahmeort: [] Arterie [ ] Vene

Tag der Blutentnahme

Datum

Anti-CMV IgG neg. O pos. O _ AU/mI
Anti-CMV IgM neg. O pos. O _ AU/mI

Genetische Abstammung

[]  WeiR/Kaukasisch []  Andere

Krankenhausaufnahme

Datum der Krankenhausaufnahme:

[ ] intern [ ] extern

Grund der Krankenhausaufnahme:

Datum der Aufnahme auf ICU:

Datum Beginn Sepsis:

Alter des Patienten in Jahren:

Korpergewicht (kg)

Korpergrofle (cm)

Operativer Status

L]

Postoperativ nach Notfall-OP Ja Nein []

L]

Postoperativ nach elektiver OP  Ja Nein [ ]
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L]

O 0O000duodn

Vorerkrankungen
Kardiovaskular Niere
Angina Pectoris ] Chronisches Nierenversagen
Arrhythmie [] ANdere (.......cooeevveeeeeeneenn., )
Vitium []
Myokardinfarkt [] Diabetes mellitus
Angeborener Herzfehler [] Diabetes (insulinabhangig)
PAVK [] Diabetes (nicht insulinabhangig)
Arterielle Hypertonie [] Diabetes mit Organschaden
Andere (.......cooevieiiiiieiieei, ) L
Immunsystem
Atmung Tumor
COPD ] Lymphom
Asthma Bronchiale [] Leukamie
Cystische Fibrose [] Metastasen
Heimbeatmung [] Rheumatoide Arthritis
Andere (........ooevveiiieiiieiinnn., ) ] SLE
Andere (c.o..ooveviiiiiiii
Neurologie
Apoplex [] Andere
Demenz [] Andere (........ooevveiiiieieannnn., )
Andere (......coooeeeiiiiiiiiin, ) L] Andere (.....cccoeveiiiiiiiiiin )
Andere (c.o..ooveviiiiiiiiii )
Gastrointestinal Andere (\.o..ooveeiiiiiiiii )
Lebererkrankung ]
Gastrointestinale Blutung ]

ANdere (.......coooeveeeeieeeeenn., ) L]

OO 0O 0O



Anhang

Vormedikation

Lipidsenker Tagesdosis: mg

[] Atorvastatin (Sortis)

[ ] Simvastatin (Gerosim; Zocor)

[] Fluvastatin

(
(

[ ] Pravastatin (Mevalotin; Pravasin)
(Cranoc; Lescol; Locol)
(

[] Lovastatin (Mevinacor)

[ ] Rosuvastatin (Crestor)
Weitere:

[ ] Beta-Blocker (-ol)

[[] ACE Hemmer (-pril)

[ ] Coronartherapeutika (Molsidomin; Nitrate)

[ ] Antidiabetika (Metformin; Glibenclamid; Glimepirid; ...)

[_] Diuretika (Furosemid; Spironolacton; HCT; ...)

[_] Bronchodilatatoren (Salbutamol; Ipratropiumbromid; Theophyllin; ..)
[ 1 Antihypertensiva andere

[] Antiarrhythmika (Na-Kanal-, K-Kanal- oder Ca-Kanal-Blocker)

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

[ Andere: (c.oovvveneeeiieeeci )

Hausarzt

Name: Vorname:

Geschlecht: [ ] weiblich [ ] mannlich

Stralde: Hausnummer:

PLZ:

Telefonnummer:
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Ubersicht Réntgen Thorax

Datum Infiltrate

lokal

L]

=
O o o o oo g dgdddod o oo o o

lobar

O o o o o g g ddddod oo o o o

Lungenodem

diffus bilateral

L]

O o o o oo g dgdddod o oo o o

O o o o o d g ddddod o oo o o
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Mikrobiologie
Erreger Nachweis uber Nachweisdaten
TS BK Serum Abdomen Katheter Sonstige
Anti-CMV Ig___ (I

Candida albicans

Candida

Chlamydia pneumoniae
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Enterococcus species
Enterococcus
Escherichia coli
Haemophilus influenzae

Klebsiella pneumoniae

Koag.-neg. Staphylokokken

Legionella spp.

Morganella morganii

Mycoplasma pneumoniae

Proteus mirabilis

Pseudomonas aeruginosa

Serratia marcescens

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Streptococcus pneumonia

O oO0odbbiddooo0oo0oo0ooooooo0oooooogoad
O 0o oooo0o0ooooooooooooooOoOoo0ooaogoad
O 0o ooooo0ooooooooooooooOoOob0ooaogad

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

o ooboboooooo0ooooooocoocooooboooonoogao
O oo ooobooo0oo0ooocoocooooooogogogdgao
o oo ooo0oooco0ooocoooocoocogoooogogogao
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Antibiotikatherapie

Amoxicillin
Amphotericin
Ampicillin
Ampicillin/Sulbactam
Cefotaxim
Ceftazidim
Cefuroxim
Ciprofloxacin
Clarithromycin
Erythromycin
Flucloxacillin
Fluconazol
Gentamicin
Imipenem
Linezolid
Meropenem
Metronidazol
Penicillin
Piperacillin

Piperacillin/Tazobactam

Teicoplanin

Vancomycin

Datum Start

Datum Ende
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Substitutionen von:

Ery.-Konzentr. ml/gesamt

Frischplasmen ml/gesamt

PPSB Einheiten/gesamt

Fibrinogen g/gesamt

Tranexamsaure g/gesamt

Albumin g/gesamt

Thrombokonz. ml/gesamt

ICU Entlassung
ICU Entlassung [ ] lebend

[ ] verstorben

Datum der ICU Entlassung:

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

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

Datum der KH Entlassung:

Falls verstorben, Todesursache:

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

Therapieausstieg (Palliation)

OO OO

andere Ursache:
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Tag 1 ICU - Beginn Sepsis durch:

Datum: Beginn Sepsis SOFA

Von : Uhr bis 23:59 Uhr APACHE I
Temperatur (°C) Hochste 3|:| ,D Niedrigste SD,D

Hamoglobin (g/dl) ,
Hamatokrit (%) )
Erythrozytenzahl (10°/ul) L1

Thrombozytenzahl (103%/mm?)
Leukozytenzahl (103%/mm?) )

Herz-Kreislaufsystem

Herzfrequenz (min™") Hochste Niedrigste
Systolischer Blutdruck (mmHg) Hochster Niedrigster

Mittlerer Blutdruck (mmHg) Hochster Niedrigster
Adrenalin (ug/min) Hochste Dosis

Noradrenalin (pg/min) Hochste Dosis

Dobutamin (ug/kg/min) Hochste Dosis

Atmung / Sdure-Basen Haushalt

Atemfrequenz (min™) Hochste I:I:I NiedrigsteJ

PaO2 (mmHg) Niedrigste
Entsprechender PaCO2 (mmHg)

Entsprechende FiO2 (02— Flow |_|_| ) 0,|_|_|
Beatmung* Jal] Nein[]

* Beatmung beinhaltet auch alle unterstiitzenden Beatmungsvarianten, wie CPAP, NIV, etc.

ECMO Ja[ ] Nein []

BGA

Arterieller pH Hochster 7, Niedrigster 7, |
Kalium (mmol/l) Hochster ) Niedrigster oL
Natrium (mmol/l) Hochster 1 Niedrigster 1|

Laktat (mmol/l) Hochster )

Base Excess Hochster ) Niedrigster D] ,|:|
Glucose (mg/dl) Mittelwert J

Insulin ja |:| nein | |

Leber —

Bilirubin (mg/dl) |_|_| ,

AST / ALT (1U/) AST ALT

Quick (%) / aPTT (sec) aPTT

Systemische Antikoagulaton  Ja [ ] Nein[_]

Niere

Kreatinin (mg/dl) D, | Entziindungswerte
Urinausscheidung (ml) / 24 h | | | CRP (mg/l) | |
Dialyse* Ja[_] Nein[]  Procalcitonin (ng/l) |

*CVVHF, Hamodialyse, Peritonealdialyse
ZNS Glasgow Coma Scale Hdchster Visite kontrolliert L]
olil_j Eingabe kontrolliert []
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