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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Sepsis

Schon in der Antike war die Sepsis ein gefiirchtetes Krankheitsbild. Hippokrates beschrieb
die Sepsis als eine Art innere Vergiftung mit nachfolgender Korperverwesung. Im Laufe der
Zeit und insbesondere mithilfe der Erkenntnisse zur Keimtheorie von u. a. Lister, Pasteur
und Koch, konnte das Krankheitsbild der Sepsis weiter spezifiziert werden und ist heutzu-
tage umgangssprachlich als Blutvergiftung bekannt (Funk et al. 2009). 2017 deklarierte die
Wotld Health Organization (WHO) Sepsis als globale Gesundheitsbedrohung. Damals ging
man basierend auf der Studie von Fleischmann et al. (2015) von ungefihr 32 Mio. Sepsis-
Erkrankungen mit dadurch verursachten 5 Mio. Todesfillen pro Jahr aus. Allerdings fehlten
genaue Zahlen aus Entwicklungs- und Schwellenlindern (Fleischmann et al. 2015). Diese
Zahlen wurden 2020 von Rudd et al. auf weltweit rund 49 Mio. Sepsis-Erkrankungen und
11 Mio. Todesfille korrigiert (Rudd et al. 2020). Jahrhundertelang wurde der Sepsis zu wenig
Beachtung geschenkt, sodass Millionen Menschen an ihr verstarben oder unter den
entstandenen Langzeitfolgen litten. Die WHO hat sich daher zum Ziel gesetzt, Sepsis-
Erkrankungen durch eine verbesserte Privention, schnellere Diagnose sowie adiquate
Behandlung zu bekdmpfen (Angus und Bindman 2022). Im Rahmen dessen spielt die
grundlegende Erforschung des komplexen Krankheitsbildes der Sepsis eine zentrale Rolle
(Reinhart et al. 2017).

1.1.1 Historische Entwicklung der Sepsis-Definition

Die Definition der Sepsis wurde in den letzten 30 Jahren aufgrund des enormen Erkenntnis-
gewinnes in Bezug auf die Pathologie der Sepsis kontinuierlich tberarbeitet. 1992
verottentlichte das Awmerican College Of Chest Physicians (ACCP) zusammen mit der Society Of
Critical Care Medicine (SCCM) erstmalig Empfehlungen in Bezug auf die Diagnostik und
Therapie der Sepsis (Bone et al. 1992), heute auch bekannt als Sepsis-1 Definition. Zunachst
wurde der Begriff SIRS als systemic inflammatory response syndrome etabliert. SIRS lag vor, wenn
mindestens zwei der folgenden Kriterien erfiillt wurden: eine Koérpertemperatur = 38 °C
bzw. < 36 °C, eine Herzfrequenz = 90 Schlige pro Minute, eine Atemfrequenz = 20 pro
Minute bzw. eine Hyperventilation entsprechend einem arteriellen
Kohlenstoffdioxidpartialdruck (PaCO,) =32 mmHg und als letztes Kriterium eine
Leukozytenzahl > 12.000/mm’ bzw. < 4.000/mm’ oder das Vorhandensein von mehr als
10 % unreifer neutrophiler Granulozyten im Blut. Sepsis beinhaltete nach dieser Definition
das Vorliegen eines SIRS sowie zusitzlich eine bestitigte Infektion. Im selben Konsens
wurde grundsitzlich Einigkeit hinsichtlich der Definitionen einer schweren Sepsis und eines

septischen Schocks erzielt. Eine schwere Sepsis umfasste demnach eine Sepsis mit daraus
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folgender Organdysfunktion, abnormer Minderperfusion oder eine durch die Sepsis
induzierte Hypotension. Die Minderperfusion duflerte sich in Form einer Laktatazidose,
Oligurie oder einer akuten Bewusstseinsverinderung, wihrend die Hypotension bei einem
systolischen Blutdruck unter 90 mmHg bzw. bei einer Reduktion von mehr als 40 mmHg
vom Ausgangswert vorlag. Septischer Schock wurde definiert als Sepsis-induzierte
Hypotension trotz eines addquaten Flissigkeitsmanagements gemeinsam  mit

Perfusionsanomalien oder zusammen mit einer Organdysfunktion (Bone et al. 1992).

2003 veroffentlichten Levy et al. (2003) eine Gberarbeitete internationale Sepsisdefinition,
heute bekannt als Sepsis-2 Definition. Daraus ging hervor, dass die Definition fiir Sepsis,
schwere Sepsis und septischer Schock in unverinderter Form bestehen bleiben sollte.
Beziiglich des SIRS wurden bestimmte Entziindungsparameter wie Interleukin- (IL-) 6, C-
reaktives Protein (CRP) oder Procalcitonin (PCT) zu den Diagnosekriterien eines SIRS
hinzugenommen. Die Kriterien zur Erkennung einer Sepsis wurden dahingehend erweitert,
dass verschiedene unspezifische Parameter wie z. B. ein Kreatininanstieg von iber
0,5 mg/dL oder eine Hyperlaktatimie bei einem Laktatwert von iiber 1 mmol/L zur Liste
der Diagnosekriterien hinzugefiigt wurden. In Anbetracht des Fehlens eines Stagingsystems
zur Einstufung der Sepsis wurde das PIRO-Konzept, entsprechend predisposition, insult,
response und organ dysfunction, angelehnt an die onkologische TNM-Klassifikation, entwickelt.
Das Zusammenspiel von individuellen Pridispositionen wie z. B. Patientenalter oder
Komorbidititen, das Infektionsgeschehen, die korpereigene Immunantwort und eine
darauffolgende Organdysfunktion sollten hierbei das jeweilige Stadium der Sepsis genauer
klassifizieren (Levy et al. 2003). Es zeigte sich jedoch zum einen, dass die SIRS-Definition
zu sensitiv war und zum anderen, dass weiterhin ein einheitlich anerkannter Standard zur
schnellen Diagnose einer Sepsis fehlte. Dartiber hinaus erkannte man, dass sich eine Sepsis
auch ohne vorausgehende Infektion, z. B. infolge einer Verbrennung, entwickeln konnte
(Vincent et al. 2013). AuBlerdem stellte das PIRO-Konzept kein robustes Modell in der Praxis
dar. Es diente cher als Anhaltspunkt fir nachfolgende Studien, um das Zusammenspiel
verschiedener Kriterien bei der komplexen Pathologie der Sepsis zu berticksichtigen
(Marshall 2014a).

1.1.2  Aktuelle Sepsis-3 Definition und Diagnose

2016 wurde dann die bis heute weithin akzeptierte Sepsis-3 Definition von Singer et al.
publiziert. Zunichst wurde Abstand von den SIRS-Kriterien zur Diagnose einer Sepsis
genommen. Sie kdnnen jedoch fiir die generelle Identifizierung einer Infektion in Betracht
gezogen werden (Evans et al. 2021). Sepsis wird aktuell definiert als “/fe-threatening organ
dysfunction caused by a dysregulated host response to infection.”, sprich ein lebensbedrohlicher Zustand
einer Organdysfunktion ausgehend von einer dysregulierten Immunantwort auf eine
Infektion (Singer et al. 2016). Zur objektiven Erfassung einer Organdysfunktion bzw. deren
Ausprigungsgrades konnte im stationdren Bereich der Seguential (Sepsis-related) Organ Failure
Assessment (SOFA) Score tiberzeugen (Vincent et al. 1998). Die durch ihn erfassten sechs
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Organsysteme Respirationstrakt, Gerinnung, Leber, Herz-Kreislaufsystem, zentrales Nerven-
system (ZNS) und Niere werden durch organspezifische Parameter abgebildet und kénnen
als sogenannte SOFA Subscores angesehen werden. Die Funktionalitit des Respirationstraktes
wird durch den Horovitz-Quotienten, auch Oxygenierungsindex, identifiziert. Dieser stellt
das Verhiltnis des arteriellen Sauerstoffpartialdruckes (PaO,) zur inspiratorischen
Sauerstoftkonzentration (FiO,) dar. Fir die Funktion der Gerinnung dient die Anzahl der
Thrombozyten, fir die Leberfunktion die H6he des Bilirubins und fiir die Nierenfunktion die
Hohe des Kreatinins bzw. die ausgeschiedene Urinmenge als organspezifischer Parameter.
Ruckschlisse auf das Herz-Kreislaufsystem werden anhand des gemessenen mittleren
arteriellen Druckes (wean arterial pressure, MAP) und der eventuellen Notwendigkeit von
Katecholaminen wie z. B. Dopamin oder Noradrenalin gezogen. Die Funktion des ZNS wird
durch die Glasgow-Coma-Scale (GCS) erfasst: sie umfasst die drei Kategorien motorische
Reaktion, verbale Kommunikation und okulare Reaktion, welche zusammen eine neuro-
logische Beurteilung des Bewusstseinszustandes ermdglichen (Teasdale und Jennett 1974).
Beim SOFA Score wird entsprechend den jeweiligen Parametern jedem Organsystem eine
Punktzahl von null bis vier zugeordnet, diese miteinander addiert und daraus der SOFA Score
berechnet. Der physiologische Normalzustand entspricht null Punkten. Je hoher der
resultierende SOFA Score, desto héher der Grad der Organdysfunktion und schlieBSlich auch
die Mortalitit (Vincent et al. 1996; Vincent et al. 1998). Ab einem SOFA Score von zwei oder
mehr Punkten zeigte sich bei stationdren Patienten mit Verdacht auf eine Infektion eine
Mortalitit von 10 % (Seymour et al. 2016). Entsprechend der tberarbeiteten Sepsis-3
Definition liegt bei einem Anstieg des SOFA Scores um zwei oder mehr Punkte eine Organ-
dysfunktion vor (Seymour et al. 2016). Die Berechnung des SOFA Scores wurde in dieser
Arbeit zur frihen und standardisierten Identifizierung septischer Patienten sowie zu deren

kontinuietlicher Beobachtung genutzt (Tabelle 1).

Da das Vorhandensein einer Organdysfunktion bereits in der aktuellen Definition der Sepsis
enthalten ist und aufgrund der Hinzunahme des SOFA Scores, wurde der Begriff schwere
Sepsis tberflissig und soll heutzutage nicht mehr verwendet werden (Seymour et al. 2016).
AuBerdem wurde die Definition des septischen Schocks als Untergruppe der Sepsis tiber-
arbeitet. Gemil3 der Sepsis-3 Definition beinhaltet der septische Schock Abweichungen des
Herz-Kreislauf-, des zelluliren und des metabolischen Systems. Septischer Schock wurde
prizisiert als Zustand der persistierenden Hypotension mit der Notwendigkeit zum Gebrauch
von Vasopressoren, um den MAP iber 65 mmHg zu halten, bei gleichzeitig vorliegender
Hypetlaktatimie mit einem Serum-Laktat von tber 2 mmol/L trotz addquater Flissigkeits-
zufuhr. Patienten mit septischem Schock weisen eine hohere Mortalitit, konkret von iiber
40 %, im Vergleich zu Patienten mit einer Sepsis auf (Shankar-Hari et al. 2016a; Singer et al.
2010).
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Tabelle 1: Sequential (Sepsis-related) Organ Failure Assessment (SOFA) Score

Organsystem 0 Punkte 1 Punkt 2 Punkte 3 Punkte 4 Punkte
Respirationstrakt
PaO,/FiO; [mmHg] = 400 < 400 <300 < 200 mit < 100 mit
Beatmung Beatmung
Gerinnung
Thrombozyten [x103/uL] =150 <150 <100 <50 <20
Leber
Bilirubin [mg/dL] <12 1,2-19 2,0-59 6,0-11,9 >12,0
Herz-Kreislaufsystem
MAP MAP Dopamine Dopamine Dopamine
=70 mmHg <70 mmHg <5 oder 5,1 — 15 oder > 15 oder
Dobutamine Adrenalin Adrenalin
< 0,1 oder > 0,1 oder
Noradrenalin ~ Noradrenalin
<0,1 > 0,1
Zentrales Nervensystem
GCS 15 13-14 10-12 6-9 <6
Niere
Kreatinin [mg/dL] <12 1,2-19 2,0-34 3,5-49 >5
Utinmenge [mL/Tag] <500 <200

Modifiziert nach (Vincent et al. 1996). PaO, steht fir den arteriellen Sauerstoffpartialdruck, FiO; fir die

inspiratorische Sauerstoffkonzentration, MAP fir den mean arterial pressure, GCS fur die Glasgow-Coma-Scale.

Auch fiir das Fehlen des einheitlichen Standards zur Erkennung einer Sepsis auB3erhalb der
Intensivstation wurde eine praktikable Losung gefunden. Aquivalent zum SOFA Score sollte
fir den ambulanten Bereich bzw. generell auBerhalb der Intensivstation, der sogenannte
guick SOFA (qSOFA) Score fiir Patienten mit vermuteter Infektion verwendet werden (Singer
et al. 2016). Dieser identifiziert Patienten mit ethdhtem Mortalitdtsrisiko, welche im Rahmen
einer Sepsis-Erkrankung stationir behandelt werden (Seymour et al. 2016). Der gSOFA Score
besteht aus den Parametern Atemfrequenz = 22 pro Minute, systolischer Blutdruck
< 100 mmHg und Bewusstseinsverinderung. Beim Zutreffen von mindestens zwei Kriterien
koénnen Patienten schnell und reproduzierbar als solche mit erhShtem Mortalititsrisiko
identifiziert werden (Seymour et al. 2016; Singer et al. 2016). Allerdings zeigte sich die alleinige
Verwendung des qSOFA Scores als weniger sensitive Sereeningmethode im Vergleich zu
beispielsweise zwei positiven SIRS-Kriterien (Fernando et al. 2018). Entsprechend der Giber-
arbeiteten Empfehlungen der Surviving Sepsis Campaign (SSC) von 2021 sollen deshalb sowohl
die SIRS-Kriterien als auch der gSSOFA Score bei Patienten mit Verdacht auf eine Infektion

zur frithzeitigen Erkennung der Sepsis verwendet werden (Evans et al. 2021).
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Der englische Begtiff Outcome, wortlich tbersetzt als ,,Ergebnis® oder auch ,,Auswirkung®,
wird im Kontext der Sepsis oftmals zur Beschreibung der Mortalitit bzw. fiir den Verlauf der

Erkrankung genutzt (Angus et al. 2001; Fleischmann-Struzek et al. 2018).

1.1.3 Epidemiologischer und 6konomischer Aspekt

Rudd et al. (2020) revidierten die von Fleischmann et al. (2015) geschitzten Zahlen mittels
Analyse des Global Burden of Disease-V erzeichnisses und zeigten, dass 2017 weltweit weit mehr,
namlich knapp 49 Mio. Erkrankungen und davon 11 Mio. Todesfille durch die Sepsis erfasst
worden waren. Dies entspricht knapp 20 % der weltweiten Todesfille. Im erfassten Zeitraum
von 1990 bis 2017 verringerte sich sowohl die globale Inzidenz von circa 60 auf knapp
49 Mio. Sepsis-Erkrankungen als auch die Mortalitit von rund 16 auf 11 Mio. Todesfille.
Trotz dieser positiven Tendenz sind die aktualisierten Zahlen der weltweit an Sepsis
erkrankten bzw. verstorbenen Menschen annihernd doppelt so hoch wie bislang geschitzt
(Rudd et al. 2020). Bezogen auf Deutschland zeigte sich innerhalb eines Beobachtungszeit-
raumes von 2007 bis 2013 eine Zunahme der Inzidenz von 5,7 % pro Jahr (279.530 Sepsis-
Erkrankungen in 2013) und eine Abnahme der Mortalitit um insgesamt 2,7 % im Beobacht-
ungszeitraum von sechs Jahren (auf 24,3 % in 2013) (Fleischmann et al. 2016). Die Deutsche
Sepsis Gesellschaft e. V. (DSG) weist allerdings darauf hin, dass genaue Zahlen zu Inzidenz,
Letalitit und Krankheitsprogression in Deutschland fehlen. Die Dunkelziffer ist demnach
hoch. Ferner kommen Sepsis-Erkrankungen zwar regelmal3ig in allen Fachrichtungen vor,
werden aber von keiner Disziplin als fachspezifischer Schwerpunkt angesehen (Deutsche
Sepsis-Gesellschaft e.V. 2022).

Abgesehen von den medizinischen Herausforderungen, die das komplexe Krankheitsbild mit
sich bringt, stellt die Sepsis eine enorme wirtschaftliche Belastung dar. Im Jahr 2013 verur-
sachten Sepsis-Erkrankungen mit mehr als 24 Milliarden Dollar iiber 13 % der gesamten
Krankenhauskosten der USA, wihrend die damit verbundenen Krankenhausaufenthalte mit
3,6 % einen vergleichsweise geringen Anteil ausmachten (Paoli et al. 2018). Ferner konnte
gezeigt werden, dass die Gesamtkosten der stationdren sowie nachfolgenden Behandlung fiir
Patienten mit Sepsis in den Jahren 2012 bis 2018 von 27,7 auf 41,5 Milliarden US-Dollar
weiter angestiegen sind (Buchman et al. 2020). Chang et al. (2015) beobachteten, dass 20 %
der zuvor entlassenen, septischen Patienten innerhalb eines Monats wieder stationir aufge-
nommen werden mussten. Dies entspricht in etwa der Wiederaufnahmerate von Patienten
mit chronischer Herzinsuffizienz oder bei Zustand nach Myokardinfarkt. Die Behandlungs-
kosten sind bei einer Wiederaufnahme nach Sepsis allerdings mehr als doppelt so hoch wie
bei den beschriebenen kardiovaskuliren Erkrankungen (Chang et al. 2015). Trotz aller
Fortschritte in Erforschung, Erkennung und Behandlung, stellt das Krankheitsbild der Sepsis
bis zum heutigen Zeitpunkt weltweit eine medizinische, soziale sowie wirtschaftliche Heraus-

forderung dar.
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1.1.4 Pathophysiologie

Zentrale Fragestellung beim Krankheitsbild der Sepsis ist, wie es von der initialen Infektion
zur lebensbedrohlichen Organdysfunktion kommen kann (van der Poll et al. 2021). Weltweit
besteht bei 54 % der auf Intensivstationen betreuten Patienten der Verdacht auf bzw. eine
bestitigte Infektion (Vincent et al. 2020). Bis dato werden Blutkulturen als Goldstandart zur
Bestitigung einer Infektion sowie Identifizierung der verursachenden Erreger verwendet.
Circa die Hilfte der Blutkulturen ergeben jedoch falsch-negative Ergebnisse, bei vorliegender
Sepsis sogar tUber die Hilfte (Candel et al. 2018). Im untersuchten Patientenkollektiv von
Vincent et al. (2020) konnte bei 65 % der Patienten eine Infektion durch eine positive
Blutkultur bestitigt werden. Untersuchungen zu den auslésenden Mikroorganismen zeigten
v.a. gramnegative Erreger (67 %), gefolgt von grampositiven Erregern (37 %) sowie
Infektionen durch Pilze (16 %), Viren (4 %) und Parasiten (1 %). Bei Betrachtung des
Infektionsfokus konnte in absteigender Reihenfolge der Respirationstrakt (60 %), gefolgt vom
Abdomen (18 %), die Blutbahn (15 %) und der Urogenitaltrakt (11 %) beobachtet werden
(Vincent et al. 2020). Wie das Immunsystem mit der Erregerbekimpfung zurecht kommt,
hingt zum einen von erregerspezifischen Faktoren, zum anderen von der jeweiligen
Patientenkonstitution ab. Abhingig von Patientenalter, -geschlecht, bestehenden Vorerkrank-
ungen sowie genetischen Merkmalen, variiert die Anfilligkeit zur Entwicklung einer Sepsis-
Erkrankung individuell (Angus und van der Poll 2013). So steigt die Wahrscheinlichkeit eine
lebensbedrohliche Infektion und Sepsis zu entwickeln mit zunehmendem Alter ebenso wie
mit dem Vorhandensein chronischer Erkrankungen wie beispielsweise einer Leberzirrhose

oder einer chronischen Herzinsuffizienz (Vincent et al. 2020).

Neueste Erkenntnisse weisen zudem auf die bedeutende immunologische und protektive
Funktion eines intakten Darmmikrobioms im Kontext der Sepsis hin (van der Poll et al. 2021).
Ein gestortes Darmmikrobiom ermdéglicht zum einen die Ausbreitung pathogener Bakterien
und triggert zum anderen eine tiberschieBende pro-inflaimmatorische Immunreaktion, sodass
die Suszeptibilitit fir eine Sepsis-Erkrankung steigt (Adelman et al. 2020). Kommt es
nachfolgend zur Sepsis-Erkrankung wird das Darmmikrobiom weiterhin geschadigt, die
Schutzfunktion bricht zusammen und Erreger breiten sich ungehindert im Korper aus bis es
schlieBlich zur lebensbedrohlichen Organdysfunktion kommt (Adelman et al. 2020; van der
Poll et al. 2021).

Durchdringen Erreger die korpereigene erste Abwehrlinie aus anatomischen und chemischen
Barrieren, werden die korperfremden Mikroorganismen von korpereigenen Sensorzellen
erkannt. Zu diesen Sensorzellen gehdren u. a. Granulozyten, Makrophagen und dendritische
Zellen. Sie besitzen pattern recognition receptors (PRRs), sprich Mustererkennungsrezeptoren, mit
denen sie die eindringenden Mikroorganismen anhand ihrer Oberflichenstrukturen erkennen
konnen. Mikroorganismen besitzen auf ihrer Oberfliche wiederrum spezifische parhogen-
associated molecular patterns (PAMPs), welche sich aus Oligosacchariden, Peptidoglykanen und
Lipopolysacchariden zusammensetzen (Bianchi 2007; van der Poll und Opal 2008). Aufgrund
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der enormen Diversitit verschiedenster Mikroorganismen weisen auch die korpereigenen
PRRs verschiedene Rezeptorklassen auf. Dazu gehdren die Toll-/&e-Rezeptoren (TLRs) als
Transmembranproteine der Endosomen, welche PAMPs extrazelluldrer Bakterien erkennen,
die nucleotide-binding oligomerization domain- NOD-) /ike-Rezeptoren (NLRs) zur Erkennung
intrazelluldrer Bakterien, die C-Typ-Lektin-Rezeptoren (CLRs) und die retznoic acid-inducible
gene- (RIG-) I-/ike-Rezeptoren (RLRs), welche Kohlenhydrate bzw. virale RNA erkennen
(Takeuchi und Akira 2010; van der Poll et al. 2017).

Die Erkennung der PAMPs durch die PRRs 16st eine Reihe pro- und anti-inflammatorischer
Immunreaktionen aus, die gleichermaf3en fiir die Beseitigung der Infektion bzw. die Entsteh-
ung der Sepsis von groller Bedeutung sind (van der Poll und Opal 2008; Angus und van der
Poll 2013). Die pro-inflaimmatorische Immunantwort ist gekennzeichnet durch die Aktivier-
ung der Leukozyten, des Komplement- sowie Gerinnungssystems (Angus und van der Poll
2013; Wiersinga et al. 2014). Kaskadenartig werden pro-inflaimmatorische Cytokine wie
Tumornekrosefaktor alpha (TNF-u), IL-1 und -6, ebenso wie Typ-1-Interferone, Chemokine
und viele weitere antimikrobielle Proteine freigesetzt (Takeuchi und Akira 2010). Gemeinsam
sorgen sie Uber Aktivierung von Zielzellen und weiteren Entzindungsmediatoren fur die
Steigerung bzw. Aufrechterhaltung der Entziindungsreaktion (van der Poll und Opal 2008).
Auflerdem kann es im Rahmen der pro-inflammatorischen Immunantwort zu Gewebe-
schiden und Zelluntergang, sprich Nekrose, kommen. Dies fihrt zur Freisetzung von damage-
associated molecular patterns (DAMPs), welche von den PRRs erkannt werden und zur Aktivier-

ung des angeborenen Immunsystems im Sinne eines Feedbacks tithren (Zhang et al. 2010).

Parallel zur pro-inflaimmatorischen Immunantwort spielen sich anti-inflammatorische
Prozesse zur Eingrenzung einer moglicherweise tberschieBenden Entziindungsreaktion ab
(Angus und van der Poll 2013). Wichtige Komponenten sind hierbei die neuroendokrine
Regulation mit nachfolgender Inhibition pro-inflammatorischer Cytokine (Rosas-Ballina et al.
2011), die verringerte Gentranskription pro-inflammatorischer Proteine (Carson et al. 2011)
und die Funktionsbeeintrichtigung zahlreicher Immunzellen (Angus und van der Poll 2013).
Letzteres fihrt u. a. zur vermehrten Apoptose, den programmierten Zelltod, von T-, B- und
dendritischen Zellen sowie einem Wechsel der Phagozyten hin zu einem anti-
inflammatorischen Phinotypen (Hotchkiss et al. 1999; Angus und van der Poll 2013). Dartiber
hinaus konnte bei septischen Patienten ein Anstieg diverser T-Zell-Inhibitoren, inklusive der
in dieser Dissertation genauer untersuchten T cel/ inmmunoglobulin and mucin domain-containing
protein 3 (TIM-3) und hmphocyte-activation gene 3 (LAG-3) -Proteine beobachtet werden
(Boomer et al. 2012).

Wihrend die pro-inflaimmatorische Immunantwort primir der Erregerbekimpfung dient,
kann dies bei tberschieBender Entziindungsreaktion zu Gewebeschiden und Nekrose
fithren, wohingegen die anti-inflammatorischen Immunabliufe der Eingrenzung ebenjener
Gewebeschiden dienen, gleichzeitig aber das Immunsystem anfilliger fir sekundire
Infektionen machen (van der Poll und Opal 2008; van der Poll et al. 2021). In Abbildung 1
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werden die genannten Vorginge der durch Erreger ausgelosten Immunantwort wiahrend der
Sepsis vereinfacht dargestellt. Die Erkennung und Bekimpfung der Infektion im Sinne einer
balancierten pro- und anti-inflammatorischen Immunantwort erméglicht die Restitutio ad
integrum, sprich die Wiederherstellung der physiologischen Korperfunktion. Jede Form der

dysregulierten Immunantwort kann hingegen die Entstehung einer Sepsis begtlinstigen (Angus
und van der Poll 2013).

Erreger mit PAMPs 6\ i:}
vAg N =

Unspezifische Wirtszelle mit
PRRs

Erregerspezifische Faktoren Wirtsspezifische Faktoren

* Erregerlast * Alter
* Virulenz *  Genetik
«  PAMPs * Komorbiditaten
¢ Umweltfaktoren
Pro-inflammatorische Immunantwort Anti-inflammatorische Immunantwort
* Leukozytenaktivierung * Neuroendokrine Regulation
o Pro-inflammatorische CytokineT o Pro-inflammatorische Cytokine¢
- Proteasen * Beeintrachtigung von Immunzellen
o ROS? o T-und B-Zellen
* Komplementaktivierung o dendritische Zellen
* Gerinnungsaktivierung - Phagozyten
* Nekrose * Inhibition pro-inflammatorischer Gentranskription
® DAMPsT «  TZell-Inhibitoren !
* etc. * etc.

Abbildung 1: Pro- und anti-inflammatorische Immunantwort wihrend der Sepsis

Abbildung modifiziert nach Angus und van der Poll 2013, S. 844. Kérperfremde Erreger werden mithilfe von
pattern recognition receptors (PRRs), welche spezifisch an die auf der Erregeroberfliche vorhandenen pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs) binden, erkannt. Zu den PRRs geh6ren Toll-/Z&e-Rezeptoren (TLRs), nucleotide-
binding oligomerization domain-(INOD-)/ike-Rezeptoren (NLR), C-Typ-Lektin-Rezeptoren (CLRs) und retinoic acid-
inducible gene-(R1G-)I-/ike-Rezeptoren (RLRs) (Takeuchi und Akira 2010). Das Ausmal} der nun folgenden
Immunantwort ist abhidngig von erreger- und wirtsspezifischen Faktoren. Zu den erregerspezifischen Faktoren
gehoren u. a. die Erregerlast, Virulenz und vorliegenden PAMPs. Zu den wirtsspezifischen Faktoren geh6ren
z. B. das Alter, genetische Merkmale, Komorbidititen und Umweltfaktoren (Angus und van der Poll 2013). Die
in rot dargestellte pro-inflaimmatorische Immunantwort beinhaltet die Leukozyten-, Komplement- und
Gerinnungsaktivierung. Es kommt zum Anstieg von pro-inflammatorischen Cytokinen, Proteasen und reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) (Angus und van der Poll 2013; Wiersinga et al. 2014). Damage-associated molecular patterns
(DAMPs) werden bei Gewebeschidigung freigesetzt und von den PRRs erkannt (Zhang et al. 2010). Gleichzeitig
lduft die in blau dargestellte anti-inflammatorische Immunantwort ab. Durch die neuroendokrine Regulation
wird die Anzahl pro-inflammatorischer Cytokine reduziert (Rosas-Ballina et al. 2011). Immunzellen werden
dahingehend beeintrichtigt, dass es zur vermehrten Apoptose von T-, B- und dendritischen Zellen kommt
(Hotchkiss et al. 1999). Phagozyten wechseln zu einem anti-inflammatorischen Phinotypen (Angus und van der
Poll 2013). Die Transkription pro-inflammatorischer Cytokine wird inhibiert (Carson et al. 2011) und die Zahl
inhibitorischer T-Zell-Inhibitoren steigt an (Boomer et al. 2012).
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Cohen et al. (2012) merkten an, dass es sich bei septischen Patienten keineswegs um ein
homogenes Patientenkollektiv handele. So falle die Immunantwort eines 18-jihrigen
Patienten mit Meningokokken-induzierter Sepsis anders aus als jene eines 70-jahrigen
Patienten mit Beatmungs-assoziierter Pneumonie. Folglich wird das Krankheitsbild der Sepsis
durch einen heterogenen Phinotypen charakterisiert (Cohen et al. 2012). Nachdem initial v. a.
die pro-inflammatorische Immunreaktion untersucht wurde, kristallisierte sich etwas ver-
z6gert die ebenso entscheidende Rolle der Immunsuppression heraus (Hotchkiss et al. 2013).
Aus Studien zu verschiedenen persistierenden Virusinfektionen wie beispielsweise einer
chronischen Hepatitis- oder Humanen Immundefizienzvirus- (HIV-) Infektion war bekannt,
dass es durch die anhaltende Antigenpersistenz zu einer funktionellen Beeintrichtigung der
T-Zell-Aktivierung kommt. Dieser Zustand wird auch T-e// exhaustion oder T-Zell-
Erschopfung genannt und fuhrt zur Immunsuppression (Yi et al. 2010; Hotchkiss et al. 2013).
Ausgehend von diesen Beobachtungen obduzierte Boomer et al. (2011) Milz- und Lungen-
gewebe verstorbener septischer und nicht-septischer Patienten. Im Gewebe der septischen
Patienten zeigte sich eine signifikant verringerte Expression pro-inflammatorischer Cytokine
wie TNF-o, Interferon-y, IL-6 und -10, aber ecine erhShte Expression negativ-
kostimulierender T-Zell-Rezeptoren wie ¢ytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4),
programmeed cell death protein 1 (PD-1), TIM-3 und LAG-3 (Boomer et al. 2011; Boomer et al.
2012). Hotchkiss et al. (2013) differenzierte darauthin drei mogliche Krankheitsverldufe
wihrend der Sepsis. Die erste Moglichkeit stellt eine iiberschieSende, hyper-inflammatorische
Immunantwort mit sogenanntem ¢ytokine storm dar. Der Begrift ¢ytokine storm umfasst hierbei
die Freisetzung pro-inflammatorischer Cytokine wie TNF-o. Dadurch ausgelst entwickelt
der Patient hohes Fieber, metabolische Verinderungen und es folgt, falls das Immunsystem
die tberschieBende Entziindungsreaktion nicht eindimmen kann, der septische Schock und
das Versterben des Patienten an multiplem Organversagen (Wiersinga et al. 2014). Diese
hyper-inflammatorische Immunantwort zeigt sich v.a. bei jungen, nicht vorerkrankten
Patienten mit fulminanten Krankheitsverldufen wie z. B. im Rahmen einer Meningokokken-
Sepsis (Hotchkiss et al. 2013). Der Grofiteil der Patienten, namlich éltere und multimorbide
Patienten, prisentiert hingegen eine durch die Immunsuppression geprigte Immunantwort.
Nach einer kurzen oder gar ausbleibenden pro-inflaimmatorischen Immunantwort folgt die
T-Zell-Erschopfung (Hotchkiss et al. 2013). Immunsupprimierte Patienten sind besonders
anfillig fir nosokomiale Infektionen und eine Reaktivierung latenter Virusinfektionen wie
z. B. mit dem Cytomegalievirus (Limaye et al. 2008). Ong et al. (2017) konnten nachweisen,
dass es in einem Kollektiv von Patientin im septischen Schock bei 68 % zu einer Reaktivierung
einer Herpesvirus-Infektion kam, auch ohne vorherige Immunsuppression. Gleichzeitig war
die Reaktivierung von Herpesviren mit einer erhShten Mortalitdt assoziiert. Je linger die
Sepsis besteht, desto mehr opportunistische Bakterien und Pilze kénnen in Blutkulturen bei
septischen Patienten nachgewiesen werden (Otto et al. 2011). Immunsupprimierte Patienten
versterben gehiuft infolge sekundirer Infektionen. Zuletzt stellte Hotchkiss et al. (2013) noch

die Méglichkeit der stetig wechselnden hyper- und hypo-inflaimmatorischen Immunantwort
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vor. Wichtigste Erkenntnis der Veroffentlichung war, dass Pathogenese und Immunantwort
individuell variieren und Patienten sowohl infolge der hyper-, als auch der hypo-

inflammatorischen Immunantwort versterben konnen.

Definitionsgemal3 16st die inadidquate Immunantwort eine lebensbedrohliche Organ-
dysfunktion im Rahmen der Sepsis-Erkrankung aus (Singer et al. 2016). Zentraler Bestandteil
dieser Organdysfunktion ist, wie in Abbildung 2 veranschaulicht, eine unzureichende
Gewebeoxygenierung, resultierend aus einer gestorten Blutgerinnung sowie aufgehobenen
Barrierefunktion des Endothels (Opal und van der Poll 2015).

T 0 S B S SN S N T Y S B P S BCTE C 3 S

- ®o X a > PAR-1

o O Tissue FactorT Antithrombini aPCl PAI—1T Cytokine, ROS, bakt. EndotoxineT TightJunctions¢

kS Monozyt

2

= KoagulationT Antikoagulation¢ Fibrinolyse Endothelaktivierung Endothelkontraktion
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= Mikrothrombosierung Verlust der Barrierefunktion
Endothelzellen
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Minderperfusion des Gewebes Kapillarleck und Odembildung
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2 ‘ ewebeoxygenierung ‘

3
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Abbildung 2: Pathophysiologie des Organversagens wihrend der Sepsis

Abbildung modifiziert nach Opal und van der Poll 2015, S. 279. Dargestellt werden die zelluliren Effekte der
Immunantwort wihrend der Sepsis, welche unbehandelt zum Organversagen fithren kénnen. Der Schwerpunkt
liegt auf der gestorten Blutgerinnung und Endothelfunktion. Durch die vermehrte Expression von Tissue Factor
auf Monozyten, Makrophagen und Endothelzellen wird die Koagulation geférdert (Levi et al. 2006). Parallel
dazu ist die anti-koagulatorische Signalkaskade durch das verringerte Vorkommen von Antithrombin und
aktiviertem Protein C (aPC) eingeschrinkt (Faust et al. 2001; Levi und van der Poll 2010). Infolge des
verringerten aPCs fillt auerdem vermehrt Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1 (PAI-1) an, wodurch die Fibrino-
lyse in ihrer physiologischen Funktion beeintrichtigt wird (Danese et al. 2010). Das Zusammenspiel aus gestei-
gerter Koagulation, verringerter Antikoagulation und gestorter Fibrinolyse schafft optimale Bedingungen fiir
eine mikrovaskulire Thrombosierung (Opal und van der Poll 2015). Auf der rechten Seite wird der Verlust der
endothelialen Diffusionsbarriere mit nachfolgendem Kapillarleck und Odembildung dargestellt. Zum einen
l6sen zirkulierende Cytokine, reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und bakterielle Endotoxine eine generalisierte
Endothelaktivierung hervor (Ince et al. 2016). Zum anderen verursacht die Bindung von Thrombin an den
protease-activated receptor T (PAR-1) eine Endothelkontraktion, sodass die Tight Junctions verloren gehen und zelluldre
Blutbestandteile austreten kénnen (Goldenberg et al. 2011; Opal und van der Poll 2015). Minderperfusion des
Gewebes und Kapillarleck bzw. Odembildung verringern gemeinsam die lebenswichtige Oxygenierung des

Gewebes und fithren unbehandelt zum Organversagen wihrend der Sepsis (Opal und van der Poll 2015).

In puncto Blutgerinnung kommt es zur verstirkten Gerinnungsneigung mit moglicher
Mikrothrombosierung (Opal und van der Poll 2015). Einerseits induzieren die zuvor freige-
setzten pro-inflaimmatorischen  Cytokine eine gesteigerte Expression des pro-

koagulatorischen Tissue Factors, Gewebefaktors, auf Monozyten und Endothelzellen und
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dadurch eine vermehrte Bildung von Thrombin (Levi et al. 2000). Andererseits sind anti-
koagulatorische Signalkaskaden durch ein reduziertes Vorkommen von Antithrombin sowie
eine gestorte Aktivierung von Protein C stark eingeschrinkt (Faust et al. 2001; Levi und van
der Poll 2010). Gleichzeitig fithrt das Fehlen von aktiviertem Protein C zur Beeintrichtigung
der Fibrinolyse (Danese et al. 2010). Eine gesteigerte Koagulation, verringerte Anti-
koagulation und gestorte Fibrinolyse unterstiitzen die Ausbildung von Thrombosen. Bei
Mikrothrombosierung der Gefille resultiert eine Minderperfusion des zu versorgenden
Gewebes (Opal und van der Poll 2015). Unterstiitzt wird dieser Prozess durch eine
Uberexpression von sogenannten neutrophil extracellular traps, welche beim Gesunden fiir eine
addquate Erregerabwehr sorgen, bei septischen Patienten allerdings in zu hohem Ausmal3

vorhanden sind und dadurch zur intravaskulidren Koagulation fihren (Abrams et al. 2019).

Hinsichtlich der endothelialen Barrierefunktion geht diese bei Fortbestand der dysregulierten
Immunantwort vetrloren. Die zirkulierenden pro-inflaimmatorischen Cytokine, reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) und bakteriellen Endotoxine fithren zu einer generalisierten
Endothelaktivierung und -zerstérung (Ince et al. 2016). Ferner 16st die Interaktion des prozease-
activated receptor 1 (PAR-1) mit Thrombin eine Kontraktion der Endothelzellen mit
Destabilsierung der Zell-Zell-Kontakte, v. a. Tight Junctions, aus (Riewald et al. 2002; Opal und
van der Poll 2015). Es kommt zum sogenannten Kapillarleck. Infolgedessen kénnen Molektile
wie Albumin ungehindert in den interstitiellen Raum gelangen und zur Ausbildung eines
interstitiellen Odems fithren (Goldenberg et al. 2011; Opal und van der Poll 2015).

Das Zusammenspiel aus Mikrothrombosierung, Minderperfusion, Kapillarleck und Odem
verursacht eine kritische Gewebeoxygenierung, welche unbehandelt in ein multiples
Organversagen und Versterben des Patienten mindet (Opal und van der Poll 2015; van der
Poll et al. 2021). Die entscheidenden zelluliren Abldufe sind in Abbildung 2 dargestellt.

Das multiple Organversagen betrifft die Organe Lunge, Niere, Leber, Herz-Kreislauf-,
Gerinnungs- und zentrales Nervensystem. Zum einen kann die Kombination aus gesteigerter
Koagulation, Plittchenaggregation und geschidigtem Endothel eine lebensbedrohliche
Thrombozytopenie und dadurch eine lebensbedrohliche Sepsis-assoziierte disseminierte
intravasale Gerinnung (DIC) oder auch Verbrauchskoagulopathie, auslésen (Iba et al. 2019).
Zum anderen besteht bei Fortbestehen der Sepsis die Gefahr einer septischen
Kardiomyopathie, eines Acute Respiratory Distress Syndromes (ARDS), eines akuten Nieren- oder
Leberversagens sowie einer septischen Enzephalopathie. Je mehr Organe von der Organ-

dysfunktion betroffen sind, desto letaler verlauft die Sepsis (Caraballo und Jaimes 2019).

1.1.5 Therapieansitze

Der Faktor Zeit spielt bei der Diagnose und Therapie der Sepsis eine entscheidende Rolle.
Ausgehend von der SSC-Leitlinie von 2018 wird im klinischen Alltag oft vom 7-Howur-Bundle
gesprochen, welches als Checkliste bzw. Leitfaden fiir Patienten mit klinischen Zeichen einer

Sepsis verstanden werden kann (Levy et al. 2018). Das 7-Hour-Bundle beinhaltet innerhalb der
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ersten Stunde die initiale Laktatmessung bzw. erneute Messung bei einem Laktatwert von
Uber 2 mmol/L, die Abnahme von Blutkulturen vor Therapiebeginn mit einer
Breitspektrumantibiose, die intravenose Volumensubstitution mit 30 ml./kg kristalloider
Flissigkeit bei Hypotension oder einem Laktatwert von = 4 mmol/L und die Gabe von
Vasopressoren bei persistierender Hypotension trotz adiquater Volumensubstitution, um
den MAP iber 65 mmHg zu halten (Levy et al. 2018). Sowohl die SSC- als auch DSG-
Leitlinie von 2018 empfehlen den schnellstmoglichen Beginn mit Breitspektrumantibiotika
sowie den nachfolgenden Wechsel auf eine erregerspezifische, sprich kalkulierte,
Antibiotikatherapie. In der S3-Leitlinie der DSG (2018) wird zusitzlich eine tigliche
Kontrolle von  Entzindungszeichen und  spezifischen Infektparametern wie
z. B. Procalcitonin empfohlen, um iiber Fortfithrung, Beendigung oder Anderung der
Antibiose zu entscheiden. Dartiber hinaus ist im Sinne der Fokussanierung sowohl die Suche
als auch die operative bzw. interventionelle Entfernung moglicher Infektionsquellen
erforderlich. In puncto organunterstiitzende Maf3nahmen wird u. a. die Verabreichung von
Erythrozyten- bzw. Thrombozytenkonzentraten bei einem Himoglobinwert < 7,0 g/dL
sowie bei einer Thrombozytenzahl < 10.000/uL Blut, die Beatmung sowie Bauchlagerung
von Patienten mit kritisch reduzierter Ventilation oder auch der Einsatz einer
Nierenersatztherapie bei drohendem Nierenversagen empfohlen (DSG 2018). Die 2021
aktualisierten Empfehlungen der SSC weisen insbesondere in Bezug auf die
Volumensubstitution und Antibiose Neuerungen auf (Evans et al. 2021). Zum einen soll bei
der Volumensubstitution der einzelne Patient mit evtl. vorhandene Komorbiditdten verstirkt
berticksichtigt werden und im Zweifel von der 30 mL/kg kristalloider Flussigkeitstherapie
abgewichen werden. Zum anderen soll bei Patienten mit mdglicher Sepsis und zugleich
fehlenden Schockzeichen an mdogliche Differentialdiagnosen gedacht und die
Antibiotikatherapie erst bei persistierendem Infektionsverdacht innerhalb von drei Stunden
begonnen werden. Dartiber hinaus wird u. a. empfohlen spezifische Erreger wie den
Methicillin-resistenten Szaph. anres oder Pilze nur bei begriindetem Verdacht mit dem initialen

Breitspektrumantibiotikum abzudecken (Evans et al. 2021).

Trotz der fortlaufenden Aktualisierung bestehender Leitlinien existiert bis dato keine
spezifische Therapie zur Behandlung der Sepsis (van der Poll et al. 2021). Wie u. a. Boomer
(2011), Hotchkiss (2013) und van der Poll et al. (2021) anmerkten, muss der heterogene
Phinotyp septischer Patienten beriicksichtigt werden. Das immunologische Profil muss in
die Therapie integriert und darauf aufbauend tberlegt werden, welche Patienten von einer
immunsupprimierenden und welche von einer immunstimulierenden Therapie profitieren
wurden (Candel et al. 2018). Der aktuelle Forschungsschwerpunkt liegt auf ebenjener
Kategorisierung septischer Patienten sowie auf der auf den Patienten zugeschnittenen
Therapie (Peters van Ton et al. 2018). Stanski und Wong (2020) schlagen hierfiir eine
Unterteilung septischer Patientin hinsichtlich einer prognostischen und pridiktiven
Therapiebereicherung vor. Prognostisch wiirde man die Patientin anhand eines niedrigen

bzw. hohen Mortalititsrisikos aufteilen, wihrend pradiktive Kriterien die biologischen und
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genetischen Patientencharakteristika beinhalten und Anhaltspunkt fir eine spezifische
Therapie geben konnten (Stanski und Wong 2020). Man vermutete, dass eine zukinftige
Uberarbeitung der aktuellen Sepsis-Definition eine Unterteilung septischer Patientin in
homogene Kohorten beinhalten wird, damit die aktuell vor allem supportive zur prizisen
Therapie wird (van der Poll et al. 2021).

1.2  T-Zell-Inhibitoren

Mit zunehmender Evidenz wird immunregulatorischen Checkpoint-Rezeptoren wie CTLA-4,
PD-1, TIM-3 und LAG-3 cine entscheidende Rolle in der Beeinflussung der Patho-
physiologie der Sepsis zugesprochen (Boomer et al. 2012; Wakeley et al. 2020). Checkpoint-
Rezeptoren sind spezifische, membrangebundene Proteine, welche sich iiberwiegend auf T-
Zellen befinden und somit Teil des spezifischen, auch erworbenen, Immunsystems sind.
Dieses besteht aus den antigenspezifischen T- und B-Lymphozyten, deren primire Aufgabe
die Erregererkennung und das immunologische Gedichtnis ist. Anders als B-Lymphozyten
benétigen T-Lymphozyten Antigen-prasentierende Zellen (antigen presenting cells, APCs),
welche mit den auf ihrer Oberfliche vorhandenen wajor-histocompatibility-complex- (MHC-)
Molekiilen, Peptidfragmente des erregerspezifischen Antigens binden und der T-Zelle
prasentieren. Zusitzlich besitzen T-Zellen einen CD4- bzw. CD8-Ko-Rezeptor. CD steht
tar cluster of differentiation. CD4-positive (CD4+) T-Zellen binden an MHC-Klasse-1I-Proteine,
wihrend CD8-positive (CD8+) T-Zellen an MHC-Klasse-I-Proteine binden. Durch diese
Bindung werden T-Effektorzellen aktiviert und werden in der Folge zu zytotoxischen T-, T-
Helfer-(Th-) oder regulatorischen T-Zellen (Murphy und Weaver 2018). Checkpoint-
Rezeptoren regulieren die Reaktion nach Antigenbindung an MHC-Klasse-I- oder -II-

Proteine im Sinne einer Stimulation oder Inhibition (Wakeley et al. 2020).

Inhibitorische T-Zell-Rezeptoren hemmen die Aktivierung von T-Effektorzellen, férdern
die suppressive Funktion regulatorischer T-Zellen und modulieren die Funktion von APCs
(Joller und Kuchroo 2017). Ko-inhibitorischen T-Zell-Rezeptoren wird eine Schliissel-
funktion in der Erhaltung der Immunhomdostase zugesprochen. Ihre inhibitorische
Funktion schiitzt einerseits vor Autoimmunitit, wihrend eine tUbermiBlige Inhibition
andererseits Tumorprogression und Erregerpersistenz zur Folge haben kann (Joller und
Kuchroo 2017). In puncto Sepsis machten Hotchkiss et al. (2013) auf die T-Zell-Erschopt-
ung infolge der chronischen Antigenpersistenz aufmerksam. Parallel dazu konnten Venet et
al. (2013) nachweisen, dass septische Patienten eine reduzierte Diversitit an T-Zell-
Rezeptoren prisentierten. Wihrend sich die Zahl aktivierender Ko-Rezeptoren reduzierte,
nahm die Zahl inhibitorischer T-Zell-Rezeptoren zu. Ferner ging eine verzogerte Wiederher-
stellung der T-Zell-Rezeptor-Diversitit mit vermehrten nosokomialen Infektionen und einer
erthOhten Mortalitit einher (Venet et al. 2013). T-Zell-Inhibitoren verhindern eine
tberschieende T-Zell-Reaktion und kénnen fiir eine balancierte Immunreaktion wihrend
der Sepsis sorgen (Hotchkiss et al. 2013). Genetische Varianten der PD-1- sowie CTLA-4-
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Gene haben einen nachgewiesenen signifikanten Einfluss auf die Wiedererlangung der

Immunhomoostase und den Verlauf der Sepsis (Mansur et al. 2014; Mewes et al. 2019a).

Bis dato sind Immuncheckpoint-Proteine in ihrer Funktion und als mdgliche therapeutische
Angriffspunkte bei einer Sepsis-Erkrankung Bestandteil wissenschaftlicher Forschung. Eine
Vielzahl von Studien deutet darauf hin, dass das Verstindnis gewisser genetischer Varianten
der Checkpoint-Proteine der Schlissel zu individualisierten Therapieansitzen und einer damit

verbesserten Krankheitsprognose ist (Lu et al. 2019; McBride et al. 2021).

1.21 TIM-3

TIM-3 gehort zur Familie der immunregulatorischen TIM-Proteine. Auf Chromosom 5,
genauer in der genomischen Region 5q31-33, befinden sich drei Gene, namentlich HAI'CR7,
HAVCR2 und TIMD4, welche fir die Proteine TIM-1, -3 und -4 codieren. Als Typ-1-
Transmembranprotein besteht das vom HAVCR2-, hepatitis A virus cellular receptor 2-, Gen
codierte TIM-3-Protein strukturell aus einer N-terminalen IgV- sowie einer transmembranen

Domiine, einem Muzin-Stil und einem zytoplasmatischen Schwanz (Wolf et al. 2020).

Zunichst wurde die Expression von TIM-3 auf CD4+ T- und CD8+ zytotoxischen T-Zellen
erfasst (Monney et al. 2002). Monney et al. (2002) untersuchten den Krankheitsverlauf der
experimentell erzeugten Autoimmun-Enzephalitis im Mausmodell unter in vivo Zugabe von
TIM-3-Antik6rpern. Infolge der TIM-3-Blockade kam es zu einer iberschieBenden
Immunreaktion mit erhéhtem Entzindungs- und Demyelinisierungsprozess. Damit wurde
erstmals die sowohl inhibitorische, als auch regulatorische Funktion von TIM-3 zur
Eindimmung einer uberschieBenden Thl-vermittelten Immunreaktion wihrend gewisser
Autoimmunerkrankungen nachgewiesen (Monney et al. 2002). Spiter zeigte sich, dass TIM-3
auch von regulatorischen T-Zellen, myeloischen Zellen wie Mastzellen, Monozyten und
Makrophagen, ebenso wie von Natirlichen Killer- (NK-) und dendritischen Zellen exprimiert
wird (Joller und Kuchroo 2017; Wolf et al. 2020). Folglich ist TIM-3 Bestandteil der
angeborenen und erworbenen Immunantwort. Abhingig vom exprimierenden Zelltyp, dem
vorherrschenden Liganden sowie dem Immunstatus, wird TIM-3 neben der primir
inhibitorischen, auch eine gewisse kostimulierende Funktion zugeschrieben (Avery et al. 2018;
Banerjee und Kane 2018).

Bis dato sind vier verschiedene TIM-3-Liganden bekannt; Galectin-9, carcinoentbryonic antigen
cell adhesion molecute 1 (CEACAMT1), Phosphatidylserin (PtdSer) und hzgh mwobility group protein B1
(HMGB1) (Wolf et al. 2020). Zhu et al. (2005) entdeckten Galectin-9 als TIM-3-Liganden und
dass deren Interaktion zur Aggregation und Apoptose von Thl-Zellen fithrt. Durch Zugabe
von Galectin-9 kam es bei Miusen mit experimentell erzeugter Autoimmun-Enzephalitis zu
einer Abnahme der Interferon-y-Produktion, sodass die Reduktion von Th1-Zellen durch die
Bindung von TIM-3 an Galectin-9 bestitigt werden konnte. Etwas spiter wiesen Gleason et
al. (2012) TIM-3 auf NK-Zellen nach. Die Bindung von TIM-3 an Galectin-9 induzierte in
den NK-Zellen anders als bei den Th1-Zellen eine gesteigerte Interferon-y-Produktion. Ein
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weiterer, auf aktivierten T-Zellen exprimierter TIM-3-Ligand ist CEACAMI1. Ebenso wie bei
der Bindung an Galectin-9, fihrt die Interaktion von TIM-3 mit CEACAM]1 zu einer T-Zell-
Inhibition mit nachfolgender Apoptose jener T-Zellen (Huang et al. 2015). PtdSer fungiert
hingegen als Oberflichenmarker apoptotischer Zellen und unterstiitzt die Antigen-
Kreuzprisentation (DeKruyff et al. 2010). Der letzte bekannte TIM-3-Ligand, HMGBI,
interagiert mit TIM-3 exprimierenden dendritischen Zellen (Chiba et al. 2012). HMGB1
bindet zunichst die von apoptotischen Zellen freigesetzte Nukleinsiure und sorgt
anschlieBend bei Bindung an TIM-3 fiir eine reduzierte Toll-/Zke-Rezeptor-Interaktion (Chiba
et al. 2012; Wolf et al. 2020). Reguliert wird die TIM-3-Expression durch die
Transkriptionsfaktoren NFIL3, T-bet und STAT3 (Banetjee und Kane 2018).

Solange keiner der oben genannten Liganden an TIM-3 gebunden ist, bindet der intrazellulir
gelegene zytoplasmatische Schwanz das HI.A-associated transcript 3 (BAT3). Das gebundene
BAT3 hemmt den TIM-3-Signalweg tiber Interaktion mit der Tyrosinkinase LCK und férdert
die Aufrechterhaltung der T-Zell-Aktivitit bei Antigenprisentation (Rangachari et al. 2012).
Durch Ligandenbindung an die extrazellulire IgV-Domaine kommt es zum Calciumeinstrom
mit nachfolgender Phosphorylierung der zwei intrazelluldr gelegenen Tyrosine, Tyr256 und
263, wodurch BAT3 losgelost und die T-Zell-Inhibition nicht linger verhindert werden kann
(Davidson et al. 2007; Rangachari et al. 2012). Es folgt die T-Zell-Inhibierung, welche schluss-
endlich in die T-Zell-Anergie, sprich Reaktionslosigkeit auf ein Antigen, sowie Apoptose
miindet (Rangachari et al. 2012), ebenso wie die Destabilisierung der immunologischen
Synapse und Rekrutierung weiterer Phosphatasen (Clayton et al. 2014). Dariiber hinaus
kommt es zur Verringerung der TLR-Interaktion mit genereller Verringerung der Immun-
antwort (Wolf et al. 2020).

Abbildung 3 bildet den strukturellen Aufbau sowie die Ligandeninteraktion von TIM-3

schematisch ab.
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Abbildung 3: TIM-3 - struktureller Aufbau und Ligandeninteraktion

Abbildung modifiziert nach Wolf et al. 2020, S. 174. Dargestellt wird T cel/ inmmunoglobulin and mucin domain-
containing protein 3 (TIM-3) in seiner Liganden-gebundenen Form. Die extrazelluldr gelegene IgV-Domine
enthilt Bindungsstellen fir carcinoenbryonic antigen cell adbesion molecule 1 (CEACAM1), Galectin-9, Phosphatidyl-
serine (PtdSer) und high mobility group protein B1 (HMGB1). Es folgen der Muzin-Stil, die transmembrane Domine
sowie der intrazelluldr gelegene zytoplasmatische Schwanz (Wolf et al. 2020). An letzterem ist das sogenannte
HI A-associated transcript 3 (BAT3) tber die Tyrosine (Tyr) 256 und 263 gebunden (Rangachari et al. 2012).
CEACAM1 sowie Galectin-9 werden von Tumorzellen bzw. antigen presenting cells (APCs) prasentiert (Zhu et al.
2005; Huang et al. 2015), wohingegen PtdSer und HMGB1 von apoptotischen Zellen freigesetzt werden
(DeKruyff et al. 2010; Chiba et al. 2012). Die Ligandenbindung fihrt zur Phosphorylierung von Tyr256 und
263, wodurch BAT3 losgel6st und die TIM-3-Signalkaskade aktiviert wird. Es folgt die Rekrutierung von
Phosphatasen sowie Destabilisierung der fir die T-Zell-Aktivierung erforderlichen immunologische Synapse
(Clayton et al. 2014). Durch den erhéhten Calciumeinstrom in die Zelle werden die T-Zellen zunichst anergisch
und schlieBlich apoptotisch (Davidson et al. 2007; Rangachari et al. 2012). Ferner wird die Toll-/4e-Rezeptor-
Interaktion inhibiert (Chiba et al. 2012). Zusammen fiihren diese Vorginge zu einer Inhibition der T-Zell-
Aktivitit (Wolf et al. 2020).

Als inhibitorischer T-Zell-Rezeptor schiitzt TIM-3 einerseits vor Autoimmunitit und kann
andererseits eine Erregerpersistenz oder sogar Tumorprogression begunstigen (Wolf et al.
2020). Bei einer Unterexpression kann TIM-3 seiner inhibitorischen Funktion nicht
ausreichend nachkommen. Eine iiberschieSende T-Zell-Aktivitit bis hin zur Autoimmunitit
ist die Folge (Wolf et al. 2020). So konnte eine verringerte bzw. gestorte TIM-3-Expression
u. a. bei Patienten mit chronisch-entziindlichen Erkrankungen wie Colitis ulcerosa oder

Multiple Sklerose nachgewiesen werden (Yang et al. 2008; Shi et al. 2012).
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Umgekehrt zeigt sich eine Uberexpression von TIM-3 bei persistierenden Virusinfektionen
und im Gewebe zahlreicher Tumoren (Wolf et al. 2020). Beispielsweise korreliert die Anzahl
16slicher TIM-3-Proteine bei chronischer HIV-Infektion mit der Krankheitsprogression und
dem damit verbundenen Verlust an CD4+ T-Zellen (Clayton et al. 2015). Gerade bei
persistierenden Viruserkrankungen mit dem genannten HI- oder dem Hepatitis-C-Virus,
kommt es durch die erh6hte TIM-3-Expression zu einer permanenten Inhibition der T-Zell-
Aktivitit, wobei v. a. die Blockade zytotoxischer CD8+ T-Zellen zur Persistenz der virus-
infizierten Zellen fihrt (McMahan et al. 2010). In Bezug auf Tumoren konnte eine erhohte
TIM-3-Expression auf CD4+ T-Zellen beim hepatozelluliren, Zervix-, Kolon- und Rektum-
sowie Owarial-Karzinom nachgewiesen werden (Yan et al. 2013). Im Falle des nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinoms zeigte sich dartiber hinaus, dass die vermehrte TIM-3-
Expression mit einer ethéhten Anzahl befallener Lymphknoten und einem fortgeschrittenen
Tumorstadium einherging (Gao et al. 2012). Ferner hat TIM-3 Einfluss auf allergische
Erkrankungen wie z. B. das allergische Asthma bronchiale (Li et al. 2013). Dieses zeichnet
sich durch ein Ungleichgewicht zugunsten einer Th2-vermittelten chronischen Entztindungs-
reaktion der Atemwege aus. TIM-3 stimulierte Mastzellen zur Sekretion von Th2-Cytokinen
und forderte damit die Entziindungsreaktion des Respirationstraktes (Li et al. 2013). Tang et
al. (2015) beobachteten eine erhohte TIM-3-Expression auf CD4+ T-Zellen bei Patienten mit
allergischem Asthma bronchiale, sowie einen Anstieg der Thl-vermittelten Immunantwort
durch Blockade von TIM-3. Parallel zur zunchmenden Thl-vermittelten Immunantwort
reduzierte sich die Th2-vermittelte Immunantwort durch Blockade von TIM-3, sodass das
immunologische Gleichgewicht und damit der Gesundheitszustand der Patienten verbessert

werden konnte (Tang et al. 2015).

Abgeschen von den oben genannten Erkrankungen ist TIM-3 mit seinem Einfluss auf die
TLR-vermittelte Immunreaktion von enormer Bedeutung fiir den Krankheitsverlauf der
Sepsis (Yang et al. 2013). Yang et al. (2013) konnten zeigen, dass die Herunterregulierung bzw.
Blockade von TIM-3 zu einer Zunahme der Schwere der Sepsis fithrte. Bei Mausen, die mit
monoklonalen TIM-3-Antikérpern behandelt wurden, konnte eine erhéhte Anzahl pro-
inflammatorischer Cytokine wie z. B. IL-6, ebenso wie erhdhte Niveaus von TLR-2 und -4
nachgewiesen werden. Die gesteigerte Makrophagen-Reaktivitit rief eine vermehrte
Entziindungsreaktion hervor. Die mit TIM-3-Antikorpern behandelten Miuse hatten eine
verringerte Uberlebensrate. Umgekehrt konnte nachgewiesen werden, dass eine TIM-3
Uberexpression zu einer signifikanten Unterdriickung der TLR-vermittelten Produktion pro-
inflammatorischer Cytokine fithrte. Ausgehend von diesen Beobachtungen wird davon
ausgegangen, dass TIM-3 durch die Verhinderung einer tuberschieenden Immunreaktion
entscheidend zur Aufrechterhaltung der Immunhomdostase wihrend der Sepsis beitragt
(Yang et al. 2013; Wolf et al. 2020).

Trotz des wachsenden Verstindnisses tiber den Einfluss von T-Zell-Inhibitoren wie TIM-3
auf diverse Erkrankungen, Tumortleiden oder die Sepsis, scheiterten bislang alle Studien mit

TIM-3-Antikérpern bzw. in Kombination mit anderen T-Zell-Inhibitoren wie z. B. PD-1 zur
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Anwendung dieser als mogliche Therapieansitze. Teilweise verschlechterte sich der
Patientenzustand sogar infolgedessen (Zhao et al. 2014; Xia et al. 2018). Ein méglicher Grund
dafiir stellt die Heterogenitit septischer Patienten bzw. die genetische Variabilitit dar
(Marshall 2014b). Der Einsatz von spezifischen Antikdrpern hat das Potenzial fiir eine auf
den Patienten zugeschnittene Therapie. Allerdings ist dafur die vorgeschaltete
immunphinotypische Analyse der septischen Patienten und damit die Untersuchung

spezieller genetischer Varianten der T-Zell-Inhibitoren unerlisslich (McBride et al. 2021).

1.2.2 LAG-3

LAG-3, auch als CD223 bekannt, befindet sich auf Chromosom 12 (Chr.12 p13) und ist
ebenso wie TIM-3 ein Typ-1-Transmembranprotein (Andrews et al. 2017; Maruhashi et al.
2020). Als Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie (IgSF) setzt sich LAG-3 aus vier
extrazellulir gelegenen IgSF-/ike-Dominen, D1 bis D4, einer transmembranen Domine
sowie einem zytoplasmatischen Schwanz zusammen (Triebel et al. 1990; Mason et al. 2001).
Dieser Aufbau dhnelt stark dem des CD4-Ko-Rezeptors, weshalb ein gewisser
Verwandtschaftsgrad angenommen wird. Hinzu kommt, dass beide an den MHC-Klasse-11-
Liganden auf APCs binden, wobei LAG-3 durch einen zusitzlichen Aminosiure /&op in der
D1-Domine eine hohere Affinitit zu MHC-II aufweist (Huard et al. 1997). Mittlerweile ist
bekannt, dass LAG-3 nicht universell an MHC-II bindet, sondern vielmehr an stabile
Komplexe aus Peptiden und MHC-II (Maruhashi et al. 2018; Maruhashi et al. 2020).

Triebel et al. (1990) entdeckten das LAG-3-Protein auf aktivierten NK- und T-Zellen. Huard
et al. (1994) konnten unter Verwendung LAG-3-spezifischer monoklonaler Antikérper
bestitigen, dass LAG-3 sowohl auf CD4+ als auch auf CD8+ T-Zellen exprimiert wird. Die
Expression auf den CD8+ T-Zellen war hierbei um etwa das Siebenfache hoher als auf den
CD4+ T-Zellen (Huard et al. 1994). Spiter zeigte sich, dass LAG-3 nach vorausgehender T-
Zell-Aktivierung auch auf aktivierten B-Zellen zu finden ist (Kisielow et al. 2005). Dartiber
hinaus konnte LAG-3 auf plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDCs) nachgewiesen
werden, welche als Untergruppe der dendritischen Zellen Interferone freisetzen (Workman
et al. 2009). Als letzte, LAG-3 beinhaltende Zellgruppe sind die regulatorischen T-Zellen,
genauer die im peripheren Blut nachgewiesenen regulatorischen T-Zellen Typ 1, kurz Tr1,
zu nennen. Trl Zellen haben eine immunsupprimierende Aktivitit und Einfluss auf die

Immuntoleranz (Gagliani et al. 2013).

MHC-II war der erste bekannte LAG-3-Ligand. Untersuchungen zur exakten Wirkweise
dieses Mechanismus zeigten, dass LAG-3 durch parallele Assoziation mit CD3 Einfluss auf
den CD3/T-Zell-Rezeptor-Komplex hat (Hannier et al. 1998). Dutrch die Bindung von
LAG-3 kommt es zu einer gestOrten Signaltransduktion des T-Zell-Rezeptors. Eine
reduzierte T-Zell-Proliferation und Cytokin-Produktion sind die Folge (Hannier et al. 1998).
Seit jener Beobachtung von Hannier et al. (1998) ist LAG-3 in seiner Funktion als

inhibitorischer T-Zell-Rezeptor angesehen. Fast 20 Jahre spiter kam es zur Entdeckung
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zweier weiterer Liganden; LSECtin und Galectin-3 (Xu et al. 2014; Kouo et al. 2015).
LSECtin steht fur Zver sinusoidal endothelial cell lectin und ist ein Typ-II-Transmembranprotein,
welches zur Familie der C-Typ Lektin-Rezeptoren geh6rt. LSECtin ist dafiir bekannt, die T-
Zell-Aktivitit in verschiedenen Infektionserkrankungen zu reduzieren. Xu et al. (2014)
konnten beweisen, dass LSECtin mit LAG-3 interagiert und die T-Zell-Aktivitit in
Melanomzellen reduziert. Durch Blockade der LLAG-3/LSECtin-Interaktion konnte die
Tumorprogression verringert werden. Ungehemmt fithrte die Interaktion von LAG-3 und
LSECtin zur T-Zell-Inhibition, hier gemessen an einer Verringerung der Interferon-y-
Sekretion, worauthin der Tumor ungehemmt wachsen konnte (Xu et al. 2014). Des Weiteren
wurde der zur Familie der Lektine gehorige Ligand Galectin-3 von Kouo et al. (2015) ent-
deckt. Galectin-3 konnte in vitro eine Regulation der T-Zell-Aktivitit hin zu einer induzierten
Apoptose, einer T-Zell-Rezeptor-Vernetzung und der allgemeinen Herunterregulierung
jener T-Zell-Rezeptoren zeigen. Bei Tumorerkrankungen konnte bei Galectin-3-Mausen
eine gesteigerte CD8+ T-Zell-Aktivitit, eine Erhéhung pro-inflaimmatorischer Cytokine
sowie vermehrte pDCs gemessen werden. Durch die Interaktion von Galectin-3 mit LAG-3

kam es hingegen zu einer reduzierten CD8+ T-Zell-Expression (Kouo et al. 2015).

Schwerpunkt aktueller Forschung ist die intrazellulire Domine von LAG-3. Im
zytoplasmatischen Schwanz fanden sich, verglichen mit anderen T-Zell-Inhibitoren,
neuartige Signalmotive bestehend aus spezifischen Aminosiuresequenzen, welche fir die
inhibitorische Funktion des LAG-3-Proteins von zentraler Bedeutung zu sein scheinen
(Maeda et al. 2019; Chocarro et al. 2021). Bei ihren Untersuchungen zum strukturellen
Aufbau von LAG-3 fanden Workman et al. (2002; 2004) charakteristische
Aminosauresequenzen, wie u. a. die sogenannten Sequenzmotive ,, KIEELE® und ,,EP*,
welche unabhingig von der Spezies in jedem LAG-3-Protein vorzufinden waren (Workman
et al. 2002). Ihre Auswirkungen auf das Immunsystem wurden darauthin von Workman et
al. (2004) im Mausmodell untersucht. U. a. verabreichten sie LAG-3-negativen Miusen das
Superantigen Staphylococcus Enterotoxin B. Infolgedessen entwickelte dieser Mausestamm
zum einen eine Splenomegalie und zum anderen eine erhdhte T-Zell-Expansion. Ein
weiterer experimenteller Ansatz untersuchte LAG-3-negative Mduse mit einer Sendai-
Virusinfektion. Bei ihnen konnte eine vermehrte Anzahl von T-Gedichtniszellen
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse lieBen vermuten, dass LAG-3 von zentraler
Bedeutung fir die T-Zell-Entwicklung und die T-Gedichtniszellen ist und hierbei als
negativer Immunregulator fungiert (Workman et al. 2004). Bis dato konnten drei
Sequenzmotive im zytoplasmatischen Schwanz nachgewiesen werden; das pofentially
phosphorylatable serine $484, das ,,KIEELE“-Motiv und das glutamate-proline dipeptide nultiple
repeats ,,EP““-motif (Chocarro et al. 2021). Noch ist die genaue Funktion und Wirkweise dieser
Sequenzmotive nicht bekannt, man geht jedoch davon aus, dass sie entscheidend fir die
inhibitorische Funktion von LAG-3 sind (Maeda et al. 2019; Chocarro et al. 2021).

Abbildung 4 zeigt vereinfacht den strukturellen Aufbau von LAG-3 sowie die Liganden-

interaktionen.
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Abbildung 4: LAG-3 - struktureller Aufbau und Ligandeninteraktion

Abbildung modifiziert nach Andrews et al. 2017, S. 28. Lymphocyte-activation gene 3 (LAG-3) setzt sich aus vier
extrazelluliren Immunglobulin-Superfamilie-(IgSF-)/4e-Dominen (D), einer transmembranen Domine und
einem zytoplasmatischen Schwanz zusammen (Triebel et al. 1990). In der D1-Domine besitzt LAG-3 einen
zusitzlichen Aminosdure /loop, welcher die Bindung an den major-bistocompatibility-complex-1I (MHC-II) auf einer
antigen presenting cel/ (APC) bzw. Melanomzelle erméglicht (Huard et al. 1997). Weitere LAG-3-Liganden sind /Jver
sinusoidal endothelial cell fectin (LSECtin) auf Melanom- und Galectin-3 auf Stromazellen in Tumorumgebung (Xu
et al. 2014; Kouo et al. 2015). LAG-3 ist rdumlich und funktionell mit dem CD3-Ko-Rezeptor assoziiert
(Hannier et al. 1998). Bindet LAG-3 an scine Liganden kommt es uber den CD3/T-Zell-Rezeptor-Komplex
und das intrazelluldr gelegene Sequenzmotiv ,,KIEELE® zu einer gestorten Signaltransduktion des T-Zell-
Rezeptors (Hannier et al. 1998; Workman et al. 2002). Infolgedessen wird u. a. die T-Zell-Aktivitit gehemmt
(Hannier et al. 1998), die Apoptose von T-Zellen und T-Zell-Rezeptoren induziert (KKouo et al. 2015) und das
Tumorwachstum von beispielsweise Melanomzellen geférdert (Xu et al. 2014). In Summe fithren die Liganden-
interaktionen von LAG-3 mit MHC-II, LSECtin und Galectin-3 zu einer Inhibition der T-Zell- Aktivitit, sodass
LAG-3 Einfluss auf die Homdostase des Immunsystems hat (Andrews et al. 2017).

In seiner Funktion als inhibitorischer T-Zell-Rezeptor kann LLAG-3 ebenso wie TIM-3 bei
Unterexpression die T-Zell-Antwort nicht ausreichend hemmen und den Organismus somit
nicht vor Autoimmunitit schiitzen, wihrend LAG-3 bei Uberexpression eine T-Zell-

Aktivitit soweit verringern kann, dass Tumorprogression und Erregerpersistenz mégliche
Folgen sind (Hu et al. 2020).

Eine verringerte LAG-3-Expression zeigte sich beispielsweise bei Autoimmunerkrankungen
wie der rheumatoiden Arthritis (Nakachi et al. 2017) oder Psoriasis (Kim et al. 2018). Im

Kontext der Autoimmunerkrankungen hat LAG-3 eine protektive Funktion inne (Hu et al.
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2020). Eine weitere im Zusammenhang mit LAG-3 an Bedeutung gewonnene Erkrankung
ist der Morbus Parkinson. Auf pathologischer Ebene zeigte sich eine Aggregation von o-
Synuclein in den Lewy-Korperchen bei Patienten mit Morbus Parkinson, Lewy-Body-
Demenz oder Multisystematrophie (Goedert et al. 2012). Guo et al. (2019) fanden bestimmte
LAG-3 SNPs, welche mit einem erhohten Erkrankungsrisiko an Morbus Parkinson
korrelieren. Mittlerweile ist bekannt, dass LAG-3 «-Synuclein-Fibrillen bindet und die
Endozytose sowie die intrazellulire Transmission verindert. Zukiinftig sollen LAG-3 SNPs
zur Risikostratifizierung und die Messung des 16slichen LAG-3s im Liquor und Serum als
Biomarker zur Fritherkennung der Parkinsonerkrankung eingesetzt werden (Angelopoulou
et al. 2020).

Anders verhilt es sich bei einer LAG-3-Uberexpression. Erh6hte LAG-3 Konzentrationen
fanden sich bei persistierenden Virus- und Parasitenerkrankungen wie beispielsweise bei
Tuberkulose-, Malaria-, Hepatitis B- bzw. C-Virus-Infektion (Hu et al. 2020). Ebenso wie bei
einer persistierenden Infektion, kommt es im Rahmen einer Tumorerkrankung zu einer
andauernden Antigen-Exposition und anhaltenden Entziindungssituation, sodass eine T-
Zell-Ersch6pfung und damit erhéhte Konzentrationen der Checkpoint-Inhibitoren einschlief3-
lich LAG-3 resultiert (Hu et al. 2020). Der Nachweis von LAG-3 auf Tumor-infiltrierenden
Immunzellen ist prognostisch ungtinstig. LAG-3 konnte in einer Vielzahl von Tumor-
erkrankungen wie beispielsweise beim Multiplen Myelom, Melanom, Magen- oder
kolorektalem Karzinom nachgewiesen werden (He et al. 2016; Lecocq et al. 2021). Ein viel-
versprechender Ansatz bei der Immuntherapie von Tumorerkrankungen ist die alleinige bzw.
kombinierte Blockade von LAG-3 mit anderen Checkpoint-Inhibitoren. Aktuell befindet sich
Relatlimab, ein monoklonaler Antikérper zur Hemmung von LAG-3, zusammen mit dem
PD-1-hemmenden Nivolumab in einer Phase-1I/III-Studie bei Patienten mit Melanom
(Lecocq et al. 2021).

Abgesehen von den genannten Assoziationen mit diversen Erkrankungen, ist LAG-3 von
entscheidender Bedeutung fiir den Krankheitsverlauf der Sepsis. Lou et al. (2020) induzierten
durch Blinddarmligatur und -punktion eine Sepsis-Erkrankung in Mausen. Zunichst konnte
durch Messung der LAG-3-Expressionsrate 24 Stunden nach Ligatur und Punktion eine
erhoéhte LAG-3-Expression auf CD4+ und CD8+ T-, CD19+ B-, NK-, regulatorischen und
dendritischen Zellen nachgewiesen werden. AnschlieBend wurde ein Teil der septischen
Miuse mit LAG-3-Antikérpern behandelt. Im Vergleich zu Wildtyp-Mausen zeigten sich bei
den mit LAG-3-Antikérpern behandelten sowie Knockout-Miusen eine verringerte T-Zell-
Apoptose, verringerte pro- und anti-inflammatorische Cytokine, hier IL-6, TNF-a und IL-
19, sowie erhohte Sekretionsraten an Interferon-y. Von entscheidender Bedeutung war
allerdings, dass sich sieben Tage nach Sepsisbeginn eine verringerte Bakterienlast und eine
signifikant héhere Uberlebensrate bei den LAG-3 Knockout- und den mit Antikorpern
behandelten Miusen zeigte. Die Uberlebensrate der Wildtyp-Miuse ergab 13,3 %, wihrend
jene der mit LAG-3-Antikérpern behandelten und Knockout-Mausen 53,3 % betrug. Durch
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die Blockade von LAG-3 ergab sich bei diesen Miusen ein wesentlich hoheres Gesamt-
tberleben nach Sepsis-Induktion verglichen mit den septischen Wildtyp-Miusen (Lou et al.
2020). In Bezug auf den Menschen untersuchten Niu et al. (2019) den Einfluss von LAG-3
und PD-1 ko-exprimierenden T-Zellen auf das Uberleben von septischen Patienten. T-
Zellen, die zugleich LAG-3 und PD-1 ko-exprimierten, zeigten im Vergleich zu denen, die
nur einen der beiden T-Zell-Inhibitoren aufwiesen, eine verstirkte T-Zell-Inhibition bzw.
verringerte Anzahl an T-Zellen, einen erhdhten SOFA Score und im Verlauf lingere

Krankenhausaufenthalte sowie eine erthchte Mortalitit (Niu et al. 2019).

1.3 Das menschliche Genom und die untersuchten SNPs

1990 wurde das Human Genome Project, karz HGP, ins Leben gerufen. Ziel war es die komplette
Sequenzierung des menschlichen Genoms, d.h. die Abfolge aller Basenpaare der
menschlichen DNA zu entschlisseln (Cichon et al. 2002). Ferner sollten alle Gene des
Menschen und insbesondere jene, welche mit bestimmten Erbkrankheiten assoziiert sind,
identifiziert und die gewonnen Informationen in einer Datenbank gesammelt, analysiert und

zuginglich gemacht werden (Carrasco-Ramiro et al. 2017).

Vergleicht man zwei menschliche Genome miteinander, zeigt sich eine Ubereinstimmung von
99,9 %. Die tbrigen 0,1 % beinhalten etwa drei Millionen Sequenzvarianten, von denen ein
Teil fir phidnotypische Unterschiede und gewisse Krankheitsdispositionen verantwortlich
gemacht wird (Cichon et al. 2002). Genetische Sequenzvarianten werden auch
Polymorphismen genannt, zu denen die sogenannten SNPs, single nucleotide polymorphisms,
gehoren. SNPs beschreiben die Mutation eines einzelnen Basenpaares, liegen in Protein-
kodierenden Abschnitten, den Exons oder in nicht-kodierenden Abschnitten, den Introns,

und machen bis zu 90 % aller individuellen genetischen Unterschiede aus (Cichon et al. 2002).

Aufbauend auf diesen Erkenntnissen wurde nach genetischen Polymorphismen im
Zusammenhang mit einer erhéhten oder erniedrigten Inzidenz fir die Entwicklung einer
Sepsis bzw. fiir mit Sepsis assoziierten Pathophysiologien gesucht (David et al. 2016). Lu et
al. (2019) untersuchten in ihrer Metaanalyse hiufig untersuchte genetische Varianten, die mit
einer erhShten Suszeptibilitit fir eine Sepsis-Erkrankung in Verbindung gebracht wurden. Es
resultierten 405 genetische Varianten auf 172 Genen, von denen bis zu 95 % SNPs waren und
diese vornehmlich im Bereich der Introns, aber auch der Exons, sowie innerhalb der
Promotorregion lokalisiert waren. Wie bereits angedeutet, existieren in der TIM- und I.AG-
Gen-Familie zahlreiche SNPs, welche mit diversen Autoimmun- und allergischen Erkrank-
ungen assoziiert sind (Lee et al. 2011; Hu et al. 2020). Vier funktionell bedeutende
Polymorphismen stellen die auf Chromosom 5 lokalisierten SNPs TIM-3 151036199 und
rs10515746 sowie die auf Chromosom 12 lokalisierten SNPs LAG-3 rs870849 und rs951818
dar, welche im Folgenden genauer untersucht werden. Die Varianten werden dabei
entsprechend der international giltigen Mutationsnomenklatur der HGVS, Human Genome

Variation Society, beschrieben.
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1.3.1 TIM-3 s1036199

Der TIM-3 151036199 SNP befindet sich beim Menschen auf Chromosom 5 in Position
157104725, Sequenzname ist GRCh38.p13 chr5. Entsprechend der HGVS Nomenklatur
wird die Variante als NC_000005.10:g.157104725C>A beschrieben. Demnach ist die
Reference Sequence NC_000005.10, die Position des betroffenen Nukleotids betrigt 157104725
und es kommt zur Substitution des Cytosins (C) durch Adenin (A). G steht in diesem
Kontext fr genomic reference sequence. TIM-3 rs1036199 codiert fur eine Missense-Mutation, bei
der ein Aminosdureaustausch von Arginin zu Leucin resultiert. Der TIM-3 rs1036199 SNP
kann daher das abgelesene Protein an sich und seine Funktion beeinflussen (dbSNP
151036199 - NCBI 2022).

Eine Vielzahl von Studien untersuchte darauthin den Zusammenhang zwischen TIM-3
rs1036199 und dem Vorkommen verschiedener Erkrankungen, mit besonderem Fokus auf
Autoimmunerkrankungen. Bei Votliegen der TIM-3 151036199 SNP-Variante mit nach-
folgender Missense-Mutation konnte eine erh6hte Anfilligkeit fiir Autoimmunerkrankungen
im Allgemeinen, sowie ein erhdhtes Erkrankungsrisiko fir rheumatoide Arthritis im
Speziellen, nachgewiesen werden (Liu et al. 2018; Razi et al. 2019). Bei Patienten mit Morbus
Crohn konnte zudem eine erhéhte Penetrationsgefahr bei vorhandenem TIM-3 rs1036199
SNP beobachtet werden (Sun et al. 2017).

1.3.2 TIM-3 rs10515746

Ein weiterer im Zusammenhang mit genetischen Varianten des TIM-3-Proteins funktionell
bedeutender SNP ist TIM-3 1510515746 auf Chromosom 5 in Position 157109557.
Sequenzname ist GRCh38.p13 chr5 und die entsprechende Variantenbeschreibung
NC_000005.10:2.157109557A>C. Es kommt zu einem Austausch von Adenin (A) gegen
Cytosin (C). Damit fungiert TIM-3 rs10515746 als Upstream Transcript 1V ariant am 5 Ende des
Genes in der Promotorregion. Der Promotor ist von essenzieller Bedeutung fur die
Initialisierung der Gentranskription. Durch den mit dem SNP verbundenen Basenaustausch
kann es schlieBlich zu Verdnderungen in der Gentranskription und folglich beim Protein
kommen (dbSNP rs10515746 - NCBI 2022).

Fiar TIM-3 rs10515746 konnte eine erhdhte Suszeptibilitit fur die Spondylitis ankylosans
nachgewiesen werden (Wang et al. 2014). Parallel zu TIM-3 151036199 zeigte sich auch bei
TIM-3 rs10515746 ein erhOhtes Penetrationsrisiko bei Patienten mit Morbus Crohn (Sun et
al. 2017). Yaghoobi et al. (2016) untersuchten 102 Patienten mit Multipler Sklerose sowie
102 gesunde Studienteilnehmer auf mégliche Korrelationen mit verschiedenen TIM-3 SNPs.
Die Studie ergab eine signifikante Haufung des C-Allels sowie des CC-Genotyps von TIM-
31510515746 (-574 A>C) bei Patienten mit Multipler Sklerose im Vergleich zu der gesunden
Kontrollgruppe.
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1.3.3 LAG-3rs870849

Beim Menschen befindet sich LAG-3 rs870849 auf Chromosom 12 in Position 6777854.
Der entsprechende Sequenzname lautet GRCh38.p13 chrl12 und der zugehérige Austausch
wird gemdll HGSV Nomenklatur als NC_000012.12:¢.6777854T>C wiedergegeben. Durch
den SNP kommt es zu einem Basenaustausch von Thymin (T) zu Cytosin (C). Die
beobachteten Codone wechseln von ATC zu ACC, sodass es zu einem Aminosiureaustausch
von Isoleucin zu Threonin kommt und der LAG-3 rs870849 SNP ergo zu einer Missense-
Mutation fihrt (dbSNP rs870849 - NCBI 2022).

In Bezug auf einen mdoglichen Einfluss auf Autoimmunerkrankungen zeigte sich fir den
LAG-3 rs870849 SNP ein Zusammenhang mit Multipler Sklerose und der Primaren Immun-
thrombozytopenie (Zhang et al. 2005; Wang et al. 2021). Zhang et al. (2005) fanden eine
signifikante Erhohung des LAG-3 15870849 TT-Genotyps bei Patienten mit Multipler
Sklerose. Wang et al. (2021) konnten hingegen beobachten, dass das Vorhandensein des
LAG-3 rs870849 T-Allels als protektiver Faktor fir die Erkrankungsschwere bei der
Primiren Immunthrombozytopenie fungiert, da das Vorhandensein des T-Allels an dieser

Position zu einem geringeren Thrombozytenverlust fihrte.

1.3.4 LAG-3rs951818

Der LAG-3 rs951818 SNP findet sich im menschlichen Genom auf Chromosom 12 in
Position 6786889. Der zugehorige Sequenzname lautet GRCh38.p13 chr12 und der Allel-
austausch wird wie folgt beschrieben: NC_000012.12:2.6786889C>A. Cytosin (C) wird zu
Adenin (A) (dbSNP rs951818 - NCBI 2022).

LAG-3 15951818 befindet sich in einer nicht-codierenden Region downstream des LAG-3-
Gens und konnte Einfluss auf die Expression von LAG-3 haben (Guo et al. 2019). Die sich
aus dem SNP ergebende funktionelle Konsequenz ist bis dato nicht ausreichend gesichert.
Allerdings konnte eine Korrelation des LAG-3 1951818 SNPs mit dem Auftreten von
Multipler Sklerose beobachten werden (Zhang et al. 2005). Des Weiteren wurden in der Fall-
Kontroll-Studie von Guo et al. (2019) 646 Patienten mit Morbus Parkinson sowie 536
gesunde Probanden auf ihren LAG-3 15951818 Genotypen untersucht. Es zeigte sich, dass
das Votliegen des LAG-3 15951818 CC-Genotyps mit einem erhShten Auftreten von

Mortrbus Parkinson bei weiblichen Patienten korreliert.
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1.4  Zentrale Fragestellung

Sepsis stellt nach wie vor eine globale Gesundheitsbedrohung dar, an der jahrlich Millionen
von Menschen erkranken, versterben oder unter den Langzeitfolgen leiden (Rudd et al.
2020). Weder ist die Pathophysiologie der Sepsis vollends entschliisselt, noch existiert eine
spezifische Therapie fir septische Patienten (van der Poll et al. 2021). Die funktionelle
Bedeutung negativ-kostimulierender T-Zell-Inhibitoren wie TIM-3 und LAG-3 zur
Wiedererlangung der Immunhomdostase wihrend einer Sepsis-Erkrankung riickt immer
mehr ins Zentrum aktueller Forschung (Andrews et al. 2017; Wolf et al. 2020). Die
Betrachtung des Einflusses genetischer Varianten wie der SNPs TIM-3 rs1036199 und
1510515746 bzw. LAG-3 rs870849 und rs951818 auf interindividuelle Unterschiede im
Zusammenhang mit diversen Erkrankungen wund Infektionsgeschehen ist ein
vielversprechender Ansatz in Hinblick auf eine stirkere personalisierte bzw. prizisere
Medizin. Hierbei geht es um die potenzielle Nutzung des genetischen Phinotyps fiir ein auf
den einzelnen Patienten zugeschnittenes Therapickonzept unter Beriicksichtigung von
Vorerkrankungen, Genetik, Umwelt und Lebensstil (Carrasco-Ramiro et al. 2017; Stanski
und Wong 2020). In dieser Arbeit wird die Hypothese aufgestellt, dass die genannten TIM-
3 und LAG-3 SNPs Einfluss auf die Immunpathologie, die Krankheitsschwere und die
Mortalitit einer Sepsis-Erkrankung haben kénnen. Darauf aufbauend werden drei zentrale

Fragen untersucht:

1. Beeinflussen die untersuchten SNPs die 28- bzw. 90-Tage-Mortalitit septischer Patienten

als main Outcome-Parameter?
2. Wirken sich die untersuchten SNPs auf die Schwere der Sepsis-Erkrankung aus?

3. Lisst sich ein Zusammenhang zwischen den untersuchten SNPs und bestimmten Erregern

als Ausgangspunkt der Sepsis erkennen?
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2 Material und Methoden

Der vorliegenden Studie liegen die Krankheitsverldufe 712 kaukasischer Patienten zugrunde,
die aufgrund einer Sepsis-Erkrankung intensivmedizinisch in der Universititsmedizin
Gottingen (UMG) behandelt wurden. Im Zuge des GenoSep-Projektes wurden diese
Patienten im Zeitraum von April 2012 bis Mai 2019 anhand der jeweils geltenden Sepsis-
Leitlinie in die Studie eingeschlossen. Mittels eines studieninternen c/znical report forms (CRFs)
wurden die Patienten fiir die Dauer ihres intensivmedizinischen Aufenthaltes bzw. max. 28
Tage klinisch beobachtet und ihr Uberleben 90 Tage nach Diagnosestellung kontrolliert. Die
bei Studieneinschluss entnommene Patientenblutprobe wurde einer DNA-Extraktion sowie
Genotypisierung fir je zwei Polymorphismen der Proteine TIM-3 und LAG-3 unterzogen

und die Ergebnisse ebenso wie die gesammelten Patientendaten statistisch ausgewertet.

Der Antrag auf ethische Prafung des Vorhabens wurde im Januar 2012 unter dem Akten-
zeichen 15/1/12 von der zustindigen Ethikkommission der UMG positiv beschieden und
die ethischen Grundsitze der Deklaration von Helsinki zur medizinischen Forschung am

Menschen (Version 2008) respektiert und eingehalten.

2.1 Patienteneinschluss

Tiglich wurden alle Patienten der anisthesiologisch bzw. chirurgisch gefithrten Intensiv-
stationen der UMG auf Symptome und klinische Parameter einer Sepsis kontrolliert. Zur
Rekrutierung septischer Patienten wurde bei Studienbeginn die damals geltende Sepsis-2
Definition benutzt, anhand der die Patienten (Studiennummer 1 — 672) in die Studie einge-
schlossen wurden. Seit Einfithrung der aktuellen Sepsis-3 Definition kamen Patienten bei
einem Anstieg des SOFA Scores um zwei oder mehr Punkte als potenzielle Studienteilnehmer
in Frage (hier die Patienten 673 — 848).

Alle erforderlichen Patientendaten und Kklinisch relevanten Parameter wurden im
elektronischen Informationssystem IntelliSpace  Critical  Care and Anesthesia  (1CCA,
©OKoninklijke Philips N. V., Amsterdam, Niederlande) sowie der webbasierten Integrations-
und Kommunikationsplattform Ixserv (IXSERV.4, ©ixmid Software Technologie GmbH,
Koln, Deutschland) aufgezeichnet. Rontgenbilder konnten mit dem speziell fur Bildgebung
entwickelten Programm Centricity Enterprise Web 173.0 (1995-2006 GE Medical Systems,
Solingen, Deutschland) eingesehen werden. Mithilfe dieser Programme wurden alle
Patienten der Intensivstationen kontinuierlich auf Zeichen einer Sepsis geprift, ihr tiglicher
SOFA Score ermittelt und im Falle eines ansteigenden SOFA Scores um zwei oder mehr

Punkte in die Studie eingeschlossen.

Von vornherein aus der Studie ausgeschlossen wurden Patienten unter 18 Jahren, schwan-
gere oder stillende Patientinnen, Familienmitglieder der Arbeitsgruppe sowie Patienten, die
schon an einer anderen Studie teilnahmen. Patienten, welche in den letzten sechs Monaten

eine immunsuppressive Therapie oder Chemotherapie erhalten hatten, wurden ebenso wie
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Patienten mit einem sechswochig zurtickliegenden Myokardinfarkt, einer kardiopulmonalen
Reanimation, einer gemil3 der New York Heart Association (NYHA) klassifizierten Herz-
insuffizienz im Stadium NYHA IV oder einer Infektion mit dem HIV- oder Hepatitis-
B- bzw. C-Virus, nicht in die vorliegende Studie aufgenommen. Weitere Ausschlusskriterien
waren das Vortliegen eines apallischen Syndroms, eine do-not-resuscitate-(DNR-) Anordnung
und Patienten im Endstadium einer unheilbaren Erkrankung, bei der ein Uberleben
innerhalb der nichsten 28 Tage héchst unwahrscheinlich war. Letzteres beinhaltet die
chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) Gold-Stadium 1V, Sauerstoffbedarf in
der Hiuslichkeit und eine chronische Niereninsuffizienz. Schlussendlich wurden nur
Patienten mit eigener Einwilligung bzw. mit Einwilligung des gesetzlichen Betreuers in die

Studie aufgenommen (siche auch Mansur et al. 2014).

Patienten, die bei Nichtvorhandensein der genannten Ausschlusskriterien als potenzielle
Studienteilnehmende in Frage kamen, wurden sowohl mindlich als auch schriftlich iber
Studieninhalte, -durchfiihrung und -zwecke aufgeklirt. Ferner wurden sie iiber die Verarbeit-
ung personenbezogener Daten und ihr Recht, die Einwilligung jederzeit widerrufen sowie
eine Vernichtung der Blutprobe einfordern zu kénnen, belehrt. Im Falle einer Einwilligungs-
unfihigkeit erfolgte die Einwilligung tiber den gesetzlich Betreuenden bzw. Vertretenden.
Jedem Studienteilnehmenden wurde eine schriftliche Kopie der Einwilligungserklirung mit-
samt allen Informationen ausgehindigt. Mit der Unterschrift willigten Patient bzw. gesetzlich
Betreuende zugleich einer Blutentnahme von max. 30 mL tber einen bereits vorhandenen
GefiB3zugang sowie deren Verwendung fur anschlieBende genetische Analysen ein. Inner-
halb von 72 Stunden nach Studieneinschluss wurden jedem Studienteilnehmenden drei
Ethylendiamintetraacetat- (EDTA-) Blutréhrchen abgenommen: zwei fiir die genetischen
Analysen, eines zur Fritherkennung von Herpes-Simplex-, Varizella-Zoster- und Epstein-
Barr-Viren, sowie ein Serum-Gel-Rohrchen zum Nachweis einer moglichen Zytomegalie-
virus- (CMV-) Infektion. Jeder Studienteilnehmende und jede zugehérige Blutprobe wurde
mit einer eigenen Identifizierungsnummer versehen, sodass die patientenbezogenen Daten
von hier an in verschlisselter Form vorlagen. Die Blutproben wurden bis zur weiteren

Verwendung in den Laboratorien der klinischen Pharmakologie eingefroren.

2.2  Pflege der Patientendaten

Nach erfolgtem Studieneinschluss wurde jeder Patient anhand eines studieninternen
Erfassungsbogens, dem CRF, fiir die Dauer des intensivmedizinischen Aufenthalts bzw. fiir
maximal 28 Tage tiglich evaluiert. 90 Tage nach Sepsisbeginn wurde eine Ubetlebens-
kontrolle durchgeftihrt. Dafiir wurde der Patient, falls zu diesem Zeitpunkt entlassen, iiber
den hinterlegten Familienkontakt erneut kontaktiert. Im Falle der Nichterreichbarkeit konnte
das Standesamt bzgl. einer Uberlebenskontrolle kontaktiert werden. Nach Vervollstindigung
des patienteneigenen CRFs wurden alle erhobenen Daten in eine studieneigene elektronische

Datenbank tbertragen.
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2.2.1 Clinical rveport form (CRF)

Der CRF setzte sich zum einen aus allgemeinen Patientendaten, inklusive solchen zum
Gesundheitszustand vor der Sepsis, zum anderen aus den tiglich erhobenen Parametern des
intensivmedizinischen Aufenthaltes zusammen. Angefangen bei den allgemeinen Patienten-
daten wurden zuerst die Ein- und Ausschlusskriterien tberprift. Beim zu untersuchenden
Infektionsfokus (Lunge, Abdomen, etc.) wurde zwischen klinischem Verdacht und mikro-
biologischer Bestitigung unterschieden. Ferner wurden die vorliegende Einwilligungs-
erklirung sowie Kontaktdaten von Betreuenden, Verwandten, etc. vermerkt. Zeitpunkt und
Ort der Blutentnahme wurden mitsamt den Ergebnissen der serologischen Untersuchung
auf eine mogliche CMV-Infektion im CRF eingetragen. Die genetische Abstammung, in
dieser Studie nur kaukasische Patienten, das genaue Datum der Krankenhaus- sowie das der
intensivmedizinischen Aufnahme wurde zusammen mit Sepsisbeginn, Alter (Jahre),
Korpergewicht (kg) und KorpergroBe (cm) des Patienten im Rahmen der allgemeinen
Patientendaten durch den CRF erfasst (vgl. Liese 2018).

Es folgten Patientendaten zum Gesundheitsstatus vor Beginn der Sepsis. Hierzu gehérte der
operative Status, untergliedert in Notfall- und elektive Operationen, Vorerkrankungen des
kardiovaskuldren, respiratorischen, neurologischen, gastrointestinalen, renalen und immuno-
logischen Systems, sowie die tigliche Medikation des Patienten. Fur den Fall weiterer Nach-
fragen bzgl. der Krankengeschichte wurden zusitzlich die Kontaktdaten des Hausarztes

hinterlegt (vgl. Liese 2018).

AnschlieBend erfasste der CRF relevante Patientendaten fiir die gesamte Dauer der intensiv-
medizinischen Versorgung bzw. hochstens 28 Tage. Dazu zihlte die Dokumentation der
Roéntgenbefunde (nur Rontgenthorax), der mikrobiologischen Erreger und ihrer Nachweise,
ebenso wie alle in diesem Zeitraum erhaltenen Antibiotika- und Transfusionstherapien.
Dariiber hinaus wurde die Verlegung nach intern bzw. extern, das Datum der Kranken-
hausentlassung sowie bei Versterben des Patienten, Todesdatum und - ursache, verzeichnet.
Die sich anschlieSenden circa 30 klinischen Parameter dienten in Form einer Patientenvisite
der tdglichen Beobachtung des Patienten, seines Gesundheitszustandes und somit des
septischen Krankheitsverlaufes. Zuerst wurde die héchste und niedrigste Kérpertemperatur
(°C) notiert, gefolgt von himatologischen Parametern, hier Himoglobin (g/dL), Himatokrit
(%), wie auch Erythrozyten- (10°/ul), Thrombozyten- (10°/mm’) und Leukozytenzahl
(10°/mm’). Parameter des Herz-/Kreislaufsystem umfassten jeweils den héchsten und
niedrigsten Wert der Herzfrequenz (min™), des systolischen und diastolischen Blutdruckes
(mmHg) ebenso wie die héchste Dosis verabreichter Katecholamine, genauer Adrenalin
(wg/min), Noradrenalin (u/min) und Dobutamin (ug/kg/min). In der Kategorie
Atmung/Siure-Basen-Haushalt wurde die hochste und niedrigste Atemfrequenz (min™), der
niedrigste Sauerstoff- und Kohlenstoffdioxidwert (mmHg) mit der dazugehérigen inspirato-
rischen Sauerstofffraktion (FiO2) und die eventuelle Notwendigkeit einer invasiven Be-

atmung aufgefithrt. Hierzu gehorte die Hinzunahme des continnous positive airway pressures, kurz
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CPAP, bzw. det non-invasive ventilation, auch NIV, als beatmungsunterstitzende Mallnahmen
und zusitzlich die extrakorporale Membranoxygenierung (ECMO) als kinstliche Beatmung
am FEinschlusstag. Die Blutgasanalyse gab Auskunft tber den arteriellen pH-Wert, die
Elektrolyte Kalium und Natrium (mmol/L), den base excess (BE) zur Einschitzung des Siure-
Basen-Haushaltes und schlie(3lich tiber Laktat- (mmol/L) und Glukosewerte (mg/dL) bzw.
abhingig von letzterem den Insulinbedarf. Anhand der Bilirubin- (mg/dL), AST- (Aspartat-
Aminotransferase) und ALT- (Alanin-Aminotransferase) Werte (IU/L) genauso wie der
Prothrombinzeit, alias Quick-Wert (%), und der (aktivierten) partiellen Thromboplastinzeit
(aPTT) (s), konnte die Leberzellschidigung abgeschitzt werden. Zur Beobachtung der
Nierenfunktion wurden der Kreatinin-Wert (mg/dL), die Urinausscheidung (mL) in 24
Stunden und ein eventuelles Nierenersatzverfahren dokumentiert. Zur Beurteilung des ZNS
diente die GCS und abschlieSend wurden die Entziindungswerte in Form des CRPs (mg/L)
und PCTs (ug/L) aufgezeigt. Mithilfe der gesammelten Daten konnte filir jeden Tag ein
eigener SOFA Score errechnet werden. Zum Schluss wurde fir jeden Patienten der Acute
Physiology And Chronic Health Evaluation 11 (APACHE II) Score am Einschlusstag berechnet.

Der APACHE 1I Score klassifiziert schwerkranke, hospitalisierte Patienten anhand ihrer
Erkrankungsschwere und gibt ferner eine Prognose zur Ubetlebenswahrscheinlichkeit ab
(Knaus et al. 1981). Er wird aus zwo6lf Parametern zum physiologischen Gesundheitsstatus,
dem Alter und sechs méglichen chronischen Vorerkrankungen des Patienten berechnet. Zu
den physiologischen Parametern zihlen die rektale Korpertemperatur (°C), der mittlere
arterielle Druck (mmHg), die Herz- sowie Atemfrequenz (min"), die Oxygenierung, der
pH-, Natrium- und Kalium- (mmol/L) sowie Kreatinin- (mg/dL) Wert, Himatokrit (%),
Leukozytenzahl und GCS. Hierbei geht jeweils der am weitesten vom physiologischen
Normalzustand entfernte Tageswert in die Berechnung ein. Jeder Parameter erhilt eine
Punktzahl von null bis vier, wobei null den physiologischen Normalzustand und vier einen
schwer pathologischen Zustand charakterisiert. AnschlieBend wird diese Punktzahl mit den
Punkten fir Alter und jenen fiir vorliegende chronische Erkrankungen verrechnet. Letztere
beinhalten schwere Organerkrankungen wie Leberzirrhose mit portalem Hochdruck,
hepatische Insuffizienz, chronische Dialyse, obere gastrointestinale Blutungen in der
Anamnese, sowie chronische Hypoxie, chronische Gefillerkrankungen und eine generelle
Immunschwiche wie beispielsweise im Rahmen einer Leukidmie oder HIV-Infektion. Bei
fehlenden chronischen Vorerkrankungen, jedoch stattgefundener Operation werden zwei
Punkte fiir eine elektive und fiinf Punkte fiir eine Notfalloperation hinzuaddiert. Anhand
dieser Parameter ergibt sich eine Gesamtpunktzahl zwischen 0 und maximal 71 Punkten. Mit
steigender Punktzahl nimmt das Mortalititsrisiko kontinuierlich zu. Patienten mit einer
Punktzahl von = 31 Punkten zeigten im Krankenhaus eine Mortalititswahrscheinlichkeit
von 70 % (Knaus et al. 1981; Knaus et al. 1985).
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2.2.2 Arbeitsgruppe ,,Personalisierte Medizin“

Die Arbeitsgruppe ,,Personalisierte Medizin® unter der Leitung von Prof. Dr. med. A.
Mansur schlieB3t seit 2012 prospektiv septische Patienten in die GenoSep-Studie ein, um die
,Bedeutung genetischer Polymorphismen der angeborenen Immunabwehr bei Sepsis und
Organversagen® zu untersuchen. Jedes Mitglied der Arbeitsgruppe wurde in die Aufgaben-
bereiche des Patienteneinschlusses, der Datenerhebung und -verwaltung, sowie abhingig
vom Projekt, in die Laborarbeit und statistische Auswertung eingearbeitet. Diese Aufgaben
wurden flr einen Zeitraum von mindestens einem Freisemester inklusive Semesterferien
eigenstindig durchgefiihrt. Die Dissertationsthemen wurden hierbei klar voneinander

abgegrenzt.

Die vortliegende Dissertation gehért zum iibergeordneten GenoSep-Projekt mit der Frage,
inwieweit genetische Polymorphismen das Outcome, sprich die Mortalitit und Krankheits-
schwere septischer Patienten beeinflussen. Die Verfasserin wurde von weiteren
Doktoranden der Arbeitsgruppe, namentlich C. Mewes, J. Runzheimer und C. Bohnke,
eingearbeitet und arbeitete mit diesen zusammen. Die Verfasserin war im Zeitraum von
Februar bis Oktober 2019 fir die Anfertigung der Dissertation freigestellt und war fiir den
Patienteneinschluss, die Blutentnahmen und Datenerhebung sowie -verfolgung mithilfe des
CRFs, genauso wie fiir die Ubetlebenskontrollen und die Pflege der Datenbank verantwort-
lich. Zusitzlich fihrte sie die DNA-Extraktion und -Genotypisierung sowie die statistische

Auswertung im Labor der klinischen Pharmakologie eigenstindig durch.
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2.3 Material

2.3.1 Substanzen

Doppelt destilliertes Wasser (ddH-O) Eigenherstellung der UMG (Géttingen)
Ethanol (EtOH) 100 % Merck (Darmstadt)

Puffer (AL, AW1, AW2, AE) Qiagen GmbH (Hilden)

QIAGEN Protease Qiagen GmbH (Hilden)

Reagenzflaschen (reagent bottles) 6 x 30 mL Qiagen GmbH (Hilden)

TagMan® Genotyping Master Mix 10 mL Life Technologies GmbH (Darmstadt)

2.3.2 Kits und Genotypisierungsassays
QIAamp® DNA Blood Mini Kit (50) Qiagen GmbH (Hilden)

TagMan® SNP-Genotypisierungsassays

LAG-3 C__8921385_10 Life Technologies GmbH (Darmstadt)
LAG-3 C__9797874_10 Life Technologies GmbH (Darmstadt)
TIM-3 C__2082038_1_ Life Technologies GmbH (Darmstadt)
TIM-3 C__2082054_20 Life Technologies GmbH (Darmstadt)

2.3.3 Gebrauchswaren

384-Well-Platte, PCR Plates, 384-well Life Technologies GmbH (Darmstadt)

Absolute gPCR Plate Seals (AB-1170) Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA,
USA)

Adhesive PCR Plate Seals (AB-0558) Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA,
USA)

Eppendort-Cup (E-Cup) 1,5 mLL Eppendort AG (Hamburg)

Elutionsréhrchen 1,5 mL Qiagen GmbH (Hilden)

Filterpipettenspitzen 200 und 1000 pL Qiagen GmbH (Hilden)

(disposable filter tips)
Nanu-Tropf-Kiivette Implen (Miinchen)

Pipettenspitzen Eppendort AG (Hamburg)
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QIAamp-Mini-Spinsaulen (wzni spin colunins)
Reagenz Flaschenhalter (reagent bottle rack)
Rotoradapter (rotor adapter)

Sammelrchrchen 2 mLL (collection tubes)

2.3.4 Gerite
37 °C Inkubator

Applied Biosystems™ 7900 HT Fast Real-
Time PCR System (TagMan®)

DNA Engine Peltier Thermal Cycler
Eppendorf BioPhotometer®
Mikrozentrifuge, VWR Mini Star
Pipetten

QIAcube® Roboter

Multifuge™ X3R Universalzentrifuge

Vortex-Genie®

2.3.5 Softwareprogramme

7900 HT Fast Real-Time PCR System
Software SDS v2.4.1 fir Windows7

Centricity Enterprise Web 173.0
(1995-2006 GE Medical Systems)

HaploView® Soffware (Version 4.2)

Hardy-Weinberg Calculator
IntelliSpace Critical Care and Anesthesia 1CCA)

Ixserv

STATISTICA 13 Software (Version 13.0)

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

Binder GmbH (Tuttlingen)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA,
USA)

Bio-Rad Laboratories GmbH (Feldkirchen)
Eppendort AG (Hamburg)

VWR International GmbH (Darmstadt)
Eppendort AG (Hamburg)

Qiagen GmbH (Hilden)

Fisher Scientific GmbH (Schwerte)

VWR International GmbH (Darmstadt)

Applied Biosystems (Foster City, CA, USA)

GE Healthcare GmbH (Solingen)

Broad Institute of MIT and Harvard
(Cambridge, MA, USA)

Michael H. Court (2005-2008)

©OKoninklijke Philips N. V. (Amsterdam,
Niederlande)

IXSERV.4, ©ixmid Software Technologie
GmbH (Koéln)

StatSoft (Tulsa, OK, USA)
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2.4 Methoden

Die genetischen Analysen der Patientenblutproben fanden in den Laboratorien der
klinischen Pharmakologie der UMG unter Leitung von Prof. Dr. med. J. Brockméller statt

und wurden unter Anleitung der technischen Assistentin K. Jobst durchgefiihrt.

2.4.1 Extraktion und Photometrie genomischer DNA

Fir die folgende genetische Untersuchung musste zuerst aus jeder Patientenblutprobe DNA
extrahiert werden. Anfangs geschah dies durch Isolierung mononukleirer Zellen des
petipheren Blutes (PBMCs, peripheral blood mononuclear cells) mithilfe des AllPrep DNA Mini
Kits (Qiagen GmbH, Hilden). Aus organisatorischen Grinden wurde dieses Verfahren durch
den BioRobot EZ1® unter Hinzunahme des EZ1® DNA Blood Kits (Qiagen GmbH, Hilden)
abgeldst, sodass nun aus 350 u. EDTA-Blut DNA extrahiert wurde. In der vorliegenden
Arbeit wurde die DNA-Extraktion aus 200 pl. EDTA-Blut mithilfe des QIAamp® DNA
Blood Mini Kits unter Verwendung des QIAcube® Roboters (Qiagen GmbH, Hilden)

semiautomatisch durchgefiihrt (siche dazu auch https://www.qgiagen.com/us/).

Mithilfe des QIAcube® Roboters wurde aus 200 pl. EDTA-Blut insgesamt 100 pl. DNA
mit einer durchschnittlichen Konzentration von 40 ng/ul extrahiert. Hierbei konnten bis zu
zwolf Blutproben gleichzeitig extrahiert werden. Dazu wurden die Blutproben zuerst bei
37 °C fir rund 30 min im Inkubator aufgetaut und wihrenddessen der QIAcube® Roboter
fir die automatische Extraktion vorbereitet. Nach erfolgreich durchgefiihrtem Selbsttest des
Roboters, wurde unter der Rubrik ,,DNA® die Einstellung ,,QIAamp DNA Blod Mini®
ausgewihlt, ,,blo0d or body fluid als Probenmaterial und 100 uL als Elutionsvolumen eingestellt
und die Auswahl des ,,blood and body fluid spin protocol 173 bestitigt. AnschlieBend wurde der
Roboter mit den passenden 200 und 1000 pL Filterpipettenspitzen bestickt und der Reagenz
Flaschenhalter mit dem Lysepuffer AL (Position 2), 100%igem Ethanol (EtOH) (Position
3), den Waschpuffern AW1 (Position 4) und AW2 (Position 5), sowie dem Elutionspuffer
AE (Position 6) versehen. Die Position 1 blieb frei. Danach wurde die QIAGEN Protease
je nach Probenanzahl (284 uL. Protease bei 12 Blutproben) in ein 1,5 mL Eppendort-Cup (E-
Cup) pipettiert und auf Position A, neben dem Reagenz Flaschenhalter, gestellt. Bei allen
Versuchen wurden autoklavierte Pipettenspitzen verwendet. Passend zu den Blutproben
wurden zwolf Rotoradapter mit jeweils einer QIAamp-Mini-Spinsdule, auch QIAamp wini
spin column, und einem etikettierten 1,5 mL Elutionsgefd3 bestuckt und anschlieBend in die
Zentrifuge des Roboters gestellt. Die nun aufgetauten Blutproben wurden kurz geschwenkt,
jeweils 200 pL. Blut vorsichtig in zuvor beschriftete 2 mL Sammelréhrchen pipettiert und in
den Shaker Rack (Schittelgestell) gesteckt. Nun wurde der QIAcube® Roboter gestartet und
begann automatisch mit der DNA-Extraktion in vier Schritten. Die DNA wurde zuerst
durch die QIAGEN Protease lysiert, sodass sie anschlieBend an die QIAamp Silikamembran,
auch Kieselgelmembran, der QIAamp-Mini-Spinsdule binden konnte. Danach wurde die

DNA sowohl mit dem AWT1 als auch mit dem AW2 Waschpuffer gewaschen, zentrifugiert
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und zum Schluss mit dem AE-Elutionspuffer von der Silikamembran herausgeldst. In einer
Stunde wurde aus 200 pI. EDTA-Blut automatisch 100 pL. purifizierte DNA mit einer Linge
von bis zu 50 kb extrahiert und konnte spiter im Rahmen der Polymerase-Ketten-

reaktion (polymerase chain reaction, PCR) vervielfiltigt werden (https://www.qgiagen.com/us/).

Zur qualitativen Uberpriifung der extrahierten DNA wurde von allen DNA-Proben die
Konzentration mithilfe des Eppendorf BioPhotometers® (Eppendorf AG) bestimmt. Die
Lichtdurchlissigkeit eines Stoffes, auch Extinktion, gibt hierbei Ruckschluss tber die
jeweilige Stoffkonzentration, z. B. derer von DNA. Das Absorptionsmaximum fiir reine
DNA betrigt 260 nm, wihrend jenes fir Proteine, hier als Zeichen potenzieller Verunreinig-
ung der extrahierten DNA, bei 280 nm liegt. Folglich wird die Extinktion durch den
Quotienten Eaq/Easo berechnet. Dieser sollte fiir sauber extrahierte DNA zwischen 1,6 und
2,0 liegen (Armbrecht 2013). Fir die Reinheitstiberprifung der extrahierten DNA wurde das
Eppendorf BioPhotometer® zuerst auf ,,Dilution®, sprich Verdinnung, von 1 uL. + 9 pL.
eingestellt. Vor Messung der DNA-Proben wurde mit 3 pl. Wasser ein Leerlauf
durchgefithrt. AnschlieBend wurden jeweils 3 pl. DNA-Probe auf die Nanu-Tropf-Kivette
pipettiert, die Nanu-Tropf-Kivette mit dem 10er Deckel verschlossen und die Extinktion
gemessen. Nach jeder Probe wurden die Kiivettenglaseinbuchtung sowie der Deckel mit
Ethanol gereinigt und anschlieBend die nidchste DNA-Probe untersucht. Von den
tberpriften DNA-Proben wurden je circa 20 pl. DNA dquivalent zur Probennummer in die
entsprechende Einbuchtung auf einer 384-Well-Platte pipettiert, um die anschlieBende
Genotypisierung zu erleichtern. Die vorbereitete DNA-Platte sowie die restliche DNA in
den etikettierten 1,5 mlL Elutionsréhrchen wurden vorschriftsgemidl3 in  den
Geftierschrinken der klinischen Pharmakologie bei - 20 °C bis zur weiteren Verwendung

gelagert.

Auf die oben beschriebene Weise wurde die DNA aus den Patientenproben 756 bis 848
eigenstindig bzw. im Rahmen der Einarbeitung zusammen mit dem Doktoranden

J. Runzheimer extrahiert.

2.4.2 Genotypisierung

Zur Vervielfiltigung und Genotypisierung der extrahierten DNA wurde das Prinzip der Rea/-
Time Polymerase-Kettenreaktion (Rea/-Time PCR) mithilfe des Applied Biosystems™ 7900
HT Fast Real-Time PCR Systems (TagMan®) (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA) und entsprechende TagMan® SNP-Genotypisierungsassays (Life Technologies
GmbH, Darmstadt) sowie die zugehérige 7900 HT Fast Real-Time PCR System Software
(Applied  Biosystems,  Foster  City, CA, USA) genutzt (siche auch

https://www.thermofisher.com/de/de/home.html).

Die verwendete Real-Time PCR basiert auf dem von Mullis et al. (1986) vorgestellten Prinzip
der klassischen PCR zur Vervielfiltigung, auch Amplifizierung, von spezifischen DNA-
Sequenzen. Pro Zyklus wird die zu amplifizierende DNA-Sequenz verdoppelt. Jeder Zyklus
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gliedert sich in drei Phasen. Zuerst wird die Doppelstrang-DNA wihrend der Denaturierung
bei 95 °C in ihre Einzelstringe aufgetrennt. In der folgenden Hybridisierungsphase lagern
sich zwei Primer bei 50 - 60 °C komplementir an den jeweiligen DNA-Einzelstrang und
flankieren somit die zu vervielfiltigende DNA-Sequenz. Im letzten Schritt wird die flankierte
DNA-Sequenz bei etwa 70 °C durch eine thermostabile DNA-Polymerase verlingert (Mullis
et al. 1986). Die Real-Time PCR erméglicht dariiber hinaus eine kontinuierliche Uberwachung
der PCR-Zyklen unter Hinzunahme fluorogener Sonden. Wie von Livak et al. (1995)
beschrieben, wird die verwendete Oligonukleotidsonde mit einem reporter -Fluoreszenz-
farbstoff am 5°- Ende und einem guencher -Farbstoff, ein sogenannter Unterdriickungs- bzw.
Loschungsfarbstoff, am 3°- Ende versehen. Durch die rdumliche Nihe von rgporter und
guencher kommt es zur Unterdrickung eines Fluoreszenzsignals im Rahmen des sogenannten
Fluoreszenz-Resonanzenergietransfers (Livak et al. 1995). Bei Hinzugabe einer hitzestabilen,
im Bakterium Thermus aquaticns entdeckten Taq- (DNA-) Polymerase (Holland et al. 1991)
und bei vorhandener Zielsequenz, wird die Oligonukleotidsonde durch die 5°- Nuklease-
aktivitit der Taq-Polymerase gespalten, die raumliche Entfernung von reporter und guencher
nimmt zu und es entsteht ein Fluoreszenzsignal durch den reporter -Farbstoff. Durch die
proportional zur Amplifikation zunehmende Fluoreszenzintensitit ermdéglicht die Real-Tine

PCR somit eine quantitative Uberwachung wihrend der Amplifikation.

Jede TagMan® SNP-Genotypisierungsassay setzt sich aus zwei Primern, zwei TagMan®
Sonden mit jeweils einem fluorogenen Farbstoff, FAM und VIC, am 5°- und einem wznor
groove binder MGB)sowie dem guencher am 3’- Ende zusammen. Der MGB erhéht dabei die
Schmelztemperatur der Sonde. Durch die Verwendung der zwei fluorogenen Farbstoffe,
FAM und VIC, erméglichen diese Genotypisierungsassays nicht nur die Amplifikation
wihrend der Real-Time PCR, sondern zusitzlich die Detektion und Zuordnung spezifischer
Allele, sprich eine allelische Diskriminierung, in genomischer DNA. Nur diejenige Sonde,
welche mit der Zielsequenz zwischen den zwei Primern hybridisiert ist, wird von der Taq-
Polymerase gespalten und erzeugt ein Fluoreszenzsignal. Die Zunahme des FAM- oder VIC-
Fluoreszenzsignals spiegelt damit die sich in der DNA-Sequenz befindenden Allele wider. In
der vorliegenden Studie wurden insgesamt vier TagMan® SNP-Genotypisierungsassays ver-
wendet, um je zwei SNPs der Proteine TIM-3 bzw. LAG-3 zu untersuchen; Assay-ID
C__2082038_1_ fir TIM-3 151036199, C__2082054_20 fir TIM-3 rs10515746 sowie
C__9797874_10 fir LAG-3 rs870849 und C__8921385_10 fur LAG-3 1rs951818. Der
Hersteller verweist aullerdem auf die untersuchte DNA-Sequenz mitsamt der durch VIC
bzw. FAM markierten Allele, welche in Tabelle 2 dargestellt sind.
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Tabelle 2: TagMan® SNP-Genotypisierungsassays zur allelischen Diskriminierung

Assay-1ID DNA-Sequenz [VIC/FAM]

C__2082038_1_ AAAGGCTGCAGTGAAGTCTCTCTGCI[A/CIGAGTCGGTGCAGGGGTGCCTTGGC
C__2082054_20 CCTTATCCTCACATTTACAGACCAT[A/C]GCAACTCCCAGCATAAGCCTCACTC
C__9797874_10 GCAGGCCACCTCCTGCTGTTTCTCA[C/T]CCTTGGTGTCCTTTCICTGCTCCTT

C__8921385_10 CIGGAGTGGTGACCATATCTIGTCTT[A/C]TTCAACATCACATCCCCAGCTACCT

Modifiziert nach https://www.thermofisher.com/de/de/home.html; abgerufen am 30.03.2020

Zur Genotypisierung der extrahierten DNA-Proben wurden diese zunichst bei 37 °C im
Inkubator aufgetaut. Wihrenddessen wurde der TaqMan® Genotyping Master Mix, welcher
die erforderliche Tag-Polymerase, Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs) und die vom
Hersteller nicht niher bezeichnete optimierende Mischungskomponente beinhaltet, im
Vortex-Genie® (VWR International GmbH, Darmstadt) durchmischt. AnschlieBend wurde
die entsprechende TagMan® SNP-Genotypisierungsassay, sprich Primer und Sonden, nach
lichtgeschttzter Zentrifugation in der Mikrozentrifuge (VWR Mini Star) sowie doppelt
destilliertes Wasser (ddH-O) nach vorgegebenem Protokoll und abhingig von der Proben-
zahl hinzugegeben. Tabelle 3 zeigt ein beispielhaftes Mischungsverhaltnis fiir 200 Reaktionen
bzw. DNA-Proben.

Tabelle 3: Mischungsverhiltnis fiir Real-Time PCR

Lésungen Reaktionen [uL]
1 200
2 x TagqMan® Genotyping Master Mix 2,5 500
40 x TagMan® SNP-Genotypisierungsassay 0,13 26
ddH>O 1,4 280
Gesamtvolumen 4,03 806

Die zubereitete Losung aus Master Mix, Assay und ddH.O wurde erneut zentrifugiert und
anschlieBend wurden je 4 ul. mit der Multipipette (Eppendorf AG) nach vorgegebenem
Pipettierschema in eine 384-Well-Platte (Life Technologies GmbH) pipettiert. Jede 384-
Well-Platte besteht aus 24 Spalten (1 bis 24) und 16 Reihen (A bis P), sodass insgesamt 384
Einbuchtungen, engl. wells, vorhanden sind. Pipettiert wurden alle 24 Spalten und jede zweite
Reihe. Folglich Reihe A 1 — 24, C 1 — 24, usw. Die mittlerweile aufgetauten DNA-Proben
wurden in der Multifuge™ X3R Universalzentrifuge (Fisher Scientific GmbH, Schwerte)
zentrifugiert und danach wurden je 1 u. DNA zu den 4 L. Losung hinzupipettiert. Pro we//
befanden sich schlussendlich 5 pl. Losung. In Spalte 24 wurde 1 pL. H>O, statt 1 pl. DNA,
fir eine spitere Negativkontrolle hinzugegeben. Im nichsten Schritt wurde die 384-Well-
Platte mit der vorgesehenen .Adhesive PCR Plate Seal-Folie (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA) luftdicht abgeklebt, in der Universalzentrifuge zentrifugiert und in den
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DNA Engine Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen) eingesetzt.
Unter ,,Einstellungen® wurden 50 Zyklen mit je 10 min bei 95 °C, 15 s bei 92 °C und 1 min
30s bei 60 °C eingestellt. Nach etwa zweieinhalb Stunden konnte die 384-Well-Platte
herausgeholt und die Adhesive PCR Plate Seal-Folie durch die zur folgenden TagMan®
Analyse geeignete Absolute gPCR Plate Seal-Folie (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA) ausgewechselt werden. Das 7900 HT Fast Real-Time PCR System (TagMan®)
fihrte nun mithilfe der zugehdrigen Software die allelische Diskriminierung fur jede DNA-
Probe durch. Ein beispielhaftes Ergebnis findet sich in Abbildung 5.
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Abbildung 5: Allelische Diskriminierung - TIM-3 rs1036199, Platte 9 & 10

Dargestellt sind die Ergebnisse der Genotypisierung beispielhaft fiir TIM-3 rs1036199, Platte 9 & 10 (DNA-
Proben 560 - 755) nach erfolgter Real-Time PCR und allelischer Diskriminierung. Auf der x-Achse ist die
Fluoreszenzsignalstirke von FAM, entsprechend fiir Allel X, auf der y-Achse hingegen jene fiir VIC, dquivalent
fir Allel Y, aufgetragen. Die roten Punkte reprisentieren folglich die far Allel X homozygoten DNA-Proben
und die blauen Punkte jene fir Allel Y homozygoten. Die griinen Punkte emittieren hingegen beide
Fluoreszenzsignale und stellen somit die XY- Heterozygoten dar. Die mit H>O versehenen Proben erzeugen
aufgrund des Nichtvorhandenseins von DNA kein messbares Signal und stehen damit dquivalent fiir die hier

als non-template control INTC) bezeichneten Negativkontrollen.

Zur direkten Qualitdtsiberprifung diente sowohl die mit HO versechene Spalte 24 mit
Negativkontrollen, sowie eine erneute Genotypisierung von 20 % der Proben zur Ergebnis-
kontrolle. Des Weiteren wurde die aus diesem Patientenkollektiv resultierende mznor allele

frequency (MAF) mit der MAF einer europiischen Referenzpopulation des 1000 Genomes
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Projects verglichen (siche dazu 3.1.1). Das 1000 Genomes Project untersucht hiaufige genetische
Varianten tausender Individuen aus 26 unterschiedlichen Populationen der ganzen Welt. Es
kann als qualitatives Kontrollkriterium bei der Untersuchung von SNPs hinzugezogen
werden (Auton et al. 2015).

Alle verwertbaren DNA-Proben, insgesamt 707 fur LAG-3 sowie 712 fir TIM-3, wurden
eigenstindig mithilfe der vier Genotypisierungsassays auf die SNPs 1s870849, rs951818,
rs1036199 und rs10515746 untersucht. Die finf zusitzlichen DNA-Proben bei TIM-3
kommen dadurch zustande, dass zuerst die LAG-3 SNPs genotypisiert wurden und bis zur
Genotypisierung der TIM-3 SNPs neue Patienten in die Studie eingeschlossen und deren

DNA extrahiert worden ist.

2.5  Statistische Auswertung

Die verwendeten statistischen Verfahren zur Auswertung der in der Datenbank gesammelten
Patientendaten sowie der Ergebnisse aus der Genotypisierung wurden in Absprache mit
Prof. Dr. rer. nat. T. Beilbarth, Leiter der Bioinformatik der Georg-August-Universitit
Gottingen, erarbeitet und festgelegt.

Zur statistischen Analyse wurde die STATISTICA 13 Software (Version 13.0, StatSoft)
verwendet. Zur Interpretation wurde ein Signifikanzniveau von 5 % festgelegt, sprich ein p-
Wert von = 0,05 als signifikant gewertet. Fiir kontinuierliche Variablen, z. B. Alter in Jahren,
wurde der Mann-Whitney-U-Test zum Vergleich von zwei unabhingigen Stichproben ge-
nutzt und der zugehoérige p-Wert mitsamt Mittelwert £ Standardabweichung angegeben.
Mittelwerte, bei denen die Standardabweichung den Mittelwert tiberstieg, wurden als Median
zusammen mit dem Interquartilsabstand, entsprechend dem 25%- und 75%-Perzentil, in
einer nachfolgenden Klammer angegeben. Bei diskreten, auch kategorialen, Variablen wie
z. B. minnlich vs. weiblich, wurde hingegen der Pearson-Chi-Quadrat-Test bzw. wenn
notwendig der exakte Fisher-Yates-Test verwendet. Der resultierende p-Wert sowie die
prozentualen Hiufigkeiten konnten dann anhand der gestapelten Tabellen, auch
Kontingenztafeln, abgelesen werden. Auflerdem wurde fur jeden SNP eine 28- und 90-Tage-
Uberlebenszeitanalyse durchgefiihrt und in Form einer Kaplan-Meier-Kurve dargestellt. Der

zugehorige p-Wert wurde mit dem Log-Rank-Test berechnet.

Durch die Genotypisierung konnte jedem Patienten ein Genotyp zugeordnet werden. Die
aus 2.4.2 resultierende Allelverteilung wurde anschlieBend mit dem Hardy-Weinberg-
Equilibrium (HWE) verglichen. Das HWE besagt, dass die Allelverteilung in einer idealen
Population iber Generationen gleich bzw. stabil bleibt. Diese These wurde 1908 von
G. H. Hardy und W. Weinberg mitsamt folgender Formel vorgestellt: p*+ 2 pq + q° = 1.
Dabei steht p fir das dominante Allel A und q fiir das rezessive Allel a. Somit ergibt die
Summe der AA-Homozygoten (p”), Aa-Heterozygoten (pq) und aa-Homozygoten (q°)
immer eins (Hardy 1908, Weinberg 1908). Die vorausgesetzte ideale Population zeichnet sich
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durch das Fehlen jeglicher Einflussfaktoren aus. Einflussfaktoren wiren beispielsweise
natiirliche Selektion, Migration oder auch Mutationen, welche diese ideale zu einer realen
Population machen wiirden (Weir 1996). Um mdogliche Fehler der Genotypisierung aufzu-
decken, kénnen die resultierenden Genotypen mit dem HWE verglichen werden. Dafiir wird
der Pearson-Chi-Quadrat-Test bzw. exakter Pearsons Test berechnet (Wang und Shete
2012). Die Genotypenverteilung dieses Patientenkollektivs wurde mithilfe des Hardy-
Weinberg Calenlator Michael H. Court 2005-2008) kontrolliert. Ein p-Wert = 0,05 entspricht
einer Genotypenverteilung im HWE. Um auBlerdem das Linkage-Disequilibrium (LD), also das
Kopplungsungleichgewicht der Allelverteilung zu untersuchen, wurde eine LD-Analyse
mittels HaploView® Software Version 4.2 (Broad Institute) durchgefithrt und mit einer
europiischen Referenzpopulation der Phase 3 (503 Individuen) des HapMap-Projektes

verglichen.

AbschlieBend wurde eine multivariate Cox-Regressionsanalyse durchgefithrt, um den
Einfluss von unabhingigen Variablen, wie z. B. Alter und Geschlecht auf das Uberleben zu
untersuchen. Pro Variable wird neben dem 95% Konfidenzintervall und p-Wert, eine Hazard
Ratio (HR) von < oder > 1 berechnet. Die Hazard Ratio beschreibt das Risikoverhiltnis
zwischen zwei Gruppen, hier das Risiko innerhalb von 28 bzw. 90 Tagen, zu versterben.
Eine HR < 1 hat einen reduzierenden, eine HR > 1 einen fordernden Effekt auf die
Mortalitit. Folglich ist bei einer HR von 1,3 das Mortalititsrisiko 1,3fach im Vergleich zur
Kontrollgruppe erhoht. Unter gleichzeitiger Beachtung des p-Wertes kénnen so innerhalb
des Patientenkollektivs Aussagen bzgl. des Einflusses unabhingiger Variablen auf das Uber-

leben getroffen werden.
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3  Ergebnisse

31 Patientenkollektiv

3.11 Genotypenverteilung

Insgesamt 712 Patienten wurden fiir TIM-3 rs1036199 und 1510515746 erfolgreich geno-
typisiert (2.4.2). Die resultierende Allelverteilung betrug hierbei fir TIM-3 rs1036199
471:216:25 fir die Genotypen AA:AC:CC, wihrend jene fur TIM-3 rs10515746 465:220:27
entsprechend den Genotypen CC:AC:AA ergab. Die daraus berechnete winor allele frequency
(MAF) war mit 0,187 fir TIM-3 rs1036199 und 0,195 fiir TIM-3 rs10515746 fast identisch
mit jener der europiischen Referenzpopulation des 1000 Genomes Projects mit 0,182 (TIM-3
rs1036199) und 0,194 (TIM-3 rs10515746). Des Weiteren befand sich die beobachtete Allel-
frequenz nach Berechnung des Pearson-Chi-Quadrat-Test (x*-Test) mit p = 0,9693 fiir TIM-
3 151036199 und p = 0,8775 ftir TIM-3 rs10515746 entsprechend dem p-Wert von > 0,05
im Hardy Weinberg Equilibrium. Bei Durchfihrung der LD-Analyse ergab sich ein LD-
Koeffizient von D = 1,0 (0,98 - 1,0) und ein Korrelationskoeffizient t* von 0,925. Daraus
folgt eine Korrelation des TIM-3 151036199 A-Allels mit dem TIM-3 1510515746 C-Allel.

Die genannten Ergebnisse sind in Tabelle 4 zusammengefasst dargestellt.

Tabelle 4: TIM-3 Allelverteilung (n = 712)

TIM-3 rs1036199 rs10515746
Genotypenverteilung 471 AA 465 CC
216 AC 220 AC
25CC 27 AA
MAF 0,187 0,195
MAF des 1000 Genomes Projects 0,182 0,194
HWE 0,9693 0,8775
LD-Analyse mit HaploView® D =1,0(0,98 —1,0) und 2= 0,925

MAF steht fir minor allele frequency, HWE fur Hardy-Weinberg-Equilibrium und LD-Analyse fiir das berechnete
Linkage-Disequilibrinm (D) mit dem sich daraus ergebenden LD-Koeffizienten (D) und Korrelations-

koeffizienten (£2).

Ausgehend von den u. a. in Kapitel 1.3 genannten Studien zu den SNPs im Zusammenhang
mit diversen (Autoimmun-)Erkrankungen sowie den funktionellen Konsequenzen der
jeweiligen SNPs auf das Protein, wurden die TIM-3 rs1036199 AC- und CC-Genotypen
zusammengelegt (n = 241) und diese mit den AA-Homozygoten (n = 471) verglichen.
Parallel dazu wurden bei TIM-3 rs10515746 die AA- und AC-Genotypen (n = 247) den CC-
Genotypen (n = 465) gegentibergestellt.
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Fir LAG-3 konnten 707 Patienten desselben Kollektivs auf die LAG-3 SNPs rs870849 und
rs951818 untersucht werden. Dies ergab fiir LAG-3 rs870849 eine Genotypenverteilung von
256:324:127 entsprechend den Genotypen CC:CT:TT und fir LAG-3 15951818 277 AA-,
338 AC- und 92 CC-Genotypen. Die resultierenden MAFs von 0,424 (LAG-3 1s870849)
bzw. 0,361 (LAG-3 rs951818) idhnelten stark jenen vom 1000 Genomes Project der
europiischen Vergleichspopulation (0,391 fiir LAG-3 rs870849; 0,383 fir LAG-3 1s951818).
Dariiber hinaus war der Pearson-Chi-Quadrat-Test sowohl fiir LAG-3 rs870849 mit p =
0,1677 als auch fur LAG-3 rs951818 mit p = 0,4822 nicht signifikant und die Allelver-
teilungen befanden sich somit im HWE. Bei LAG-3 ergab die LD-Analyse einen LD-
Koeffizienten (D) von 0,236 (0,11 — 0,35) und Korrelationskoeffizienten (r°) von 0,022,
sodass die SNPs rs870849 und rs951818 im Linkage-Disequilibrinm bzw. Kopplungsungleich-
gewicht standen (Tabelle 5).

Tabelle 5: LAG-3 Allelverteilung (n = 707)

LAG-3 rs870849 rs951818
Genotypenverteilung 256 CC 277 AA
324 CT 338 AC
127 TT 92 CC
MAF 0,424 0,361
MAF des 1000 Genomes Projects 0,391 0,383
HWE 0,1677 0,4822
LD-Analyse mit HaploView® D*=0,236 (0,11-0,35) und r2 = 0,022

MAF steht fir minor allele frequency, HWE fur Hardy-Weinberg-Equilibrium und LD-Analyse fiir das berechnete
Linkage-Disequilibrinm (D) mit dem sich daraus ergebenden LD-Koeffizienten (D) und Korrelations-

koeffizienten (r2).

Zur weiteren statistischen Auswertung wurden basierend auf der aktuellen Literatur (siche
1.3) die T-Allel-Triger (CT+TT) von LAG-3 rs870849 zusammengefasst (n = 451) und den
CC-Homozygoten (n = 256) gegenibergestellt. Bei LAG-3 1s951818 erfolgte die
Gruppierung der AC- und CC-Genotypen (n = 430) fir den Vergleich mit den AA-
Genotypen (n = 277).



Ergebnisse 42

3.1.2 Vorliegende Patientencharakteristika bei TIM-3

Zuerst wurden die 712 Patienten bzw. ihre Genotypen fir TIM-3 151036199 und 1510515746
hinsichtlich Alter, Geschlecht, Body-Mass-Index (BMI) und Krankheitsschwere am Ein-
schlusstag, sprich zu Sepsisbeginn, untersucht. Dabei zeigten sich keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den C-Allel-Trigern und AA-Homozygoten von TIM-3 rs1036199
(Tabelle 6) bzw. zwischen den A-Allel-Trigern und CC-Homozygoten von TIM-3
rs10515746 (Tabelle 7). Allerdings ergab die statistische Analyse bei beiden SNPs ein durch-
schnittliches Patientenalter von 63 Jahren, mehr mannliche als weibliche Patienten (65 %
minnlich) und einen durchschnittlichen BMI von 28 kg/m?®. Sowohl der durchschnittliche
SOFA Score von 10, der APACHE 1I Score von 22, als auch der als Median angegebene
Procalcitonin-Wert von 1,3 ng/dL. am Einschlusstag, wiesen bei beiden SNPs auf die
Notwendigkeit einer organunterstiitzenden Therapie hin. Dies spiegelt sich auch im Bedarf
an Vasopressoren bei rund 70 %, an einer mechanischen Beatmung bei 86 % und in der
Notwendigkeit einer Dialysetherapie bei 10 % der Patienten wider. Bzgl. des Procalcitonins
zeigt sich ferner, dass seine Bestimmung nur bei 347 der 712 Patienten am Einschlusstag
erfolgte. Tendenziell zeigte sich ein héherer Bedarf an einer Dialysetherapie bei den C-Allel-
Trigern von TIM-3 rs1036199 (12 % vs. 8 %, Tabelle 6) sowie bei den A-Allel-Trigern von
TIM-3 rs10515746 (12 % vs. 9 %, Tabelle 7).

Tabelle 6: Patientencharakteristika fiir TIM-3 rs1036199

Charakteristika Alle AC+CC AA p-Wert
(n=1712) (n = 241) (n =471)
Allgemein
Alter [Jahre] 63 £ 15 63 £ 15 63 £ 15 0,9015
Minnliches Geschlecht [%0] 65 68 64 0,3231
BMI [kg/m?] 2817 2818 2816 0,7304

Krankheitsschwere zu Sepsisbeginn (Tag 1)

SOFA Score 10+ 4 10+ 4 10+ 4 0,9595

APACHE 1I Score 22+7 21+7 22+7 0,1826

Procalcitonin [ng/dL] 1,3(0,5-48 1,3(0,5-87 1,3(0,5-4,3) 0,5192
[n = 347] [n=115] [n = 232]

Bedarf an Vasopressoren [%0] 70 71 70 0,6323

Mechanische Beatmung [%0] 86 85 87 0,3360

Dialyse-Therapie [%0] 10 12 8 0,0935

Kontinuierliche Variablen werden als Mittelwert * Standardabweichung bzw. als Median mit in Klammern

gesetztem Interquartilsabstand angegeben. Diskrete Variablen werden als prozentuale Haufigkeit dargestellt.
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Tabelle 7: Patientencharakteristika fiir TIM-3 rs10515746

Charakteristika Alle AA + AC CC p-Wert

(n =1712) (n = 247) (n = 465)

Allgemein

Alter [Jahre] 63=£15 63£15 63=£15 0,9536

Minnliches Geschlecht [%0] 65 68 64 0,2451

BMI [kg/m?] 28+ 7 28+38 28%6 0,7976

Krankheitsschwere zu Sepsisbeginn (Tag 1)

SOFA Score 10+ 4 10+ 4 10+ 4 0,9343

APACHE 1I Score 22+7 21+7 22+7 0,1738

Procalcitonin [ng/dL] 1,30,5-48 12(0,5-87) 1,3(0,5-43) 0,7732
[n = 347] [n=1106] [n = 231]

Bedarf an Vasopressoren [%0] 70 70 69 0,7857

Mechanische Beatmung [%0] 86 85 87 0,3181

Dialyse-Therapie [%0] 10 12 9 0,2123

Kontinuierliche Variablen werden als Mittelwert * Standardabweichung bzw. als Median mit in Klammern

gesetztem Interquartilsabstand angegeben. Diskrete Variablen werden als prozentuale Haufigkeit dargestellt.

AnschlieBend wurden das Patientenkollektiv und die Genotypen in Hinsicht auf Komorbi-

dititen, Medikamenteneinnahme, Operationsstatus und Infektionsfokus untersucht. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 8 und Tabelle 9 dargestellt.
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Tabelle 8: Weiterfithrende Patientencharakteristika fiir TIM-3 rs1036199

Charakteristika Alle AC+ CC AA p-Wert
(n="712) (n =241) (n =471)

Komorbidititen [%o]

Arterieller Hypertonus 54 54 53 0,7872

COPD 15 13 16 0,2199

Asthma bronchiale 3 2 3 0,2911

Nierenfunktionsstérung 10 12 9 0,2626

Diabetes mellitus Typ I IDDM) 10 10 10 0,8687

Diabetes mellitus Typ II (NIDDM) 9 8 9 0,7818

Chronische Lebererkrankung 6 6 6 0,9669

Rheumatoide Arthritis 1 1 1 0,8263

Myokardinfarkt in Anamnese 5 5 6 0,9443

Schlaganfall in Anamnese 6 5 6 0,3825

Tumor in Anamnese 14 16 13 0,2670

Medikation zu Sepsisbeginn (Tag 1) [%0]

Statine 23 24 23 0,5984

B3-Blocker 37 38 36 0,5859

ACE-Hemmer 29 31 28 0,4926

Bronchodilatatoren 10 6 13 0,0052

Diuretika 33 34 33 0,7649

Antikoagulanzien (< 6 Mon.) 25 28 24 0,1974

Chirurgischer Status [%]

Elektive Operation 27 24 29

Notfalloperation 52 54 51 0,3330

Keine Operation 21 22 20

Infektionsfokus [%]

Lunge 63 61 64

Abdomen 19 22 17

Knochen und Weichteile 3 2 4

Chirurgische Wunde 2 2 1 0,4211

Urogenital 2 2 3

Primire Bakteridmie 6 6 6

Sonstiges 5 5 5

Die Tabelle zeigt die resultierenden Werte als prozentuale Hiufigkeiten. Signifikanzen sind fett gedruckt.
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Die in Tabelle 8 aufgefithrten Ergebnisse zeigen, dass es beziiglich der Komorbidititen keine
signifikanten Unterschiede zwischen den C-Allel-Trdgern und AA-Homozygoten von TIM-
3 151036199 gab. Bei genauerer Betrachtung lisst sich erkennen, dass die arterielle Hypet-
tonie mit 54 % die mit Abstand haufigste Vorerkrankung im Patientenkollektiv darstellte.
Danach folgte mit 15 % die COPD, ein Tumorleiden in der Krankengeschichte (14 %),
sowie eine Nierenfunktionsstérung (10 %) oder Diabetes mellitus. Letzterer wurde dartiber
hinaus in den insulinabhingigen Typus (insulin-dependent diabetes mellitus, IDDM) sprich
Diabetes mellitus Typ I, oder den insulinunabhingigen Typus (non-insulin-dependent diabetes
mellitus, NIDDM) entsprechend Diabetes mellitus Typ II, unterteilt. Im Patientenkollektiv
hatten 10 % eine Diabetes mellitus Typ I- und 9 % eine Diabetes mellitus Typ II-
Erkrankung. Mit =< 6% gehorten eine chronische Lebererkrankung (6 %), ein
vorangegangener Schlaganfall (6 %) sowie ein Myokardinfarkt (5 %), ein Asthma bronchiale
(3 %) und eine rheumatoide Arthritis (1 %) zu den selteneren Komorbidititen. Die
Auswertung der zu Sepsisbeginn bereits genommenen Medikamente ergab in absteigender
Reihenfolge B-Blocker (37 %), Diuretika (33 %), ACE-Hemmer (29 %), eine
Antikoagulation innerhalb der letzten sechs Monate (25 %) und Statine (23 %) sowie
Bronchodilatatoren (10 %). Die Notwendigkeit des Gebrauches von Bronchodilatatoren
wies einen signifikanten Unterschied dahingehend auf, dass 13 % der AA-Homozygoten und
nur 6 % der C-Allel-Triger (p = 0,0052) Bronchodilatatoren am Einschlusstag erhielten. Des
Weiteren wurde rund die Halfte der septischen Patienten jingst notfallmillig operiert,
wihrend circa ein Drittel der Gesamtheit eine elektive Operation und die iibrigen Patienten
keinerlei Operation erhalten hatten. Zum Schluss wurde der Infektionsfokus niher
beleuchtet. Bei 63 % fand sich die Lunge als Infektionsfokus, bei 19 % das Abdomen und
die ubrigen 18 % verteilten sich auf Knochen und Weichteile, chirurgische Wunde,

urogenitalen Ursprungs, primire Bakteridmie und sonstige Infektionsfokusse.

Die Untersuchungsergebnisse fur TIM-3 rs10515746 sind in Tabelle 9 dargestellt. Die
Ergebnisse bzw. Aussagen zum Gesamtkollektiv waren nahezu identisch zu jenen von TIM-
3151036199 in Tabelle 8. Die arterielle Hypertonie blieb die am haufigsten auftretende Vot-
erkrankung im Patientenkollektiv, Gber die Hilfte der Patienten bendétigte eine Notfall-
operation und als Infektionsfokus trat die Lunge mit {iber 60 % deutlich hervor. Aquivalent
zu TIM-3 rs1036199 ergaben sich in Bezug auf Komorbidititen, chirurgischen Status und
Infektionsfokus auch bei TIM-3 rs10515746 keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Genotypen. Im Gegensatz dazu zeigte sich bei der Medikation zu Sepsisbeginn, dass die CC-
Homozygoten signifikant mehr Bedarf an Bronchodilatatoren im Vergleich zu den A-Allel-
Tragern hatten (12 % vs. 6 %; p = 0,0155, Tabelle 9).
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Tabelle 9: Weiterfiihrende Patientencharakteristika fiir TIM-3 rs10515746

Charakteristika Alle AA + AC CC p-Wert
(n="712) (n = 247) (n = 465)

Komorbidititen [%o]

Arterieller Hypertonus 54 53 54 0,6908

COPD 15 13 16 0,3269

Asthma bronchiale 3 2 3 0,5325

Nierenfunktionsstérung 10 12 9 0,3401

Diabetes mellitus Typ I IDDM) 10 10 10 0,9953

Diabetes mellitus Typ II (NIDDM) 9 8 9 0,6736

Chronische Lebererkrankung 6 6 6 0,7929

Rheumatoide Arthritis 1 1 1 0,8667

Myokardinfarkt in Anamnese 5 5 6 0,8546

Schlaganfall in Anamnese 6 5 6 0,5211

Tumor in Anamnese 14 17 12 0,1095

Medikation zu Sepsisbeginn (Tag 1) [%0]

Statine 23 24 23 0,6532

B3-Blocker 37 38 36 0,7305

ACE-Hemmer 29 32 28 0,2832

Bronchodilatatoren 10 6 12 0,0155

Diuretika 33 34 33 0,8960

Antikoagulanzien (< 6 Mon.) 25 28 24 0,3142

Chirurgischer Status [%]

Elektive Operation 27 25 29

Notfalloperation 52 54 51 0,5589

Keine Operation 21 21 21

Infektionsfokus [%]

Lunge 63 62 64

Abdomen 19 22 17

Knochen und Weichteile 3 2 4

Chirurgische Wunde 2 2 2 0,2890

Urogenital 2 2 3

Primire Bakteridmie 6 6 6

Sonstiges 5 5 5

Die Tabelle zeigt die resultierenden Werte als prozentuale Hiufigkeiten. Signifikanzen sind fett gedruckt.
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Zusammengefasst zeigte sich ein doppelt so hoher Bedarf an Bronchodilatatoren fur die AA-
Genotypen von TIM-3 151036199 bzw. CC-Genotypen von TIM-3 rs10515746 gegentiber
den Vergleichsgruppen. Ferner stellte sich fiir das untersuchte Patientenkollektiv bei beiden
SNPs die Lunge als fithrender Infektionsfokus dar, wihrend bei den Komorbidititen die

arterielle Hypertonie (54 %) klar dominierte.

3.1.3 Votliegende Patientencharakteristika bei LAG-3

Parallel zu den statistischen Untersuchungen der TIM-3 Genotypen in Kapitel 3.1.2 wurden
die 707 genotypisierten Patienten von LAG-3 rs870849 und rs951818 in Hinblick auf
allgemeine Patientencharakteristika analysiert (Tabelle 10 und Tabelle 11). Dabei zeigten sich
in puncto Alter, Geschlecht, BMI und Krankheitsschwere zu Sepsisbeginn keine
signifikanten Unterschiede zwischen den T-Allel-Trigern und CC-Homozygoten bei LAG-
3 1rs870849 bzw. zwischen den C-Allel-Trigern verglichen mit den AA-Homozygoten bei
LAG-3 1s951818. Beim Gesamtkollektiv von 707 Patienten konnte dquivalent zu TIM-3 ein
durchschnittliches Patientenalter von 63 Jahren und ein mit 65 % zum gréBten Teil
minnliches Patientenkollektiv beobachtet werden. Mit einem BMI von 28 kg/m* waren die

Patienten im Durchschnitt tbergewichtig.

Tabelle 10: Patientencharakteristika fiir LAG-3 rs870849

Charakteristika Alle CT+TT CC p-Wert
(n =707) (n = 451) (n = 256)

Allgemein

Alter [Jahre] 63 £ 15 63 £ 15 63 £ 15 0,9011

Minnliches Geschlecht [%0] 65 63 69 0,1360

BMI [kg/m?] 2817 2816 2818 0,3024

Krankheitsschwere zu Sepsisbeginn (Tag 1)

SOFA Score 10+ 4 10+ 4 10+ 4 0,7428

APACHE 1I Score 22+7 22+7 21+7 0,1686

Procalcitonin [ng/dL] 1,3(0,5-48 1,3(0,5-48 1,3(0,5-4,7) 0,8997
[n = 343] [n = 227] [n=1106]

Bedarf an Vasopressoren [%0] 70 70 70 0,8815

Mechanische Beatmung [%0] 86 88 83 0,0598

Dialyse-Therapie [%0] 10 11 9 0,3806

Kontinuierliche Variablen werden als Mittelwert * Standardabweichung bzw. als Median mit in Klammern

gesetztem Interquartilsabstand angegeben. Diskrete Variablen werden als prozentuale Haufigkeit dargestellt.

Bei Untersuchung der Krankheitsschwere von LAG-3 rs870849 (Tabelle 10) resultierte im
Patientenkollektiv ein durchschnittlicher SOFA Score von 10, ein APACHE II Score von 22

und ein Medianwert des Procalcitonins von 1,3 ng/dL, wobei letzterer nut bei 343 Patienten
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gemessen wurde. Auflerdem bendétigten 70 % der Patienten den Einsatz von Vasopressoren,
86 % mussten mechanisch beatmet werden und 10 % erhielten eine Dialyse-Therapie. In
Bezug auf die mechanische Beatmung wurden die T-Allel-Triger mit 88% im direkten

Vergleich 6fter beatmungspflichtig als die CC-Homozygoten mit 83 % (p = 0,0598).

Tabelle 11: Patientencharakteristika fiir LAG-3 rs951818

Charakteristika Alle AC + CC AA p-Wert
(n =707) (n = 430) (n =277)

Allgemein

Alter [Jahre] 63=£15 64£15 63£15 0,1979
Minnliches Geschlecht [%0] 65 64 66 0,5844
BMI [kg/m?] 287 287 28£6 0,8869

Krankheitsschwere zu Sepsisbeginn (Tag 1)

SOFA Score 10+ 4 10+ 4 10+ 4 0,4833

APACHE 1I Score 22+7 22+7 22+7 0,5983

Procalcitonin [ng/dL] 1,3(0,5-48 1,4(0,5-48 1,2(0,4-5,1) 0,6158
[n = 343] [n = 218] [n = 125]

Bedarf an Vasopressoren [%0] 70 72 67 0,1512

Mechanische Beatmung [%0] 86 85 89 0,1370

Dialyse-Therapie [%o] 10 9 11 0,5067

Kontinuierliche Variablen werden als Mittelwert * Standardabweichung bzw. als Median mit in Klammern

gesetztem Interquartilsabstand angegeben. Diskrete Variablen werden als prozentuale Haufigkeit dargestellt.

In Tabelle 11 wurden die Ergebnisse zur Untersuchung von Alter, Geschlechterverteilung,
BMI und Krankheitsschwere zu Sepsisbeginn fir LAG-3 rs951818 aufgelistet. Wie schon bei
LAG-3 15870849 ergaben sich auch fur LAG-3 rs951818 zum physiologischen Normal-
zustand erhohte Werte des SOFA Scores (10), APACHE 1I Scores (22) und Procalcitonins
(Median 1,3 ng/dL, n = 343). 70 % der Patienten mussten mit Vasopressotren versorgt, 86 %

beatmet und 10 % dialysiert werden.

Im Anschluss wurden die Genotypen von LAG-3 rs870849 (Tabelle 12) sowie 1rs951818
(Tabelle 13) in Bezug auf Komorbidititen, Vormedikation, chirurgischen Status und
Infektionsfokus untersucht. Weder die T-Allel-Triger von LAG-3 rs870849 noch die C-
Allel-Triger von LAG-3 rs951818 zeigten bei einer der analysierten Kategorien signifikante
Unterschiede zu den CC- (LAG-3 1s870849) bzw. AA-Homozygoten (LAG-3 rs951818).



Ergebnisse

49

Tabelle 12: Weiterfithrende Patientencharakteristika fiir LAG-3 rs870849

Charakteristika Alle CT+TT CC p-Wert
(n =1707) (n = 451) (n = 256)

Komorbidititen [%o]

Arterieller Hypertonus 54 54 54 0,9494

COPD 15 17 13 0,1409

Asthma bronchiale 3 2 4 0,2175

Nierenfunktionsstérung 10 10 11 0,8100

Diabetes mellitus Typ I IDDM) 10 11 9 0,5316

Diabetes mellitus Typ II (NIDDM) 9 8 9 0,5941

Chronische Lebererkrankung 6 5 7 0,3553

Rheumatoide Arthritis 1 1 2 0,4144

Myokardinfarkt in Anamnese 6 4 7 0,0945

Schlaganfall in Anamnese 6 6 5 0,6153

Tumor in Anamnese 14 14 14 0,9565

Medikation zu Sepsisbeginn (Tag 1) [%0]

Statine 23 23 25 0,5933

B3-Blocker 37 35 41 0,0713

ACE-Hemmer 29 27 32 0,1664

Bronchodilatatoren 10 11 9 0,4750

Diuretika 34 33 35 0,4880

Antikoagulanzien (< 6 Mon.) 26 26 25 0,6036

Chirurgischer Status [%]

Elektive Operation 27 27 28

Notfalloperation 52 51 52 0,8178

Keine Operation 21 22 20

Infektionsfokus [%]

Lunge 63 63 63

Abdomen 19 20 17

Knochen und Weichteile 4 4 4

Chirurgische Wunde 2 1 2 0,6982

Urogenital 2 2 2

Primire Bakteridmie 6 5 8

Sonstiges 5 5 5

Die Tabelle zeigt die resultierenden Werte als prozentuale Hiufigkeiten.



Ergebnisse

50

Tabelle 13: Weiterfithrende Patientencharakteristika fiir LAG-3 rs951818

Charakteristika Alle AC + CC AA p-Wert
(n =1707) (n = 430) (n =277)

Komorbidititen [%o]

Arterieller Hypertonus 54 54 53 0,6560

COPD 15 16 14 0,5299

Asthma bronchiale 3 3 2 0,6068

Nierenfunktionsstérung 10 10 10 0,7580

Diabetes mellitus Typ I IDDM) 10 11 10 0,6852

Diabetes mellitus Typ II (NIDDM) 9 8 10 0,3949

Chronische Lebererkrankung 6 6 5 0,6352

Rheumatoide Arthritis 1 2 0 0,1200

Myokardinfarkt in Anamnese 6 6 5 0,9247

Schlaganfall in Anamnese 6 6 5 0,3729

Tumor in Anamnese 14 12 16 0,1508

Medikation zu Sepsisbeginn (Tag 1) [%0]

Statine 23 23 24 0,7214

B3-Blocker 37 40 33 0,0631

ACE-Hemmer 29 30 29 0,7219

Bronchodilatatoren 10 11 9 0,3149

Diuretika 34 35 31 0,2632

Antikoagulanzien (< 6 Mon.) 26 27 24 0,4479

Chirurgischer Status [%]

Elektive Operation 27 27 28

Notfalloperation 52 50 54 0,2535

Keine Operation 21 23 18

Infektionsfokus [%]

Lunge 63 62 64

Abdomen 19 19 18

Knochen und Weichteile 4 4 3

Chirurgische Wunde 2 2 2 0,8131

Urogenital 2 2 3

Primire Bakteridmie 6 7 5

Sonstiges 5 4 6

Die Tabelle zeigt die resultierenden Werte als prozentuale Hiufigkeiten.



Ergebnisse 51

Betrachtet man das gesamte Patientenkollektiv zeigen sich Parallelen zu den TIM-3 SNPs.
Die mit Abstand fithrende Komorbiditit war mit 54 % der arterielle Hypertonus. Die
restlichen Vorerkrankungen traten mit Haufigkeiten zwischen 1 bis 15 % vergleichsweise
seltener auf. Hier fanden sich die COPD (15 %), ein vorangegangenes Tumorleiden (14 %),
eine Nierenfunktionsstorung (10 %) sowie Diabetes mellitus Typ 1 (10 %) und Typ 2 (9 %).
Mit sechs oder weniger Prozent kamen Vorerkrankungen wie eine chronische Lebererkrank-
ung (6 %), ein Myokardinfarkt (6 %) bzw. Schlaganfall in der Anamnese (6 %), genauso wie
Asthma bronchiale (3 %) und rheumatoide Arthritis (1 %) im Patientenkollektiv noch
seltener vor (Tabelle 12 und Tabelle 13). Ordnet man die zu Sepsisbeginn eingenommenen
Medikamente nach ihrer Hiufigkeit, zeigte sich, dass 37 % der Patienten (3-Blocker, 34 %
Diuretika, 29 % ACE-Hemmer, 26 % Antikoagulanzien, 23 % Statine und 10 % Broncho-
dilatatoren einnahmen. In puncto chirurgischer Status fiel v. a. die Notfalloperation bei tiber
der Hilfte des Patientenkollektivs auf. In Bezug auf den Infektionsfokus stach die Lunge als
pulmonaler Fokus bei tiber 60 % der septischen Patienten deutlich hervor. Mit grolem
Abstand konnte danach das Abdomen (19 %) bzw. auch die primire Bakteridmie (6 %),
sonstige Infektionsfokusse (5 %), Knochen und Weichteile (4 %), chirurgische Wunden
(2 %) und urogenitale Ursprungsorte (2 %) als Infektionsfokusse ausgemacht werden
(Tabelle 12 und Tabelle 13).

Obwohl sich bei LAG-3 15870849 (Tabelle 12) keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Genotypen finden konnten, war die fast doppelt so hohe Fallzahl an vorangegangenen
Myokardinfarkten bei den CC-Homozygoten mit 7 % im Vergleich zu den T-Allel-Trigern
mit 4 % (p = 0,0945) sowie ebenfalls bei den CC-Homozygoten ein erhéhter Gebrauch von
B3-Blockern (41 % vs. 35 %, p = 0,0713) auffillig. Ebenso zeigte sich bei LAG-3 rs951818
(Tabelle 13) ein vermehrter Gebrauch von 3-Blockern bei den C-Allel-Triger verglichen mit
den AA-Homozygoten (40 % vs. 33 %; p = 0,0631).
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3.2 Uberlebenszeitanalysen

Um einen moglichen Einfluss der genetischen Varianten von TIM-3 und LAG-3 auf das
Ubetleben zu untersuchen, wurden Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalysen fiir alle vier SNPs
durchgefiihrt. Angefangen mit TIM-3 zeigten die Genotypen sowohl bei TIM-3 rs1036199
(Abbildung 6 und Abbildung 7) als auch bei TIM-3 rs10515746 (Abbildung 8 und Abbildung
9) signifikante Unterschiede in Bezug auf die 28-Tage-Uberlebenszeit. Nach 28 Tagen war
die Ubetlebensrate der TIM-3 rs1036199 AA-Homozygoten mit 82 % signifikant hoher als
jene der C-Allel-Triger mit 73 % (p = 0,0099). Anders ausgedriickt waren 18 % der AA-
Homozygoten und 27 % der C-Allel-Triger nach 28 Tagen verstorben. Ebenso waren 28
Tage nach Sepsisbeginn signifikant weniger CC-Homozygote (Mortalititsrate von 18 %) im
Vergleich zu den A-Allel-Trigern von TIM-3 rs10515746 (Mortalititsrate von 26 %) ver-
storben (p = 0,0202). Bei der Uberlebenskontrolle nach 90 Tagen zeigten die Genotypen
weder bei TIM-3 rs1036199 noch bei TIM-3 1rs10515746 signifikante Unterschiede
(Abbildung 7 und Abbildung 9).

TIM-3 rs1036199
n=712
p = 0.0099
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Abbildung 6: 28-Tage-Ubetlebenszeitanalyse fiir TIM-3 rs1036199

Dargestellt ist eine Kaplan-Meier-Ubetlebenszeitanalyse fiir 28 Tage. Auf der x-Achse wird die Zeit in Tagen
von Sepsisbeginn bis 28 Tage spiter dargestellt. Die y-Achse gibt den Anteil iibetlebender Patienten in Prozent
wieder. Bei 100 % leben demnach alle Patienten, wihrend bei einer Ubetlebensrate von 70 %, 30 % bereits
verstorben sind. Von den fiir TIM-3 151036199 untersuchten 712 Patienten lebten nach 28 Tagen 73 % der C-
Allel-Triger, wihrend es bei den AA-Homozygoten 82 % waren. Im Log-Rank-Test resultierte ein signifikanter
p-Wert von 0,0099.
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Abbildung 7: 90-Tage-Ubetlebenszeitanalyse fiir TIM-3 rs1036199

Die hier dargestellte 90-Tage-Uberlebenszeitanalyse fiir TIM-3 151036199 zeigt die Zeit in Tagen (x-Achse)
gegen die Uberlebensrate in Prozent (y-Achse). Nach 90 Tagen lebten 66% der C-Allel-Triger, wohingegen es
bei den AA-Genotypen 70% waren. Der p-Wert zeigte mit einem Wert von 0,2300 keine Signifikanz.
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Abbildung 8: 28-Tage-Ubetlebenszeitanalyse fiir TIM-3 rs10515746

Die Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse fiir 28 Tage nach Sepsisbeginn stellt auf der x-Achse die Zeit in Tagen
und auf der y-Achse das Uberleben der 712 Patienten (n) in Prozent dar. Bei TIM-3 rs10515746 lebten nach
28 Tagen 74 % der A-Allel-Triger und 82 % der CC-Homozygoten. Im Log-Rank-Test zeigte sich mit
p = 0,0202 ein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen in Bezug auf das 28-Tage-Ubetleben.
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Abbildung 9: 90-Tage-Ubetlebenszeitanalyse fiir TIM-3 rs10515746

90 Tage nach Sepsisbeginn konnte sich in der Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse fiir TIM-3 rs10515746 kein
signifikanter Unterschied zwischen den AA-und AC-Genotypen verglichen mit den CC-Genotypen zeigen
(p = 0,2345). Dargestellt wird die Zeit in Tagen (x-Achse) gegen die Uberlebensrate in Prozent (y-Achse). Nach
90 Tagen lebten 66 % der A-Allel-Tridger und 70 % der CC-Homozygoten.

Analog zu den Uberlebenszeitanalysen von TIM-3 wurden auch fiir LAG-3 rs870849 und
LAG-3 rs951818 Kaplan-Meier-Ubetlebenszeitanalysen jeweils fiir 28 und 90 Tage nach
Sepsisbeginn durchgefiithrt. Bei einer Gesamtzahl von 707 untersuchten Patienten zeigten
sich bei LAG-3 15870849 weder nach 28 (Abbildung 10) noch nach 90 Tagen (Abbildung
11) signifikante Unterschiede zwischen den T-Allel-Trigern und den homozygoten CC-
Genotypen. Anders verhielt es sich hingegen bei LAG-3 rs951818. 28 Tage nach Sepsis-
beginn ergab sich bei den AA-Homozygoten ein Uberleben von 83 %, wohingegen es bei
den C-Allel-Trigern 76 % waren. Im Umkehrschluss heil3t dies, dass 17 % der AA-Homo-
zygoten im Vergleich zu 24 % der C-Allel-Triger verstorben waren. Somit iiberlebten in der
Zeitspanne von 28 Tagen signifikant mehr Patienten des AA-Genotyps. Im Log-Rank-Test
resultierte ein signifikanter p-Wert von 0,0476 (Abbildung 12). 90 Tage nach Sepsisbeginn
konnte hingegen kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen von LAG-3
1s951818 gezeigt werden (p = 0,1069, Abbildung 13).
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Abbildung 10: 28-Tage-Uberlebenszeitanalyse fiir LAG-3 rs870849

Die abgebildete Kaplan-Meier-Ubetlebenszeitanalyse veranschaulicht die Zeit bis zu 28 Tage nach Sepsisbeginn
auf der x-Achse und die Uberlebensrate in Prozent auf der y-Achse. Bei LAG-3 rs870849 lebten nach 28 Tagen
79 % der T-Allel-Triger, wihrend es bei den homozygoten CC-Genotypen 78 % waren. Im Log-Rank-Test
zeigte sich 28 Tage nach Sepsisbeginn kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen (p = 0,5600).
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Abbildung 11: 90-Tage-Uberlebenszeitanalyse fiir LAG-3 1s870849

Die Kaplan-Meier-Ubetlebenszeitanalyse bildet die Zeit in Tagen gegen die Uberlebensrate in Prozent ab. Fiir
LAG-3 15870849 konnte 90 Tage nach Sepsisbeginn kein signifikanter Unterschied in Bezug auf das Uberleben
der CC-Homozygoten (67 %) und der T-Allel-Trigern (70 %) gefunden werden (p = 0,3991).
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Abbildung 12: 28-Tage-Uberlebenszeitanalyse fiir LAG-3 rs951818

Bei LAG-3 rs951818 ergab die Kaplan-Meier-Ubetlebenszeitanalyse 28 Tage nach Sepsisbeginn (x-Achse)
einen signifikanten Unterschied zwischen den AA-Homozygoten und C-Allel-Trigern in Bezug auf die
Ubetlebensrate (y-Achse). Wihrend 83 % der AA-Homozygoten nach 28 Tagen lebten, zeigte sich bei den C-
Allel-Trigern im Vergleich dazu eine signifikant niedrigere Ubetlebensrate von 76 % (p = 0,0476).
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Abbildung 13: 90-Tage-Uberlebenszeitanalyse fiir LAG-3 rs951818

In der Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse fiir LAG-3 15951818 ist die Zeit in Tagen (x-Achse) gegen die
Ubetlebensrate in Prozent (y-Achse) aufgezeigt. 90 Tage nach Sepsisbeginn resultierte kein signifikanter

Unterschied zwischen den AA-Homozygoten im Vergleich zu den C-Allel-Trigern (p = 0,1069).
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3.3 Krankheitsschwere und -verlauf

Jeder SNP wurde im Folgenden in Bezug auf Krankheitsschwere und -verlauf analysiert. Fir
die Auswertung dienten die tdglich ethobenen CRFs bzw. die darin gesammelten klinischen
Daten, sodass die dargestellten Ergebnisse allesamt durchschnittliche Werte des
Beobachtungszeitraumes von maximal 28 Tagen darstellen (2.2.1). Der Ubersicht halber
wurden die Kategorien Schwere der Sepsis und Entziindungsparameter sowie die jeweiligen
Untergruppen entsprechend der im SOFA Score (Tabelle 1) enthaltenen Organsysteme
Respirationstrakt, Gerinnung, Leber, Herz-Kreislaufsystem, ZNS und Niere mit den

dazugehorigen Parametern gebildet.

Begonnen mit TIM-3 konnten sich weder bei TIM-3 rs1036199 noch bei TIM-3 1510515746
signifikante Unterschiede zwischen den untersuchten Genotypen bzgl. der Schwere der
Sepsis bzw. der Entziindung finden (Tabelle 14 und Tabelle 15). Im Gesamtkollektiv zeigte
sich bei beiden TIM-3 SNPs ein SOFA-Gesamt Score von 7,2. Rund die Hilfte der 712 untet-
suchten Patienten befand sich zusitzlich im septischen Schock, wobei sich hinsichtlich der
Dauer ein Median von einem Tag bei einem Interquartilsabstand von keinem bis zwei Tagen
im septischen Schock ergab. Bei Betrachtung der Entziindungsparameter waren diese bei
beiden TIM-3 SNPs stark erhoht. Es zeigte sich eine Leukozytenzahl von rund 13.200/ul,
ein CRP um 150 mg/L sowie ein als Median angegebener Procalcitonin-Wert von 1,0 ng/dL.
Letzterer wurde bei 634 der 712 Patienten bestimmt. 88 % der Patienten entwickelte Fieber.
Bei der Leukozytenzahl fiel auf, dass die C-Allel-Triger von TIM-3 151036199 und die A-
Allel-Trager von TIM-3 110515746 mit 13.700/uL eine tendenziell erh6hte Leukozytenzahl
im Vergleich zu den AA- bzw. CC-Homozygoten mit 13.000/uL aufwiesen.

Tabelle 14: Schwere der Sepsis und Entziindung fiir TIM-3 151036199

Charakteristika Alle AC + CC AA p-Wert
(n=1712) (n = 241) (n =471)

Schwere der Sepsis

SOFA-Gesamt 7,21 3,7 73138 7,21 3,6 0,9064
Patienten im septischen Schock [%0] 50 53 49 0,3291
Tage im septischen Schock 10-2) 10-2) 0(-2 0,5047
Entziindungsparameter

Leukozyten [1000/uL] 13,2+ 5,0 13,7+ 5.2 13,049 0,0619
C-reaktives Protein [mg/L] 150,6 £ 85,9 148,0 + 81,3 152,1 £ 88,5 0,7630
Procalcitonin [ng/dL] 1,0 (0,3-34) 1,1 (0,3-4,6) 0,8(0,3-2,8) 0,1922

[n = 634] [n = 210] [n = 424]

Fieber [%0] 88 88 87 0,7188

Kontinuierliche Variablen werden als Mittelwert * Standardabweichung bzw. als Median mit in Klammern

gesetztem Interquartilsabstand angegeben. Diskrete Variablen werden als prozentuale Haufigkeit dargestellt.
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Tabelle 15: Schwere der Sepsis und Entziindung fiir TIM-3 rs10515746

Charakteristika Alle AA + AC CC p-Wert
(n =1712) (n = 247) (n = 465)

Schwere der Sepsis

SOFA-Gesamt 7,21 3,7 7,2+ 3,7 73137 0,7846
Patienten im septischen Schock [%0] 50 53 49 0,3326
Tage im septischen Schock 10-2) 10-2) 0(-2) 0,5087
Entziindungsparameter

Leukozyten [1000/uL] 13,2+ 5,0 13,7+ 5.2 13,049 0,0550
C-reaktives Protein [mg/L] 150,6 £ 85,9 149,5+ 82,1 151,2 £ 882 0,9759
Procalcitonin [ng/dL] 1,0(0,3-34) 1,1 (0,3-45) 0,8(0,3-2,8) 0,2529

[n = 634] [n = 215] [n = 419]

Fieber [%0] 88 88 88 0,7687

Kontinuierliche Variablen werden als Mittelwert * Standardabweichung bzw. als Median mit in Klammern

gesetztem Interquartilsabstand angegeben. Diskrete Variablen werden als prozentuale Haufigkeit dargestellt.

Nachfolgend wurden die Parameter der einzelnen Organsysteme untersucht (Tabelle 16 und
Tabelle 17). In Bezug auf den Respirationstrakt zeigte sich bei beiden TIM-3 SNPs ein
SOFA-Lungen Score von zwei. 94 % der Patienten mussten mechanisch beatmet werden,
wobei die Beatmungstage mit 68 % gleichzeitig rund ?/3 der Beobachtungstage ausmachten.
Der SOFA Score fur die Gerinnung ergab einen Median von null. Die durchschnittliche
Thrombozytenzahl betrug aufgerundet 300.000/pul.. Aufgrund der den Mittelwert iibet-
steigenden Standardabweichungen, wurden alle Parameter des Organsystems Leber in
Medianen und Interquartilsabstinden angegeben. Im Gesamtkollektiv resultierte demnach
ein medianer SOFA-Leber Score von 0, ein Bilirubin von 0,6 mg/dL, eine AST von 57 IU/L
sowie eine ALT von 46 IU/L. Gemessen wurde die AST bei 467 und die ALT bei
688 Patienten. Der SOFA Score des Herz-Kreislaufsystems ergab im Durchschnitt 1,6. 80 %
der Patienten bendtigten Vasopressoren wihrend ihres intensivmedizinischen Aufenthaltes,
wobei die Behandlungstage mit Vasopressoren rund 40 % der Beobachtungstage aus-
machten. Fir den neurologischen Status stand der Parameter SOFA-ZNS, hier mit einem
gemessenen Durchschnitt von 2,1 und der GCS mit knapp 10. SchlieBlich wurden noch die
Parameter der Nierenfunktion genauer analysiert. Hier zeigte sich ein medianer SOFA Score
von 0,2, ein Kreatinin von 1,2 mg/dL, eine Urinmenge von knapp drei Litern pro Tag sowie
1,5 mL/kg/Tag. 22 % des Patientenkollektivs erhielten wihrend ihrer Behandlung eine
Dialysetherapie.
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Tabelle 16: Organspezifische Erkrankungsschwere fiir TIM-3 151036199

Charakteristika Alle AC+ CC AA p-Wert
(n=1712) (n = 241) (n =471)

Parameter des Respirationstraktes

SOFA-Lunge 20108 1,9£0,8 20108 0,2940

Patienten mit mechanischer 94 95 93 0,5335

Beatmung [%0]

Beatmungs-/Beobachtungstage [%0] 68 *+ 32 66 *+ 32 69 * 32 0,3608

Parameter der Gerinnung

SOFA-Gerinnung 0(0-0,5 0(0-0,5 0(0-0,5 0,7182

Thrombozyten [1000/uL] 292 + 151 292 + 150 292 £ 151 0,6663

Parameter der Leber

SOFA-Leber 0(0-0,4) 0(0-0,5 0(0-0,4) 0,2591

Bilirubin [mg/dL] 0,6 (0,4-1,1) 0,7(0,4-12) 0,60,4-1,1) 0,7229

AST (GOT) [IU/L] 57 34-111) 53 (33-112) 57 (35-110) 0,8124
[n = 467] [n = 157] [n = 310]

ALT (GPT) [IU/1] 46 (23 - 92) 44 (22 - 93) 47 (23 -91) 0,4376
[n = 688] [n = 233] [n = 455]

Parameter des Herz-/Kreislaufsystems

SOFA-Hetz-/Kreislaufsystem 1,6 £1,0 1,6 £ 1,1 1,6 £ 1,0 0,9143

Patienten mit Vasopressoren [%0] 81 81 81 0,8456

Vasopressoten-/Beobachtungstage 37 £32 37133 36 £ 31 0,8398

(o]

Parameter des ZNS

SOFA-ZNS 21+11 20+ 1,1 21+11 0,1701

Glasgow Coma Scale (GCS) 98+32 10,0 £ 3,3 97+32 0,2311

Parameter der Niere

SOFA-Niere 0,2(0-1,2) 0,2(0-14 0,2 (0-1,0) 0,2780

Kreatinin [mg/dL] 1,2+£0,9 1,3£0,9 1,2+£0,9 0,2977

Utinmenge [mL/Tag] 2906 + 1345 2915+ 1420 2901 £ 1307 0,7551

Utinmenge [mL/kg/Tag] 1,5+£0,8 1,5+£0,8 1,5+£0,8 0,9251

Patienten mit Dialyse [%0] 22 23 22 0,7266

Dialysetage/Beobachtungstage [%] 0©-0) 0©-0) 0©-0) 0,7023

Kontinuierliche Variablen werden als Mittelwert * Standardabweichung bzw. als Median mit in Klammern

gesetztem Interquartilsabstand angegeben. Diskrete Variablen werden als prozentuale Haufigkeit dargestellt.
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Tabelle 17: Organspezifische Erkrankungsschwere fiir TIM-3 1s10515746

Charakteristika Alle AA + AC CC p-Wert
(n=1712) (n = 247) (n = 465)

Parameter des Respirationstraktes

SOFA-Lunge 20108 1,9£0,8 20108 0,3020

Patienten mit mechanischer 94 94 94 0,6794

Beatmung [%0]

Beatmungs-/Beobachtungstage [%0] 68 *+ 32 66 £ 32 69 £ 31 0,3060

Parameter der Gerinnung

SOFA-Gerinnung 0(0-0,5 0(0-0,5 0(0-0,5 0,5976

Thrombozyten [1000/uL] 292 + 151 296 + 155 290 + 149 0,4882

Parameter der Leber

SOFA-Leber 0(0-0,4) 0(0-0,5 0(0-0,3) 0,2398

Bilirubin [mg/dL] 0,6 (0,4-1,1) 0,7(0,4-12) 0,60,4-1,1) 0,5271

AST (GOT) [IU/L] 57 (34-111) 53 (33-116) 57 (36 - 108) 0,8599
[n = 467] [n = 162] [n = 305]

ALT (GPT) [IU/1] 46 (23 - 92) 45 (22 - 95) 46 (23 - 91) 0,4824
[n = 688] [n = 239] [n = 449]

Parameter des Herz-/Kreislaufsystems

SOFA-Hetz-/Kreislaufsystem 1,6 £1,0 1,6 £ 1,1 1,6 £ 1,0 0,6821

Patienten mit Vasopressoren [%0] 81 80 81 0,7154

Vasopressoten-/Beobachtungstage 37 £32 36 £33 37 £ 31 0,6091

(o]

Parameter des ZNS

SOFA-ZNS 21+11 20+ 1,1 21+11 0,1644

Glasgow Coma Scale (GCS) 98+32 10,0 £ 3,3 9,7+32 0,1946

Parameter der Niere

SOFA-Niere 0,2(0-1,2) 0,2(0-1,3) 0,2 (0-1,0) 0,4042

Kreatinin [mg/dL] 1,2+£0,9 1,3£0,9 1,2+ 1,0 0,3852

Utinmenge [mL/Tag] 2906 + 1345 2923 + 1404 2896 £ 1314 0,6595

Utinmenge [mL/kg/Tag] 1,5+£0,8 1,5+£0,8 1,5+£0,8 1,0000

Patienten mit Dialyse [%0] 22 23 22 0,9257

Dialysetage/Beobachtungstage [%] 0©-0) 0©-0) 0©-0) 0,8644

Kontinuierliche Variablen werden als Mittelwert * Standardabweichung bzw. als Median mit in Klammern

gesetztem Interquartilsabstand angegeben. Diskrete Variablen werden als prozentuale Haufigkeit dargestellt.
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In Tabelle 18 und Tabelle 19 werden die Ergebnisse zur Beurteilung der Schwere der Sepsis
bzw. der Entziindung fir die LAG-3 SNPs dargestellt. Parallel zu den TIM-3 SNPs ergab
sich bei LAG-3 1rs870849 und rs951818 ein SOFA-Gesamt Score von 7,2, das Auftreten eines
septischen Schocks bei 50 % der Patienten und ein CRP von knapp 150 mg/L.

Tabelle 18: Schwere der Sepsis und Entziindung fiir LAG-3 rs870849

Charakteristika Alle CT+TT CC p-Wert
(n =1707) (n = 451) (n = 256)

Schwere der Sepsis

SOFA-Gesamt 7,2+ 37 7,2+ 37 73136 0,6530
Patienten im septischen Schock [%0] 50 51 49 0,6906
Tage im septischen Schock 10-2) 10-2) 0(0-2) 0,4725
Entziindungsparameter

Leukozyten [1000/pL] 13,3 £ 5,1 132+ 48 13,3 £ 5,4 0,9507
C-reaktves Protein [mg/L] 1499 £85,9 154,6 + 86,4 1409 £ 84,7 0,1552
Procalcitonin [ng/dL] 1,00,3-34) 09(©0,3-33) 1,0(0,3-3,5) 0,4000

[n = 628] [n = 403] [n = 225]

Fieber [%0] 88 88 88 0,9140

Kontinuierliche Variablen werden als Mittelwert * Standardabweichung bzw. als Median mit in Klammern
gesetztem Interquartilsabstand angegeben. Diskrete Variablen werden als prozentuale Hiufigkeit dargestellt.

Signifikanzen sind fett gedruckt.

Tabelle 19: Schwere der Sepsis und Entziindung fiir LAG-3 rs951818

Charakteristika Alle AC + CC AA p-Wert
(n =707) (n = 430) (n =277)

Schwere der Sepsis

SOFA-Gesamt 7,21 3,7 73136 7,1+£38 0,2891
Patienten im septischen Schock [%0] 50 53 46 0,0876
Tage im septischen Schock 10-2) 10-2) 0(-2 0,1912
Entziindungsparameter

Leukozyten [1000/uL] 13,3+ 5,1 13,5+ 5.2 12,9+ 49 0,0991
C-reaktives Protein [mg/L] 149,9 £ 859 1540+ 91,6 1434 £ 76,0 0,5112
Procalcitonin [ng/dL] 1,0 (0,3-3,4) 1,0(0,4-33) 0,8(0,3-3,5 0,2249

[n = 628] [n = 380] [n = 248]

Fieber [%0] 88 86 90 0,1584

Kontinuierliche Variablen werden als Mittelwert * Standardabweichung bzw. als Median mit in Klammern
gesetztem Interquartilsabstand angegeben. Diskrete Variablen werden als prozentuale Hiufigkeit dargestellt.

Signifikanzen sind fett gedruckt.
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Anders als bei den Ergebnissen des Gesamtkollektivs, zeigten sich bei LAG-3 im Gegensatz
zu TIM-3 signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen der untersuchten SNPs
(Tabelle 20 und Tabelle 21).

Fir LAG-3 rs870849 zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen in
Bezug auf den Anteil an Patienten mit mechanischer Beatmung und den Kreatininwert
(Tabelle 20). Wihrend 96 % der T-Allel-Triger im Beobachtungszeitraum beatmet werden
mussten, waren es bei den CC-Homozygoten mit 91 % signifikant weniger (p = 0,0090). Der
durchschnittliche Kreatininwert betrug bei den T-Allel-Trigern 1,2 + 0,9 mg/dL,
demgegentiber detjenige der CC-Homozygoten durchschnittlich 1,3 + 1,0 mg/dL (p =
0,0475).

Der Anteil mechanisch beatmeter Patienten wies auch bei LAG-3 15951818 einen
signifikanten Unterschied zwischen den Genotypen auf (Tabelle 21). Wihrend bei den C-
Allel-Tragern 92 % mechanisch beatmet wurden, waren es bei den homozygoten AA-Geno-
typen 96 % (p = 0,0460).
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Tabelle 20: Organspezifische Erkrankungsschwere fiir LAG-3 rs870849

Charakteristika Alle CT+TT CC p-Wert
(n =707) (n = 451) (n = 256)

Parameter des Respirationstraktes

SOFA-Lunge 20108 2008 1,9£0,8 0,2419

Patienten mit mechanischer 94 96 91 0,0090

Beatmung [%0]

Beatmungs-/Beobachtungstage [%0] 68 £ 32 69 £ 30 65 £ 34 0,3645

Parameter der Gerinnung

SOFA-Gerinnung 0(0-0,5 0(0-0,5 0,1 (0-04) 0,5481

Thrombozyten [1000/uL] 291 + 150 295 + 157 284 + 137 0,6537

Parameter der Leber

SOFA-Leber 0(0-0,4) 0(0-0,4) 0(0-0,4) 0,3186

Bilirubin [mg/dL] 0,6 (0,4-1,1) 0,6(0,4-1,1) 0,6(0,4-1,1) 0,8121

AST (GOT) [IU/L] 57 (35-112) 61 (35-124) 54 (33-89) 0,0698
[n = 462] [n = 300] [n=162]

ALT (GPT) [IU/1] 46 (23-92) 48 (23-105) 41 (22-83) 0,0512
[n = 683] [n = 430] [n = 247]

Parameter des Herz-/Kreislaufsystems

SOFA-Hetz-/Kreislaufsystem 1,6 £1,0 1,6 £ 1,0 1,7+ 1,1 0,1416

Patienten mit Vasopressoren [%0] 81 80 82 0,4395

Vasopressotren-/Beobachtungstage 36 £ 31 35131 39 £33 0,1115

(o]

Parameter des ZNS

SOFA-ZNS 21+11 21+11 20+ 1,1 0,6616

Glasgow Coma Scale (GCS) 98£32 98£32 98£33 0,7665

Parameter der Niere

SOFA-Niere 0,2 (0-1,2) 0,2(0-1,1) 0,3(0-1,3) 0,1632

Kreatinin [mg/dL] 1,2+£0,9 1,2+£0,9 1,3£1,0 0,0475

Utinmenge [mL/Tag] 2893 + 1339 2887 + 1346 2903 £ 1331 0,9833

Utinmenge [mL/kg/Tag] 1,5+£0,8 1,5+£0,8 1,5+£0,8 0,2532

Patienten mit Dialyse [%0] 23 24 21 0,4618

Dialysetage/Beobachtungstage [%] 0©-0) 0©-0) 0©-0) 0,6014

Kontinuierliche Variablen werden als Mittelwert * Standardabweichung bzw. als Median mit in Klammern

gesetztem Interquartilsabstand angegeben. Diskrete Variablen werden als prozentuale Hiufigkeit dargestellt.

Signifikanzen sind fett gedruckt.
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Tabelle 21: Organspezifische Erkrankungsschwere fiir LAG-3 rs951818

Charakteristika Alle AC+ CC AA p-Wert
(n =1707) (n = 430) (n =277)

Parameter des Respirationstraktes

SOFA-Lunge 20108 2008 20108 0,8359

Patienten mit mechanischer 94 92 96 0,0466

Beatmung [%0]

Beatmungs-/Beobachtungstage [%0] 68 *+ 32 68 =33 68 * 30 0,3147

Parameter der Gerinnung

SOFA-Gerinnung 0(0-0,5 0(0-0,5 0(0-0,5 0,6427

Thrombozyten [1000/uL] 291 + 150 287 + 144 297 + 160 0,4988

Parameter der Leber

SOFA-Leber 0(0-0,4) 0(0-0,5 0(0-0,4) 0,9448

Bilirubin [mg/dL] 0,6 (0,4-1,1) 0,6(0,4-1,1) 0,6 0,4-1,1) 0,8242

AST (GOT) [IU/L] 57 (35-112) 58 (35-119) 54 (32 -1006) 0,4947
[n = 462] [n = 288] [n=174]

ALT (GPT) [IU/1] 46 (23 - 92) 46 (22 - 92) 46 (25-91) 0,6155
[n = 683] [n=417] [0 = 260]

Parameter des Herz-/Kreislaufsystems

SOFA-Hetz-/Kreislaufsystem 1,6 £1,0 1,7£1,0 1,5+ 1,0 0,0740

Patienten mit Vasopressoren [%0] 81 83 78 0,1120

Vasopressotren-/Beobachtungstage 36 £ 31 38 £ 31 34 £ 32 0,1117

(o]

Parameter des ZNS

SOFA-ZNS 21+11 21+11 20+ 1,1 0,3201

Glasgow Coma Scale (GCS) 98+32 9,7+33 99132 0,3606

Parameter der Niere

SOFA-Niere 0,2(0-1,2) 0,2(0-1,1) 0,2(0-1,3) 0,3936

Kreatinin [mg/dL] 1,2+£0,9 1,3+ 1,0 1,2+0,9 0,2136

Utinmenge [mL/Tag] 2893 + 1339 2872 + 1333 2924 £ 1350 0,4172

Utinmenge [mL/kg/Tag] 1,5+£0,8 1,5+£0,8 1,5+£0,8 0,6968

Patienten mit Dialyse [%0] 23 23 21 0,4972

Dialysetage/Beobachtungstage [%] 0©-0) 0©-0) 0©-0) 0,6725

Kontinuierliche Variablen werden als Mittelwert * Standardabweichung bzw. als Median mit in Klammern

gesetztem Interquartilsabstand angegeben. Diskrete Variablen werden als prozentuale Hiufigkeit dargestellt.

Signifikanzen sind fett gedruckt.
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3.4 Mikrobiologische Analyse

Anhand der im CRF festgehaltenen mikrobiologischen Erregernachweise (2.2.1) konnten das
Patientenkollektiv sowie die jeweiligen Genotypen der vier SNPs von TIM-3 und LAG-3 auf
Keime und Erreger hin untersucht werden. Zunichst wurden die dokumentierten
Infektionen den Bakterien, Pilzen oder Viren zugeordnet. Bakterien wurden zudem abhingig
von ihrem Gramverhalten in grampositive oder -negative Erreger aufgeteilt. AnschlieBend
beinhaltete jede der genannten Kategorien die typischen nosokomialen Erreger, welche

wihrend des Beobachtungszeitraumes erfasst wurden.

Tabelle 22 und Tabelle 23 stellt die Ergebnisse der mikrobiologischen Analyse fir TIM-3
151036199 bzw. 1510515746 dar.

Tabelle 22: Keime und Etreger fiir TIM-3 rs1036199

Charakteristika Alle AC + CC AA p-Wert
(n=1712) (n = 241) (n =471)

Infektionstyp [%]

Grampositive Bakterien 76 72 79 0,0445
Gramnegative Bakterien 64 61 66 0,2454
Pilze 52 51 53 0,4999
Viren 11 10 12 0,4401

Grampositive Bakterien [%]

Staphylococcus epidernmidis 32 27 35 0,0295
Staphylococcus anrens 22 18 24 0,0792
Enterococcus faecalis 18 15 19 0,1920
Enterococcus faecinm 15 17 14 0,2892

Gramnegative Bakterien [%]

Escherichia coli 27 25 28 0,4066
Pseudomonas aernginosa 12 12 12 0,9590
Kiebsiella pnenmonia 10 8 11 0,2436
Proteus mirabilis 9 7 10 0,1376

Pilze [%0]

Candida albicans 30 29 31 0,7596
Candida glabrata 11 10 12 0,4896

Die Tabelle zeigt die resultierenden Werte als prozentuale Hiufigkeiten. Signifikanzen sind fett gedruckt.
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Tabelle 23: Keime und Erreger fiir TIM-3 rs10515746

Charakteristika Alle AA + AC CC p-Wert
(n =1712) (n = 247) (n = 465)

Infektionstyp [%]

Grampositive Bakterien 76 72 78 0,0829
Gramnegative Bakterien 64 62 66 0,3334
Pilze 52 51 53 0,7055
Viren 11 10 12 0,3495

Grampositive Bakterien [%0]

Staphylococcus epidermidis 32 27 35 0,0313
Staphylococcus anrens 22 18 23 0,1072
Enterococcus faecalis 18 16 19 0,2678
Enterococcus faecinm 15 17 14 0,2822

Gramnegative Bakterien [%]

Escherichia coli 27 26 28 0,4470
Psendomonas aeruginosa 12 13 12 0,9101
Kiebsiella pnenmonia 10 9 10 0,6062
Proteus mirabilis 9 6 10 0,1045

Pilze [%0]

Candida albicans 30 30 30 0,9200
Candida glabrata 11 11 11 0,7245

Die Tabelle zeigt die resultierenden Werte als prozentuale Hiufigkeiten. Signifikanzen sind fett gedruckt.

Von den 712 septischen Patienten bei TIM-3 151036199 (Tabelle 22) und TIM-3 1510515746
(Tabelle 23) wiesen rund % der Patienten eine Infektion mit grampositiven Bakterien auf
(76 %). Mit 64 % machten zusitzlich die durch gramnegative Bakterien hervorgerufenen
Infektionen einen GroBteil der Infektionen aus. Bei rund der Hilfte der Patienten, genauer
bei 52 %, konnte eine Pilzinfektion nachgewiesen werden, wohingegen Viren nur zu 11 %
eine Infektion auslésten. Bei der darauffolgenden Untersuchung einzelner grampositiver
Erreger zeigte sich, dass die meisten Infektionen von Staph. epidermidis hervorgeruten wurden
(32 %). An zweiter Stelle kamen Infektionen durch Staph. aurens (22 %) und schlieBlich mit
18 % bzw. 15 % jene durch Enterococcus faecalis bzw. faecium. Von den gramnegativen Bakterien
konnte am héufigsten Escherichia coli (E.coli) nachgewiesen werden (27 %), gefolgt von
Psendomonas — aeruginosa (12 %), Klebsiella  pneumonia (10 %) und  Proteus mirabilis (9 %5).
Infektionen durch Pilze wurden bei '/3 der Patienten durch Candida albicans und bei /19 durch

Candida glabrata ausgelost.
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Die Genotypen des TIM-3 rs1036199 SNPs (Tabelle 22) wiesen zwei signifikante Unter-
schiede in Bezug auf Infektionen und Erreger auf. Zum einen kamen Infektionen durch
grampositive Bakterien signifikant hdufiger bei den homozygoten AA-Genotypen im Ver-
gleich zu den AC- und CC-Genotypen vor (79 % vs. 72 %, p = 0,0445). Zum anderen zeigten
die AA-Homozygoten gleichzeitig eine signifikant erhéhte Anzahl an Infektionen durch das
grampositive Bakterium Staph. epidermidis (35 %o vs. 27 %, p = 0,0295) und tendenziell auch
durch Staph. anreus (24 % vs. 18 %, p = 0,0792).

Bei TIM-3 rs10515746 (Tabelle 23) ergab die mikrobiologische Analyse einen signifikanten
Unterschied hinsichtlich der Infektionen durch Staph. epidermidis (p = 0,0313). Hier zeigten
sich signifikant mehr Infektionen bei den CC-Homozygoten (35 %) verglichen mit den A-

Allel-Trigern (27 %). AuBlerdem lie3 sich eine Tendenz zu mehr grampositiven Infektionen
bei den CC-Homozygoten beobachten (78 % vs. 72 %, p = 0,0829).

Nachfolgend werden in Tabelle 24 und Tabelle 25 die Ergebnisse fir LAG-3 dargestellt.

Tabelle 24: Keime und Erreger fiir LAG-3 rs870849

Charakteristika Alle CT+TT CC p-Wert
(n =1707) (n = 451) (n = 256)

Infektionstyp [%]

Grampositive Bakterien 76 75 77 0,5150
Gramnegative Bakterien 64 64 65 0,7927
Pilze 52 54 50 0,3492
Viren 11 11 11 0,9936

Grampositive Bakterien [%0]

Staphylococens epidermidis 32 31 34 0,3859
Staphylococcns anrens 22 24 19 0,1411
Enterococcus faccalis 18 19 17 0,6333
Enterococcus faccinm 15 16 14 0,6016

Gramnegative Bakterien [%]

Escherichia coli 27 28 26 0,5355
Psendomonas aeruginosa 12 13 11 0,4522
Kiebsiella pnenmonia 10 11 8 0,2934
Protens mirabilis 9 9 9 0,7442

Pilze [%0]

Candida albicans 30 31 29 0,7169
Candida glabrata 11 13 9 0,1405

Die Tabelle zeigt die resultierenden Werte als prozentuale Hiufigkeiten.
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Tabelle 25: Keime und Erreger fiir LAG-3 rs951818

Charakteristika Alle AC+ CC AA p-Wert
(n =1707) (n = 430) (n =277)

Infektionstyp [%]

Grampositive Bakterien 76 76 76 0,9131

Gramnegative Bakterien 64 63 66 0,3250

Pilze 52 54 49 0,2192

Viren 11 12 10 0,5687

Grampositive Bakterien [%0]

Staphylococcus epidermidis 32 31 33 0,6852

Staphylococcus aurens 22 21 23 0,6191

Enterococcus faecalis 18 19 17 0,6671

Enterococcus faecinm 15 17 13 0,1587

Gramnegative Bakterien [%]

Escherichia coli 27 26 29 0,3171

Pseudomonas aernginosa 12 12 12 0,8700

Kiebsiella pnenmonia 10 9 11 0,3032

Protens mirabilis 9 7 11 0,0876

Pilze [%0]

Candida albicans 30 31 29 0,5621

Candida glabrata 11 11 11 09334

Die Tabelle zeigt die resultierenden Werte als prozentuale Hiufigkeiten.

Analog zu TIM-3 zeigte das untersuchte Gesamtkollektiv von 707 Patienten bei LAG-3

rs870849 und rs951818 v. a. Infektionen durch grampositive Bakterien (76 %), gramnegative
Bakterien (64%) und Pilze (52 %). In absteigender Reihenfolge fanden sich bei den

grampositiven Bakterien Infektionen durch Staph. epidermidis, Staph. aurens, Enterococcus faecalis

und Enterococcus faecium. Der prozentual grofite Anteil an gramnegativen Infektionen wurde

durch E.coli ausgelost (27 %). Bei den Pilzinfektionen stand Candida albicans mit 30 % an
erster Stelle. Anders als bei TIM-3 151036199 und rs10515746 zeigten sich weder bei LAG-
3 15870849 noch bei LAG-3 rs951818 signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen
und der Haufigkeit an Infektionen durch bestimmte Erreger bzw. Keime (Tabelle 24 und

Tabelle 25).
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3.5 Multivariate Cox-Regressionsanalyse

Der Einfluss moglicher Stérfaktoren auf die 28- bzw. 90-Tage-Mortalitit wurde mithilfe der
multivariaten Cox-Regressionsanalyse fur jeden SNP untersucht. Die Hazard Ratio (HR)
driickt dabei das Risikoverhiltnis innerhalb von 28 bzw. 90 Tagen zu versterben aus (vgl.
Textziffer 2.5). Als mogliche Storfaktoren wurden die Variablen Alter, Geschlecht, BMI,
SOFA und APACHE II Score zu Sepsisbeginn, sowie die Anwendung der Sepsis-3 Definition
zum Zeitpunkt des Patienteneinschlusses in die Untersuchung aufgenommen. Ferner
wurden signifikante Parameter aus den vorangegangenen Analysen der Patienten-
charakteristika in der Cox-Regressionsanalyse beriicksichtigt, ebenso wie der Genotyp des
jeweiligen SNPs, welcher in der Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse nach 28 bzw. 90 Tagen

ein hoheres Uberleben gezeigt hatte.

Tabelle 26 und Tabelle 27 stellen die Ergebnisse der multivariaten Cox-Regressionsanalyse
fir TIM-3 151036199 hinsichtlich der 28- und 90-Tage-Mortalitit dar.

Tabelle 26: Multivariate Cox-Regressionsanalyse fiir TIM-3 rs1036199 — 28-Tage-Mortalitit

Variable Hazard Ratio 95 % KI p-Wert
Alter 1,0432 1,0296-1,0161 <0,0001
Minnliches Geschlecht 1,1093 0,7850-1,5676 0,5564
BMI 0,9568 0,9269-0,9877 0,0064
SOFA Score zu Sepsisbeginn 1,0845 1,0284-1,1435 0,0027
APACHE II Score zu Sepsisbeginn 1,0363 1,0029-1,0707 0,0327
Bronchodilatatoren zu Sepsisbeginn 0,9759 0,5750-1,6562 0,9279
Sepsiskriterien nach Sepsis-3 Definition 1,2359 0,8349-1,8297 0,2899
TIM-3 151036199 AA-Genotyp 0,6703 0,4818-0,9324 0,0175

Die multivariate Cox-Regressionsanalyse untersucht den Einfluss unabhingiger Variablen bzw. méglicher Stér-
faktoren auf die 28-Tage-Mortalitit. Signifikante p-Werte sind fett gedruckt. Eine Hazard Ratio < 1 bedeutet
einen reduzierenden Effekt der Variable auf die Mortalitit, eine Hazard Ratio > 1 einen fordernden Effekt.
95 % KI steht fiir das 95 % Konfidenzintervall.

In der multivariaten Cox-Regressionsanalyse fir TIM-3 151036199 konnten in Bezug auf die
28-Tage-Mortalitit mehrere Signifikanzen beobachtet werden (Tabelle 206). Signifikante p-
Werte ergaben sich fur die Variablen Alter (p < 0,0001), BMI (p = 0,0064), SOFA sowie
APACHE II Score zu Sepsisbeginn (p = 0,0027 bzw. p = 0,0327) und schlieBlich fir den
TIM-3 151036199 AA-Genotyp (p = 0,0175). Wihrend das Alter, der SOFA ebenso wie der
APACHE 1II Score eine HR > 1 und damit einen signifikant positiven Effekt auf die 28-Tage-
Mortalitdt aufwiesen, zeigte sich beim BMI und TIM-3 151036199 AA-Genotyp eine HR < 1.
Ein erhohter BMI und das Vorliegen des AA-Genotyps konnten somit als protektive
Faktoren in Bezug auf das Versterben innerhalb der ersten 28 Tage identifiziert werden. Bei

den Variablen minnliches Geschlecht, Gebrauch von Bronchodilatatoren zu Sepsisbeginn
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sowie Anwendung der aktuellen Sepsis-3 Definition konnte hingegen kein signifikanter

Einfluss auf die 28-Tage-Mortalitidt nachgewiesen werden.

Tabelle 27: Multivariate Cox-Regressionsanalyse fiir TIM-3 rs1036199 — 90-Tage-Mortalitit

Variable Hazard Ratio 95 % KI p-Wert
Alter 1,0302 1,0191-1,0415 <0,0001
Minnliches Geschlecht 1,0011 0,7586-1,3211 0,9939
BMI 0,9818 0,9600-1,0040 0,1008
SOFA Score zu Sepsisbeginn 1,0750 1,0292-1,1228 0,0011
APACHE II Score zu Sepsisbeginn 1,0324 1,0050-1,0606 0,0203
Bronchodilatatoren zu Sepsisbeginn 1,0065 0,6626-1,5290 0,9756
Sepsiskriterien nach Sepsis-3 Definition 1,0800 0,7724-1,5102 0,6528
TIM-3 151036199 AA-Genotyp 0,8199 0,6215-1,0816 0,1600

Die multivariate Cox-Regressionsanalyse untersucht den Einfluss unabhingiger Variablen bzw. méglicher Stér-
faktoren auf die 90-Tage-Mortalitit. Signifikante p-Werte sind fett gedruckt. Eine Hazard Ratio < 1 bedeutet
einen reduzierenden Effekt der Variable auf die Mortalitit, eine Hazard Ratio > 1 einen fordernden Effekt.
95 % KI steht fiir das 95 % Konfidenzintervall.

In der multivariaten Cox-Regressionsanalyse der 90-Tage-Mortalitit fir TIM-3 rs1036199
(Tabelle 27) blieben das Alter sowie der SOFA und APACHE II Score zu Sepsisbeginn
signifikant (p < 0,0001; p = 0,0011; p = 0,0203) und weiterhin durch eine HR > 1 mit einer

erhohten Mortalitit assoziiert.

Bei der Untersuchung von TIM-3 1510515746 zeigten sich dhnliche Resultate in der Cox-
Regressionsanalyse fir die 28-Tage-Mortalitit (Tabelle 28) wie bei TIM-3 rs1036199. Mit
einem p-Wert von < 0,05 hatten die Variablen Alter, BMI, SOFA und APACHE 1I Score am
Einschlusstag ebenso wie der TIM-3 rs10515746 CC-Genotyp, welcher sich schon in der
Kaplan-Meier-Ubetlebenszeitanalyse mit einem hoéheren Uberleben dargestellt hatte
(Abbildung 8), signifikanten Einfluss auf die 28-Tage-Mortalitidt. Durch eine HR > 1 konnte
sich fur das Alter sowie den SOFA und APACHE II Se¢ore am Einschlusstag ein signifikanter
Einfluss hin zu einer erhéhten Sterblichkeit zeigen. Im Gegensatz dazu ergab sich fir den
BMI und CC-Genotypen eine HR < 1 und somit eine von diesen zwei Variablen abhingige,
erniedrigte Sterblichkeit innerhalb eines Zeitraumes von 28 Tagen nach Sepsisbeginn.
Dartuber hinaus blieben Alter, SOFA und APACHE II Score auch in der multivariaten Cox-
Regressionsanalyse fiir die 90-Tage-Mortalitit mit p-Werten von <0,0001 (Alter), p = 0,0010
(SOFA Score) bzw. p = 0,0208 (APACHE 1I Score) signifikant und durch die HR > 1 mit

einer erh6hten Mortalitit assoziiert (Tabelle 29).
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Tabelle 28: Multivariate Cox-Regressionsanalyse fiir TIM-3 rs10515746 — 28-Tage-Mortalitit

Variable Hazard Ratio 95 % KI p-Wert
Alter 1,0298 1,0163-1,0434 <0,0001
Minnliches Geschlecht 1,1076 0,7835-1,5657 0,5629
BMI 0,9564 0,9264-0,9874 0,0062
SOFA Score zu Sepsisbeginn 1,0863 1,0304-1,1453 0,0021
APACHE II Score zu Sepsisbeginn 1,0354 1,0022-1,0696 0,0364
Bronchodilatatoren zu Sepsisbeginn 0,9689 0,5712-1,6435 0,9066
Sepsiskriterien nach Sepsis-3 Definition 1,2401 0,8378-1,8354 0,2821
TIM-3 510515746 CC-Genotyp 0,6958 0,5005-0,9674 0,0310

Die multivariate Cox-Regressionsanalyse untersucht den Einfluss unabhingiger Variablen bzw. méglicher Stér-
faktoren auf die 28-Tage-Mortalitit. Signifikante p-Werte sind fett gedruckt. Eine Hazard Ratio < 1 bedeutet
einen reduzierenden Effekt der Variable auf die Mortalitit, eine Hazard Ratio > 1 einen fordernden Effekt.
95 % KI steht fiir das 95 % Konfidenzintervall.

Tabelle 29: Multivariate Cox-Regressionsanalyse fiir TIM-3 rs10515746 — 90-Tage-Mortalitéit

Variable Hazard Ratio 95 % KI p-Wert
Alter 1,0303 1,0192-1,0415 <0,0001
Minnliches Geschlecht 0,9994 0,7572-1,3190 0,9964
BMI 0,9818 0,9600-1,0040 0,1076
SOFA Score zu Sepsisbeginn 1,0754 1,0297-1,1232 0,0010
APACHE II Score zu Sepsisbeginn 1,0322 1,0048-1,0603 0,0208
Bronchodilatatoren zu Sepsisbeginn 1,0064 0.,627-1,5283 0,9763
Sepsiskriterien nach Sepsis-3 Definition 1,0809 0,7730-1,5113 0,6494
TIM-3 510515746 CC-Genotyp 0,8165 0,6200-1,0752 0,1488

Die multivariate Cox-Regressionsanalyse untersucht den Einfluss unabhingiger Variablen bzw. méglicher St6r-
faktoren auf die 90-Tage-Mortalitit. Signifikante p-Werte sind fett gedruckt. Eine Hazard Ratio < 1 bedeutet
einen reduzierenden Effekt der Variable auf die Mortalitit, eine Hazard Ratio > 1 einen fordernden Effekt.
95 % KI steht fiir das 95 % Konfidenzintervall.

Tabelle 30 und Tabelle 31 bilden die Resultate der multivariaten Cox-Regressionsanalysen
fir LAG-3 rs870849 in Bezug auf die 28- bzw. 90-Tage-Mortalitit ab. Zu den moglichen
Storfaktoren gehorten Alter, Geschlecht, BMI, SOFA sowie APACHE II Score zu Sepsis-
beginn sowie der Patienteneinschluss nach Sepsis-3 Definition. Untersucht wurde der LAG-
3 rs870849 CT + TT-Genotyp. Angefangen mit der 28-Tage-Mortalitit (Tabelle 30) konnte
sich ein signifikanter Einfluss von Alter (p < 0,0001), BMI (p = 0,0123) und SOFA Score
(p = 0,0019) auf die Sterblichkeitsrate zeigen. Sowohl die Variable Alter als auch der
SOFA Score ergaben in der Analyse eine HR > 1 (HR = 1,0291 fir das Alter; HR = 1,0868
fir den SOFA Score), sodass hier die Mortalitit im Gegensatz zum BMI mit einer HR <1
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(HR = 0,9618) erhoht war. Bei den Parametern minnliches Geschlecht, APACHE II Score
zu Sepsisbeginn und Sepsiskriterien nach Sepsis-3-Definition konnte hingegen kein Einfluss
gefunden werden. Ebenso zeigte sich kein signifikanter Einfluss der T-Allel-Trdger von
LAG-3 rs870849 auf die 28-Tage-Mortalitit. Im Vergleich dazu resultierten bei der Cox-
Regressionsanalyse fir die 90-Tage-Mortalitit (Tabelle 31) signifikante p-Werte bei den
Variablen Alter (p < 0,0001), sowie den SOFA und APACHE II Scores zu Sepsisbeginn
(p = 0,0009; p = 0,0237). Alle drei Variablen weisen eine HR > 1 auf und haben damit einen
verstirkenden Effekt auf die 90-Tage-Mortalitit.

Tabelle 30: Multivariate Cox-Regressionsanalyse fiir LAG-3 1s870849 — 28-Tage-Mortalitit

Variable Hazard Ratio 95 % KI p-Wert
Alter 1,0291 1,0157-1,0427 <0,0001
Minnliches Geschlecht 1,1302 0,8007-1,5952 0,4804
BMI 0,9618 0,9330-0,9916 0,0123
SOFA Score zu Sepsisbeginn 1,0868 1,0313-1,1453 0,0019
APACHE II Score zu Sepsisbeginn 1,0311 0,9983-1,0650 0,0630
Sepsiskriterien nach Sepsis-3 Definition 1,2254 0,8283-1,8130 0,3091
LAG-3 rs870849 CT + TT-Genotyp 0,8534 0,6129-1,1883 0,3480

Die multivariate Cox-Regressionsanalyse untersucht den Einfluss unabhingiger Variablen bzw. méglicher Stér-
faktoren auf die 28-Tage-Mortalitit. Signifikante p-Werte sind fett gedruckt. Eine Hazard Ratio < 1 bedeutet
einen reduzierenden Effekt der Variable auf die Mortalitit, eine Hazard Ratio > 1 einen fordernden Effekt.
95 % KI steht fiir das 95 % Konfidenzintervall.

Tabelle 31: Multivariate Cox-Regressionsanalyse fiir LAG-3 rs870849 — 90-T'age-Mortalitit

Variable Hazard Ratio 95 % KI p-Wert
Alter 1,0299 1,0187-1,0411 <0,0001
Minnliches Geschlecht 0,9960 0,7549-1,3141 0,9773
BMI 0,9846 0,9635-1,0061 0,1598
SOFA Score zu Sepsisbeginn 1,0758 1,0304-1,1232 0,0009
APACHE II Score zu Sepsisbeginn 1,0312 1,0041-1,0591 0,0237
Sepsiskriterien nach Sepsis-3 Definition 1,0656 0,7620-1,4903 0,7103
LAG-3 rs870849 CT + TT-Genotyp 0,8211 0,6254-1,0779 0,1557

Die multivariate Cox-Regressionsanalyse untersucht den Einfluss unabhingiger Variablen bzw. méglicher Stér-
faktoren auf die 90-Tage-Mortalitit. Signifikante p-Werte sind fett gedruckt. Eine Hazard Ratio < 1 bedeutet
einen reduzierenden Effekt der Variable auf die Mortalitit, eine Hazard Ratio > 1 einen fordernden Effekt.
95 % KI steht fiir das 95 % Konfidenzintervall.

Fir LAG-3 15951818 ergab die Cox-Regressionsanalyse Signifikanzen fur das Alter
(p < 0,0001), den BMI (p = 0,0140) und schlieBlich den SOFA Score zu Sepsisbeginn
(p = 0,0019) hinsichtlich der 28-Tage-Mortalitit (Tabelle 32). Wihrend Alter und



Ergebnisse 73

SOFA Secore die Mortalitit ethohten (HR > 1), stellte sich der BMI als protektive Einfluss-
gréBe heraus (HR = 0,9626). Trotz signifikant erhdhtem Uberleben des AA-Genotyps in der
Kaplan-Meier-Ubetlebenszeitanalyse (Abbildung 12), war dieser protektive Effekt in der
Cox-Regressionsanalyse nicht reproduzierbar (p = 0,1091). In Bezug auf die 90-Tage-
Mortalitit (Tabelle 33) zeigte sich fir das Alter mit p < 0,0001 und einer HR von 1,0296,
den SOFA Score mit p = 0,0009 und einer HR von 1,0761 genauso wie fiir den APACHE 11
Score zu Sepsisbeginn mit p = 0,0286 und HR = 1,0301 ein signifikanter Einfluss dieser
Variablen auf eine erhohte 90-Tage-Mortalitit.

Tabelle 32: Multivariate Cox-Regressionsanalyse fiir LAG-3 1rs951818 — 28-Tage-Mortalitit

Variable Hazard Ratio 95 % KI p-Wert
Alter 1,0287 1,0153-1,0422 <0,0001
Minnliches Geschlecht 1,1468 0,8123-1,6189 0,4363
BMI 0,9626 0,9338-0,9923 0,0140
SOFA Score zu Sepsisbeginn 1,0871 1,0312-1,1461 0,0019
APACHE II Score zu Sepsisbeginn 1,0303 0,9977-1,0640 0,0692
Sepsiskriterien nach Sepsis-3 Definition 1,1979 0,8098-1,7721 0,3660
LAG-3 5951818 AA-Genotyp 0,7546 0,5346-1,0649 0,1091

Die multivariate Cox-Regressionsanalyse untersucht den Einfluss unabhingiger Variablen bzw. méglicher St6r-
faktoren auf die 90-Tage-Mortalitit. Signifikante p-Werte sind fett gedruckt. Eine Hazard Ratio < 1 bedeutet
einen reduzierenden Effekt der Variable auf die Mortalitit, eine Hazard Ratio > 1 einen fordernden Effekt.
95 % KI steht fiir das 95 % Konfidenzintervall.

Tabelle 33: Multivariate Cox-Regressionsanalyse fiir LAG-3 15951818 — 90-T'age-Mortalitit

Variable Hazard Ratio 95 % KI p-Wert
Alter 1,0296 1,0185-1,0408 <0,0001
Minnliches Geschlecht 1,0113 0,7663-1,3345 0,9369
BMI 0,9850 0,9639-1,0067 0,1734
SOFA Score zu Sepsisbeginn 1,0761 1,0304-1,1238 0,0009
APACHE II Score zu Sepsisbeginn 1,0301 1,0031-1,0578 0,0286
Sepsiskriterien nach Sepsis-3 Definition 1,0472 0,7490-1,4643 0,7873
LAG-3 5951818 AA-Genotyp 0,8278 0,6279-1,0914 0,1803

Die multivariate Cox-Regressionsanalyse untersucht den Einfluss unabhingiger Variablen bzw. méglicher Stér-
faktoren auf die 90-Tage-Mortalitit. Signifikante p-Werte sind fett gedruckt. Eine Hazard Ratio < 1 bedeutet
einen reduzierenden Effekt der Variable auf die Mortalitit, eine Hazard Ratio > 1 einen fordernden Effekt.
95 % KI steht fiir das 95 % Konfidenzintervall.

Festzuhalten ist, dass sowohl der TIM-3 rs1036199 AA-, als auch der TIM-3 1510515746
CC-Genotyp einen signifikanten, negativen Effekt auf die 28-Tage-Mortalitit zeigen
konnten. Mit p = 0,0175 und einer HR von 0,6703 (KI = 0,4818-0,9324) demonstrierte der
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TIM-3 151036199 AA-Genotyp, ebenso wie der TIM-3 1510515746 CC-Genotyp mit
p = 0,0310 und HR = 0,6958 (KI = 0,5005-0,9674) eine verringerte Mortalitit nach 28 Tagen
(Tabelle 26 und Tabelle 28). Damit zeigten diese Genotypen zum einen in der Kaplan-Meier-
Uberlebenszeitanalyse (Abbildung 6 und Abbildung 8) und zum anderen in der multivariaten
Cox-Regressionsanalyse auch unter Hinzunahme méglicher Stérfaktoren eine erhéhte Uber-
lebensrate bzw. geringere Mortalitit fiir den Zeitraum von 28 Tagen nach Sepsisbeginn.
Hervorzuheben ist auBlerdem, dass die Variable Alter bei jedem der vier SNPs sowohl in
Bezug auf die 28- als auch 90-Tage-Mortalitit einen signifikanten p-Wert von < 0,0001 und
eine HR > 1 aufwies. Folglich ging das zunehmende Alter unabhingig der berticksichtigten
Variablen mit einer erh6hten Mortalitit einher. Als weiterer Befund resultierte in den Cox-
Regressionsanalysen in Bezug auf die 28-Tage-Mortalitit ein signifikanter BMI mit einer
HR < 1. Ein erhéhter BMI wirkte sich demnach in den ersten 28 Tagen nach Sepsisbeginn
protektiv auf das Uberleben aus. AbschlieBend konnten beim SOFA und APACHE 1I Score
signifikante p-Werte mit p < 0,05 und HRs > 1 beobachtet werden. Eine Zunahme des

jeweiligen Scores korreliert positiv mit der Mortalitit und mindet in eine erhShte Sterblichkeit.
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4 Diskussion

Ziel dieser Dissertation ist es herauszufinden, ob genetische Varianten der negativ-
kostimulierenden T-Zell-Inhibitoren TIM-3 und LAG-3, in diesem Fall die SNPs TIM-3
rs1036199 und rs10515746 bzw. LAG-3 rs870849 und rs951818, Einfluss auf das Ouwtcome
von Patienten mit Sepsis haben. Insgesamt 712 intensivmedizinisch betreute Patienten mit
Sepsis konnten gemil3 der jeweils geltenden Sepsis-Leitlinie prospektiv in die Studie aufge-
nommen, ihr Krankheitsverlauf fir die Dauer von max. 28 Tagen klinisch beobachtet und
ihr Uberleben nach 90 Tagen kontrolliert werden. In dieser Arbeit konnte eine signifikant
erhéhte 28-Tage-Uberlebensrate der septischen Patienten mit dem TIM-3 rs1036199 AA-,
dem TIM-3 1510515746 CC- bzw. dem LAG-3 rs951818 AA-Genotypen in der Kaplan-
Meier-Uberlebenszeitanalyse (p = 0,0099; p = 0,0202; p = 0,0476) beobachtet werden. Auch
unter Hinzunahme moglicher Stérfaktoren wie beispielsweise Alter oder BMI blieb der
positive Einfluss des TIM-3 151036199 AA-Genotypen in Bezug auf die 28-Tage-
Uberlebensrate in der multivariaten Cox-Regressionsanalyse bestehen (HR = 0,6703,
p = 0,0175). Ebenso konnte die signifikante Assoziation der TIM-3 rs10515746 CC-
Genotypen mit einer niedrigeren Mortalitit innerhalb eines Zeitraumes von 28 Tagen nach
Sepsisbeginn verglichen mit den A-Allel-Trigern in der Cox-Regressionsanalyse reproduziert
werden (HR = 0,6958, p = 0,0310). Somit kann durch die vorliegenden Studienergebnisse
erstmalig eine erhéhte Uberlebensrate septischer Patienten mit dem TIM-3 rs1036199 AA-
bzw. TIM-3 rs10515746 CC-Genotypen unabhingig von moglichen Storfaktoren nachge-
wiesen werden. Die klinische Relevanz der Studienergebnisse wird dariiber hinaus durch die
Publikationen im International Journal of Molecular Sciences und Journal of Clinical Medicine
hervorgehoben (Mewes et al. 2020; Mewes et al. 2021). Nachfolgend wird der Fokus
zunichst auf die drei anfangs gestellten zentralen Fragen gelegt, danach wird auf weitere

Besonderheiten sowie Stirken und Limitationen der Arbeit eingegangen.

4.1 Diskussion der zentralen Fragestellung

1. Beeinflussen die untersuchten SINPs die 28- bzw. 90-Tage-Mortalitdt septischer Patienten als main

Outcome-Parameter?

Die Frage, ob die untersuchten SNPs die Mortalitit septischer Patienten beeinflussen, kann
in Bezug auf TIM-3 cindeutig und in Bezug auf LAG-3 teilweise bejaht werden. In der
Kaplan-Meier-Ubetlebenszeitanalyse (siche 3.2) fanden sich fiir TIM-3 151036199, TIM-3
rs10515746 und LAG-3 rs951818 signifikante Unterschiede bezogen auf die 28-Tage-
Mortalitit. Fir TIM-3 1rs1036199 resultierte mit p = 0,0099 28 Tage nach Sepsisbeginn eine
signifikant erhéhte Uberlebensrate der AA-Homozygoten mit 82 % verglichen mit jener der
C-Allel-Triger mit 73 % (Abbildung 6). Hingegen zeigte sich fiir die 90-Tage-Mortalitit zwar
ein tendenziell erhéhtes Uberleben der TIM-3 151036199 AA-Homozygoten (70 %)
verglichen mit dem der C-Allel-Trigern (66 %), mit p = 0,233 allerdings kein signifikanter
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Unterschied (Abbildung 7). Die anfangs durchgefithrte LD-Analyse in Kapitel 3.1.1 ergab
eine Korrelation des TIM-3 rs1036199 A-Allels mit dem C-Allel des TIM-3 rs10515746
SNPs. Tatsichlich ergaben die Uberlebenszeitanalysen bei TIM-3 rs10515746, dass der CC-
Genotyp analog zum TIM-3 rs1036199 AA-Genotypen eine signifikant erhohte
Uberlebensrate aufweist. Nach 28 Tagen lebten 82 % der TIM-3 510515746 CC-
homozygoten Patienten, wihrend es bei den A-Allel-Trigern 74 % waren. Es resultiert ein
signifikanter Log-Rank-Test mit p = 0,0202 (Abbildung 8). Dariiber hinaus ergab sich auch
bei TIM-3 1510515746 bezuglich der 90-Tage-Mortalitit kein signifikanter Unterschied
zwischen den Genotypen. Lediglich ein verringertes Versterben der CC-Homozygoten
konnte beobachtet werden (30 % vs. 34 %, p = 0,2345, Abbildung 9).

Die votliegenden Ergebnisse der Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalysen werden durch die
Studie von Yang et al. (2013) gestiitzt, in der eine Korrelation zwischen TIM-3 und der
Schwere der Sepsis nachgewiesen werden konnte. Miuse, denen TIM-3-Antikérper
verabreicht und bei denen die TIM-3-Expression herunterreguliert wurde, wiesen eine
erhohte Makrophagen-Reaktivitit, eine Zunahme pro-inflammatorischer Cytokine sowie eine
daraus resultierende Zunahme des SIRS-Syndroms entsprechend einer Steigerung der
systemischen Entziindungsreaktion auf. Eine Uberexpression von TIM-3 fiihrte hingegen zu
einer signifikanten Reduktion pro-inflammatorischer Cytokine (Yang et al. 2013). Lu et al.
(2019) konnten zeigen, dass funktionelle SNPs, welche eine Missense-Mutation zur Folge
haben, entscheidenden Einfluss auf die interindividuellen Unterschiede in puncto
Suszeptibilitit und Entziindungsreaktion bei der Sepsis haben. Die signifikant erhéhten Uber-
lebensraten der TIM-3 rs1036199 AA- und rs10515746 CC-Genotypen legen nahe, dass die
funktionellen SNPs das TIM-3-Protein bzw. seine Expression so weit verindern, dass die
Aufrechterhaltung bzw. Wiederherstellung der Immunhomdostase wihrend der Sepsis
positiv beeinflusst wird. Moglicherweise kommt es durch die untersuchten TIM-3 SNPs zu
einer verinderten Interaktion von TIM-3 mit seinen Liganden, wie Galectin-9 oder
CEACAMI1 (Zhu et al. 2005; Huang et al. 2015), und nachfolgend zu einer verringerten T-
Zell-Inhibition bzw. -Apoptose. Eine erhéhte T-Zell-Aktivitit kénnte den Uberlebensvorteil
wihrend der Sepsis und gleichzeitig die erhhte Inzidenz fir Autoimmunerkrankungen
erkliren. Durch das Vorkommen von TIM-3 auf diversen weiteren Immunzellen wie
u. a. Mastzellen, Makrophagen, NK- und dendritischen Zellen, kénnte eine verinderte TIM-
3-Expression auBlerdem zu einer gesteigerten Makrophagen-Reaktivitit sowie einer TLR-
vermittelten pro-inflammatorischen Cytokinproduktion fithren und eine gesteigerte Immun-
antwort férdern (Joller und Kuchroo 2017; Wolf et al. 2020).

Die erhaltenen Studienergebnisse zeigen dariiber hinaus, dass die funktionellen SNPs TIM-3
rs1036199 und 1510515746 die 28-Tage-Mortalitit septischer Patienten auch unter Hinzu-
nahme moglicher Stérfaktoren in der multivariaten Cox-Regressionsanalyse signifikant
beeinflussen (siche 3.5). Fir den TIM-3 rs1036199 AA-Genotypen resultierte ein signifikanter
p-Wert von 0,0175 und eine HR von 0,6703 (95 % KI 0,4818-0,9324), sodass das Votliegen
des AA-Genotypen bei septischen Patienten als unabhingiger, protektiver Faktor in Bezug
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auf die 28-Tage-Mortalitit identifiziert werden konnte (Tabelle 26). Auch der TIM-3
1510515746 CC-Genotyp zeigte mit p = 0,0310 einen signifikanten und mit einer HR von
0,6958 (95 % KI 0,5005-0,9674) einen reduzierenden Effekt des CC-Genotypen auf die 28-
Tage-Mortalitit, sprich er bewirkte eine erhohte Uberlebensrate (Tabelle 28). Die
untersuchten Storfaktoren wie beispielsweise ein steigendes Alter oder das Vorliegen des
minnlichen Geschlechts erthéhen die Mortalitit septischer Patienten signifikant (Shankar-
Hari et al. 2016b). Dass der TIM-3 rs1036199 AA- und rs10515746 CC-Genotyp sowohl in
der Kaplan-Meier-Ubetlebenszeitanalyse als auch in der multivariaten Cox-
Regressionsanalyse eine erhéhte Ubetlebensrate bzw. eine verringerte Mortalitit fiir den
Zeitraum von 28 Tagen nach Sepsisbeginn aufwiesen, untermauert ihre Bedeutung fiir die
Mortalitit als main Outcome-Parameter. Folglich kann in der Zusammenschau der Ergebnisse
beiden TIM-3 SNPs cine definitive prognostische Bedeutung bei einer Sepsis-Erkrankung
zugesprochen werden. Stanski und Wang (2020) sehen die Unterteilung septischer Patienten
anhand ihres immunologischen Profils als Ansatz fir eine prizise Therapie der Sepsis
(Stanski und Wong 2020; van der Poll et al. 2021). Die Kategorisierung septischer Patienten
anhand des TIM-3 rs1036199 und 1s10515746-Genotypen konnte zukinftig einen

moglichen Therapieansatz darstellen.

Die Auswirkungen der funktionellen SNPs LAG-3 15870849 und 1rs951818 konnten hingegen
keine eindeutigen Ergebnisse bzgl. der Mortalitit erzielen. In den Kaplan-Meier-Ubetlebens-
zeitanalysen fiir LAG-3 rs870849 zeigte sich mit 79 zu 78 % (28-Tage-Ubetlebenszeitanalyse)
bzw. 70 zu 67 % (90-Tage-Ubetlebenszeitanalyse) ein nur tendenziell erhdhtes Ubetleben
der T-Allel-Triger verglichen mit dem der CC-Homozygoten 28 bzw. 90 Tage nach Sepsis-
beginn, jedoch keine signifikanten p-Werte (p = 0,5600, Abbildung 10; p = 0,3991,
Abbildung 11). Wang et al. (2021) identifizierten das Vorhandensein des LAG-3 rs870849
T-Allels als protektiven Faktor bei der Primiren Immunthrombozytopenie im Sinne eines
reduzierten Thrombozytenverlustes. Ein signifikanter Zusammenhang des T-Allels mit einer
erhéhten Uberlebensrate bei der Sepsis konnte in dieser Arbeit nicht bestitigt werden.
Moglicherweise ist der Einfluss des T-Allels auf Thrombozyten stirker ausgeprigt als jener
auf die T-Zellen, weshalb sich bei der Sepsis, bei der v.a. die T-Zell-Antwort eine

entscheidende Rolle spielt, keine signifikanten Differenzen zeigen lassen konnten.

Hingegen zeigte der LAG-3 1s951818 SNP 28 Tage nach Sepsisbeginn mit einem p-Wert
von 0,0476 ein signifikant erhohtes Uberleben der AA-Homozygoten mit 83 % entgegen
jenem der C-Allel-Triger mit 76 % (Abbildung 12). Nach 90 Tagen wiesen die AA-Homo-
zygoten jedoch nur noch eine tendenziell héhere Uberlebensrate auf (72 % vs. 67 %,
p = 0,1069, Abbildung 13). Die Studien von Guo et al. (2019) und Zhang et al. (2005)
belegen, dass LAG-3 rs951818 mit dem Auftreten von Morbus Parkinson bzw. Multipler
Sklerose kotrreliert. Die Annahme, dass LAG-3 1s951818 ebenfalls Einfluss auf den Krank-
heitsverlauf der Sepsis hat, wird durch die Studie von Lou et al. (2020) untermauert. Zum
einen konnten Lou et al. (2020) eine erh6hte LAG-3-Expression bei Midusen mit Sepsis nach-

weisen. Zum anderen verglichen sie Wildtyp-Mause mit Knockout-Miusen bzw. solchen, die
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mit Antikérpern behandelt wurden. Sieben Tage nach Sepsisinduktion wurde eine
verringerte Bakterienlast und eine signifikant erhdhte Uberlebensrate bei den LAG-3
Knockont-Miusen bzw. den mit Antikérpern behandelten Miusen mit 53% beobachtet,
wohingegen die Uberlebensrate der Wildtyp-Miuse 13% betrug (Lou et al. 2020). Darauf
aufbauend wird vermutet, dass die Blockade von LAG-3 auch beim Menschen zu einer
Eindimmung der Primirinfektion, einer reduzierten Inzidenz nosokomialer Infektionen
durch opportunistische Erreger und schlussendlich zu einer verbesserten Uberlebensrate bei
septischen Patienten fithren kénnte. Niu et al. (2019) untersuchten den Einfluss von LAG-
3 und PD-1 ko-exprimierender T-Zellen in Bezug auf das Ubetleben septischer Patienten.
Bei den ko-exprimierenden T-Zellen konnte eine verringerte Anzahl an T-Zellen, ein durch-
schnittlich erhohter SOFA Score sowie im Verlauf lingere Krankenhausaufenthalte und
schlussendlich eine erhéhte Mortalitit beobachtet werden (Niu et al. 2019). Obwohl in der
hier vorliegenden Arbeit die 28-Tage-Uberlebenszeitanalyse zeigen konnte, dass der LAG-3
rs951818 AA-Genotyp signifikanten Einfluss auf eine verringerte 28-Tage-Mortalitit bei
septischen Patienten hat, konnte diese Korrelation in der Cox-Regressionsanalyse unter Ein-
wirkung von Stérfaktoren nicht reproduziert werden (Tabelle 32). Dies lisst vermuten, dass
der Einfluss anderer Faktoren wie beispielsweise der des Alters, dem des LAG-3 rs951818
AA-Genotypen iiberlegen ist. Zukiinftig sind weitere Studien zu den bislang unbekannten
Komponenten des LAG-3-Signalweges bzw. zur Interaktion von LAG-3 mit anderen T-Zell-
Inhibitoren erforderlich, um die erhobenen Studienergebnisse im Kontext der multi-

faktoriellen Pathogenese der Sepsis konkreter einordnen zu kénnen (Andrews et al. 2017).
2. Wirken sich die untersuchten SINPs auf die Schwere der Sepsis-Erkrankung ans?

Um Riuckschlisse auf die Schwere der Sepsis-Erkrankung ziehen zu kénnen, wurden die
Patientendaten aus den tiglich erhobenen CRFs analysiert. Zunichst beinhaltete dieser die
Patientencharakteristika inkl. Vorerkrankungen zu Sepsisbeginn. Im vorliegenden Patienten-
kollektiv zeigte sich sowohl beim TIM-3 rs1036199 als auch beim TIM-3 rs10515746 SNP
ein signifikanter Unterschied beziiglich des Gebrauchs von Bronchodilatatoren zu Sepsis-
beginn. Wihrend 13 % der TIM-3 rs1036199 AA-homozygoten Patienten Broncho-
dilatatoren erhielten, waren es bei den C-Allel-Trigern nur 6 % (p = 0,0052, Tabelle 8).
Parallel dazu bendétigten auch die TIM-3 1510515746 CC-Homozygoten signifikant mehr
Bronchodilatatoren zu Sepsisbeginn (12 % vs. 6 %, p = 0,0155, Tabelle 9). Die Korrelation
des A-Allels von TIM-3 151036199 mit dem C-Allel von TIM-3 rs10515746 aus der LD-
Analyse konnte demnach erneut bestitigt werden. Die TIM-3 rs1036199 AA- und
1510515746 CC-Genotypen wiesen zu Sepsisbeginn signifikant mehr Bedarf an Broncho-
dilatatoren und gleichzeitig eine erhéhte 28-Tage-Uberlebensrate auf. Die Assoziation des
TIM-3-Proteins mit einer erhohten Anfilligkeit fur diverse Autoimmunerkrankungen,
Asthma und Allergien konnte bereits in mehreren Studien belegt werden (Li et al. 2013; Tang
et al. 2015). Die Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, dass der TIM-3 rs1036199 AA-
bzw. 1510515746 CC-Genotyp zu einer verringerten T-Zell-Inhibition, also einer verstirkten

T-Zell-Antwort fihrt. Eine verstirkte T-Zell-Antwort wirkt sich wiederum negativ auf
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gewisse (Autoimmun-)Erkrankungen, insbesondere auf solche des Respirationstraktes mit
erhéhter Notwendigkeit fiir Bronchodilatatoren aus; aber auch positiv auf den Krankheits-
verlauf der Sepsis insgesamt. Allerdings konnten die signifikanten Differenzen in der
multivariaten Cox-Regressionsanalyse nicht reproduziert werden, sodass davon ausgegangen
werden kann, dass der Einfluss der berticksichtigten Storfaktoren tiberwiegt. Im Gegensatz
zu den Studienergebnissen von Liu et al. (2018) und Razi et al. (2019) konnte in dieser Arbeit
keine Differenz zwischen den TIM-3 151036199 Genotypen bzgl. des Vorkommens der
rheumatoiden Arthritis beobachtet werden. Andererseits untersuchten Razi et al. (2019)
ebenfalls den TIM-3 1510515746 SNP und fanden in Ubereinstimmung mit den in dieser
Arbeit erzielten Ergebnissen, keine Assoziation des TIM-3 rs10515746 SNPs mit der
Inzidenz fir rheumatoide Arthritis. So oder so ist eine hohere Fallzahl von septischen
Patienten mit rheumatoider Arthritis in zukiinftigen Studien erfordetlich, da diese Erkrank-
ung im Patientenkollektiv dieser Untersuchung bei nur 1 % vorkam und somit moglicher-

weise nicht reprisentativ ist.

In Bezug auf das LAG-3-Protein konnten verschiedene Studien verdeutlichen, dass LAG-3
bei Erkrankungen wie Diabetes mellitus, theumatoider Arthritis, koronarer Herzkrankheit
oder chronischen Virus- und Tumorerkrankungen einen entscheidenden Einfluss auf die
Immunreaktion und Immunhoméostase hat (Golden et al. 2016; Hu et al. 2020). Zudem
kann die Annahme, dass genetische Varianten des LAG-3-Proteins Einfluss auf die
Patientenkonstitution und vorhandenen Vorerkrankungen haben bzw. hatten, bekriftigt
werden. So konnten beispielsweise Zhang et al. (2005) die Assoziation von LAG-3 rs870849
und rs951818 mit Multipler Sklerose nachweisen und Guo et al. (2019) diejenige von LAG-
3 rs951818 mit Morbus Parkinson. Guo et al. (2019) stellten eine signifikant erh6hte Inzidenz
fiir Morbus Parkinson bei Chinesinnen mit dem LAG-3 951818 CC-Genotypen fest. Fiir
LAG-3 rs870849 konnte hingegen kein Zusammenhang mit Morbus Parkinson beobachtet
werden (Guo et al. 2019). Bei den bei dieser Studie erfassten Vorerkrankungen und
Patientencharakteristika konnten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den CC-
Homozygoten und T-Allel-Trigern von LAG-3 rs870849 bzw. den AA-Homozygoten und
C-Allel-Tragern von LAG-3 15951818 nachweisen lassen (Tabelle 12 und Tabelle 13). Es ist
allerdings darauf hinzuweisen, dass Morbus Parkinson oder andere neurologische Erkrank-
ungen in dieser Arbeit nicht explizit untersucht wurden, da alle Patienten von chirurgischen
Intensivstationen stammen. Jedoch bestirkt die vorliegende Literatur die Ergebnisse der
durchgefithrten Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse, in der zumindest fiir die LAG-3
15951818 AA-Homozygoten eine signifikant erhohte 28-Tage-Uberlebensrate der
betroffenen Patienten nachgewiesen wurde. Es kann davon ausgegangen werden, dass der
LAG-3 rs951818 SNP die Expression bzw. Funktion des LAG-3-Proteins so weit verindert,
dass es zu interindividuellen Unterschieden in der Immunreaktion bei verschiedenen

Erkrankungen, inkl. der Sepsis, kommt.

In Hinsicht auf den Krankheitsverlauf deuten die im Gesamtkollektiv deutlich erhohten

Werte in den Kategorien Schwere der Sepsis, Entziindungsparameter und bei den zu den
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SOFA Subscores zugehorigen Parametern auf ein aktives, systemisches Krankheitsgeschehen
hin. Weder bei TIM-3 151036199 noch bei TIM-3 1510515746 konnten jedoch signifikante
Unterschiede zwischen den Genotypen festgestellt werden. Méglicherweise spiegelte sich die
durch die Genotypen verinderte Immunantwort nicht in den erfassten Parametern zu den
verschiedenen Organsystemen wider. Hingegen resultierten bei LAG-3 rs870849 signifikante
Unterschiede in Bezug auf den Anteil an Patienten mit notwendiger mechanischer Beatmung
und der Nierenfunktion gemessen am Kreatininwert (Tabelle 18). Mit 96 % mussten
signifikant mehr T-Allel-Triger als CC-Homozygote mit 91 % im Beobachtungszeitraum
mechanisch beatmet werden (p = 0,0090). Schon am Einschlusstag zeigte sich tendenziell
eine erthohte Notwendigkeit fiir die mechanische Beatmung bei den T-Allel-Trigern (88 %
vs. 83 %, p = 0,0598, Tabelle 10). Das Vorhandensein des T-Allels kénnte demnach einen
relevanten Einfluss auf die Lungenfunktion bzw. Sauerstoffversorgung des Kérpers wihrend
der Sepsis haben. Bislang existieren in Bezug auf LAG-3 und diverse Lungenerkrankungen
hauptsichlich Studien zur Tuberkulose. In diesem Zuge ist bestitigt, dass die durch LAG-3
ausgeloste Hemmung der Th1-Zellen die Ausbreitung und Persistenz des primir die Lunge
befallenden Myobacterium tuberculosis begunstigt (Phillips et al. 2017; Hu et al. 2020). Aulerdem
zeigten die LAG-3 rs870849 T-Allel-Triger mit 1,2 mg/dL einen niedrigeren bzw.
physiologisch normalen Kreatininwert verglichen mit dem der CC-Homozygoten von
1,3 mg/dL. Dabei ergab sich ein signifikanter p-Wert von 0,0475 (Tabelle 18). Der erhchte
Anteil an beatmeten Patienten, sowie der physiologisch normale Kreatininwert deuten darauf
hin, dass das Vorhandensein des LAG-3 rs870849 T-Allels sich negativ auf die Lungen- und
positiv auf die Nierenfunktion auswirkt. Hinsichtlich der Organsysteme Lunge und Niere
existieren Studien, welche den negativen Einfluss einer erhdhten LAG-3 Expression auf die
Tumorprogression von u. a. dem Nierenzell- und dem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom
darstellen konnten (Lecocq et al. 2021). Wang et al. (2021) konnten in ihrer Studie zur
Primiren Immunthrombozytopenie zeigen, dass das Vorhandensein des LAG-3 1s870849
T-Allels zu einer milderen Erkrankungsschwere im Sinne eines reduzierten Thrombozyten-
verlustes fithrt. Auch wenn sich in den Kaplan-Meier-Ubetlebenszeitanalysen keine
relevanten Differenzen zwischen den Genotypen von LAG-3 rs870849 zeigten, hat das
Vorhandensein des T-Allels allem Anschein nach Einfluss auf die Organe Lunge und Niere
sowie ibergeordnet auf Autoimmun- und Tumorerkrankungen. Im Hinblick auf die
mechanische Beatmung wiesen auch die Genotypen des LAG-3 rs951818 SNPs signifikante
Differenzen auf. Im Rahmen der organunterstiitzenden Therapie wurden 96 % der AA-
homozygoten Triger im Vergleich zu 92 % der C-Allel-Triger mechanisch beatmet
(p = 0,0460, Tabelle 19). Es ist bekannt, dass negativ-kostimulierende T-Zell-Inhibitoren wie
TIM-3 und LAG-3 relevanten Einfluss auf die Pathophysiologie der Sepsis haben, indem sie
die dysbalancierte Immunhomdostase wiederherstellen koénnen und potenzielle
Therapeutika darstellen (McBride et al. 2021). Die votliegenden Ergebnisse verdeutlichen,
dass genetische Varianten den Krankheitsverlauf der Sepsis-Erkrankung dahingehend

verindern, dass bestimmte Genotypen ein unterschiedliches Mal3 an organunterstitzenden
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MaBnahmen benétigen. Allerdings ist bislang weder geklirt inwieweit TIM-3 bzw. LAG-3
die einzelnen Organsysteme wihrend der Sepsis beeinflussen noch wodurch genau die unter-
suchten Varianten den Krankheitsverlauf verindern. Hieran sollten zukinftige Studien

anknipfen.

3. Ldisst sich ein Zusammenhang wischen den untersuchten SINPs und bestimmten Erregern als Ausgangs-

punkt der Sepsis erkennen?

Gemil der aktuellen Sepsis-3 Definition ist eine zugrundeliegende Infektion der Ausgangs-
punkt fir eine dysregulierte Immunreaktion und Organdysfunktion im Sinne einer Sepsis
(Singer et al. 2016). Bei genauerer Untersuchung der am Einschlusstag erhobenen Infektions-
fokusse kristallisierte sich die Lunge (63 %) als fihrender Infektionsfokus heraus. Es folgte
das Abdomen (19 %) und mit jeweils < 6 % die Primire Bakteridmie, Knochen und Weich-
teile, chirurgische Wunden und der Urogenitaltrakt bzw. sonstige, nicht naher kategorisierte
Infektionsfokusse (Kapitel 3.1.2 und 3.1.3). Dieses Verteilungsmuster befindet sich in
Ubereinstimmung mit der internationalen Studie von Vincent et al. (2020). In dieser konnten
bei weltweit tber 8000 intensivmedizinisch behandelten Patienten mit bestitigter Infektion
der Respirationstrakt mit 60 %, das Abdomen mit 18 %, die Blutbahn mit 15 % sowie der

Urogenitaltrakt mit weiteren 11 % als Infektionsfokusse identifiziert werden.

Nachdem hinsichtlich des Infektionsfokus zu Sepsisbeginn kein Unterschied zwischen den
Genotypen der untersuchten SNPs gefunden werden konnte, wurde weiter untersucht, ob
die genetischen Varianten wihrend des intensivmedizinischen Aufenthaltes mit speziellen
nosokomialen Erregern assoziiert sind. Gestiitzt wurde diese Uberlegung u. a. von den Aus-
fithrungen von Angus und van der Poll (2013), gemil3 denen erreger- und wirtsspezifische
Faktoren inklusive genetischer Merkmale die individuelle Immunreaktion entscheidend
beeinflussen und damit den klinischen Verlauf der Sepsis mitbestimmen. Die statistische
Auswertung ergab, dass bei TIM-3 rs1036199 signifikant mehr Infektionen durch
grampositive Bakterien bei den AA-Homozygoten mit 79 % verglichen mit denen der C-
Allel-Trdger mit 72 % vorkamen (p = 0,0445, Tabelle 22). Dariiber hinaus resultierten in der
Familie grampositiver Erreger bei den AA-Homozygoten signifikant mehr Infektionen mit
Staph. epidermidis (35 %o vs. 27 %, p = 0,0295, Tabelle 22). Parallel dazu konnten bei den TIM-
3 rs10515746 CC-Homozygoten mit ebenfalls 35 % mehr Infektionen durch
Staph. epidermidis als bei den A-Allel-Tragern mit 27 % nachgewiesen werden (p = 0,0313,
Tabelle 23). Hingegen ergab sich bei den Infektionen durch grampositive Erreger nur ein
tendenziell héheres Vorkommen bei den TIM-3 1510515746 CC-Genotypen (78 % vs. 72 %,
p = 0,0829, Tabelle 23). Epidemiologische Auswertungen fur die USA ergaben, dass
grampositive Bakterien und Pilze gegenwirtig die Hauptverursacher der im Krankenhaus
behandelten Sepsis sind (Martin et al. 2003). Dies spiegelt sich im hier vorliegenden
Patientenkollektiv wider (siche 3.4). In absteigender Reihenfolge wurden Infektionen mit
grampositiven Bakterien (76 %), gefolgt von solchen mit gramnegativen Bakterien (64 %),

Pilzen (52 %) und Viren (11 %) nachgewiesen. In Bezug auf durch Pilzinfektionen ausgeldste



Diskussion 82

Sepsis-Erkrankungen befinden sich die Studienergebnisse im Einklang mit jenen von Spec
et al. (2016). In ihrer Kohortenstudie wurden T-Zellen und in diesem Zusammenhang auch
T-Zell-Inhibitoren septischer Patienten mit im Blut nachgewiesener Pilzinfektion untersucht.
Es konnte zwar ein immunsupprimierter T-Zell-Phinotyp beobachtet, allerdings keine
Korrelation zwischen der TIM-3-Expression und der Inzidenz fir Pilzinfektionen, genauer
jener mit Candida albicans, nachgewiesen werden (Spec et al. 2016). Auch im hier untersuchten
Patientenkollektiv zeigten sich bei den TIM-3 SNPs weder Differenzen zwischen den
Genotypen hinsichtlich genereller Pilzinfektionen noch der durch Candida albicans ausge-
16sten Sepsis. Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass TIM-3 offenbar eine untergeordnete
Rolle im Kontext der durch Pilze ausgeldsten Sepsis spielt. Dies gilt nicht fir die durch
Staph. epidermidis ausgelosten Sepsis-Erkrankungen.  Staph. epidermidis  ist ein ubiquitir
vorkommendes grampositives Bakterium. Dieses gehort zur Gruppe der Koagulase-
negativen Staphylokokken und ist geftirchteter Ausloser der neonatalen Sepsis (Dong und
Speer 2014). Durch seine Fihigkeit einen sogenannten Biofilm und ein Toxin, namentlich
phenol-soluble modulin, produzieren zu kénnen, stellt es eine Bedrohung fiir das Immunsystem
dar (Kleinschmidt et al. 2015). Ferner ist bekannt, dass Staph. epidermidis insbesondere bei
vorliegender Immunsuppression ein weit verbreiteter Erreger und Ausloser der Bakteridmie
und schlieBlich nosokomial erworbenen Sepsis ist (Otto 2017). Die genaue Rolle des Toxins,
der Einfluss auf pro-inflaimmatorische Cytokine und die folgende Entziindungsreaktion ist

noch immer weitestgehend unklar (Nguyen et al. 2017).

Es ist nachgewiesen, dass sowohl die Sepsis-induzierte Immunsuppression als auch eine
verzogerte Wiederherstellung der T-Zell-Rezeptor-Diversitit septische Patienten besonders
anfillig fir opportunistische Erreger macht. Infolgedessen kommt es vermehrt zu
nosokomialen Infektionen und einer steigenden Mortalitit (Otto et al. 2011; Venet et al.
2013). Diverse Studien konnten belegen, dass die Interaktion von TIM-3 mit Galectin-9 zur
Apoptose von T-Zellen fithrt und damit Einfluss auf den Ausgang von sowohl bakteriellen,
als auch viralen Infektionen hat (Zhu et al. 2005; Wolf et al. 2020). Im Kontext der
Tuberkulose wurde nachgewiesen, dass die Interaktion von TIM-3 mit Galectin-9 iiber eine
erhohte Makrophagen-Aktivitit zu einer Reduktion des sich intrazellulir vermehrenden
Mycobacterium tuberculosis fuhrt (Jayaraman et al. 2010). Bei Patienten mit zystischer Fibrose
konnte tber die TIM-3-Galectin-9-Interaktion eine Verringerung des gramnegativen
Bakteriums Pseudomonas aeruginosa beobachtet werden (Vega-Carrascal et al. 2014). Bei
chronischen Infektionsgeschehen kann ein erhéhtes Vorkommen von TIM-3 demnach als
protektiv angesehen werden, da es durch die vermehrte T-Zell-Apoptose zu einer reduzierten
Erregerausbreitung kommt. Im Gegensatz dazu ist eine vermehrte TIM-3-Expression bei
akuten Infektionen eher nachteilig. Durch die T-Zell-Inhibition bzw. Apoptose kénnen
Erreger die korpereigene Immunabwehr iiberwinden und die Infektionsentstehung wird
erleichtert. Wang et al. (2011) wiesen im Mausmodell nach, dass es durch die TIM-3-
Galectin-9-Interaktion zu einer verringerten IL.-17-Aktivitit mit nachfolgender Ausbreitung

des gramnegativen Bakteriums Klebsiella pnenmonia kommt und dadurch letztendlich die
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Mortalitit ansteigt. Vor kurzem konnte dartiber hinaus gezeigt werden, dass die Expression
von negativ-kostimulierenden T-Zell-Inhibitoren, TIM-3 und LAG-3 eingeschlossen, bei
akuten Infektionen mit dem SARS-CoV-2 Virus sowie Plasmodium falciparnm erhéht ist.
Sowohl die resultierende COVID-19- als auch Malaria-Erkrankung gehen mit einer
unbalancierten Immunantwort einher. Es konnte beobachtet werden, dass die Expressions-
rate von TIM-3 und LAG-3 parallel zur Erkrankungsschwere der COVID-19-Infektion
ansteigt (Herrmann et al. 2020). Aktuell ist die Messung von TIM-3 und Galectin-9 im Serum
von Patienten nach Nierentransplantation bis zu 12 Monate post-Transplantation ein
vielversprechender Pradiktor fir lebensbedrohliche Infektionen (Li et al. 2019). Bislang
existierten keine Daten zu einer moglichen Assoziation von TIM-3 SNPs mit speziellen
nosokomialen Erregern bei der Sepsis. Die vorliegende Studie konnte erstmalig signifikant
mehr Infektionen mit grampositiven Bakterien und S7aph. epidermidis bei septischen Patienten
mit dem TIM-3 rs1036199 AA-Genotypen sowie mit Staph. epidermidis bei den TIM-3
1510515746 CC-Homozygoten nachweisen. Ebenjene Genotypen zeigten ein tendenziell
vermehrtes Vorkommen von Infektionen mit Bakterien, Viren und Pilzen wahrend des
intensivmedizinischen Aufenthaltes. In den Kaplan-Meier-Uberlebenszeit- und Cox-
Regressionsanalysen wurde nachgewiesen, dass die TIM-3 rs1036199 AA- und 1510515746
CC-Homozygoten unabhingige Pridiktoren fur eine signifikant erhohte 28-Tage-
Ubetlebensrate sind. Wie zuvor beschrieben wiirde eine durch die AA- bzw. CC-
Homozygoten ausgeldste erhohte T-Zell-Aktivitit den Uberlebensvorteil wihrend der Sepsis
und die erhohte Inzidenz fiir Autoimmunerkrankungen erkliren. Eine erhéhte T-Zell-
Aktivitit wiirde jedoch gleichzeitig zu einer vermehrten Erregerbekimpfung fithren.
Weshalb mehr Infektionen mit grampositiven Erregern und Staph. epidermidis bei ebenjenen
Genotypen auftauchten, kann noch nicht abschlieSend beantwortet werden. Dass es trotz
vermehrter Infektionen zu einer verringerten Mortalitit kam, ldsst jedoch schlussfolgern,
dass der TIM-3 151036199 AA- und rs10515746 CC-Genotyp zu einer balancierteren

Immunantwort und schnellen Wiederherstellung der Immunhomdostase fithrt.

Parallel zu den TIM-3 SNPs wurden die LAG-3 SNPs 15870849 bzw. 15951818 hinsichtlich
nosokomialer Keime und Erreger untersucht. Hierbei konnten keine relevanten Untet-
schiede zwischen den jeweiligen Genotypen festgestellt werden (Tabelle 24 und Tabelle 25).
Gegenwirtige Studien konzentrieren sich hauptsichlich auf den inhibitorischen Effekt von
LAG-3 auf die T-Zell-Reaktion im Rahmen chronischer Viruserkrankungen wie beispiels-
weise dem lymphozytiren Choriomeningitis-Virus (LCMV), Hepatitis oder HIV (Cook und
Whitmire 2016). Richter et al. (2010) konnten zeigen, dass die alleinige Blockade von LAG-
3 im Kontext einer LCMV-Infektion keine Auswirkungen auf die Cytokin-Produktion oder
den Titer hat. Chronische Viruserkrankungen zeichnen sich durch eine erschépfte T-Zell-
Antwort, wie sie auch bei einer persistierenden Sepsis-Erkrankung resultiert, aus. Wihrend
einer anhaltenden Viruserkrankung wird LAG-3 vermehrt exprimiert und inhibiert die
Akkumulation virusbefallener T-Zellen und somit indirekt deren Funktion (Richter et al.

2010; Cook und Whitmire 2016). Bei akuten Infektionen mit Mycobacterinm tuberculosis
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korreliert eine vermehrte LAG-3-Expression mit der Bakterienlast, da die durch LAG-3
induzierte T-Zell-Inhibition optimale Bedingungen fiir eine initial ungehinderte Bakterien-
replikation bietet. Zurzeit wird untersucht, ob LAG-3 als Biomarker bei Tuberkulose-
erkrankungen fungieren kénnte (Phillips et al. 2015; Phillips et al. 2017). Ferner werden
LAG-3-Antikorper als Therapiesiule bei verschiedenen Tumor- und Viruserkrankungen wie
z. B. HIV getestet (Andrews et al. 2017; Graydon et al. 2019). Nichtdestotrotz fehlen bis
dato Studien zu LAG-3 im Kontext nosokomialer Infektionen, welche oftmals Ausgangs-
punkt der Sepsis sind. Graydon et al. (2019) deuten an, dass die LAG-3-Antikorpertherapie
eine vielversprechende Erginzung zur leitliniengerechten HIV-Therapie bietet, hierftir aber
diejenigen Patienten, welche von der LAG-3-Blockade profitieren wiirden, zuvor herausge-
filtert werden miussen. Zukinftige Forschung zu funktionellen LAG-3 SNPs kénnte helfen,
Patienten zu kategorisieren und ihnen eine personalisierte Therapie zukommen zu lassen. In
der vorliegenden Studie lassen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den AA-
Homozygoten und C-Allel-Trigern in Bezug auf die berticksichtigten Keime und Erreger
nachweisen. Somit muss davon ausgegangen werden, dass entweder die entscheidenden
Erreger nicht nachgewiesen und somit nicht untersucht worden sind oder andere Faktoren,
wie die genetischen Varianten, den entscheidenden Einfluss auf die Mortalitit ausmachen.
Gerade bei den Keimen und Erregern wire es sinnvoll die TIM-3- bzw. LAG-3-Expression
sowie Erregerlast des septischen Patientenkollektivs mit einer gesunden Kontrollgruppe zu
vergleichen, um zunichst den Einfluss von TIM-3 bzw. LAG-3 bei akuten Infektionen
genauer betrachten zu kénnen. Es ist zu hoffen, dass zukunftige Studien diesen Aspekt sowie
die Rolle verschiedener funktioneller LAG-3 SNPs bei Infektionen und wihrend der Sepsis

genauer beleuchtet werden.

4.2 Weitere Besonderheiten

In den multivariaten Cox-Regressionsanalysen (siche 3.5) konnte wie zuvor beschrieben ge-
zeigt werden, dass sowohl die TIM-3 rs1036199 AA- als auch die TIM-3 rs10515746 CC-
Homozygoten eine erhéhte 28-Tage-Uberlebensrate bzw. geringere 28-Tage-Mortalitit auf-
weisen. Dariiber hinaus zeigte sich bei allen vier SNPs ein héchst signifikanter Einfluss des
Alters mit p < 0,0001 sowohl in Bezug auf die 28- als auch 90-Tage-Mortalitit. Mit einer
durchgehenden HR > 1 steigt die Mortalitit demnach parallel zum Alter an. Dieses Ergebnis
befindet sich im Einklang mit der Studie von Angus et al. (2001), welche 192.980 US-
amerikanische Patienten mit Schwerer Sepsis beinhaltet. Die Studie ergab, dass die Inzidenz
fir eine schwere Sepsis bei Patienten = 85 Jahren am hochsten war. Erwachsene zwischen
60 und 64 Jahren wiesen eine Inzidenz von 5,3 pro 1.000 auf, wohingegen Patienten mit
2 85 Jahren eine Inzidenz von 26,2 auf 1.000 Personen aufzeigten. Somit verfunffachte sich
die Inzidenz von den 60- bis 64-Jdhrigen zu den iber 85-Jdhrigen. Ferner zeigte sich eine
Vervielfachung der Mortalitit, welche bei Kindern 10 % und bei den tber 85-Jdhrigen
38,4 % betrug (Angus et al. 2001). Spiter wurden die Parameter Geschlecht, Ethnie und
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Genetik zu den individuellen Pridiktoren fir das Auftreten bzw. den Verlauf einer
(Schweren) Sepsis hinzugefiigt (Angus und van der Poll 2013). 2016 fihrten Shankar-Hari et
al. (2016b) eine Metaanalyse mit Fokus auf der Sepsis und Langzeitmortalitit durch. 43
Studien erfullten schlussendlich die Studienkriterien. Als unabhingige Pridiktoren fur eine
erhohte 1-Jahres-Mortalitit nach Gberstandener Sepsis-Erkrankung resultierten das steigende
Alter, das Vorliegen des mannlichen Geschlechts sowie die Anzahl vorhandener
Komotbidititen. Dabei muss erwahnt werden, dass die Variable mannliches Geschlecht nur
in den Fall-Kontroll-Studien als unabhingiger Pradiktor auftauchte. Jene Studien mit einem
homogenen Kollektiv aus septischen Patienten, wie es auch in dieser Dissertation der Fall
ist, konnten ausschlieBlich das Alter als unabhingigen Pradiktor fiir eine erthdhte Mortalitit
nachweisen (Shankar-Hari et al. 2016b). Die erzielten FErgebnisse der Cox-
Regressionsanalysen stimmen mit der Studie von Shankar-Hari et al. (2016b) tberein.
Folglich kann das zunehmende Alter als unabhingiger Pridiktor fur eine erh6hte Mortalitdt

bei Sepsis-Erkrankung angesehen werden.

Des Weiteren fanden sich in den Cox-Regressionsanalysen signifikante Zusammenhinge
zwischen dem SOFA bzw. APACHE II Score und der Mortalitit. Wie bereits in Kapitel 1.1.1
erldutert, dient der SOFA Score zur objektiven Erfassung einer vorliegenden Organdys-
funktion. Je hoher der resultierende Punktestand, von null bis maximal 24, desto schwerer
die Organdysfunktion und desto hoher die Mortalitit (Vincent et al. 1996; Vincent et al.
1998). Schon bei einem SOFA Score von = 2 Punkten betrigt die Mortalitit bei Patienten mit
Verdacht auf eine Infektion tiber 10 % (Seymour et al. 2016). Uber 85 randomisiert
kontrollierte Studien konnten belegen, dass die Mortalitit septischer Patienten auf Grundlage
des SOFA Scores abgeschitzt werden kann (de Grooth et al. 2017; Caraballo und Jaimes
2019). Der SOFA Score ist jederzeit reproduzierbar und die aktuellen Leitlinien nach Singer
etal. (20106) definieren einen Anstieg von = 2 Punkten im SOFA Score eindeutig als Vorliegen
einer Sepsis (Liu et al. 2019). Der zu Sepsisbeginn erhobene SOFA Score zeigte in den multi-
variaten Cox-Regressionsanalysen sowohl in Bezug auf die 28- als auch 90-Tage-Mortalitit
signifikante Werte. Die HR betrug durchgehend > 1, sodass bestitigt werden kann, dass die
Mortalitdt mit steigendem SOFA Score zunimmt. Die Prognose der erhéhten Sterblichkeit
bei initial erhdhtem SOFA Scwre kann sowohl fur die 28- als auch 90-Tage-Mortalitit
getroffen werden. Beim vorliegenden Patientenkollektiv betrug der SOFA  Score zu
Sepsisbeginn durchschnittlich 10 = 4 Punkte. Allerdings ergaben sich keine signifikanten
Differenzen zwischen den Genotypen der untersuchten SNPs. Weder die TIM-3 rs1036199
AA- noch die 1510515746 CC-Homozygoten zeigten zu Sepsisbeginn abweichende SOFA
Scores im Vergleich zu den C- bzw. A-Allel-Trigern. Stattdessen kann davon ausgegangen
werden, dass sich die Mortalititsdifferenzen erst im Verlauf der Sepsis-Erkrankung durch
eine durch die Genotypen ausgel6ste verinderte Immunantwort ergeben, da diese in den
Kaplan-Meier- und Cox-Regressionsanalysen mit einer verringerten Mortalitit einhergingen.
Der SOFA Score spiegelt die Organfunktion wider, wihrend die genetischen Varianten primir

die zellulire Immunantwort und sekundir die Organfunktion beeinflussen.
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Parallel zum SOFA Score zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang des zu Sepsisbeginn
ethobenen APACHE 1II Scres und der Mortalitit. Interessanterweise zeigte der
APACHE II Score in den multivariaten Cox-Regressionsanalysen der TIM-3 SNPs sowohl in
Bezug auf die 28- als auch die 90-Tage-Mortalitit einen signifikanten, glinstigeren Einfluss
(HR > 1) auf die Sterblichkeit, wohingegen sich dieser férdernde Einfluss bei den LAG-3
SNPs nur fir die 90-Tage-Mortalitit beobachten lie3. Anhand der zwolf Parameter zum
aktuellen Gesundheitsstatus des Patienten, dessen Alter, sowie anhand der sechs im Score
enthaltenen chronischen Vorerkrankungen wie beispielsweise einer hepatischen Insuffizienz
oder chronischen Hypoxie, kann eine Prognose zur Uberlebenswahrscheinlichkeit des
einzelnen Patienten getroffen werden. Je schwerer der Erkrankungsgrad, je dlter der Patient
und je mehr chronische Erkrankungen vorliegen, desto hoher der resultierende Punktestand
und entsprechend die Mortalitit (Knaus et al. 1981; Knaus et al. 1985). Die signifikanten p-
Werte sowie HRs > 1 bestitigen, dass auch im untersuchten Patientenkollektiv ein steigender
APACHE II Score mit einer erhOhten Mortalitit einhergeht. Dies ist nicht weiter
verwunderlich, da sowohl das steigende Patientenalter, die Anzahl an Komorbidititen sowie
der Grad der Organdysfunktion, einzeln und in Summe das Mortalititsrisiko erhéhen
(Alberti et al. 2003; Shankar-Hari et al. 2016b; Caraballo und Jaimes 2019). Zu Sepsisbeginn
ergab sich im Patientenkollektiv ein zum physiologischen Normalzustand erhéhter
APACHE II Secore von 22 £ 7. Allerdings zeigten sich keine relevanten Differenzen zwischen
den Genotypen der untersuchten SNPs. Wie schon beim SOFA Score Giberlegt, kann davon
ausgegangen werden, dass die erhéhte Uberlebensrate der TIM-3 151036199 AA- und
1510515746 CC-Homozygoten durch eine verinderte Immunantwort im Verlauf der
Erkrankung zustande kommt. SOFA und APACHE II Score sind unabhingige Pridiktoren
zur Einschitzung des Mortalititsrisikos hospitalisierter septischer Patienten. Es zeigte sich
ein signifikanter Einfluss des SOFA Scores beziiglich einer erhdhten 28- und 90-Tage-
Mortalitit, wohingegen der APACHE 11 Score nur in Bezug auf die 90-Tage-Mortalitit einen
férdernden Einfluss aufwies. Méglicherweise beeinflusst der durch den SOFA  Score
abgeschitzte Grad der Organdysfunktion sowohl die Kurz-, als auch Langzeitmortalitit,
wihrend sich der APACHE 1II Scre v. a. zur Abschitzung der Langzeitmortalitit eignet.
Ferner haben die im APACHE II Score enthaltenen chronischen Vorerkrankungen und die
Dringlichkeit einer Operation evtl. einen Uberwiegenden Einfluss auf ein verzogertes
Versterben. Genetische Varianten werden in beiden Scores nicht berticksichtigt. Ein
Klassifizierungssystem mit Berticksichtigung des genetischen Phinotyps kénnte eine noch

prizisere Vorhersage bzgl. des Uberlebens septischer Patienten erméglichen.

Zuletzt konnte in den multivariaten Cox-Regressionsanalysen ein relevanter Einfluss des
BMIs auf die 28-Tage-Mortalitit beobachtet werden. Die fiir alle vier untersuchten SNPs
signifikanten p-Werte sowie HRs < 1 legen eine negative Auswirkung eines erhohten BMIs
auf die 28-Tage-Mortalitit dar. Anders ausgedriickt, ein erhéhter BMI wirkt sich in den
ersten 28 Tagen nach Sepsisbeginn protektiv auf das Ubetleben aus. Dieser Zusammenhang

zeigte sich ebenfalls in anderen Studien wie in der von Nguyen et al. (2016) und Wang et al.
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(2017). In der Kohortenstudie von Nguyen et al. (2016) konnte eine verringerte Mortalitit,
ein lingerer stationirer Aufenthalt sowie damit einhergehend eine kostenintensivere
Behandlung fir iibergewichtige Patienten mit Sepsis in den USA nachgewiesen werden. Die
Mortalitit adipéser Patienten lag um 16 % unter derjenigen der nicht-adipdsen Patienten.
Der Cut-gff Wert fiir Adipositas wird bei einem BMI von > 30 kg/m’ gesetzt. Wang et al.
(2017) konnten in ihrer Metaanalyse darlegen, dass tibergewichtige, aber nicht adipése,
Patienten mit einem BMI zwischen 25 und 30 kg/m?” eine verringerte Mortalitit wihrend der
Sepsis aufweisen. Dieser Uberlebensvorteil konnte bei einem BMI < 25 oder > 30 kg/m?
nicht mehr beobachtet werden. Beide Studien zeigen, dass ein zum Normalgewicht erhhter
BMI bei Sepsis-Erkrankung einen protektiven Einfluss auf die Mortalitit hat. In einer
Ubergreifenden Forschungsarbeit der Arbeitsgruppe unter Beteiligung der Verfasserin
konnte gezeigt werden, dass Ubergewicht im septischen Schock sogar zu einer erhéhten 90-
Tage-Uberlebensrate fiihren kann und damit die Langzeitmortalitit beeinflusst (Mewes et al.
2019b). Dieses Paradoxon wird einerseits durch die mit dem Fettgewebeanteil steigende
Energiereserve und andererseits durch die immunregulierende Funktion des Fettgewebes
begriindet. Aufgrund des Einflusses auf die Sekretion verschiedener Hormone und Immun-
zellen, kann Fettgewebe iiber verschiedene, noch nicht ginzlich erforschte Signalwege, zu
einem entzindungsgehemmten und echer immunsupprimierten Immunstatus fithren
(Nguyen et al. 2016; Wang et al. 2019). Im Patientenkollektiv der vorliegenden Studie zeigte
sich ein durchschnittlicher BMI von 28 kg/m?, der sich zwischen den Genotypen der SNPs
nicht unterschied. Da die TIM-3 151036199 AA- und rs10515746 CC-Homozygoten auch
nach Adjustierung des BMIs als moglichen Storfaktor eine signifikant erhéhte 28-Tage-
Uberlebensrate im Vergleich zu den C- bzw. A-Allel-Trigern zeigen, kann davon
ausgegangen werden, dass das Vorliegen des AA- bzw. CC-Genotypen unabhingig vom re-
levanten Einfluss des BMIs signifikante Auswirkungen auf die Immunantwort septischer
Patienten hat. Die erzielten Ergebnisse der multivariaten Cox-Regressionsanalysen spiegeln
die Resultate gegenwirtiger Forschung wider. Insbesondere die Zusammenhinge des
zunchmenden Alters, des steigenden SOFA bzw. APACHE II Scores kontinuierlich zur
Mortalitit bzw. des BMIs als protektiven Faktor bei Sepsis-Erkrankung stehen im Einklang
mit aktueller Literatur (Shankar-Hari et al. 2016b; Wang et al. 2017; Caraballo und Jaimes
2019) und unterstreichen das Hauptergebnis dieser Dissertation. Der signifikante Einfluss
der TIM-3 rs1036199 AA- und rs10515746 CC-Genotypen auf die 28-Tage-Mortalitit blieb
im Zusammenspiel mit moglichen Storfaktoren bestehen und verdeutlicht seine klinische

Relevanz.



Diskussion 88

4.3 Mogliche Limitationen

Eine mogliche Limitation kénnte das monozentrische Studiendesign aus ausschlief3lich
kaukasischen Patienten darstellen. Um globale Aussagen treffen zu kénnen, miissten weitere
Ethnien in die Studie aufgenommen werden. Zudem stammen alle septischen Patienten von
chirurgischen Intensivstationen, sodass jene von internistischen oder neurologischen
Intensivstationen nicht berticksichtigt werden. Beispielsweise konnten Yaghoobi et al. (2016)
einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem TIM-3 rs10515746 CC-Genotypen und
der Multiplen Sklerose nachweisen. Da die Multiple Sklerose zum fachspezifischen Krank-
heitsbild der Neurologie gehért, trat dieses Krankheitsbild in dem hier vorliegenden
Patientenkollektiv nicht bzw. nur am Rande auf. Ein moglicher Zusammenhang der TIM-3
1510515746 CC-Genotypen mit Multipler Sklerose konnte weder bestitigt noch widerlegt
werden. In Hinblick auf aktuelle Forschungsergebnisse zu TIM-3 und Multiple Sklerose oder
LAG-3 und Morbus Parkinson (siche Kapitel 1.3) wire es interessant, Intensivstationen
weiterer Fachdisziplinen in eine weiterfithrende Studie aufzunehmen. Ferner zeigte sich, dass
die LAG-3 15951818 AA-Homozygoten in der Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse nach
28 Tagen eine erhéhte Uberlebensrate aufwiesen, welche in der Cox-Regressionsanalyse
jedoch nicht bestehen konnte. In diesem Fall haben vermutlich andere Faktoren, wie
beispielsweise das Alter, einen stirkeren Einfluss. Auch unter Hinzunahme von Storfaktoren
blieben die p-Werte der TIM-3 SNPs signifikant und unterstreichen damit die Relevanz des
TIM-3 151036199 AA- bzw. 1510515746 CC-Genotypen wihrend der Sepsis. Es sei daran
erinnert, dass sich die Definition und Diagnosekriterien fiir das Vorliegen einer Sepsis im
Jahr 2016 mit Einfihrung der Sepsis-3 Definition dnderten. Vor diesem Hintergrund
wurden, um eine korrekte Interpretation der Ergebnisse zu garantieren, die multivariaten
Cox-Regressionsanalysen um den Punkt ,Sepsis-Kriterien nach Sepsis-3 Definition®
erweitert. Da hierbei durchgehend nicht-signifikante p-Werte resultierten und die TIM-3
rs1036199 AA- bzw. rs10515746 CC-Homozygoten in Bezug auf die 28-Tage-Mortalitit
weiterhin signifikant blieben, konnte dieser eventuelle Storfaktor berticksichtigt werden. Der
Definitionswechsel verinderte das Hauptergebnis nicht. Das prospektive Studiendesign, das
grofle und homogene Patientenkollektiv sowie die Vielzahl an analysierten klinischen
Parametern ermdglichten eine prizise Datenanalyse und Einordnung der Ergebnisse in den

Kontext aktueller Forschung.
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4.4 Fazit und Ausblick

Jéahtlich versterben weiterhin Millionen von Menschen an der Sepsis bzw. ihren Folgen,
sodass es von hoher internationaler Bedeutung ist, die Pathophysiologie dieses lebensbe-
drohlichen Krankheitsbildes zu erforschen und dessen Diagnostik und Therapie zu
verbessern (Rudd et al. 2020; van der Poll et al. 2021). Negativ-kostimulierende T-Zell-
Inhibitoren wie TIM-3 und LAG-3 verhindern eine uberschieSende Immunreaktion
wihrend der Sepsis. Sie sorgen fir ein balanciertes Gleichgewicht zwischen
Immunkompetenz und -suppression (Hotchkiss et al. 2013; Joller und Kuchroo 2017). Die
klinische Relevanz funktioneller Varianten konnte in iibergreifenden Forschungsarbeiten der
Arbeitsgruppe  bereits fir andere T-Zell-Inhibitoren wie z.B.PD-1 und CTLA-4
nachgewiesen werden (Mansur et al. 2014; Mewes et al. 2019a). Nach bestem Wissen weist
die vorliegende Studie erstmalig einen signifikanten Einfluss des TIM-3 rs1036199 und
rs10515746 SNPs auf die 28-Tage-Mortalitit septischer Patienten sowie ihre Anfalligkeit fir
Infektionen mit grampositiven Erregern nach. Fiur LAG-3 rs951818 zeigte sich eine
signifikante Differenz bzgl. der 28-Tage-Uberlebensrate in der Kaplan-Meier-
Uberlebenszeitanalyse. Da dieses Ergebnis in der multivariaten Cox-Regressionsanalyse
nicht reproduzierbar war, sind weitere Untersuchungen hinsichtlich bislang unbekannter
Storfaktoren sowie der genauen pathophysiologischen Funktion des LAG-3-Proteins
notwendig. Die TIM-3 151036199 AA- bzw. 1510515746 CC-Homozygoten zeigten hingegen
auch unter Hinzunahme moglicher Storfaktoren eine signifikant erniedrigte 28-Tage-
Mortalitdt auf. Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass das Vorliegen dieser genetischen
Varianten zu einer relevanten Verinderung des TIM-3-Proteins bzw. seiner Expression
fihrt, welche die Aufrechterhaltung bzw. Wiederherstellung der Immunhomdostase
wihrend der Sepsis positiv beeinflusst. In den letzten Jahren hat man damit begonnen sich
die Funktion negativ-kostimulierender T-Zell-Inhibitoren im Rahmen verschiedener
Erkrankungen sowie deren Therapie zunutze zu machen. Zunichst geschah dies bei
Autoimmunerkrankungen, dann im Kontext von Tumoren und mittlerweile bei der Sepsis
(Okamura et al. 2018; Angelopoulou et al. 2020; McBride et al. 2021). Die hier untersuchten
SNPs koénnten zukiinftig bei der Identifikation sogenannter Hochrisikopatienten anhand
ihres genetischen Profils helfen und ferner zu einer generell verbesserten Prognose des
Krankheitsverlaufs bei Sepsis fiihren. Ein tieferes Verstindnis der zugrundeliegenden patho-
physiologischen Mechanismen der TIM-3- und LAG-3-Proteine sowie spezieller genetischer
Varianten konnte speziell bei septischen Patienten den Weg zu priziser Diagnostik und

innovativen Therapieansitzen im Sinne der personalisierten Medizin ebnen.
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5  Zusammenfassung

Bis heute versterben jihrlich Millionen Menschen weltweit an einer Sepsis. Gemal3 der
aktuellen Sepsis-3 Definition ist die dysregulierte Immunantwort auf eine Infektion der
lebensbedrohliche Faktor, welche bei zu spiter Diagnose bzw. fehlender oder falscher
Therapie zum multiplen Organversagen und schlieBlich zum Tode fithrt. Zur Diagnose-
stellung wird der Anstieg um mehr als zwei Punkte im Sequential (Sepsis-related) Organ Failure
Assessment (SOFA) Score verwendet. Die dysregulierte Immunantwort beinhaltet sowohl eine
tberschiefende als auch eine immunsupprimierte Immunreaktion. Dabei ist die Inzidenz
abhingig von erreger- und wirtsspezifischen Faktoren, wobei letztere auch genetische Merk-
male beinhalten. Hier kommen die ko-stimulierenden T-Zell-Inhibitoren wie das T ce//
immunoglobulin and mucin domain-containing protein 3 (TIM-3) und hmphocyte-activation gene 3 (LAG-
3) ins Spiel. Es handelt sich um spezifische Membranproteine, welche sich groftenteils auf
der Oberfliche von T-Zellen befinden. Durch Interaktion mit ihren Liganden kommt es zur
T-Zell-Inhibition, sodass es zur Wiederherstellung der Immunhomdéostase wihrend der
Sepsis kommt. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) beschreiben die Mutation eines einzelnen
Basenpaares und machen bis zu 90 % aller interindividuellen genetischen Unterschiede aus.
Funktionelle SNPs verindern dartiber hinaus das Protein und haben somit Einfluss auf die
Inzidenz bzw. den Verlauf bestimmter Erkrankungen. Die funktionellen SNPs TIM-3
151036199 und rs10515746 bzw. LAG-3 15870849 und rs951818 korrelieren mit einer

erhohten Inzidenz fiir Autoimmunerkrankungen.

Zentrale Fragestellung dieser Dissertation ist, ob die genannten SNPs das Outcome der Sepsis
beeinflussen. Insgesamt konnten 712 intensivmedizinisch betreute, kaukasische Patienten
nach erfolgter Einwilligung in die Studie aufgenommen und ihre DNA aus den entnom-
menen Blutproben extrahiert und genotypisiert werden. Dabei betrug die Zahl erfolgreich
genotypisierter Patienten bei den TIM-3 SNPs 712 bzw. 707 bei den LAG-3 SNPs. Unter
Verwendung eines studieneigenen c/znical report forms wurden alle Patienten max. 28 Tage
klinisch beobachtet und ihr Uberleben 90 Tage nach Sepsisbeginn kontrolliert. In den
Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalysen zeigten sich signifikante Differenzen zwischen den
Genotypen. 28 Tage nach Sepsisbeginn lebten bei TIM-3 151036199 mit 82 % signifikant
mehr AA-Homozygote als C-Allel-Trager mit 73 % (p = 0,0099). Parallel dazu zeigten auch
die TIM-3 1510515746 CC-Homozygoten ein signifikant erhéhtes Uberleben (82 % vs. 74 %,
p = 0,0202). Ferner resultierte bei LAG-3 15951818 eine relevant erhéhte Uberlebensrate der
AA-Homozygoten mit 83 % verglichen mit jener der C-Allel-Triger von 76 % (p = 0,0476).

Da es sich bei der Sepsis um ein multifaktorielles Erkrankungsbild handelt, wurde der Ein-
fluss verschiedener Storfaktoren wie z. B. Alter und Geschlecht mit Durchfithrung der multi-
variaten Cox-Regressionsanalyse berticksichtigt. Hierbei konnte in Einklang mit aktueller
Literatur bestitigt werden, dass sowohl das zunehmende Alter als auch ein erhéhter SOFA
bzw. APACHE II Score unabhingige Pradiktoren fiir eine ansteigende Mortalitdt bei Sepsis-

Erkrankung sind. Ferner konnte nachgewiesen werden, dass ein erhéhter BMI mit einem
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erthéhten Uberleben in den ersten 28 Tagen nach Sepsisbeginn einhergeht. In der
vorliegenden Dissertation konnte der signifikante Einfluss des TIM-3 151036199 AA- und
rs10515746 CC-Genotypen auf eine verringerte 28-Tage-Mortalitit in der multivariaten Cox-
Regressionsanalyse nachgewiesen werden (p = 0,0175, HR = 0,6703; p = 0,0310, HR =
0,6958). Die klinische Relevanz wird durch die bestehende Signifikanz sowohl in der Kaplan-
Meier-Uberlebenszeitanalyse als auch in der multivariaten Cox-Regressionsanalyse unter-
strichen. Moglicherweise fihren die funktionellen SNPs zu einer verinderten Liganden-
Interaktion, wodurch es zu einer erhéhten T-Zell- und Makrophagen-Aktivitit kommt. An-
hand der erzielten Ergebnisse kann geschlussfolgert werden, dass das Votliegen des TIM-3
151036199 AA- bzw. rs10515746 CC-Genotypen zu einer verbesserten Immunhomdoostase
und damit einer erhéhten Ubetlebensrate unabhingig von weiteren relevanten Faktoren
wihrend der Sepsis fihrt. Wihrend der ersten 28 Tage zeigte sich ferner, dass die LAG-3
rs870849 T-Allel-Triger und die LAG-3 rs951818 AA-homozygoten Patienten Ofter
beatmungspflichtig wurden. Zusitzlich wiesen die LAG-3 rs870849 T-Allel-Trigern eine

verbesserte Nierenfunktion gemessen an den erniedrigten Kreatininwerte auf.

Bis dato fehlen Studien zu den untersuchten LAG-3 SNPs und ihrer Relevanz beim Krank-
heitsverlauf der Sepsis-Erkrankung. Die erzielten Ergebnisse verdeutlichen, dass genetische
Varianten ein unterschiedliches Mal3 an organunterstiitzender Therapie wihrend der Sepsis
benétigen, die genauen Mechanismen bzw. Konsequenzen miissen jedoch in zukiinftigen
Studien untersucht werden. Interessanterweise zeigte sich, dass die TIM-3 rs1036199 AA-
Homozygoten trotz erhéhter Uberlebensrate vermehrt Infektionen mit grampositiven
Bakterien und im Speziellen mit Szaph. epidermidis aufwiesen (p = 0,0445, p = 0,0295). Parallel
dazu konnten auch bei Vortliegen der TIM-3 1510515746 CC-Homozygoten mehr
Infektionen mit Szaph. epidermidis nachgewiesen werden (p = 0,0313). Staph. epidermidis ist
Hauptverursacher der nosokomial erworbenen Sepsis. Dass es trotz vermehrter Infektionen
zu einer verringerten 28-Tage-Mortalitit kommt, unterstiitzt die Vermutung, dass das Vot-
liegen des TIM-3 151036199 AA- bzw. 1510515746 CC-Genotypen das TIM-3-Protein und
seine Expression entscheidend verdndert, sodass es zu einer schnelleren Wiederherstellung

der Immunhomoostase und dadurch zur erhéhten Ubetlebensrate kommt.

Durch die vorliegenden Ergebnisse konnte bestitigt werden, dass genetische Varianten der
ko-stimulierenden T-Zell-Inhibitoren TIM-3 und LAG-3 das Outcome der Sepsis relevant
beeinflussen. Weiterfithrende Forschung zu den pathophysiologischen Mechanismen kénnte
der Schliissel zur frihzeitigen Identifizierung von Risikopatienten und einer mehr als bisher

auf den einzelnen Patienten zugeschnittenen Therapie bei der Sepsis sein.
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Patientennummer:

Tag 1ICU - Beginn Sepsis durch:

Datum: I:D = Beginn Sepsis SOFA
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Temperatur (°C) Hochste 3 ].[] Niedrigste 3| |,[ ]
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Anhang 2: CRF - Beispiel fiir die tidglich erfassten Parameter wihrend des intensivmedizinischen

Aufenthaltes
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