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Einleitung 1

1  Einleitung

1.1  Sepsis

Der Ursprung des Begriffes ,,Sepsis® kommt aus dem Altgriechischen (ofjdrc) und bedeutet
tbersetzt ins Deutsche ,,Faulnis* (Majno 1991). Das Wort ,,Sepsis® lisst sich von dem alt-
griechischen Verb sepo (omnw) ableiten und bedeutet in der deutschen Ubersetzung ,,Ich
verfaule® (Geroulanos und Douka 20006). Spiter verwendete Hippokrates (ca. 460-370
v. Chr.) das Wort ,,Sepsis® im Zusammenhang mit dem Prozess der ,,Wundfdule®. Mit der
Keim-Theorie von Semmelweis (1818-1865) und Pasteur (1822-1895) wurde der Begriff der
systemischen Infektion, auch ,,Blutvergiftung genannt, beschrieben und der Ausbreitungs-
weg von Pathogenen, welche zuvor in den Organismus eingedrungen sind, in die Blutbahn
eines Wirtsorganismus angenommen (Angus und van der Poll 2013).

Sepsis ist eine der fihrenden Todesursachen, wenn sie nicht gleich erkannt und behandelt
wird. Daher sollte die Erkennung von Sepsis-Patienten unsere dringende Aufmerksamkeit
haben (Singer et al. 2010). Bei kritischen Krankheitssyndromen, wie dem akuten Lungenver-
sagen, Sepsis und Multiorganversagen, handelt es sich um komplexe Krankheitsbilder. Diese
koénnen nicht wie HIV durch eine Serologie oder Malaria durch den dicken Tropfen diag-
nostiziert werden. Die Diagnosekriterien und Diagnosestellung dieser kritischen Krankheits-
syndrome werden durch Konsensus-Konferenzen stitig diskutiert, Gberarbeitet und aktuali-

siert (Adhikari NK et al. 2010; Bernard et al. 1994; Bone et al. 1992).

1.1.1 Epidemiologie von Sepsis
Weltweit wird eine Zahl von jihrlich neuen Sepsis-Fillen auf 17 Millionen geschitzt

(Adhikari NK et al. 2010). In den Vereinigten Staaten von Amerika betrug die Inzidenz von
Sepsis 3 Fille pro 1.000 Einwohner, das sind 751.000 Sepsis-Neuerkrankungen pro Jahr
(Angus et al. 2001). Die Daten dieser US-amerikanischen Multicenterstudie wurden im Jahr
1995 erhoben. 192.980 Patienten von insgesamt 6.621.559 untersuchten Entlassungsakten
erfullten hierbei die Kriterien fir eine schwere Sepsis. Die Mortalitit in dieser Studie betrug
28,6 %, das auf die US-amerikanische Bevolkerung gerechnet ca. 215.000 Tote jahrlich ergibt
(Angus et al. 2001).

In einer Studie von Martin et al. aus dem Jahr 2003 wurden Daten von 700 Millionen Pati-

enten, die in den USA von 1979 bis 2000 stationdr behandelt wurden, untersucht. Von diesen
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Patienten wurden 10.319.418 Patienten mit Sepsis detektiert. Fir das Jahr 1979 ergab sich
eine Inzidenz von 82,7 pro 100.000 Einwohner im Jahr, welche bis zum Jahr 2000 auf 240,4
Fille pro 100.000 Einwohner anstieg. Dagegen sank die Mortalititsrate dieser Kohorte von
27,8 % (1979-1984) auf 17,9 % in der Zeit von 1995 bis 2000 (Martin et al. 2003). Trotz der
sinkenden Mortalitdtsrate stieg die Fallzahl von Sepsis-Patienten jihrlich um 9 % und somit
auch die absolute Zahl an Todesfillen, was eine Folge des demographischen Wandels und
der Alterung der US-Bevolkerung sein durfte (Angus et al. 2001; Martin et al. 2003).

In Deutschland erbrachte die Studie von Engel et al. 2007 bei der Datenerhebung von 454
ICUs aus 310 Krankenhdusern folgende Beobachtungen: Die Privalenz der Sepsis betrug
12,4 % und 11 % fir die schwere Sepsis und den septischen Schock (Engel et al. 2007).
Genauer betrachtet konnte eine geringere Pravalenz fir kleinere Krankenhduser (<200 Bet-
ten) gezeigt werden. Diese wurde auf 6 % berechnet, wogegen die Privalenz von groB3eren
Krankenhausern (alle universitiren Krankenhiuser >600 Betten) 19,3 % betrug. Auf der In-
tensivstation berechneten Engel et al. eine Mortalititsrate von 48,4 % fur Patienten mit
schwerer Sepsis unabhingig von der Krankenhausgrof3e (Engel et al. 2007). Eine Infektion
konnte lediglich bei 34,8 % aller Sepsis-Patienten durch eine positive Blutkultur oder andere
positive Bakterien-Nachweise erfasst werden (Engel et al. 2007). Aus diesen Daten ergab sich
eine Inzidenz fir Sepsis und schwere Sepsis in Deutschland von 76-110 pro 100.000 Ein-
wohner (Engel et al. 2007).

1.1.2 Definition von Sepsis und Diagnosekriterien

Sepsis wurde 1992 im Rahmen einer internationalen Konsensus-Konferenz der Gesellschaf-
ten American College of Chest Physicians (ACCP) und der Soczety of Critical Care Medicine (SCCM)
als eine systemische Reaktion des Organismus auf eine Infektion definiert. Ebenfalls wurden
die Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS)-Kriterien (Tabelle 1) festgelegt und als kli-
nisch dhnlich ablaufender inflaimmatorischer Prozess, aber ohne den Nachweis eines infek-
tiésen Triggers definiert (Bone et al. 1992). In der gleichen Konferenz wurde eine Einteilung
nach Schweregraden des Krankheitsbildes ,,Sepsis® vorgenommen, sodass sich Sepsis nun in
Sepsis, schwere Sepsis und septischer Schock gliedert (Bone et al. 1992). Diese Einteilung
geschieht anhand der Kombination von klinischen Parametern. Zu diesen Parametern geho-
ren Korpertemperatur, Herzfrequenz und Atemfrequenz sowie die Leukozytenzellzahl oder
der Anteil an unreifen neutrophilen Granulozyten (Bone et al. 1992).

2001 erweiterten Levy et al. im Rahmen einer weiteren internationalen Konferenz die Krite-
rien fir Sepsis, um dieses Krankheitsbild priziser und zuverlissiger definieren zu kénnen

und um die klinische Nutzbarkeit der Definition zu verbessern (Levy et al. 2003). Zu der
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Erweiterung der Diagnosekriterien zihlen himodynamische Instabilitit, arterielle Hypoxi-
mie, Oligurie, Verinderungen der Blutgerinnung und Werte der Leberfunktion (Tabelle 1)
(Levy et al. 2003). SIRS plus das Vorliegen eines nachgewiesenen infektiésen Stimulus bzw.
eines klinischen Verdachts auf eine Infektion entsprechen dabei einer Sepsis (Bone et al.
1992). Da ein Erregernachweis nur in bis zu 40 % der Sepsis-Fille gelingt, kann das Vorhan-
densein von klinischen Kriterien ebenfalls herangezogen werden (Engel et al. 2007; Levy et
al. 2003). Bone et al. gehen in ihrer Arbeit darauf ein, dass generelle Symptome wie Fieber,
Stérungen der Himodynamik und Leukozytose auch ohne infektiésen Stimulus entwickelt
werden kénnen, wie beispielsweise bei Patienten mit Verbrennungen, Pankreatitis und ande-
ren Traumata oder Krankheiten (Bone et al. 1992). Eine schwere Sepsis zeichnet sich durch
das zusitzliche Vorliegen einer Organdysfunktion oder das Vorliegen einer Hypoperfusions-
abweichung (wie einer Laktatazidose, Oligurie oder akuten Verdnderung des mentalen Status
oder einer Sepsis-induzierten Hypotension) aus. Der septische Schock ist definiert als das
Eintreten eines Kreislaufversagens trotz angemessener Infusionstherapie (Bone et al. 1992).
Um die Einschlusskriterien der Patienten einer klinischen Studie festzulegen, wurde, wie
auch bei dieser Studie, auf die Kriterien von 1992 zuriickgegriffen (Levy et al. 2003). Die
Sepsis gehort zu den fithrenden Todesursachen weltweit und zahlt zudem zu einer der kos-
tenintensivsten Krankheiten der Intensivmedizin (Angus et al. 2001). Sehr entscheidend fiir
die Reduktion dieser hohen Letalitit ist der Zeitpunkt der Diagnose und damit die Initiierung
angemessener therapeutischer Maf3nahmen (Hagel und Brunkhorst 2011). In den Leitlinien
von 2013, nach denen diese vorliegende Dissertation ausgelegt wurde, wird im Rahmen der
Diagnosestellung die Bestimmung von Procalcitonin (PCT) und anderen Biomarkern (wie
C-reaktives Protein) nicht mehr empfohlen, da auch mit Hilfe dieser Kriterien eine Unter-
scheidung zwischen einem inflammatorischen Geschehen im Rahmen einer Sepsis und einer
generellen inflaimmatorischen Reaktion des Organismus (beispielsweise postoperativ oder
bei anderen Formen von Schock) nicht sicher gelang (Dellinger et al. 2013; Pierrakos und
Vincent 2010; Williams et al. 2003). Ferner haben die tdglich abgenommenen Routine-Labor-
Parameter eine erhebliche Aussagekraft fiir den Verlauf eines septischen Krankheitsbildes.
Hierzu gehoren unter anderem die Parameter des Gerinnungssystems, also Quick-Wert, par-
tielle Thromboplastinzeit (PTT) und Thrombozytenzahl sowie Entziindungsparameter wie
Leukozyten und die Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) (Brunkhorst und Reinhart 2009).

2003 auf dem 23. Internationalen Symposium der Intensiv- und Notfallmedizin wurde ein
Staging-Konzept diskutiert, welches PIRO-Konzept (P — Pridisposition fiir Infektionen, I —
Infektion, R — Response/Wirtsantwort und O — Organversagen) heil3t (Levy et al. 2003).

PIRO orientiert sich an der TNM-Klassifikation der Karzinomerkrankungen (Cohen et al.
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2004; Levy et al. 2003). Die Idee stammt von Hedwig Gerlach, die in den verschiedenen
Sepsis-Formen wie der Meningokokken-Sepsis oder der Langzeit-Sepsis eine Parallele zu den
verschiedenen Krebsformen und deren ,,Krankheitsstratifizierung/-klassifizierung® sicht
(Angus et al. 2003). Mit diesem Konzept soll in Zukunft eine individuellere Prognose und
Therapie moglich sein (Rubulotta et al. 2009). Einen wichtigen Aspekt hinsichtlich der
Krankheitspridisposition stellen genetische Faktoren dar. Dies wird vor allem deutlich, wenn
man die genetische Epidemiologie, das hohe Risiko fiir die Bevélkerung und die schlechte
Uberlebensrate betrachtet, auf die insbesondere David Burgner aufmerksam macht (Angus

et al. 2003).
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Tabelle 1 Diagnosekriterien fiir Sepsis

Modifiziert nach Reinhart et al. 2010, S. 6.

I. Nachweis einer Infektion

Diagnose einer Infektion (mikrobiologischer Nachweis oder klinische Kriterien)

I1. Systemic inflammatory host response (SIRS) (22 Kriterien)
Fieber (>38,3 °C), oder Hypothermie (Kerntemperatur <36 °C)
Tachykatrdie (=90/min)
Tachypnoe (=20/min) oder Hyperventilation (PaCO, "' <4,3 kPa/<33 mmHg)

Leukozytose (=12.000/mm?) oder Leukopenie (<4.000/mm?)
oder 210% unreife Neutrophile im Differentialblutbild

III. Akute Organdysfunktion (mindestens 1 Kriterium)
Akute Enzephalopathie: eingeschrinkte Vigilanz, Desorientiertheit, Unruhe, Delirium
Relative oder absolute Thrombozytopenie:
Abfall der Thrombozyten um mehr als 30 % innerhalb von 24 h
oder Thrombozytenzahl <10°/mm?
(Thrombozytopenie durch akute Blutung/immunologische Ursachen muss ausge-
schlossen sein)
Arterielle Hypoxamie: PaO, <10 kPa (=75 mmHg) unter Raumluft
oder eine PaO,/FiO,-Ratio * von <33 kPa (<250 mmHg) unter O,-Applikation
(manifeste Herz- oder Lungenerkrankung muss als Ursache ausgeschlossen sein)
Renale Dysfunktion:
Diurese von <0,5 ml/kg/h fur wenigstens 2 h trotz austeichender Volumensubsti-
tution und/oder ein Anstieg des S-Kreatinins >2x oberhalb des lokal tiblichen Re-
ferenzbereiches
Metabolische Azidose: Base Excess <5 mmol/l oder ein Laktat >1,5 x oberhalb des

ublichen Referenzbereiches

Sepsis: Kriterien I und 11

Schwere Sepsis: Kriterien I, 11, ITI

Septischer Schock: Kriterien I und II sowie fir wenigstens 1 h ein systolischer arterieller Blut-
druck <90 mmHg bzw. ein mittlerer arterieller Blutdruck <65 mmHg oder notwendiger Vasop-
ressoreinsatz, um den systolischen arteriellen Blutdruck 290 mmHg zu halten

"1 paCO2 = arterieller Kohlensdurepartialdruck
*2 pa02/FiO; = arterieller Sauerstoffpartialdruck/inspiratotische Sauerstoffkonzentration
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Einige weitere relevante Parameter, die bei der Diagnosestellung von Sepsis eine Rolle spie-

len, sind in Tabelle 2 aufgefthrt. Diese werden in der aktuellen Leitlinie genannt.

Tabelle 2 Weitere Parameter zur Diagnosestellung von Sepsis

Modifiziert nach Dellinger et al. 2013, S. 169.

Allgemeine Signifikante Odeme oder
Parameter positive Flussigkeitsbilanz (>20 ml/kg/24 h)
Hyperglykimie (BZ >120 mg/dl bzw. 7,7 mmol/1)

Inflammatorische Para- ¢ _reqktives Protein (>2-fache DS iiber Referenzwert)

meter Procalcitonin (>2-fache DS iber Referenzwert)

Himodynamische Para-  Arterielle Hypotension

meter (RRsys <90 mmHg, MAP <70 mmHg

oder einen Abfall des RRsys >40 mmHg)
Parameter der Kreatinin-Anstieg um >0,5 mg/dl
Organdysfunktion Gerinnungsstérung (INR >1,5 oder aPTT >060 sek)

Hyperbilirubinimie (Plasma-Bilirubin >4 mg/dl)
Ileus (fehlende Darmgerdusche)

Parameter fir gestorte . .
) Reduzierte venése Fillung oder Marmorierung
Gewebeperfusion

1.1.2.1 Erfassung mittels Sequential Organ Failure Assessment-Score
Dieses System wurde erstmals 1994 von der Ewropean Society of Intensive Care Medicine (ESICM)

als Sepsis-related Organ Failure Assessment-Score herausgebracht (Vincent et al. 1996). Ziel war,
mit der Hilfe von méglichst simplen klinischen Parametern den Prozess der Organdysfunk-
tion bzw. des Organversagens bis zum Multiorganversagen objektiv messen zu konnen. Mit
dem System sollte man den Ist-Zustand des Patienten bewerten und eine Aussage zu den
Organfunktionen an aufeinanderfolgenden Tagen abgeben. Zudem kann der Effekt von
Therapien besser dargestellt werden (Vincent et al. 1996). Da ein Organversagen auch unab-
hingig von einem septischen und infektiésen Geschehen auftreten kann, wurde der Score in
Sequential Organ Failure Assessment-Score umbenannt (Vincent et al. 1998). Fiir sechs Organsys-
teme werden sogenannte Sub-Scores erthoben. Ein jeweiliger reprisentativer Parameter wird
bestimmt und je nach Organdysfunktion werden Punkte zwischen 0 und 4 vergeben (Ta-

belle 3) (Vincent et al. 1996). Die Ewuropean/ Northamerican Study of Severity System (ENAS)
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konnte anhand einer retrospektiven Untersuchung von 1.463 Sepsis-Patienten feststellen,

dass eine Korrelation von einem héheren SOFA-Score am Aufnahmetag und einer héheren

Mortalitit besteht (Vincent et al. 1996). Die Studie von Vincent et al. mit 1.449 ICU-Patien-

ten bestitigte die Relevanz und Korrelation des SOFA-Scores in Zusammenhang mit der Er-

kennung und Beurteilung von Organdysfunktion und Organversagen (Vincent et al. 1998).

Tabelle 3 SOFA-Score

Modifiziert nach Vincent et al. 1996, S. 708.

SOFA-Score
Lunge
PaO;/FiOz, mmHg
Niere
Kreatinin, mg/dl oder
Ausfuhrmenge, ml/d
Leber
Bilitubin, mg/dl
Herz/Kreislauf
Blutdruck, mmHg
Dopamin, pg/kg/min
Dobutamin,
pg/kg/min
Epinephrin, pg/kg/min
Norepinephrine,
pg/kg/min
Gerinnung
Thrombozyten,
x103/mm?
Neurologie

Glasgow Coma Scale
(GCS)

0 Punkte

=400

<12

>

<12

>

MAP 270

=150

15

1 Punkt 2 Punkte
<400 <300
1,2-1,9 234
12-1,9 259

MAP <70
<5
Jede Dosis
<150 <100
13-14 10-12

3 Punkte

4 Punkte

mit Beatmung

<200

3,5-4,9
200-500

6-11,9

>5

=<0,1

=<0,1

<50

6-9

<100

>5
<200

>12

>15

>0,1

>0,1

<20

<6

SOFA = Sequential Organ Failure Assessment, MAP = Mean Arterial Pressure
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1.1.2.2 Erfassung mittels Acute Physiology and Chronic Health Evaluation-11-S core
Der Acute Physiology and Chronic Health Evaluation (APACHE)-11-Score ist ein Klassifikations-

system zur Einschitzung der aktuellen Krankheitsschwere eines Patienten. Die Erhebung
erfolgt innerhalb der ersten 24 Stunden nach ICU-Aufnahme und ergibt einen zu errechnen-
den Zahlenwert zwischen 0 und 71 Punkten, welcher sich aus drei Eingabe-Bereichen ablei-
tet: dem akuten, zu dem Acute Physiology-Score (APS) gehoren 12 klinische und laborchemische
Werte, die den aktuellen Krankheitsstand des Patienten reprisentieren, dem chronischen
Krankheitszustand (Chronic Health Points, CHP) und dem Alter. Es wird jeweils der schlech-
teste Wert der letzten 24 Stunden eingerechnet (Tabelle 4) (Knaus et al. 1985). Mit den
errechneten Werten des APACHE-II-Scores konnen prognostische Aussagen iiber die Héhe
der Wahrscheinlichkeit, in demselben ICU-Aufenthalt zu sterben, getroffen werden. Dartiber
hinaus lisst sich der Erfolg von unterschiedlichen Therapieformen auf der ICU beurteilen
und im Rahmen von klinischen Studien feststellen, ob z. B. eine Kontrollgruppe dhnlich ist
(Knaus et al. 1985). Fir ein eher niedriges Sterberisiko steht ein APACHE-Wert von unter
25 Punkten (Hagel und Brunkhorst 2011).
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Tabelle 4 APACHE-II-Score

Modifiziert nach Knaus et al. 1985, S. 820.
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1.1.3 Pathophysiologische Aspekte der Sepsis-assoziierten Organdysfunktion

In der Pathophysiologie des septischen Krankheitsbildes dreht es sich gemél3 der Definition
um die Interaktion eines Infektionsstimulus mit der systemischen Immunantwort eines Ot-
ganismus (Cohen 2002). Das Immunsystem kann durch infektitse und nicht infektiose Sti-
muli aktiviert werden (Marshall 2014). Das angeborene Immunsystem erkennt mit Hilfe sei-
ner Pattern Recognition Receptors (PRRs) die Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPs)
(Janeway 1989). Zu den PRRs geh6ren unter anderem das Lipopolysaccharid (LPS) der gram-
negativen Bakterien (Rietschel et al. 1994), welches im Fokus dieser Arbeit steht (siche 1.2,
S. 18).

Medikamente

Anaphylaxie

Bakterien

]

Schwere Sepsis

l

Septischer Schock

Infektion

Abbildung 1 Beziehung zwischen Infektion und Sepsis

Modifiziert nach Moerer und Quintel 2009, S. 5.

Die Organdysfunktion eines septischen Patienten kann sehr individuell variieren und ist be-
einflusst durch verschiedene Faktoren, wie die Erregerkonstellation, den Gesundheitsstatus
des Patienten und den Primirfokus der Infektion (Angus und van der Poll 2013; Levy et al.
2003). Die Sepsis-assoziierte Organdysfunktion der Lunge duBlert sich als Aguired Respiratory
Disstress Syndrome (ARDS) (Rubenfeld et al. 2005). Dieses Sepsis-assoziierte Krankheitsbild
wird nach der Berliner Definition eingeteilt und ist somit charakterisiert durch eine innerhalb
einer Woche entstandene Verschlechterung der respiratorischen Situation mit bilateralen,

pulmonalen Verschattungen im Rontgen-Thorax und Hypoxie, welche jedoch nicht durch
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ein kardiales Pumpversagen oder eine Flussigkeitsiiberladung des Kreislaufs verursacht sein
darf (Ranieri et al. 2012). Unter den Sepsis-Patienten entwickeln ca. 42,6 % ein akutes Nie-
renversagen (ANV), diese Patienten haben eine hohere Sterberate (67,3 %) als Sepsis-Pati-
enten, die kein ANV entwickeln (42,8 %) (Engel et al. 2007). Nierenversagen ist charakteri-
siert als eine Erhohung des Kreatinin-Wertes und eine Reduktion der Urinproduktion
(Kellum et al. 2013). Das Sepsis-assoziierte Leberversagen kann durch einen steigenden Bi-
lirubin-Spiegel detektiert werden (Moreno et al. 1999). Das zentrale Nervensystem ist hdufig
eins der ersten Organsysteme, welches bei Patienten auf der Intensivstation eingeschrinkt
ist. Dies kann sich im Sinne einer Sepsis-assoziierten Enzephalopathie klinisch in einem Delir
bis hin zum Koma manifestieren (Ebersoldt et al. 2007; Moreno et al. 1999).

Eine weitere Komplikation der Sepsis ist die kardiovaskulire Beeintrichtigung, welche sich
durch die arterielle Hypotension und eine Erhohung des Serum-Laktats manifestiert. Auch
nach adiquater Volumengabe bleibt die Hypotension bestehen, und es werden Vasopresso-
ren zur Stabilisierung benétigt. Gegebenenfalls kommt es zur kardialen Dysfunktion
(Dellinger et al. 2013). Hypotension ist ein Zeichen fiir ein beginnendes funktionelles Defizit
des Herz-Kreislauf-Systems. Durch die daraus resultierende Gewebehypoxie und iiber ver-
schiedene Mediatoren kann sich daraus eine reaktive Vasodilatation ergeben (Landry und
Oliver 2001). Zusammen mit der Vasodilatation kann die disseminierte intravasale Gerin-
nung zu einer relevanten Gewebe-Hypoperfusion fihren (Abbildung 2). Die sogenannte
disseminierte intravaskulire Gerinnung (DIC) bedeutet die Bildung von Fibrin und einen
Verschluss durch thrombotische Ereignisse in kleinen und mittelgrolen GefiBlen (Bone
1992).

Das Organversagen bei Sepsis resultiert aus der Gewebe-Hypoperfusion und dem Verlust
der Diffusionsbarriere des Endothels (Abbildung 2). Wihrend eines infektiosen Gesche-
hens im Sinne einer entstehenden Sepsis nimmt die pro-koagulatorische Komponente zu,
und gleichzeitig kommt es zu der Abnahme von anti-koagulatorischen Faktoren und somit
zu einer Koagulopathie. Eine kontinuierliche Aktivierung der Gerinnung (durch den Tissue
Factor) und ebenfalls eine gesteigerte Produktion des plittchenaktivierenden Faktors (Platelet
Activating Factor, PAF) fihren zu einer durch die Leukozyten-Thrombozyten-Endothel-In-
teraktion vermehrten Thrombenbildung (Angus und van der Poll 2013; Zimmerman et al.
2002). Ebentfalls zu einer erh6hten Thrombenformation kommt es durch aktivierte Neutro-
phile, die Newutrophil Extracellular Traps INETs), die Pathogene binden (Brinkmann et al. 2004;
Fuchs et al. 2010). Die Beeintrachtigung der Antikoagulationsmechanismen ist das Ergebnis
von reduzierter Aktivitit der endogenen Antikoagulationswege (wie Antithrombin, aktivier-

tes Protein C und Tzssue Factor Pathway Inbibitor) (Angus und van der Poll 2013).
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Gewebe-Hypoperfusion Verlust der Diffusionsbarriere
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mitochondrialen — Dysfunktion ewebe-Oxygenierung

Inhalten l

Abbildung 2 Organversagen bei schwerer Sepsis, Entstehung der Gewebe-Hy-

poperfusion und Verlust der Diffusionsbarriere
Modifiziert nach Angus und van der Poll 2013, S. 845.

Eine gestorte Fibrinolyse entsteht auf aktiviertem Endothel durch die vermehrte Ausschiit-
tung von Pasminogen Activator Inhibitor Type 1 (PAL 1) (van Deventer et al. 1990). Die Throm-
benbildung wird durch Gewebe-Hypoperfusion begiinstigt und durch Vasodilatation ver-
starkt. Zusitzlich spielen die Hypotension und reduzierte Verformbarkeit der roten Blutkor-
perchen eine relevante Rolle (Angus und van der Poll 2013). Durch ein erniedrigtes Activated
Protein C (aPC) und einen erhéhten Thrombin-Level kommt es tber den Profease-Activated-
Receptor-1 (PAR1) zu einem gestorten Gleichgewicht zwischen Sphingosin-1-Phosphat-1
(S1P1) und Sphingosin-1-Phosphat-3 (S1P3). Die S1P1 erhoht die Integritit der Zell-Zell-
Grenzen und S1P3 erniedrigt diese (van der Poll und Levi 2012). Ein interstitielles Odem
resultiert aus dem Verlust der Diffusionsbarriere, also der Zell-Zell-Kontakte, wie beispiels-

weise Tight Junctions und Cadherine (Angus und van der Poll 2013).
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1.1.4 Okonomische Aspekte der Sepsis

Sepsis stellt eine erhebliche 6konomische Belastung dar (Moerer et al. 2002). In den USA
werden jahrlich 6,7 Mrd. US-Dollar fiir die Sepsis-Therapie ausgegeben, pro Fall sind das ca.
22.100 US-Dollar bei einer durchschnittlichen Krankenhausliegedauer von 19,6 Tagen. Die
tberlebenden Patienten stellten sich als weniger kostenintensiv dar als die Patienten, die ver-
starben, entsprechend 20.600 US-Dollar vs. 25.900 US-Dollar (Angus et al. 2001). In einer
retrospektiven Studie erfassten Schmid et al. die Kosten der Therapie der schweren Sepsis
von 1997 bis 2000. Von den Gesamtkosten der deutschen Intensivstationen macht die Sep-
sis-Therapie 19-42 % jahrlich aus (Schmid et al. 2002). Eine gute Aufstellung der entstehen-
den Kosten in Deutschland geht aus der Arbeit von Moerer et al. 2002 hervor. Die direkten
Kosten werden hiernach auf 23.297+18.631 Euro/Patient berechnet. Im Vergleich zu einem
nicht septischen Patienten verursacht ein septischer Patient das Funffache an tdglichen Kos-
ten, entsprechend 851 Euro vs. 3.883 Euro (Moerer et al. 2002). Nicht aul3er Acht zu lassen
sind die indirekten Kosten, die durch den zeitlichen oder vollstindigen Arbeitsausfall eines
Patienten oder gar durch das frihzeitige Versterben des Patienten entstehen (Jegers et al.
2002). Schmid et al. berechneten die Kosten in Deutschland fiir den temporiren Arbeitsaus-
fall von Sepsis-Patienten auf 3.432 Euro/Patient und die Kosten fur die permanente Atbeits-
unfihigkeit auf 10.159 Euro/Patient (Schmid et al. 2002). Insgesamt betragen alle direkten
Kosten in Deutschland und der Schweiz 1-2,2 Mrd. Euro im Jahr, und die indirekten Kosten
belaufen sich auf 3,6-7,8 Mrd. Euro im Jahr. Im Ganzen belastet die Sepsis den Gesund-
heitssektor mit schitzungsweise 3,6-7,8 Mrd. Euro im Jahr (Schmid et al. 2002).

1.1.5 Leitliniengerechte Therapie von Sepsis

Federfithrend in der Therapie der Sepsis sind die Guidelines der Surviving Sepsis Campain
(88C), die dritte Auflage der Leitlinien fiir die therapeutischen Ansitze bei schwerer Sepsis
und septischem Schock, welche durch einen Zusammenschluss von internationalen Gesell-
schaften der Notfall- und Intensivmedizin herausgebracht wurden (Angus und van der Poll
2013). Dellinger et al. aktualisierten diese zuletzt 2012 (Dellinger et al. 2013). Schon 2002
kam das Konzept der ,,Bundles” (Tabelle 5) zum Management der Sepsis-Therapie auf.
Diese ,,Bundles® bestehen aus zwei Teilen und enthalten die wichtigsten Elemente der The-
rapieentscheidung. Der erste Teil beinhaltet die MaBnahmen, welche in den ersten 3 Stunden,
und der zweite, welche nach 6 Stunden abgeschlossen sein sollten (Tabelle 5) (Dellinger et
al. 2013). Mit der Anwendung dieser ,,Bundles® ist ein positives Outcome der Patienten ver-

gesellschaftet (Ferrer et al. 2008; Levy et al. 2010).
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Tabelle 5 Surviving Sepsis Campaign Care Bundles

Modifiziert nach Dellinger et al. 2013, S. 175.

Abgeschlossen in den ersten 3 Stunden:
1) Bestimmung des Laktat-Wertes
2) Entnahme von Blutkulturen vor der ersten Antibiotika-Gabe
3) Gabe eines Breitspektrum-Antibiotikums
4) Gabe von 30 ml/kg kristalloider Flussigkeit bei Hypotension oder Laktat-Wert >4
mmol/1
Abgeschlossen in den ersten 6 Stunden:
5) Gabe von Vasopressoren (bei Hypotension, welche nicht auf die Flissigkeitsgabe
reagiert), um den mittleren arteriellen Druck (MAP) bei 265 mmHg zu halten
6) Bei Fortbestand der arteriellen Hypotension trotz adiquater Volumengabe (septi-
scher Schock) oder initialem Laktat 24 mm/1 (36 mg/dl):
- Messung des zentralvenosen Drucks (CVP)*
- Messung der zentralvendsen Sauerstoffsittigung (ScvO,)*

7) Kontrolle des Laktat-Wertes, wenn er zu Beginn erhoht war

* Normalwerte aus den Guidelines entnommen sind CVP von 28 mmHg, zentralvendse Sauer-

stoffsottigung (ScvO2) von 270 Y%

Patienten profitieren von einer frithen Diagnosestellung und einer frithen Therapieentschei-
dung, was signifikanten Einfluss auf das kardiovaskulire, renale und respiratorische Krank-
heitsergebnis hat, gemessen am SOFA-Score (Levy et al. 2005).

Liegt eine Infektion vor, sollten Blutkulturen abgenommen werden. Im Anschluss ist mit
einer empirischen antimikrobiellen Therapie zu beginnen (Angus und van der Poll 2013;
Dellinger et al. 2013). Die antimikrobielle Therapie sollte nach dem Prinzip bt early — hit hard
(Hagel und Brunkhorst 2011) angewendet werden, abhingig vom wahrscheinlichsten Ent-
stehungsort der Infektion und angepasst an die Komorbiditit des Patienten (Angus und van
der Poll 2013). Das Setting, in dem die Infektion entsteht (Alteneinrichtung, zuhause oder
im Krankenhaus), die medizinische Krankengeschichte, Allergien, Immunsuppression und
die Anfilligkeit der lokalen mikrobiologischen Besiedlung sollten berticksichtigt werden
(Angus und van der Poll 2013; Dellinger et al. 2013). Es empfiehlt sich, die Therapie regel-
miBig neu zu evaluieren, um diese gegebenenfalls zu deeskalieren, die Bildung von Resisten-
zen zu vermeiden und die Toxizitdt zu reduzieren (Dellinger et al. 2013). In der Studie von
Kumar et al. von 2004 wurde dargestellt, dass jede verstreichende Stunde, in der nicht die

korrekte Antibiotikatherapie eingesetzt wird, die Sterblichkeit um 7,6 % steigert. In der ersten
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Stunde nach der Sepsis-Diagnose, der sogenannten ,,goldenen Stunde®, unterscheiden sich
die Uberlebensraten der ersten halben Stunde von der der zweiten halben Stunde ohne adi-
quate Therapie bereits erheblich, entsprechend 82,7 % vs. 77,2 % (Kumar et al. 2000).
Grundvoraussetzung fir die erfolgreiche Therapie ist die Fokussanierung, eine nicht ausrei-
chende Sanierung des septischen Herdes geht mit einer erh6hten Letalitit einher (Hagel und
Brunkhorst 2011).

Vasopressoren sollten eingesetzt werden, wenn die Hypotension trotz addquater Volumen-
therapie weiterbesteht. Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) sollte stets tiber 65 mmHg
liegen (Dellinger et al. 2013). Die ausreichende Zirkulation fur die Perfusion des Korpers
und aller lebenswichtigen Organe gilt es so zu gewihrleisten (Hollenberg et al. 2004; LeDoux
et al. 2000).

Der Einsatz von Kortison wird von der SSC bei ausreichender Kreislaufstabilisierung durch
Flussigkeitssubstitution und Vasopressor-Therapie nicht empfohlen (Dellinger et al. 2013).
Aufgrund hoher Raten von Superinfektionen, Hyperglykimien und Hypernatridmien wird
die Kortison-Therapie nur noch bei Therapie-refraktirer Sepsis empfohlen, als Ultima Ratio
(Dellinger et al. 2013; Hagel und Brunkhorst 2011).

Viele Studien wurden zum Einsatz von Insulin bei Sepsis-Patienten auf den ICUs durchge-
fihrt, welche alle keine signifikante Reduktion der Mortalitit ergaben (Arabi et al. 2008;
Brunkhorst et al. 2008; CS Investigators et al. 2010; N-SS Investigators et al. 2009; Preiser et
al. 2009). Dennoch besteht die Empfehlung, eine Insulin-Therapie zu beginnen, wenn zwei
aufeinanderfolgende Blutglukose-Messungen einen Wert >180 mg/dl ergeben (Dellinger et
al. 2013).

Bei einer Verschlechterung der respiratorischen Funktion sollte frithzeitig und der gesamten
Situation des Patienten angemessen die Entscheidung zur Intubation eines Patienten gestellt
werden. Zu den Entscheidungskriterien gehoren vor allem eine erhéhte Atemfrequenz (>35
Atemzuge/min), muskulire Erschopfung, eingeschrinkte Vigilanz und ein Sauerstoffsitti-
gungsabfall <90 % tcSaO, (Hagel und Brunkhorst 2011). Ein erhohter pCO, (Kohlensiu-
repartialdruck) kann bei einem Patienten mit erniedrigtem Tidalvolumen toleriert werden,
ohne dass es eine klinische Relevanz hat, vorausgesetzt der pH-Wert bleibt tber 7,2 (Hagel
und Brunkhorst 2011). Die SSC Guidelines empfehlen eine Beatmung mit 6 ml/kg Idealge-
wicht und einen PEEP von >5 cmH,O (Dellinger et al. 2013).

Als supportive Therapie sollten bei jedem Patienten eine Stressulkus-Prophylaxe mit Proto-
nenpumpeninhibitoren oder H2-Rezeptor-Antagonisten, eine Anpassung der Erndhrung so-

wie eine Thrombose-Prophylaxe mittels niedermolekularen Heparins durchgefiihrt werden.
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Ebenfalls sind eine Gabe von Blutprodukten sowie eine angemessene Analgesie und Sedie-
rung angeraten (Dellinger et al. 2013).

Eine Therapie mit Immunglobulinen wird nicht empfohlen (Dellinger et al. 2013), da die
Ergebnisse einer groen Multicenter-Studie keine signifikante Reduktion der Mortalitit erga-
ben (Werdan et al. 2007). Als weiterer Fokus der Sepsis-Therapie galt Selen; auch dieser
Therapieansatz wird nicht mehr von den SSC Guidelines empfohlen (Dellinger et al. 2013).
Es konnte kein signifikanter Vorteil bei Patienten mit Sepsis in Bezug auf die Linge des
Krankenhausaufenthaltes, die Dauer der Antibiotikatherapie oder eine Besserung des Seguen-
tial Organ Failure Assessment-Scores dargestellt werden, ebenso wenig liel3 sich ein Effekt auf
die Mortalititsrate finden (Angstwurm et al. 2007; Z Wang et al. 2009).

Das Recombinant Human Activated Protein C (thAPC) wurde in den SSC Guidelines von 2004
noch zur Therapie der Sepsis empfohlen (Dellinger et al. 2004). 2008 wurde die Therapie-
empfehlung auf Sepsis-Patienten mit einem APACHE-II-Score 225 eingegrenzt, da eine Ef-
tektivitit bei weniger kranken Patienten und Kindern nicht bestitigt werden konnte (Bernard
et al. 2001). Das thAPC steht nun aufgrund fehlender Wirkung nicht linger zu Therapiezwe-
cken zur Verfiigung (Dellinger et al. 2013).

Eritoran wurde in einer Phase-3-Studie von Opal et al. untersucht. Diesem Inhibitor des
MD2/TLR4-Signalwegs konnte jedoch in einer Doppelblindstudie kein signifikanter Effekt

der Mortalitit gegentiber dem Placebo nachgewiesen werden (Opal et al. 2013).
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1.2 Die Aktivierung des Immunsystems durch die Sepsis

Das Immunsystem kann in das angeborene und das erworbene Immunsystem eingeteilt wer-
den. Diese beiden Teile haben unterschiedliche Funktionsweisen und Wirkmechanismen,
sind jedoch eng vernetzt und dienen der Immunabwehr eines Organismus (Medzhitov und
Janeway 2000). Das angeborene Immunsystem besitzt in seiner Funktion Rezeptoren, welche
Strukturen der Pathogene erkennen kénnen. Die Voraussetzung zur Aktivierung des Im-
munsystems besteht darin, kérpereigene von pathogenen Strukturen unterscheiden zu kon-
nen (Medzhitov und Janeway 2000).

Die Sepsis lisst sich in zwei Phasen der Immunreaktion einteilen, einer frithen pro-inflamm-
atorischen und einer spiten anti-inflammatorischen Reaktion (Bone et al. 1997). Die Erste
ist eine pro-inflaimmatorische Reaktion, wobei eine lokal begrenzte inflammatorische Reak-
tion der kontrollierten Eliminierung eines Erregers dient, wohingegen eine unkontrollierte
inflammatorische Reaktion (Bone et al. 1992; Stone 1994; Warren 1997) wie bei einer Sepsis
in einer Kaskade von Organdysfunktionen bis hin in Multiorganversagen resultieren kann
(Cohen 2002).

Diese erste Phase ist charakterisiert durch die Aktivierung von Zytokinen, vor allem Inter-
leukin(IL)-1 und IL-6, die einen Einfluss auf die Gerinnung ausiiben, und Tumornekrose-
faktor (TNF) o (Cohen 2002; Levi und Ten Cate 1999). Diese initiieren die Ausschiittung
von sekundiren Mediatoren, welche die inflaimmatorische Immunantwort des Organismus
zur Bekimpfung eines infektiésen Stimulus verstirken (Cohen 2002). Die Reaktion eines
Organismus auf einen Infektionsstimulus ist dennoch weitaus komplexer, so sind neben pro-
auch anti-inflammatorische Prozesse involviert (van der Poll und Opal 2008). Diese zweite
Phase, die anti-inflammatorische Reaktion, auch Compensatory Anti-Inflammatory Response Syn-
drome (CARS) genannt, ist ursprunglich beschrieben als die Inkompetenz eines Organismus,
einen infektiosen Stimulus zu bekdmpfen (Ward et al. 2008). Das Level der steigenden anti-
inflammatorischen Zytokine bildet die steigende Zahl der Bakterien im Organismus ab
(Ashare et al. 2005). Zu diesen Mediatoren gehoren unter anderem das 1L-10, der 16sliche
TNF-a-Rezeptor und das Lipopolysaccharid-bindende Protein (LBP) (Bone et al. 1997).
Durch das Lipopolysaccharid (LPS) und die Endo- und Exotoxine kommt es zur Aktivierung
des Gerinnungssystems und zu einer endothelialen Dysfunktion, welche eine disseminierte,
intravasale Gerinnung auslost (Levi und Ten Cate 1999; van der Poll und Opal 2008). Im
Verlauf einer Sepsis werden die pro-inflammatorischen Reaktionen fiir den kollateralen Ge-
webeschaden verantwortlich gemacht, wohingegen die anti-inflammatorischen Reaktionen
tur die Anfilligkeit von sekundiren Infektionen eine Rolle spielen, so schreibt Angus et al.

(Angus und van der Poll 2013).



Einleitung 19

LPS und andere
baktetielle Bestandteile

Endothel Neutrophile Monozyten
|
Zytokine
Sauerstoff- Fettgewebs-
radikale mediatoren v
v
TF und PAT-1 | Komplement
koagulativer Effekt Chemotaxis
Lysosomale Enzyme
l ! ! '
mikrovaskulire Thrombosierung [¢——— vaskulire Instabilitdt
| | T
Koagulopathie Fieber Vasodilatation Kappilarleck

¥

Sepsis und Multiorganversagen

TF — Tissue Factor, PAI-1 — Plasminogen Activator Inhibitor Type 1

Abbildung 3 Pathogenese der Sepsis und des Multiorganversagens

Modifiziert nach Cohen 2002, S. 3.



Einleitung

20

Immunstatus

Hyperimmun

Hypoimmun

Patient 1

Ubetleben

Patient 2

Patient 3

Tod

Abbildung 4 Verschiedene Immunantworten

Drei verschiedene immunologische Antworten auf Sepsis von drei hypothetischen Patienten mit
unterschiedlichem Vorerkrankungsstatus. Die Schwere der anti-inflammatorischen (CARS) Immun-
antwort in Relation zu der pro-inflammatorischen (SIRS) Immunantwort bestimmt in vielen Fillen
den Krankheitsverlauf.

Modifiziert nach Ward et al. 2008, S. 12.
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1.2.1 Bakterielle Strukturen zur Erkennung durch das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem nutzt hier insbesondere die Erkennung von molekularen
mikrobiellen Strukturen, den sogenannten Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPs)
(Janeway 1989). Folgende Eigenschaften sind bezeichnend fiir die PAMPs (Medzhitov und
Janeway 2000):

e PAMPs werden nur von mikrobiellen Pathogenen produziert, nicht aber vom Orga-
nismus selbst. Beispielsweise werden LPS von gramnegativen Bakterien produziert.
Dadurch kann das angeborene Immunsystem zwischen Organismus ,,selbst® und
,fremd® differenzieren.

e PAMP:s stellen ein unabdingbares Element fiir das Uberleben der Pathogene dar. Sie
koénnen nicht verindert werden und somit einer Immunreaktion nicht entkommen
(,Escape Mutants). Dies macht die PAMPs zu einem effektiven Angriffsort fiir das
angeborene Immunsystem.

e PAMPs sind groBeren Gruppen von Mikroorganismen gemein, so haben beispiels-
weise alle gramnegativen Bakterien die LPS-Struktur. Dies bedeutet, dass eine gro3e
Anzahl von Mikroorganismen durch eine relativ geringe Anzahl von Rezeptoren des
angeborenen Immunsystems, unter anderem von den To//-/ike-Rezeptoren (TLR), er-
kannt werden.

e PAMPs sind hiufig ,,molekulare Kennzeichen® (,,Molecular Signatures™) fir eine be-
stimmte Klasse von Bakterien, wie beispielsweise das LPS fiir gramnegative Bakte-
rien. PAMPs weisen also nicht nur auf das Vorhandensein einer Infektion hin, son-
dern auch auf die Herkunft des Pathogens. Dadurch kann das angeborene Immun-

system gezielter gegen die eingedrungenen Mikroben vorgehen.

Die Lipopolysaccharide (LPS) sind PAMPs, welche eine entscheidende Rolle in der Patho-
genese der Sepsis spielen. LPS machen den Hauptbestandteil (70 %) der dulleren Membran
gramnegativer Bakterien aus; zudem gelten sie als Endotoxin (Morrison und Ulevitch 1978;
van der Poll und Opal 2008). Der Unterschied zwischen Endo- und Exotoxinen liegt in
threm Abwehrmechanismus gegen Pathogene im Organismus. Die Endotoxine bewirken
eine aktive Zellantwort des Organismus, wohingegen Exotoxine die Pathogene abtéten oder
die Zellfunktionen lihmen (Rietschel et al. 1994). Das LPS (Abbildung 5) wird aufgebaut
aus phosphoryliertem Lipid A (Lipid A) und einem hydrophilen Polysaccharid (PS). Das
Lipid A bildet die daulere Membran der Bakterien. Die PS, welche das innere der bakteriellen
Zellwand bilden, sind aufgeteilt in einen Kernoligosaccharid (Core Oligosaccharide), bestehend

aus 10-12 Zuckern, und einer Serotyp-spezifischen Polysaccharidkette (O-Kette) (Caroff et
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al. 2002). Die Lipid-A-Komponente des LPS vermittelt dessen toxischen Effekt durch die
Aktivierung verschiedener Zellen des Organismus, wie mononukleire Zellen, Endothel- und

Glattmuskelzellen, polymorphkernige Granulozyten, Thrombozyten (Rietschel et al. 1994).

Polysaccharid Lipid A
[ 1 [ 1
dullerer Kern innerer Kern
I 1 T 1
H@Mi ;Q% %a /
' ®
L )| J

O-spezifische Kette Kern

Abbildung 5 Struktur von LPS

Die Struktur des LPS besteht aus dem Lipid A und einem Polysaccharid (PS). Das Bindestlick zwi-
schen dem Lipid und dem Kern wird durch das 3-desoxcy-D-manno-oct-2-nlopyranosonic Acid (IKDO) ge-
bildet. Das PS ist in zwei Regionen geteilt, das Kernoligosaccharid (Core Oligosaccharide) und eine O-
spezifische Kette. Der Kern besteht aus einem inneren Teil, welcher Heptosereste (Hep) und Phos-
phat enthilt, und einem dufleren Teil, welcher gréBtenteils aus neutralen Hexosen oder Aminohexo-
sen besteht.

Modifiziert nach Caroff et al. 2002, S. 916.
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1.2.2 Rezeptoren des angeborenen Immunsystems zur Pathogen-Erkennung

Pattern Recognition Receptors (PRRs) sind spezielle Rezeptoren des angeborenen Immunsys-
tems, die fir die Erkennung von beispielsweise mikrobiellen Strukturen zustindig sind
(Medzhitov und Janeway 2000). Die Keimbahn-kodierten PRRs sind in vier Hauptklassen
beschrieben worden — To//-like-Rezeptoren (TLR), C-Typ-Lectin-Rezeptoren, Retinoic Acid
Inducible Gene 1-like-Rezeptoren und Nucleotide-Binding Oligomerization Domain (NOD)-/ifke-Re-
zeptoren (NLRs) (Bianchi 2007). Die PRRs sind strukturell und funktionell heterogene Pro-
teine, die in Korperflissigkeiten sowie auf der Zelloberfliche, vor allem auf Makrophagen,
dendritischen Zellen und B-Lymphozyten, oder im Zellinneren ausgebildet werden
(Medzhitov und Janeway 2000; Medzhitov et al. 1997). Neben diesen PAMPs kénnen PRRs
zusitzlich Mediatoren erkennen, die von krankem Gewebe, wie Nekrosen, oder ischimi-
schem Gewebe ausgehen, sogenannte Danger-Associated Molecular Patterns IDAMPs) (Akira et
al. 2006; Bianchi 2007; Mollen et al. 2006). Die fur diese Arbeit wichtige Gruppe der PRRs
sind die TLRs. Der erste Rezeptor der Toll-Familie wurde 1988 von Hashimoto et al. in der
Drosophila entdeckt (Hashimoto et al. 1988). Spiter konnte die Rolle des Toll-Rezeptors in
der Immunabwehr der Drosophila gegen den Aspergillus fumigatus beschrieben werden
(Lemaitre et al. 1996). 1997, nur ein Jahr spiter, wurde erstmals ein homologer Rezeptor des
Toll-Rezeptors in Sdugetieren und Menschen gefunden, der To//-/ike-Rezeptor (TLR) ge-
nannt wurde. Der erste TLR, der charakterisiert wurde, war der TLR4 (Medzhitov et al.
1997).

Bis heute sind 13 To/l-/ike-Rezeptoren (TLR1-TLR13) in Sdugetieren bekannt. Von den 13
Rezeptoren kommt der TLR10 im Menschen, aber nicht in Madusen vor und TLR11, TLR12
und TLR13 kommen in Mausen vor, wurden aber im Menschen nicht entdeckt (van der Poll
und Opal 2008). Die TLRs sind membranstindige und signalleitende Rezeptoren. Alle TLRs
sind Typ-I-Transmembranproteine und werden aufgrund ihrer Homologie der intrazellula-
ren Domine der IL-1-Rezeptor/ TLR-Superfamilie zugeordnet. Diese intrazellulire Domine
besteht hauptsichlich aus der Toll/IL-1-Rezeptor (TIR)-Domine, welche essentiell fir die
Signaliibertragung der TLRs ist (Akira und Takeda 2004; Bell et al. 2003; Docke et al. 1997;
Dunne und O'Neill 2003; Godowski 2005). Der wesentliche Unterschied der beiden Rezep-
tortypen besteht in der extrazelluliren Domine, welche bei den I1.-1-Rezeptoren aus drei
Immunglobulin-Dominen besteht und bei den TLRs aus 18-26 Lewucin Rich Repeats (LRR) von
je 24-29 Aminosauren Linge (Abbildung 6). Diese LRRs dienen den TLRs direkt zur Er-
kennung der unterschiedlichen pathogenen Molekulstrukturen (Haziot et al. 1988). Die TLRs

haben eine wichtige Aufgabe in der frithen Verteidigung des Organismus und werden dem-
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entsprechend von Zellen exprimiert, die wesentlich in der Erkennung von Pathogenen in-
volviert sind (beispielsweise neutrophile Granulozyten, Makrophagen, T- und B-Lymphozy-
ten) (Armant und Fenton 2002).

IL-1R TLR

Ig Domine
LRRs

Extrazellular

Intrazellular

TIR Domine

Abbildung 6 TLR-Aufbau
Die zytoplasmatische Domine haben die To//-/ike-Rezeptoren (TLRs) und die Intetleukin-1-Rezep-
toren (IL-1Rs) gemein und wird Toll/IL-1R (TIR)-Domine genannt. In der TIR-Domine sind drei
homologe Regionen typisch. Die extrazellulire Domine der beiden Rezeptoren sind jedoch sehr un-
terschiedlich: Der TLR zeichnet sich durch die Leucine Rich Repeats (LRR) aus, wogegen der IL-1R 3
Immunglobulin (Ig)-Dominen besitzt.

Modifiziert nach Akira und Takeda 2004, S. 500.

Durch die unterschiedlichen TLRs wird eine Reihe von mikrobiellen Produkten erkannt (Ab-
bildung 7). TLR1 und TLR6 kénnen Triacyl- bzw. Diacyl-Lipopeptide erkennen, indem sie
mit TLR2 heterodimerisieren (Akira et al. 2006), des Weiteren werden mikrobielle Lipopro-
teine und weitere Bestandteile von Pilzen und Protozoen detektiert (Akira und Takeda 2004;
Szabo et al. 2006). TLR3 erkennt virale doppelstringige Ribonukleinsdure (Rzbonucleic Acid
RNA = RNS, Double Stranded Ribonucleic Acid, dSsSRNA) und deren synthetisches Analogon
Polyriboinosinic:polyribocytidilic Acide (poly(1:C)) (Alexopoulou et al. 2001). TLR4 besitzt Cluster
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of Differentiation (CD) 14 und Myeloid Differentiation Protein (MD)-2 als Ko-Rezeptoren und ist
damit der wichtigste Rezeptor in der Bildung des LPS-Erkennungskomplexes (Medzhitov
und Janeway 2000; Poltorak et al. 1998). Ein Hauptbestandteil von bakteriellen Geif3eln ist
das Flagellin, welches von dem TLR5 erkannt wird (Hayashi et al. 2001). TLR3, TLR7, TLRS
und TLRY bilden die Gruppe der intrazelluliren TLRs, welche auf den Membranen von En-
dosomen zum Lumen gerichtet exprimiert sind (Bell et al. 2003). Die Short Interfering RNA
(siRNA) ist ein Ligand des TLR7 (Hornung et al. 2005). Weitere Liganden des TLR 7 sind
synthetische einzelstringige (Single Stranded RNA, ssRNA) und nicht methylierte RNA
(Diebold et al. 2004). TLRS erkennt ebenfalls ssRNA (Heil et al. 2004). TLRO ist in die Er-
kennung von DNA-Bestandteilen bakterieller sowie viraler nicht methylierte Cytosin-Phos-

phat-Guanin (CpG)-Motive involviert (Hemmi et al. 2000).

Mikrobielle Lipoproteine,
Traicyl- und Diacyl-
Lipopeptide, Pilze

Protozoen ssRNA,
dsRNA, siRNA,
synth. nicht ssRNA
poly(:C) Flagellin methy lierte CpG DNA
LRRs
Zell Membran
TIR Domine
TLR2 TLRG6 TLR3 TLR4 TLR5 TLRY9

Abbildung 7 Toll-like-Rezeptoren
Strukturelle Darstellung der humanen To/-/ike-Rezeptoren (TLR1-9). Charakteristisch ist fiir jeden
Rezeptor die extrazellulire LRR-Domine, welche in die Ligand-Bindung involviert ist. Die intrazel-
luldre TIR-Domine ist bei allen TLRs identisch und in die weitere Signaliibertragung involviert. Bei-
spielsweise sind einige Liganden der verschiedenen Rezeptoren aufgefiithrt. Die Pfeile markieren die
mégliche Dimerisierung zwischen TLR1, TLR2 und TLRG. Intrazelluldr werden TLR3, TLR7, TLRS8
und TLRY ausgebildet.

Modifiziert nach Armant und Fenton 2002, S. 2.
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1.2.2.1 Toll-like-Rezeptor-4-Lipopolysaccharid-Interaktion

Lipopolysaccharide (LPS), das Endotoxin, welches aus der duleren Membran der gramne-
gativen Bakterien freigesetzt wird, wird tiber das Lipopolysaccharid-bindende Protein (LBP)
im Organismus gebunden. Das LBP ist ein Akute-Phase-Protein, das in der Leber syntheti-
siert wird und im Blutstromkreis prisent ist (Akira et al. 20006; Arbour et al. 2000). Das LPS
bildet mit dem LBP einen Komplex und wird von dem Zelloberflichen-Glykoprotein CD14
gebunden (Adamzik et al. 2011; Stanilova 2010). Weder das LBP noch das Ghyeosylphosphatidy-
linositol (GPI)-verankerte CD14 besitzen eine intrazellulire Domane, von der die Signaltrans-
duktion des LPS-LBP-Komplexes ausgehen kénnte (Stearns-Kurosawa et al. 2011). Das LPS
witd von CD14 auf den TLR4/MD2-Rezeptorkomplex tibertragen, wodurch der TLR4 ak-
tiviert wird (Akira und Takeda 2004; van der Poll und Opal 2008). TLR4 reagiert auf eine
Vielzahl von mikrobiologischen Bestandteilen und muss deshalb prizise reguliert werden,
um eine schidliche Immunreaktion zu vermeiden. Solche negativ beeinflussenden Regula-
toren von TLR4 sind Myeloid Differentiation Primary Response Gene 88 short (MyD88), Interlenkin-
1 Receptor-Associated Kinase IRAK), ST2, single-innunoglobulin interlenkin-1-receptor-related nolecule
(SIGIRR) und To//-Interacting Protein (TOLLIP) (Liew et al. 2005).

Die Aktivierung des TLR4 kann mehrere verschiedene Signalwege auslosen. Einer ist die
MyD88-abhingige und ein weiterer die TIR-Domain Containing Adaptor Inducing IFN-§ (TRIF)-
abhingige Signalkaskade. Diese beiden Signalwege kénnen zu unterschiedlichen Phasen Tu-
mornekrosefaktor-xB (NFxB) aktivieren, der MyD88-Signalweg in der frithen Phase und der
TRIF-Signalweg in der spiten Phase der Signalkaskade (Yamamoto et al. 2002). Der MyD88-
abhingige Signalweg ist vom TIR-Domain-Containing Adaptor Protein (TTRAP) zur Aktivierung
des Signalweges abhingig, und TRIF-Related Adaptor-Molecule (TRAM) ist essentiell fir den
TRIF-abhingigen Signalweg (Fitzgerald et al. 2001; Yamamoto et al. 2002).

MyD88 verbindet sich iiber seine Death Domain (DD) mit IRAK4, welches einen Komplex
mit IRAK1 bildet und TNF Receptor Associated Factor 6 (TRAFO) aktiviert (Akira und Takeda
2004; Hayden et al. 2006). TRAFG aktiviert durch Ubiquitinierung den Transforming Growth
Factor f-activated Kinase 1 (TAK1)-Komplex und weiter den IxB-Kinase-Komplex (IKK), wel-
cher aus dem IKKo, IKKB und NF«B essential modifier NEMO) besteht (Adhikari A et al.
2007). Darauthin wird durch die Phosphorylierung des IxB-Proteins NFxB in den Nukleus
transloziert. Diese InB-Proteine sind Inhibitor-Proteine, die im Zytoplasma mit dem NF-»xB
vorliegen. Durch den TLR-Signalweg wird meistens eine Form des NFxB aktiviert, die aus

RelA und p50 ein Heterodimer bildet (Hayden et al. 2000).
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Zur gleichen Zeit aktiviert der TAK1-Komplex den Mitogen-Activated Protein Kinase IMAPK)-
Signalweg, welcher die Phosphorylierung von AP-1 und die Transkription und Produktion
von pro-inflaimmatorischen Zytokinen sowie IFN@ (Kawai und Akira 2007) bewirkt.

Im TRIF-abhingigen Signalweg interagieren TRIF und TRAF3 mit TBK1 und IKK, diese
Kinasen aktivieren Interferon Regulatory Factor 3 (IRF3) durch Phosphorylierung (Yamamoto
et al. 2002). IRF3 dimerisiert zu einem Homodimer und transloziert in den Nukleus, um die
Transkription zu beeinflussen (Kawai und Akira 2007). Das IRF3 aktiviert gemeinsam mit
NFxB die Promoter-Enhancer-Region des IFNp-Gens und somit dessen Produktion
(Honda et al. 2000).

TRIF kann ebenfalls direkt mit TRAF6 interagieren (S Sato et al. 2003) und somit durch
Ubiquitinierung von RIP1 iiber eine spite Phase TAKT1 aktiviert werden und somit tiber den
Signalweg, wie der MyD88-abhingige Signalweg, auch NFxB (Cusson-Hermance et al. 2005;
Kawai und Akira 2007).

Sobald dieser Weg tber den TLR4/MD2-Komplex ausgelost wurde, findet eine Transkrip-
tion des Faktors NFxB und die Aktivierung von AP-1 statt. Dies wiederum stimuliert die
Transkription von pro-inflammatorischen Zytokinen und hat hierdurch einen relevanten-
Einfluss auf die Immunantwort eines infektiosen Geschehens (Kawai und Akira 2007,

Mollen et al. 2000).
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Abbildung 8 TLR4-Signalweg zur Produktion von inflammatorischen Zytokinen

Modifiziert nach Kawai und Akira 2007, S. 463.
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1.2.3 Genetischer Polymorphismus TLR4 rs11536889

Der TLR4 ist der am meisten untersuchte Rezeptor der TLR-Familie. Bei den Menschen ist
der TLR4 auf dem Chromosom 9 (9q32-33) kodiert und beinhaltet drei Exons und zwei
Introns (Human Gene Nomenclature, NCBI). Der Single Nucleotide Polymorphism (SNP), welcher
in dieser Arbeit untersucht wurde, hat die Reference SNP (rs) #11536889. Dieser sitzt auf dem
TT.R4-Gen in der 3 -untranslatierten Region (UTR) an Position 117.704-117.717.

Chromosom 9 [117.704K [117.706K|117.708K 117.710K 117.712K [117.714K [117.716K [117.718K

TLR4 |
SNP 1511536889

5 3
Abbildung 9 TLR4 rs11536889

Das TLLR4-Gen mit dem markierten SNP rs11536889.
Modifiziert nach Human Gene Nomenclature, NCBI.

In der Arbeit von Sato et al. wurde nachgewiesen, dass der TLR4 rs11536889 einen regula-
torischen Effekt auf die Translation von TLR4-Expression hat und somit die Antwort von
LPS beeinflusst. Die Bedeutung dieses SNPs liegt wahrscheinlich wihrend der posttranskrip-
tionellen Phase in der Bindung von microRNA (K Sato et al. 2012). In einer groflen Studie
wurde 2004 eine Assoziation zwischen Prostatakrebs-Patienten und einer altersiquivalenten
Kontrollgruppe aus Schweden festgestellt (Zheng et al. 2004). Bei Helicobacter-pylori-posi-
tiven japanischen Studienteilnehmern mit schwerer Magenatrophie wurde eine Assoziation
zu TLR4 11536889 herausgefunden (Hishida et al. 2009). Zhou et al. belegten, dass der
TLR4-rs11536889-SNP signifikant mit dem Wiederauftreten einer Hepatitis B nach Leber-
transplantation assoziiert ist (Zhou et al. 2011). Des Weiteren beschrieben Miedema et al.
den Zusammenhang des SNPs mit einem erhéhten Risiko von Chemotherapie-induzierten
Neutropenien bei Kindern mit akuter lymphoblastirer Leukidmie (Miedema et al. 2011). Eine
Arbeitsgruppe in China hat 2014 die Assoziation des TLR4-Polymorphismus rs11536889
mit der Sepsis-Erkrankung untersucht und diese als signifikant erhéht gewertet (H Wang et
al. 2014). All diese Beobachtungen lassen darauf schlieBen, dass der rs11536889-SNP des
TI.R4-Gens Einfluss auf das menschliche Immunsystem und/oder maligne Krankheiten hat
(K Sato et al. 2012).



Einleitung 30

1.3 Fragestellung

Die Sepsis stellt im intensivmedizinischen und im Krankenhausalltag nach wie vor eine gro3e
Herausforderung dar. Die Pathogenese und die Schwere des Krankheitsverlaufes bleiben je-
doch teils ungeklirt (Angus und van der Poll 2013; Hotchkiss und Karl 2003). Die Entste-
hung einer Sepsis tber eine unkontrolliert ablaufende Infektion im Organismus mit dem
Grad der Organdysfunktion kann durch verschiedene Faktoren wie den Gesundheitsstatus
des Patienten und den Primiérfokus der Infektion beeinflusst werden (Levy et al. 2003). In
verschiedenen Arbeiten wird darauf eingegangen, welche Relevanz TLR4 fiir Infektionen,
vor allem durch gramnegative Bakterien, darstellt (Hishida et al. 2009; K Sato et al. 2012;
Zhou et al. 2011). Auf der Grundlage dieser Untersuchungen tber den Einfluss des TLR4-
rs11536889-Genotyps auf den Verlauf einer Infektionskrankheit stellten wir uns die Frage,
ob der regulierende TLR4-rs11536889-Genotyp einen Zusammenhang zu septischem Or-
ganversagen von kritisch kranken Patienten mit Sepsis wihrend ihres Aufenthaltes auf der
Intensivstation hat. Um eine ausreichend hohe Fallzahl zu erreichen, wurden die Patienten,
die die Sepsis-Kriterien erftllten, konsekutiv in Zusammenarbeit mit weiteren Promovenden
in etwas Uber einem Jahr rekrutiert, das Blut im Labor untersucht und die klinischen Para-
meter der zu untersuchenden Organsysteme erhoben und mittels des SOFA-Scores und
APACHE-Scores ausgewertet. Wobei unsere Hypothese ist, dass eine Assoziation zwischen
diesem Polymorphismus und der Morbiditit und Mortalitit einer reprisentativen kaukasi-
schen Kohorte mit SIRS bzw. Sepsis besteht. Der Wildtyp GG wurde mit dem GC/CC
verglichen (Mansur et al. 2014b).
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten

In der vorliegenden Arbeit wurde ein klinisch prospektives Studienmodell gewihlt. Das Pro-
jekt ,,Bedeutung genetischer Polymorphismen der angeborenen Immunabwehr bei Sepsis
und Organversagen® (kurz Genosep) rekrutierte mit der Hilfe einer Arbeitsgruppe die 212
kaukasischen Patienten nach den Sepsis-Leitlinien (Reinhart et al. 2010). Dies fand auf zwei
anisthesiologischen Intensivstationen (Station 0117 und 0118) und einer chirurgischen In-
tensivstation (Station 1014) der Universititsmedizin Gottingen (UMG) unter der Woche tig-
lich zwischen April 2012 und Mai 2013 statt. Grundsitzlich ausgeschlossen von der Studie

waren Patienten:
e unter dem 18. Lebensjahr
e nicht kaukasischer Abstammung
e in Schwangerschaft oder Stillzeit
e mit immunsuppressiver oder Chemotherapie innerhalb der letzten 6 Wochen

e mit dokumentiertem oder mit dem dringenden Verdacht eines akuten Herzinfarkts

in den letzten 6 Wochen

e mit der Diagnose einer chronischen Herzinsuffizienz Klasse IV nach der New York

Heart Association NYHA)

e mit einer Infektion des Humanen Immundefizienz-Virus (HIV)

e mit Therapielimitierung im palliativen Sinne, also ohne Option weiterer lebenserhal-
tender Mal3nahmen

e mit einer Uberlebenswahrscheinlichkeit von unter 28 Tagen aufgrund einer unheil-
baren Erkrankung inklusive einer therapierefraktiren Krebserkrankung, einer Lun-
generkrankung im Endstadium, einer terminalen Nierenerkrankung oder Sauerstoft-
pflichtigkeit im hauslichen Umfeld

e von neurologisch dauerhaftem vegetativem Status

e mit der Teilnahme an einer anderen klinischen Studie

e ohne Zustimmung zur Teilnahme an der Studie

e die selbst an der Studie mitwirkten oder deren Familienangehérige
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Die Studie wurde von der Ethik-Kommission der Georg-August-Universitit Gottingen im
Januar 2012 gepriift (Aktenzeichen 15/1/12) und erfillt alle ethischen Anforderungen der
Deklaration von Helsinki (Seoul 2008).

Eine Einverstindniserklirung zur Teilnahme wurde von jedem Patienten oder dessen ge-
setzlichem Betreuer unterschrieben. Insgesamt wurden von der Doktorandengruppe 212
kaukasische Patienten mit septischem Krankheitsbild rekrutiert, zwei erfilllten die Aus-
schlusskriterien und wurden wieder herausgenommen (76 weiblich, 134 minnlich; mittleres
Alter 65, Spanne 19-91). Jedem Patienten wurden ca. 25 ml Blut in heparinhaltigen Mono-
vetten und ca. 10 ml Blut in einer silikathaltigen Monovette entnommen. Das Blut in den
Heparinmonovetten wurde zur Isolierung von mononukledren Zellen (Periferal Blood Mononu-
clear Cells, PBMC) verwendet und das Blut der silikathaltigen Monovette fiir die Herstellung
einer Serumprobe. Dies geschah tiber einen vorhandenen zentralvendsen oder arteriellen
Zugang. Die gewonnenen Proben wurden hinsichtlich des klinischen Verlaufes und des

TLR4-1s11536889-Genotyps ausgewertet.
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2.2 Material

2.2.1 Substanzen

Ampuwa®
Bidestilliertes Wasser

Bufter RLT-Plus Jysis buffer

Ethanol 80 % (V/V)

Ficoll-Paque™ PL.US

Formaldehyde Solution 36,5-38 %
Glycine (10x)

hexPrimer random p(dN), 50 A, units
PBS (10x)

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 100 mM
Protease Inhibitor Cocktail (P1C)

TagMan® Genotyping Master Mix 10 ml
TagMan® Universal PCR Master Mix 2x
Tryptan-Blau-Losung (0,4 %)

PCR = Polymerase Chain Reaction

2.2.2 Kits und Assays

AllPrep DNA/RNA Mini Kit (50)

QuantiFect® Reverse Transcription Kit

50x 20 wl

TagMan® Gene Expression Assays
TLR4 Hs00152939_m1
GAPDH Hs99999905_m1

TagMan® SNP Genotyping Assays
TLR4UTR C_31784034_10
TLR4cod C_11722238_20

Fresenius (Bad Homburg)
Eigene Herstellung der Universititsme-
dizin Gottingen

Qiagen (Hilden)

B. Braun (Melsungen)

GE Healthcare (Sweden)
Sigma-Aldrich (USA)

Qiagen (Hilden)

Roche (Mannheim)

Qiagen (Hilden)

Active Motif (La Hulpe/Belgien)
Active Motif (La Hulpe/Belgien)
Applied Biosystems (USA)
Roche (New Jersey, USA)
Sigma-Aldrich (USA)

Qiagen (Hilden)
Qiagne (Hilden)

Applied Biosystems (Darmstadt)

Applied Biosystems (Darmstadt)
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2.2.3 Gebrauchswaren

Deckgliser fir Haemocytometer 20 x 26 mm
Disposable single sealed cuvettes 50-2.000 pl
Gentle Skin sensitive REF 1221

MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction Plate
MicroAmp™ Optical Adhesive Film PCR compatible

Pipettenspitzen
Premium Tips 10 pl
TipOne 100 yl Bevelled, Filter Tip (sterile)

Menzel GmbH & Co KG (Braunschweig)
Eppendorf (Hamburg)

Rosner-Mautby Meditrade (Kiefersfelden)
Applied Biosystems (Darmstadt)

Applied Biosystems (Darmstadt)

Biozym (Oldendorf)
Starlab (Hamburg)

TipOne RPT 1.000 wl Graduated, Filter Tip (ster-

1le)
Reaktionsgefille

Leucosep™ Réhrchen

BD Falcon Pohpropylene Conical Tube 50 ml

Reagiergefil3 1,5 ml
Rohre 57 x 15,3 mm 5 ml

Serologische Pipette 5 ml

2.2.4 Gerite

Bio Photometer 8,5 mm

Elektrophorese Gerit Model H5
Eppendorf Reference® Pipette 1.000, 100,
10

Gilson PIPETMAN 200

IVO Handzihler

Mikroskop ID03

PHILIPS Whirlpool M611 Mikrowelle
Multipipette® plus

Neubauer Improved

neol.ab® Eisbad 1-6030

Pipetus®-Akku

Sicherheitswerkbank Lamin Air® 1.B-48-C
Spannungsquelle POWER PAC 300

Starlab (Hamburg)

Greiner Bio-One (Frickenhausen)
BD Biosciences (USA)

Sarstedt (Numbrecht)

Sarstedt (NUmbrecht)

Sarstedt (NUmbrecht)

Eppendorf (Hamburg)
Life Technologies (USA)

Eppendort (Hamburg)

Gilson (Frankreich)

Blaumer IVO (Villingen-Schwenningen)
Zeiss (Jena)

Whirlpool Benton Harbor (USA)
Eppendort (Hamburg)

Laboroptik Friedrichsdorf

neoLab Migge (Heidelberg)
Hirschmann Laborgerite (Eberstadt)
Herarus Instruments (Hamburg)

Bio-Rad (Munchen)



Material und Methoden

35

StepOne Plus Real-Time PCR
Incl. Software Version 2.1

Thermomixer 5436
Vortexmischer REXA 1R
Zentrifugen

Centrifuge 3K30

Centrifuge 5415D

Megafuge 1.0R

Rotanta 96R

Rotaxa/A

Applied Biosystems (Darmstadt)

Eppendorf-Netheler-Hinz (Hamburg)
Heidolph (Schwabach)

Sigma (Osterode am Harz)
Eppendort (Hamburg)
Haraeus (Hanau)

Hettich (Lauenau)

Hettich (Lauenau)
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2.3 Methoden

2.3.1 Isolierung der Periferal Blood Mononuclear Cells

Zur Isolierung der Periferal Blood Mononuclear Cells (PBMC) wurden 15 ml Ficoll als Separations-
medium in einem 50-ml-Leukosep™-Réhrchen (mit Trennscheibe) fiur 30 Sekunden bei
Raumtemperatur und 916 x g zentrifugiert, durch die Drehkraft wurde das Ficoll unter die
Trennschreibe gedriickt. Dann wurden 25 ml Heparin-Blut darauf pipettiert, nachdem es
von dem Lithium-Heparinat-Granulat getrennt wurde. Die Leukosep™-Réhrchen wurden
tir 15 Minuten bei Raumtemperatur und 916 x g ohne Bremse zentrifugiert, wobei sich ein
Dichtegrad ausbildete, von oben nach unten Plasma, PBMC und Erythrozyten/Granulozy-
ten bildeten das Sediment. Alles, was sich oberhalb der Trennscheibe befand, wutrde in ein
neues 50-ml-Falconrohrchen tberfithrt und danach dreimal mit Phosphate Buffered Saline
(PBS)-Lésung fiir 10 Minuten bei 4 °C und 292 x g mit Bremse zentrifugiert. Dieses Waschen
entfernte das Plasma und die Reste an Ficoll. Bevor der 3. Waschgang durchgefithrt wurde,
fand die Zellzdhlung statt: Die Zellen wurden in 10 ml PBS suspendiert, davon wurden 20
pl mit 20 pl Trypan-Blau gemischt. Die Errechnung der Zellzahl erfolgte mikroskopisch
durch eine Neubauer-Zihlkammer. Nach Durchfihrung des 3. Waschganges wurden die
Zellen auf 1,5-ml-Eppendorfgefifie aufgeteilt, sodass mindestens 2 Eppendorfgefilie mit
mindestens 2 x 1076 Zellen entstanden. Die Eppendorfgefile wurden dann bei 4 °C und
128 x g 5 min zentrifugiert. Danach wurde der Rest PBS-Losung entfernt. Zu diesen Zellen
wurde 350 ul Baffer RLT plus/Mercaptoethanol (Verhiltnis 100:1) beigefiigt. Die Zellen wut-
den durch 30 Sekunden Vortexen lysiert und homogenisiert und zu weiteren Verarbeitungs-

zwecken bei —20 °C aufbewahrt.

2.3.2 Extrahierung genomischer DNA aus PBMC
Fur die Extraktion von genomischer (g)DNA aus PBMC wurde das AllPrep DNA/RNA
Mini Kit verwendet. Die Extrahierung wurde nach dem Protokoll ,,S#multaneous Purification of

Genomic DNA and Total RNA from Animals Cells* durchgefiihrt.

Vorbereitung und Homogenisierung:

Das Lysat der PBMC, das bei —20 °C aufbewahrt wurde, wurde kurz auf RT gebracht und
durch kurzes Vortexen homogenisiert. Dann wurde das Lysat auf die QIAshredder-Siule
pipettiert und fur 2 Minuten bei 13.000 Umdrehung pro Minute (revolutions per minute = rpm)

zentrifugiert.
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Bindung von DNA an eine Matrix:

Dieses homogenisierte Lysat wurde auf die AllIPrep-DNA-Siule gebracht und fiir 30 Sekun-
den bei 10.000 rpm zentrifugiert. Hierbei wurde die DNA durch die Membran adsorbiert.
Reinigung der genomischen (g DINA:

Um die gDNA zu reinigen, wurden fir AllPrep-DNA-Siule zwei Waschschritte durchge-
tihrt: 1) mit 500 pl AW1-Puffer (Zentrifugation fiir 15 Sekunden bei 10.000 rpm); 2) mit 500
ul Puffer AW2 (Zentrifugation fiir 15 Sekunden bei 10.000 rpm). Um die gDNA freizuset-
zen, wurde dann die AllPrep-DNA-Siule in ein neues 1,5-ml-Gefal3 Gberfithrt und 50 pl EB-
Puffer hinzugefiigt. Nach 1 Minute Inkubationszeit bei Raumtemperatur (RT) wurde das 1,5-
ml-Gefil3 zur Eluierung der gDNA fir 1 Minute bei 10.000 rpm zentrifugiert. Eingelagert
wurde das DNA-Eluate bei —20 °C.

2.3.3 Photometrische Messung der DNA-Konzentration und DNA-Integritit

Die Messung der Konzentration und Integritit von DNA-Proben erfolgte am Photometer.
Die Amplifizierung von genetischem Material wurde mittels Rea/ Time Polymerase Chain Reac-
tion (PCR) durchgefiihrt. Hierbei ist eine sehr genaue gDNA-Menge pro Well nétig. Die
Konzentration von gDNA pro Probe musste also zuerst bestimmt werden, und dann wurde
diese auf die vorgegebene Menge an gDNA verdiinnt. Zur Messung der Absorption wurden
4 ul der extrahierten DNA mit 96ul Ampuwa verdiinnt. Die DNA-Integritit wurde aus dem
Quotienten der 260-nm-Extinktion und 280-nm-Extinktion in einer photometrischen Mes-
sung bestimmt. Die Nukleinsiduren-Konzentration wurde bei 260 nm errechnet (1 unit bei
260 nm sind 40 pl DNA pro ml). Proteine haben ihr Absorptionsmaximum bei 280 nm,
daher konnte eine Anniherung der Reinheit der DNA-Proben durch das Verhiltnis aus den
Werten von 260 nm und 280 nm bestimmt werden. Der Wert fiir reine DNA-L6sung lag
zwischen 1,9 und 2,1. Je mehr DNA in der Probe vorhanden war und je weniger Proteinver-

unreinigungen, desto gréfler war die gemessene Extinktion.

2.3.4 Genotypisierung mittels allelischer Diskriminierung

Anhand von allelischer Diskriminierung wihrend der Polymerase-Kettenreaktion (engl. Po-
lymerase Chain Reaction, PCR) wurde der Genotyp der Proben bestimmt. Durch die PCR wird
die DNA vervielfiltigt. Der Ansatz der PCR enthilt die zu reproduzierende DNA-Sequenz
(Template), eine DNA-Polymerase und zwei Primer. Diese Primer flankieren die gefragte
SNP-Stelle und somit den Startpunkt der DNA-Polymerase am Template. Die DNA-Poly-

merase (durch ihre 5~ = 3'-Exonukleaseaktivitit) erstellt einen neuen, komplementiren
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DNA-Strang nach der Vorlage der Template-DNA (Holland et al. 1991). Zusitzlich sind noch
die Basen, Adenin, Cytosin, Thymin und Guanin, aus welchen die komplementire DNA
entstehen soll, notwendig. Eine PCR durchlduft 40-50 Wiederholungen eines Zyklus, der in
3 Phasen eingeteilt werden kann: 1. Die Denaturierung, in der die Wasserstoffbriicken der
dsDNA (doppelstringige DNA) gel6st werden und somit die DNA-Polymerase und Primer
an die DNA binden kénnen. 2. Primerhybridisierung. Bei einer prizisen Temperatur (um die
60 °C) lagern sich die Primer an die Zielsequenz det DNA-Templates. Eine Temperatur von
ca. 3 °C unter dem Schmelzpunkt ist angemessen, um eine effiziente Anlagerung zu gewihr-
leisten. 3. Elongation. Hierbei wird nun am 3'-Ende der Primer die DNA-Synthese (5°- =
3"-Synthese) katalysiert. Dies fihrt zu dem exponentiellen Anstieg der DNA-Mengen, wel-
che aus Mutter- und T6chterstringen bestehen.

Mit der Rea/ Time PCR wurde eine Methode entwickelt, mit der sich gleichzeitig die gebildete
DNA quantifizieren ldsst. Dies gelingt durch das Hinzufiigen von komplexen fluoreszenz-
markierten Oligonukleotid-Sonden. Zur Unterscheidung beider Allele (allelische Diskrimi-
nierung) ist zudem eine Fluoroscence Resonance Energy Transfer (FRET)-Sonde notwendig, wel-
che fir die korrekte Anlagerung der Nukleotid-Sequenzen sorgt. Dank der Fluoreszen-farb-
stoffe lassen sich die beiden Allele voneinander unterscheiden (Lee et al. 1993).

In dieser Arbeit wurden die TagMan™-Sonden genutzt. Diese zeichnen sich dadurch aus,
dass sie ein nicht fluoreszierenden Quencher (to quench engl. — abfangen) hatten und ein flu-
orogenes Farbstoffmolekil (Reporzer), entsprechend am 3°-Terminus und am 5 -Terminus.
Der fluoreszierende Effekt wurde durch den Quencherunterdriickt, solange dieser eng an dem
reporter-Farbstoff lag und die Sonde in unverindertem Zustand war (Cardullo et al. 1988).
Die Tag-Polymerase synthetisierte einen komplementiren DNA-Strang ausgehend vom
Vorwirtsprimer und spaltete mit der 5°-3"-Exonukleaseaktivitit die gebundene Tag-Sonde
ab. Durch die Abspaltung entzog sich die Sonde dem Einfluss des Quencher-Molekiils und
der fluoreszierende Farbstoff wurde freigesetzt (Abbildung 10). Die Fluoreszenz stieg ex-
ponentiell bei jedem PCR-Zyklus in der linearen Phase der Reaktion und war direkt propos-
tional mit der Menge des freigesetzten Reporter-Farbstoffes bzw. der vorhandenen DNA-
Menge. Diese Art von gepaarten komplett komplementiren Sonden nennt man Matched. Als
sequenzspezifische Hydrolisierungssonden wurden die Sonden bezeichnet, die sich nicht
vollstindig und komplementir paarten, also ein Mismarch bildeten. Diese Sonden I9sten sich
wihrend des ,,Voranschreitens® der DNA-Polymerase von der DNA-Sequenz, dabei kam es
nicht zu einer Spaltung und somit auch nicht zur Freisetzung von fluoreszierendem Farb-
stoff. Die beiden Sonden hatten zwei verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe an ihrem 5°-Ende,

VIC (6-Caboxyfluorescein) und FAM (Carboxyrhodamin), anhand dieser konnte zwischen
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den beiden Allelen unterschieden werden. Zwei Vorteile, die sich daraus ergaben, waren auf
der einen Seite das groB3ere Tm-Fenster zwischen gepaatt und fehlgepaatten Sonden/ Tensp-
late-Komplexen. Dies fihrte zu einer besseren Allel-Differenzierung. Auf der anderen Seite
waren kurzere Sonden sensibler fiir Fehlpaarungen. In diesem Versuchsaufbau sollte das Ex-
gebnis der allelischen Diskriminierung die Proben nach homozygot fir Allel 1, homozygot
tir Allel 2 und heterozygot klassifizieren. Die PCR ist in drei Schritte eingeteilt, welchen ein
Pre-Read Run vorausgeht. In diesem werden die Hintergrundfluoreszenzen detektiert. In der
Denaturierungsphase werden die Wasserstoffbriicken der Doppelstrang-DNA bei 95 °C ge-
trennt und in 45 Zyklen sichergestellt, sodass lediglich noch DNA-Einzelstringe vorliegen.
Darauf folgt die Amplifizierungsphase, in der die Primer- und Sondenanlagerung sowie die
Kettenverlingerung stattfinden, hierzu werden ebenfalls 45 Zyklen durchlaufen, die Tempe-
ratur betrigt 60 °C. Den drei Phasen ist noch ein Posz-Read Run nachgeschaltet, in dem erneut
die Hintergrundfluoreszenz bestimmt wird, um diese dann gegen die Hintergrundfluores-
zenz des Pre-Read Runs zu rechnen und ein moglichst genaues Ergebnis zu erzielen.

Fir eine graphische Darstellung (Abbildung 11) wurden die Ergebnisse des Post-Read Runs
auf ein Koordinatensystem — Allel X und Allel Y — aufgetragen. Nach einer erfolgreichen
Reaktion waren drei Gruppen (Cluster) erkennbar. Homozygote fir das Allel Y bildeten ein
Cluster an der vertikalen Achse und homozygote fur das Allel X bildeten ein Cluster an der
horizontalen Achse. Heterozygote Proben erzeugten ein Cluster auf der diagonalen Achse.

Vor dem Starten der PCR wurden Allel X und Y den tatsdchlichen Allelen zugeordnet.
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Allel 1

gepaart

Allel 2

nicht gepaart

gepaart

nicht gepaart

Fluoreszenz-Messung

Bedeutung

Nur VIC-Fluoreszenz

Homozygot fiir Allel 1

Nur FAM-Fluoreszenz

Homozygot fiir Allel 2

Beide Fluoreszenz Signale

Heterozygot

Abbildung 10 Allelische Diskriminierung

Polymerase

Darstellung der Freisetzung des Fluoreszenzfarbstoffes bei korrekter Paarung von der DNA und

Sonde durch die DNA-Polymerase. Konnten DNA und Sonde nicht korrekt paaren, wurde der flu-

oreszierende Farbstoff nicht freigesetzt.

Modifiziert nach Thermo Fisher Scientific, TagMan Gene Expression Assay solutions, S. 4.
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0.7 12 17 22 27 32
Legende

®Homozygot C/C @ Homozygot G/G
#Heterozygot C/G X Unbestimmt

Abbildung 11 Ergebnisse einer allelischen Diskriminierung

Diese Graphik spiegelt die Ergebnisse der in der PCR detektierten Floreszenzen der DNA-Proben
wider. Als blaue Punkte sind die Proben reprisentiert, welche nur einen Fluoreszenzfarbstoff abga-
ben und somit homozygot fiir Allel 1 (in diesem Fall Allel G) sind. In Braun sind die homozygot fiir
Allel 2 (in diesem Fall Allel C) detektierten Proben dargestellt. Die Proben mit gleichen Anteilen an
beiden Fluoreszenzfarbstoffen sind die heterozygoten und hier in Griin auf der diagonalen Achse
dargestellt. Die schwarzen Quadrate reprisentieren die Kontrollen (NTC-Proben), die keine gDNA

enthielten und somit nah am Nullpunkt erscheinen.
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2.3.4.1 Genotypisierung am SNP rs11536889 (3°-UTR)

Zur Diskriminierung der Allele des SNPs rs11536889 (3 -untranslatierte Region, Untranslated
Region = UTR) wurde ein Assay aus Primern und Sonden eingesetzt. Der Single-Nukleotid-
Polymorphismus rs11536889 setzt in der 3 -UTR des TL.R4-Gens an, welches die TLR4-

Translation beeinflusst.

Reaktionsansatz fiir die Amplifikation aus PBMC extrahierter gDNA:
5ul 2x TagMan Universal PCR Master Mix

0,25 ul 40x SNP Genotyping Assay by Design (Primer und Sonden)
2,75 ul Ampuwa

2ul gDNA (Konzentration 10 ng/5 ul)

Gesamt: 10 pl

Die Reaktionsgemische wurden in Duplikaten auf eine 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert.
Fir die Vermeidung von Fehlern wurden auf jede Platte zwei Negativkontrollen pipettiert
(engl. non-template control, NTC) (Ampuwa statt DNA). Zur Eliminierung von Luftbldschen
am Boden der Wells wurde die Well-Platte einige Sekunden bei 2.000 rpm zentrifugiert.

Die PCR wurde mit einem StepOnePlus™ Thermozykler durchgefiihrt.

Thermoprofil:
- 95°C 10 min Vordenaturierung (Holding Stage) (1 Zyklus)
- 95°C 15sek Denaturierung (45 Zyklen)

- 60°C 1min Primer-/Sonden-Anlagerung, Kettenvetlingerung (45 Zyklen)
- 60°C 30 sek post-PCR read (1 Zyklus)

Im Anschluss an die PCR wurde die freigewordene Fluoreszenz im Modus ,plate read bei
60 °C gemessen. Bei einem homozygoten Genotyp zeigte sich nur ein Fluoreszenzsignal
(FAM oder VIC), bei heterozygoten Genotypen zeigten sich parallele Fluoreszenzsignale von
FAM und VIC.
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2.3.5 Datenerhebung, Auswertung und Statistik

Die dieser Arbeit zugrundeliegenden klinischen und experimentellen Daten wurden durch
die Arbeitsgruppe ,,GenoSep® erhoben. Das Projekt ist ein Zusammenschluss aus der Klinik
tiur Gastroenterologie und der Klinik fiir Anisthesiologie. Die Mitarbeit in der Arbeitsgruppe
erfolgte durch die Promovierenden Bronja Hillebrecht, Benjamin Liese, Sebastian Gerber,
Yvonne Klee, Chang Ho Hong, Maximilian Steinau und Evelyn Mulwande und mich. Seit
Mirz 2012 wurden zum Teil taglich die ethobenen Daten in Clinical Report Forms (CRF) er-
fasst und dann in die Datenbank eingepflegt. Die CRF-B6gen umfassten Informationen der
Einschlusskriterien sowie Ausschlusskriterien, Grund und Zeit der Aufnahme und Entlas-
sung auf die Intensivstation. Weiter wurde der Sepsis-Beginn dokumentiert, Vorerkrankun-
gen und die vorbestehende Medikation. Dann folgten die einzelnen Fo/low-up-Tage, an denen
die Vitalparameter, die Laborparameter, respiratorische Parameter und kreislaufunterstiit-
zende Medikamente (Katecholamine) dokumentiert wurden. Zudem wurden die mikrobiel-
len Ergebnisse und die antibiotische Therapie erfasst. Die generierten experimentellen Daten
wurden in einer Excel-Datei gespeichert. Unter klar abzugrenzenden Fragestellungen und
Auswertungen wurden die Daten rein klinisch oder klinisch-experimentell fiir die jeweiligen
Dissertationen verwendet. Jeden Tag beanspruchte das Projekt etwa 8 Stunden, die fiir das
Screening der Patienten und deren Nachverfolgung, die Entnahme der Blut- und Serumpro-
ben, ithre Analyse im Labor und die Datenerhebung der klinischen Parameter aufgebracht
wurden. Die vorlesungsfreie Zeit eines klinischen Semesters und das darauffolgende klini-
sche Semester verbrachte ich mit den oben beschriebenen Arbeiten. Die Arbeiten wurden
meist im Team zu zweit ausgefithrt. Ein Tag begann mit dem Screening der elektronischen
Patientenkurven der oben genannten Intensivstationen auf Patienten mit einem septischen
Krankheitsbild. Nach der Riicksprache mit einer S7#dy Nurse und den Stationsirzten wurden
den Patienten unter Aufsicht der Stationsirzte die nétigen Blutproben entnommen. Zuvor
wurde sichergestellt, dass die Patienten bzw. gesetzlichen Betreuer mit dem Vorgehen ein-
verstanden sind. Ein Promovend fihrte dann die oben beschriebenen Versuchsanleitungen
mit den entnommenen Blutproben in den Laboren der Klinik fiir Gastroenterologie durch
(DNA-/RNA-Extraktion, Genotypisierung und quantitative Genexpressionsanalysen). Der
andere Promovend wat fiir die Erhebung und Ubertragung der klinischen Daten in den CRF-
Bogen zustindig und pflegte diese dann weiter in die Datenbank ein. Der CRF-Bogen bein-
haltete die klinischen Daten der ersten 28 Tage seit Sepsis-Beginn. Zu Beginn der Sepsis
wurden SOFA und der APACHE II erhoben. Diese CRF-B6gen wurden in einem zeitlichen
Abstand gepriift und nach 90 Tagen wurde eine Uberlebenskontrolle der eingeschlossenen

Patienten, meist telefonisch, durchgeftihrt und ebenfalls in der Datenbank dokumentiert.
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Die statistischen Analysen und Darstellungen der Boxplot-Graphiken wurden mit der Soft-
ware Statistica (StatSoft, Oklahoma, USA, Version 10) oder R (The R Fundation for Statistical
Computing, Version 3.0.0) durchgefithrt. Die Signifikanz, basierend auf Eventualitits-Tabel-
len, wurde mittels des Exakt-Fisher- oder des Chi-Sguare-Tests bestimmt und damit adiquat
berechnet. Hierbei wurde der p-Wert >0,05 als ,,nicht signifikant® gewertet, der p-Wert
<0,05 als ,,signifikant™ und ein p-Wert <0,01 als ,,sehr signifikant®. Ob die Patientengruppe
dieser Arbeit in der Genotyp-Haufigkeitsverteilung dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
(Hardy-Weinberg Equilibrinm = HWE) entspricht, wurde mit dem Exakt-Test iiber den Online-
Rechner ausgefiithrt, den das Institut fir Genetische Epidemiologie, Helmholtz Zentrum
Minchen, zur Verfiigung stellt. Mit p=0,05 wurde die Entsprechung bestitigt. Um die Sig-
nifikanz der klinischen Analysen zur Morbiditit, gemessen am SOFA-Score und SOFA-Sub-
Scores an den einzelnen Follow-up-Tagen zu bewerten, wurde ein lineares Regressions-Modell
in Form einer ANOVA erstellt. Bei den einbezogenen Scores handelte es sich um abhingige
Werte, die zu mehreren Zeitpunkten im Krankheitsverlauf erhoben wurden.

Mittels des Mann-Whitney-Tests wurde die Signifikanz der Ubereinstimmung zweiter Ver-
teilungen verglichen. Um die Wahrscheinlichkeit, dass ein Ereignis in einem bestimmten
Zeitraum stattfindet, darzustellen, wurde eine Kaplan-Meyer-Kurve angewendet. In diesem
Fall lieB sich die Mortalititsanalyse erstellen. Mit dem Log-rank-Test des Statistica-Ubetle-
bens-Pakets konnten die beiden Allel-Gruppen dieser Arbeit (G-homozygote Patienten und
C-Allel-Trager) verglichen werden.

Die korrekte Durchfiihrung der statistischen Auswertungen sowie beim Erstellen der Ta-
bellen und Abbildungen tiberpriiften und betreuten die Mitarbeiter der ,,Zentralen Ser-
viceeinheit Medizinische Biometrie und Statistische Bioinformatik® des Instituts fiir Medi-

zinische Statistik, insbesondere Herr Prof. Dr. T. Beissbarth, der Universitit Gottingen.
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3  Ergebnisse

3.1 Patienten-Kollektiv

Insgesamt wurden in dieser Arbeit 212 kaukasische Patienten mit einem septischen Krank-
heitsbild eingeschlossen (Mansur et al. 2014e). Von diesen Patienten mussten zwei aus der
Studie genommen werden, da sie ein Ausschlusskriterium erfiillten. Bei dem einen Patienten
wurde im Verlauf bekannt, dass er an einem B-Zell-Lymphom litt. Bei dem anderen Patien-
ten nahmen die gesetzlichen Betreuer ihr Einverstindnis zuriick. Die Anzahl der Patienten
belief sich dementsprechend auf 210 Patienten, wovon 134 Patienten miénnlich (64 %) und
76 Patienten weiblich (36 %) waren (Tabelle 6). Das Alter der Patienten reichte von 19 bis
91 Jahren, damit errechnete sich ein Altersmedian von 65 Jahren. Die dokumentierten
Komorbidititen, wie Bluthochdruck, kardiovaskulire Ereignisse, COPD, renale Insuffizienz,
Diabetes mellitus, chronische Lebererkrankungen, Krebserkrankungen und Schlaganfall-Ex-
cignisse (Tabelle 6), stellten keinen signifikanten Unterschied zum TLR4-rs11536889-Ge-
notyp dar.

Die Verteilung der TLR4-1s11536889-Genotypen (GG/GC/CC) unterschied sich nicht von
der Datenlage von gesunden Kaukasiern und folgte dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.
Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht bestimmt mit einer mathematischen Gleichung in ei-
nem diploiden Chromosomensatz die Hiufigkeit unterschiedlicher Allele (Schaaf und
Zschocke 2013). Zudem bestand kein Zusammenhang zwischen den dokumentierten Base-
line-Charakteristika und den TLR4-rs11536889-Genotypen (Tabelle 5). Mittels des SOFA-
Scores, eines spezifischen klinischen Markers fir kritisch kranke Patienten, wurde das Organ-
versagen der Patienten beziffert. Im Vergleich der TLR4-1s11536889-GG-Patienten mit den
TLR4-rs11536889-GC- und -CC-Patienten hatten die homozygoten GG-Patienten einen sig-
nifikant héheren SOFA-Score-Wert (Tabelle 7). Betrachtet man den Sepsis-Typ (Sepsis und
schwere Sepsis vs. septischen Schock), den SOFA-Score und den APACHE-II-Score, so wurde
kein Zusammenhang zwischen dem TLR4-rs11536889-Genotyp und dem Schweregrad der
Sepsis zu Krankheitsbeginn festgestellt (Tabelle 7).
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Tabelle 6 Merkmale der Patienten im Zusammenhang mit TLR4 rs11536889

Alle GG GC/CC
p-Wert
n=210 n=146 n=064

Alter [Jahre] 63*15 63*15 63*15 0,9116
Minnlich % 64 % 46 % 58 % 0,2752
Body-Mass-Index, mean + SD 2819 28%7 30£13 0,1507
Schwere der Sepsis
Sepsis/schwete Sepsis, % 48 % 46 % 52 % 04576
SOFA-Score, mean = SD 8,614,1 8,914,3 8,0+3,7 0,2449
APACHE-II-Score, mean + SD 21,3174 21,6174 20,6%7,6 0,4053
Komorbiditat, %
Hypertonus 58 59 1,0000
Friherer Myokardinfarkt 5 6 0,7586
COPD 18 17 1,0000
Niereninsuffizienz 1 20 0,0834
Diabetes mellitus (NIDDM) 11 0,6202
Diabetes mellitus IDDM) 11 0,1938
Chronische Leberinsuffizienz 7 0,7839
Friuheres Karzinomleiden 18 19 0,8481
Friherer Apoplex 6 8 0,7647
Karzliche OP, % 0,0631
Elektive OP 28 31 19
Notfall-OP 44 44 44
Keine OP 28 24 37
Infekt-Fokus, % 0,1516
Lunge 50 46 56
Abdomen 3() 31 28
Knochen oder Weichteile 7 7 6
Chirurgische Wunde 2 3 0
Urogenital 1 0 3
Primire Bakteridmie 6 7 3
Andere 4 5 3
Organunterstiitzung, %
Beatmung 83 83 83 0,8933
Gebrauch von Vasopressoren 50 54 48 0,4576
Dialyse 10 11 9 0,7300

SD = Standardabweichung, Standard Deviation
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3.2 Krankheitsschwere zu Beginn der Sepsis

Die Genotypisierung des TLR4 151153889 wurde bei allen Probanden erfolgreich durchge-
tihrt. Es ergab sich eine Verteilung von 146:62:2 (GG:GC:CC). Sie stimmte somit mit dem
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE) (p=0,12) tiberein. Aus der Verteilung ergab sich
eine Minor Allel Frequency (MAF) von 0,16. Dieser Wert entsprach in etwa der aktuellen Da-
tenlage fiir Kaukasier.

Da nur 2 Probanden mit dem Genotyp CC des TLR4 rs11536889 typisiert wurden, sind diese
unter dem Genotyp GC eingruppiert worden. Diese Gruppe GC/CC konnte dann mit der
Patientengruppe des Genotyps GG verglichen werden (Mansur et al. 2014e).

Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen des TLR4 rs11536889
hinsichtlich des Alters, Geschlechts oder Body-Mass-Indexes. Ebenfalls lag bei Studienein-
schluss kein signifikanter Unterschied zwischen den G-homozygoten Patienten und den C-
Allel-Trigern hinsichtlich der Schwere der Sepsis vor (Sepsis/schwere Sepsis und septischer
Schock; Tag 1 der Sepsis; p=0,4576). Des Weiteren bestand bei den TLR4-rs11536889-Ge-
notypen zu Beginn der Sepsis kein signifikanter Unterschied im SOFA- und APACHE-II-
Score (Tabelle 6). Dariiber hinaus zeigten die letzten chirurgischen Eingriffe und der primire
Infektionsfokus keinen signifikanten Unterschied in Bezug auf die Genotyp-Verteilung (Ta-
belle 6).
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3.3 Krankheitsverlauf und Mortalitiat

Der Krankheitsverlauf der Patienten wurde wihrend ihres intensivmedizinischen Stations-
aufenthaltes anhand des SOFA-Scres dokumentiert. Die Dokumentation wurde an den Ta-
gen 1,2, 3,5,7, 14, 21 und 28 durchgefuhrt (Abbildung 12). Zusitzlich wurde die Notwen-
digkeit von organunterstitzenden Maflnahmen erfasst. Zu Beginn der Sepsis-Erkrankung
der Patienten bestand kein signifikanter Unterschied im Krankheits-Score, dennoch zeigten
die TLR4-rs11536889-GG-Patienten einen hoheren SOFA-Score im Krankheitsverlauf
(P=0,0005) im Vergleich zu den C-Allel-Trigern (Tabelle 7). In der Auswertung der SOFA-
Sub-Scores zeichnete sich ein signifikanter Unterschied in dreien dieser Bereiche ab; im SOFA-
Nieren-Score hatten die GG-homozygoten Patienten einen hoheren Wert (p=0,0005), ebenso
wie im SOFA-Gerinnungs-Seore (p=0,0245) und im SOFA-Leber-Score (p<0,0001) (Tabelle
7, Abbildung 12).

Die Werte des SOFA-Scores zu den dokumentierten Zeitpunkten wurden in ein lineares Mo-
dell eingefiigt. Das lineare Modell diente der Analyse des Zusammenhangs von einer oder
mehreren unabhingigen Variablen beliebigen Messniveaus. Beispielsweise konnten sich auf
der einen Seite, der unabhingigen Variable, nominale, ordinale oder quantitative befinden,
wihrend auf der anderen, der abhingigen Variable, eine nominal-polytome Variable war
(Holm 1979). Dieses Modell zeigte einen signifikanten Genotyp-Effekt; das bedeutete, dass
hier die GG-Patienten mit einem héheren SOFA-Score dargestellt wurden als die GC/CC-
Allel-Trager (p=0,015; Abbildung 13). In der Analyse der 28-Tage- und der 90-Tage-Moz-
talitit stellte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden TLR4-rs11536889-
GC/CC- und -GG-Allel-Trigern heraus (entsprechend p=1,0000 und p=0,8698) (Tabelle
7, Abbildung 13). Hinsichtlich der Notwendigkeit einer Organ-Ersatz-Therapie (Beatmung,
Gebrauch von Vasopressoren und Dialysepflichtigkeit) ergab sich kein Unterschied zwi-
schen den GG-homozygoten Patienten und den C-Allel-Tridgern bei Beginn der Sepsis-Er-
krankung und iber die dokumentierte Zeit (Tabelle 6 und 7). Weiterhin war hinsichtlich
der durchschnittlichen ICU-Aufenthaltsdauer der GG-homozygoten Uberlebenden und der
GC/CC-Ubetrlebenden kein signifikanter Unterschied zu beobachten (Tabelle 7). Dennoch
konnte festgestellt werden, dass es ein signifikant héheres Vorkommen von gramnegativen
Infektionen bei C-Allel-Trigern (81 %) als bei den GG-homozygoten Patienten (62 %)
(p=0,0062) vorlag.
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Tabelle 7 Krankheitsverlauf im Zusammenhang mit dem TLR4-rs11536889-Genotyp

Erstellt in Kooperation mit Prof. Dr. T. Beissbarth.

Alle GG GC/CC
p-Wert
(n=210) n=146 n=64
SOFA: 7,6£4,5 7,9%4.5 6,814,2 0,0005
Lungen-Score 2,1x1.1 2,111 2,0+1,1 0,1950
Herz-Kreislauf-Score 1,6+1,5 1,715 14+14 0,1296
Neurologischer Score 2,0x1,5 2,115 1,9+14 0,0802
Nieren-Score 0,9t1.4 1,0x14 0,7£1,2 0,0005
Gerinnungs-Score 0,3£0,8 0,4£0,8 0,3£0,7 0,0245
Leber-Score 0,3x0,7 0,4%0,8 0,2%0,5 <0,0001
Mortalititsanalyse, %o:
Versterben bis Tag 28 18 18 17 1,0000
Versterben bis Tag 90 30 30 28 0,8698
Aufenthalt Intensivstation (Tage) 1816 18+17 20*+14 0,0720
Organunterstiitzung”, %:
Beatmung 75 74 0,6286
Gebrauch von Vasopressoren 38 37 0,8426
Dialyse 14 9 0,4486

Daten sind angegeben als Means + SD oder Prozent, ZNS = zentrales Nervensystem, ~ba-

sierend auf observierten Follow-up-Tagen



Ergebnisse

50

g

—_—

Ll

.

[
! [

H
[

J!
T

1 J

A

o
.

!

o
L]

3,0 1
2,5 -
2,0 1
1,5 1
1,0
0,5 -
0,0

OFA-Nieren-

“—

core

Hee 4.0 A
BEGCCC 3.5 -
wn

™

{1

{1

L {11

{1t

L {1

15 A
1,0

T T
L0 Q ). W
o N o

3,0

T
QW
= ™

0,0

SOFA-Lungen-Score

28

21

14

28

21

14

 —
]

il
|

I
™
SOFA-Gerinnungs-

11
S B

I 1
n o
- -

4,0

L.
o w
™ N

2,0 1
0,5 1

2 <2
o

“—

core

11
L7

T
8

1 J

|
1 4

0
L

T T
. L0 Q
L B

20 A
05 A

T T
n Qo wn
o M N

40 -

L S
o

28

21

14

28

21

14

SOFA-Herz-Kreislauf-Score

:

—

——m
{1TH

{1
I

—_— T
' = "

—i

*

17—

—_— T
' a1 ©

I I 1 I
cwnow
< M M N

dl

T
m.
-

2,0 -
1,0 -

I
o4
o

0,0

SOFA-Lebet-Score

'—rF—_oo
i [} o~
'—*—_—
—_—r N
<+
k I -
e ~
—iJ
£ s
== o
1 o~
s —J
— -
o iJ
I I I T I T I T
QWowWwonowmo
oo N - OO0

SOFA neurologischer Score

Abbildung 12 SOFA-Sub-Scores nach Genotypen tiglich wihrend der Erfassungs-

zeit

Der Mean ist an der x-Achse bezeichnet. Die Boxen sind an der 25. und 75. Perzentile limitiert. Die

Whisker zeichnen das Minimum und das Maximum ab. Die Unterschiede sind nur signifikant, wo die

Whiskers mit * gekennzeichnet sind.

Erstellt in Kooperation mit Prof. Dr. T. Beissbarth.
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Abbildung 13 SOFA-Score nach Genotyp in der Nachverfolgungszeit

Der Mean und 95 % normales Cls mit der Regression sind dargestellt. Die Box zeigt den Koeffizienten

und den p-Wert in einem linearen Regressions-Modell. Das Modell zeigt den SOFA-Score als eine

Funktion der Nachverfolgungs-Tage und des Genotyps.

Erstellt in Kooperation mit Prof. Dr. T. Beissbarth.
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Abbildung 14 Korrelation der Ubetlebensrate in dem TLR4-Gen SNP rs1153889

Die Kaplan-Meyer-Kurve stellt die Uberlebensrate der GG-homozygoten Patienten mit den C-Allel-
Trigern nach Sepsis-Beginn gegeniiber. Hier findet sich kein signifikanter Unterschied.

Erstellt in Kooperation mit Prof. Dr. T. Beissbarth.
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4 Diskussion

Die klinische Relevanz des regulativen TLR4-rs11536889-Genotyps wurde bereits in mehre-
ren Studien belegt (siche 1.2.3 in der Einleitung). Sein Einfluss auf das Organversagen bei
kritisch kranken Patienten mit Sepsis war Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

Es konnte fiir die hepatische, renale und Gerinnungsfunktion des Organismus ein signifi-
kantes Ergebnis in dieser Untersuchung bestitigt werden. Die Studienergebnisse wurden im
Journal of Translational Medicin publiziert und ihre Relevanz hervorgehoben (Mansur et al.
2014e). So konnte im Vergleich der Gruppen der TLR4-rs11536889-GG-homozygoten zu
den C-Allel-Tragern nicht nur ein héherer SOFA-Score insgesamt dargestellt werden, sondern
auch in den SOFA-Sub-Scores lielen signifikant hohere Werte der oben genannten Organ-
funktionen der TLR4-rs11536889-GG-homozygoten Patienten abbilden. Fur die unter-

schiedlichen Schwereformen der Sepsis kann kein dhnlicher Einfluss festgestellt werden.

Die TLR4-rs11536889-GG-homozygoten Patienten zeigten in drei Organsystemen eine
schwerere Dysfunktion als die TLR4-rs11536889-GC- und -CC-Patienten. Die Nierenfunk-
tion gemessen an dem laborchemischen Wert Kreatinin oder der Menge der Urinproduktion
ergab fir die GG-homozygoten Patienten einen Mittelwert von 1,0 und eine Standarddevia-
tion von 1,4 im Vergleich zu den C-Allel-Trigern, bei denen der Mittelwert 0,7 und die Stan-
darddeviation 1,2 betrug. Nach der Analyse nach Kaplan-Meier berechnete sich ein p-Wert
von 0,0005, der somit als sehr signifikant zu betrachten ist. In dem Beobachtungszeitraum
von 28 Tagen wurde bei 14 % der TLR4-rs11536889-GG-Patienten und bei 9 % der C-Allel-
Triger ein Nierenersatzverfahren durchgefithrt, welches ein nicht signifikantes Ergebnis er-
brachte. Die Untersuchung der Leberfunktion gemessen an dem Serumbilirubin ergab eine
sehr signifikante Leberfunktionsstérung der TLR4-rs11536889-GG-Patienten p= <0,0001.
Das dritte Organsystem war das Gerinnungssystem gemessen an der Zahl der Thrombozy-
ten. Im Vergleich zu den CG- und CC-Patienten lie3 sich bei den TLR4-rs11536889-GG-
Patienten eine signifikante Dysfunktion mit einem p=0,0245 errechnen (Mansur et al.
2014e). Der SOFA-Gesamtwert der GG-Allel-Triger konnte gegentber dem der GC- und
CC-Allel-Patienten als signifikant héher errechnet werden. Auffillig war, dass zum Krank-
heitsbeginn der Patienten kein signifikanter Unterschied in dem Schweregrad der Sepsis
(Sepsis und schwere Sepsis vs. septischen Schock) nachzuweisen war. In dem gewihlten Be-
obachtungszeitraum von 28 Tagen starben 18 % der TLR4-rs11536889-GG-homozygoten
Patienten und 17 % der TLR4-rs11536889-CG- und -CC-Allel-Triger. Das Ergebnis ist so-
mit nicht signifikant. Ebenfalls betrachteten wir den Zeitraum von 90 Tagen, in denen 30 %

der GG-homozygoten Patienten starben und 28 % der C-Allel-Triger. Dieses Ergebnis ist
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ebenfalls nicht signifikant, womit ein Einfluss des TLR4-rs11536889-Polymorphismus auf
die Mortalitit von Patienten mit Sepsis ausgeschlossen werden konnte. Eine signifikant hau-
figere Infektion durch gramnegative Bakterien konnte bei TLR4-rs11536889-CG- und -CC-
Allel-Tragern mit 81 % festgestellt werden, bei TLR4-rs11536889-homozygoten Patienten
nur mit 62 %. Die Untersuchung ergab einen Wert von p=0,0062 und ist sehr signifikant
(Mansur et al. 2014e).

In zwei Arbeiten, einer japanischen (K Sato et al. 2012) und einer amerikanischen (Anand et
al. 2007) Studie, wurde bereits der direkte Einfluss der TLR4-Expression als Antwort auf
LPS untersucht. In der Arbeit von Sato et al. wird dargestellt, dass Monozyten vom TLR4-
rs11536889-CC-Genotyp hohere TLR4-Level exprimieren als TLR4-rs11536889-GG- und -
GC-Genotypen (K Sato et al. 2012). Es wurden PBMCs mit LPS stimuliert und es lieBen
sich signifikant héhere Level von pro-inflaimmatorischem Zytokin IL-8 bei Zellen des TLR4
rs11536889 CC und GC darstellen im Vergleich zu den TLR4-rs11536889-GG-homozygo-
ten Zellen. Auf der Ebene der mRNA-Produktion von Monozyten der GG-, GC- und CC-
Genotypen zeigte sich kein signifikanter Unterschied. Dennoch ldsst das Ergebnis des er-
héhten TLR4-Levels bei TLR4-rs11536889-CC-homozygoten Patienten vermuten, dass die
TLR4-Proteinexpression mit der Antwort auf LPS assoziiert ist (K Sato et al. 2012). In der
zweiten Arbeit von Anand et al. wurde der Einfluss von TLR4 auf die Makrophagen wihrend
abdomineller Sepsis auf die bakterielle Phagozytose untersucht. Das Ergebnis zeigte eine
signifikante Zunahme der Phagozytose von Bakterien durch TLR4 auf Makrophagen, welche
insbesondere unter den Konditionen einer polymikrobiellen Sepsis verstirkt wird (Anand et
al. 2007). Zusammenfassend driicken diese Studien aus, dass der Signalweg der bakteriellen
Erkennung durch LPS und die Signalweiterleitung durch TLR4 einen Einfluss auf die
schwere der Infektion und des Krankheitsverlaufs haben. Diese Tatsache kénnte auf den
gedimpften TLR4-Signalweg der GG/GC-Allel-Triger verglichen mit den C-Allel-Trigern
zurtickgefithrt werden und lieBe sich daher so in dieser vorliegenden Arbeit widerspiegeln.
Die Erkenntnis, dass GG-Patienten eine gedimpfte TLR4-Expression aufweisen (K Sato et
al. 2012), kénnte die Ursache daftr sein, warum synthetische TLR4-Antagonisten keinen
klinischen Erfolg bei Patienten mit schwerer Sepsis brachten (Opal et al. 2013; Tidswell und
LaRosa 2011).

Die grundlegende Einschitzung und richtungsweisend fiir die Organfunktion ist die Eintei-

lung mittels des SOFA-Seores. Die Werte des SOFA-Scores in dieser Arbeit, die am Follow-up-
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Tag 1 erhoben wurden, lassen sich mit den Ergebnissen einer Studie an Patienten mit schwe-
rer Sepsis/septischem Schock vergleichen (Tabelle 7) (Blanco et al. 2008). Es ergab sich bei
uns ein durchschnittlicher SOFA-Score von 8,6 + 4,1 (9,6 £ 3,7 fur Blanco et al.) und ein
APACHE-II-Score von 21,3 £ 7,4 (25,5 £ 7,1 fir Blanco et al. 2008). Die Differenz in den
Scores kann daran erklirt werden, dass die Patienten unserer Studie ebenfalls mit Sepsis re-

krutiert wurden und somit weniger schwerwiegende Symptome zeigten.

In dieser Arbeit konnten signifikant hohere Werte fir drei Organsysteme von TLR4-
rs11536889-GG-homozygoten im Vergleich zu den C-Allel-Trigern dargestellt werden.

Im Lungen-SOFA-Sub-Score wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den Werten der
TLR4-rs11536889-GG-Patienten und den C-Allel-Trigern gefunden (Tabelle 8). Die Studie
von Russell et al. beschreibt das signifikante Lungenversagen als das hdufigste Organversa-
gen zu Beginn der Sepsis. Das Lungenversagen stellt ein haufiges und gut identifizierbares
Problem auf der ICU dar, das anhand regelmiBliger BGAs und radiologischer Kontrollen
erkannt werden kénnte (Russell et al. 2000). Aufgrund der guten Ressourcen auf der ICU
und der frithen Identifizierung des Lungenversagens kommt es wahrscheinlich zu einem
nicht signifikanten Unterschied zwischen den beiden Allel-Gruppen. Evaluiert wurde eben-
falls die Notwendigkeit der Beatmung (nicht invasiv und invasiv), welche bei den TLR4-
rs11536889-GG-homozygoten zu 75 % notwendig und bei den TLR4-rs11536889-GC- und
-CC-Patienten zu 74 % notwendig war (Tabelle 8) und somit als nicht signifikant zu be-
trachten ist (Mansur et al. 2014e).

Der Herz-Kreislauf-SOFA-Sub-Score, der den Blutdruck sowie den Gebrauch von vasoakti-
ven Medikamenten einschlieB3t, zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den TLR4-
rs11536889-Genotypen (Tabelle 8). In der Arbeit von Moreno et al. wurde beschrieben,
dass der Herz-Kreislauf-SOFA-Sub-Score den héchsten Einfluss auf das Krankheitsergebnis
der Patienten bei ICU-Entlassung hat (Moreno et al. 1999). Diese Aussage ist limitierend, da
sie sich auf die ICU-Patienten im Allgemeinen und nicht direkt auf die Patienten mit einem
septischen Krankheitsgeschehen bezieht. In einer chinesischen Studie wurde die Interaktion
zwischen einem TLR4-rs11536889-SNP und einem MyD88-SNP untersucht, um das Risiko
fir eine koronare Herzkrankheit (KHK) zu erértern (Sun et al. 2016). Der TLR4-MyD88-
anhingige Signalweg ist in der Entstehung und der Progression von Arteriosklerose beteiligt
(He et al. 2010). Es zeigte sich kein genetischer Effekt des TLR4 rs11536889 auf die Entste-
hung einer KHK, wobei die Kombination der beiden Gen-Polymorphismen ein signifikant
hoheres Risiko darstellt, eine KHK zu entwickeln (Sun et al. 2016). Hieraus kann gefolgert

werden, dass die Kombination der beiden Polymorphismen ein signifikant hoheres Risiko
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ergibt sowie eine relevante KHK. Der SOFA-Score hat wertvolle prognostische Aussagekraft
zur Krankenhausmortalitit bei schwer kranken Patienten mit Sepsis und nachgewiesener Hy-
potension von <90 mmHg (Jones et al. 2009). Der Gebrauch von Vasopressoren (wie No-
repinephrine oder Epinephrine) ergab jedoch keinen signifikanten Unterschied zwischen den
beiden Genotyp-Gruppen wihrend des gewiahlten Beobachtungszeitraums (Tabelle 8).
TLR4-rs11536889-GG-Patienten hatten einen hoheren Nieren-SOFA-Sub-Score, folglich trat
in dieser Gruppe signifikant hiufiger eine schwere renale Dysfunktion auf. In vorangegan-
genen Studien wurde bereits dargestellt, dass ein hoherer SOFA-Sub-Score mit einem akuten
Nierenversagen einhergeht (Hoste et al. 2003; Oppert et al. 2008). Da TLR4-rs11536889-
GG-Patienten eine geringere TLR4-Expression aufzeigen kénnen, sind unsere Ergebnisse
vereinbar mit den vorangegangenen Beobachtungen und zeigen, dass die reduzierte TLR4-
Expression bei chronischer Nierenerkrankung mit verringerter pro-inflammatorischer Zyto-
kinproduktion wihrend einer Infektion einhergeht (Ando et al. 2000).

Einen signifikant héheren Gerinnungs-SOFA-S#b-Score hatten die TLR4-rs11536889-GG-
Patienten gegentber den C-Allel-Trigern. Die TLR4-rs11536889-GG-Patienten hatten so-
mit eine stirkere Einschrinkung des Gerinnungssystems. Da die Gerinnung iiber ihre Medi-
atoren mit dem inflammatorischen System verkniipft ist, decken sich unsere Daten mit vo-
rangegangenen Beschreibungen (Okabayashi et al. 2004).

Es lag eine signifikant schwerere hepatische Dysfunktion bei TLR4-rs11536889-GG-Patien-
ten vor, die mittels des Leber-SOFA-Sub-Score detektiert wurde, indiziert durch eine schwere
direkte Hyperbilirubinimie. Dies wurde bereits in einer Veroffentlichung von Deng et al.
beschrieben (Deng et al. 2013). Hier wird hervorgehoben, dass wihrend einer Sepsis der
TLR4-Signalweg wichtig fur die LPS-Clearance in Hepatozyten ist. Zudem konnte die hepati-
sche Dysfunktion durch hepatotoxische pro-inflammatorische Zytokine verursacht werden,
welche von den lebereigenen Kupfferzellen wihrend einer frithen Sepsis-Phase gebildet wer-

den (Koo et al. 1999).

Bei der Analyse der 28-Tage- und 90-Tage-Mortalitit bestand keine signifikante Differenz
zwischen den TLR4-rs11536889-Genotypen. Das schwere Organversagen, das bei G-ho-
mozygoten Patienten beobachtet wurde, fithrte wahrscheinlich nicht zu einer erhéhten Mor-
talitit, da die Patienten ausreichend intensivmedizinisch versorgt wurden und somit die Or-
gandysfunktion angemessen therapiert wurde. Die Patienten wurden gemil3 den aktuellen
Guidelines der Sepsis-Therapie behandelt (Surviving Sepsis Campain) (Dellinger et al. 2013).
Des Weiteren wurde bei C-Allel-Trigern eine signifikant hohere Rate an gramnegativen In-

tektionen (81 %) im Vergleich zu GG-Patienten (62 %; p=0,0062) dokumentiert. Daraus
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ergibt sich, dass TLR4 das LPS von gramnegativen Bakterien erkennt und dass aufgrund
ihrer Rolle im angeborenen Immunsystem die hohere Anfilligkeit von C-Allel-Trigern ge-
geniiber gramnegativen Infektionen mit dem Polymorphismus assoziiert ist. Mogliche Erkld-
rungen hierfir konnten die Hochregulierung der TLR4-Expression in C-Allel-Trigern sein
und die hieraus folgende unmittelbare Erkennung des LPS der gramnegativen Bakterien in
septischen Patienten. Die Beschleunigung der Produktion von pro-inflaimmatorischen Zyto-
kinen fihrt letztlich zu dem klinischen Bild der gramnegativen Sepsis. Dieses Ergebnis
stimmt mit den Resultaten vorhergehender Arbeiten, die diesen Polymorphismus mit einer
erhohten Pradisposition fiir Infektionen beschreiben (Hishida et al. 2009; K Sato et al. 2012;
Zhou et al. 2011), tberein.

Fir die Bewertung der Morbiditit wurde zum Studieneinschluss am Tag 1 der Sepsis der
APACHE-II-Score erhoben. Dieser gilt fiir die Objektivierung des Gesundheitszustandes
zum Aufnahmezeitpunkt (Knaus et al. 1985). Im Patientenkollektiv dieser Arbeit konnte bei
den TLR-rs11536889-GG-homozygoten Patienten ein Mittelwert von 21,6 und eine Stan-
darddeviation von 7,4 und bei den C-Allel-Tridgern ein Mittelwert von 20,6 £ 7,6 ermittelt
werden. Diese Werte erweisen sich als nicht signifikant (Mansur et al. 2014e). Hierbei kann
sich ableiten lassen, dass das Patientenkollektiv unserer Studie zu Beginn der Sepsis nicht
signifikant unterschiedlich vorerkrankt war und eine dhnliche Krankheitsprognose hatte. Zu
Beginn des gewihlten Beobachtungszeitraums konnte im SOFA-Score ebenfalls kein signifi-
kanter Unterschied zwischen den Genotyp-Gruppen dargestellt werden (Tabelle 7). Dies
lisst sich auf die unterschiedliche Prisentation der Sepsis zu Erkrankungsbeginn und die
diversen Einfliisse wie Infektionserreger, die Genetik und die Komorbiditit zurickfihren

(Mansur et al. 2015b).

Zusammenfassend bleibt die Erkrankung Sepsis eine Belastung des Gesundheitssystems, da
sie mit einer hohen Sterblichkeit und langen Behandlungszeit einhergeht. Um die Diagnose-
stellung, den Krankheitsverlauf und die Prognose verlisslich zu steuern, wird es in Zukunft
nicht ausreichen, sich nur auf einen einzelnen Fokus einer Infektionsquelle zu konzentrieren.
Hierzu wurde im Jahr 2001 von der Infernational Sepsis Definition Conference die Predisposition,
Infection type, Response, Organ Dysfunction (PIRO)-Klassifikation entwickelt (sieche Kapitel 1.1.2,
Seite 2 (Marshall 2014). Dies Staging-Modell fiir Sepsis-Patienten ist angelehnt an das TNM-
Model fir Krebserkrankungen und wurde in der Annahme entworfen, den Patientenphino-
typ besser zu charakterisieren und somit eine Verbesserung der Gestaltung und Planung von
Studien, die zu einem groBeren Verstindnis der Pathophysiologie der Sepsis beitragen, zu

erreichen (Howell et al. 2011). In der Studie von Howell et al. wurden die Patientendaten wie
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Alter, Vorerkrankungen, Infektionsherd sowie organspezifische Parameter in Form eines
Punkte-Scoring-Systems im Sinne eines Stagings von Sepsis-Patienten untersucht. Gleichzei-
tig kam die Idee, dieses System mit weiteren Parametern wie genetischen und biochemischen
Markern zu erginzen, zum Ausdruck (Howell et al. 2011). Mit der Frage der Pridisposition
tir einen schweren Krankheitsverlauf und eine erhohte Mortalitit bei Sepsis-Patienten haben
sich einige aktuelle Studien befasst. Der Einfluss von drei genetischen Polymorphismen auf
den Verlauf und die Prognose stellt besonders in unserer Arbeitsgruppe einen Schwerpunkt
dar. So konnte eine Assoziation der genetischen Variation des Programmed Cell Death 1 Protein
(PD-17) mit einer erh6hten Morbiditit und einer erhéhten 90-Tage-Mortalitit durch Mansur
et al. nachgewiesen werden (Mansur et al. 2014c). Mansur et al. bestitigten ebenfalls den
Einfluss einer chronischen Niereninsuffizienz im Vergleich zu anderen chronischen Erkran-
kungen auf eine signifikant ethohte 90-Tage-Mortalitit (Mansur et al. 2015d). Bei Patienten
mit der genetischen Variation im CD74-Genlokus wurde ein Ubetlebensvorteil belegt
(Mansur et al. 2015f). Diese Erkenntnisse zusammen mit den Ergebnissen der vorliegenden
Dissertation ergeben einige prognostisch relevante Einflussfaktoren fir den Krankheitsver-
lauf und die Mortalitit von Sepsis-Patienten. Unabhingig vom Einfluss genetischer Poly-
morphismen auf den Krankheitsverlauf von Sepsis-Patienten konnte in weiteren For-
schungsarbeiten von Mansur et al. eine erthohte Mortalititsrate bei Sepsis-Patienten mit einer
primiren Bakteridmie im Vergleich zu Patienten mit pulmonalem oder abdominellem Infekt-
fokus belegt werden (Mansur et al. 2015b). Ebenfalls wurden der positive Effekt von konti-
nuierlicher Statin-Therapie bei Patienten mit schwerer Acute Respiratory Distress Syndrome
(ARDS)-assoziierter Sepsis und der positive Effekt von bestehender Statin-Therapie vor der

Sepsis-Erkrankung bestitigt (Mansur et al. 2015a).

Eine mogliche Beschrinkung dieser Arbeit konnte sein, dass der untersuchte TLR4-
rs11536889-SNP durch die Kopplung zu einem anderen SNP in einem anderen nahen Gen
in Kombination zu dem beobachteten Phianotyp fihrt.

Unserem Wissen nach ist dies die erste Studie, die diesen méglicherweise regulierenden Po-
lymorphismus in Bezug auf einen Rezeptor im angeborenen Immunsystem erwachsener
Kaukasier, die an Sepsis erkrankt sind, auswertet und eine signifikante Assoziation zwischen
dem TLR4-rs11536889-GG-Genotyp und der Schwere der Organdysfunktion aufzeigt
(Renal, Koagulativ, Hepatisch). Aufgrund dieser Ergebnisse ist zu empfehlen, weitere Mes-
sungen am TLR4-rs1536889-Polymorphismus auf Relevanz hinsichtlich des Krankheitsbil-

des Sepsis in groBeren, unabhingigen Kohorten durchzufithren.
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5 Zusammenfassung

Die Untersuchungen dieser Arbeit galten der Erfassung des Zusammenhangs zwischen dem
Genotyp des TLR4 1511536889 GG, CG/CC und der Organfunktion (gemessen an dem
SOFA-Score) in Sepsis-Patienten. Der im Fokus stehende SNP 1511536889 im TLR4-Rezep-
torgen als Teil der Erkennungskaskade des bakteriellen LPS im Organismus ldsst vermuten,
dass die TLR4-Proteinexpression von der LPS-Prisenz abhingig ist und einen Einfluss auf
die Organdysfunktion in kritisch kranken Patienten mit septischem Krankheitsbild hat. Es
wurden zu der Zeit der Auswertung des Datensatzes fiir diese Arbeit 212 Patienten in einer
Datenbank rekrutiert. Die eingeschlossenen Patienten wurden nach den Sepsis-Kiriterien fir
die Studie ausgewihlt. Die Ergebnisse der Genotypisierung und der Genexpression des
TLR4 SNP 1511536889 wurden ebenso wie die Werte der Organfunktion iiber einen Zeit-
raum von 28 Tagen in eine Datenbank eingepflegt. Die Beurteilung der Organfunktion er-
folgte mittels des SOFA-Scores und des APACHE-II-Seores. Zudem wurde 90 Tage nach Ein-
schluss in die Studie eine Uberlebenskontrolle durchgefiihrt.

In unseren Untersuchungen ergaben sich signifikant hohere SOFA-Werte fur die TLR4-
rs11536889-GG-Patienten verglichen mit den Werten der TLR4-rs11536889-GC- und -CC-
Patienten. Anhand der SOFA-Sub-Scores wurden ebenfalls signifikante Unterschiede beo-
bachtet, zum einen war der Nieren-SOFA-Sub-Score signifikant erhoht in TLR4-rs11536889-
GG-Patienten gegentiber dem der C-Allel-Tréiger, das heil3t, diese Gruppe von Sepsis-Pati-
enten neigte eher zu einer renalen Dysfunktion in den 28 ausgewerteten Tagen. Zum anderen
trat eine schwerere hepatische Dysfunktion bei TLR4-rs11536889-GG-Patienten auf. Dar-
tber hinaus war ein signifikant erhéhter Sofa-Sub-Score der Gerinnung bei TLR4-rs11536889-
GG-Patienten zu verzeichnen. Betrachtet man die Mortalitit nach 28 Tagen sowie nach 90
Tagen, zeigt sich jedoch kein signifikantes Ergebnis. Zusammenfassend hat sich unsere Ver-
mutung, dass der TLR4-rs11536889-Genotyp Einfluss auf den Krankheitsverlauf von septi-

schen Patienten hat, passend zu den vorbekannten Daten bestitigt.
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