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Einleitung

1. Einleitung

In der vorliegenden Arbeit sollen verschiedene pathophysiologische Ablaufe und Zu-
sammenhange, die im Rahmen einer Sepsis stattfinden, analysiert werden. In der Ein-
leitung wird daher zunachst ein thematischer Abriss Uber das aktuelle Wissen zur Sep-

sis geboten, um dann daraus die sich ergebenen Fragestellungen zu entwickeln.
1.1. Geschichte der Sepsis

Um sich dem groRen Thema der Sepsis zu nahern, wird im Folgenden zunachst ein
geschichtlicher Uberblick tber die Entwicklung des Sepsisbegriffes und das Verstand-
nis der Sepsis dargestellt. Es zeigt sich, wie sehr sich das Bild von der Antike bis zur

Gegenwart gewandelt hat.
1.1.1. Vom Altertum bis zur Neuzeit

Die Entwicklung einer Sepsis gehort schon seit jeher zu den gefurchtetsten Komplikati-
onen nach Verletzungen oder Operationen. Schon 2735 v.Chr. beschrieb der chinesi-
sche Kaiser Cheng Nung die Verwendung bestimmter Krauter zur Behandlung einer
Blutvergiftung. Das Wort Sepsis wird hingegen aus dem griechischen abgeleitet und
mit faul machen Ubersetzt. Schon Hippokrates (ca. 460 bis 370 v.Chr.) benutzte den
Begriff Sepsis und auch Ibn Sina (979-1037) beschrieb die Sepsis als Faulnis des Blu-
tes, die mit Fieber einhergeht. Der so in der Antike gepragte Begriff hielt sich bis ins 19.
Jahrhundert (*,?).

Uberlegungen zur Pathophysiologie gab es hingegen kaum. Herrmann Boerhave (1668
- 1738) postulierte, dass die Sepsis durch schadliche Substanzen in der Luft ausgeldst
wirde. Im 18. Jahrhundert stellte John Pringle, ein britischer Militérarzt, Beobachtun-
gen zu septischen und anti-septischen Substanzen auf und begriindete somit das Kon-
zept der Behandlung und Pravention der Sepsis (3,%).

Justus von Liebig machte wiederum Anfang des 19. Jahrhunderts den alleinigen Kon-
takt von Sauerstoff mit einer Wunde als Ursprung der Sepsis aus. Ignaz Semmelweis
(1818 - 1865) nahm an, dass mangelnde Hygiene der Grund war fir die Entwicklung
des Kindbettfiebers, der Sepsis bei Wochnerinnen. Er vermutete kleinste Leichenteile,
die durch die Medizinstudenten aus der Pathologie auf die Frauen Ubertragen wurden
als Ursache, wahrend Louis Pasteur (1822 - 1895) bei seiner Arbeit GUber Faulnis und

Verwesung kleinste, einzellige Lebewesen entdeckte und sie als Bakterien oder Mikro-

! Vgl. Hernandez B. und Florian P. 2012.
2 Vgl. Deutsche Sepsis Gesellschaft 2012.
° Vgl. Hernandez B. und Florian P. 2012.
* Vgl. Deutsche Sepsis Gesellschaft 2012.
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ben bezeichnete. Er stellte die Vermutung auf, dass diese Einzeller Krankheitserreger
waren und fand auf3erdem heraus, dass die Bakterien durch Erhitzen abgetdtet werden
kénnen (°,°).

In die Praxis umgesetzt wurden die Beobachtungen von Semmelweis und Pasteur das
erste Mal von Joseph Lister, der in seiner chirurgischen Abteilung die Sterblichkeit
nach Amputationen durch Haut- und Geratedesinfektion dramatisch senken konnte. Im
Gegensatz zu Ignaz Semmelweis vermochte er jedoch seine Kollegen von der Sinnhaf-
tigkeit seiner MalRnahmen zu Uberzeugen und so wandelte sich das Bild der Sepsis
von der Faulnis zu einer bakteriellen Krankheit. Der Professor fur Innere Medizin in
Hamburg Hugo Schottmiller (1876 - 1936) stellte erstmals eine moderne Definition der

Sepsis auf:

"Eine Sepsis liegt dann vor, wenn sich innerhalb des Kérpers ein Herd
gebildet hat, von dem konstant oder periodisch pathogene Bakterien in
den Blutkreislauf gelangen und zwar derart, dass durch diese Invasion

subjektive und objektive Krankheitserscheinungen ausgelést werden." (7

Trotz dieser Wandlung des Sepsisverstandnisses blieb die Sterblichkeit hoch und erst
mit der EinfUhrung der Antibiotika nach dem 2. Weltkrieg konnte sie weiter gesenkt
werden. Jetzt begann auch die Evolution der modernen Intensivmedizin, deren Patien-

tengut zu einem groRen Teil aus Sepsis-Patienten besteht (°).
1.1.2. Die Entwicklungen in der zweiten Halfte des 20. Jahrhunderts

Der Anstol3 zur Entwicklung der bis ins Jahr 2016 bestehenden Sepsisdefinition kam
1967. Ashbough und Mitarbeiter beschrieben bei septischen Patienten eine schwere
Lungenerkrankung, die aus schwerer Atemnot, Verlust der Lungendehnbarkeit und
Flussigkeitseinlagerung bestand und bezeichneten sie als Adult Respiratory Distress
Syndrome (ARDS) (°). Die Entdeckung, dass diese eine Folge der Entziindungsreakti-
on ist, somit durch vom Koérper produzierte Substanzen ausgeldst wird, fuhrte 1989 zur
folgenden Formulierung durch den US-amerikanischen Intensivmediziner Roger C.
Bone (1941-1997):

° Vgl. Deutsche Sepsis Gesellschaft 2012.
6 Vgl. Hernandez B. und Florian P. 2012.
" Deutsche Sepsis Gesellschaft 2012.

® Vgl. Adam et al. 2004.

% Vgl. Ashbaugh et al. 1967.
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"Sepsis ist definiert als eine Invasion von Mikroorganismen und/oder ihrer
Toxine in den Blutstrom zusammen mit der Reaktion des Organismus auf

diese Invasion.” (°)

Damit wurde nun das erste Mal auch der Reaktion des Korpers eine Bedeutung beim

Krankheitsbild der Sepsis zugemessen. Von Roger C. Bone stammt aus dem Jahre

1992 die Definition zum Systemischen Inflammatorischen Response-Syndrom (SIRS).

Fir die Diagnose der SIRS missen mindestens zwei der folgenden Diagnose-Kriterien

erfullt sein:

Korpertemperatur > 38 °C oder < 36 °C

Herzfrequenz > 90/min (Tachykardie)

Tachypnoe: Atemfrequenz > 20/min oder Hyperventilation mit pCO2< 4,3 kPa
(33 mmHg)

Leukozytose (>12000/ul) oder Leukopenie (<4000/ul) oder Linksverschiebung
(d. h. > 10 % unreife Leukozytenformen im Differentialblutbild). (")

Eine Sepsis ist durch die Diagnose der SIRS und den Nachweis einer Infektion defi-

niert. Dieser wird durch den mikrobiologischen Befund oder klinische Kriterien erbracht.

Bone definierte dartber hinaus weitere haufig vermischte Begriffe:

Infektion: Nachweis einer pathologischen Besiedelung des Kdrpers mit
Mikroorganismen

Bakteriamie: Nachweis lebender Bakterien im Blut

Multiorganversagen: Kombination mehrerer Organdysfunktionen, die jede flr

sich unbehandelt eine vitale Bedrohung darstellt (2).

FUr die Diagnose einer schweren Sepsis muss zusatzlich zu den Kriterien der Sepsis

mindestens ein Kriterium einer Organdysfunktion erflillt sein:

Enzephalopathie
Arterielle Hypotension
Hypoxie

Akutes Nierenversagen

Metabolische Azidose (**)

Ein Septischer Schock ist gegeben bei den Kriterien flr eine Sepsis sowie flr wenigs-

tens eine Stunde ein systolischer arterieller Blutdruck unter 90 mmHg bzw. ein mittlerer

' Bone et al. 1992.

"vgl. Bone et al. 1992.
'2vgl. Bone et al. 1992.
¥ vgl. Bone et al. 1992.
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arterieller Blutdruck < 65 mmHg oder der notwendige Vasopressoreinsatz, um den sys-
tolischen arteriellen Blutdruck > 90 mmHg bzw. den arteriellen Mitteldruck > 65 mmHg
zu halten. Die Hypotonie besteht trotz adaquater Volumengabe und ist nicht durch an-
dere Ursachen zu erklaren. Der Septische Schock ist als Teilmenge der schweren
Sepsis zu betrachten, hat jedoch eine deutlich schlechtere Prognose als die schwere
Sepsis in ihrer Gesamtheit ().

Fast genau 10 Jahre nach den Begriffsdefinitionen durch Roger C. Bone trafen sich
2003 Experten aus aller Welt, um Uber den Erfolg der Sepsisdefinitionen und deren
Weiterentwicklung nachzudenken. Sie kamen zu dem Schluss, dass die Konzepte
prinzipiell fir die Klinik natzlich sind, jedoch weder ein prazises Staging ermdglichen
noch spezifische Kriterien bieten. Sie beschlossen die Entwicklung des hypothetischen
PIRO-Modells. Es sollte eine differenziertere Prognoseabschatzung erlauben und zu
individuellen Therapieentscheidungen verhelfen. Angelehnt an das aus dem Tumor-
staging stammende TNM-System sollte auch fur die Sepsis ein Stufenkonzept zur

Schweregradeinteilung entwickelt werden (*°).

Prédisposition: Unter Pradisposition werden Faktoren wie vorbestehende
Krankheiten, Alter, Geschlecht oder auch die ethnische Herkunft gefasst.
Zukunftig soll auch die Messung genetischer Polymorphismen (z.B. im
TNF-alpha Gen) zur Prognoseabschatzung beitragen.

Infektion: Unter Infektion werden Faktoren wie die Keimbestimmung und
deren Resistenzen sowie die Infektionsquelle gefasst. Zukiinftig soll auch
die Messung mikrobiologischer Produkte (DNA, RNA, Endotoxine,...) zu ei-
ner optimalen, individuellen Therapie beitragen.

Response: Unter Response werden die Reaktionen des Korpers (z.B.
Fieber, CRP, Schock,...), die Symptome der Sepsis gefasst. Zukilinftig sol-
len spezifische Marker sowohl fir eine aktive Inflammation als auch eine
Immunsuppression (z.B. durch Microarrayanalysen) zur Prognoseabschat-
zung beitragen und die Therapie optimieren.

Organdysfunktion: Die Organdysfunktion wird anhand der Anzahl funkti-

onsgestorter Organe abgeschatzt. Zukinftig soll dies durch die Messung
der zellularen Antwort (z.B. Apoptose, Reaktion auf Hypoxie, Anergie,...)
erfolgen und eine friihzeitige Behandlung ermdglichen.

Die Vorteile dieses Konzepts liegen in der spezifischen Einteilung einzelner Kompo-
nenten der Sepsis ('°). Durchgefiihrte Untersuchungen zeigen positive Ergebnisse und

ergeben flr das Modell mdgliche Vorteile bei der frihen Auswahl des Therapieplans

" Vgl. Reinhart et al. 2006.
'*vgl. Angus et al. 2003.
'® vgl. Gerlach 2006.
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entsprechend des Sterberisikos (') und eine bessere Vorhersage der Mortalitat septi-
scher Patienten als der SOFA-Score ('®). Trotzdem ist die Umsetzung bislang vorallem

in Studien erfolgt und hat sich in der Praxis nicht flichendeckend durchgesetzt (*°).
1.1.3. Die Gegenwart

1.1.3.1. Sepsis-3

Die Definition der Sepsis als Infektion mit mindestens zwei SIRS-Kriterien wurde mit
neuen Erkenntnissen zur Sepsis zunehmend hinterfragt und als zu unspezifisch ange-
sehen (°). Neuere Studien zeigten dagegen die Bedeutung des bestehenden Gewe-
beschadens und der Organdysfunktion auf, was den Ansto} zur Entwicklung einer
neuen Sepsisdefinition brachte (*'). Es wurde daher eine weitere Konsensuskonferenz
zur Erstellung einer neuen, evidenzbasierten Sepsisdefinition zusammengerufen. Das
Ergebnis lautete 2016:

,oepsis ist definiert als lebensbedrohliche Organdysfunktion aufgrund

einer inaddquaten Wirtsantwort auf Infektionen.“ (%)

Der Begriff der schweren Sepsis ist damit redundant und soll nicht mehr verwendet
werden. Der septische Schock umfasst nach neuer Definition sowohl zirkulatorische als
auch metabolische Veranderungen und wird daher zusatzlich durch eine Laktatserum-
konzentration von mehr als 2 mmol/l nach Volumensubstitution definiert.

Zur Einschatzung der Organdysfunktion wird das Sepsis-related Organ Failure Asses-
sment (SOFA) verwendet, genauer der mit diesem bestimmte SOFA-Score. Auf diesen
wird in Kapitel 1.3.3. genauer eingegangen. Eine Abwandlung vom SOFA-Score zur
schnelleren, klinischen Einschatzung ausserhalb der Intensivstation ist der quick-
SOFA- oder gSOFA-Score entwickelt worden, der nur aus drei klinischen Kriterien be-
steht (vergleiche Kapitel 1.3.3) (*®).

Erste Zweifel an der Uberlegenheit der neuen Sepsisdefinition sind bereits geduRert
worden. Die Zukunft wird zeigen inwieweit sich neue Therapieansatze ergeben werden

und ein besseres Uberleben septischer Patienten erreicht werden kann (*,%).

'"Vigl. Moreno et al. 2008.

'8 \/gl. Macdonald et al. 2014.
'9'v/gl. Marshall 2013.

2 v/gl. Vincent et al. 2013.
2'vgl. Singer et al. 2016.

2 Singer et al. 2016.

2 v/gl. Singer et al. 2016.
**\vgl. Schmoch et al. 2017.
# vgl. Peach 2017.
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1.1.3.2. Epidemiologie

In der Gegenwart hat die Sepsis eine ungebrochen hohe Bedeutung. Zahlen aus den
USA zeigen, dass dort etwa 215.000 Patienten jahrlich an den Folgen einer Sepsis
versterben. Damit liegt die Mortalitatsrate bei 28,6% und ist somit vergleichbar mit der
des Herzinfarkts. Die Inzidenz in den Vereinigten Staaten liegt dabei bei 300 pro
100.000 (0,3%) mit steigender Tendenz (*®,%").

In Deutschland kommt es jahrlich zu 52.000 bis 75.000 Fallen. Hier kann man im Mittel
mit 5 Sepsisfallen auf 1000 Krankenhauspatienten rechnen. Auf deutschen Intensivsta-
tionen betragt die Pravalenz der Sepsis 11 - 14% und die der schweren Sepsis zu-
sammen mit dem Septischen Schock 10 - 12%. 36% der Patienten mit schwerer Sep-
sis hatten eine zu Grunde liegende ambulant erworbene Infektion. Von diesen waren
wiederum 40% chirurgische Notfélle. Die Gesamtmortalitat der schweren Sepsis liegt

bei bis zu 55% und im Septischen Schock bei 62% (*).

Mortalitdtsrate
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Abbildung 1: Verlauf der Mortalitatsrate septischer Patienten seit 1979 (adaptiert
nach ?°): Im Verlauf von {ber 20 Jahren ist die Mortalititsrate nur leicht gesunken. Die
Schwankungsbreite ergibt sich durch unterschiedliche Daten in verschieden Studien.

Blickt man auf die Entwicklung seit 1979 zurlck, wird der geringe Fortschritt bei den
Behandlungserfolgen erkennbar. Die generelle Mortalitat bei einer Sepsis ist in 30 Jah-

ren nur leicht gesunken und stagniert mit ca. 20% auf hohem Niveau (*°).

% Vgl. Angus und Wax 2001.

2T \/gl. Mayr et al. 2014.

% \/gl. Engel et al. 2007.

*vgl. Engel et al. 2007.

%9 v/gl. Christaki und Opal 2008.
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Es wird deutlich, dass Sepsis ein gro3es Problem in der heutigen Medizin darstellt und

weitere Bestrebungen fir eine bessere Behandlung unternommen werden mussen.
1.2. Atiologie der Sepsis

Die Ursachen fur eine Sepsis sind vielfaltig. Herde fir eine Streuung von Krankheitser-
regern kénnen im gesamten Korper entstehen. Im Folgenden wird daher zunachst ein
Uberblick (iber die verschiedenen Krankheiten und Zustéande gegeben, die einer Sep-
sis zu Grunde liegen kénnen. AnschlieRend wird das Erregerspektrum der Sepsis er-
lautert um dann, als Basis fur die vorliegende Arbeit, auf das Polytrauma als Sepsisur-

sache naher einzugehen.
1.2.1. Uberblick Ursachen der Sepsis

In der Allgemeinbevdlkerung ist die mit Abstand am haufigsten einer Sepsis zu Grunde
liegende Krankheit eine Lungenentziindung. Im Vergleich Uber alle Altersstufen liegen
Polytraumata insgesamt an fiinfter Stelle. Beschrankt man sich auf die Patienten bis zu
einem Alter von unter 50 Jahren, wandelt sich das Bild und schwere Traumata nehmen
den ersten Platz der Sepsisursachen ein. Die Sepsis nach Polytrauma ist also eher
eine Erkrankung des jungen Alters, wahrend flir Pneumonien alte Menschen sowie
Neugeborene pradisponiert sind (*").

Eine allgemeine Ubersicht (iber Ursachen einer Sepsis bietet Abbildung 2.

Ursachen einer Sepsis

M Pneumonie

H Bakteridmie ohne
identifizierten Herd

® Harnwegs- und
Genitalorganinfektionen

M Infektion der Bauchorgane

B Wund und
Weichteilinfektionen
m Katheterinfektion

Infektionen des ZNS

i Herzklappenentziindung

Andere, unspezifiziert

Abbildung 2: Ursachen einer Sepsis (Daten aus *)): In der Ursachenstatistik unab-
hangig vom Alter liegt die Pneumonie an erster Stelle. Ihren Anteil machen jedoch vor

*"'vgl. Angus und Wax 2001.
%2Vgl. Mayr et al. 2014.
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allem altere Patienten aus. Wund- und Weichteilinfektionen liegen tber alle Altersstu-
fen hinweg nur an 5. Stelle.

1.2.2. Erregerspektrum der Sepsis

Waren in den 70er und 80er Jahren noch gram-negative Erreger, wie beispielsweise
Escherichia coli, hauptsachlich fir Sepsis verantwortlich, ist heutzutage die Prozent-
zahl gram-positiver Erreger, beispielsweise Staphylokokken und Streptokokken, deut-
lich angestiegen. Zum Erregerspektrum der Sepsis gehdren neben den Bakterien in
den letzten zwei Jahrzehnten zunehmend Pilze, hier vor allem Candida- und in gerin-
gerem Male Aspergillus-Spezies. Auch eine virale Infektion ist als Sepsisursache
méglich (*%).

Eine international angelegte Studie konnte in 70% der Patienten einen oder mehrere
Erreger nachweisen (*). Hierbei wurden bei 47% gram-positive und bei 62 % gram-
negative Bakterien isoliert. Bei 19% der Patienten wurden Pilzinfektionen nachgewie-
sen. Die haufigsten gram-positiven Bakterien waren Staphylococcus aureus (20%), die
haufigsten gram-negativen Bakterien waren Pseudomonas spezies (20%) und E-
scherichia coli (16%) (*°).

Das Erregerspektrum ist zudem abhangig vom Alter der Patienten und dem Vorliegen
von Grundkrankheiten. Auch der Ort der Infektion beeinflusst das Keimspektrum. Pati-
enten, die eine Sepsis wahrend ihres Krankenhausaufenthaltes entwickeln (noso-
komiale Sepsis), haben potenziell andere Erreger als Patienten mit einer auf3erhalb

des Krankenhauses erworbenen Infektion (*°).
1.2.3. Das Polytrauma

Da in der vorliegenden Studie das Polytrauma als Ausgangspunkt einer Sepsis gewahlt
wurde, soll nun naher auf dieses eingegangen werden.

Das Polytrauma ist definiert als die Verletzung mehrerer Kérperregionen oder Organ-
systeme, wobei mindestens eine Verletzung oder die Kombination mehrerer Verletzun-
gen vital bedrohlich ist. Zu unterscheiden ist die Mehrfachverletzung ohne vitale Be-
drohung oder die schwere, lebensbedrohlichen Einzelverletzung, das Barytrauma.

In Industrielandern stellen Unfélle die haufigste Todesursache bei Personen unter 45
Jahren. Da es in Deutschland bis jetzt keine amtliche statistische Erhebung zum Poly-
trauma gibt, fehlen hier genaue Daten zur Inzidenz des Polytraumas. Die angegebene

Anzahl der Falle in Deutschlang schwankt zwischen 20.000 bis 35.000 Fallen pro Jahr

%3 \gl. Martin 2012.
* Vgl. Vincent et al. 2009.
% vgl. Vincent et al. 2009.
% vgl. Martin 2012.
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(*,%). In Deutschland stellen dabei mit ca. 90% die stumpfen Verletzungen den gréR-
ten Anteil, wahrend in anderen Landern wie zum Beispiel den Vereinigten Staaten, wo
Schussverletzungen eine groRere Rolle spielen, perforierende Verletzungen eine gro-
Rere Bedeutung innehaben. Hier wie dort sind mehr Manner betroffen (*). Die Ge-
samtletalitat eines Polytraumas liegt ungeachtet der Ursache bei ca. 20%. 1970 lag sie
noch bei ca. 40%, konnte jedoch durch verbesserte Standards im Traumamanagement
deutlich gesenkt werden (*°).
Fur die Klassifikation des Schweregrades werden verschiedene Einteilungen ver-
wendet. Zwei der gebrauchlichsten sind die Glasgow Coma Scale und der hier ver-
wendete Injury Severity Score (ISS) (*'). Dieser basiert auf der Abbreviated Injury Sca-
le (AlS). Der AIS bewertet jede Einzelverletzung mit einer Punktzahl von 1 bis 6 Punk-
ten (leicht bis nicht Gberlebbar). Fur den ISS wird von 6 Kdrperregionen (Schadel und
Hals, Gesicht, Thorax, Abdomen, Extremitaten, Weichteil) der AIS-Wert bestimmt. Die
Punkte der 3 am schwersten betroffenen Regionen werden quadriert und ergeben zu-
sammenaddiert den ISS. Ein AIS von 6 Punkten in irgendeiner Region bedeutet auto-
matisch einen ISS von 75 Punkten (= Maximalwert) (*%).
Zu den haufigsten Komplikationen des Polytraumas zahlen SIRS, Sepsis und der Sep-
tische Schock. Bei fast allen schwersttraumatisierten Patienten kommt es zu einer
starken Immunantwort, es entwickelt jedoch nur ein Teil ein Systemisches Inflammato-
risches Response-Syndrom (SIRS), eine Sepsis oder einen Septischen Schock (*®).
Die Entwicklung einer Sepsis nach Trauma schwankt stark mit der Schwere der Verlet-
zung. Eine Untersuchung in den USA gibt die allgemeine Sepsisrate nach Trauma mit
etwa 2% an. Sie steigt jedoch schon ab einem ISS von 15 um das sechsfache und ab
einem ISS von 30 um das sechzehnfache an. In Deutschland fand eine Studie bei
Schwerverletzten mit einem mittleren ISS von 22,2 eine Sepsisrate von 11,6% (*),
eine andere Studie erhielt einen Wert von 10,2% (*°).
Das Polytrauma als Sepsisursache bietet sich somit fiir die Verwendung in einer Studie
an, um mogliche Fehlerquellen durch bei Probanden bestehende Begleiterkrankungen
zu vermeiden. Diese treten vor allem bei alteren Menschen auf. Da Polytraumata wie-
derum zu einem grofien Anteil bei jungen Menschen vorkommen, ist von ansonsten

weitestgehend gesunden Probanden auszugehen.

*"'Vgl. Kiihne et al. 2006.

%8 \/gl. Debus et al. 2015.

% vgl. Kiihne et al. 2006.
*0vgl. Stahel et al. 2005.
*'Vgl. Baker et al. 1974.
*2\/gl. Baker et al. 1974.

3 Vgl. Keel und Trentz 2005.
**vgl. Osborn et al. 2004.

* vgl. Wafaisade et al. 2011.
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1.3. Diagnostik

Neben den bereits oben aufgeflhrten Kriterien fir die Diagnosestellung der septischen
Krankheitsbilder werden im Folgenden weitere laborchemische Parameter und Score-

systeme fur eine umfassende Diagnostik aufgefuhrt.
1.3.1. Einzelwerte

Allgemein lasst sich Gber die Messung von Laborparametern sagen, dass sie als ein-
zeln stehende Messergebnisse nur einen geringen Aussagewert fur die Diagnostik und
Prognoseabschatzung einzelner Patienten haben. Erst in Kombination mit anderen
Werten oder auch durch eine Beobachtung im Zeitverlauf lassen sich genauere

Schllsse ziehen.
1.3.1.1. C-reaktives Protein und Leukozytenzahl

Die klassischen Entziindungsparameter C-reaktives Protein (CRP) und die Messung
der Leukozytenzahl sind auch in der Sepsisdiagnostik haufig verwendete Parameter.
Problematisch ist, dass sowohl eine Leukozytose als auch eine Leukopenie auf eine
Sepsis hinweisen kénnen. Auch normale Werte schlieRen eine Sepsis nicht aus. Nach-
teil des CRPs ist seine verzdgerte Reaktionszeit von 24 - 48 Stunden und seine lange
Halbwertzeit und somit langsame Rucklaufigkeit auch bei klinischer Besserung des

Patienten (*°).
1.3.1.2. Serumprocalcitonin

Studienergebnisse belegen flr das Serumprocalcitonin die beste Korrelation aller La-
borparameter mit dem Schweregrad der Infektion. Bei einem cut-off Punkt von 1,1
mg/ml wurden eine Sensitivitdt von 97% und eine Spezifitat von 78% zur Unterschei-
dung zwischen SIRS und Sepsis Patienten gefunden (*'). Verglichen mit dem CRP-
Wert ermdglicht eine Bestimmung des Serumprocalcitonin (PCT) eine bessere Unter-
scheidung von viralen zu bakteriellen Infekten (**). Zunehmend gibt es dariiber hinaus

Erfolge bei der Therapiesteuerung durch Messung von PCT (*°,%).

1.3.1.3. Zytokine

Verschiedene Zytokine wie IL-1, IL-6, 1I-8, 1I-10, TNFalpha und deren Rezeptoren kon-
nen im Blut septischer Patienten vermehrt nachgewiesen werden. Dabei scheint vor

allem die Messung von IL-6 zur Prognoseabschatzung geeignet zu sein. Es ist ein fru-

6 vgl. Dellinger et al. 2013.
*"Vgl. Harbarth et al. 2001.
*8Vgl. Nargis et al. 2014.
*9vgl. Bloos et al. 2016.

%% vgl. Schuetz et al. 2013.
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her Indikator fur die systemische Entziindung, Gewebeschadigung, Hypoxie und Infek-
tion (*'). Auch der I6sliche TNF-Rezeptor kann aufgrund seiner l&ngeren biologischen
Halbwertzeit zur Beurteilung des Letalitatsrisikos verwendet werden, wie bei herzchi-

rurgischen Patienten nachgewiesen wurde (*9).
1.3.1.4. Lipopolysaccharid bindendes Protein

Als Akute-Phase-Protein bindet das Lipopolysaccharid bindendes Protein (LBP) bei
Infektionen Lipopolysaccharide und dient somit als Marker bakterieller Infektionen und
ist nach neuesten Studien ebenfalls bei Pilzinfektionen erhéht. LBP hat als initialer
Marker fur Sepsis bei Sauglingen (junger als 48 h) Vorteile gegentber IL-6 und PCT.
Bei Sauglingen alter als 48h hat sich jedoch gezeigt, dass sie gleichwertig mit der PCT-

Bestimmung sind (*°).
1.3.2. Inmunparalyse

Nach aktuellen Forschungsergebnissen erweist sich die Messung der Immunkompe-
tenz als prognostisch aussagekraftig. Diese lasst sich durch die Bestimmung der Major
Histocompatibility Complex (MHC) class 2 Rezeptor Expression auf Monozyten oder
der Ex-vivo-TNFalpha Produktion nach LPS Stimulation abschatzen. Zukuinftig wird
auch die Messung der TH1/TH2 Balance oder von CD64 als Parameter fiir die Stimula-

tion von Neutrophilen Granulozyten angestrebt (**).
1.3.3. Scoresysteme

Neben der eigentlichen Diagnose bereitet vor allem die Einteilung des Schweregrads
der Sepsis Probleme. Hierbei hat sich im weitlaufigen Bereich der relativ einfache
APACHE Il Score zur quantitativen Beurteilung des Zustands und der Prognose der
Patienten durchgesetzt.

Der APACHE Il Score setzt sich aus der Summe dreier Einzelscores zusammen: dem
aus 12 physiologischen Parametern gewonnenen Akuter Physiologischer Score (APS),
einem Wert fur das Alter des Patienten (max. 6 Punkte) und einem Wert, der den chro-
nischen Krankheitszustand des Patienten beurteilt (max. 5 Punkte) (*°).

Je groRRer der Gesamtwert des APACHE Il Scores ist, desto hdher ist der Schweregrad
der Erkrankung. Der APACHE Il Score korreliert negativ mit der Prognose der Sepsis.

T vgl. Giannoudis et al. 2004.
%2 \/gl. Cavaillon et al. 2003.

%% \/gl. Giannoudis et al. 2004.
**Vgl. Lukaszewicz et al. 2009.
*®Vgl. Knaus et al. 1985.
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Der positive Vorhersagewert des APACHE Il Scores wird mit 80 % angegeben, wah-
rend die Spezifitat bei etwa 98% liegt (*°).
Zur Beurteilung des Schweregrades der Organdysfunktion kann das Sepsis-related
Organ Failure Assessment (SOFA), genauer der durch dieses bestimmte SOFA Score
verwendet werden, der von der Europaischen Intensivmedizinischen Gesellschaft ent-
wickelt wurde. Er teilt jedem Organsystem einen Parameter zu und dessen Abwei-
chung von der Norm zeigt den Schweregrad der Dysfunktion an. Gemessen werden
die respiratorische Insuffizienz anhand des PaO,/FiO, Quotienten, die Gerinnungssto-
rung anhand der Thrombozytenzahl, die Leberdysfunktion anhand des Bilirubinwerts,
die Kreislaufinsuffizienz anhand des Blutdrucks, Stérungen des ZNS anhand der Glas-
gow Coma Scale und die Dysfunktion der Nieren anhand von Serumkreatinin und Ur-
inproduktion (°'). Fiir den SOFA-Score wurde eine gute Korrelation zur Vorhersage der
Mortalitét in septischen Patienten gezeigt (*°,%).
Um Risikopatienten durch Sepsis aul3erhalb von Intensivstationen leichter erkennen zu
kénnen, wurde in der Neudefinition der Sepsis 2016 der gSOFA (quickSOFA)-Score
eingefuhrt (vergleiche Kapitel 1.1.3.1). Er besteht aus 3 klinischen Kriterien:

e eine Atemfrequenz von 22/min oder mehr

e Bewusstseinstribung

e ein systolischer Blutdruck von 100 mmHg oder weniger
Wenn zwei oder mehr dieser Kriterien erfullt sind, ist die Wahrscheinlichkeit fur eine

Sepsis mit erhdhter Sterblichkeit erhoht (°°).
1.4. Therapie

Nachdem zuvor die Diagnosestellung und Diagnostik der Sepsis erlautert wurde, soll
im Folgenden auf die Therapie des Polytraumas und vor allem der Sepsis eingegangen

werden.
1.4.1. Polytraumatherapie und Sepsisprophylaxe

Im folgenden Abschnitt wird nun zunachst die Therapie des Polytraumas erlautert, wo-
bei ein besonderes Augenmerk auf Mallnahmen gelegt wird, die einer Sepsisentwick-

lung vorbeugen sollen.

%6 \/gl. Sadaka et al. 2017.
" \Vgl. Vincent et al. 1996.
%8 \/gl. Safari et al. 2016.
%9 V/gl. Jones et al. 2009.
% vgl. Singer et al. 2016.
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1.4.1.1. Das Advances Trauma Live Support Konzept

Die Senkung der Mortalitdt nach Polytrauma in den letzten Jahren ist vor allem der
Einflhrung standardisierter Konzepte und Algorithmen durch das American College of
Surgeon’s Committee on Trauma (ACS-COT) Anfang der 80er Jahre zu verdanken.
Dieses sogenannte Advanced Trauma Live Support (ATLS) Konzept umfasst die friihe
Phase der Evaluierung des Patientenzustands und dessen primare Versorgung. Die
ATLS Leitlinien basieren auf dem Konzept der golden hour of shock, das heift, die
Verletzungen, die innerhalb von Minuten oder Stunden zum Tode fiihren wirden, wer-

den nach standardisierten und validierten Algorithmen diagnostiziert und behandelt (°").
1.4.1.2. Das Damage-Control Prinzip

Wichtig fur die Prophylaxe der Sepsis ist jedoch vor allem ein weiteres Konzept im
Traumamanagement, das Damage Control Prinzip. Es wurde im letzten Jahrzehnt ein-
geflihrt und beruht auf der Beobachtung, dass Patienten mit persistierender metaboli-
scher Azidose, Hypothermie und Koagulopathie als Zeichen der systemischen Inflam-
mation eine signifikant hohere posttraumatische Sterblichkeit aufweisen und diese
durch umfangreiche chirurgische MaRnahmen noch weiter steigt (°?). Daraufhin wurde
das Augenmerk auf die Verhinderung dieser sogenannten letalen Trias gelegt. Statt
der frihen definitiven Versorgung der Verletzungen, wie sie bis dahin tblich war, wird
nun bei schwerstverletzten Patienten, die sich trotz einer adaquaten Notfallversorgung
nicht stabilisieren, auf belastende chirurgische Mallhahmen im Rahmen der Primarver-
sorgung verzichtet. Stattdessen werden sie so schnell wie moglich auf die Intensivsta-
tion verlegt, um dort die Wiederherstellung der Homdostase (Einstellung von Blutdruck,
Sauerstoffsattigung, Koérpertemperatur, Koagulation, Blut-pH-Wert und Diurese) zu
erlangen (%).

Die grofiten Schwierigkeiten im Management polytraumatisierter Patienten besteht also
darin, die Balance zu finden zwischen lebensnotwendigen Behandlungen und Maf}-
nahmen, die den Patienten zu sehr schwachen und damit den Zusammenbruch des

Immunsystems begulnstigen.
1.4.2. Therapie der Sepsis

In den letzten Jahren hat sich die Therapie der Sepsis standig weiterentwickelt. Immer

neue Konzepte wurden erforscht und angewendet. Jedoch wurden einige von diesen

1 vgl. Stahel et al. 2005.
82 y/gl. Stahel et al. 2005.
% vgl. Stahel et al. 2005.
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bereits wieder verworfen, wie zum Beispiel die Gabe von aktiviertem Protein C (**) und
die intensivierte Insulintherapie (%°).

Allgemein Iasst sich die Therapie in drei Teilbereiche aufteilen. Kausale, supportive
und adjunktive Therapiekonzepte sind jedoch eine rein inhaltliche Unterteilung und
sollten zeitlich nicht getrennt werden. Fur alle Komponenten der Therapie gilt, dass sie
moglichst frilh begonnen und méglichst gezielt eingesetzt werden sollten (°°).

Fur das Prinzip der Early goal-directed therapy wurde nachgewiesen, dass eine frih-
zeitige hamodynamische Stabilisierung in den ersten 6 Stunden zu einer deutlichen
Senkung der Mortalitat fuhrt. Gesteuert wird diese Uber Messung der zentralvendsen
Sauerstoffsattigung, und bei Bedarf wird dann Gber Anhebung des Hamatokrit, Gabe
von Katecholaminen und eventuell Beatmung, das Sauerstoffangebot erhéht (°). Wei-

tere Studien konnten einen Uberlebensvorteil wiederum nicht nachweisen (%2,%).

1.4.2.1. Kausale Therapie

Die kausale Therapie der Sepsis besteht in der Entfernung der Krankheitserreger aus
dem Korper. Der wichtigste Punkt ist daher die Fokussanierung, soweit man diesen
identifizieren kann, durch chirurgische Drainage, Debridement und die Beseitigung von
Fremdkorpern ("°). Bakterien in Gewebe und Blutbahn werden durch Antibiotikagabe
bekampft. Bei unbekanntem Erreger empfiehlt es sich, mit einer breiten antibiotischen
Therapie zu beginnen und nach Vorliegen eines Antibiogramms die antibiotische The-
rapie entsprechend des Erregers anzupassen. Wichtig ist, vor der Antibiotikagabe min-
destens zwei Blutkulturen abzunehmen. DarUtber hinaus sollten je nach Krankheitsbild
auch Kulturen aus Wunden, Liquor, Atemwegssekreten, Urin und anderen Korperflis-
sigkeiten abgenommen werden. Der Erregernachweis gelingt jedoch nur in 30-50% der

Sepsisfalle ().
1.4.2.2. Supportive Therapie

Zur supportiven Therapie werden die Malihahmen zur Unterstitzung der Organfunkti-
on, Analgosedierung, Thromboseprophylaxe und die richtige Ernahrung gezahlt. Bei

der supportiven Therapie der Organdysfunktion steht vor allem die Funktion des Herz-

& vgl. Suter 2011.

65 Vgl. Annane et al. 2010.
€ vgl. Rhodes et al. 2017.
7 vgl. Rivers et al. 2008.

€8 Vgl. Mouncey et al. 2015.
9 Vgl. Peake et al. 2014.

" Vgl. Rhodes et al. 2017.
""'Vgl. Engel et al. 2007.
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Kreislaufsystems im Vordergrund. Dies wird einerseits durch eine aggressive Volu-
mengabe, andererseits durch die Gabe von Katecholaminen erreicht (").

Die erste Saule der supportiven Therapie ist die Infusionstherapie. Die meisten Pati-
enten mit SIRS, Sepsis oder septischem Schock weisen eine absolute oder relative
Reduktion des intravasalen Volumens auf. Durch fehlende Compliance des Myokards
oder Fehlregulation der GefaBweitstellung tduschen normale Ventrikelflllungsdricke
oder periphere Odeme oft Uiber die bestehende Hypovolamie hinweg. Eine Flissig-
keitssubstitution sollte so lange fortgeflhrt werden, bis das Herzzeitvolumen oder O,-
Angebot nicht weiter steigt. Dies kann einen Volumenbedarf von bis zu 15 Litern pro
Tag bedeuten. Ziele der Volumentherapie sind die Stabilisierung des Blutdrucks und

der Herzfrequenz sowie die Aufrechterhaltung oder Wiederherstellung der Diurese
(73 74).

Ein weiteres Mittel, um das Sauerstoffangebot zu erhdhen, ist die Gabe von Erythro-
zytenkonzentraten. Als Zielwert bei einer schweren Sepsis wird ein Hamoglobinspie-
gel von mindestens 7 g/dl angegeben ("). Auch fiir den septischen Schock wurde die
sichere Verwendung eines Grenzwertes von 7 g/dl nachgewiesen (°). Bei der Erythro-
zytengabe sollte darauf geachtet werden, dass die Konzentrate nicht alter als 2 Wo-
chen sind, da ansonsten durch die mangelnde Verformbarkeit der Erythrozyten ein
negativer Effekt und pH-Abfall zu beobachten ist ("").

Die Therapie mit Katecholaminen dient der Behandlung der Hypotension bei Sepsis
und soll fur eine adaquate Durchblutung und eine ausreichende Sauerstoffversorgung
der Organe sorgen. Ist dies durch alleinige Volumensubstitution nicht zu erreichen,
werden zusatzlich Dobutamin und Noradrenalin eingesetzt.

Der Zwiespalt einer Behandlung mit Katecholaminen besteht darin, dass ein Teil der
Wirkung uber die Gefaliengstellung vermittelt und so der Blutdruck auf normale Werte
angehoben wird, es jedoch auch, in vielleicht schon minderdurchbluteten Geweben, zu
einem weiteren Abfall der Blutversorgung kommen kann. Daruber hinaus wird das oh-

nehin schon geschwachte Herz noch starker belastet ("®).

2 \/gl. Reinhart et al. 2006.
" Vgl. Rhodes et al. 2017.
" Vgl. Dellinger et al. 2013.
"® Vgl. Rhodes et al. 2017.
® Vgl Holst et al. 2013.
""Vgl. Dellinger et al. 2013.
"8 Vgl. Dellinger et al. 2013.
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1.4.2.3. Adjunktive Therapie

Die adjunktive Therapie ist, wie der Name bereits sagt (adiungere, Latein fur hinzufu-
gen, beifligen) eine Therapiesaule, die gemeinsam und zusatzlich zur kausalen und
supportiven Behandlung angewendet werden sollte.

Kortisontherapie = Da fir die Hochdosiskortisontherapie schon in den 80er Jahren
eine erhéhte Mortalitat nachgewiesen werden konnte, ging man dann zur Gabe von
niedrigen Dosen von Hydrokortison tber. Pathophysiologische Untersuchungen hatten
gezeigt, dass wahrend einer Sepsis die Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenrinden-Achse gestort ist und klinische Studien hatten einen Uberlebens-
vorteil fir Patienten im septischen Schock bei niedriger Hydrokortisongabe nachgewie-
sen (). Neuere Studien weisen jedoch ein gemischtes Bild auf ohne Nachweis einer
Mortalitatsreduktion (2,2"). In den internationalen Leitlinien der Surviving Sepsis Cam-
paign aus dem Jahr 2017 wird die niedrigdosierte Hydrokortisongabe nur dann emp-
fohlen, wenn die hamodynamische Stabilisierung nicht durch andere Malinahmen er-
reicht wird. Die Empfehlung wird mit einer geringen Evidenz ausgesprochen (%?).
Mediatorenmodulation Die Erkenntnis, dass nicht allein Bakterien und ihre Toxi-
ne fir die Entstehung einer Sepsis verantwortlich sind, legt die Uberlegung nahe, die
Signalkaskaden und pathophysiologischen Prozesse des Kdrpers zu unterbrechen, um
damit die Entwicklung einer Sepsis zu verhindern. Immer gréf3ere Anstrengungen wer-
den in die Erforschung des Toxin/Mediatornetzwerks gesteckt. Hier wird den Erkennt-
nissen der Atiopathologie Tribut gezollt und versucht durch Antagonisierung oder Eli-
minierung bestimmter Botenstoffe den Verlauf der Sepsis zu beeinflussen. In der Pra-
xis haben sich diese jedoch bislang als nicht durchfihrbar gezeigt und keine signifikan-
ten Vorteile erbracht (*).

Beeinflussung der Gerinnung Als bislang einziges spezifisches Medikament er-
hielt Drotrecogin (Aktiviertes Protein C) eine Zulassung, nachdem eine signifikante
Senkung der Mortalitdt bei schwerer Sepsis hachgewiesen worden war. Aufgrund der
Beeinflussung von Gerinnung und Fibrinolyse und der damit verbundenen Blutungsge-
fahr war der Einsatz von APC bei polytraumatisierten Patienten kontraindiziert ().

2011 jedoch wurde Drotrecogin vom Markt wieder zurlickgezogen, als in einer grof3an-

70 Vgl. Annane et al. 2004.
8 v/gl. Gibbison et al. 2017.
1 Vvgl. Volbeda et al. 2015.
82 \/gl. Rhodes et al. 2017.
8 Vgl. Hotchkiss et al. 2016.
% vgl. Dellinger et al. 2013.
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gelegten Studie keine Wirksamkeit in der Behandlung der Sepsis nachgewiesen wer-

den konnte (®°%°).

1.5. Allgemeine Pathophysiologie der Sepsis

Nachdem in den vorangegangenen Abschnitten Uber die Darstellung von Geschichte,
Definitionen, Diagnostik und Therapie ein erstes Verstandnis der Sepsis erzielt werden

sollte, werden im Folgenden nun die pathophysiologischen Ablaufe naher dargestellt.
1.5.1. Modellvorstellungen zur Atiopathogenese

Die Fragen, wann und warum eine Sepsis entsteht und wann nicht, sind abschliel3end
nur unzureichend erklart. Im Folgenden werden daher verschiedene Modellvorstellun-
gen aufgefihrt.

Die Entstehung einer Sepsis lasst sich grob in finf Komponenten einteilen, deren Ab-

folge und Zusammenspiel das Bild der Sepsis ergeben:

e Ausgangspunkt ist der septische Fokus, der als Infektionsquelle dient.

e Ausgehend vom septischen Fokus beginnen die Invasion der
Krankheitserreger und die Endotoxinausschuttung.

e Durch starke Aktivierung der Zellen kommt es zur Mediatorenexplosion.

e Endotoxine und die "Waffen" der kdrpereigenen Abwehr flhren zur
Zellschadigung.

e Den Endpunkt der septischen Prozesse bildet das Multiorganversagen.

Dieses sind Eckpunkte, die bei einer Sepsis vorhanden sind, jedoch einzeln nicht aus-
reichen, diese zu definieren und zu verursachen. Zwischen ihnen gibt es unzahlige
Wechselwirkungen und Verbindungen, die wichtig sind oder in ihrer Gesamtheit eine
bedeutende Rolle spielen. Daher stellt das Begreifen und Beschreiben der pathologi-
schen und physiologischen Prozesse von SIRS und Sepsis bis heute eine grol3e Her-
ausforderung dar (*').

Die physiologische Entziindung bleibt unter normalen Umstanden auf die lokale Um-
gebung des infizierten Gewebes beschrankt und wird durch definierte antiinflammatori-
sche Mechanismen wieder beendet. Eine UberschieRende Abwehrreaktion, eine
gleichzeitige starke Antiinflammation und ein dadurch bedingtes Ungleichgewicht in der
Immunantwort kénnen jedoch den Ansto3 zur Entwicklung einer Sepsis geben
(Abbildung 3) (%8).

8 vgl. Suter 2011.

86 Vgl. Thompson et al. 2010.
87'vgl. van der Poll et al. 2017.
% vgl. Cinel und Opal 2009.
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Potentielles Ungleichgewicht

Inflammation Immunsuppression
Koagulation Anti-Koagulation
Apoptose Anti-Apoptose

Oxidation Anti-Oxidation _ :
: SIRS CARS

Abbildung 3: Potentielles Ungleichgewicht (adaptiert nach ®°): Zur Entstehung ei-
ner Sepsis tragt ein Ungleichgewicht zwischen Pro- und Anti- Inflammation, in Gerin-
nung, Apoptose und Oxidation bei. Je nach Phase der Sepsis schlagt die ,Waage* zur
SIRS oder Compensatory Anti-Inflammatory Response Syndrom (CARS) Seite aus.

1.5.1.1. Two-Hit Theorie

Um die komplexen Ablaufe, die zur Entstehung einer Sepsis nach Polytrauma fuhren,
in ein Modell zu fassen, zieht man die sogenannte Two-Hit Theorie heran. Das Trauma
stellt dabei den ersten Schlag dar. Organ- oder Weichteilschaden, offene Wunden und
Frakturen fuhren zu einer systemischen Immunantwort und beeintrachtigen den Allge-
meinzustand des Patienten (*°).

Kommt jetzt ein zweiter Schlag hinzu, kann daraus die Entwicklung einer Sepsis resul-
tieren. Beispiele fir endogene Stérungen sind respiratorischer Stress mit Hypoxie, kar-
diovaskulare Instabilitdt, metabolische Azidose, Ischamie/Reperfusions-Verletzungen,
abgestorbenes Gewebe und Infektionen. Exogene, vom Menschen zugefiihrte ,Hits"
kénnen chirurgische Interventionen mit grofler Gewebsverletzung, Hypothermie oder
starkem Blutverlust, inadaquate oder zu spate Operationen und intensivmedizinische
MaRnahmen sein. Treffen erster und zweiter Schlag in einer ungiinstigen Konstellation

aufeinander, kann daraus eine Sepsis resultieren (°").
1.5.1.2. Alarmine Danger-Model nach Matzinger

Ein Ubereinstimmendes bzw. erganzendes Modell zur Two-Hit-Theorie ist das Alarmine

Danger-Model nach Matzinger. Hier wird davon ausgegangen, dass eine Sepsis ent-

8 vgl. Cinel und Opal 2009.
% v/gl. Keel und Trentz 2005.
*"Vgl. Keel und Trentz 2005.
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steht, wenn zu einem mikrobiellen Signal, wie zum Beispiel LPS, ein endogenes Ge-
fahrensignal hinzukommt, das auf eine Gewebezerstérung hinweist. Diese sogenann-
ten Damage-associated-molecular-pattern (DAMP) sind intrazellulare Molekile und
werden von nekrotischen Zellen ausgeschuttet oder von geschadigten oder aktivierten
Zellen sezerniert (*%). Interessanterweise aktivieren DAMP die gleichen Rezeptoren wie
die weiter unter beschriebenen Pathogen-associated molecular pattern (PAMP). Zum
Beispiel bindet HMGB-1 als eines der bekanntesten DAMPs an TLR-2 und TLR-4 ().

HMGB-1 ist ein sich im Zellkern befindliches Protein, das die DNA organisiert und die
Transkription reguliert. Es wird wahrend der spaten Phase einer Sepsis aktiv ausge-
schuttet, jedoch auch durch Nekrose und Gewebsschadigung freigesetzt. Forschungen
in jingster Zeit zeigten eine Rolle von HMGB-1 in der Angiogenese, Gewebereparatur
und Regeneration. Es verhindert durch ATP-Mangel bedingte Nekrose und verringert
den Energieverbrauch in ischamischem Gewebe, wie zum Beispiel im Myokard. Eine
exzessive Freisetzung bei einer Sepsis kann jedoch zu einer starken Pro-Inflammation

fiihren und eine myokardiale Depression verursachen (**,%).

1.5.2. Inflammation versus Immunparalyse

Bis vor kurzem nahm man an, dass es wahrend einer Sepsis einen zweiphasigen Ver-
lauf gebe, wobei die erste Phase von einer UberschielRenden Immunantwort gepragt
sei, die durch die klassischen pro-inflammatorischen Mediatoren wie IL-1 und TNFal-
pha getriggert werde. Auf die starke Immunantwort folge ein kompensatorisches Ge-
genlenken des Immunsystems, das zu einer Immunparalyse fuhre, dem sogenannten
Compensatory Anti-Inflammatory Response Syndrom (CARS). Durch die Forschung
der letzten Jahre verschwimmen die zeitlichen Grenzen der zwei Phasen jedoch immer
weiter und stattdessen geht man heute von nahezu parallel beginnenden Prozessen
aus (Abbildung 4) ().

%2\/gl. Chan et al. 2012.

% \gl. Chan et al. 2012.

* Vgl. Rittirsch et al. 2008.

% V/gl. Pugin 2008.

% Vgl. Reddy und Standiford 2010.
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Abbildung 4: Pathophysiologische Phasen einer Sepsis (*'): SIRS (Proinflammati-
on) und CARS (Antiinflammation) beginnen fast gleichzeitig und werden durch unter-
schiedliche Mediatoren getriggert.

DarlUber hinaus hat das Versagen anti-inflammatorischer Therapien in klinischen Stu-
dien Zweifel an dem Dogma hervorgerufen, dass die Mortalitat einer Sepsis tatsachlich
durch eine unkontrollierte Pro-Inflammation bedingt wird. Stattdessen geht man nun
davon aus, dass die nachfolgende Immunsuppression fir die Entwicklung von Kompli-
kationen und einen GroRteil der Sterblichkeit bei Sepsis verantwortlich ist (*).

Es wurde festgestellt, dass Neutrophile Granulozyten wahrend einer Sepsis eine Im-
munparalyse mit einer kompletten Abschaltung wichtiger intrazellularer Signaltransduk-
tionswege durchlaufen (*°). Gleichzeitig tragen Dysfunktion der Adaptiven Immunitét

und gesteigerte Apoptoseraten in lymphatischen Zellen zur Immunsuppression bei
(100 101)_

Die Theorie der eingeschrankten antimikrobiellen Funktion wird zum Beispiel durch die
Beobachtung gestarkt, dass die im menschlichen Korper latent persistierenden Cy-
tomegalie- und Herpes-Simplex Viren im Verlauf einer Sepsis reaktiviert werden. Somit
ist es sehr wahrscheinlich, dass die reduzierte antimikrobielle Abwehrkapazitat zu op-
portunistischen oder Superinfektionen fihrt und mit ausschlaggebend fir die Entste-

hung einer Sepsis ist ('%).

o Adaptiert nach Reddy und Standiford 2010.
% \/gl. Hotchkiss et al. 2009.

% v/gl. Hotchkiss et al. 2005.

1% /g1, Rittirsch et al. 2008.

" vgl. Cinel und Opal 2009.

192 \/gl. Hotchkiss et al. 2009.
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1.6. Spezielle Pathophysiologie der Sepsis

Nachdem zunachst Ubergeordnete, allgemeine Prozesse und Konzepte beschrieben
wurden, soll im Folgenden auf die dahinterstehende Pathophysiologie eingegangen

werden.
1.6.1. Immunantwort

Die Immunantwort gliedert sich grob in die angeborene und die erworbene Immunab-
wehr. Beide Saulen sind Uber mehrere Verbindungsglieder verknlpft und gleicherma-
Ren wichtig fur eine funktionierende Immunantwort. Im Folgenden wird daher zunachst

auf die angeborene und dann auf die erworbene Immunantwort eingegangen.
1.6.1.1. Angeborene Immunantwort

In vorderster Front der Abwehrreihen zur Bekdmpfung eingedrungener Pathogene
steht die Angeborene Immunantwort. Gewebeschaden und Krankheitserreger aktivie-
ren Endothel- und Immunzellen. Erkannt werden Antigene Uber sogenannte Pattern-
recognition receptors (PRR) wie zum Beispiel Toll-like receptors (TLRs). Mit ihrer Hilfe
sind sie in der Lage, bestimmte Muster von eingedrungenen Mikroorganismen zu er-
kennen ('%).

Es wurde gezeigt, dass die TLR-Signaltransduktion und ihre Regulatoren eine ent-
scheidende Rolle in der Aktivierung der angeborenen Immunantwort spielen. Ihre Ex-
pression ist sowohl in experimentellen Studien als auch in septischen Patienten hoch-
reguliert und mit der Sepsismortalitat korreliert ().

Ein Beispiel fur eines dieser Pathogen-associated molecular pattern (PAMPs) ist das
bekannte Lipopolysaccharid (LPS) aus der Zellwand grampositiver Bakterien. Von den
Rezeptoren aus werden Signalketten aktiviert, die zu den verschiedensten Reaktionen
in den Zellen flhren. Die Zelle stellt sich auf die Abwehr der Krankheitserreger ein,
indem sie ihre verschiedenen Mechanismen der Pathogenbekampfung aktiviert, aber
auch, indem sie ihren Metabolismus und ihren Zellzyklus umstellt ('°).

NF-kB ist ein zentraler Transkriptionsfaktor in der proinflammatorischen Immunabwehr.
Studien haben sowohl fur NF-kB als auch fur das assoziierte MyD88 gezeigt, dass ihre
Deletion zu einer Reduktion der sepsisinduzierten Apoptose in T-und B-Zellen fihrt,
jedoch die Uberlebensrate verschlechtert ('%).

Das sogenannte Inflammosom konvertiert diverse Signalmolekile und tragt zur pro-

inflammatorischen Immunantwort bei Sepsis bei. Ein wichtiger Teil ist die Caspase-1,

1% \/gl. Cinel und Opal 2009.
1% vgl. Williams et al. 2003.
1% ygl. Cinel und Opal 2009.
1% v/gl. Fraser 2006.
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fur die gezeigt wurde, dass ein knock-out in Mausen diese vor der Entwicklung einer
Sepsis bewahrt ('%).

Die Phosphoinositid 3-kinase (PI3K) ist ein zentrales Enzym in einer Reihe von Sig-
naltransduktionswegen. Die Kinase als auch die Serin-/Threonin-Kinase AKT sind in-
volviert in die Zellaktivierung, Inflammation, Chemotaxis, Apoptose und die Produktion
pro-inflammatorischer Zytokine. Ein knock-out fiihrt somit zu einer eingeschrankten
antimikrobiellen Kapazitat. Darliber hinaus wird durch PI3K/AKT jedoch auch ein nega-
tiver Regulationsmechanismus induziert, der Inflammation und Apoptose reduziert ('°).
Damit nicht einzelne Zellen gegen die eingedrungenen Keime ankampfen mussen,
werden zunachst Signale an andere Immunzellen ausgesendet. Interleukine aktivieren
Zellen im ganzen Koérper und regen deren Proliferation und Differenzierung an. Che-
mokine werden im Infektionsgebiet ausgeschuttet und locken so ruhende Zellen an
den Ort der Infektion ('%).

Auch wenn sich die Neutralisation einzelner Zytokine in der Sepsistherapie als nicht
erfolgreich herausgestellt hat, besteht eine verstarkte Ausschittung pro- und anti-
inflammatorischer Mediatoren, die den Verlauf einer Sepsis beeinflussen. Charakteris-
tisch sind hierfur ein gleichzeitiger Beginn der Ausschittung mit einem starkeren Abfall
der pro-inflammatorischen Mediatoren und dadurch ein im Verlauf Uberwiegender An-
teil immunsuppressiver Faktoren ('').

Neutrophile Granulozyten als Zellen der angeborenen Immunabwehr sind in der La-
ge, unspezifisch gegen jegliche Art von Eindringling vorzugehen. Innerhalb von Stun-
den sind Neutrophile die ersten Zellen, die zum Infektionsort rekrutiert werden. Bei ei-
ner Infektion steigt im Blut daher die Konzentration von Neutrophilen an, was durch
eine Zunahme von jungen Neutrophilen, sogenannten Stabkernigen, im Blutbild nach-
gewiesen wird. Am Infektionsort angekommen, phagozytieren Neutrophile jegliche Art
eingedrungener Fremdkorper, Mikroorganismen, wie zum Beispiel Bakterien oder ab-
gestorbene Zellen ("').

Neutrophile Granulozyten haben zudem die Fahigkeit, Bakterien mittels einer freige-
setzten fibrillaren Matrix aus Granula-Proteinen und Chromatin zu binden. Dies verhin-
dert einerseits die weitere Verbreitung von Bakterien und férdert andererseits das Zer-
storen der dort festgesetzten Bakterien. Diese Netze werden als Neutrophil Extracellu-

lar Traps (NETs) bezeichnet (''?).

97 ygl. Cinel und Opal 2009.
1% \/gl. Wrann et al. 2007.

199 y/gl. Hietbrink et al. 2006.
"% y/gl. Majetschak et al. 2000.
"vgl. Cinel und Opal 2009.
"2 v/gl. Wartha et al. 2007.
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Die Aktivitdt Neutrophiler Granulozyten wahrend der Abwehr eingedrungener Patho-
gene bedingt Gewebeschaden durch die Ausschwemmung unreifer Zellen, zytotoxi-
scher Molekile und Toxine. Die Funktion Neutrophiler Granulozyten bei einer Sepsis
ist charakterisiert durch eine ungenugende Beseitigung geschadigter Zellen und einer
Unfahigkeit akute inflammatorische Ablaufe zu beenden. Es wurde gezeigt, dass die
Rekrutierung und Migration der Granulozyten eingeschrankt ist und sie so ihre antimik-
robielle Kapazitat nicht am Fokus gezielt einsetzen kénnen. Stattdessen kommt es zu
einer disseminierten Aktivitat, die ungerichtet Gefalle und Gewebe angreift und scha-
digt (""?).

Das Uberleben der Neutrophilen wird durch eine verminderte Apoptoserate verlangert,
was ihre Bedeutung fiir die Entstehung einer Sepsis zusatzlich graviert ().

Sie produzieren toxische Sauerstoffverbindungen sogenannte reactive oxygen species
(ROS) und hochreaktive Stickstoffverbindungen, sogenannte reactive nitrogen species
(RNS), welche eingedrungene Krankheitserreger abtdéten. Neben den angepeilten Zie-
len werden jedoch auch kérpereigene Zellemembranen geschadigt. Fir eine suffiziente
Abwehr gegen eindringende Pathogene sind Sauerstoff- und Stickstoffradikale unab-
dingbar, eine Uberschiefende Produktion oder eine ungeniigende Abfang- und Ab-
wehrfunktion, wie sie bei einer Sepsis beobachtet werden, fihren jedoch zu oxidati-
vem Stress. ROS und RNS bedingen Vasodilatation, Koagulation und Leukozyten-
dysfunktion, fihren zu einer erhéhten Gefaldurchlassigkeit und stellen so ausschlag-

gebende Faktoren in der Entstehung einer Sepsis oder eines Septischen Schocks dar
(115)
1.6.1.2. Antigenprasentierende Zellen

Das Bindeglied zwischen angeborener und erworbener Immunitat stellen Antigenpra-
sentierende Zellen dar. Monozyten zirkulieren im Blut und werden durch verschiedene
Stimuli zum Ort der Infektion gelockt. Dringen sie ins Gewebe ein, entwickeln sie sich
weiter zu Makrophagen und zum Teil zu Dendritischen Zellen. Sie sind in der Lage,
unspezifisch Fremdkdérper und Mikroorganismen via PRRs zu erkennen und diese zu
phagozytieren. Die weitere Immunantwort initiieren sie durch Ausschuttung von Inter-
leukinen und Chemokinen sowie durch die Prasentierung von Antigenen aus den vor-
her phagozytierten Krankheitserregern. So aktivieren sie T-Zellen und damit die Adap-
tive Immunantwort. Uber die Aktivitdt von Monozyten und Makrophagen bei septischen

Patienten gibt es verschiedene Beobachtungen. Allgemein lasst sich jedoch eine ver-

"3 v/gl. Reddy und Standiford 2010.
"% Vgl. Wesche et al. 2005.
"% vgl. Rittirsch et al. 2008.
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minderte Stimulation des Adaptiven Immunsystems durch Makrophagen feststellen
(116)
1.6.1.3. Adaptive Immunantwort

Zellen des Monozyten-Makrophagen-Systems phagozytieren die eingedrungenen Anti-
gene und prasentieren sie nach einer Prozessierung den T-Zellen. T-Zellen sind wie B-
Zellen Lymphozyten und gehdren zur Adaptiven Immunantwort. Sie erkennen spezi-
fisch eine Art von Pathogen und sind auf dessen Abwehr spezialisiert. Nachdem eine
T-Zelle ihr spezielles Muster erkannt hat, vermehrt sie sich durch klonale Expansion.
So entsteht ein ganzes Heer von auf diesen Krankheitserreger spezialisierten T-Zellen.
Ihre Aktivitdt wird durch die Ausschittung von diversen Mediatoren wie zum Beispiel
Interleukin-2 gesteigert. Die T-Lymphozyten wiederum aktivieren B-Zellen und regen
sie zur Antikérperproduktion gegen die spezifischen Pathogene an ().

Es ist bekannt, dass sich im Verlauf einer Sepsis eine schwere Depression der Adapti-
ven Immunantwort entwickelt. Es kommt zum sogenannten Th1 - Th2 Shift (Verlage-
rung), der Induktion der Apoptose in Lymphozyten und einem Anstieg der regulatori-
schen T-Zellen (=T, Zellen) ('",""°). Die T,y Zellen sind eine Untergruppe der T-
Zellen, unterdriicken aktiv die adaptive Immunantwort und sind voraussichtlich in die
Immundysfunktion bei Sepsis involviert. Die Depletion der T.4-Zellen vor der Induktion
einer Sepsis in experimentellen Studien hat das Ergebnis in der Mortalitatsrate bei
Sepsis jedoch nicht geandert. Somit steht die genaue Verifizierung der Rolle regulato-
rischer T-Zellen bei einer Sepsis noch aus ('%°).

Zudem zeigen weitere Studien, dass eine T-Zell-induzierte Suppression der friihen
Angeborenen Immunantwort notwendig ist, um diese zu regulieren, Gewebeschaden

zu verringern und die Verteidigung gegeniiber pathogenen Keimen zu optimieren ('#').
1.6.2. Dysregulation plasmatischer Kaskaden

Sowohl fir das Komplementsystem, die Gerinnungs- als auch die Fibrinolysekaskade

wurde ihr Beitrag zur Entstehung einer Sepsis gezeigt (%

). Die plasmatischen Kaska-
den sind durch direkte und indirekte Verbindungen miteinander verknupft. Gleichzeitig

stehen sie im engen Verhaltnis mit der Inflammation.

"8 vgl. Hietbrink et al. 2006.
"7 vgl. Adam et al. 2004.

"8 \/gl. Venet et al. 2008.

"9 y/gl. Hotchkiss et al. 2005.
120 \/g1. Cao et al. 2015.
'21y/gl. Kim et al. 2007.

122 y/gl. Rittirsch et al. 2008.
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Immer mehr Beobachtungen weisen auf starke Wechselwirkungen zwischen Immun-
system und Blutgerinnung hin. Viele Proteine haben Funktionen in beiden Prozessen
und so ist es nicht verwunderlich, dass die Manipulation des einen Systems auch das

andere beeinflusst (%)

. Traumata und Operationen aktivieren die Blutgerinnung, doch
auch pro-inflammatorische Mediatoren stol3en die Gerinnungskaskade an.

Die disseminierte intravasale Koagulopathie (von lat.: disseminiert = "verstreut")
oder Disseminated Intravascular Coagulation (DIC) ist ein erworbener lebensbedrohli-
cher Zustand. Sie wurde friher als eigenstandiges Krankheitsbild gesehen, wird jedoch
heute vielmehr als Begleiterscheinung von Prozessen verstanden, die eine exzessive
Koagulation beinhalten wie Sepsis, Polytrauma oder Schock ('?*).

Auch weisen neuere Erkenntnisse darauf hin, dass nicht nur die starke Aktivierung des
Gerinnungssystems durch Bakterienendotoxine oder Thromboplastin (auf Englisch:
tissue factor) verantwortlich fur die Entstehung einer DIC ist, sondern au’erdem die
Aktivitat von proinflammatorischen Zytokinen zu einer DIC flhren kann. Hierbei handelt
es sich um dieselben Mediatoren, die auch als ursachlich fir eine Sepsis gesehen
werden ('%).

Durch die endotheliale Dysfunktion im Verlauf einer Sepsis steigt z.B. das Level des
Plasminogen-activator inhibitors (PAI1) und flhrt zu einer eingeschrankten Beseiti-
gung des Fibrins. Gesteigerte Blutgerinnung und verminderte Fibrinolyse wiederum
fuhren zur Bildung von Mikrothromben und letztendlich zur mikrozirkulatorischen Dys-
funktion (*2¢,'%).

Die Aktivierung des Komplementsystems fihrt zur Ausschittung proinflammatori-
scher Plasmaproteine, sogenannten Anaphylaxinen. Insbesondere die Komplementfak-
toren C3a und C5a scheinen bei einer Sepsis eine wichtige Rolle zu spielen. Diese
sind im Serum septischer Patienten vermehrt vorhanden und mit einer erhéhten Morta-

litdt verbunden (')

. Denn auch wenn die Komplementaktivierung eine wichtige Kom-
ponente der schitzenden Immunantwort ist, so kann eine unkontrollierte Aktivierung

Schaden am Gewebe erzeugen und zum Organversagen beitragen (*2°).
1.6.3. GefaBRschadigung

Inflammation, Gerinnung und Ischamie wahrend einer Sepsis bedingen eine Schadi-

gung der Mikrovaskulation. Beeintrachtigungen in der Perfusion fihren zu einer weite-

122 \/gl. Keel und Trentz 2005.
124 \/gl. Werdan et al. 2005.
125 y/gl. Rittirsch et al. 2008.
126 \/gl. Keel und Trentz 2005.
27 ygl. Rittirsch et al. 2008.
128 y/gl. Rittirsch et al. 2012.
129 y/gl. Rittirsch et al. 2012.
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ren Stérung der Wirtsantwort durch eine veranderte Leukozytenmigration, der Erzeu-
gung apoptotischer Mikropartikel und einer verstarkten zellularen Hypoxie. Das Ergeb-
nis ist die Entwicklung eines Teufelskreises, der schwer zu durchbrechen ist und eine

Verschlimmerung der GefaRschadigung bewirkt (**°,'%").

1.6.4. Apoptose

Die Apoptose ist eine Form des programmierten Zelltods und wird oft als ein ,Selbst-
mordprogramm?® einzelner Zellen bezeichnet. Dieses kann von au’en zum Beispiel
durch Naturliche Killerzellen angeregt oder aufgrund von zellinternen Prozessen aus-
gelost werden (etwa nach starker Schadigung der Erbinformation). Vorteil der Apopto-
se gegenuber der Nekrose ist der geregelte Zelltod ohne Austritt intrazellularer Protei-
ne und somit ohne eine Aktivierung der Immunantwort. Apoptotische Zellreste werden
von Phagozyten aufgenommen und verwertet (**?).

Bei einer Sepsis wird eine erhdhte Apoptoserate in Lymphozyten und dendritischen
Zellen beobachtet. Induziert durch Pathogene und eine starke Immunantwort dient sie
als negativer Regulationsmechanismus, um die Inflammation zu bremsen. Apoptose
tragt somit zur Immunparalyse bei Sepsis bei ("**).

Die Apoptoserate in Neutrophilen Granulozyten und Monozyten dagegen bleibt gleich
oder ist sogar vermindert. Verursacht wird dieses durch Zytokine, die das Uberleben
von Neutrophilen verlangern und gleichzeitig die Degranulation steigern. Die verzoger-
te Apoptose in Neutrophilen fuhrt so zu einer starken Inflammation und steigert die
Beschadigung von Endothel und Muskelzellen ('**).

Die Phagozytose apoptotischer Zellen fordert die Produktion anti-inflammatorischer
Zytokine und induziert einen anti-inflammatorischen Phanotyp der phagozytierenden
Zellen. Gleichzeitig wird in septischen Patienten jedoch eine eingeschrankte Beseiti-
gung des Zelldetruitus beobachtet. Auf diese Art und Weise kann eine verstarkte Aus-

schiittung pro-inflammatorischer Zytokine begiinstigt werden (**°).

1.6.5. NO-Produktion

Stickstoffmonoxid (NO) ist eine von vielen vasoaktiven Substanzen, die von verschie-
denen Zellen bei Endotoxinamie und Sepsis ausgeschuttet werden. Unter physiologi-
schen Umstanden wird es von zwei Kalzium-abhangigen Enzymen, den NO-Synthasen
(NOS), produziert, die sich in Neuronen (nNOS) und im Endothel (eNOS) befinden. Die

30 y/gl. Rittirsch et al. 2008.
31 vgl. Cinel und Opal 2009.
32 y/gl. Keel und Trentz 2005.
133 \/gl. Hotchkiss et al. 2005.
3% V/gl. Hotchkiss et al. 2009.
3% vgl. Luan et al. 2015.
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Funktionen reichen von Neurotransmission und Vasodilatation bis zur Inhibition der
Thrombozytenadhasion und -aggregation. Nach bakteriellen Infektionen, besonders mit
gramnegativen Keimen, wird seine Herstellung gesteigert durch die zytokinvermittelte

Induktion der iINOS in Zellen, die unter normalen Umsténden kein NO produzieren (**°).

1.6.6. Mitochondriale Dysfunktion

Verminderter Sauerstoffverbrauch, erhohte Gewebs-Sauerstoffwerte und gesteigerte
anaerobe Glykolyse mit erhéhten Laktat-Serumleveln lassen darauf schlieBen, dass
eher die Sauerstoff-Ausnutzung als das -Angebot im Rahmen einer Sepsis gestort ist.
Neueste Entdeckungen zeigen, dass es im Verlauf von Sepsis und septischem Schock
zu einer starken Beeintrachtigung der Mitochondrien kommt.

Reduzierte Level antioxidativen Glutathions kombiniert mit einer exzessiven Generati-
on reaktiver Sauerstoffspezies bedingen eine Beeintrachtigung der oxidativen Phos-
phorylierung und ATP-Produktion. Diese zytopathische Hypoxie korreliert mit der
Schwere und dem Ergebnis der Organdysfunktion und kann zu der Entwicklung einer

Sepsis beitragen ('*',"®).

1.6.7. Stoffwechselveranderungen

Nach einem schweren Trauma und bei Sepsis fuhren Stress, Verletzungen und die
gesteigerte Immunabwehr zu einem erhéhten Energiebedarf und einer verstarkten
Ausschittung von Katecholaminen. Der sogenannte Postaggressionsstoffwechsel ist
gekennzeichnet durch Hypermetabolismus, Hyperglykdmie und verstarktem Abbau von
Muskelproteinen. Glykogenolyse und Glukoneogenese in der Leber werden gesteigert
und die Ausschittung von freien Fettsauren verstarkt. Es kommt zu Hyperglykamien,
verursacht durch eine teilweise Hemmung der Insulinsekretion durch Katecholamine
und vor allem durch eine periphere Insulinresistenz (**°).

Die intrazellulare Glukose wird via Glykolyse zu Pyruvat oxidiert und danach zu Laktat
reduziert. Durch den vermehrten Anfall von Laktat kommt es zur metabolischen Azido-
se. Die Glykolyse lauft vermehrt anaerob ab und liefert somit pro Molekil Glukose sehr
viel weniger ATP und damit Energie als bei der aeroben Glykolyse mit anschlieRendem
Citratzyklus. Grund fUr die gesteigerte anaerobe Glykolyse ist nicht der verminderte
Sauerstoffgehalt des Blutes - dieser kann sogar erhdht sein, sondern vielmehr eine

Funktionsstérung der Mitochondrien (**°).

38 v/gl. Parratt 1998.

37 vgl. Cinel und Opal 2009.

38 \/gl. Galley 2011.

'39y/gl. Englert und Rogers 2016.
9v/gl. Singer 2014.
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Der erhdhte Bedarf an Proteinen nach einem Polytrauma durch die starke Immunant-
wort und zur Reparatur geschadigten Gewebes erfordert eine deutliche Steigerung des
Proteinumsatzes. Aullerdem werden fiur die Glukoneogenese vermehrt Aminosauren
bendtigt. Dieser gesteigerte Bedarf wird jedoch nicht tGber die Nahrung, sondern Gber
den Abbau von Muskelproteinen gedeckt. Auch eine maximale exogene Proteinzufuhr,
wie sie heute parenteral moglich ist, verhindert die Muskelzellproteolyse nicht, da die

Regulation {iber Zytokine weitgehend von der Nahrungsaufnahme unabhéngig ist (**).

1.7. Microarray-Analysen

Nachdem in den vorangegangenen Abschnitten eine Einflhrung in die Thematik der
Sepsis gegeben wurde, soll nun naher auf die wissenschaftliche Methode der
Microarrays eingegangen werden.

Die Microarray Technologie ermdglicht die Untersuchung tausender Gene zur selben
Zeit mit dem Ziel, Gene zu identifizieren, die in verschiedenen Proben unterschiedlich
exprimiert werden (™).

Microarrays sind molekularbiologische Untersuchungssysteme zur Bestimmung der
zellularen Genexpression. Soll in einer Zelle ein Protein produziert werden, so wird
dessen Bauanleitung von der Desoxyribonukleinsaure (DNA) abgelesen und als soge-
nannte messenger Ribonukleinsdure (MRNA) umgeschrieben. Nach dieser sogenann-
ten Transkription folgt nun die Translation, was das Zusammensetzen des Proteins aus
den passenden Aminosauren meint. Eine graphische Darstellung dieser Vorgange bie-

tet Abbildung 5.

*'vgl. Englert und Rogers 2016.
%2 V/gl. Wurmbach et al. 2003.
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Abbildung 5: Die Proteinbiosynthese, auf dem Weg von der DNA zum fertigen
Protein (**?): Die Transkription (lat. transcribere = Umschreiben) ist in der Proteinbio-
synthese der erste Schritt und beinhaltet die Umschreibung der DNA zu mRNA. Die
mMRNA ist eine komplementare Kopie eines Teilstiicks der DNA. Katalysiert wird dies
durch Enzyme, den RNA-Polymerasen.

Bei der Translation wird dann der mRNA-Strang abgelesen und anhand dieser Vorlage
das entsprechende Protein durch die Verknupfung von Aminosauren synthetisiert.
Abgebildete Aminosauren: Arg = Arginin, Cys = Cystein, Gly = Glycin, Leu = Leucin,
Phe = Phenylalanin, Ser = Sertralin, Val = Valin

Der Ansatz der Microarrayanalyse beruht auf der Annahme, dass die mRNA ein vorlau-
figes Bild der spateren Proteinbiosynthese ergibt. Dieses wiederum spiegelt den mo-
mentanen Aktivierungszustand und die Aufgabe der jeweiligen Zelle wider ('*4).

Ein Microarray besteht aus einer Platte, auf der winzige Mengen der DNA-Sequenz
ausgesuchter Gene in punktférmigen Feldern, sogenannten Spots, aufgebracht sind.
Fur ein Experiment werden die Proben mit der isolierten RNA auf die Platten aufgetra-
gen. Die enthaltene RNA bindet nun an die komplementaren DNA-Sequenzen der
Spots und bleibt daran haften. RNA ohne passenden Spot wird durch mehrmaliges

Waschen beseitigt. Nach Anfarben der Microarrays werden diese abgelesen und die

143 Adaptiert nach Junker et al. 2006.
" Vgl. Dallas et al. 2005.
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Starke der Signale gemessen. Spots, deren Gene oft exprimiert werden, haben ein
starkes und Spots, deren Gene selten exprimiert werden, ein schwaches Signal.
Microarrays messen somit Uber die Analyse der mRNA indirekt die Proteinsynthese
und bewerten sie semiquantitativ ('*°).

Der grof3e Vorteil von Microarrays ist die Mdglichkeit, mit ihnen nicht nur einzelne Pa-
rameter erfassen zu kdénnen, sondern grolde Mengen verschiedener Gene. Somit be-
kommt man nicht nur punktférmige Informationen Uber einzelne Gene, wie zum Bei-
spiel bei der Polymerase Chain Reaction (PCR), sondern einen Uberblick (iber die

ganzheitliche Reaktion der Zellen (*°).

1.7.1. Validierung per Reverse Transkriptase - Polymerase Chain Re-

action

Der groRe Vorteil eines Microarrayexperiments liegt in der Méglichkeit, grolie Daten-
mengen auf einmal zu untersuchen, der Nachteil ist jedoch die mangelnde Prazision
bei quantitativen Analysen der Genexpression. Dieses Manko lasst sich durch die
komplementare Verwendung der Reverse Transkriptase - Polymerase Chain Reaction
(RT-PCR) Technik ausgleichen, die in der Regel eine verlassliche mRNA Quantifizie-
rung Uber eine grofle Spanne von Expressionsleveln bietet. AulRerdem zeichnet sie
sich durch hohe Reproduzierbarkeit aus und ist so ideal, um die Daten von
Microarrayanalysen zu validieren (**).

Die RT-PCR ist die Kombination zweier Methoden der Molekularbiologie — die Nutzung
der Reverse Transkriptase (RT) und der Polymerase Chain Reaction (PCR) — um RNA
nachzuweisen und zu quantifizieren. Beide Prozesse laufen nacheinander ab. Zu-
nachst wird die RNA in DNA umgeschrieben, dann werden Teile der DNA spezifisch
vermehrt. Daher wird zuerst die Reverse Transkriptase (RT) eingesetzt, eine RNA-
abhangige DNA-Polymerase, mit deren Hilfe RNA in cDNA umgeschrieben werden
kann.

Bei der anschlieRenden Amplifikation von DNA durch die PCR werden spezifische
thermostabile DNA-Polymerasen verwendet, die DNA-abhangig sind, das heil3t: sie
sind nicht in der Lage, RNA zu amplifizieren.

Zur Durchfihrung der Amplifikation sind auRerdem zwei Primer-RNAs essentiell. Als
Primer bezeichnet man ein Oligonukleotid, welches flir DNA-replizierende Enzyme wie
die DNA-Polymerase als Startpunkt dient. Die PCR wird heute Ublicherweise apparativ

in einem Thermocycler durchgefihrt. Sie lauft in mehreren Schritten ab.

% \/gl. Wurmbach et al. 2003.
%% \/gl. Wurmbach et al. 2003.
“7Vgl. Dallas et al. 2005.
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Durch Erwarmung wird der DNA-RNA-Strang zunachst denaturiert. Nach Abkuhlung
des Versuchsansatzes werden dann die gen-spezifischen Primer hinzugegeben, die an
die jeweiligen Sequenzen auf der DNA binden. AnschlieRend synthetisiert die Poly-
merase, vom Primer ausgehend, den komplementaren Strang.

Dies wird mehrfach wiederholt. Die Produkte der RT-PCR lassen sich anschlief3end

gelelektrophoretisch untersuchen und quantifizieren (**°).

1.8. Stand der Forschung

Die heutigen Erkenntnisse zur Sepsis stammen zum grof3en Teil aus Messungen ein-
zelner Parameter und Proteine. Verschiedene Ansatze zur Behandlung der Sepsis
anhand von Modulation dieser Einzelwerte sind jedoch fehlgeschlagen und haben so
gezeigt, dass einzelne Faktoren nicht allein flir die Entstehung oder den Verlauf einer
Sepsis verantwortlich sind. Auch wenn gezeigt werden konnte, dass bestimmte Gen-
mutationen mit dem gehauften Auftreten einer Sepsis einhergehen ('*°), blieb die Su-
che nach dem Sepsisgen bislang erfolglos.

Verschiedene Studien mit neuen Medikamenten zur Mediatorenmodulation sind fehl-
geschlagen ("°,""). Dieses Versagen ist sowohl bedingt durch das mangelnde Ver-
sténdnis pathophysiologischer Zusammenhange der Entstehung einer Sepsis als auch
unzureichende Méglichkeiten Sepsis in experimentellen Studien zu immitieren ('%?).
Daher mussen Wege und Mdéglichkeiten gefunden werden, die Pathomechanismen der
Sepsis umfassender zu betrachten und zu erforschen.

Sucht man in PubMed nach dem Begriff Microarray, findet man tuber 65.000 Eintrage.
Fur Sepsis und Gene expression erhalt man Uber 3.500 Eintrage. Fur Sepsis und
Microarray gibt es immerhin noch Uber 280 Veroffentlichungen und fugt man Trauma
hinzu, sind es 24. Diese immer weiter wachsenden Zahlen verdeutlichen, dass die
Microarray Technologie eine wichtige Methode in der modernen Forschung darstellt
und mit groRem Erfolg eingesetzt wird. In verschiedenen Bereichen der Wissenschaft
wurden mit Hilfe von Microarrays Pathomechanismen entdeckt und Schlusselgene
identifiziert. Vor allem im Bereich der Krebsforschung, jedoch auch bei inflammatori-
schen Krankheiten, neurologisch-degenerativen Syndromen, zur Erprobung neuer Me-
dikamente und in vielen anderen Feldern konnten Fortschritte erzielt werden. So ist es

nicht verwunderlich, dass auch in der Sepsisforschung Microarrays mit Erfolg verwen-

8 \/gl. Bustin 2002.

9 v/gl. Sutherland und Walley 2009.
190 Vgl. The Pharmaletter.

*Tygl. Opal et al. 2013.

'92v/gl. Angus 2011.
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153

det werden (7). Studien haben gezeigt, dass sich SIRS und Sepsis anhand von Gen-

expressionsprofilen unterscheiden lassen, vor allem im Mausmodell ('**,'*®), aber auch

in klinischen Studien (*°).

Einzelne Gene, insbesondere inflammationsbezogene Gene, weisen hingegen sehr

157

unterschiedliche Verlaufe der Expression bei septischen Patienten auf (). Maslove et

al. konnten wiederum zwei Subtypen bei Sepsis anhand von Genexpressionsprofilen

identifizieren, die sich in ihrer Reaktion unterschieden (%

)- Bogner et al. zeigten, dass
Genexpressionsprofile spezielle Charakteristika bei Patienten mit Multiorganversagen
aufweisen und sich diese mit der Hohe des ISS und dem klinischen Ergebnis veran-
dern (™).

Johnson et al. haben gezeigt, dass die Unterschiede zwischen SIRS und Sepsis sogar
vor den klinischen Zeichen der Sepsis bestehen ('®°). Fiir das klassische Zwei-Phasen-
Modell mit Hyper- und dann Hypoinflammation finden sich auch auf Genexpressionsle-
vel keine starken Hinweise (®','%?).

Aulerdem wurde die Microarrayanalyse zur Identifizierung von Schllisselgenen der

(163

Sepsis genutzt ). Diese sollen einmal als Biomarker fur die Diagnostik, jedoch

selbstverstandlich auch als mégliche Therapieziele dienen (**).

Eine einfache Methode, um von Patienten Proben zu gewinnen, ist die Abnahme von
Vollblut. Wahrend im Mausmodell oft Zellen verschiedener Organe wie der Milz ge-
nommen werden, muss fur die Analyse von Patientendaten auf leichter zugangliches
Material zurickgegriffen werden. Das Potential von Vollblut zur Microarrayanalyse
wurde in verschiedenen Studien deutlich ('°*,'®°). Talwar et al. zeigten, dass die Gen-
expressionsprofile nach der Applikation von Endotoxin bei Monozyten und Vollblut die
gleichen Ergebnisse lieferten (*°").

Mit der Verwendung von Vollblut bei septischen Patienten zur Mikroarrayanalyse steht
ein leicht zugangliches Material zur Verfugung, das auch eine routinemafiige Mikro-

arrayanalyse zur Sepsisdiagnostik ermoglichen kénnte.

%% ygl. Wong 2012.

'**\/gl. Chung et al. 20086.
1% Vgl. Brownstein et al. 2006.
1% y/gl. Johnson et al. 2007.
*7\/gl. Tang et al. 2010.

158 Vgl. Maslove et al. 2012.
159 Vgl. Bogner et al. 2007.
160 v/g1. Johnson et al. 2007.
167 vgl. Tang et al. 2010.

162 y/gl. Xiao et al. 2011.

163 \/gl. Tang et al. 2007.

164 vgl. Wong 2012.

165 Val. Feezor et al. 2004.
166 Vgl. Johnson et al. 2007.
%7 v/gl. Talwar et al. 2006.
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Die Fortschritte im Verstandnis der Sepsis, die bereits durch die Analyse von Genex-
pressionsprofilen erzielt werden konnten, lassen auf weitere Mdglichkeiten in der Sep-
sisforschung schlief’en und es drangen sich verschiedene Fragestellungen auf, die im

nachsten Abschnitt erlautert werden (',%°).

1.9. Ziele und Fragestellung

Trotz modernster Intensivmedizin liegt die Mortalitatsrate der Sepsis immer noch hoch
und hat sich im Verlauf der letzten 40 Jahre kaum geandert. Dies liegt zum groRRen Teil
am mangelnden Verstandnis der Pathomechanismen, die zu einer Sepsis fluhren, und
den Ablaufen im Korper wahrend einer Sepsis. Dank intensiver Forschung werden im-
mer mehr einzelne Details gefunden, das Gesamtbild bleibt jedoch unvollstandig.
Septische Patienten prasentieren jedoch oft kein einheitliches Bild, was das Verstand-
nis der Sepsis weiter erschwert. Die Variabilitat in den klinischen Symptomen macht es
schwierig, frihzeitig eine differenzierte Diagnose zu stellen. Hinzu kommt, dass der
Beginn der Sepsis von Patient zu Patient schwankt, in unserer Studie z.B. zwischen 3
und 8 Tagen nach Polytrauma.

Das Resultat von schlechtem Verstandnis und spater Diagnose ist eine unzureichende
Therapie der Sepsis. Sie kommt oft zu spat und hilft nur bedingt. Zum groRen Teil wer-
den Symptome behandelt, anstatt die Ursachen der Sepsis angehen zu kénnen. Eine
frihzeitige kausale Therapie ist jedoch der entscheidende Faktor, um die Sterblichkeit
der Sepsis wirkungsvoll zu senken. Daher missen weitere Anstrengungen unternom-
men werden um das Verstandnis Uber Sepsis zu verbessern und wirkungsvolle Thera-
pien zu entwickeln.

Verschiedene Studien haben bereits vielversprechende Ergebnisse geliefert und Mog-
lichkeiten zum Einsatz der Microarray-Technologie in der Sepsisforschung aufgezeigt.
Spezifische Studien mit Patienten nach Polytrauma sind jedoch rar und beschranken
sich auf den Zeitraum nach Beginn des septischen Phanotyps und auf einzelne Zellrei-
hen.

Daher ist das Ziel der Doktorarbeit, einen gesamtheitlichen Eindruck der Reaktion sep-
tischer Patienten zu bekommen und damit zu einem besseren Verstandnis der Patho-
mechanismen beizutragen. Nicht ein einzelnes Molekul der Signalkaskaden soll unter-
sucht werden, sondern Ablaufe im Gesamten und das Zusammenspiel der Mecha-

nismen.

'%8 y/gl. Tang et al. 2010.
199 v/gl. Wong 2012.
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¢ Welche Gemeinsamkeiten zeigen Patienten, die eine Sepsis entwickeln, in
ihrem Reaktionsprofil und welche Unterschiede gibt es zu Patienten, die nicht
septisch werden?

o Welche Mechanismen kdnnen zur Entstehung einer Sepsis beitragen?

e Welche Entwicklungen zeigen sich im Zeitverlauf?

e Wann werden welche Mechanismen initilert und wann beendet? Wann
bestehen die grélten Unterschiede zwischen septischen und nicht-septischen

Patienten?

Uber die Ermittlung von sogenannten Biomarkern sollen diagnostische Maglichkeiten
eroffnet werden fir eine moglist frihzeitige Diagnosestellung. Daruber hinaus sollen
durch die Analyse der Pathomechanismen potentielle Angriffspunkte fur eine Thera-
pie identifiziert werden, die die Behandlung der Sepsis optimieren oder sogar die Ent-
wicklung einer Sepsis verhindern kénnen.

Bezlglich einer Therapieoptimierung soll auch Uber den besten Zeitpunkt fir spezifi-

sche Behandlungen nachgedacht werden.

e Kann anhand einer Microarrayanalyse gezeigt werden, wann und bei wem

einzelne MalRhahmen sinnvoll waren und bei wem nicht?

Im Rahmen dieser Analyse kdnnen keine Beweise flir pathophysiologische Prozesse
erbracht werden, stattdessen soll die Basis fur vertiefende Forschungen geschaffen

und mdgliche Fragestellungen aufgeworfen werden.
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2. Methoden

Im nun folgenden Methodenteil werden das Studiendesign mit Beschreibung der Stich-
probe und Materialien erlautert sowie die technischen Ablaufe und insbesondere die

statistischen Auswertungsmethoden und das Vorgehen bei der Datenanalyse.
2.1. Aufbau der Studie

Zunachst wird der allgemeine Aufbau der Studie beschrieben mit klinischem Setting,

Patientenauswahl und Ablaufen auf der Intensivstation.
2.1.1. Studiendesign

Es handelt sich hierbei um eine prospektive, klinische Studie. Das heif3t, eine vor Be-
ginn der Studie festgelegte Hypothese wird empirisch untersucht und Uberprift.
Durchgefuhrt wurde die Studie auf der operativen Intensivstation der Abteilung fur An-
asthesiologie und Operative Intensivmedizin am Universitatsklinikum Giel3en/ Marburg
am Standort Gie3en. Das vollstandige Studienprotokoll kann dort eingesehen werden.
Von allen Patienten (oder bei zwischenzeitlichem Unvermoégen von ihrem gesetzlichen
Vormund) wurde die schriftliche Einwilligung fur die Untersuchung eingeholt. Die Studie
wurde durch das lokale Ethikkommittee der Universitat GieRen Fachbereich Human-
medizin genehmigt (Aktenzeichen 79/01).

Die Einteilung der Patienten in septisch und nicht-septisch wurde vom diensthabenden
Arzt auf der Intensivstation zu jedem Zeitpunkt neu vorgenommen. Dieser war sich
dem Ziel der Studie nicht bewusst. Als Referenz wurden die Kriterien des American
College of Chest Physicians und der Society of Critical Care Medicine von 1992 ge-

170

nommen (). Die Behandlung der Patienten erfolgte nach standardisierten Vorlagen

der Klinik und den aktuellen verdffentlichen Leitlinien (*"").

2.1.2. Ein- und Ausschlusskriterien

In die Studie wurden Patienten nach Polytrauma eingeschlossen, die auf der Intensiv-
station behandelt und dort innerhalb von 12 Stunden aufgenommen wurden.

Weitere Einschlusskriterien waren ein Injury Severity Score von mindestens 15 und ein
Alter zwischen 18 und 65 Jahren, wobei die Mikroarrayanalyse nur bei Patienten junger
als 40 Jahre erfolgte.

Ausgeschlossen wurden Patienten mit isoliertem Kopftrauma, Kardiopulmonaler Re-

animation oder Tod innerhalb von 3 Tagen, da dieser dem Trauma und nicht der Sep-

'"%v/gl. Bone et al. 2009.
" Vgl. Reinhart et al. 20086.
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sis zugeschrieben wurde. Weitere Ausschlusskriterien waren Schwangerschaft und
Diabetes mellitus sowie eine maligne Erkrankung, Hamofiltration oder Organversagen
in der Anamnese. Eine Ubersicht tiber Ein- und Ausschlusskriterien bieten Tabelle 1
und Tabelle 2.

Einschlusskriterien

e Eintreffen auf der Intensivstation <12h nach Trauma

e Diagnose Polytrauma mit ISS > 15

e Alter zwischen 18 und 65 Jahren

o Einverstandniserklarung mit Unterschrift durch Patient oder Betreuer

Tabelle 1 Einschlusskriterien: Aufgefihrt werden die fir die Studie verwendeten Ein-
schlusskriterien.

Ausschlusskriterien

Isoliertes Schadelhirntrauma

Anzunehmender Hirntod bei noch funktionierendem Kreislauf
Sekundar nach GielRen verlegte Patienten

Patienten nach Reanimation

Schwangerschaft und Stillzeit

Verbrennungsopfer

Versterben innerhalb von 3 Tagen

Angeborene Immundefizienz, HIV

Chronische oder parallel bestehende Infektionskrankheiten
Hinweise auf einen akuten Myokardinfarkt

Maligne Erkrankung

Endokrine Stérungen, z.B. Diabetes mellitus

Hamofiltration in der Anamnese

Rheumatische Erkrankungen

Tabelle 2 Ausschlusskriterien: Erst wenn bei Zutreffen der Einschlusskriterien keins
der aufgeflhrten Ausschlusskriterien auf den Patienten passte, wurde dieser in die
Studie aufgenommen.

2.1.3. Messzeitraum

Der Messzeitraum, an dem die klinischen Daten erhoben wurden, umfasst 15 Tage,
beginnend mit dem Aufnahmetag auf der Intensivstation (d_0). Der erste Abnahme-
zeitpunkt auch der Proben fir die Genexpressionsanalyse lag innerhalb der ersten
zwei Stunden nach Eintreffen des jeweiligen Patienten auf der Intensivstation. Die Ab-
nahmezeitpunkte waren dabei teilweise identisch mit der Entnahme der Blutproben fir
die Microarray-Analyse wie im Abschnitt 2.3.2 beschrieben.

In den folgenden Tagen erfolgte die Probengewinnung in der Zeit zwischen 6 und 8
Uhr morgens. So kann der Einfluss des endogenen, circadianen Rhythmus auf die

Messwerte moglichst gering gehalten werden.
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2.2. Ablauf des klinischen Teils

Eine detaillierte Darstellung des klinischen Teils der Studie bietet das Studienprotokoll,
das in der operativen Intensivmedizin am Universitatsklinikum Gief3en/ Marburg vorliegt
sowie im Anhang D. Eine kurze Zusammenfassung der Ablaufe auf der Intensivstation

wird im Folgenden gegeben.
2.2.1. Monitoring auf der Intensivstation

Die auf der Intensivstation eingelieferten Patienten wurden nach den im Protokoll auf-
gefiihrten Standards Uberwacht. Das Monitoring umfasste hierbei die stéandige Uber-
wachung der Herzkreislaufsituation Uber eine arterielle Blutdruckmessung, der Kdrper-
temperatur und eine Erfassung der pulmonalen Situation Uber eine Erhebung der Be-
atmungsparameter. Es erfolgte eine standige Fllssigkeitsbilanzierung. Alle Patienten
wurden mit einem mehrlumigen, zentralen Venenkatheter sowie einer Magen- bzw.
Duodenalsonde versorgt. Zumindest wahrend der ersten Behandlungswoche fand bei
allen Patienten eine kontrollierte Beatmung statt.

RoutinemaRige Blutentnahmen erfolgten taglich zur Uberwachung und Kontrolle von
Blutbild, Elektrolyten, Nierenretentionsparametern, Leberwerten, Entzindungsparame-
tern, Gesamteiweild und Gerinnung. Blutgase wurden arteriell, mindestens einmal tag-
lich gewonnen.

Mikrobiologische Untersuchungen zur Keimbestimmung mit Antibiogramm erfolgten
aus Bronchial- und Trachealsekret, Urinkulturen, Abstrichen aus Wunden oder intrao-
perativ sowie peripheren Kathetern. Blutkulturen wurden bei klinischem Verdacht auf
einen septischen Schub mit Fieberanstieg tber 38,5° C peripher und zentral entnom-

men.
2.2.2. Intensivmedizinische MaBRnahmen

Die intensivmedizinischen MalRhahmen beinhalten die an den schwerstkranken Patien-
ten angepassten pflegerischen und physiotherapeutischen Behandlungen sowie die
arztlich angeordneten Therapien.

Das Beatmungsverfahren wurde druckkontrolliert oder druckkontrolliert assistiert je
nach Vigilanz des Patienten gewahlt.

Zur Thromboseprophylaxe wurde Heparin kontinuierlich mit 125 — 150 IE/h infundiert.
Zur Kreislaufunterstlitzung wurde Adrenalin und/oder Noradrenalin bei einem systemi-
schen vaskuldren Widerstand unter 700 dyn*sec *cm™ oder einem mittleren arteriellen
Blutdruck unter 60 mmHg gegeben.

Die antimikrobielle Therapie mit Antibiose bzw. Antimykotika wurde primar kalkuliert

begonnen und nach Eintreffen des Antibiogramms ggf. angepasst.
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Transfusionen homologer Erythrozytenkonzentrate erfolgten bedarfsadaptiert, ab ei-

nem Hamoglobinwert von unter 7 g/l.
2.2.3. Operationen

Operationen an den polytraumatisierten Patienten zur Stabilisierung von Frakturen,
Stoppen von Blutungen und Versorgung intraabdomineller Verletzungen erfolgten nach
dem damage-control-Prinzip. Das heil’t, die notwendigen Operationen wurden, dem
Allgemeinzustand endsprechend, zum frihestmoglichen Zeitpunkt durchgefihrt, um
ein Uberleben des Patienten zu ermdglichen. Gleichzeitig sollten die Eingriffe, die den

Patienten schwachen, vermieden werden.
2.3. Technische Durchfuhrung des Microarrayexperiments

Nach Darstellung der klinischen Studie soll nun auf die Durchfuhrung des Mikro-
arrayexperiments eingegangen werden. Der allgemeine Ablauf umfasst diverse Schrit-
te. Eine graphische Ubersicht hierzu bietet Abbildung 6, die auch das Vorgehen in der
vorliegenden Studie widerspiegelt.

1
Biologisches Vorgehen, Entwurf der Studie vgl. 2.1 & 2.2
Blutentnahme, RNA-Extraktion
| vgl. 2.3.2
RNA Aufbereitung

Microarray-Prozessierung vgl. 2.3.3
Datenanalyse und Normalisierung vgl. 2.4.1
Statistische Analyse vgl. 2.4.3
Unabhangiges Testen (RT-PCR) vgl. 2.4.2

]

Abbildung 6: Ablauf des Microarrayexperiments: Nachdem das biologische Vorge-
hen in der Studie festgelegt wurde, erfolgt dann die Probengewinnung und anschlie-
Rend die Analyse der erhobenen Daten. AbschlielRend wird die gewahlte Methode mit
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einem unabhéngigen Verfahren evaluiert ('"?). Rechts am Bild sind die Kapitel angege-

ben, in denen die jeweiligen Schritte in dieser Arbeit behandelt werden.

Zunachst gilt es, das biologische Vorgehen festzulegen, das bereits in Abschnitt 2.1
und 2.2 beschrieben wurde. Was soll untersucht werden und wie kann man die Prob-
lemstellung am besten erfassen? Danach folgen die technische Ablaufe wie Proben-
entnahme und RNA-Isolation, die Microarray-Auswahl und Hybridisierung sowie zum

Schluss die Datenanalyse und PCR Validierung ('").
2.3.1. Auswahl der Patienten fiir die Microarrayanalyse

10 Patienten, die eine Sepsis im Verlauf entwickelten, und 10, die nicht septisch wur-
den, erfillen die Kriterien flr die Genexpressionsanalyse. Sie wurden manuell nach der
Matched Pair Methode aus dem Gesamtkollektiv der Studie ausgewahlt.

Im Gegensatz zu den verschiedenen Randomisierungsverfahren handelt es sich bei
der Matched-pair-Methode um eine willkurliche, wenn auch systematische Methode.
Jedem Probanden in der einen Gruppe wird ein vergleichbarer Partner einer anderen
Gruppe zugeordnet. Vergleichbar muss er insbesondere im Hinblick auf alle fir die
jeweilige Fragestellung relevanten prognostischen Faktoren sein ('").

In dieser Studie wurden die Parameter Alter, ethnischer Hintergrund und Geschlecht

fur die Auswahl bericksichtigt.
2.3.2. Probenentnahme und RNA Isolation

Die erste Blutprobe wurde den Patienten innerhalb einer Stunde nach Eintreffen auf
der Intensivstation abgenommen. Danach erfolgte eine Entnahme nach 12 und 24
Stunden und daraufhin alle 24 Stunden bis zum Zeitpunkt der Entlassung von der In-
tensivstation. Fur die Microarrayanalyse wurden Proben von Zeitpunkt O d_0 (Aufnah-
me auf der Intensivstation), nach 24 Stunden (d_1), nach 72h (d_3), vom 5. Tag (d_5)

und vom 9. Tag (d_9) verwendet.

"2 \Wurmbach et al. 2003.
' \/gl. Wurmbach et al. 2003.
" v/gl. Stuart 2010.
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Abbildung 7: Zeitpunkte der Probengewinnung fiir die Microarrayanalysen: Ins-
gesamt wurden 5 Zeitpunkte ausgewahlt, entsprechend dem klinischen Bild der Patien-
ten. Im vorliegenden Text wird aus sprachlichen Grinden fird_0 Tag O, fird_1 Tag 1,
usw. verwendet.

Fir die Blutabnahme und die darauf folgende RNA Isolierung wurde das PAX gene
Blood RNA System (PreAnalytiX, Heidelberg) nach Angaben der Firma PreAnalytiX
angewendet. Dieses ist ein in allen Schritten von der Blutenthahme bis zur RNA-
Konservierung standadisiertes System und liefert somit verlassliche und mit anderen
Studien vergleichbare Daten. Die Probengewinnung erfolgte mit Vollblut, aus dem die
mMRNA isoliert und extrahiert wurde. Zu den Vorteilen der Verwendung von Vollblut
vergleiche Abschnitt 4.1.6. Es wurden jeweils 2,5 ml Blut entnommen. Nach Entnahme
wurden die von Paxgene vorgesehenen Behaltnisse einige Male invertiert, bei Raum-
temperatur gelagert und dann innerhalb von 24 h in das Institut fir Mikrobiologie fir die

weitere Verarbeitung gebracht.
2.3.3. Durchfuhrung der Array Hybridisierung

Die verwendeten Microarrays waren CodeLink Uni Set Human 10K Bioarrays der Fir-
ma GE Healthcare aus Freiburg. Diese beinhalten schatzungsweise 10458 Proben
innerhalb einer Reaktionskammer auf jedem Objekttrager. Der Kern jeder CodeLink
Plattform ist eine Glasscheibe, beschichtet mit einer Matrix aus Polyacrylamidgel. So
entsteht eine dreidimensionale, wasserhaltige Hybridisierungsumgebung.

Die Quantitat der RNA wurde mit Nanodrop (NanoDrop Technologies, Rockland DE,
USA) bestimmt, wahrend die Qualitdt der RNA mit dem Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies GmbH, Boeblingen, Deutschland) ermittelt wurde. Wenn der
Gesamtertrag mehr als 2 uyg RNA und das 260/280 Verhaltnis groRRer als 1,9 betrug,
wurden 2 pg RNA der darauf folgenden cRNA Synthese zugeflihrt. Das 260/280 Ver-
haltnis gibt die Reinheit einer Losung von Nukleinsduren an. Die Konzentration einer
DNA- oder RNA-Lésung wird spektrometrisch bei einer Wellenlange von 260 nm be-
stimmt. Da das Absorptionsmaximum flir Proteine bei 280 nm liegt, gibt das Verhaltnis
der Nucleinsaure-Absorption zur Protein-Absorption Auskunft Uber die Reinheit einer

Nucleinsaure-Losung.
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Fir die cRNA Synthese wurde das CodelLink Expression Assay Kit (GE Healthcare)
nach Angaben des Herstellers verwendet. Ausgehend von der isolierten RNA wurde
zunachst mittels Erststrangsynthese eine anti-sense cDNA (complementare Desoxyri-
bonukleinsaure) gebildet. Die beiden Strange wurden aufgetrennt und die RNA ent-
fernt. Auf der nun vorliegenden anti-sense DNA wurde dann sense DNA hergestellt.
Basierend auf der sense DNA erfolgt dann die Herstellung von cRNA. Nach Lysierung
der cDNA wurde die gereinigte cRNA fragmentiert und jeweils 10 pyg zusammen mit
Hybridisierungslésung auf jedes Bioarray aufgetragen. Einen Uberblick hierzu bietet
Abbildung 8. Erhéht man die Anzahl der Replikate, steigen Genauigkeit und Sensitivi-
tat, gleichzeitig wachsen jedoch auch die Kosten des Experiments und der Aufwand,
um die Proben zu praparieren. Hier wurden deshalb von jeder RNA Probe zur besse-
ren Reproduzierbarkeit drei Replikate angefertigt. Die Arrays wurden mit Hilfe von
Cy5™-streptavadin (Amersham Biosciences) angefarbt und mit dem GenePix 4000B

Scanner eingelesen. Die so erhaltenen Bilder wurden der Datenanalyse zugeflhrt.

RNA
1. RNA-
o S

Praparation By a0

2. Synthese der anti-sense cDNA s

3. Trennung der Strange und
Verwerfung d. RNA

4. Synthese der sense cDNA G X"

5. Trennung der Strange und _ ey
Transkription der cRNA DT

6. Lysierung der DNA und Biotin- SOy
Labeling der cRNA P

7. Hybridisierung mit 3 ] 2 3
Arrays pro Probe _' (

8. Anfarben mit Cy5TM-
Streptavadin

9. Scannen per GenePix
4000B Scanner

Abbildung 8: Technische Schritte der Microarray-Hybridisierung ('°): Ablauf der
cRNA-Synthese, ausgehend von der aus Vollblut gewonnen RNA, Hybridisierung und
Farbung bis zum Scannen des Microarrays

17 Adaptiert nach Taylor und McDougall A. 1999.
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2.4. Analyse der Microarraydaten

Die Analyse eines Microarrayexperiments kann grob in zwei Teile eingeteilt werden.
Die sogenannte low-level Analyse umfasst die Prozessierung der Rohdaten und deren
Normalisierung. Unter high-level Analyse wird der Prozess der Visualisierung und Ein-
ordnung der in der low-level erlangten Daten in biologische Zusammenhange verstan-

den ('"°).
2.4.1. Low-level-Analyse

Die Low-level-Analyse beinhaltet die Quantifizierung und anschlieRende Normalisie-

rung der Microarray-Daten sowie die ldentifizierung differentiell regulierter Gene.

2.4.1.1. Quantifizierung der Microarrays

Die Umwandlung der Bilder in numerische Daten wird Quantifizierung genannt ('’").

Fur die Bewertung der Signalstarke der einzelnen Punkte wurde die CodeLink Expres-
sion Software 1.21 und die ImaGene 5.5 (BioDiscovery, CA, USA) Software im Hinter-

grund verwendet.
2.4.1.2. Intra-Slide-Normalisierung

Angegeben werden durch die CodeLink Expression Software die jeweilige Signalstarke
und eine Qualitatsbeurteilung fir jedes einzelne Gen sowie die Qualitdtsmerkmale flr
das gesamte Array. Die Signalstarke wird zundchst jeweils als Rohwert angegeben.
Darliber hinaus bietet die CodeLink Expression Software eine erste Intra-Slide-
Normalisierung durch Bestimmung eines medianen Expressionswertes flr jedes
einzelne Microarray, zu dem die erhobenen Rohdaten ins Verhaltnis gesetzt werden.
Zur Qualitatsbeurteilung der einzelnen Spots ordnet die CodeLink Software den Gen-
sonden sogenannte Attribute zu, die der Morphologie und Symmetrie der Gensonden
entsprechen. Die Dichte der auf einer Gensonde gebundenen Oligonukleotide nimmt
auf einem Microarray ringférmig von innen nach auf3en zu. Dies flhrt dazu, dass eine
qualitativ als hoch einzustufende Gensonde typischerweise eine ,Donut‘-Form auf-
weist. Die CodelLink Software ordnet jedem Spot eines der folgenden Qualitatsattribute
Zu:

- GOOD - Symmetrische Struktur

- EMPTY - Geringere Intensitat als der Hintergrund

- POOR - Abweichungen in der Symmetrie erkennbar

"% y/gl. Shay 2003.
" \/gl. Wurmbach et al. 2003.
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- MSR - vom Hersteller entfernte Gensonden (Manufacturer Spot Removed), bei
denen Qualitatsprobleme generell bekannt sind

- NEG — Unsymmetrische Struktur
In der vorliegenden Studie wurden nur Gensonden mit den Attributen GOOD und
EMPTY verwendet. Werte mit den Ubrigen Attributen wurden geléscht, wodurch Leer-
felder entstanden.
FUr jedes Array wurde dartber hinaus der sogenannte Schwellenwert bestimmt. Dies
erfolgt mithilfe nicht-menschlicher Gensonden, wie z.B. bakteriellen Genen. Im Idealfall
wirde keine RNA an ihnen binden. Die im geringen Male vorliegende unspezifische
Bindung kann somit an diesen Gensonden erfasst werden.
Werte unterhalb des errechneten Schwellenwertes wurden als unspezifische Bindung
angesehen und aussortiert.
Der Anteil der Werte in Prozent, die Uber dem Schwellenwert liegen, wird als Present
Call (Pcall) bezeichnet. So lassen sich Microarrays von schlechter Qualitat erkennen

und ggf. entfernen.
2.4.1.3. Inter-Slide-Normalisierung

Im Gegensatz zur Intra-Slide-Normalisierung, die fur jedes Microarray einzeln stattfin-
det, erfolgt die Inter-Slide-Normalisierung Uber mehrere Arrays hinweg. Die einzelnen
Module werden nun im Folgenden beschrieben. Praktisch wurden die in Giel3en entwi-
ckelten Module (Cleantable-, Schwellenwert, Ausrei3erwerte Filtermodul) zur Vereinfa-
chung der Anwendung in Visual Basic programmiert. Die GUI — (graphical user inter-
face)- Oberflache fihrt dann die Module automatisch aus.

Das bei uns entwickelte Cleantable Modul prift, wie viele Leerfelder innerhalb einer

Genzeile in zwei zu vergleichenden Gruppen vorliegen.

Def: Eine Genzeile meint hier und im Folgenden die Expressionswerte eines Gens in
allen vorhandenen Arrays, d.h. sowohl in den technischen Replikaten als auch in
den Arrays der anderen Patienten.

Alle Gene, bei denen mehr als 50% der Werte in einer Gruppe (Sepsis oder Nicht-

Sepsis) fehlten, wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen und die Genzeile

geldscht.

Das ebenfalls bei uns entwickelte Schwellenwert-Modul vergleicht jeden vorhande-

nen Expressionswert eines Microarrays mit dem Schwellenwert. Liegen in einer Gen-

zeile in einer der beiden Gruppen mehr als 50% der Werte unterhalb des Schwellen-
werts wird diese geldscht, da davon auszugehen ist, dass es sich um eine unspezifi-

sche Bindung handelt. Leerfelder werden hierbei ausgelassen.
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Die Imputation der Leerfelder erfolgte bei Genen mit weniger als 50% fehlender Wer-
te durch die sequential K-nearest neighbor (sKNN) Methode. Diese errechnet die
fehlenden Werte sequenziell von der Genzeile mit den wenigsten fehlenden Werten
und benutzt die angenommen Werte flr die spatere Anrechnung. Trotz des Gebrauchs
angenommener Werte weist diese neue Methode eine stark verbesserte Effizienz in
Exaktheit und Berechnungskomplexitat gegentiber den konventionellen, auf KNN ba-
sierenden Methoden auf ('"®).

Das Filtermodul der AusreiBerwerte wurde ebenfalls bei uns neu entwickelt zur Iden-
tifizierung einzelner AusreilRerwerte. Das Programm prft hierbei innerhalb der Patien-
tengruppe, ob die Expressionswerte eines Patienten im Vergleich mit den technischen
Replikaten und den anderen Patienten derselben Gruppe plausibel sind. Liegt einer der
Werte nicht auf H6he der technischen Replikate, wird angenommen, dass der weiter
von den anderen Werten der gleichen Gruppe entfernt liegende Wert falsch ist.

Hierzu berechnet das Filtermodul eine Standardabweichung und den Median fir jede
Genzeile innerhalb einer Gruppe. Je nach Verteilung der Einzelwerte fir jeden Patien-
ten werden so die Ausreil3er identifiziert und entfernt.

Von insgesamt 9059 Genen wurde eine Quantilen Normalisierung in R durchgefihrt
(") (software-download méglich unter: www.r-project.org). Hier wird angenommen,
dass die meisten Gene in allen Experimenten gleich stark exprimiert werden, d.h. dass
alle Arrays die gleiche Intensitatsverteilung haben.

Der Algorithmus wird am Beispiel in Abbildung 9 dargestellt. Es werden zunachst alle
Gene der GroRRe nach fir jedes Experiment sortiert. So steht dann z.B. in der ersten
Zeile fur jedes Experiment der Expressionswert des Gens mit dem kleinsten Wert
(Vergleiche Tabelle 2 in Abbildung 9).

Dann wird uUber die Gene hinweg ein Mittelwert gebildet, der die Werte aller Gene in
einer Zeile ersetzt (Vergleiche Tabelle 3 in Abbildung 9).

Im letzten Schritt wird dann wieder nach Genen sortiert (Vergleiche Tabelle 4 in Abbil-
dung 9), so dass in jeder Zeile die Werte eines einzelnden Gens der verschiedenen

Experimente stehen.

"8 y/gl. Kim et al. 2004.
¥ v/gl. Bolstad et al. 2003.
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Exp.A | Exp.B | Exp.C
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1. Original-Expressionswerte 2. Ordnen der Werte pro Experiment

Exp.A | Exp.B | Exp.C

40 40 40

Gen 2 Gen 2 Gen3 Gon'1

0 | 4 8

Gen?
T — 40
-

3. Ersetzen durch Mittelwerte pro Zeile 4. Transformierle Expressionswerte

Abbildung 9: Quantilen Normalisierung: Der Algorithmus wird am Beispiel von drei
Genen und drei Experimenten dargestellt. Die Genanzahl und Anzahl der Experimente
kénnen beliebig verandert werden.

Das Microarray outlier Filter Modul dient der Identifizierung technischer Probleme
bei einem Array. Hierzu werden von diesem Modul drei Eigenschaften fur jedes Array
berlcksichtigt. Zunachst wird der prozentuale Anteil an Ausreil3erwerten fur jedes ein-
zelne Array gegenuber der Gruppe berechnet. Dann wird eine Korrelation fur jedes
einzelne Array gegeniber dem Gesamtkollektiv angegeben und zuletzt eine Korrelati-
onsmatrize erstellt, in der jedes Array gegen jedes andere Array aufgeflhrt wird.
Technische Probleme fallen durch eine hohe Anzahl an Ausreillerwerten sowie einer
geringen Korrelation gegentber den anderen Arrays auf. Fir die Korrelationsmatrize
wird eine Heatmap erstellt, anhand derer sich Abweichungen im Farbverlauf erkennen
lassen und somit fehlerhafte Arrays identifiziert werden kdnnen.

Der Mean-Versus-Average-Plot dient ebenfalls der Identifizierung fehlerhafter Arrays.
Hier wird fur jede Genzeile ein Mittelwert berechnet. Die Genzeilen werden anschlie-
Rend nach aufsteigendem Wert sortiert. In einem Punktdiagramm werden dann die
Einzelwerte jedes Arrays gegeniber dem Mittelwert der zugehdrigen Genzeile geplot-
tet. Die X-Achse ist hierbei der Rang des Mittelwertes einer Genzeile und die Y-Achse
entspricht der Differenz zwischen einzelnem Expressionswert und Mittelwert. Bei einer

naturlichen, zufalligen Verteilung liegen die Abweichungen um Y=0.
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2.4.1.4. |dentifizierung differentiell regulierter Gene mit Rank Products

Fir die Ermittlung signifikant regulierter Gene wurde eine statistische Methode, basie-
rend auf den Kalkulationen von Rank Products (RP), angewandt. Sie liefert verlassliche
Signifikanz-Schwellenwerte durch die Annahme, dass relevante Expressionsanderun-
gen immer nur einen kleinen Anteil aller Gene betreffen. Weiterhin wird angenommen,
dass die einzelnen Messungen unabhangig zwischen den Replikaten der Arrays sind
und dass die Varianz der Messungen in etwa gleich ist fiir alle Gene (**°).

Die Daten der Sepsis-Gruppe und Nicht Sepsis-Gruppe von jedem Zeitpunkt durchlie-
fen 2000 Permutationen in Rank Products, um die False Discovery Rate (FDR) zu be-
stimmen. Diese entspricht dem erwarteten Anteil der falschlicherweise verworfenen
Hypothesen an allen Verwerfungen ().

Als signifikant reguliert angesehen wurden Gene mit einer FDR < 0,05.

Da die Aufgabenstellung dieser Studie einen Vergleich der Genexpression septischer
und nicht-septischer Patienten beinhaltet (vergleiche Kapitel 1.9), wurde fir jedes Gen
ein sogenannter FoldChange (FC) errechnet. Dieser Wert zeigt auf einen Blick fir je-
des einzelne Gen an, inwiefern sich die Expression in der Sepsis- und Nicht-Sepsis-

Gruppe unterscheidet. Allgemein errechnet sich dieser durch die Formel:

SignalProbe

FoldChange = —
Slgnall(ontrolle

In dieser Studie ist das Signal der Probe das mittlere Signal aller Sepsispatienten. Die
Kontrolle bilden hier die nicht-septischen Patienten.

Erhalt man fir ein Gen zum Beispiel einen FoldChange von 2, heil3t dies, dass die Ex-
pression dieses Gens zu diesem Zeitpunkt in septischen Patienten doppelt so hoch ist
wie in nicht-septischen. Ein FC Wert von - 2 entspricht der Halfte der Expression im
Vergleich zur Kontrollgruppe ('%).

Wichtig ist, dass der FC-Wert flrr jeden Zeitpunkt einzeln berechnet wurde. Das heift,
der Vergleich findet nicht zwischen einem Ausgangswert und den jeweiligen Werten
statt, wie es zum Beispiel in Abbildung 10 in B und C gezeigt wird, sondern jeweils fur
einen Wert der Sepsis-Gruppe und einen Wert der NS-Gruppe (vergleiche A in Abbil-
dung 10).

Die Fragestellung der Studie ist hierbei der entscheidende Punkt fur die Wahl des Mo-
dells. Wahlt man fir den Vergleich eine gesunde Kontrollgruppe zu einem Zeitpunkt, so

kénnen die Reaktionen und Ablaufe Uber den gesamten Zeitverlauf zu einem fixen

180 \/gl. Breitling et al. 2004.
'81v/gl. Breitling et al. 2004.
182 \/gl. Wurmbach et al. 2003.
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Punkt in Bezug gesetzt werden. So wird auch eine Aussage Uber die Entwicklung zwi-
schen den Zeitpunkten mdglich und man kann die Reaktion der Gruppe zu jedem Zeit-
punkt mit einem Ausgangswert vergleichen (siehe B in Abbildung 10).

Wahlt man als Kontrolle einen Zeitpunkt aus der zu untersuchenden Gruppe, kénnen
die Entwicklungen im Zeitverlauf dargestellt und analysiert werden (siehe C in Abbil-
dung 10).

Der groRe Vorteil eines Modells, das eine Gruppe A mit einer Gruppe B unter den sel-
ben auRerlichen Bedingungen (hier das Trauma und die weiter Behandlung) vergleicht,
ist jedoch, dass wirklich nur die Reaktion auf den zu untersuchenden Zustand (hier die
Sepsis) gezeigt wird. Weitere Einflisse und Faktoren werden so herausgefiltert (siehe
A in Abbildung 10 ).

S 0 g1 5 3 8 5 59

MNE_D

Abbildung 10: Drei verschiedene Modelle fiir die Kontrollgruppe zur Berechnung
eines FC-Wertes: (A) zeigt die hier gewahlte Variante, in der an jedem Zeitpunkt die
Werte aus der Sepsis-Gruppe mit denen aus der Nicht-Sepsis Gruppe verglichen wer-
den. In (B) ist der Kontrollwert jeweils der Wert der nicht-septischen Patienten am Zeit-
punkt O und in (C) ist der Kontrollwert jeweils der Wert der septischen Patienten am
Zeitpunkt 0.

2.4.2. RT-PCR Validierung

Die RT-PCR Validierung wurde mit insgesamt 13 Genen aus allen Teilbereichen der
Genfunktionen durchgefiihrt. Die technische Durchfliihrung erfolgte auf dem ABI

PRISM® 7700 Sequence Detection System (applied Biosystems, Darmstadt, Germa-
ny).
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Uber alle 5 Zeitpunkte wurde fiir jeden Patienten sowohl aus der Sepsis-Gruppe als
auch aus der Nicht-Sepsis-Gruppe eine RT-PCR durchgefihrt. Die so erhaltenen Da-
ten wurden gegen die 4 Housekeeping Gene (PGK1, SDHA1, hB2M f1+r1, hHPRT1
f1+r1) normalisiert, danach logarithmiert und schlief3lich die Mittelwerte der Sepsis- und
der Nicht-Sepsis-Patienten gebildet. Der Fold-Change ergab sich nun aus der Differenz
der Mittelwerte der beiden Patientengruppen.

Um die Ergebnisse der beiden Verfahren Microarray und RT-PCR miteinander verglei-
chen zu kdénnen, wurde fur eine graphische Darstellung ein Punktdiagramm gewahit
und eine Trendlinie angelegt. Die Steigung der Geraden entspricht der Korrelation zwi-

schen den beiden Verfahren (Idealwert: Steigung=1).
2.4.3. High-level Analyse

Die high-level Analyse zielt darauf ab, einen Sinn in die gewonnen Microarray-Daten zu
bekommen. Begonnen wird hier mit der programmbasierten Analyse, die vor allem mit
den im Folgenden beschriebenen Programmen SOURCE, DAVID, Pathwayexplorer,
Ingenuity Pathway Analysis und dChip durchgefuhrt wurde. Anschlie®end erfolgt dann,
basierend auf den gewonnenen Erkenntnissen, die funktionsorientierte Analyse, die die

Fragestellung nach Themen sortiert angeht.
2.4.3.1. SOURCE

Source ist eine webgestlitze Datenbank, die Informationen von einer breiten Spanne
an Ressourcen zusammen bringt und sie auf eine Art und Weise zur Verfugung stellt,
die besonders fiir Analysen in Genom-GroRe wertvoll ist ('®?).

Die Source Suchmaske bietet Einstellmdglichkeiten zu Organismen, Suchoptionen und
den Informationstypen. Sucht man nach Informationen fir ein einzelnes Gen, gelangt
man von hier zum sogenannten Gen-Bericht. Dieser besteht aus einer Ubersicht, auf
der die gesammelten Informationen aus diversen anderen Datenbanken dargestellt
werden. Er beinhaltet Pseudonyme, Lokalisation auf dem Chromosomen, biologische
Rollen und funktionelle Beschreibungen des Proteins, GenOntologie Annotationen,
Informationen Uber assoziierte Krankheiten und Gen-Expressions-Daten. FUr vertie-
fende Forschungen werden Verknlpfungen zu externen Datenbanken wie OMIM (On-
line Mendelian Inheritance in Man), SwissProt, LocusLink, UniGene und Pubmed gebo-
ten. Die VerknUpfungen zu externen Datenbanken fuhren direkt zu den entsprechen-
den Seiten (iber die einzelnen Gene und Proteine. In PubMed wird eine Ubersicht (iber
die mit dem jeweiligen Gen in Zusammenhang stehenden Veroffentlichungen gegeben.

Die PubMed Literatur Abfrage Iasst sich mit Hilfe von benutzerdefinierten Suchworten

'8 v/gl. Diehn et al. 2003.
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einschranken oder durch die Benutzung von Pseudonymen fir das jeweilige Gen bzw.
Protein ausweiten. Die GenOntologie Annotation beinhaltet zum "Beispiel Biologischer
Prozess®, ,Molekulare Funktion“ und ,Zellulares Kompartment®.

Neben der Abfrage fur einzelne Gene bietet Source das sogenannte ,batch-interface*
(Mengen-Verbindungsstick) fur das schnelle Erlangen von Daten Uber tausende von
Genen und erleichtert so die Analyse von Microarray-Experimenten. Je nachdem, wel-
che Informationen gewtnscht werden, kénnen die einzelnen Optionen angeklickt wer-
den. Diese beinhalten Gennamen oder -symbol, Pseudonyme, LocusLink Kennungen,
die Lokalisation des Gens auf dem Chromosomen und die des Proteins in der Zelle,
biologische Funktionen und GenOntologie Annotationen. Source wird fortlaufend auf
den neusten Stand gebracht und enthalt somit die aktuellsten und genauesten Informa-
tionen. Automatische wdchentliche Updates sorgen daflrr, dass alle Daten aus den

externen Datenbanken sofort in Source einflieRen (***).

2.4.3.2. Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery

Die Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) ist eine
webbasierte Plattform fur verschiedene Analyseprogramme zur funktionellen Annotati-
on und Klassifikation, Umwandlung von Genidentifikatoren und Zuordnung von Namen
zu Genen in einer Liste. Das DAVID Genfunktions-Klassifikationsprogramm wird als
biologischer, modulzentrierter Algorithmus zur Analyse grofRer Genlisten beschrieben
(185).

Das webbasierte Programm fasst viele Gene aus einer Liste in definierte biologische
Klassen zusammen, die biologische Module genannt werden. Diese Organisation wird
durch Auswertung komplexer biologischer Zusammenhange aus verschiedenen funkti-
onellen Annotationsquellen erreicht. Einzelne Gene haben viele Funktionen und sind
somit mit verschiedenen biologischen Begriffen assoziiert. Gleichzeitig sind einzelne
biologische Begriffe mit einer Vielzahl von Genen verbunden. Diese Verknipfungen
bilden ein komplexes Netzwerk, das ein Abbild der Natur ergibt, aber den Forscher vor
die Herausforderung stellt, aus diesem ,many-genes-to-many-terms® Problem das We-
sentliche herauszuziehen. DAVID |6st diese Aufgabe durch die Identifikation biologi-
scher Module mit Hilfe explorativer statistischer Methoden ('%°).

Es werden also einmal Gene mit ahnlichen Funktionen in die gleiche Gruppe eingeord-
net und dann Gruppen mit ahnlichen Funktionen in Module zusammengefasst. Es wer-
den zum Beispiel die Klassen Apoptose, Zelltod oder Regulation des Zelltods in einem

Modul zusammengefasst.

'8 \/gl. Diehn et al. 2003.
185 Vgl. Huang et al. 2007.
186 Vgl. Huang et al. 2007.
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Durch Vergleich der DAVID Ergebnisse mit von Hand erzielten Resultaten wurde eine
Leckrate (Gene, die nicht in eine Gruppe eingeordnet wurden, in die sie gehdren) von
1-2% und eine Stérungsrate (Gene, die in eine Gruppe eingeordnet wurden, in die sie
nicht gehdren) von 1-5% ermittelt ("®').

Um die Frage beantworten zu kénnen, welche Gengruppen flr das jeweilige Experi-
ment am wichtigsten sind, greift DAVID auf die traditionellen Uberreprasentationsana-
lysen zurlck. Es wird gemessen, wie viele Gene in den einzelnen Gruppen vorkommen
und dies mit der Anzahl der allgemein in diese Gruppe gehdérenden Gene verglichen.
Das heilt DAVID vergleicht die zu analysierende Liste der Gene mit einer anderen
Liste, dem sogenannten Hintergrund. Dieser Hintergrund kann zum Beispiel aus dem
von DAVID vorgegebenen gesamten Genom oder aus einer vom Benutzer gewahlten
Liste bestehen. Werden, wie in dieser Studie, Microarraydaten ausgewertet, ist es eine
sinnvolle Anordnung, seine Liste signifikant regulierter Gene mit einer Liste aller Gene
auf dem Chip zu vergleichen. So wird die Zusammenstellung des Chips beachtet und
DAVID erkennt die Uberreprasentierten Gruppen. Aus dem dabei errechneten "Enrich-
ment Score" (modifizierter Fisher exact Wert) jeder Gruppe wird der Mittelwert fir das
zugehorige Modul errechnet. Je héher der Wert einer Gruppe ist, desto groRer ist die
Bedeutung der Gengruppe (*®®).

Als Ergebnis liefert DAVID eine Liste mit den Modulen und Gengruppen und den zuge-
hérigen ,Enrichment Scores®. Von hier kann man weitere Informationen tber die Grup-
pen bekommen. Klickt man eine Gruppe an, so erhalt man einmal eine Liste mit den
zugehérigen Genen und eine Ubersicht der Giber- und untergeordneten Begriffe. Die
Genliste enthalt die Gennamen, Genidentifikatoren und verwandte Gene. Wahlt man
ein Gen aus, bekommt man weitere Informationen zu Funktion, Synonymen und Gen-
lokalisation und viele Links zu PubMed Veréffentlichungen, assoziierten Krankheiten

und weiteren Internetseiten (')

2.4.3.3. PathwayExplorer

Proteine sind oft Teile von Pathways. Ein Molekul aktiviert oder hemmt andere. So
werden Informationen weitergegeben und vervielfaltigt. Viele dieser Aktivierungsketten
sind bereits erforscht und so kénnen Proteine und die entsprechenden Gene in diese
Netzwerke eingeordnet werden.

Das Programm PathwayExplorer wurde fir die automatische Zuordnung von Proteinen
in die momentan erhaltlichen metabolischen und zellularen Pathways entwickelt. Der
PathwayExplorer benutzt dafur die Daten von KEGG, BioCarta and GenMAPP. So

87 \gl. Huang et al. 2007.
188 Vgl. Huang et al. 2007.
189 Vgl. Huang et al. 2007.
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kénnen einzelne Gene in ihrem biologischen Zusammenhang uberblickt und die Be-
deutung der einzelnen Pathways anhand der Anzahl und Expression der Gene abge-
schatzt werden ('%).

Nach der Einlesung der Daten erstellt das Programm eine Liste mit den mdglichen Pa-
thways, geordnet nach der Anzahl der Gene, die in den eingegebenen Daten gefunden
wurden. Diese Reihenfolge lasst sich nach der absoluten Menge oder der relativen
Anzahl der Gene, gemessen an der insgesamt moglichen Zahl, regulieren. Von hier
lassen sich die einzelnen Pathways aufrufen. Der PathwayExplorer gibt die Abbildung
mit allen Proteinen und kennzeichnet die in der Liste vorhandenen Gene nach ihrer
Expression farbig. Hat man zu einem Protein mehrere Daten, zum Beispiel durch meh-
rere Zeitpunkte, bietet der Pathwayexplorer eine Funktion zur Visualisierung dieser
Werte. In durch den Benutzer einstellbaren Farbeinstellungen werden in den
Pathway-Ubersichten die verschiedenen Expressionen der Gene in kleinen Késtchen
dargestellt. Die einzelnen Gene kdnnen angewahlt werden und es 6ffnet sich ein Fens-
ter mit weiteren Daten zu dem Gen und einem Expressionsprofil, wie zum Beispiel ei-
nem Verlauf Gber mehrere Zeitpunkte. Die einzelnen Pathways kénnen als PDF, PNG,
SVG Datei heruntergeladen werden. Die Ubersicht mit allen Ergebnissen ist als Text-
datei erhaltlich ("°).

2.4.3.4. Ingenuity Pathway Analysis

Ingenuity Pathway Analysis (IPA) ist eine ,all-in-one“ Software Lésung, die es ermdg-
licht, komplexe biologische und chemische Systeme zu analysieren und zu verstehen.
Mit dem standig wachsenden Berg von Wissen stellt das Auffinden relevanter Informa-
tionen eine immer groRer werdende Aufgabe dar. IPA bietet daher die Moglichkeit, auf
durch Experten vorselektiertes Material zurtickzugreifen. So werden bei der Suche
nach Informationen Uber Gene, Medikamente, Zellulare Prozesse oder Signaltransduk-
tionswege statt einer Liste von zugehdrigen Veroffentlichungen wichtige Informationen
prasentiert. Die Datenbank wird dabei standig aktualisiert, so dass auf den neusten
Forschungsstand zuriickgegriffen wird ('%).

Zusatzlich zur expertenbasierten Literatursuche bietet IPA Uber graphische Abbildun-
gen die Mdglichkeit, Schlisseleigenschaften und Verbindungen von Genen oder Prote-
inen noch einfacher zu erfassen und zu verstehen ('%).

Neben der Literatursuche zeichnet sich IPA vor allem durch seine Werkzeuge zur Ana-

lyse experimenteller ,high-throughput® (hoher Durchlauf) Daten aus. IPA dient dazu,

1% v/g1. Mlecnik et al. 2005.
91 vgl. Mlecnik et al. 2005.
'92y/gl. Thomas und Bonchev 2010.
'3 V/gl. Thomas und Bonchev 2010.
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relevante Beziehungen, Mechanismen, Funktionen und Signaltransduktionswege in
groRen Mengen von Daten zu identifizieren. IPA bietet die Mdglichkeit, mehrere Expe-
rimente gleichzeitig einzulesen, analysiert diese dann jedoch einzeln. Dartber hinaus
gibt es die Moglichkeit, Vergleiche zwischen den einzelnen Experimenten anzustellen.
In dieser Studie gab es somit flinf Experimente. Fir die Analyse wurde als Referenz
die Ingenuity Knowledge Base angenommen. Direkte sowie indirekte Beziehungen
wurden beachtet. IPA gibt fiir jede Beobachtung die folgenden Analysepunkte geordnet

jeweils nach der héchsten Relevanz an:

¢ Funktionelle Netzwerke (Associated Network Functions)

e Krankheiten und Fehlfunktionen (Diseases and Disorders)

e Molekulare und Zellulare Funktionen

e Entwicklung eines physiologischen Systems

¢ Anerkannte Signaltransduktionswege (Canonical Pathways)

e Toxische Funktionen (Tox Functions) ('**)

Aullerdem sucht es die am starksten regulierten Gene fur die jeweilige Beobachtung
heraus. Zur einfacheren Ubersicht fasst IPA die Ergebnisse jeder Analyse in einer
Kurzfassung zusammen.

Zur Analyse der generellen Reaktion polytraumatisierter Patienten auf eine Sepsis un-
abhangig vom Zeitverlauf wurde eine Liste erstellt, in der sich die Gene befanden, die
an zumindest einem Zeitpunkt die Signifikanzgrenze von 0,05 unterschritten haben.
Ihnen wurde jeweils der FC-Wert mit der niedrigsten FDR zugeordnet. Die Ingenuity-
Analyse dieser Zusammenstellung bietet somit einen Uberblick (iber die Mechanismen,
die septische von nicht-septischen Patienten unabhangig vom Zeitverlauf unterschei-
den.

Um der Zeitverlaufs-Charakteristik dieser Studie gerecht zu werden, werden die Analy-
seergebnisse der einzelnen Zeitpunkte graphisch aufgetragen. Fir jeden der oben auf-
gelisteten Analysepunkte wird eine Tabelle erstellt, in der die vier bis flunf wichtigsten
Unterkategorien vorhanden sind. Fir jeden Tag wird der jeweiligen Gruppe ein Farb-
wert zugeordnet, der je nach Bedeutsamkeit variiert. Im Vergleich der Gruppe ,funktio-
nelle Netzwerke“ wird zur Bestimmung der Wichtigkeit die von Ingenuity kalkulierte
Punktzahl herangezogen. Diese wird anhand von p-Werten berechnet und bildet die
Wahrscheinlichkeit ab, mit der die Fokus Gene in einem Netzwerk aus Zufall zusam-

(195

men gefunden wurden (). Fur die restlichen Gruppen wird dieser Score durch Inge-

nuity nicht berechnet, so dass auf den Platz in der Tabelle, abhangig von den p-

1% V/gl. Thomas und Bonchev 2010.
195 Vgl. Monarch App Note.
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Werten, zurtickgegriffen wird. Eine besser platzierte Gruppe mit einem entsprechend
niedrigeren p-Wert wird dunkler hinterlegt als eine schlechter platzierte. So erhalt man

einen Uberblick dariiber, wie wichtig einzelne Funktionen Uber den Zeitverlauf sind.
2.4.3.5. dChip

dChip ist ein offentlich erhaltliches Softwarepaket, das verschiedene modellbasierte
Expressionsanalyseverfahren von Microarrays und high-level Analyseprozessen aus-
fuhrt. Das modellbasierte Vorgehen erlaubt Test-Level Analysen von vielen Arrays.
Durch das Zusammenschlief3en von Informationen tUber mehrere Arrays ist es moglich,
Standardfehler flir verschiedene Expressionsindexe zu erhalten. Dieser Ansatz erlaubt
aulierdem die automatische Probenauswahl zur Fehlerreduktion durch querhybridisie-
rende Proben und Bildverunreinigung. High-level Analysen in dChip beinhalten Ver-
gleichsanalysen und hierarchisches Klustern. Hierarchische Kluster-Analysen packen
Gene mit ahnlichen Expressionsmustern in Gruppen zusammen. Als Ergebnis liefert
dChip einen Klusterbaum, in dem sich Gene in enger Nachbarschaft mit den Genen
befinden, die eine hohe Ahnlichkeit in ihren standardisierten Expressionswerten Uber
alle Arrays haben. Zur graphischen Darstellung verwendet dChip ein farbiges Kastchen
pro Gen fur jedes Array. Je nach Expression liegt die Farbe im griinen bis roten Be-
reich. Grin steht hierbei fir eine schwache und rot flr eine starke Expression. Je nach
Aufgabenstellung lasst sich einstellen, ob zusatzlich zu den Genen auch die Arrays
geklustert werden. So kann festgestellt werden, ob Arrays aus verschiedenen Patien-
tengruppen allein durch die Genexpression der jeweiligen Gruppe zugeordnet werden
konnen. ldentifiziert man Kluster von Genen, die man gesondert untersuchen mdchte,

lassen sich Listen dieser Gene erstellen ('%°).

2.4.4. Disease load index

Die Berechnung eines FC-Wertes, wie im Abschnitt 2.4.1.4 beschrieben, bietet den
Vorteil, auf einen Blick die Unterschiede in der Genexpression zwischen zwei Kohorten
feststellen zu kdnnen. Fir die Analyse eines Zeitverlaufs kommt dann jedoch die Ein-
schrankung zum Tragen, dass eine Aussage Uber die Entwicklung der Expression nur
bedingt mdglich ist. So kann z.B. auch bei einem positiven FC-Wert die Expression
insgesamt abfallen, so lange dies in beiden Gruppen ablauft.

Um dies auszugleichen, wurde erganzend fir einige Gengruppen der sogenannte

Disease load index (DLI) berechnet. Dieser entspricht der kumulativen Expression, d.h.

%8 y/gl. Schadt et al. 2001.
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der Summe der einzelnen Genexpressionswerte von Genen einer Gruppe an den ver-
schiedenen Zeitpunkten, wie bei Porter et al. 2003 beschrieben (*%).

Anschlieend erfolgte die graphische Darstellung als Liniendiagramm mit der kumulati-
ven Expression auf der X-Achse und den Zeitpunkten auf der Y-Achse.

In manchen Fallen wurde es notwendig anstatt der kumulativen Expression die mittlere
Expression zu betrachten, wenn zwei Gruppen von Genen verglichen wurden deren
Anzahl sehr unterschiedlich ist. Um dies auszugleichen wurde die kumulative Expres-

sion mit der Anzahl der Gene ins Verhaltnis gesetzt.
2.4.5. Identifizierung von Biomarker-Genen

Zur ldentifizierung von einzelnen Kandidaten-Genen zur Unterscheidung zwischen
septischen und nicht-septischen Patienten wurde nach Genen gesucht, bei denen die
Expressionswerte der Patienten einer Gruppe mdglichst weit von der mittleren Expres-
sion der anderen Gruppe entfernt liegen.

Hierzu erfolgten folgende Berechnungen:

Gesucht wurde d > 0, wobei d der Differenz zwischen der mittleren Expression (x) der
Gruppe 1 zuzuglich der Standardabweichung (s) und der mittleren Expression der
Gruppe 2 abzlglich der Standardabweichung entspricht.

Angenommen wurde hierbei eine groRere mittlere Genexpression in Gruppe 2, was
jeweils entweder der septischen oder der nicht-septischen Kohorte entsprach.

Fir diese Unterscheidung erfolgte zunachst:
JENS - JES =a
beia>0 - (Xns — Sns)— (Xs + s5) = d

beia<0 - (ks — s5) —(Xys+ sys) = d

Der Mittelwerte (x) und die Standardabweichungen (s) wurden jeweils nach folgenden

Formeln berechnet:

Mittelwert X =

Standardabweichung

¥7V/gl. Porter et al. 2003.
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Alle Gene, die zumindest an einem Zeitpunkt die Bedingung d > O erfillten, wurden
gesondert betrachtet und graphisch dargestellt. Ein Beispiel hierfur bietet Abbildung 11.
Es ist anzunehmen, dass diese Gene eine moglichst gute Unterscheidung der beiden
Gruppen bieten und sie wurden somit als potentielle Biomarker zur Sepsis-Erkennung

identifiziert.

6 Legende:

CDADC1

il

Abbildung 11: Beispiel fiir ein Balkendiagramm an der Genexpression von
CDADC1 am Zeitpunkt 1: Die Genexpression ist auf der X-Achse aufgetragen. Die
linken Balken entsprechen den septischen Patienten, die rechten den nicht-septischen
Patienten.

Q v R

F -9

Genexpression
w
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3. Ergebnisse

Im nun folgenden Ergebnissteil werden zunachst die allgemeinen und technischen Er-
gebnisse aufgefihrt, was eine Beschreibung und Auswahl der Patienten beinhaltet
sowie allgemeine Ergebnisse der Microarrayanalyse, wie z.B. die Anzahl der differenti-
ell regulierten Gene an den einzelnen Zeitpunkten. Dann werden die Ergebnisse der
Validierung per RT-PCR aufgefihrt.

AnschlieRend folgen die Ergebnisse der programmbasierten Analyse, einem der ersten
Schritte der Analyse, um eine grobe Ubersicht zu erhalten, in welchen Bereichen Auf-
falligkeiten vorliegen. Diese programmbasierte Analyse bildet somit die Basis flr die
dann folgende funktionsorientierte Analyse, in der man sich den einzelnen Funktionen,
Ablaufen und Reaktionen im Detail widmet.

Erganzend werden im Anschluss die Ergebnisse der Biomarker-Analyse aufgefuhrt.

Abschlief3end folgt eine graphische Darstellung der Zeitverlaufsanalyse.
3.1. Allgemeine und technische Ergebnisse

Hier werden zunachst die Patientendaten und anschliel3end allgemeine Ergebnisse der
Microarray-Analyse aufgeflihrt, ohne Beachtung der Genfunktion. Hierzu zahlt z.B. die
Anzahl der signifikant regulierten Gene an den einzelnen Zeitpunkten. Darlber hinaus
wird analysiert, an welchen Tagen die gleichen Gene reguliert sind, um bereits die ers-
ten Gemeinsamkeiten bzw. Unterschiede zwischen den Zeitpunkten darzustellen. Die
Summierung der absoluten Expressionswerte, getrennt nach septischen und nicht-
septischen Patienten, erlaubt dann einen ersten Blick auf die unterschiedliche Reaktion

der beiden Patientengruppen.
3.1.1. Patienten und klinische Ergebnisse

Insgesamt erfullten 85 Patienten die Einschlusskriterien der Studie, von denen wiede-
rum 10 in die Gruppe 1 (Nicht-Septisch) und 10 in Gruppe 2 (Septisch) eingeordnet
wurden. In Ubereinstimmung mit anderen Studien zu Trauma und Sepsis war bei den
septischen Patienten der durchschnittliche 1SS héher und das mannliche Geschlecht
Uberreprasentiert. Die gehaufte Anzahl an Mannern wird durch ihre erhéhte Beteiligung
an Unfallen erklart. Die Sepsis wurde bei den Patienten klinisch zwischen dem dritten

und achten Tag diagnostiziert, bei den meisten am 5. Tag.
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Patienten Gesamt | Gruppe 1 (Nicht-septisch) | Gruppe2 (septisch)
Anzahl 85 57 28
Alter (Jahre) 32 26 (18 - 32) 37 (18 - 66)
Mannliches
Geschlecht 62 30 32
Beginn der Sepsis
5 3-8
(Tag)
Nicht-Uberlebende | 5 0 5
:Z)Susrchschnlttllcher o4 21 (17 - 41) 29 (17 - 43)

Tabelle 3: Allgemeine Patientendaten: Vergleich der allgemeinen Daten. Die Gruppe
der septischen Patienten ist durchschnittlich junger und ihr ISS ist niedriger, trotzdem
ist eine Unterscheidung allein anhand dieser Kriterien nicht mdglich, da die Schwan-
kungsbreite (in Klammern) beider Kriterien in den Bereich der anderen Gruppe herein-

reicht.

10 Patienten aus der Sepsis-Gruppe und 10 aus der Nicht-Sepsis-Gruppe wurden ma-

nuell nach der Matched Pair Methode aus dem Gesamtkollektiv der Studie ausgewahlt

und zugeordnet. Flr weitere Erlauterungen zur Matched Pair Methode vergleiche auch

Absatz 2.3.1., Tabelle 4 gibt eine Ubersicht (iber die ausgewahlten Patienten und die

zugehdrigen Parameter.

a |l || O T > a 2 < 0] T s
01 [NS 01 |26 |M Kaukasier S 06 19 M Kaukasier
02 |NS_02 38 | M Kaukasier S 07 19 M Kaukasier
03 |NS_03 |48 |F Kaukasier S 05 27 F Kaukasier
04 |NS_ 04 (38 | M Kaukasier S 10 20 M Kaukasier
05 |NS_05 |51 | M Kaukasier S 10 20 M Kaukasier
06 | NS_06 |18 | M Kaukasier S_08 19 M Kaukasier
07 | NS_O07 (47 | M Kaukasier S_01 38 M Kaukasier
08 |[NS 08 |54 | F Kaukasier S 09 63 F Kaukasier
09 [NS 09 |50 |M Kaukasier S 02 50 M Kaukasier
10 | NS_10 |58 | M Kaukasier S 12 73 M Kaukasier

Tabelle 4: Matched-pair-Methode: Die 10 Patienten aus der septischen Gruppe (S)
wurden per matched-pair-Methode 10 Patienten aus der nicht-septischen Gruppe (NS)

zugeordnet.
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3.1.2. Ergebnisse der Microarray-Analyse

Die Blutproben von 20 Patienten wurden fir die Mikroarrayanalyse verwendet. Die Re-
produzierbarkeit der technischen Replikate war hoch (r>0.97) und die Mikroarrays hat-
ten ein durchschnittliches Prasenzsignal von 72%. Peripheres Blut zeigt eine stabile
Wirtsantwort in Patienten nach Polytrauma. Die Anzahl der regulierten Gene mit einer
FDR von unter 0.05 schwankte an den einzelnen Zeitpunkten (siehe Abbildung 12). Die
héchste Anzahl signifikant regulierter Gene ergab sich nach 24 Stunden, wahrend die

niedrigste Anzahl an Tag 5 zu finden war.

400

350

188 82

119

o 116 neg

® pos

0 .

do d_1 d 3 d>5
Zeitpunkte

Abbildung 12: Anzahl signifikant regulierter Gene im Zeitverlauf: pos - Gene mit
einem positiven Fc-Wert (hochreguliert), neg - Gene mit einem negativen Fc-Wert
(herunterreguliert)

An den verschiedenen Zeitpunkten waren zum grof3en Teil unterschiedliche Gene re-
guliert. Die Anzahl der Gene, die an allen 5 Zeitpunkten signifikant reguliert waren,
betragt 23 bei einer FDR 0.05 und 84 bei einer FDR 0.3. Die Anzahl der Uberschnei-
dungen zwischen den Tagen fur FDR 0.05 sieht man in Tabelle 5. Die Anzahl der
Uberschneidungen korreliert mit der Anzahl der Gene an den einzelnen Tagen. Auffal-
lig ist jedoch, dass Tag 9, der insgesamt die zweithdchste Genanzahl hat, verhaltnis-
maRig wenige Uberschneidungen aufweist.

Die Anzahl der Gene, die zu mindestens einem Zeitpunkt signifikant mit einer FDR von
unter 0,05 waren, betragt 768. Diese Gene werden fur die Analyse des Zeitverlaufs in
einer Excelliste zusammengefugt, die als Basis fur die weitere Analyse zu Grunde ge-
legt wird.
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dO0|d1|d3|d5|d9
d_0 X 233 | 166 |48 | 100
d_1 233 | x 240 |52 | 124
d_3 166 | 240 | X 57 | 150
d_5 48 |52 |57 |x 66
d_9 100 | 124 | 150 |66 | X
Gesamtiiberschn. | 547 | 649 | 613 | 223 | 440
Genanzahl 244 | 373 | 274 |64 | 315
# Uberschn./Gene | 2,24 | 1,73 | 2,23 | 3,48 | 1,39

Tabelle 5: Anzahl der Uberschneidungen zwischen den Zeitpunkten: es ist jeweils
die Anzahl der Gene angegeben, die an beiden Zeitpunkten gleichzeitig signifikant ex-
primiert werden. In der letzten Zeile wird das Verhaltnis von Genanzahl und Gentber-
schneidungen gezeigt. Auffallig ist eine relativ geringe Anzahl an Uberschneidungen an
Zeitpunkt 9, trotz einer hohen Anzahl an Genen.

Gen-Uberschneidungen
700

649
613
600 547
500 440
400 3 . .
15 m Uberschneidungen

300 44 74 .

223 Genanzahl
200 —
100 64 I

0
do d 1 d3 d>5 do9

Abbildung 13: Graphische Auftragung der Anzahl der Uberschneidungen bei den
Genen: Auffallig ist, dass trotz hoher Genanzahl an d_9 nur relativ wenige Gen-
Uberschneidungen vorliegen.

Anzahl

3.1.3. Kumulative Expression (Disease load index)

Die quantitative Messung der Expression wurde durch die Addition der Intensitaten,

getrennt nach septischen und nicht-septischen Patienten, erreicht ('%%)

. Sie ergibt eine
verstarkte Reaktion der septischen Patienten Uber den gesamten Zeitverlauf. Das
heildt, dass die 763 Gene im Durchschnitt eine starkere Expression in den septischen

Patienten als in den nicht-septischen Patienten aufweisen.

%8 v/gl. Porter et al. 2003.
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Abbildung 14: Kumulative Expression liber alle Gene: Die kumulative Expression
Uber alle Gene wurde fur die 5 Zeitpunkte, getrennt nach Sepsis und Nicht-Sepsis,
errechnet. Hier zeigen sich Uber den gesamten Zeitverlauf hohere Werte fur die septi-
sche Gruppe, was auf eine insgesamt starkere Reaktion in septischen Patienten hin-
weist.

3.2. Ergebnisse der RT-PCR-Validierung

Insgesamt wurden 13 Gene zur unabhangigen Validierung der Microarray-Ergebnisse
mittels RT-PCR ausgewahlt. Die Auswahl erfolgte aus allen Genkategorien, um ein
moglichst breites Spektrum abzudecken sowie aus der Liste der Biomarker-Gene (Ver-
gleiche Abschnitt 2.4.5).

Die aus den RT-PCR-Ergebnissen errechneten FC-Werte wurden gegenuber den FC-
Werten aus den Microarrayergebnissen in Abbildung 15 bis Abbildung 19 graphisch
aufgetragen.

Die Korrelation zwischen den beiden Verfahren schwankt an den einzelnen Zeitpunk-

ten.

do |d_1 d3 |d5 |d9
Korrelationen 0,914 | 0,920 | 0,839 | 0,740 | 0,839

Mittlere Korrelation | 0,850

Tabelle 6: Korrelationen zwischen Microarray- FCs und RT-PCR-FCs: Die Korrela-
tionen zwischen Microarray- FCs und RT-PCR-FCs werden fur die einzelnen 5 Zeit-
punkte angegeben, ebenso eine Gesamtkorrelation als arithmetisches Mittel Uber die
einzelnen Werte.

Die Korrelationen an den restlichen Zeitpunkten betragen: 0,91 (d_0), 0,92 (d_1), 0,83

(d_3), 0,74 (d_5), 0,83 (d_9), was im Durchschnitt eine Korrelation von 0,85 ergibt. Die
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Ergebnisse aus den beiden Verfahren korrelieren daher gut und die Daten aus den

Microarrays konnten somit validiert werden.
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Abbildung 15: Vergleich der FC-Werte aus Microarray und aus RT-PCR am Tag 0:
Fir insgesamt 13 Gene wurden die FC-Werte aus Microarray und RT-PCR geplottet
und eine Trendlinie angelegt.
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Abbildung 16: Vergleich der FC-Werte aus Microarray und aus RT-PCR am Tag 1:
Fir insgesamt 13 Gene wurden die FC-Werte aus Microarray und RT-PCR geplottet
und eine Trendlinie angelegt
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Abbildung 17: Vergleich der FC-Werte aus Microarray und aus RT-PCR am Tag 3:
Fir insgesamt 13 Gene wurden die FC-Werte aus Microarray und RT-PCR geplottet
und eine Trendlinie angelegt
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Abbildung 18: Vergleich der FC-Werte aus Microarray und aus RT-PCR am Tag 5:
Fir insgesamt 13 Gene wurden die FC-Werte aus Microarray und RT-PCR geplottet
und eine Trendlinie angelegt
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Abbildung 19: Vergleich der FC-Werte aus Microarray und aus RT-PCR am Tag 9:
Fir insgesamt 13 Gene wurden die FC-Werte aus Microarray und RT-PCR geplottet
und eine Trendlinie angelegt

3.3. Ergebnisse der programmbasierten Genexpressionsanalyse

Die programmbasierte Genexpressionsanalyse ist der erste Schritt in der Analyse der
erhobenen Daten, um eine Ubersicht Gber Funktionen, Lokalisation in der Zelle oder
assoziierte Krankheiten zu erhalten. Je nach Ergebnis kann dann anschlieRend die
detailliertere Betrachtung einzelner Gengruppen bzw. Gene erfolgen. Die programm-

basierte Genexpressionsanalyse bildet somit die Basis fur die weitere Analyse.
3.3.1. SOURCE

Die Analyse der 768 Gene mit einer FDR kleiner als 0.05 in Source ergab 717 in
UniGene, der Datenplattform des National Center for Biotechnology Information
(NCBI), erkannte Gene. Somit wurden 51 Gene nicht erkannt. 97 Genen konnte
SOURCE keine Funktion zuteilen. Die Gene wurden nach ihrer Funktion und der Loka-
lisation in der Zelle unterteilt (Abbildung 20, Abbildung 21).
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Proteinfunktion

Membranintegritat
Proteinbiosynthese
Blutgerinnung

Apoptose

Metabolismus

Response to stimulus

Genanzahl

Abbildung 20: Funktionelle Einteilung durch SOURCE: SOURCE fuhrt von jedem
Gen eine Hauptfunktionen an. Die meisten Gene lassen sich in die Gruppe ,Response
to stimulus® einordnen.

Lokalisation in der Zelle
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Abbildung 21: Proteinlokalisation nach SOURCE: SOURCE fiihrt von jedem Gen
ihre Lokalisation in der Zelle an. Die meisten Gene befinden sich im Zellkern.

3.3.2. DAVID

DAVID erkennt 751 von 768 Genen. Von diesen werden 645 in Funktionelle Gruppen
eingeordnet, wahrend 123 Gene nicht zugeordnet werden. Der hdchste "Enrichment
Score" lag bei 1.59 im Modul unter dem Uberbegriff ,Response to Stimulus (Antwort
auf einen Reiz). Eine Ubersicht tiber die Module mit dem héchsten "Enrichment Score”
bietet Tabelle 7.
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Uberbegriff Genanzahl | Enrichment Score
Response to stimulus 108 1,59
Biosynthetischer Prozess 83 1,01
Zytokin Produktion 9 0,82
Wundheilung 11 0,8
Regulation von multizellularen organismischen

18 0,74
Prozessen
Metabolismus von Stickstoffverbindungen 35 0,73
Zellzyklus 53 0,71
Aktin-Zellskelet Organisation 11 0,7
Coenzym biosynthetischer Prozess 8 0,69

Tabelle 7: DAVID Ergebnisse: DAVID berechnet zu jedem Uberbegriff einen Enrich-
ment Score, der angibt, wie wichtig die Gengruppen im Expressionsprofil sind.
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Abbildung 22: Ancestorchart aus DAVID: Beispiel fir den Oberbegriff ,biological
process® aus einer DAVID-Analyse, unter dem verschiedene Module untergeordnet
sind. Die Gene der unteren sind jeweils auch in der oberen Gruppe vorhanden.

Die einzelnen Module enthalten Gruppen mit funktionell verbundenen Genen. Eine
Ubersicht (iber die Gruppen und deren Verbindungen bieten die Ancestorcharts (Ab-
stammungsdiagramm). Ein Beispiel eines solchen Ancestorcharts der Gruppen In-
flammatory Response, Blood Coagulation und Regulation of Cell-cycle ist in Abbildung
22 dargestellt. Gene, die zum Beispiel im Childterm inflammatory response vorhanden

sind gehdren ebenfalls in die Gruppe des Parentterms response to stress. Ebenso ist
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es DAVID mdglich, nach differentiell regulierten Signaltransduktionswegen zu suchen.
Hierfir werden ebenfalls Enrichment Scores angegeben. Eine Ubersicht tiber die Mo-

dule mit dem hochsten Enrichment Score bietet Tabelle 8.

Signaltransduktionswege Genanzahl | Enrichment Score
Insulin Signal-Transduktionsweg 7 0,46
T-Zell Rezeptor Transduktionsweg 5 0,09
B-Zell Rezeptor Transduktionsweg 4 0,09
Phosphatidylinositol Transduktionsweg | 5 0,09

Tabelle 8: DAVID Signaltransduktionswege: Je hdher der Enrichment Score, desto
groRer ist die Bedeutung der Gengruppe in der Analyse. Vergleiche hierzu auch Ab-
schnitt 2.4.3.2. Die meisten Gene mit dem hoéchsten Enrichment Score ordnet DAVID
dem Insulinsignaltransduktionsweg zu.

3.3.3. Ingenuity Pathway Analysis

Ingenuity vereint bis zu einem gewissen Male die Funktionen von Source, Pa-
thwayexplorer und DAVID und bietet Uberdies weitere Moglichkeiten, wie zum Beispiel
das Erstellen von Signaltransduktionswegen.

Zur integrierten Analyse der funf Zeitpunkte wurde eine Liste erstellt, in der jedem Gen
nur ein signifikanter FC-Wert aus den funf Zeitpunkten zugeordnet wurde. Die Liste
wurde dann einer Ingenuity-Analyse zugefuhrt. Das Ergebnis der Analyse zeigen Ta-
belle 9 bis Tabelle 12.

Assoziierte Netzwerk Funktionen Score
Antigen Presentation, Zell-vermittelte Immunantwort 41
Zellwachstum and Proliferation, Krebserkrankungen 38
Krebserkr., Zellmorphology, Hamatologische Krankheiten 36
Medikamenten Metabolismus, Gene Expression, Nucleinsaure 36
Metabolismus

Zell-zu-Zell Signallbertragung and Interaktion, Protein Degradie- 35

rung

Tabelle 9: Ingenuity-Analyse: Associated Network function: Je héher der Score
(engl. fur Ergebnis oder Punktzahl), desto interessanter und auffalliger ist das Netz-
werk.
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Krankheiten p-Wert
Krebserkrankungen 8,74 x10°
Infektiése Krankeiten 4,79 x10 *
Inflammatorische Antwort 7,86 x10*
Hamatologische Krankheiten 8,7 x10™
Immunologische Krankheiten 8,7x107*

Tabelle 10: Ingenuity-Analyse: Disease (Krankheit): Je kleiner der p-Wert, d.h. des-

to grofRer der Exponent, desto interessanter und auffalliger ist die Gruppe.

Top Canonical Pathways p-Wert
Lysin Degradierung 8,88 x107
Tryptophan Metabolismus 1,6 x10™
IGF-Signaliibertragung 1,94 x10 *
Blutgerinnungssystem 1,99 x10
Ephrin Rezeptor Signalubertragung 2,28 x107

Tabelle 11: Ingenuity-Analyse: Top Canonical Pathways: Je kleiner der p-Wert, d.h.

desto groRRer der Exponent, desto interessanter und auffalliger ist die Gruppe.

Top Tox List p-Wert
NFkB Signaliibertragung 1,38 x10
Anti-Apoptose 3,9 x10*
Hypoxia-Inducible Factor Signalibertragung 4,12 x10°
Mitochondriale Dysfunktion 5,53 x102
Hepatische Fibrose 6,83 x10”

Tabelle 12: Ingenuity-Analyse: Top Tox List: Je kleiner der p-Wert, d.h. desto gro-
Rer der Exponent, desto interessanter und auffalliger ist die Gruppe.

Es zeigt sich, dass die Netzwerke Antigen Presentation und Cell-mediated Immune
Response die héchsten Punktwerte zugeordnet bekommen und damit besonders auf-
fallig sind. In der Liste Krankheiten bilden Krebserkrankungen die Gruppe mit dem
niedrigsten p-Wert, gefolgt  von Infektibse ~ Krankheiten. Die  Top-
Signaltransduktionswege sind laut Ingenuity Lysin Degradierung und der Tryptophan
Metabolismus. In der Tox-Liste ist der NFkB-Signaling Pathway flihrend, gefolgt von
Anti-Apoptose und HIF-Signaliibertragung.

Daruber hinaus wurden die flnf Zeitpunkte einzeln analysiert und die Ergebnisse dann
verglichen. Mit dem Ziel, die Wichtigkeit einzelner Bereiche an den jeweiligen Tagen
darzustellen, werden, je nach Bedeutung in der urspruinglichen Ingenuity-Liste, unter-
schiedliche Farbwerte verteilt. Das Ergebnis des Vergleichs ist in Tabelle 13 - Tabelle

16 dargestellt.
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Funktionelle Netzwerke Bedeutung/Wichtigkeit

Zelltod

Immunantwort
Krebserkrankungen
Zell-Zell-Signallbertragung
Zellentwicklung

Infektidse Krankheiten
Proliferation

niedrig hoch

Tabelle 13: Funktionelle Netzwerke (Associated Network function): In der Zusam-
menfassung der Einzelanalysen durch Ingenuity wird mit Hilfe der zugeordneten
Punktwerte (scores) die Wichtigkeit der funktionellen Netzwerke bestimmt.

Krankheiten Bedeutung/Wichtigkeit
IFehlfunktionen do0o|d1|d3|d5(d9 &

niedrig hoch
Krebserkrankungen

Hamatologische Krankheiten
Krankheiten d. hepatischen
Systems

Immunologische Krankhei-
ten

Tabelle 14: Krankheiten und Fehlfunktionen (Diseases and Disorders): In der Zu-
sammenfassung der Einzelanalysen durch Ingenuity wird mit Hilfe der zugeordneten p-
Werte die Wichtigkeit der funktionellen Netzwerke bestimmt.

Signaltransduktionswege |d 0 |d_1 |d_3 |d_5 |d_9 || Bedeutuna/Wichtigkeit

Glycin, Serin, Metabolismus [ niedrig hoch
Komplement System
Interferon Signalibertragung
Mitochondriale Dysfunktion
Sphingolipid Metabolismus

Tabelle 15: Signaltransduktionswege (Canonical Pathways): In der Zusammenfas-
sung der Einzelanalysen durch Ingenuity wird mit Hilfe der zugeordneten p-Werte die
Wichtigkeit der funktionellen Netzwerke bestimmt.

Toxische Funktionen d_0|d 1|d 3 |d 5 |d9 || Bedeutung/Wichtigkeit
NFKB niedrig hoch

Anti-Apoptose

HIF Signallibertragung

Mitochondriale Dysfunction l
Akute-Phase Reaktion
Oxidativer Stress

Tabelle 16: Toxische Funktionen (Top Tox Lists): In der Zusammenfassung der
Einzelanalysen durch Ingenuity wird mit Hilfe der zugeordneten p-Werte die Wichtigkeit
der funktionellen Netzwerke bestimmt.
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Es zeigt sich, dass an fast allen Tagen das Netzwerk Immunantwort eine besonders
wichtige Rolle einnimmt, genauso wie Krebserkrankungen und Zelltod. Bemerkenswer-
terweise taucht das Netzwerk Infektiése Krankheiten dagegen nur an Tag 0 auf.

Bei den Erkrankungen spielt Krebserkrankungen Uber den gesamten Zeitverlauf eine
grolie Rolle. Die Top-Signaltransduktionswege sind der Glycerine-Serine-Threonine-
Metabolismus am Tag 0, das Komplementsystem an Tag 1 und 3 und /nterferon-
Signaliibertragung gegen Mitte und Ende des Zeitverlaufs.

In der Top-Tox-Liste ist die NFkB-Signaliibertragung an Tag 0 an erster Stelle, weiter-
hin scheint die Positive Akute Phase Antwort fast Gber den gesamten Zeitraum bis auf
Tag 0 eine grofRe Rolle zu spielen.

Ingenuity Pathways Alle Gene, denen Ingenuity an den jeweiligen Tagen eine der
Top-Funktionen zuordnen konnte, sind in Pathways zusammengefigt, nach ihrer Ex-
pression eingefarbt und nach ihrer Lokalisation in der Zelle geordnet. Die bekannten
Wechselwirkungen der Proteine untereinander sind durch Pfeile dargestellt (vgl. Abbil-
dung 23, Abbildung 24).

Im Vergleich Uber alle Zeitpunkte hinweg zeigt sich an den Tagen 1 und 9 die grofite
Aktivitat, da an diesen sowohl die meisten Gene signifikant reguliert sind, als auch die
meisten funktionellen Verkntpfungen bestehen.

Einzelne Gruppen auffalliger Gene werden hervorgehoben und vergréf3ert. Besonders
ins Auge fallen hier an Tag 0 die IL-1-Rezeptorfamilie (vgl. Abschnitt 3.5.2.2), an Tag 1
einige Proteine aus den plasmatischen Kaskaden (vgl. Kapitel 3.5.4) und die Expressi-
on um CDA40 (vgl. Abschnitt 3.5.3.4). An Tag 9 ist die Expression der Caspase 3 und
einiger umgebender Gene auffallig (vgl. Abschnitt 3.5.3.8). Den weiteren Zusammen-

hangen wird in den jeweiligen Kapiteln nachgegangen.
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IL-10und IL1-

uppe
1

Plasmatische Kaskaden

Abbildung 23: Ingenuity Top functions d_0, 1 und 3: Einzelne Ausschnitte aus den
Ubersichtsgrafiken wurden zur besseren Beurteilbarkeit vergréfiert. Am Tag 0 (oben
links) fallt die Expression von IL-10 und der IL-1-Rezeptormolekile ins Auge. Am d_1

(Mitte) sind die Expression einiger Molektle aus den plasmatischen Kaskaden und die
Expression um CD40 auffallig.
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Abbildung 24: Ingenuity Top functions Tag 5 und 9: Nach dem starken Abfall der
Aktivierung an d_5, zeigt sich an d_9 (Mitte) insgesamt eine Zunahme der Proteinanz-
ahl und Interaktionen. Hier ist auRerdem die Expression um die Caspase 3 auffallig. Im
Vergleich mit den dbrigen Zeitpunkten scheinen dariber hinaus mehr Gene
hochreguliert zu sein.

3.4. Identifizierung von Biomarker-Genen

Auf der Suche nach Genen, die die beiden Kohorten besonders gut unterscheiden und
mdglicherweise als Biomarker dienen kdnnen, wurde die Genexpression der Patienten
betrachtet. Idealerweise wiirde die Genexpression eines Gens bei allen Patienten deut-
lich héher oder deutlich niedriger als die Expression in der anderen Gruppe sein. Nahe-
rungsweise wurde die Differenz (d) zwischen der mittleren Expression (x) zuztglich
bzw. abzlglich der Standardabweichung (s) betrachtet. Gesucht wurden die Gene mit
einer Differenz grofier 0. Details zur Berechnung bietet Abschnitt 2.4.5.

Tabelle 17 gibt die Anzahl der identifizierten Kandidatengene wieder.

Zeitpunkte do d 1 d3 d5 d9

Anzahl 8 36 194 38 890
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Tabelle 17: Anzahl von Kandidaten-Genen an den einzelnen Zeitpunkten: Aufge-
fuhrt wird die Anzahl der gefundenen Kandidaten-Gene mit d> 0 an den funf Zeitpunk-
ten.

29 Gene entsprachen dabei an zwei Zeitpunkten gleichzeitig der gestellten Anforde-
rung, wobei von diesen insgesamt finf Gene an drei Zeitpunkten identifiziert wurden.
Diese sind CDADC1, IDH3G, CLEC2B, PARP3 und TXNRD2. Eine graphische Dar-
stellung der Expressionen der in dieser Arbeit beschriebenen Gene CLEC2B und
TXNRD2 bieten Abbildung 25 und Abbildung 26.
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Abbildung 25: Graphische Auftragung der Genexpression von CLEC2B: Links
stehen die septischen Patienten an den finf Zeitpunkten und rechts die nicht-
septischen Patienten. Die rote Linie zeigt jeweils den Mittelwert der Patientengruppe
Uber die 5 Zeitpunkte an.
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Abbildung 26: Graphische Auftragung der Genexpression von TXNRD2: Links
stehen die septischen Patienten an den finf Zeitpunkten und rechts die nicht-
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septischen Patienten. Die rote Linie zeigt jeweils den Mittelwert der Patientengruppe
Uber die 5 Zeitpunkte an.

3.5. Ergebnisse der funktionsorientierten Analyse

Nachdem in der vorangegangenen programmbasierten Analyse die Basis fir die weite-
re Analyse gelegt wurde und die ersten Erkenntnisse Uber wichtige Gengruppen ge-
funden wurden, soll nun eine detaillierte Betrachtung einzelner funktioneller Gruppen
erfolgen.

Betrachtet man die Ergebnisse in DAVID und Ingenuity, fallt ein breites Spektrum aus
verschiedenen Bereichen der Reaktion auf eine Sepsis auf. Es sind unter anderem
Gruppen aus den Bereichen Immunitat, Metabolismus, Blutgerinnung und der Signal-

transduktion betroffen.
3.5.1. Immunantwort bei Sepsis

Die beiden DAVID-Module mit den gréRten Enrichment scores (1,59 und 1,17) gehoren
beide zum Parentterm Response to Stimulus. Fasst man die Funktion der Gene der
ersten beiden Module zusammen, so sind diese flr die direkte Antwort des Korpers auf
ein Trauma und eine Infektion zustandig.

Um einen ersten Eindruck der grundsatzlichen Richtung der Immunantwort zu bekom-
men, werden die Gene der Gruppe Response to stimulus bezlglich ihrer bekannten
pro- oder antiinflammatorischen Funktion in zwei Halften sortiert. Gene, deren Proteine
sowohl pro- als auch antiinflammatorische Funktionen haben, werden nach ihrer
Hauptfunktion eingeordnet. Wo keine Einteilung maoglich ist, werden die Gene aussor-
tiert. Insgesamt werden deutlich mehr pro- als antiinflammatorische Gene gefunden.
Eine Auflistung der Gene mit Einteilung in die pro- oder antiinflammatorische Gruppe
findet sich in Anhang A.

Bedingt durch die gréRere Anzahl proinflammatorischer Gene ist deren kumulative Ex-
pression (Disease Load Index, DLI) groRer als die der antiinflammatorischen Gene.
Insgesamt liegt die Pro-Inflammation in beiden Patientenkohorten auf einem gleichblei-
bend hohen Niveau. Die septischen Patienten haben dabei Uber den gesamten Verlauf
eine hohere Expression (vgl. Abbildung 27).

Bei der Anti-Inflammation ergibt sich an den ersten drei Zeitpunkten eine deutlich héhe-
re Genexpression in der septischen Gruppe, insbesondere an Tag 0. An Tag 5 und 9
liegt die Expression in beiden Kohorten gleich auf, wobei zuvor ein deutlicher Abfall der
Expression bei den septischen Patienten zu beobachten ist, wahrend die Genexpressi-

on nicht-septischer Patienten nur leicht abfallt (vgl. Abbildung 28).
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Abbildung 27: Verlauf der Pro-Inflammation in septischen und nicht-septischen
Patienten: In beiden Patienten-Kohorten zeigt sich Uber den gesamten Zeitverlauf eine
im Wesentlichen gleichbleibende Pro-Inflammation.
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Abbildung 28: Verlauf der Anti-Inflammation in septischen und nicht-septischen
Patienten: Auffallig ist eine starkere Anti-Inflammation in septischen Patienten am An-
fang des Zeitverlaufs.

Auch bei der Betrachtung der mittleren Intensitaten Gberwiegt die Aktivierung der Pro-
inflammation sowohl in septischen als auch in nicht septischen Patienten. Das Verhalt-
nis zwischen Pro- und Antiinflammation ist jedoch an den ersten beiden Tagen bei den
septischen Patienten deutlich kleiner als in den nicht septischen Patienten (vgl. Abbil-
dung 29 und Abbildung 30).
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Abbildung 29: Zeitverlauf d. Pro- und Anti-Inflammation bei septischen Patien-
ten: Uber den gesamten Zeitverlauf zeigt sich eine starkere Pro-Inflammation. Auffallig
ist die am Anfang des Zeitverlaufs gemessene vermehrte Anti-Inflammation.
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Abbildung 30: Zeitverlauf d. Pro- und Anti-Inflammation bei nicht-septischen Pa-
tienten: Bei den nicht-septischen Patienten zeigt sich Uber den gesamten Zeitverlauf
eine deutlich starkere Pro-Inflammation als Anti-Inflammation.

3.5.2. Angeborene Immunantwort

Das Programm Pathwayexplorer findet im Signaltransduktionsweg Innate Immune
Response' 17 differentiell regulierte Gene. Diese sowie durch weitere Analyse gefun-

dene Gene werden im folgenden Abschnitt besprochen.
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3.5.2.1. Gesteigerte Antigenerkennung

Die Immunantwort beginnt mit der Erkennung der Pathogene Uber spezifische Rezep-
toren. Der bekannteste ist dabei TLR-4, der jedoch nicht signifikant reguliert ist. Ein
wichtiger Korezeptor von TLR-4 und auch TLR-2 ist MD-2 (LY96). Dieser ist in septi-
schen Patienten hochreguliert und lasst dadurch auf eine gesteigerte Antigenerken-
nung schlieBen. Die Aktivierung von MD2 ist mit der Entwicklung einer bakteriellen

Sepsis verbunden ('%9).

TLR-4

TLR-2

MD-2

MD-2

IRAK 4

Legende:
. Hochregulierte Gene

. Herunterregulierte Gene

Keine Genexpression

Abbildung 31: Antigenerkennung mit Aktivierung von NF-kB: Die direkte Antigen-
erkennung durch Toll-like-Rezeptoren scheint aktiviert zu sein, wahrend die weitere
Signaltransduktion fir eine Bremsung der Immunreaktion spricht. Um den Zeitverlauf
der Genexpression abzubilden, sind die Kastchen zu den einzelnen Genen in funf Fel-
der aufgeteilt. Jedes Feld steht dabei fUr einen Zeitpunkt und ist je nach Richtung der
Expression am jeweiligen Tag farbig markiert.

TLR-2 und TLR-5 sind am Anfang des Zeitverlaufs an Tag 0 bzw. 1 mit einer FDR von
0,27 bzw. 0,11 hochreguliert. TLR-2 und TLR-5 sind verantwortlich fir die Erkennung
von Zellwandbestandteilen gramnegativer und -positiver Bakterien und die Einleitung
der inflammatorischen Immunantwort.

Ein weiteres wichtiges Molekdl in der Signalkaskade, welches von TLR-2, TLR-4 und

TLR-5 aktiviert wird, ist IRAK4. Dieses wird bei septischen Patienten an den Tagen 0

199 vgl. Miyake 2004.
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und 1 mit einer FDR von 0,25 und 0,06 starker exprimiert. Somit ist der anfangliche Teil
der TLR-Signalkaskade zu Beginn bei septischen Patienten aktiviert.

Es zeigt sich eine verminderte Signaltransduktion nach Toll-like Rezeptoren.
Betrachtet man die weiteren Abschnitte der Signaltransduktion nach Toll-like Rezepto-
ren, fehlen Hinweise auf eine Aktivierung. TRAF3 wird direkt durch TLR-4 aktiviert und
reguliert die Funktion von NF-kB und IRF3 (Abbildung 31). Es ist in septischen Patien-
ten am Anfang des Zeitverlaufs herunterreguliert und weist so auf eine Verminderung
der Signalweitergabe hin.

NF-kB als zentrales Molekul in der Vermittlung proinflammatorischer Prozesse wird
durch Inhibitoren im nicht-aktivierten Zustand gehalten. NFKB1 ist ein Bestandteil des
NF-kB Komplexes und in septischen Patienten an Tag 3 und 5 vermindert exprimiert,
wobei die FDR bei 0,19 bzw. 0,13 liegt. Die Inhibitoren werden durch Phosphorylierung
abgespalten. Eine dieser Phosphorylasen ist IKBKB. Sie ist in septischen Patienten
herunterreguliert und liegt mit einer FDR von 0,054 nur knapp Uber der Signifikanz-
grenze. PDLIM7 (LMP1) fuhrt zur verstarkten Aktivierung von NF-kB und ist Tag 3 mit
einer FDR von 0,14 herunterreguliert. Gleichzeitig wird es durch TANK geblockt, das
an Tag 3 mit einer FDR von 0,27 heraufreguliert ist. Somit weist auch die Expression
der biologisch zusammenhangenden Gene auf eine verminderte Aktivierung von NF-
KB hin (Abbildung 31).

Neben der Aktivierung von NF-kB ist TRAF3 fur die Aktivierung von IRF-3 und damit
der antiviralen Immunabwehr zustandig. IRF3 ist in septischen Patienten am zweiten
Zeitpunkt mit einer FDR von 0,24 herunterreguliert. Folglich lasst sich au’erdem auf
eine geringere Stimulation der antiviralen Immunantwort schlief3en.

Symbol Name d0 d1 d3 d5 d9
1 1

L | 5 d
CHUK Conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase | 1,4 6 2,2 2 |1,
1

Inhibitor of kappa light polypeptide gene en-

5
IKBKB hancer in B-cells, kinase beta 1.2 11,9 1-1,41-13 11,2
IRAK4 Interleukin-1 receptor-associated kinase 4 1,7 |19 (14 |11 (14
IRF3 Interferon regulatory factor 3 -1,21-1,8-15]-14 |14
MD2 Lymphocyte antigen 96 (LY96) 13 (1,7 122 [15

Nuclear factor of kappa light polypeptide

NFKB1 -1,5 11,1 [-1,9 |-2,3 [-1,2
gene enhancer (p105)

PDLIM7 |PDZ and LIM domain 7 (enigma) 1,1 |-1,1(-201(1,0 [-1,3

TANK ;/Ttng family member-associated NFKB acti- 17 |16 |19 |12 |14

TLR2 Toll-like receptor 2 1,7 (1,5 1,3 |11 |13

TLR5 Toll-like receptor 5 1,3 |16 (14 |10 |12

TRAF3 TNF receptor-associated factor 3 -151-121]-14 |-1,0
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Signifikanz | FDR <0,05 | | |[FDR0,05-0,3 | | |[FDR>0,3 |

Tabelle 18: Gene, beteiligt an der Antigenerkennung: Die Tabelle ist ein Ausschnitt
aus der sogenannten Zeitverlaufsliste. Angegeben sind Gensymbol, Genname und die
entsprechenden FoldChanges zu den funf Zeitpunkten.

3.5.2.2. Aktivierung von Zytokinen und ihrer Rezeptoren der angeborenen Im-

munitat

DAVID ordnet dem Modul Cytokine Production den dritthdchsten Enrichment Score zu.
Somit gehort die Genexpression der Zytokine zu den am auffalligsten regulierten Gen-
gruppen.

Das einzig signifikant regulierte Interleukin ist IL-10. Es ist das bekannteste anti-
inflammatorische Interleukin. In septischen Patienten ist es an d_ 0 signifikant hochre-
guliert und zeigt bereits am Anfang des Zeitverlaufs die Induktion der Immunparalyse.
Dahingegen sind verschiedene Interleukinrezeptoren signifikant reguliert.

Aktivierung der Interleukin-1 Signaltransduktion Interleukin 1 ist eines der wich-
tigsten und bekanntesten Zytokine bei der Entwicklung einer Sepsis. Es bindet an zwei
Rezeptoren, die beide in septischen Patienten signifikant reguliert werden. IL1R1 ist an
den Tagen 0, 1 und 9 hochreguliert, wahrend IL1R2 am Tag 0 vermehrt exprimiert wird
und auch am Tag 1 mit einer FDR von 0,08 nur knapp die Signifikanzgrenze uber-
schreitet. Wahrend IL1R1 zu einer gesteigerten Immunantwort fihrt, ist IL1R2 ein De-
coy-Rezeptor und fischt Interleukin-1 aus dem Blut, ohne zu einer Signalweitergabe zu

fuhren, und schwacht somit die IL1-Wirkung ab.

ILIRAP

Signal-
transduktion

IL1

Legende:
. Hochregulierte Gene ILIRAP

B Herunterregulierte Gene

Keine Genexpression

Abbildung 32: Interleukin 1 Metabolismus: Sowohl férdernde als auch hemmende
Molektle der IL-1-Signaltransduktion werden verstarkt exprimiert. Der Effekt ist vor
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allem am Anfang und in der Mitte des Zeitverlaufs sichtbar. Um den Zeitverlauf der
Genexpression abzubilden, sind die Kastchen zu den einzelnen Genen in funf Felder
aufgeteilt. Jedes Feld steht dabei fur einen Zeitpunkt und ist je nach Richtung der Ex-
pression am jeweiligen Tag farbig markiert.

Aulerdem ist ein akzessorisches Protein reguliert. IL1RAP ist an den Tagen 0 und 1
signifikant und am Tag 3 mit einer FDR von 0,08 hochreguliert.

Bei den nicht signifikanten Genen ist ein weiteres in die Interleukin-1-
Signaltransduktion involviertes Gen reguliert. Der Interleukin 1 Rezeptorantagonist
(IL1RN) ist an Tag 0 mit einer FDR von 0,24 hochreguliert. Er bindet wie Interleukin 1
an IL1R1 und blockiert ihn (Abbildung 32).

Die Genexpression der Interleukin 1 Gruppe lasst auf eine starke Aktivierung des Zyto-
kins schlieBen. Die fehlende Regulation des Interleukins selbst sowie die gleichzeitige
starke Inhibierung weisen jedoch auf eine schon abgelaufene Reaktion und die einge-
setzte Gegenregulation hin.

Aktivierung der Interleukin-18 Signaltransduktion Interleukin 18 bindet an seinen
Rezeptor IL18R1. Dieser ist, wie sein akzessorisches Protein (IL18RAP), in septischen
Patienten hochreguliert. Der Rezeptor wird an Tag 0 und 1, das bindende Protein an
Tag 3 vermehrt exprimiert. IL18RAP erhéht dabei die Bindungskapazitat des Rezeptors
und ist nétig fur eine NF-kB Aktivierung. Die Aktivierung fuhrt zu einer gesteigerten NF-
KB Translokation und somit zu einer erhdéhten Inflammation.

CEBPD ist ein Regulator der inflammatorischen Genexpression auf Transkriptionsebe-
ne mit Wirkung auf die Produktion von IL-1, IL-6 und TNF und spielt dartber hinaus

eine Rolle in der endotoxin-induzierten intravasalen Gerinnung (*®°

)- In septischen Pa-
tienten ist er an den Tagen 0 bis 3 signifikant hochreguliert und zeigt so eine gesteiger-
te pro-inflammatorische Genexpression.

Die Genexpression der Interleukine zeigt somit eine Aktivierung der Angeborenen Im-
munantwort Gber IL1 und IL18, jedoch gleichzeitig die Gegenregulation und Immunpa-
ralyse durch IL10 und die den IL-1-Signaltransduktionsweg antagonisierenden Mecha-

nismen.

Gensymbol | Genname

IL18R1 Interleukin 18 receptor 1

IL1R2 Interleukin 1 receptor, type Il

IL10 Interleukin 10

IL1R1 Interleukin 1 receptor, type |

IL1RAP Interleukin 1 receptor accessory protein

IL18RAP Interleukin 18 receptor accessory protein

IL1RN Interleukin 1 receptor antagonist

CEBPD CCAAT/enhancer binding protein 20 25 KK

20 vgl. Slofstra et al. 2007.
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[(C/EBP), deta DN [

Signifikanz | FDR <0,05 | | |[FDR0,05-0,3 | | |[FDR>0,3 |

Tabelle 19: Zytokine der angeborenen Immunitéat: Die Tabelle ist ein Ausschnitt aus
der sogenannten Zeitverlaufsliste. Angegeben sind Gensymbol, Genname und die ent-
sprechenden FoldChanges zu den funf Zeitpunkten.

3.5.2.3. Verminderte Chemotaxis

Fur eine gerichtete Abwehr ist es notwendig, Leukozyten zum Ort der Infektion zu rek-
rutieren. Dies wird Uber die Ausschittung sogenannter Chemokine erreicht.

Der Rezeptor CX3CR1 ist sowohl fir Chemotaxis als auch fir Migration von Leukozy-
ten zustandig. Der Rezeptor ist an den Tagen 0 und 1 signifikant herunterreguliert. Ei-
ne verminderte Expression ist mit einer Immunsuppression bei Sepsis assoziiert (***).
CCL23 ist fur die Rekrutierung von T-Lymphozyten und Monozyten verantwortlich und
wird am Tag 3 vermindert exprimiert. Die Funktion von CCL5 andert sich je nach Pro-
zessierung des Molekdls. Das urspriingliche Protein wirkt stark chemotaktisch auf Mo-
nozyten und T-Gedachtnis-Zellen, es ist in septischen Patienten am Tag 3 herunterre-
guliert. Cathepsin G (CTSG) fuhrt zur Entstehung des CCL5-4-68 Proteins, das die
Chemotaxis hemmt. Cathepsin G ist am Tag 9 signifikant hochreguliert und tberschrei-
tet auch am Tag 3 mit einer FDR von 0,051 nur knapp die Signifikanzgrenze. Die
CCL5-3-68 Variante wird durch CD26 produziert und wirkt nur noch schwach
chemotaktisch. CD26 (oder DPP4) ist an den Tagen 0 bis 3 mit einer FDR von 0,19
bzw. 0,20 bzw. 0,16 herunterreguliert. Somit scheint das in septischen Patienten
grundsatzlich vermindert produzierte CCL5 darlber hinaus verstarkt in eine hemmende

Variante umgebaut zu werden (Abbildung 33).

2T vgl. Pachot et al. 2008.
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Abbildung 33: CCL-5 Metabolismus: Der gesamte Metabolismus von CCL-5, das in
die 4-86 und 3-68 Version umgewandelt wird, spricht flir eine verminderte Chemotaxis.
Um den Zeitverlauf der Genexpression abzubilden, sind die Kastchen zu den einzelnen
Genen in funf Felder aufgeteilt. Jedes Feld steht dabei fur einen Zeitpunkt und ist je
nach Richtung der Expression am jeweiligen Tag farbig markiert.

CXCL1 ist am Tag 3 mit einer FDR von 0,24 herunterreguliert. Es rekrutiert Neutrophile
Granulozyten und stimuliert autokrin das Endothel. Darlber hinaus ist CXCL9 vermin-
dert exprimiert. Funktionell spielt es eine Rolle in der Rekrutierung von T-Lymphozyten.
Das einzige hochregulierte Chemokin mit einer FDR von 0,08 in septischen Patienten
ist CXCL2 (MIP-2). Es wird von Monozyten und Neutrophilen exprimiert und dient der
Rekrutierung von Neutrophilen Granulozyten.

Insgesamt zeigt sich die Chemotaxis in septischen Patienten jedoch Uber den gesam-
ten Zeitverlauf herunterreguliert und erschwert so eine gezielte Rekrutierung von Leu-
kozyten.

Gensymbol Genname 1 5

CX3CR1 Chemokine (C-X3-C motif) receptor 1 2,3 -1,3 [-1,2
CCL5 chemokine (c-c motif) ligand 5 1,2 B2-15 [-15
CCL23 Chemokine (C-C motif) ligand 23 1 1,5 K -1.8 [-1,5
CXCL9 Chemokine (C-X-C motif) ligand 9 -1,2 |-1,21-16 |-1,3|-1,6
CXCL2 Chemokine (C-X-C motif) ligand 2 1,3 1,3 |2, 1, 1,4
CXCL1 Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 -1,5 [-14 1,7 [-15]-13
CTSG Cathepsin G 1,4 1,6 (1,8 1,8 |14
DPP4 D.ipeptidyl-.peptidase 4 (QD26, adgno- 16 1517 [11 |-1.1

sine deaminase complexing protein 2)
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Signifikanz | FDR <0,05 | | |[FDR0,05-0,3 | | |[FDR>0,3 |

Tabelle 20: Gene, beteiligt an Chemotaxis: Die Tabelle ist ein Ausschnitt aus der
sogenannten Zeitverlaufsliste. Angegeben sind Gensymbol, Genname und die ent-
sprechenden FoldChanges zu den funf Zeitpunkten.

3.5.2.4. Verstarkte Aktivierung Neutrophiler Granulozyten

Es zeigt sich eine verstarkte Degranulation in septischen Patienten. Bei Aktivie-
rung schitten Neutrophile Granulozyten drei verschiedene Arten von Granula aus. Das
in spezifischen (oder sekundaren) Granula gespeicherte Protein MMP8 (Matrix Me-
tallopeptidase 8) weist an allen Tagen signifikante Werte auf. MMP8 ist auf einem ho-
hen Niveau mit fast durchgehenden Fc-Werten von tber drei hochreguliert. Eine Inhi-
bierung von MMP8 im Mausmodell schitzte vor der Entwicklung eines Endotoxin-
schocks (2%?).

Lactotransferrin (LTF) ist ebenfalls signifikant reguliert, die Expression schwankt je-
doch und wahrend sie am Tag 1 leicht vermindert ist, steigt sie danach an und ist am
Tag 9 signifikant erhdht. LTF sorgt fur die Bekdmpfung von Bakterien, hat eine antiin-
flammatorische Wirkung und reguliert Zellwachstum und Differenzierung.

Zusammen mit der stark erhdhten MMP8 Produktion ergeben sich insgesamt mehr
Hinweise auf eine verstarkte Ausschuittung spezifischer Granula.

Von den in azurophilen Granula gespeicherten Proteinen zeigen Cathepsin G (CTSG)
und die Proteinase 3 (PRTN3) eine Aktivierung am Tag 9. Die Expression von CTSG
liegt am Tag 3 mit einer FDR von 0,051 nur knapp Uber der Signifikanzgrenze. Im Zeit-
verlauf fallt auf, dass diese gegen Ende zunimmt und am Tag 9 ihren Héhepunkt hat.
Auf eine gesteigerte Ausschuttung von azurophilen Granula am Ende des Zeitverlaufs
weist dartber hinaus die Expression von Defensin alpha 4, Azurocidin 1 und der
Myeloperoxidase (MPO) hin. Die FDR dieser Gene liegt jedoch oberhalb der Signifi-
kanzgrenze, auch wenn die Werte am Tag 9 mit 0,056 bis 0,096 nur knapp Uber 0,05
liegen.

Einen weiteren Hinweis auf eine aktivierte Exozytose der Granula bietet die gesteigerte
Expression von Rab27b, das am Tag 3 in septischen Patienten signifikant hochregu-
liert ist. Rab27b ist wie Rab27a fir die Exozytose von Granula sowohl in Neutrophilen
Granulozyten als auch in Mastzellen verantwortlich.

Der Peptidase Inhibitor 3 (PI3 oder Elafin) ist ein bekannter Inhibitor der neutrophilen
Serinproteinase mit einer wichtigen Rolle bei der Verhinderung exzessiver Gewebs-

schadigung durch ein inflammatorisches Ereignis. Eine erhdhtes Risiko fur ein akutes

22 /g1, Hu et al. 2005.
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Lungenversagen bei Fehlfunktion des Proteins wurde nachgewiesen (**

). In septi-
schen Patienten ist die Genexpression an den Tagen 0, 1, und 9 signifikant vermindert
sowie an Tag 3 mit einer FDR von 0,13.

Die Genexpression zeigt eine gesteigerte Aktivierung Neutrophiler Granulozyten in
septischen Patienten, die erstaunlicherweise vor allem am Ende des Zeitverlaufs deut-
lich wird.

Es zeigt sich ein aktivierter ,,Oxidative burst“ in Neutrophilen Granulozyten. In
Neutrophilen Granulozyten ist die NADPH-Oxidase 2 (NOX2) fur die Produktion von
ROS zustandig. Eine der beiden Komponenten ist CYBB, das in septischen Patienten
am Tag 3 signifikant und am Tag 0 mit einer FDR von 0,26 hochreguliert ist.

Kontrolliert wird die NOX2 durch die Phosphoinositid-3-Kinase, jedoch nicht Uber den
bekannten Weg mit Rekrutierung von AKT (in septischen Patienten vermindert expri-
miert), sondern die Aktivierung erfolgt sowohl direkt oder {iber die Proteinkinase C (**).
Eine der katalytischen Untereinheiten (PIK3CA) ist in septischen Patienten an den Ta-
gen 1 und 3 signifikant sowie am Tag 0 und 9 mit einer FDR von 0,21 bzw. 0,14 hoch-
reguliert.

Somit zeigt die Genexpression vor allem gegen Mitte des Zeitverlaufs einen gesteiger-
ten ,Oxidative burst“ der Neutrophilen Granulozyten und dadurch bedingten oxidativen

Stress (siehe auch Abschnitt ,Mitochondriale Dysfunktion®, 3.5.5).

'd0/d1d3 d5 d9

Gensymbol | Genname

PRTN3 FF)’I[’Iﬁt)elnase 3 (serine proteinase, neutro- 12 113 . 16
MMP8 Matrix metallopeptidase 8 (neutrophil colla-
genase)
CTSG Cathepsin G
LTF Lactotransferrin
DEFA4 Defensin, alpha 4, corticostatin
AZUA ;;\?;JI'OCIdIn 1 (cationic antimicrobial protein
MPO Myeloperoxidase
CXCL2 Chemokine (C-X-C motif) ligand 2
RAB27B RAB27B, member RAS oncogene family
P13 Peptidase inhibitor 3, skin-derived (SKALP)
CYBB Cytochrome b-245, beta polypeptide
PIK3CA Phosphqmos|t|de-3-k|nase, catalytic, alpha
polypeptide
Signifikanz | FDR <0,05 | | |[FDR0,05-0,3 | | |[FDR>0,3 |

Tabelle 21: Gene von Neutrophilen Granulozyten: Die Tabelle ist ein Ausschnitt aus
der sogenannten Zeitverlaufsliste. Angegeben sind Gensymbol, Genname und die ent-
sprechenden FoldChanges zu den funf Zeitpunkten.

23 \/gl. Tejera et al. 2014, 2014, 2014.
2% vgl. Yamamori et al. 2004.
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3.5.2.5. Verminderte Antigenprasentation

Schnittstelle zwischen angeborener und adaptiver Immunantwort ist die Antigenprasen-
tation. Die Beta-Kette des HLA-II (HLA-DPB1) wird an den Tagen 1 und 3 vermindert
exprimiert. Studien haben gezeigt, dass eine Herunterregulation des HLA-IIl Komplexes
bei Sepsis mit der Organschadigung korreliert (**).

Weitere Gene, die auf Seiten der Antigenprasentierenden Zellen involviert sind, werden
nicht signifikant reguliert. HLA-DMA ist ein Hilfsmolekl fir die ,Beladung” des HLA-II-
Komplexes mit Antigenen und in septischen Patienten mit einer FDR von 0,18 am Tag
1 herunterreguliert. Ebenso zeigt die Herunterregulation von Cathepsin S (CTSS) eine
verminderte Antigenprozessierung. Die Protease ist spezifisch fur die Degradation von
Antigenen und am Tag 1 mit einer FDR von 0,17 herunterreguliert.

Insgesamt zeigen signifikante und nicht signifikante Gene eine verminderte Aktivierung

der Antigenprasentation in septischen Patienten am Anfang des Zeitverlaufs.

Gensymbol | Genname

HLA-DPB1 Major histocompatibility complex, class 12 17 |16
Il, DP beta 1

CTSS Cathepsin S -1,11-16-11]-16 |12

HLA-DMA Maijor histocompatibility complex, class 131191614 |-13
I, DM beta

Signifikanz | FDR <0,05 | [FDR0,05-03 | [ [FDR>03 ]

Tabelle 22: Gene, beteiligt an der Antigenprasentation: Die Tabelle ist ein Aus-
schnitt aus der sogenannten Zeitverlaufsliste. Angegeben sind Gensymbol, Genname
und die entsprechenden FoldChanges zu den flnf Zeitpunkten.

3.5.3. Adaptive Immunabwehr

Wahrend fur die Angeborene Immunantwort im Allgemeinen eine verstarkte Aktivierung
im Rahmen einer Sepsis beschrieben wird, gibt es mehrere Hinweise auf eine gestdrte
und verminderte Aktivitdt der adaptiven Immunitat bei septischen Patienten. Im Fol-
genden werden die aus der vorliegenden Studie gewonnenen Ergebnisse diesbezlig-

lich aufgeflhrt.
3.5.3.1. dChip-Cluster-Analyse der adaptiven Inmunantwort

Fir einen ersten Eindruck der Reaktion der adaptiven Immunantwort erfolgte die Er-

stellung eines dChip-Clusters (siehe Abbildung 34).

2% vgl. Lukaszewicz et al. 2009.
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Abbildung 34: dChip-Cluster der Adaptiven Immunantwort: Fur dieses Cluster
wurden ausschlieB3lich die in die adaptive Immunitat involvierten Gene verwendet. An
den ersten drei Tagen ergibt es eine gute Einordnung septischer und nicht-septischer
Patienten in die jeweilige Gruppe.

Die Einordnung der Patienten per dChip-Cluster erfolgte anhand der in die adaptive
Immunantwort involvierten Gene. Die Gruppierung wurde erfolgreich durchgefihrt und
bis auf einzelne Ausreiler entsprach sie dem klinischen Phanotyp. Somit wird schon
bei der geringen Genanzahl (41) ein groRer Unterschied in den beiden Gruppen deut-
lich und es zeigt sich, dass dieser relativ homogen Uber die Patienten verteilt besteht.

Eine Auflistung der verwendeten Gene findet sich in Anhang B.

3.5.3.2. Verminderte Aktivierung der Zytokine und ihrer Rezeptoren der adapti-

ven Immunitat

Wie bereits im Abschnitt ,Zytokine der angeborenen Immunitat® erwahnt, bildet das
Modul Cytokine Production bei DAVID eine der wichtigsten Gruppen.

Die Prozessierung von CCL5 wurde bereits im Abschnitt Chemotaxis beschrieben. Die
Genexpression zeigt eine verminderte Funktion des Chemokins. Neben der chemotak-
tischen Wirkung fuhrt CCL5 auRerdem zu einer Aktivierung von T-Zellen und Makro-

phagen. Es hat sich gezeigt, dass in septischen Patienten die Serumlevel von CCL5
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negativ mit dem Apache Il Score reguliert sind, niedrige Level somit mit einem schlech-
ten Ergebnis korrelieren (*®).

Osteopontin (SPP1) ist ein essentielles Zytokin in der Initierung einer Th1 Antwort.
Sezerniert von aktivierten T-Zellen, fuhrt es zur Ausschittung von Interferon-gamma
und Interleukin 12, unterdriickt die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies und die
Produktion von Immunglobulinen durch B-Zellen. In septischen Patienten ist es am Tag
0 und 1 signifikant herunterreguliert.

Der Rezeptor fur Interleukin 21 (IL21R) ist in septischen Patienten am Tag 3 signifikant
und am Tag 0 mit einer FDR von 0,053 herunterreguliert. Interleukin 21 ist ein wichti-
ges Signal fir die Proliferation und Differenzierung von T- und B-Zellen sowie Naturli-
cher Killerzellen. Der Rezeptor fir den Colony stimulating factor 1 (CSF1R) ist am Tag
1 signifikant herunterreguliert. Er ist fur die Funktionen von CSF-1 in Makrophagen
zustandig und vermittelt eine proinflammatorische Zytokinproduktion und erhéhte HLA-
DR Expression.

Am Ende des Zeitverlaufs am Tag 9 ist der Rezeptor fir Interleukin 12 (IL12R) hochre-
guliert. Interleukin 12 wirkt ebenfalls an T-Zellen und Natirlichen Killerzellen und flhrt
zur Differenzierung sowohl von Th1 als auch Th2 Zellen tber eine Induktion von IFN-y.
Interleukin 10 (IL10) spielt nicht nur in der Suppression der angeborenen Immunitat
eine Rolle, sondern reguliert auch die Produktion von TH1-Zytokinen, vermindert die
MHC-II Expression und die reduziert die Aktivierung von T-Zellen. Somit fuhrt die ge-
steigerte Expression in septischen Patienten am Tag 0 gleich zu Beginn zu einer star-
ken Gegenregulation der adaptiven Immunreaktion.

Die Betrachtung nicht signifikant regulierter Interleukinrezeptoren unterstlitzt die Be-
obachtungen. Die Herunterregulierung des Rezeptors fur IL15 (IL15RA) (FDR 0,24 und
0,14) spricht flr eine verminderte Aktivierung des adaptiven Immunsystems bereits in
den ersten 24 Stunden nach Trauma.

Interleukin 2 ist das bekannteste Zytokin in der Aktivierung von Lymphozyten. In septi-
schen Patienten ist die a-Kette des Interleukin 2 Rezeptors (IL2RA) am Tag 3 mit einer
FDR von 0,27 herunterreguliert. Auch die verminderte Expression von NK4 am Tag 1
mit einer FDR von 0,09 weist in die gleiche Richtung, da es vor allem von aktivierten T-
Lymphozyten und Natuirlichen Killerzellen produziert wird und diese sowie auch Mak-
rophagen stimuliert.

TGF-beta ist ein multifunktionelles Molekil, das u. a. zur Proliferation regulatorischer T-
Zellen (Tregs) filhrt und die T-Zell-Funktion hemmt (*°’). Der TGF-beta Rezeptor

2% v/g. Cavaillon et al. 2003.
%7 vgl. Rubtsov und Rudensky 2007.
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(TGFBR2) ist am Tag 1 mit einer FDR von 0,09 heraufreguliert und weist so auf eine
verstarkte Hemmung hin.

Insgesamt zeigt die Genexpression der in das adaptive Immunsystem involvierten In-
terleukine eine verminderte Aktivierung und eine verstarkte Suppression der adaptiven
Immunfunktion. Diese wird besonders am Anfang des Zeitverlaufs deutlich, wahrend

sich eine Umkehr gegen Ende durch die Hochregulation des IL12 Rezeptors andeutet.

Gensymbol Genname 'd 0 d1 d3 d5 d9

CCL5 chemokine (c-c motif) ligand 5 -1,1 2 -15

CSF1R Colony stimulating factor 1 receptor -1,0 P20 -1,1 1-1,4

IL10 Interleukin 10 116 (1,8 |1,6

IL12RB1 Interleukin 12 receptor, beta 1 1,1 -1,1 11,1 2,2

IL15RA Interleukin 15 receptor, alpha -1,6 [-1,9 |-1,6 | 1,1

IL21R Interleukin 21 receptor -1,8 |-1,6 1,1

IL2RA Interleukin 2 receptor, alpha -1,41-151-1,8 |-1,1

NK4 Interleukin 32 -1,9 11,3
Secreted phosphoprotein 1 (osteopon-

SPP1 tin, bone sialoprotein |, early T- -1,6 [-1,2 |-1,2
lymphocyte activation 1)

TGFBR2 Transforming growth factor, beta recep- 15 (15 118 |10 |10
tor Il (70/80 KDA) ’ ’ ’ ’ ’

Signifikanz | FDR <0,05 | [FDR0,05-03 | [ TFDR>0,3 |

Tabelle 23: Zytokine der adaptiven Immunitat: Die Tabelle ist ein Ausschnitt aus der
sogenannten Zeitverlaufsliste. Angegeben sind Gensymbol, Genname und die ent-
sprechenden FoldChanges zu den funf Zeitpunkten.

3.5.3.3. Verminderte T-Zell-Rezeptor-Funktion

Der T-Zell-Rezeptor (TCR) ist ein Komplex, bestehend aus verschiedenen Proteinen.
CD4 ist ein Korezeptor und ist notwendig fir die effiziente Signalweitergabe und flr die
korrekte Bindung an die MHC-II Molektle. CD4 ist in septischen Patienten am Tag 1
signifikant  herunterreguliert. Drei Molekile aus dem eigentlichen TCR-
Rezeptorkomplex werden in septischen Patienten vermindert exprimiert. CD3E, CD3G
und CD3D sind alle an den Tagen 1 und 3 mehr oder weniger stark herunterreguliert.
Ebenso ist CD247 (oder CD3Z) am Tag 3 mit einer FDR von 0,27 vermindert reguliert,
das den Rezeptorkomplex mit mehreren intrazelluldren Signalwegen verknUpft.

Fir eine suffiziente Signaltransduktion nach dem TCR sorgen weitere Proteine. LIME
(Lck interacting transmembrane adaptor 1) ist (iber LCK mit CD4 verbunden (?°®). Es ist
in septischen Patienten am Tag 3 signifikant und an den Tagen 0 und 1 mit einer FDR
von 0,08 bzw. 0,13 herunterreguliert. Das im Abschnitt ,Signaltransduktion® naher be-

schriebene Gen WASL spielt auch eine Rolle in der TCR-Funktion. Es wurde gezeigt,

%8 v/gl. Brdickova et al. 2003.
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dass sowohl WASP als auch WASL kritisch fiir die T-Zell-Entwicklung ist (**°). SHP2
(oder PTPN11) ist eine Tyrosin Phosphatase und spielt eine Rolle in verschiedenen
Signaltransduktionswegen. Eine Deletion von SHP2 in T-Zellen verhindert die Weiter-

gabe von Signalen des TCRs (*"°

). In septischen Patienten ist SHP2 lber den gesam-
ten Zeitverlauf signifikant herunterreguliert.

FYN ist eine weitverbreitete Tyrosinrezeptorkinase und spielt auch in der TCR-
Signaltransduktion eine entscheidende Rolle. FYN ist an den Tagen 0 und 3 mit einer
FDR von 0,08 bzw. 0,09 herunterreguliert und spricht so fur eine verminderte Aktivie-
rung des Rezeptorkomplexes.

PTPRCAP erleichtert die Bindung von CD45 an den TCR, die flr dessen suffiziente
Aktivierung notwendig ist. Im Mausmodell wurde ein Zusammenbruch der Lymphozy-
tenfunktion bei Knock-out von PTPRCAP festgestellt (*'"). In septischen Patienten sind
gleich zwei Gene flir PTPRCAP reguliert. Das erste ist am Tag 5 mit einer FDR von
0,13 und das zweite an Tag 1 und 9 mit einer FDR von 0,15 und 0,17 herunterreguliert.

Insgesamt zeigen signifikante und nicht signifikante Gene eine eingeschrankte TCR-

Funktion in septischen Patienten vor allem am Tag 1.

d3 d5|d9
Genname
CD3D CD3d molecule, delta (CD3-TCR complex) -141-15(|-14 (1,2 |1,4

CD3E CD3e molecule, epsilon (CD3-TCR complex) [-1,3 |-1,5|-1,7 |1,3 |-1,2

CD3G CD3g molecule, gamma (CD3-TCR complex) [-14 |-14 [-15|-1,2 |-1,4

CD3z CD247 molecule

CD4 CD4 molecule

FYN FYN oncogene related to SRC, FGR, YES
LIME Lck interacting transmembrane adaptor 1
ptpn11 shp-2

Protein tyrosine phosphatase, receptor type,

C-associated protein -1,0 |-1,7 [-1,6 |-1,5 |-1,8

PTPRCAP

Protein tyrosine phosphatase, receptor type,

PTPRCAP . ) -14(-1,51-20 (1,1 |-1,0
C-associated protein

WASL Wiskott-Aldrich syndrome-like -1,9 \-2,3 2,3 |-1,1 (-1,7
Protein tyrosine phosphatase, non-receptor

PTPN12 |type 12 1,7 11,5 121 |10 |11

Signifikanz| FDR <0,06 | |FDR0,05-03 | [ [FDR>0,3 |

Tabelle 24: Gene, beteiligt an der T-Zell-Rezeptor-Funktion: Die Tabelle ist ein
Ausschnitt aus der sogenannten Zeitverlaufsliste. Angegeben sind Gensymbol, Gen-
name und die entsprechenden FoldChanges zu den finf Zeitpunkten.

209 \/g1. Humblet-Baron et al. 2007.
219 vgl. Nguyen et al. 2006.
21 Vgl. Leitenberg et al. 2007.
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3.5.3.4. Eingeschriankte Kostimulation und verstarkte Koinhibition von T-Zellen

Fir eine suffiziente Aktivierung von T-Zellen muss neben einer Bindung des T-Zell-
Rezeptors an ein MHC-II Molekll auch eine ausreichende Kostimulation Gber Korezep-
toren stattfinden. Zwei dieser Korezeptoren sind in septischen Patienten signifikant
reguliert. CD40 ist an den Tagen 1 und 3 signifikant herunterreguliert. ICOSLG wird
ebenfalls von APCs exprimiert und fuhrt zu einer Kostimulation von T-Zellen Gber die
Bindung an ICOS. Es ist am Tag 1 signifikant und am Tag 3 mit einer FDR von 0,12
herunterreguliert.

Neben diesen beiden signifikanten Genen zeigt auch die Expression von CD86 eine
verminderte Kostimulation. Der Rezeptor bindet an CD28 auf T-Zellen und ist in septi-
schen Patienten am Tag 1 mit einer FDR von 0,19 herunterreguliert. Ebenfalls nicht
signifikant reguliert wird SIRPG. Im Gegensatz zu CD40, ICOSLG und CD86 befindet
es sich jedoch auf den T-Zellen und wird an den ersten drei Zeitpunkten mit einer FDR
von 0,17, 0,11 und 0,07 vermindert exprimiert. Es fuhrt durch die Bindung an CD47 zur
Aktivierung und Proliferation von T-Zellen. CD47 ist am Tag 3 mit einer FDR von 0,28
hochreguliert. Es wurde festgestellt, dass es in Patienten mit Trauma zur Entwicklung
einer Anergie in T-Zellen beitragt (*'?). Ebenfalls inhibierend wirkt das an den Tagen 0
und 1 signifikant und an Tag 3 mit einer FDR von 0,06 hochregulierte VSIG4. Expri-
miert auf Makrophagen bindet es an einen noch nicht identifizierten Rezeptor oder an
den Komplementrezeptor CR1 auf T-Zellen und vermittelt so ein inhibitorisches Signal.
CR1 wird ebenfalls signifikant hochreguliert und fihrt, wie ebenfalls im Abschnitt
.,Komplementsystem* angedeutet, zu einer Suppression der T-Zell-Antwort.

CD274 ist in septischen Patienten am Tag 1 signifikant hochreguliert und wird von T-
und B-Zellen sowie Makrophagen exprimiert. Stimuliert wird die Expression durch
Ubermafige Aktivierung und Erschopfung der T-Zellen. Es bindet an PD-1 (Pro-
grammed Cell death 1) und sorgt fiir eine Inhibition der T-Zell-Funktion. Das nicht signi-
fikant exprimierte Gen CEACAM1 wird wie CD274 nach Stimulation der T-Zellen hoch-
reguliert. Wie dieses induziert es eine Inhibierung der T-Zell Zytokinproduktion, der
Proliferation und der zytotoxischen Aktivitat. Es wird verstarkt exprimiert und Uber-
schreitet am Tag 1 mit einer FDR von 0,054 nur knapp die Signifikanzgrenze.

Die Beobachtungen lassen darauf schliel3en, dass die starke Herunterregulation der T-
Zell-lmmunitat die Folge einer vorangegangenen exzessiven oder auch unausgegli-

chenen Aktivierung ist.

212 Vgl. Bandyopadhyay et al. 2007.
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Gensymbol | Genname 'd 0 d1 d3 d5|/d9

CD40 CD40 molecule, TNF receptor superfamily 1.4 17
member 5

CR1 Complement component (3b/4b) receptor 1 -1,0 1,3

VSIG4 i\:]-;it and immunoglobulin domain contain- 1.1 [-1.1

SIRPG Signal-regulatory protein gamma -1,0 |-1,3
INDUCIBLE T-CELL CO-STIMULATOR

ICOSLG LIGAND 1,2 (1,1

CD86 CD86 molecule -1,1 11,3

PDCD1LG1 |CD274 molecule -1,7 [-14

CD47 CDA47 molecule 1,4 |15 |19 |-14 |12

CEACAMA1 Car_cmoembryonlc antigen-related cell ad- 16 |19 |17 |14 |16
hesion molecule 1

Signifikanz | FDR <0,05 | |FDR0,05_0,3 | [ JFDR>0,3 |

Tabelle 25: Gene, beteiligt an T-Zell-Kostimulation und -Koinhibition: Die Tabelle
ist ein Ausschnitt aus der sogenannten Zeitverlaufsliste. Angegeben sind Gensymbol,
Genname und die entsprechenden FoldChanges zu den funf Zeitpunkten.

3.5.3.5. Weitere Signalwege zeigen eine Suppression der T-Zell Funktion

Neben den bereits beschriebenen Mechanismen zur Aktivierung und Regulation der T-
Zell-Funktion tragen noch weitere Proteine und Signaltransduktionswege zur Kontrolle
der T-Zell-Funktion, Proliferation und Differenzierung bei. EGR3 ist ein Transkriptions-
regulator, der, aktiviert durch den TCR, ein negatives regulatorisches Programm indu-
ziert. Er ist in septischen Patienten am Tag 1 signifikant heraufreguliert, was zu einer
Hemmung der Lymphozytenfunktion fihrt.

NEDD4 ist eine E3 Ubiquitinligase und in septischen Patienten Uber den gesamten
Zeitverlauf  hochreguliert. Die Ligasen ubiquinieren Molekile des TCR-
Signaltransduktionsweges und flihren so zu ihrer lysosomalen Destruktion und einem
Abbruch der TCR-Signalweitergabe. Sie sind bekannt fir ihre Rolle in der Induktion
einer T-Zell-Anergie (*'®). Neben NEDD4 z&hlt auch ITCH zu den E3 Ubiquitinligasen.
Es ist in septischen Patienten am Tag 1 mit einer FDR von 0,17 hochreguliert. Somit
spricht die Genexpression von NEDD4 und ITCH flr eine Inhibierung der Signalweiter-
gabe und eine Induktion der T-Zell-Anergie Uber den gesamten Zeitverlauf.

NFAT Proteine sind Schlisselenzyme in der Funktion und in der Entwicklung von T-
Zellen. In septischen Patienten ist NFAT4 an Tag 5 signifikant herunterreguliert, doch
auch an den Tagen 1, 5 und 9 wird die Signifikanzgrenze mit einer FDR von 0,07, 0,09
und 0,09 nur knapp Uberschritten. Fir den Mangel von NFAT4 in T-Zellen wurde ein

Anstieg der Th2-Anwort und eine gestdrte Entwicklung von T-Zellen beschrieben ().

213 vgl. Mueller 2004.
#1* vgl. Macian 2005.
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Ebenfalls ist die Expression von NFATS5 vermindert. Auch fur dieses Gen ist bekannt,
dass sein Mangel zu einer eingeschrankten T-Zell-Funktion fiihrt (*'°). TOB1 ist ein
antiproliferatives Protein, das die Proliferation der T-Zellen und deren Transkription von
Zytokinen, wie z. B. Interleukin 2, und Zyklinen inhibiert. In septischen Patienten ist
TOB1 am Tag 0 und 3 signifikant und am Tag 1 mit einer FDR von 0,056 hochreguliert.
Die Expression spricht fir eine Unterdriickung der T-Zell Funktion und Proliferation am
Anfang bis zur Mitte des Zeitverlaufes.

GADD45alpha ist ein negativer Regulator der durch Aktivierung induzierten T-Zell
Proliferation. Er hemmt die durch den TCR induzierte Signaltransduktion Gber LCK und
p38, die zu einer Proliferation fiihrt (*'°)
FDR von 0,11, 0,054 und 0,14 heraufreguliert.

KLF2 (oder LKLF) ist ein multifunktionelles Protein. In T-Zellen hemmt es die Aktivie-

. Er ist an den ersten drei Zeitpunkten mit einer

rung und die Progression des Zellzyklus durch die Inhibierung des Protooncogens
MYC. Es ist am Tag 0 und 3 mit einer FDR von 0,18 bzw. 0,16 hochreguliert.
GILZ (oder TSC22D3) ist ein Transkriptionsregulator und wird durch Glukokortikoide
und Interleukin 10 stimuliert. Es scheint eine Schlisselrolle in deren antiinflammatori-
schen und immunsuppressiven Funktionen inne zu haben und hemmt NF-kB und AP-
1. Es wurde gezeigt, dass eine Hochregulation mit einer vermehrten Produktion von
Th2 Zytokinen einhergeht (*''). In septischen Patienten ist es am Tag 0 und 3 mit je-
weils einer FDR von 0,24 hochreguliert.

Ebenfalls zur Familie der TSC22-Proteine gehort TSC22D1. Es wird an Tag 3 mit einer
FDR von 0,27 hochreguliert. Der Transkriptionsfaktor wird von TGF-beta induziert und
fuhrt zum Einhalt des Zellzyklus. TCL1A ist spezifisch fir T-Lymphozyten. Uber eine
Aktivierung von AKT wirkt es anti-apoptotisch. Es ist signifikant an den Tagen 1, 3 und
9 herunterreguliert. Zusammen mit der ebenfalls verminderten Expression von AKT3
deutet es auf einen gehauften Zelltod durch Apoptose in T-Zellen hin. Verschiedene
Studien haben gezeigt, dass eine gesteigerte Apoptoserate in Lymphozyten zur Im-
mundysfunktion bei Sepsis beitragt (*'°).

Insgesamt zeigt sich, dass die T-Zell-Funktion eingeschrankt ist und verstarkt gehemmt
wird. Diese Hemmung scheint reaktiv auf eine vorangegangene Ubermafige oder in-
suffiziente Aktivierung zu erfolgen. Im Zeitverlauf wird dies vor allem an den Tagen 1
und 3 deutlich.

Gensymbol | Genname d
1

EGR3 Early growth response 3

215 v/gl. Macian 2005.
215 v/gl. Schmitz 2013.
2" vgl. Cannarile et al. 20086.
%18 \v/gl. Hotchkiss et al. 2005.
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GADD45A Slrr)%v;/th arrest and DNA-damage-inducible, 19 |19 |20 |12 |13
KLF2 Kruppel-like factor 2 (lung) 1,7 (1,5 |2,0 |1,3 |1,1
GILZ TSC22 domain family, member 3 1,5 (1,4 (1,7 |-16 |-1,3
ITCH Itchy homolog E3 ubiquitin protein ligase 17 |15 |12 |13
(mouse)
NEDD4 Neural precursor cell expressed, develop-
mentally down-regulated 4
TOBA1 Transducer of ERBB2, 1
NEAT5 Nuclear fagtor of activated T-cells 5, tonici- |
ty-responsive
NFATC3 Nuclear factor of activated T-cells, cyto- 26

plasmic, calcineurin-dependent 3

TGFB114 TSC22 domain family, member 1

EEREXY -1.7 BX

Signifikanz | FDR <0,05 [T [FDR0,05-03 | [ [FDR>03 |

Tabelle 26: Gene, beteiligt an weiterer T-Zell-Aktivierung und -Inhibition: Die Ta-
belle ist ein Ausschnitt aus der sogenannten Zeitverlaufsliste. Angegeben sind Gen-
symbol, Genname und die entsprechenden FoldChanges zu den finf Zeitpunkten.

TCL1A T-cell leukemia/lymphoma 1A -1,7
AKT3 V-akt murine thym.oma viral oncogene ho- 16
molog 3 (protein kinase B, gamma)

3.5.3.6. Hypoxie als Ursache einer T-Zelldysfunktion

In septischen Patienten ist HIF1a (HIF1A) am Tag 3 signifikant hochreguliert und Gber-
schreitet an den Tagen 0 und 1 die Signifikanzgrenze mit einer FDR von 0,06 bzw.
0,051 nur knapp. Die beta-Untereinheit von HIF (ARNT) ist am Tag 1 mit einer FDR
von 0,26 hochreguliert. Zusammen sprechen beide Gene flir eine Hypoxie in septi-
schen Patienten gegen Anfang und Mitte des Zeitverlaufs. Es ist bekannt, dass HIF
Uber verschiedene Mechanismen die T-Zell-Funktion hemmt und gleichzeitig die anti-
bakterielle Aktivitat reduziert und so zur Suppression der Adaptiven Immunitat beitra-

gen kann (*"9).

219 vgl. Thiel et al. 2007.
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Cadenosin > S

Adenosin ADORA2B

PRKAR2B

PRKAR2A

t-cell Aktivitat und anti-
Bakterielle Funktion
Legende:

_ NF-kB
. Hochregulierte Gene
. Herunterregulierte Gene n n

Keine Genexpression

Abbildung 35: Hypoxie und T-Zell-Funktion: Hypoxie beeinflusst die T-Zell-Aktivitat
sowohl Uber HIF-1a als auch Uber die Ausschuttung von Adenosin. Um den Zeitverlauf
der Genexpression abzubilden, sind die Kastchen zu den einzelnen Genen in flnf Fel-
der aufgeteilt. Jedes Feld steht dabei fur einen Zeitpunkt und ist je nach Richtung der
Expression am jeweiligen Tag farbig markiert.

Adenosin wird wahrend einer Gewebshypoxie freigesetzt und vermittelt Gber die Bin-
dung an Rezeptoren verschiedene Wirkungen. In septischen Patienten ist der Adeno-
sinrezeptor A3 (ADORA3) signifikant an den Tagen 0, 1 und 3 hochreguliert. Ebenso
ist ADORA2B an Tag 3 mit einer FDR von 0,22 hochreguliert, wahrend ADORA2A an
Tag 1 und 3 mit einer FDR von 0,27 bzw. 0,18 herunterreguliert ist.

Trotz der unterschiedlichen Expression lasst sich auf eine Hemmung der T-Zell-
Funktion sowie die Induktion einer Th2-Antwort schlielRen. Yang et. al zeigten eine HIF-
abhangige Induktion von ADORA2B, die zu einem Th2 Phéanotyp fiihrt (**°) und Himer
et. al wiesen in T-Zellen eine Protektion vor Apoptose durch ADORA2A nach (*').
Darlber hinaus wird die hemmende Wirkung auf die adaptive Immunantwort der ADO-
RAs Uber die Proteinkinase A (PKA) vermittelt (Abbildung 35). Von dieser sind in septi-
schen Patienten zwei regulatorische Einheiten (PRKAR2A und PRKAR2B) signifikant
exprimiert. Sie wird ausflhrlich im Abschnitt Signaltransduktion besprochen. Fir die

PRKARZ2B Einheit ist speziell bekannt, dass sie den Transkriptionsfaktor CREB hemmt

20 \/gl. Yang et al. 2010.
21 vgl. Himer et al. 2010.
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222

und damit in aktivierten T-Zellen ihre Transkription unterdrickt (““) sowie die IL-2-

223
)-

Produktion vermindert (

Gen-symbol Genname d0d1d3 d5 d_

ADORA2A | Adenosine A2a receptor -1,6(-16| -1,9| -1,1|-1,2

ADORA2B | Adenosine A2b receptor -1,01-1,2| 1,7 12| 1,5

ADORA3 Adenosine A3 receptor 3,6‘ el qbe -1,21 1,0
Aryl Hydrocarbon receptor nuclear trans-

ARNT locator 1,21 1,7 1,21 1,2/-1,0

HIF1A Hypoxia-inducible factor 1, alpha subunit 1,9 1,90 28 1,3] 1,4
Protein kinase, cAMP-dependent, regula-

PRKAR2A |tory, type Il, alpha 16/ 1,8/ 1,1 12| 13
Protein kinase, cAMP-dependent, regula-

PRKAR2B tory, type I, beta 2,002,100 2,3 RN

Signifikanz FDR <0,056_|" 1 |FDR 0,05_0,3 | " TFDR>0,3 |

Tabelle 27: Hypoxie und T-Zell Dysfunktion: Die Tabelle ist ein Ausschnitt aus der
sogenannten Zeitverlaufsliste. Angegeben sind Gensymbol, Genname und die ent-
sprechenden FoldChanges zu den finf Zeitpunkten.

3.5.3.7. Verminderte Expression von B-Zell-Genen

Viele der Gene, die auf oder in T-Zellen wirken, haben auch Einfluss in B-Zellen. Die
supprimierte T-Zell-Aktivierung lasst somit auch auf eine verminderte B-Zell-Funktion
schlieRen. Der B-Zell-Rezeptor (BCR) besteht aus verschiedenen Molekilen, von de-
nen CD79B in septischen Patienten an den Tagen 1 und 3 signifikant herunterreguliert
ist. Ebenfalls zum BCR-Komplex gehért CD81. Dieses ist nicht signifikant an den Ta-
gen 1 und 3 mit einer FDR von 0,21 bzw. 0,22 herunterreguliert. Somit wird die suffizi-
ente Signalweitergabe durch den BCR bereits am Anfang des Zeitverlaufs unterbun-
den.

Der Transkriptionsfaktor FOXP1 kontrolliert die Rekombination der Immunglobulinket-
ten in B-Zellen. Sein ,knock-out® fuhrt zu einer mangelhaften Entwicklung der B-Zell
Reihe (***). In septischen Patienten sind gleich zwei Gene fiir FOXP1 reguliert. Das
erste ist signifikant am Tag 0 und mit einer FDR von 0,19 am Tag 3 herunterreguliert,
wahrend das zweite eine verminderte Expression mit einer FDR von 0,15 am Tag 3
zeigt.

Die Rolle des Transkriptionsfaktors SPIB in B-Zellen ist noch unklar. Es scheint jedoch,
dass er neben seiner bekannten Funktion in der Entwicklung von Dendritischen Zellen

225
)

auch fir die Signaltransduktion des BCRs notwendig ist (“*). Es ist in septischen Pati-

222 \/q1. Elliott et al. 2003.
223 \/gl. Elliott et al. 2004.
24 \/gl. Hu et al. 20086.
25 \/gl. Zhu et al. 2008.
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enten an Tag 0 und 3 signifikant und am Tag 1 mit einer FDR von 0,053 herunterregu-
liert. VPREB3 wird spezifisch in B-Zellen in allen Stadien der Differenzierung exprimiert
und scheint fir die Biosynthese des B-Zell-Rezeptors notwendig zu sein. Daher bietet
die verminderte Expression an den Tagen 0 und 3 Hinweis auf eine abgeschwachte B-
Zell-Funktion.

Gensymbol | Genname

CD79B CD79p molecule, immunoglobulin- 12|15
associated beta

SPIB SPIB 1,0 |-1,6
VPREB3 Pre-B lymphocyte gene 3 1,0 [-17
FOXP1 Forkhead box P1 -1,2 (1,4
FOXP1 Forkhead box P1 -1,2 |17
CD81 CD81 molecule -1,2 |-1,4
Signifikanz | FDR <0,05 |1 |FDR 0,05_0,3 | [ [FDR>0,3 |

Tabelle 28: Gene von B-Zellen: Die Tabelle ist ein Ausschnitt aus der sogenannten
Zeitverlaufsliste. Angegeben sind Gensymbol, Genname und die entsprechenden
FoldChanges zu den flnf Zeitpunkten.

Insgesamt bestatigt die Genexpression der B-Zell-spezifischen Gene die erwartete
verminderte Aktivitat der B-Zellen. Insbesondere bis zum Tag 3 zeigt sich eine signifi-
kant schwéchere B-Zell-Aktivierung. Abbildung 36 zeigt einen Uberblick iber die Me-

chanismen der Adaptiven Immunitat und deren Regulation.
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Abbildung 36: Uberblick Adaptive Imnmunantwort, (*®): Dargestellt ist eine antigen-
prasentierende Zelle (oben), eine T-Zelle (Mitte) sowie eine B-Zelle (unten links) mit
zugehorigen Genen in biologischen Zusammenhangen. Die Regulation der Gene wird
anhand farbiger Markierungen gezeigt, wobei die einzelnen Zeitpunkte nicht abgegrenz

226 Bjldhintergrund aus Macian 2005.
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werden. Eine grine Markierung zeigt eine verminderte und eine rote Markierung eine
verstarkte Expression der Gene auf.

3.5.3.8. Apoptotische Lymphozytendepletion

Neben den zelluldaren Mechanismen einer Immunsuppression kommt es im Lauf einer
Sepsis zur apoptotischen Depletion von Lymphozyten in Blut und Milz. Der Wegfall
groBer Mengen Immuneffektorzellen tragt mallgeblich zur verringerten Abwehrkapazi-
tat im Verlauf einer Sepsis bei (**').

DAVID ordnet dem Modul Zellzyklus den sechsthdchsten Enrichment Score zu. Somit
gehdrt die Gruppe der Zellzyklusgene zu den am starksten differentiell regulierten Ge-
nen. Das Modul enthalt sowohl Gene, die zur Zellteilung und Proliferation fihren, als
auch Gene, die den Zellzyklus unterbrechen und zum programmierten Zelltod fihren.
Es zeigt sich eine gesteigerte Aktivierung der Caspasekaskade. Bei Untersu-
chungen der Apoptoserate in Zellen wird oft die Aktivitat der Caspase 3 gemessen, da
diese gut mit der Apoptoseaktivitat korreliert. In septischen Patienten ist CASP3 am
Tag 9 signifikant und am Tag 3 mit einer FDR von 0,051 hochreguliert. Die Genexpres-
sion von CASP3 lasst auf eine gesteigerte Apoptoserate in Leukozyten vor allem ge-
gen Ende des Zeitverlaufs schlieBen. Eine weitere signifikant regulierte Caspase ist
CASP8. Sie wird extrinsisch Uber verschiedene Rezeptoren auf der Zelloberflache ak-
tiviert. In septischen Patienten ist sie an den Tagen 0 und 1 signifikant sowie am Tag 3
mit einer FDR von 0,052 heraufreguliert.

Ebenso hochreguliert, jedoch nicht signifikant, ist die Caspase 5 (CASP5). Sie hat
ahnliche Funktionen wie Caspase 8 und wird von LPS induziert. Sie ist mit einer FDR
von 0,16 am Tag 1 hochreguliert.

Somit lasst die Genexpression der Caspasen auf eine Uber den gesamten Zeitverlauf
gesteigerte Apoptoserate schliel3en.

Es zeigen sich gesteigerte Mechanismen der Apoptoseinduktion. Ein Protein
der BCL-2-Familie ist BNIP2. Im Gegensatz zu BCL-2 wirkt BNIP2 jedoch proapopto-
tisch. BNIP2 bindet an BCL-2-Molekiile und scheint so deren anti-apoptotische Wir-

kung zu unterdriicken (**®

)- BNIP2 ist in septischen Patienten am Tag 3 signifikant und
am Tag 1 mit einer FDR von 0,06 hochreguliert. Durch eine vermehrte Unterdriickung
der Hemmung resultiert so indirekt eine gesteigerte Apoptose gegen Mitte des Zeitver-
laufs.

ANXA1 ist bekannt fur seine abschwachende Wirkung auf die Immunfunktion. Es wur-

de gezeigt, dass diese unter anderem durch eine Induktion der Apoptose in Leukozy-

22T \/gl. Hotchkiss et al. 2001.
2 \/gl. Zhang et al. 2003.
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ten hervorgerufen wird (**°

). In septischen Patienten ist es am Tag 9 signifikant und am
Tag 0 mit einer FDR von 0,09 hochreguliert.
AXUD1 ist ein intranukleares Protein und wirkt als Tumor-Suppressor durch die Induk-

tion der Apoptose (**°

). Es ist in septischen Patienten am Tag 1 signifikant hochregu-
liert. Insgesamt zeigt sich eine Hochregulation verschiedener Apoptose-induzierender

Mechanismen Uber den gesamten Zeitverlauf.

CASPS Caspase 8, apoptosis-related cysteine : 25 |14 16
peptidase

CASP3 Caspase 3, apoptosis-related cysteine 15 (13 23 |12 27
peptidase

CASP5 Caspase 5, apoptosis-related cysteine 13 (16 [13 |-1.0[1.0
peptidase

ANXA1 Annexin A1 20 |1,5

BNIP2 BCL?/adenowrus E1B 19kDa interacting 2.0 1.7
protein 2

AXUD1 AXIN1 up-regulated 1 1,5 1,4 11,2

Signifikanz_|[FDR<0,056 | |FDR0,05-03 | | |FDR>03 |

Tabelle 29: Gene der Caspasen und in die Induktion der Apoptose involvierte
Gene: Die Tabelle ist ein Ausschnitt aus der sogenannten Zeitverlaufsliste. Angegeben
sind Gensymbol, Genname und die entsprechenden FoldChanges zu den finf Zeit-
punkten.

Es zeigen sich aktivierte Hemmmechanismen der Apoptose Die Familie der BCL-
2 Proteine stellt dabei einen der bekanntesten Hemmmechanismen dar. BCL2A1 wird
in septischen Patienten an den Tagen 0, 1, 3 und 9 verstarkt exprimiert. Es wird von
NF-kB induziert und ist in der Lage, sowohl die Aktivierung der Caspasen als auch die
Ausschittung von Cytochrom C zu hemmen. BIRC5 (oder survivin) ist ein Mitglied der
IAP (inhibitor of apoptosis). Es ist in septischen Patienten an den Tagen 0 und 1 signi-
fikant sowie an Tag 3 und 9 mit einer FDR von 0,051 bzw. 0,06 hochreguliert. Somit
zeigen BCL2A1 und BIRC5 eine verstarkte Hemmung der Apoptose Uber den gesam-
ten Zeitverlauf.

Ebenfalls antiapoptotisch wirkt HIPK3, das in septischen Patienten an Tag 1 und 2
signifikant sowie an Tag 9 mit einer FDR von 0,06 hochreguliert ist. Es wird durch JNK
induziert und hemmt die Apoptose Uber den Fas-Rezeptor.

Auch verschiedene, in die Blutgerinnung involvierte Gene spielen eine Rolle in der Re-
gulation der Apoptose. Protein C (PROC) wirkt als survival factor hemmend auf die

Apoptose.

229 \/g|. Perretti und Solito 2004.
230 Vgl. Glavic et al.
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SERPINB2 (oder PAI-2) ist ein Hemmfaktor der Fibrinolyse, verhindert jedoch auch
eine proapoptotische Signaltransduktion. Es ist in septischen Patienten an den Tagen
0 und 1 signifikant herunter- und am Tag 9 hochreguliert. Somit scheint die Apoptose

Uber SERPINB2 am Anfang verstarkt und am Ende gehemmt zu werden.

-
BNIP2
e
SRl
B —> Adoptose

— -

CASP5

SERPINB2 PROC

SPHK1

Ceramide

Legende:
B Hochregulierte Gene
. Herunterregulierte Gene

Keine Genexpression

Abbildung 37: Apoptose: Die ,Entscheidung”, ob es zur Apoptose einer Zelle kommt,
wird durch ein hochsensibles Netzwerk reguliert. In septischen Patienten zeigt sich
sowohl eine Aktivierung als auch eine Hemmung. Um den Zeitverlauf der Genexpres-
sion abzubilden, sind die Kastchen zu den einzelnen Genen in funf Felder aufgeteilt.
Jedes Feld steht dabei fir einen Zeitpunkt und ist je nach Richtung der Expression am
jeweiligen Tag farbig markiert.

Sphingosin-1-phosphat (S1P) ist ein Lipid-Botenstoff, der intrazellular flr Zelllberleben
und Proliferation zustandig ist und extrazellular Uber seinen Rezeptor EDG1 auf En-
dothelzellen fur Zell-Zell-Adhasion sorgt. S1P ist in weitere Botenstoffe durch enzyma-
tische Reaktionen umwandelbar. Ceramid und Sphingosin flhren jedoch im Gegenteil
zu S1P zum Stopp des Zellzyklus und zur Apoptose. SPHK1 ist eine Kinase und stellt

S1P aus Sphingosin und Ceramid durch Phosphorylierung her (**'

). Sie ist an den Ta-
gen 3 und 5 signifikant und am Tag 1 mit einer FDR von 0,08 herunterreguliert.
Die Phosphatase SGPP1 flihrt dagegen zum Abbau von S1P, wobei Ceramid entsteht.

Sie ist am Tag 3 signifikant heraufreguliert. Somit scheint das Level von S1P in septi-

21 vgl. Hait et al. 2006.
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schen Patienten niedriger und von Ceramid und Sphingosin héher zu sein als in der
Vergleichsgruppe. Folge ist eine gesteigerte Apoptoserate und gleichzeitig eine ver-
minderte Proliferation in der Mitte des Zeitverlaufs (Abbildung 37).

Insgesamt lasst sich feststellen, dass Molekile, die reaktiv die Apoptosekaskade
hemmen, hochreguliert sind, wahrend Proteine, welche die Induktion der Apoptose
unterdriicken, vermindert exprimiert werden. Zusammen mit den aktivierten Caspasen
I&sst sich so schlief3en, dass es zu einer starken Aktivierung der Apoptose kommt, die

reaktiv eine Ankurbelung von Hemmmechanismen mit sich bringt.

Gensym-
bol

d0 d1 d3 d5 d?9
Genname - - - - -

BCL2A1 |BCL2-related protein A1 21 1,9 26 51

BIRC5 Baculoviral IAP repeat-containing 5 (survivin) 1,9 3 [1,6

HIPK3 CDNA clone IMAGE:4799578 O 16 (21

PROC \P/rotein C (inactivator of coagulation factors 1,9 4016
a and Vllla)

SER- Serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbu- 28 .- 20

PINB2 min), member 2
SGPP1 | Sphingosine-1-phosphate phosphatase 1 1,5 [ - 1,7
SPHK1 Sphingosine kinase 1 -1,2 |-1,7

Signifikanz_| FDR <0,05 |1 [FDR0,05_0,3 | [ [FDR>03 ]

Tabelle 30: Gene, involviert in die Hemmung der Apoptose: Die Tabelle ist ein
Ausschnitt aus der sogenannten Zeitverlaufsliste. Angegeben sind Gensymbol, Gen-
name und die entsprechenden FoldChanges zu den flnf Zeitpunkten.

3.5.4. Dysregulation plasmatischer Kaskaden

Die drei plasmatischen Kaskaden Komplementsystem, Blutgerinnung und Fibrinolyse
sind eng miteinander verknUpft. Im Verlauf einer Sepsis ist die gegenseitige Beeinflus-
sung der Serin-Protease-Kaskaden von besonderer Bedeutung, da ihre unkontrollierte

Aktivierung essentiell zur Pathogenese der Sepsis beitragt (**2).

3.5.41. Verminderte Aktivierung des Komplement Systems

In septischen Patienten sind die Komplementfaktoren C3 und C4A signifikant herunter-
reguliert. Die verminderte Expression von C3 am Tag 3 spricht dabei flr eine vermin-
derte Aktivierung des Alternativen Weges, wahrend C4 sowohl Teil der Endstrecke des
klassischen als auch des Lektin-Komplementweges ist. C4A ist an den Tagen 3, 5 und
9 signifikant herunterreguliert.

Der Komplementrezeptor CR1 wird in septischen Patienten an den Tagen 1 und 3 ver-
starkt exprimiert. Er hat sowohl eine aktivierende als auch eine hemmende Funktion

auf die Immunantwort.

22 \/gl. Rittirsch et al. 2008.
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Ein weiteres in das Komplementsystem involviertes Molekul wird in septischen Patien-
ten vermindert exprimiert. SERPING1 ist an allen Zeitpunkten signifikant herunterregu-
liert. Es hemmt den C1-Komplex des alternativen Weges, ist aber auch in andere Pro-
zesse wie Blutgerinnung, Phagozytose und der Bakterientotung durch Neutrophile und
Monozyten involviert. Die Gabe von SERPING1 bei Sepsis im Mausmodell verbesserte
die Uberlebensrate (**°).

Um einen genaueren Eindruck der Aktivierung des Komplementsystems zu bekom-
men, werden die biologisch verwandten Gene mit einer hdheren FDR betrachtet.

Im alternativen Weg ist zusatzlich zu C3 der Komplementfaktor B (BF) reguliert, er wird
ebenfalls vermindert exprimiert.

Dreh- und Angelpunkt im Komplementsystem ist die C3-Konvertase, die von allen drei
Wegen aktiviert wird. In septischen Patienten sind drei, die Konvertase hemmende
Gene nicht signifikant hochreguliert. MCP liegt mit einer FDR am Tag 3 von 0,07 nur
leicht Uber der Signifikanzgrenze. Die starksten Expressionswerte von MCP (CD46),
DAF (CD55) und dem Komplementfaktor I liegen dabei an den Tagen 0 bis 3.

Der Membranangriffskomplex besteht aus vier Komplementfaktoren, von denen C6
und C8 reguliert sind. C6 wird am Tag 1 und C8 am Tag 3 mit einer FDR von 0,14 bzw.
0,09 vermindert exprimiert. Somit weist die Genexpression auf eine abgeschwachte
direkte Lyse der Pathogene Uber das Komplementsystem hin.

C3ARH1 ist vor allem ein Rezeptor fur das chemotaktische und proinflammatorische
Anaphylatoxin C3A und stimuliert die Ausschittung von Granulozytenenzymen und
Superoxidanion-Radikalen. Es ist in septischen Patienten am Tag 0 mit einer FDR von
0,12 hochreguliert.

23 vgl. Liu et al. 2007.
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Abbildung 38: Komplement System, modifiziert nach KEGG:Die  Signalkaskade
des Komplementsystems zeigt neben herunterregulierten Faktoren vor allem aktivierte
Hemmmechanismen und Rezeptoren. Dies weist auf eine bereits abgelaufene Aktivie-
rung des Komplementsystems auf Genexpressionsebene hin. Um den Zeitverlauf der
Genexpression abzubilden, sind die Kastchen zu den einzelnen Genen in finf Felder
aufgeteilt. Jedes Feld steht dabei fur einen Zeitpunkt und ist je nach Richtung der Ex-
pression am jeweiligen Tag farbig markiert.
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Insgesamt ist die Genexpression der Komplementfaktoren vermindert und der Ablauf
wird verstarkt gehemmt. Die erhéhte Expression der Rezeptoren kann auf eine bereits

abgelaufene Komplementaktivierung hinweisen.

Gensymbol | Genname

C1R Complement component 1, r subcomponent |-1,3

C3 Complement component 3 -1,2

C6 Complement component 6 1,0

C4A Complement component 4A -1,6

BF Complement factor B -1,11-1,4]-1,8 |-1,5 |-1,3

C8G Comp!ement component 8, gamma po- 12]-131-1.8 113 [1.0
lypeptide

C10B Complemer]t component 1, q subcompo- 12 110 121 |15 [-1.1
nent, B chain

MCP CD4§ molecule, complement regulatory 1313121 |11 14
protein
CD55 molecule, decay accelerating factor

DAF
for complement

IF Complement factor |

CR1 Complement component (3b/4b) receptor 1

C3AR1 Complement component 3a receptor 1

SERPING1 S.erpln peptidase inhibitor, clade G (C1 in- 27 23 25 25
hibitor)

Signifikanz_| FDR <0,05 |1 [FDR0,05_0,3 | [ TFDR > 0,3 |

Tabelle 31: Gene des Komplement Systems: Die Tabelle ist ein Ausschnitt aus der
sogenannten Zeitverlaufsliste. Angegeben sind Gensymbol, Genname und die ent-
sprechenden FoldChanges zu den finf Zeitpunkten.

3.5.4.2. Aktivierte Blutgerinnung in septischen Patienten

Protein C (PROC) ist in septischen Patienten am Tag 1 signifikant und am Tag 3 mit
einer FDR von 0,054 nur knapp oberhalb der Signifikanzgrenze herunterreguliert. Im
Gegensatz dazu wird dessen Kofaktor Protein S (PROS1) in septischen Patienten an
den ersten drei Zeitpunkten verstarkt exprimiert. Es ist sowohl in die Gerinnung als
auch in inflammatorische Prozesse und Zellliberleben involviert. Es zahlt zu den Akut-
Phase-Proteinen und wird durch Interleukin 6 aktiviert (**%).

Von den Gerinnungsfaktoren sind keine Gene signifikant reguliert. So verfehlen die
Faktoren VIII (F8) und XlIl (F13A1) die Signifikanzgrenze mit einer FDR von 0,051 und
0,08 nur knapp. Faktor VIII wird Gber die intrinsische Kaskade aktiviert und ist am Tag
1 hochreguliert. Faktor XIll ist flr die Stabilisierung der Fibrinklots zustandig und wird
am Tag 0 verstarkt exprimiert. Thrombin (Faktor 1) wird durch SERPIND gehemmt, das

in septischen Patienten mit einer FDR von 0,09 am Tag 1 herunterreguliert ist.

2% \/gl. Rezende et al. 2004.
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Insgesamt ergeben sich somit auf Genexpressionsebene Anzeichen fir eine Aktivie-

rung der Gerinnungskaskade am Anfang des Zeitverlaufs.
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Abbildung 39: Gerinnungskaskade und Fibrinolyse, modifiziert nach KEGG: Die
Gerinnungskaskade zeigt einige Hinweise fir eine Aktivierung. Im Gegensatz dazu
weist die Expression der Fibrinolysegene auf eine verminderte Aktivitat der Fibrinspal-
tung hin. Um den Zeitverlauf der Genexpression abzubilden, sind die Kastchen zu den
einzelnen Genen in flinf Felder aufgeteilt. Jedes Feld steht dabei fir einen Zeitpunkt
und ist je nach Richtung der Expression am jeweiligen Tag farbig markiert.
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3.5.4.3. Verminderte Fibrinolyse in septischen Patienten

Ausgehend vom Protein C - S Komplex wird der Serpin Peptidase Inhibitor E (SERPI-
NE1) aktiviert. Es hemmt die Plasminaktivatoren und somit den Startpunkt der Fibrino-
lyse. Es ist am Tag 1 heraufreguliert. Der Urokinase-Plasminaktivator (PLAU) selbst ist
in septischen Patienten an den Tagen 0 und 1 stark herunterreguliert. Zu der so ver-
minderten Plasmin-aktivierung kommt des Weiteren eine Hemmung durch SERPINF1
hinzu (Abbildung 39). Dieses ist am Tag 9 signifikant und am Tag 1 mit einer FDR von
0,13 hochreguliert.

Die Genexpression zeigt eine verminderte Aktivierung und eine verstarkte Hemmung
der Fibrinolyse in septischen Patienten, was ein verlangertes Bestehen der Blutgerinn-

sel zur Folge hat und so zu einer Stérung der Mikrozirkulation fihren kann.

Gensymbol Genname ~ |d 0/d1 d3 d5dJ9

F13A1 Coagulation factor XIlI, A1 polypeptide -1,2]-1,0 |
F8 Coagulation factor VIII, procoagulant 13 [1.2
component

Protein C (inactivator of coagulation fac-
tors Va and Vllla)
PROS1 Protein S (alpha)
Serpin peptidase inhibitor, clade D (hep-

PROC -1,4|-1,6

1,4 12,1

SERPIND1 . -1,21-1,2
arin cofactor), 1
Serpin peptidase inhibitor, clade E (nex-

CYBB in, plasminogen activator inhibitor type -1,41-1,8
1), member 1

SERPINF2 Serpin peptldasg inhibitor, clade F (al- 18
pha-2 antiplasmin), member 2

PLAU Plasminogen activator, urokinase 1,2 1,3

Signifikanz_|FDR <0,05 | |FDR 0,05_0,3 | " [FDR>0,3 |

Tabelle 32: Gene der Gerinnungskaskade und Fibrinolyse: Die Tabelle ist ein Aus-
schnitt aus der sogenannten Zeitverlaufsliste. Angegeben sind Gensymbol, Genname
und die entsprechenden FoldChanges zu den flnf Zeitpunkten.

3.5.4.4. Verstarkte Thrombozytenaggregation

Die Aktivierung der Thrombozyten erfolgt durch Ausschuttung aggregationsférdernder
Substanzen wie ATP und ADP und von Thromboxan-A2 (TXAZ2). Der Metabolit der
Arachidonsaure wird durch die Thromboxan A Synthetase (TBXAS1) gebildet, die in
septischen Patienten am Tag 1 signifikant hochreguliert ist.

Der Plattchenaktivierende Faktor (PAF) fuhrt zu einer weiteren Aktivierung der Throm-
bozyten. Inaktiviert wird PAF durch die PAF-Azetylhydrolase (PLA2G7). Diese wird in

septischen Patienten an den Tagen 0 und 1 vermindert exprimiert.
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Der membranstandige Rezeptor Integrin allbB3 bindet an Fibrinogen mit hoher Affinitat
und fuhrt zu einer starken Quervernetzung der Thrombozyten. In septischen Patienten
ist ITGB3 durch zwei verschiedene Gene reprasentiert. Beide werden am Tag 1 signifi-
kant vermehrt exprimiert und eines der beiden Gene Uberschreitet mit einer FDR von
0,06 am Tag 0 nur knapp die Signifikanzgrenze.

CLEC2 gehort zu den Thrombozyten-spezifischen Rezeptoren und eine Stimulation
durch exogene Stimuli hat eine Thrombozytenaktivierung und die Formierung von

23%) In septischen Patienten wird CLEC2 an den Tagen 0 und 1

Thromben zur Folge (
signifikant und am Tag 3 mit einer FDR von 0,19 verstarkt exprimiert.

Das Pro-Platelet Basic Protein (PPBP) wird von Thrombozyten gebildet und bei Akti-
vierung ausgeschiittet. Es ist ein potentes Chemokin fir Neutrophile Granulozyten,
fuhrt jedoch auch zur Bildung und Ausschuttung von Plasminogenaktivatoren. In septi-
schen Patienten ist es am Tag 1 signifikant hochreguliert und Uberschreitet an den Ta-
gen 0 und 3 mit einer FDR von 0,06 bzw. 0,08 nur knapp die Signifikanzgrenze.
PDGFC ist ein Mitglied der Wachstumsfaktorfamilie aus Thrombozyten (Platelet deri-
ved growth factors) und ist in septischen Patienten an den Tagen 0, 1 und 3 signifikant
hochreguliert. Es hat eine mitogene Wirkung auf mesenchymale Zellen und bindet an
die PDGF-Rezeptoren A und B. Seine verstarkte Expression weist auf eine Throm-
bozytenaktivierung am Anfang des Zeitverlaufs hin.

Insgesamt zeigt die Genexpression eine starke Aktivierung der Blutplattchen am An-
fang des Zeitverlaufs bis zum Tag 3. Somit tréagt neben der Gerinnungskaskade auch
die Aktivierung der Thrombozyten mit zur gesteigerten Blutgerinnung bei.

Darlber hinaus ist bekannt, dass Thrombozyten aktivierend auf Neutrophile Granulozy-
ten wirken. Eine verstarkte Thrombozytenaktivitat kann gleichzeitig zu einer gesteiger-
ten Funktion der Neutrophilen fihren und hat somit Auswirkungen auf die Immunant-

wort bei einer Sepsis.

Gensymbol | Genname 'd0d1d3d5

Integrin, beta 3 (platelet glycoprotein llla, i i -
ITGB3 antigen CD61) 11113
Integrin, beta 3 (platelet glycoprotein llla, ) )
ITGB3 antigen CD61) 12114
PDGFC Platelet derived growth factor C 1,1 11,2
PLA2G7 Phgsphohpase A2, group VII (platelet- 1.2 |-1.1
activating factor acetylhydrolase, plasma)
Pro-platelet basic protein (chemokine (C-X-
PPBP C motif) ligand 7) 11114
Thromboxane A synthase 1 (platelet, cyto-
TBXAST | ohrome P450, family 5, subfamily A) 18113
CLEC2 C-type lectin domain family 1, member B -1,4 |11

2 vgl. Suzuki-Inoue et al. 2006.
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Signifikanz_| FDR <0,056 [0 [FDR0,05_0,3 | [ TFDR>0,3 |

Tabelle 33: Gene der Thrombozytenaggregation: Die Tabelle ist ein Ausschnitt aus
der sogenannten Zeitverlaufsliste. Angegeben sind Gensymbol, Genname und die ent-
sprechenden FoldChanges zu den funf Zeitpunkten.

3.5.5. Mitochondriale Dysfunktion

Ingenuity fuhrt unter den Top-Canonical pathways die Kategorie Mitochondriale Dys-
funktion besonders an den Tagen 0, 5 und 9 auf. DAVID ordnet dem Modul Metabolis-
mus von Stickstoffverbindungen den finfthdchsten Enrichment Score zu. Somit geho-
ren die Gene im Zusammenhang mit oxidativem Stress und zytopathischer Hypoxie zu

den am auffalligsten regulierten Gengruppen.
3.5.5.1. Herunterregulation mitochondrialer Gene am Anfang des Zeitverlaufs

Um einen ersten Eindruck der Genexpression mitochondrialer Gene zu bekommen,
wurden zunachst die signifikanten Gene, denen Source die zellulare Lokalisation ,Mi-
tochondria“ zuordnet, allgemein analysiert. Dazu wurden die Expressionsintensitatsda-
ten der 21 Gene, getrennt nach septischen und nicht septischen Patienten, addiert und
der Verlauf der kumulativen Expression grafisch dargestellt (Abbildung 40).

Es zeigt sich, dass an den Tagen 0 bis 3 die Expression der septischen sichtbar
schwacher als die der nicht-septischen Patienten ausfallt. Erst ab Tag 5 kommt es zu
einer Erholung mit deutlicher Umkehr an Tag 9. Hier liegt die Expression der septi-

schen Patienten sogar hoher als die der nicht-septischen Patienten an Tag 0.

Mitochondriale Dysfunktion
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Abbildung 40: Disease load index der Mitochondrialen Gene als Ausdruck der
mitochondiralen Dysfunktion: Der Verlauf der kumulativen Expression mitochondria-
ler Gene zeigt eine zunachst schwachere Aktivierung in septischen Patienten mit einer
Umkehr ab Tag 5. (Gene: COX7A2L, GCAT, SARDH, DLD, THY28, PDK2, FARS2, IVD, TIMM13,
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ACAA2, TXNRD2, SPAG1, NDUFAS, FASN, NDUFB1, MRPL42, C140rf112, SAH, ACAT1, MRPL13,
AMACR)

3.5.5.2. Vermehrter oxidativer Stress in septischen Patienten

Neben der bereits beschriebenen gesteigerten Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies
im Rahmen des ,oxidative burst® Neutrophiler Granulozyten bringen auch verschiedene
Stoffwechselvorgange vermehrten oxidativen Stress mit sich.

Die Aldehyd Oxidase (AOX) produziert Hydrogenperoxid und katalysiert die Bildung
von Hyperoxid oder Superoxid. In septischen Patienten ist die AOX1 am Tag 1 signifi-
kant und am Tag 3 mit einer FDR von 0,21 hochreguliert.

In septischen Patienten scheint der Enzymkomplex der a-Ketoglutarat Dehydrogenase
(a-KGDH) aus dem Citratzyklus aktiviert zu sein. Die Dihydrolipoamid Dehydrogenase
(DLD) und die Dihydrolipoamide S-Succinyltransferase (DLST) sind Bestandteile des
Enzyms und in septischen Patienten am Tag 0 bzw. 3 signifikant heraufreguliert. Unter
den nicht signifikant regulierten Genen der Ketoglutarat Dehydrogenase befindet sich
die Oxoglutaratdehydrogenase (OGDH). Diese wird am Tag 0, 1 und 3 mit einer FDR
von 0,13 bzw. 0,11 bzw. 0,09 verstarkt exprimiert. Somit zeigt die Expression der drei
Gene eine Aktivierung der a-KGDH von Tag 0 bis 3.

Ansonsten finden sich keine Hinweise flr eine vermehrte Aktivitat des Citratzyklus. Da
die a-KGDH fiir ihre Rolle in der Produktion von ROS bekannt ist (**°), scheint eine
Aktivierung am ehesten auf diese Funktion zurickzuflihren zu sein. So fuhrt eine akti-

vierte alpha-KGDH zur Entstehung von vermehrtem oxidativem Stress.
3.5.5.3. Dysregulierte oxidative Phosphorylierung

Die Komplexe der Atmungskette sind gegensatzlich reguliert. Wahrend verschiedene
Gene des zweiten Enzymkomplexes und am Tag 9 auch des ersten hochreguliert sind,
ist die Expression der Gene der Cytochrom C Oxidase Uber den gesamten Zeitverlauf
vermindert. Interessanterweise ist gerade fir dieses Enzym eine Dysfunktion im Rah-
men einer Sepsis beschrieben (**').

Gleichzeitig ist bekannt, dass es im Rahmen einer Sepsis durch die oxidative Phospho-
rylierung zur exzessiven Entstehung von ROS und RNS kommt und diese die

Atmungskette und damit die ATP-Produktion inhibieren (**).

236 v/gl. Tretter und Adam-Vizi 2005.
237 Vgl. Levy und Deutschman 2007.
28 \/gl. Brealey et al. 2002.
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Insgesamt spiegelt die Genexpression die Erkenntnisse des vermehrten oxidativen
Stresses und der gleichzeitigen Beeintrachtigung der Energiegenerierung in septischen

Patienten wider.

d_5

Abbildung 41 Atmungskette im Zeitverlauf, aus Ingenuity: Im Verlauf Gber 5 Zeit-
punkte zeigt sich eine divergente Regulation der Atmungskette. Ausgehend vom groR-
ten Bild (d_0) sind die einzelnen Tage in zeitlicher Reihenfolge von hinten nach vorne
dargestellt.

AOX1 Aldehyde oxidase 1 1,3 ‘ 1,9 |14 |14

OGDH Oxoglutarate (alpha-ketoglutarate) de- 16 (17 117 |12 |10
hydrogenase

DLD Dihydrolipoamide dehydrogenase S 1,1 1,8 |1,1 [1,6

DLST Dihydrolipoamide S-succinyltransferase |1,1 |1,5 1,3 |-1,1

Signifikanz_| FDR <0,05 | [FDR 0,05 0,3 | [ TFDR>0,3 |

Tabelle 34: Gene der ROS und RNS-Produktion: Die Tabelle ist ein Ausschnitt aus
der sogenannten Zeitverlaufsliste. Angegeben sind Gensymbol, Genname und die ent-
sprechenden FoldChanges zu den flunf Zeitpunkten.

3.5.5.4. Eingeschriankte Abwehrfunktion gegeniiber oxidativem Stress

Einer der bekanntesten Abwehrmechanismen gegenuber oxidativem Stress ist das
Enzym Catalase (CAT). Es ist am Tag 0 und 1 mit FC-Werten von unter 1,3 leicht
hochreguliert, wird jedoch am Tag 5 vermindert exprimiert, was aufgrund der ansons-

ten niedrigen FC-Werte besonders ins Gewicht fallt.
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Die Superoxid-Dismutase bindet reaktive Nebenprodukte der oxidativen Phosphorylie-
rung in Mitochondrien und verwandelt sie in Hydrogenperoxid und O,. In septischen
Patienten ist die SOD2 nicht signifikant, jedoch von Tag 1 bis 9 mit FDR-Werten von
0,11 bzw. 0,10 bzw. 0,17 bzw. 0,12 herunterreguliert.

Es zeigt sich ein eingeschrankter Glutathion-Metabolismus. Glutathion ist in fast
allen Zellen in hoher Konzentration enthalten und gehért zu den wichtigsten Antioxi-
dantien in Mitochondrien. In septischen Patienten sind einige im Glutathion-
Stoffwechsel beteiligte Enzyme reguliert. Die Glutathion-Synthetase (GSS) katalysiert
den zweiten Schritt der Glutathion-Synthese. Sie ist in septischen Patienten signifikant
am Tag 1 und 3 herunterreguliert.

Die Konjugation von Glutathion an verschiedene Partikel wie Karzinogene, Medika-
mente, und an Produkte oxidativen Stresses wird (iber Glutathion-Transferasen kataly-
siert. In septischen Patienten sind einige dieser Transferasen reguliert. GSTM3,
GSTM4, GSTA4 und GSTP1 sind nicht signifikant herunterreguliert. GSTM3 ist am Tag
3 mit einer FDR von 0,14, GSTM4 an den Tagen 0 und 1 mit einer FDR von 0,15 bzw.
0,16, GSTA4 am Tag 0 mit einer FDR von 0,28 und GSTP1 mit einer FDR von 0,26
herunterreguliert. Im Gegensatz dazu ist die Glutathion-Transferase T1 (GSTT1) an
den Tagen 0, 1, 5 und 9 mit einer FDR von 0,08 bzw. 0,12 bzw. 0,76 bzw. 0,07 hoch-
reguliert.

Die Gamma-Glutamyltransferase 1 (GGT1) ist sowohl flir den Abbau als auch fir das
Recycling von Glutathion zustandig. Sie ist an den Tagen 1 und 3 signifikant und am
Tag 0 mit einer FDR von 0,18 herunterreguliert.

Insgesamt weist die Expression der im Glutathion-Stoffwechsel involvierten Gene auf
einen eingeschrankten Glutathion-Metabolismus und damit eine beeintrachtigte Ab-
wehr gegeniber oxidativem Stress hin.

Auch das Thioredoxinsystem spielt eine wichtige Rolle im Schutz der Zelle durch die
Abwehr von oxidativem Stress. Die Thioredoxin Reduktase 2 (TXNRD2) ist in septi-
schen Patienten am Tag 1 signifikant und am Tag 9 mit einer FDR von 0,13 herunter-
reguliert. Sie ist ein zellularer Redoxsensor und spielt eine wichtige Rolle in der Redox-

regulation der Zellen.

Gensymbol | Genname

GGT1 Gamma-glutamyltransferase 1 -1,7 -1,3
GSS Glutathione synthetase -1,4 -1,4
GSTM3 Glutathione S-transferase M3 (brain) |-1,4 [-1,3 |18 |-1,3|-14
GSTM4 Glutathione S-transferase M4 -18 |-1,7 |-1,5 |-14]-1,3
GSTA4 Glutathione S-transferase A4 -16 |-14 |-1,1 |-1,0(-1,0
GSTT1 Glutathione S-transferase theta 1 1,8 1,6 1,3 1,7 |1,5
GSTP1 Glutathione S-transferase pi -14 |-1,7 |-14 |-11[-11
TXNRD2 Thioredoxin reductase 2 -1,5 -1,8 (-1,6 [-1,9
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TXNRD1 | Thioredoxin reductase 1 12 |14 |13 [11 [16

Signifikanz_| FDR <0,056 [ [FDR0,05_0,3 | [ TFDR>0,3 |

Tabelle 35: Gene, involviert in oxidativen Stress: Die Tabelle ist ein Ausschnitt aus
der sogenannten Zeitverlaufsliste. Angegeben sind Gensymbol, Genname und die ent-
sprechenden FoldChanges zu den funf Zeitpunkten.

Zusammenfassend lasst die Genexpression in septischen Patienten auf ein vermehrtes
Aufkommen von oxidativem Stress schliefien. Gleichzeitig zeigt sich die Abwehrkapazi-
tat gegenuber Reaktiver Sauerstoffspezies eingeschrankt, so dass es in septischen
Patienten zu einer verstarkten Beschadigung von Gewebe und Gefallen durch ROS

kommt.
3.5.5.5. Verminderte B-Oxidation als Zeichen der Mitochondrialen Dysfunktion

Unter den signifikanten Genen befindet sich die Acetyl-Coenzym-A Acyltransferase 2
(ACAA2), die fur den letzten Schritt der mitochondrialen B-Oxidation zustandig ist.
ACAAZ2 ist am Tag 1 signifikant und am Tag 0 mit einer FDR von 0,23 herunterregu-
liert. Die Genexpression spricht daher fUr die in der Literatur beschriebene Dysfunktion
der Mitochondrien allgemein und im Speziellen der R-Oxidation (**°).

Weitere Gene, die fUr eine eingeschrankte R-Oxidation sprechen, sind nicht signifikant
herunterreguliert. Die Cholinkinase B (CHKB) reguliert die B-Oxidation und ist am Tag
3 mit einer FDR von 0,22 herunterreguliert. Die Acyl-CoA Dehydrogenasen ACADS
und ACADVL werden am Tag 1 mit einer FDR von 0,22 bzw. 0,12 und ACADM am

Tag 9 mit einer FDR von 0,08 vermindert exprimiert (siehe Abbildung 42).

%9 vgl. Cinel und Opal 2009.
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Abbildung 42: B-Oxidation, modifiziert nach KEGG: Verschiedene Gene des (-
Oxidationszyklus lassen auf eine verminderte Aktivitdt schlieRen. Das entstehende
Acetyl-CoA dient im Citratzyklus der Energiegewinnung. Um den Zeitverlauf der Gen-
expression abzubilden, sind die Kastchen zu den einzelnen Genen in finf Felder auf-
geteilt. Jedes Feld steht dabei fir einen Zeitpunkt und ist je nach Richtung der Expres-
sion am jeweiligen Tag farbig markiert.

Die B-Oxidation langkettiger und ungesattigter Fettsduren erfordert weitere Enzyme,
wie zum Beispiel die Enoyl CoenzymA Hydratase (ECH1). Sie ist in septischen Patien-
ten am Tag 1 signifikant sowie am Tag 0 und 3 mit einer FDR von 0,07 bzw. 0,12 her-
unterreguliert.

Ein weiteres Schlisselenzym ist die Dodecenoyl-CoenzymA Isomerase (DCI), die in
septischen Patienten am Tag 1 mit einer FDR von 0,09 herunterreguliert ist. Ebenso ist
die Peroxisomale-Enoyl-CoA Isomerase (PECI) fir die Oxidation ungesattigter Fettsau-
ren zustandig. Sie ist in septischen Patienten vom Tag 0 bis 3 mit einer FDR von 0,19

bzw. 0,18 bzw. 0,20 nicht signifikant herunterreguliert.
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Insgesamt zeigen die regulierten Gene eine verminderte 3-Oxidation, vor allem an Tag
1 des Zeitverlaufs, die im Rahmen der in der Literatur beschriebenen mitochondrialen

Dysfunktion bei Sepsis gewertet wird.

Gensymbol Genname 5 d_
ACAA2 Acetyl-Coenzyme A acyltransferase 2 -1,5 | Z2¢-16 [-1,6 |-1,2

CHKB Choline kinase beta -1,51-16 |-1,9 |-1,2 |-1,1
ACADS AcyI-Coenzyrr_1e A dehydrogenase, C-2 to 141171811315
C-3 short chain
Acyl-Coenzyme A dehydrogenase, C-4 to
ACADM C-12 straight chain
Acyl-Coenzyme A dehydrogenase, very

-1,2 11,0 |-1,1 }-1,4 [-1,9

ACADVL . -1,51-1,9 |-1,7 |-1,4 |-1,2
long chain

DCI Dodecenoyl-Coenzyme A delta isomerase 152016 |-11 |11
(3,2 trans-enoyl-Coenzyme A isomerase)

PECI Peroxisomal D3,D2-enoyl-CoA isomerase |-1,8 |-1,9 [-2,0 |-1,4 |-1,1

EGH Enoyl Coenzyme A hydratase 1, peroxi- | 4 ¢ _2,0 1.0 1.1
somal

Signifikanz_|FDR <0,06__ |1 |FDR0,05_0,3 | [ [FDR>0.3 ]

Tabelle 36: Gene der B-Oxidation: Die Tabelle ist ein Ausschnitt aus der sogenann-
ten Zeitverlaufsliste. Angegeben sind Gensymbol, Genname und die entsprechenden
FoldChanges zu den finf Zeitpunkten.

3.5.6. Eingeschrankte Signaltransduktion bei septischen Patienten

Eine suffiziente Signalweitergabe ist Voraussetzung flr geregelte und adaquate Pro-
zesse zur Verteidigung und dem Uberleben einzelner Zellen, aber auch des gesamten

Organismus.
3.5.6.1. Alteration der Proteinkinase A in septischen Patienten

Ein wichtiger Second Messenger ist cAMP, das von der Adenylatcyclase nach der Sti-
mulation durch eine Reihe verschiedener Rezeptoren gebildet wird. cAMP aktiviert
daraufhin die Proteinkinase A (PKA), welche die weitere zellulare Antwort in Gang
setzt. Es gibt zwei Isoenzyme der PKA, die jeweils aus zwei katalytischen und zwei
hemmend wirkenden regulatorischen Untereinheiten bestehen. In septischen Patienten
sind zwei regulatorische Untereinheiten der Typ Il PKA reguliert. PRKAR2B ist an den
Tagen 0 bis 3 signifikant heraufreguliert. Ebenso ist die PRKAR2A Untereinheit mit
einer FDR von 0,28 am Tag 0 bzw. mit einer FDR von 0,08 am Tag 1 heraufreguliert.
Die regulatorische Untereinheit PRKAR1B der Typ | Proteinkinase A ist dagegen am

Tag 9 mit einer FDR von 0,09 herunterreguliert. Es ist bekannt, dass die beiden Typen
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gegenlaufig reguliert werden und ein Anstieg der Typ | Expression einen Abfall der Typ

Il Expression mit sich bringt (**°).

3.5.6.2. Verminderte Expression der Proteinkinase D

Eine weitere wichtige Proteinkinase ist die PKD, die ebenso wie die PKA eine Rolle in
verschiedenen zellularen Signaltransduktionswegen spielt. In septischen Patienten
sind zwei der drei Isoenzyme reguliert. Die PRKD1 ist am Tag 9 signifikant und an den
Tagen 3 und 5 mit einer FDR von 0,052 bzw. 0,14 herunterreguliert. Die PRKD1 ist in
Prozesse wie Proliferation, Regulation der Signaltransduktion und Invasion involviert,
gleichzeitig wirkt sie anti-apoptotisch (**'). Ebenso ist die der Typ | PKD sehr dhnliche
PRKD2 an den Tagen 0 und 3 signifikant sowie am Tag 1 mit einer FDR von 0,23 bzw.
an den Tagen 5 und 9 mit einer FDR von 0,09 bzw. 0,12 herunterreguliert. Neben ihren
ahnlichen Funktionen wie die PKD1 wurde fir die PKD2 nachgewiesen, dass sie die

(242

Aktivierung von NF-kB und die Produktion von IL-2 fordert (“*“). Somit kann die Herun-

terregulation beider Isoenzyme zu Stérungen wichtiger Zellfunktionen fihren und die

Induktion einer Immunparalyse, speziell der Adaptiven Immunantwort, bedingen.

Gensymbol Genname d 0 d1d3d5dJ9

PRKAR1B Protein kinase, cAMP-dependent, regula-
tory, type |, beta
PRKAR2A Protein kinase, cAMP-dependent, regula-
tory, type Il, alpha
PRKAR2B Protein kinase, cAMP-dependent, regula-
tory, type I, beta
PRKD1 Protein kinase D1
PRKD2 Protein kinase D2
Signifikanz_|FDR <0,05 |1 [FDR0,05-03 | | [FDR>03 |

Tabelle 37: Gene, involviert in intrazelluldare Signaliibertragung_1: Die Tabelle ist
ein Ausschnitt aus der sogenannten Zeitverlaufsliste. Angegeben sind Gensymbol,
Genname und die entsprechenden FoldChanges zu den flnf Zeitpunkten.

3.5.6.3. Verminderte Wirkung von DAG und InsP3

Die PKD Isoenzyme wie andere Signaltransduktionswege werden uber Diacylglycerol
(DAG) aktiviert. DAG entsteht zusammen mit InsP; (Inositoltriphosphat) und dient wie
dieses als Second messenger in der Signalibertragung von tber 100 extrazellularen
Rezeptoren. Katalysiert wird ihre Produktion durch Isoenzyme der Phospholipase C

(PLCb in septischen Patienten vermindert exprimiert).

240 vgl. Taskén et al. 1997.
1 \/gl. Rozengurt et al. 2005.
2 v/gl. Mihailovic et al. 2004.
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In septischen Patienten ist die PLCL1 am Tag 1 signifikant und an den Tagen 0 und 3
mit einer FDR von 0,19 bzw. 0,08 hochreguliert. Im Gegensatz zu den anderen
Isoenzymen ist sie jedoch katalytisch inaktiv, stattdessen bindet sie InsP3, verhindert
so dessen Bindung an Rezeptoren und vermindert die Signalstarke (**°). Gleichzeitig
ist die PLCB1 nicht signifikant an den Tagen 3 bis 9 mit einer FDR von 0,11 bzw. 0,24
bzw. 0,09 bzw. 0,14 herunterreguliert. Diese ist katalytisch aktiv und eine verminderte
Aktivitat verursacht einschneidende Stérungen in der Ubertragung vieler extrazellularer
Signale in das Zellinnere.

Somit scheint die Produktion der ,Second Messenger” vermindert und die Wirkung von
InsP; wird durch die kompetitive Hemmung durch die PLCL1 weiter abgeschwacht

(Abbildung 43). Diese Effekte sind vor allem gegen Mitte des Zeitverlaufs sichtbar.

InsP2

InsP4

Receptors

Ca2+
signaling

\ nsp3 [
PIP2 \

DAG

PIP1 || Legende:
. Hochregulierte Gene

[l Herunterregulierte Gene

Keine Genexpression

Abbildung 43: DAG und InsP3 Stoffwechsel: Die Phosphoinositol-Signalmolekile
werden durch verschiedene Enzyme verstoffwechselt. Teilweise entstehen wirksame
,second Messenger®, teilweise werden sie jedoch auch inaktiviert. Um den Zeitverlauf
der Genexpression abzubilden, sind die Kastchen zu den einzelnen Genen in flinf Fel-
der aufgeteilt. Jedes Feld steht dabei fur einen Zeitpunkt und ist je nach Richtung der
Expression am jeweiligen Tag farbig markiert.

Im DAG-Metabolismus septischer Patienten ist weiterhin auffallig, dass drei Diacylgly-
cerolkinasen (DGK) reguliert sind. Diese sind fur den Abbau von DAG zustandig. Die
DGKA ist in septischen Patienten am Tag 3, die DGKE am Tag 9 und die DGKG am
Tag 0 signifikant herunterreguliert. Die DGKG wird dartber hinaus an den Tagen 1 und

3 mit einer FDR von 0,06 bzw. 0,21 vermindert exprimiert. Durch die Regulation der

2 vgl. Rhee 2001.
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drei Gene an verschiedenen Zeitpunkten kommt der Effekt Gber den gesamten Zeitver-
lauf zum Tragen.

Ausgangspunkt flr die DAG- und InsPs-Produktion ist Phosphatidylinositolbisphosphat
(PIP2). Dieses wiederum wird aus PIP1 hergestellt. Diese Reaktion katalysiert die
Phosphatidylinositol-4-phosphat-5-kinase (PIP5K2A), die in septischen Patienten Uber
den gesamten Zeitverlauf nicht signifikant herunterreguliert ist. Somit scheint die Lipid-
Second-Messenger Produktion gleich zu Beginn des Stoffwechselwegs gedrosselt ab-
zulaufen.

Die Weiterverstoffwechselung und der Abbau von InsP; laufen Gber verschiedene We-
ge. Neben der bereits beschriebenen Bindung durch die inaktive PLCL1, wird InsP;
aulerdem zu InsP,, das ebenfalls inaktiv ist, umgewandelt. Diese Reaktion wird von
der in septischen Patienten nicht signifikant regulierten INPP5A katalysiert. Sie ist an
den Tagen 0 bis 3 mit einer FDR von 0,16 bzw. 0,25 bzw. 0,27 hochreguliert. Die Inak-
tivierung des Signalmolekils scheint somit gesteigert zu sein. Im Gegensatz dazu ist
die Bildung von InsP,4, das wie InsP; die Signaltransduktion Gber Calcium vermittelt
vermindert. Die Reaktion wird von der Inositol-1,4,5-Triphosphatkinase C (ITPKC) ka-
talysiert, deren Genexpression in septischen Patienten am Tag 3 herunterreguliert ist.
Die Wirkung von InsP; auf die Calcium-Signaltransduktion verlauft Gber verschiedene
Rezeptoren. Der Typ 3 Rezeptor (ITPR3) wird in septischen Patienten an den Tagen 0
bis 3 mit einer FDR von 0,12 bzw. 0,21 bzw. 0,08 vermindert exprimiert. Somit scheint
die Aktivierung der Calcium-Signaltbertragung durch InsP; und InsP, vor allem gegen
Mitte des Zeitverlaufs in septischen Patienten eingeschrankt abzulaufen.

Einen Uberblick tiber den Stoffwechsel der Lipid-Second-Messenger DAG und InsP;
gibt Abbildung 43.

PLCB1 F_’hosphol_ipase C, beta 1 (phosphoinosi- 14 171724 |-18
tide-specific)

PLCL1 Phospholipase C-like 1 1,7 2,3 |1,7 |13

DGKG Diacylglycerol kinase, gamma 90kDa a-191-191-18[-15

DGKA Diacylglycerol kinase, alpha 80kDa 1,2 |[-1.1 g11,1 (1,2

DGKE Diacylglycerol kinase, epsilon 64kDa 1,1 [-1,1(-1,2 |-1,7 9

PIP5K2A Rhosphatldyl|n03|tol-4-phosphate 5- 13 |14 (162116
kinase, type Il, alpha

INPP5A Lnookslljtgl polyphosphate-5-phosphatase, 18 (15 18 [1.1 1.1

ITPR3 Inositol 1,4,5-triphosphate receptor, type 3 |-1,7 |-1,7 |-2,2 |-1,1 |-11

ITPKC Inositol 1,4,5-trisphosphate 3-kinase C 1,3 [1,1 1,1 1,1
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Signifikanz_| FDR <0,05 | [FDR0,05-03 | [ TFDR>0,3 |

Tabelle 38: Gene, involviert in intrazellulare Signaliibertragung_2: Die Tabelle ist
ein Ausschnitt aus der sogenannten Zeitverlaufsliste. Angegeben sind Gensymbol,
Genname und die entsprechenden FoldChanges zu den funf Zeitpunkten.

3.5.6.4. Unterschiedliche Aktivierung der MAP-Kinasekaskaden

Lasst man DAVID nach Uberreprasentativen Signaltransduktionswegen suchen, wird
unter anderem der Mitogen-Aktivierte-Protein-Kinase (MAPK) Weg angegeben.

Der klassische MAPK-Weg wird Uber Wachstumsfaktoren aktiviert und verlauft tber
RAS-Proteine. Von diesen kleinen GTPasen sind in septischen Patienten drei Gene
reguliert. RRAS ist am Tag 1 signifikant sowie am Tag 0 mit einer FDR von 0,27 herun-
terreguliert und es wurde gezeigt, dass es Zelluberleben und die Aktivitat von Integri-

nen reguliert (***

). Dartiber hinaus wird HRAS an den Tagen 1 und 3 vermindert expri-
miert und Uberschreitet die Signifikanzgrenze mit einer FDR von 0,06 am Tag 1 nur
knapp. HRAS ist das bekannteste onkogene RAS-Protein und aktiviert RAF-Proteine,
die zur Proliferation und Differenzierung fihren. Ebenso ist MRAS ein weiteres Mitglied
der RAS-Proteinfamilie in septischen Patienten reguliert. Es ist an den Tagen 1 und 3
mit einer FDR von 0,22 bzw. 0,29 herunterreguliert. Auch fir MRAS ist bekannt, dass
es die MAP-Kinasen aktiviert und dartber die Zellproliferation reguliert.

Gehemmt werden die RAS-Proteine durch RASA2. Dieses ist in septischen Patienten
an den Tagen 0, 1, 3 und 9 signifikant hochreguliert. Ebenso verringert ERBB2IP die

Signalweitergabe von RAS an die RAF Proteine (**

). Es ist in septischen Patienten am
Tag 3 signifikant und an den Tagen 0 und 1 mit einer FDR von 0,13 bzw. 0,06 hochre-
guliert und tragt so zur Hemmung der klassischen MAP-Kinasekaskade bei.

In septischen Patienten ist die MAP2K2 nicht signifikant herunterreguliert. Nach der
dann folgenden Aktivierung der MAPKinase ERK teilt sich der Weg. Ein ,Zweig” fihrt
Uber die MAP-Kinase-Interacting-Serin/Threoninkinase 2 (MKNK2), die in septischen
Patienten an den Tagen 0 und 1 mit einer FDR von 0,08 bzw. 0,07 herunterreguliert ist.
Somit ist in septischen Patienten die klassische MAP-Kinase Signaltransduktion redu-
ziert. Dieser Effekt wird vor allem am Tag 1 deutlich. Eine Ubersicht tiber den Verlauf

der Signalweitergabe bietet Abbildung 44.

* \/gl. Komatsu und Ruoslahti 2005.
%% Vgl. Huang et al. 2003,
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Abbildung 44: Klassische MAP Kinasekaskade: Die klassischen MAPKinasen wer-
den durch Wachstumshormone aktiviert. Sie fuhren durch Geninduktion zu Proliferation
und Differenzierung. In septischen Patienten finden sich eine Herunterregulation eini-
ger Signalmolekile und eine verstarkte Hemmung. Um den Zeitverlauf der Genexpres-
sion abzubilden, sind die Kastchen zu den einzelnen Genen in finf Felder aufgeteilt.
Jedes Feld steht dabei flr einen Zeitpunkt und ist je nach Richtung der Expression am
jeweiligen Tag farbig markiert.

Gensymbol Genname

RRAS :'\C’)Zlated RAS viral (r-ras) oncogene homo-

HRAS V-Ha-ras Harvey rat sarcoma viral onco-
gene homolog

MRAS Muscle RAS oncogene homolog

ERBB2IP Erbb2 interacting protein

RAP1B RAP1B, member of RAS oncogene family

RASA2 RAS p21 protein activator 2

PRKD1 Protein kinase D1 -1,3 1 4 -2 1

MKNK2 MAP kinase interacting serine/threonine | 8 -16-16 10 |11
kinase 2

Signifikanz_| FDR <0,056 [ [FDR0,05-0,3 | [ [FDR>0,3 |

Tabelle 39: Gene der klassischen MAP Kinasekaskade: Die Tabelle ist ein Aus-
schnitt aus der sogenannten Zeitverlaufsliste. Angegeben sind Gensymbol, Genname
und die entsprechenden FoldChanges zu den funf Zeitpunkten.

MAP-Kinasen werden dariber hinaus durch jegliche Art von Stress, DNA-Schaden,
Lipopolysaccharide oder ROS aktiviert. Eines der wichtigen Endstreckengene ist dabei
JUND als Teil des AP1-Transkriptionsfaktor-Komplexes und flihrt zur Induktion von
Genen, die in Proliferation, Differenzierung, Inflammation und Apoptose involviert sind.
In septischen Patienten ist es am Tag 0 signifikant hochreguliert. Des Weiteren wird es
an den Tagen 1, 3 und 9 mit einer FDR von 0,15 bzw. 0,28 bzw. 0,11 verstarkt expri-
miert.
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Gehemmt wird der AP1-Komplex unter anderem durch das MAPK8-Interacting-Protein.
MAPKSIP1 ist in septischen Patienten signifikant iber den gesamten Zeitverlauf herun-
terreguliert.

Somit zeigt sich in septischen Patienten eine gesteigerte Aktivierung des AP1-
Transkriptionsfaktor-Komplexes iber den gesamten Zeitverlauf mit einem Schwerpunkt
am Tag 0.

Zuvor in der Aktivierungskette ist bereits MAP3K8 in septischen Patienten reguliert. Mit
einer FDR von 0,09 wird sie am Tag 3 verstarkt exprimiert. Die Serin/Threonin-Kinase
kann sowohl die MAP-Kinasekaskade als auch den JNK-Kinaseweg aktivieren. Es
wurde gezeigt, dass es die Produktion von NF-kB steigert und dieses aktiviert.

Die Serin/Threonin-Kinase STK3 wird von verschiedenen proapoptotischen Stoffen
stimuliert und aktiviert Stress-aktivierte MAP-Kinasen. Sie ist in septischen Patienten
an Tag 1 signifikant und am Tag 3 mit einer FDR von 0,08 hochreguliert.

Die Mitogen- und Stress-aktivierten Proteinkinasen 1 und 2 (MSK1 und MSK2) waren
ursprunglich dafir bekannt, dass sie zur Expression von Immediate Early Genes flh-
ren. Neuere Forschungen haben jedoch gezeigt, dass sie in einen negativen Rick-
kopplungsmechanismus involviert sind und dartber die Aktivierung proinflammatori-

scher Gene hemmen (**°)

. MSK1 ist an den Tagen 0 und 1 signifikant sowie am Tag 3
und 9 mit einer FDR von 0,19 bzw. 0,25 herunterreguliert. MSK2 ist am Tag 1 mit einer
FDR von 0,09 herunterreguliert.

Insgesamt zeigt sich in septischen Patienten eine vermehrte Stress-aktivierte
MAPKinase-Aktivierung gegen Anfang und Mitte des Zeitverlaufs, die eine gesteigerte

Apoptoserate, Inflammation und Proliferation zur Folge hat.

Gensymbol Genname 'd0 d1 d3 d5 d9

JUND Jun D proto-oncogene 2,1

MAPK8IP1 Mlt_ogen-act!vated protein kinase 8 inter- 29 20 -36 -
acting protein 1

STK3 Serine/threonine kinase 3 (STE20 homo- 1.1
log, yeast)

MAP3K8 Mltogen-actlvated protein kinase kinase 17 115 |22 [12 |15
kinase 8

RPS6KA5 Rlbos'omal protein S6 kinase, 90kDa, pol- RN 20 |-16 |-16
ypeptide 5

RPS6KA4 Rlbos_omal protein S6 kinase, 90kDa, pol- 1519|1712 |-1.4
ypeptide 4

Signifikanz_| FDR <0,05 | [FDR0,05_03 | [ [FDR>0,3 |

Tabelle 40: Gene der Stress-aktivierten MAP-Kinasekaskade: Die Tabelle ist ein
Ausschnitt aus der sogenannten Zeitverlaufsliste. Angegeben sind Gensymbol, Gen-
name und die entsprechenden FoldChanges zu den funf Zeitpunkten.

% \vgl. Ananieva et al. 2008.
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3.5.6.5. Eingeschrankte WASL-Signaltransduktion

WASL hat die gleichen Funktionen wie das bekannte WASP und wurde bereits im Ab-
schnitt T-Zell-Rezeptor-Funktion besprochen. Zudem hat es verschiedene andere
Funktionen inne. Die Symptome einer unzureichenden Expression beinhalten Throm-
bozytopenie, wiederholte bakterielle und virale Infekte, Lymphopenie und eine erhéhte
Sepsisinzidenz.

WASL ist in septischen Patienten an den Tagen 0 und 1 signifikant und am Tag 3 mit
einer FDR von 0,052 herunterreguliert. Gehemmt wird es durch das Prolin-serin-
threonin Phosphatase interacting Protein 2 (PSTPIP2), das in septischen Patienten an
den Tagen 0 und 1 signifikant und am Tag 9 mit einer FDR von 0,09 heraufreguliert ist.
PSTPIP2 wiederum wird von der Protein-Tyrosin-Phosphatase PEST (PTP-PEST oder
PTPN12) aktiviert. Diese ist in septischen Patienten nicht signifikant am Tag 3 mit einer
FDR von 0,18 hochreguliert. Somit wird die schon gesteigerte Hemmung des bereits
vermindert exprimierten WASLs weiter verstarkt.

Insgesamt zeigt sich in septischen Patienten eine stark eingeschrankte Funktion der

WASL-Signaltransduktion mit einem Schwerpunkt an den Tagen 0 und 1.

o bo o ame a 0 a¢ 0 0 o Y

WASL Wiskott-Aldrich syndrome-like 0 2,3 |11 |17

PSTPIP2 Prollne-_serlne-threonlne phosphatase 16 |13 |1.9
interacting protein

PTPN12 Protein tyrosine phosphatase, non-

receptor type 12

1,7 (1,4 121 |-1,0 |11

Signifikanz_| FDR <0,05 I [FDR0,05_03 | [ [FDR > 0,3 |

Tabelle 41: Gene der WASL-Signaltransduktion: Die Tabelle ist ein Ausschnitt aus
der sogenannten Zeitverlaufsliste. Angegeben sind Gensymbol, Genname und die ent-
sprechenden FoldChanges zu den funf Zeitpunkten.

3.5.6.6. Insulin-Signaltransduktion

Bei einer Sepsis ist bekannt, dass nicht ein Insulinmangel, sondern eine periphere In-
sulinresistenz durch eine gestoérte Signaltransduktion zu erhéhten Blutglukosespiegeln
fuhrt.

Nach der Bindung von Insulin an seinen Rezeptor werden Insulin-Rezeptor-Substrate
(IRS) phosphoryliert. Ein Uberblick tiber die Insulin-Signaltransduktion bietet Abbildung
45. Fir die Weitergabe des Signals bindet IRS-1 unter anderem an die Phosphotyro-

sin-Phosphatase SHP2. Ein Mangel der Phosphatase geht dabei mit Insulinresistenz
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und verminderter Glukoseaufnahme einher (*/

)- In septischen Patienten wird SHP2 an
allen Tagen signifikant vermindert exprimiert mit dem tiefsten Punkt am flnften Tag.

Auch das Adapterprotein APS (SH2B2) wird vom Insulinrezeptor rekrutiert und stimu-
liert daraufhin GRB2. Es ist in septischen Patienten am Tag 9 mit einer FDR von 0,13
herunterreguliert. Da es auflierdem in der SignalUbertragung des B-Zell-Rezeptors eine
Rolle spielt, kann seine Herunterregulation sowohl zu einer verminderten Insulinwir-
kung als auch zu einer Einschrankung der adaptiven Immunantwort am Ende des Zeit-

verlaufs filhren (**°)

. Die weit verbreitete Tyrosinkinase FYN wird von IRS aktiviert und
ist so ebenfalls in die Insulinsignaltransduktion involviert. Ihre Herunterregulation am
Tag 0 und 3 (FDR: 0,08 bzw. 0,09) kann daher die Insulinwirkung einschranken.

Neben der Wirkung auf den Glukosestoffwechsel hat Insulin auch Einfluss auf den Lip-
idmetabolismus. Dieser wird unter anderem uber die Regulation der Genexpression
vermittelt. Zwei wichtige Transkriptionsfaktoren sind dabei das Sterol regulatory ele-
ment-binding protein 1 (SREBF1 oder SREBP1) und SREBF2 (oder SREBP2). Beide
sind in septischen Patienten nicht signifikant herunterreguliert. SREBF2 Uberschreitet
die Signifikanzgrenze am Tag 9 mit einer FDR von 0,07 nur noch knapp. Die vermin-
derte Genexpression der beiden Transkriptionsfaktoren kann somit zu einer Stérung

der Lipidhomdostase in den spateren Phasen einer Sepsis flhren.

7 \/gl. Princen et al. 2009.
%8 \/gl. Kanzaki 2006.
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Abbildung 45: Insulin-Signalwirkung: Insulin hat Uber die Aktivierung mehrerer Sig-
naltransduktionswege verschiedene Effekte auf eine Zelle. Diese werden unter dem
Begriff ,Signaltransduktion® zusammengefasst. Es wird eine verminderte Aktivierung
und gleichzeitig eine verstarkte Hemmung in septischen Patienten deutlich. Um den
Zeitverlauf der Genexpression abzubilden, sind die Kastchen zu den einzelnen Genen
in fanf Felder aufgeteilt. Jedes Feld steht dabei flr einen Zeitpunkt und ist je nach
Richtung der Expression am jeweiligen Tag farbig markiert.

Gensymbol Genname 'd 0 d1 d3 d5/d9

SHP?2 Protein tyrosine phosphatase, non-receptor
type 11
APS Adaptor protein with pleckstrin homology 41113161818

and src homology 2 domains

FYN FYN oncogene related to SRC, FGR, YES |-1,9 |-1,6 |-2,2 |-1,4 |-1,3

Sterol regulatory element binding transcrip- 1211517121118

SREBF2 ;
tion factor 2

SREBF1 Sterol regulatory element binding transcrip- 1111711614 |14
tion factor 1

Signifikanz_| FDR <0,05 I [FDR0,05-03 | [ [FDR>0,3 |

Tabelle 42: Gene der Insulin Signaltransduktion: Die Tabelle ist ein Ausschnitt aus
der sogenannten Zeitverlaufsliste. Angegeben sind Gensymbol, Genname und die ent-
sprechenden FoldChanges zu den funf Zeitpunkten.

Die hemmenden Regulationsmechanismen der Insulin-Signaltransduktion sind
ebenfalls in Abbildung 45 aufgeflihrt. Das Protein Tuberous sclerosis (TSC) wird durch
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die Signaltransduktion des Insulinrezeptors geblockt. Da TSC selbst hemmend auf die
Proteinsynthese wirkt, kommt es so zur Induktion der Proteinsynthese durch Insulin. Es
wurde gezeigt, dass die Abwesenheit von TSC jedoch zur Aktivierung eines negativen
Ruckkopplungsmechanismus fuhrt und es Uber die Degradation von IRS zu einer Insu-

linresistenz kommt (**°)

. In septischen Patienten ist TSC2 an Tag 3 signifikant und an
Tag 1 mit einer FDR von 0,16 herunterreguliert.

GRB10 induziert ebenfalls einen negativen Rickkopplungsmechanismus durch den
Insulinrezeptor und fuhrt zu dessen verstarkter Degradation. So kommt es zur vermin-

derten Insulinwirkung und Insulinresistenz (**°

). GRB10 ist in septischen Patienten
nicht signifikant am Tag 1 mit einer FDR von 0,09 hochreguliert. Somit finden sich Hin-
weise fur eine Aktivierung von negativen Ruckkopplungsmechanismen am Anfang und
gegen Mitte des Zeitverlaufs.

Die cAMP-abhangige Proteinkinase (PKA) ist ein wichtiges Signalmolekdl in verschie-
denen zellularen Funktionen. Fir die regulatorische PKA-Untereinheit PRKAR2B ist
bekannt, dass sie in aktivierten T-Zellen den Transkriptionsfaktor CREB hemmt (siehe
Abschnitt 3.5.3) und ein knock-out des Gens zu einer gesteigerten Insulinsensitivitat
filhrt (**'). In septischen Patienten ist PRKAR2B vom Tag 0 bis 3 signifikant hochregu-
liert und kann so am Anfang des Zeitverlaufs zu einer Insulinresistenz beitragen.

Es zeigt sich ein negativer Einfluss inflammations-assoziierter Proteine auf das
Insulin-Signal. Es wurde gezeigt, dass erhdhte Serumlevel verschiedener proin-
flammatorischer Mediatoren zu einer Insulinresistenz fuhren. Mdgliche Mechanismen
sind dabei die Signaltransduktionswege von IL-1, 1I-18, Prostaglandinen und TNFa
(**?). Bei septischen Patienten findet sich eine signifikant erhdhte Genexpression von
Proteinen, die fur die Signaltransduktion von IL-1 und IL-18 verantwortlich sind (Ab-
schnitt 3.5.2.2).

Die Expression von SOCS3 wird von TNFa und IL-6 induziert und fuhrt Gber die Hem-
mung des Insulinrezeptors zur inflammations-induzierten Insulinresistenz (**®). Es ist in
septischen Patienten am Tag 1 hochreguliert und Uberschreitet die Signifikanzgrenze
mit einer FDR von 0,057 nur knapp.

Eine Rolle in der Modulation der Insulinsignaltransduktion spielt auch das fur seine
hemmende Wirkung auf das angeborene und adaptive Immunsystem bekannte

CEACAM1 (***). Es ist in septischen Patienten an Tag 0 und 1 mit einer FDR von 0,23

249 y/gl. Shah und Hunter 2005.

20 v/gl. Ramos et al. 2006.

251 Vgl. Schreyer et al. 2001.

%2 \/g1. Osborn et al. 2008.

%3 \/gl. Lebrun und van Obberghen 2008.
% vgl. Najjar 2002.

123



Ergebnisse

und 0,053 hochreguliert. Somit scheinen sowohl SOCS3 als auch CEACAM1 die Wir-
kung von Insulin am Anfang des Zeitverlaufs zu reduzieren.

TNFa fuhrt, neben der schon beschriebenen Induktion von SOCS3, auch Uber die Akti-
vierung von Sphingomyelinasen zu einer abgeschwachten Insulinsignaltransduktion.
Die Sphingomyelinasen flhren Uber die Bildung von Ceramid zur Serinphosphorylie-
rung von IRS-1, das daraufhin die Signaltransduktion des Insulinrezeptors blockiert
(**°). Die Genexpression von SPHK1 und SGPP1 weist auf eine verminderte Bildung
von S1P aus Ceramid und gleichzeitig eine gesteigerte Bildung von Ceramid aus S1P
hin (Sphingosin-Ceramid-Metabolismus: siehe Abschnitt 3.5.3.8). Zum hdheren Cera-
mid-Level in septischen Patienten tragt aullerdem das nicht signifikant exprimierte Gen
NSMAF bei, das p55-TNF-Rezeptoren an die neutrale Sphingomyelinase koppelt.
NSMAF ist in septischen Patienten an Tag 0 und 3 mit einer FDR von 0,28 bzw. 0,22
hochreguliert und scheint so am Anfang des Zeitverlaufs zur gesteigerten Ceramidpro-

duktion zu fiihren.

exzessive NO-
SEPSIS |—> 4
Ausschiittung
NO-
Synthasen
\ 4
i | Hypotension
I'] und Schock
Legende:
. Hochregulierte Gene
. Herunterregulierte Gene IRS'1 --------- > InSUIianSistenz
Keine Genexpression

Abbildung 46: ROCK1 Wirkung auf GefaBtonus und Insulinresistenz: ROCK1
hemmt die exzessive NO-Ausschittung im Zuge einer Sepsis Uber NO-Synthasen.
Gleichzeitig ist bekannt, dass ROCK1 zu einer Insulinresistenz mit beitragen kann. Um
den Zeitverlauf der Genexpression abzubilden, sind die Kastchen zu den einzelnen
Genen in funf Felder aufgeteilt. Jedes Feld steht dabei fur einen Zeitpunkt und ist je
nach Richtung der Expression am jeweiligen Tag farbig markiert.

Die Rho-assoziierte-Kinase ROCK1 ist eine Serin-Threonin-Kinase und in diverse zel-
lulare Prozesse, wie die Organisation des Zytoskeletts oder die Hemmung der Genex-
pression der endothelialen NO-Synthase (eNOS), involviert. Zudem flihrt ROCK1 zur

5 vgl. Moller 2000.
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Serinphosphorylierung von IRS-1, das so inhibierend auf die weitere Signaltransdukti-

256
)

on wirkt (“°). In septischen Patienten ist ROCK1 an den Tagen 0, 1, 3 und 9 signifikant

hochreguliert.

d0 |d1d3d5 dJ9
14 |14

Gensymbol Genname
TSC2 Tuberous sclerosis 2
GRB10 Growth factor receptor-bound protein 10 -1,0 [-1,0
PRKAR2ZB Protein kinase, cAMP-dependent, regu- 1.1 1.6
latory, type Il, B

SOCS3 Suppressor of cytokine signaling 3 1,7 (1,3 1,1 11,3 -1,0
Carcinoembryonic antigen-related cell
CEACAM1 |adhesion molecule 1 (biliary glycopro- 1,6 (1,9 1,7 11,4 1,6
tein)

NSMAF Neytra.l sphingomyelinase (N-SMase)
activation associated factor

SGPP1 ?phingosine-1-phosphate phosphatase
SPHK1 Sphingosine kinase 1

ROCK1 Rho-gssgmated, coiled-coil containing
protein kinase 1

Signifikanz | FDR <0,056 | T |FDR 0,05 0,3 | [ TFDR > 0,3 |

Tabelle 43: Gene, involviert in negative Riickkopplungsmechanismen und Hem-
mung der Signaltransduktion durch inflammationsassoziierte Molekiile: Die Ta-
belle ist ein Ausschnitt aus der sogenannten Zeitverlaufsliste. Angegeben sind Gen-
symbol, Genname und die entsprechenden FoldChanges zu den finf Zeitpunkten.

3.5.6.7. Extrazelluldre Signaltransduktion

Im Prostaglandinkatabolismus fallt die Expression der Hydroxyprostaglandin Dehydro-
genase (HPGD) ins Auge. Sie ist an den Tagen 0 bis 3 und 9 signifikant hochreguliert
mit FC-Werten von bis zu 6,5 am Tag 0. Sie inaktiviert eine Reihe von Prostaglandi-
nen, wie zum Beispiel PGE1/2 und PGF1/2. Es ist bekannt, dass eine Hochregulation
der HPGD eine Herunterregulation der COX-2 zur Folge hat, so dass es zu einer all-
gemeinen Hemmung der Prostaglandinwirkung kommt und so antiinflammatorisch wirkt
(257)_

CLEC2B (oder AICL) ist ein C-Typ-Lectin-Rezeptor, der von Makrophagen und Gra-
nulozyten exprimiert wird und eine starke Zytokinsekretion induziert. In septischen Pa-
tienten ist CLEC2B an allen Tagen signifikant hochreguliert mit FC-Werten bis zu 6,5
am Tag 9. Somit zeigt sich eine starke Aktivierung myeloischer Zellen mit einer Stimu-
lation der Zytokinsekretion Gber den gesamten Zeitverlauf.

HMGBH1 ist ein nukledres Protein, das bei Nekrose freigesetzt oder aktiv von Makro-

phagen in der spaten Aktivierungsphase ausgeschittet wird und bei einer Sepsis zum

2% v/gl. Kanda et al. 20086.
#7 vgl. Tai et al. 2006.
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Organversagen beitragen kann (**?)

. In septischen Patienten ist HMGB1 erwartungs-
gemal in einer spateren Phase hochreguliert. Die FDR betragt am dritten Tag 0,12
und am neunten Tag 0,15. Somit kann die gesteigerte Expression von HMIGB1 in sep-
tischen Patienten mit zur Entwicklung eines Organversagens beitragen.

Zusammen mit den bereits in den Abschnitten 3.5.2.2 und 3.5.3.2 besprochenen Zyto-
kinen zeigt die Genexpression der extrazellularen Signaltransduktion gleichzeitig eine
eingeschrankte Funktion der adaptiven Immunitdt und eine Aktivierung angeborener
Immunmechanismen.

Es zeigt sich eine verminderte Expression von Apolipoproteinen. Neben der
klassischen Lipidtransportfunktion wurde fiir die Apolipoproteine auch eine modulie-
rende Wirkung auf die inflammatorische Antwort nach LPS-Gabe und auf die Apoptose

gezeigt (*°)

. Das Apolipoprotein L (APOL3) ist signifikant an den Tagen 0 bis 3 herun-
terreguliert. Ebenso wird APOL2 vermindert exprimiert. Dessen FDR liegt an Tag 0 bei
0,17 und am Tag 1 bei 0,22.

APOH ist in septischen Patienten am Tag 1 herunterreguliert. Es ist ebenfalls in ver-
schiedene physiologische Prozesse involviert. Es transportiert Lipide und wirkt hem-
mend auf die intrinsische Gerinnung.

So spiegelt eine verminderte Menge von Apolipoproteinen eine verminderte Lipidtrans-
portfunktion wider, kann im Zuge einer Infektion jedoch zu einer gesteigerten inflamma-

torischen Reaktion fihren und zur Entstehung einer Sepsis beitragen.

GensymboI\Genname 'd0 d1 d3 d5 d9

CLEC2B C-type lectin domain family 2, member B [Pls8 o e felel 1)
HMGB1 High-mobility group box 1
HPGD m/gaxyprostaglandm dehydrogenase 15- 65 57 64 23
APOL3 Apolipoprotein L, 3 -1,7 -3,0 -2,11-1,2
APOL2 Apolipoprotein L, 2 -1,5 (-16 |-1,4 |-1,6 |-1,2
APOH Apolipoprotein H (beta-2-glycoprotein ) -1,5 |-1,7 |-1,7 |-1,2 |-1,1
Signifikanz_|FDR <0,056 | 1 [FDR0,05-03 | | |FDR>03 |

Tabelle 44: Gene der extrazelluldaren Signaltransduktion: Die Tabelle ist ein Aus-
schnitt aus der sogenannten Zeitverlaufsliste. Angegeben sind Gensymbol, Genname
und die entsprechenden FoldChanges zu den flnf Zeitpunkten.

3.6. Uberblick iiber die Ergebnisse der Zeitverlaufsanalyse

FUr eine Ubersichtliche Darstellung der Genexpression einzelner funktioneller Gruppen

im Zeitverlauf wurde eine grafische Darstellung in Tabellenform gewahlt.

298 Vgl. Klune et al.

%9 vgl. Berbée et al. 2005.
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In den funktionellen Gruppen der Immunabwehr (Tabelle 45) fallt auf, dass die meisten
Mechanismen an Tag 1 und zu einem geringeren Grad an Tag 3 reguliert sind. Aus-
nahmen bilden die ,Aktivierung Neutrophiler Granulozyten® mit der starksten Regulati-
on an Tag 3 und 9 sowie die Interleukine der angeborenen Immunitat mit der starksten
Aktivierung an Tag 0.

Mechanismus d0 d1 d3 db5 d9
Antigenerkennung

Signaltransduktion nach Toll-like Rezeptoren
Chemotaxis

Aktivierung Neutrophiler Granulozyten
Komplementsystem

Interleukine des angeborenen Immunsystems
Antigen Prasentation

Interleukine des adaptiven Immunsystems
TCR-Funktion

Kostimulation von T-Zellen

Koinhibition von T-Zellen

Aktivitat der B-Zellen

Aktivierung in septischen Patienten verstgrkt weniger verstgrkt
vermindert weniger vermindert

Tabelle 45: Zeitverlauf der Immunantwort: Farbliche Markierung der septischen
Reaktion, wobei ,rot* flr eine verstarkte Genexpression und ,grin® flr eine verminder-
te Reaktion gegenlber den nicht-septischen Patienten steht. Die Darstellung erfolgt
Uber den Zeitverlauf an den funf Zeitpunkten.

Die funktionellen Gruppen der plasmatischen Kaskaden und der Apoptose sind in Ta-
belle 46 abgebildet. Auch hier fallt auf, dass die meisten Mechanismen an Tag 1 stark

reguliert sind, jedoch auch an den Tagen 0, 3 und 9 sieht man eine deutliche Regulati-

on.

Mechanismus
Aktivierung der Gerinnungskaskade
Fibrinolyse

Thrombozytenfunktion
Caspasekaskade
Apoptose-induzierende Mechanismen
Hemmung der Apoptose durch Proteine, welche
die Induktion der Apoptose unterdriicken

Reaktive Hemmmechanismen
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Aktivierung in septischen Patienten verstgrkt weniger verstgrkt
vermindert weniger vermindert

Tabelle 46: Zeitverlauf der plasmatischen Kaskaden und der Apoptose: Farbliche
Markierung der septischen Reaktion, wobei ,rot” fir eine verstarkte Genexpression und
.grun“ flr eine verminderte Reaktion gegentber den nicht-septischen Patienten steht.
Die Darstellung erfolgt Uber den Zeitverlauf an den funf Zeitpunkten.

Die funktionellen Gruppen der in die Signaltransduktion involvierten Gene sind in Ta-
belle 47 dargestellt. In beiden Gruppen fallt die starke Regulation am Anfang und in der
Mitte des Zeitverlaufs auf, jedoch sind die Gruppen im Zusammenhang mit oxidativem

Stress an Tag 9 reguliert.

Mechanismus

Proteinkinase A Funktion

Expression der Proteinkinase D

Wirkung von DAG und InsP3

Aktivierung der klassischen MAPK-Kinase
Aktivierung der stressaktivierten MAP-Kinase
Insulin-Signaltransduktion

Negative Regulationsmechanismen der Insulin-
Signaltransduktion

Bildung von Apolipoproteinen

Aktivierung in septischen Patienten verstgrkt weniger verstgrkt
vermindert weniger vermindert

Tabelle 47: Zeitverlauf der Signaltransduktion: Farbliche Markierung der septischen
Reaktion, wobei ,rot* flr eine verstarkte Genexpression und ,grun® fir eine verminderte
Reaktion gegenuber den nicht-septischen Patienten steht. Die Darstellung erfolgt GUber
den Zeitverlauf an den flnf Zeitpunkten.

Insgesamt sind die meisten funktionellen Gruppen an Tag 1 reguliert. Doch auch an
den anderen Tagen zeigt sich eine mehr oder minder starke Regulation bestimmter
Gruppen. Einzig Tag 5 fallt aus der Reihe, da an diesem nur wenige Mechanismen

reguliert sind.
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4. Diskussion

Die vorliegende Studie analysiert die Charakteristika der Genexpression septischer
und nicht-septischer Patienten nach Polytrauma im Zeitverlauf. Der Zeitraum beginnt
dabei bereits vor der klinischen Manifestation, beschreibt jedoch auch die Phase wah-
rend und nach der klinischen Sepsis. Im Folgenden sollen zunachst die Methoden und

im Anschluss die Ergebnisse der Analyse diskutiert werden.
4.1. Diskussion der Methoden

Der erste Teil der Diskussion widmet sich den verwendeten Materialien und Methoden

und zeigt die Vor- und Nachteile des verwendeten Studiendesigns.
4.1.1. Studiendesign

Bei der Studie wurde ein prospektives, klinisches Design verwendet. Vorteil einer pros-
pektiven Herangehensweise ist, dass die Rekrutierung von Patienten nach vorher ge-
nau festgelegten Kriterien und die Beeinflussung der Umstande des Experiments er-
mdglicht werden. Die retrospektive Datenerhebung schloss sich von vorneherein aus,
da die zeitnahe Gewinnung der mRNA nach definierten Voraussetzungen obligat ist.
Somit mussten die Nachteile des prospektiven Designs, wie ein héherer Kosten- und
Zeitaufwand, in Kauf genommen werden, um die Analyse von Zeitpunkten bereits vor
der klinischen Manifestation zu ermdglichen.

Der Vorteil einer klinischen Studie ist die direkte Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf
reale Patienten, da im Modell oft unvorhersehbare dritte GroRen vorliegen, die die Ana-
lyse beeintrachtigen oder die Durchfihrung aufgrund ethischer Aspekte nicht moglich
ist. Oftmals haben dartber hinaus Therapien im Tiermodell erfolgversprechende Wir-
kungen gezeigt, sind dann jedoch in den folgenden klinischen Studien gescheitert. Se-
ok et al. haben zum Beispiel gezeigt, wie eingeschrankt die menschliche Reaktion,
insbesondere der Inflammation durch Maus-Modelle widergespiegelt wird (*°).

Nachteil klinischer Studien ist der Einfluss anderer Faktoren auf den Verlauf, wie zum
Beispiel unterschiedliche Verletzungsmuster, Therapien und die groRe Heterogenitat
der eingeschlossenen Patienten. Minimiert wird dieser Einfluss durch streng definierte
Ein- und Ausschlusskriterien sowie festgelegte Therapieverfahren. Trotzdem sieht man
allein an den unterschiedlichen Manifestationszeitpunkten der Sepsis zwischen dem 3.

und 7. Tag die bestehende Schwankungsbreite.

*9 vgl. Seok et al. 2013.
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4.1.2. Arbeiten mit kleiner Stichprobe

Die Grolde einer Stichprobe hat Auswirkungen auf die Zuverlassigkeit der Ergebnisse.
Je groRer die Stichprobe, desto kleiner ist das Risiko, dass die Ergebnisse durch den
Zufall beeintrachtigt werden.

Um Schllsse von kleinen Zufallsstichproben auf die Gesamtheit ziehen zu kdnnen,
muss das Problem der unbeobachteten Heterogenitat berlcksichtigt werden. In kleinen
Stichproben ist die Wahrscheinlichkeit, aus einer Population zuféllig eine bestimmte
Merkmalskombination zu ziehen, geringer als bei einer groRen. Aus diesem Grunde ist
es notwendig, in Fallen, in denen nur kleine Stichproben gezogen werden kénnen, an-
dere Verfahren zur Sicherung der Stichprobenaussagekraft anzuwenden, wie zum Bei-
spiel die hier verwendete matched-pair-Methode (***).

Trotzdem sind die geringen Patientenzahlen, insbesondere zu den spateren Zeitpunk-
ten im Verlauf einer der Schwachpunkte der Studie und die Einzelergebnisse sollten
mit gréfReren Stichproben bestatigt werden.

Ein Teil der Ergebnisse kann dabei sicherlich durch den Blick auf andere Studien un-
termauert werden. Denn viele der hier gezeigten Resultate finden sich auch in anderen
Untersuchungen zur Sepsis wieder. Somit erscheinen auch neue Erkenntnisse verlass-
lich.

4.1.3. Untersuchung des Zeitraums vor der klinischen Sepsismani-

festation

In den meisten anderen Sepsisstudien mit Genexpressionsanalysen wurde der Zeit-
raum wahrend der Sepsis untersucht. Geht man jedoch von der Annahme aus, dass
die mRNA Expression den spateren Phanotyp bereits im Vorfeld widerspiegelt, so
drangt sich die Uberlegung auf, sich darliber hinaus auch der Phase vor der klinischen
Manifestation zu widmen. Auch die dringende Notwendigkeit einer moglichst frihzeiti-
gen Diagnose und Therapie machen den Zeitraum vor der der eigentlichen Sepsis fur
Studien attraktiv.

Aus pathophysiologischer Sicht wird auRerdem ermdglicht, nicht nur die Prozesse zu
untersuchen, die wahrend der Sepsis ablaufen, sondern auch diejenigen, die zu einer
Sepsis flihren. Auf diese Art und Weise konnen potentielle Ursachen und pathologi-

schen Ablaufe der Entstehung einer Sepsis identifiziert werden.

1 vgl. Stuart 2010.
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4.1.4. Die Analyse des Zeitverlaufs

Um statt eines statischen Bildes einen dynamischen Ablauf der Prozesse und Mecha-
nismen zu erhalten, wurde die Genexpressionsanalyse mehrerer Zeitpunkte durchge-
fuhrt. Der Vergleich der Ablaufe in septischen und nicht-septischen Patienten soll zei-
gen, in wie weit unterschiedliche Prozesse am selben Zeitpunkt oder gleiche Prozesse
zu unterschiedlichen Zeiten ablaufen, wann bestimmte Vorgange initiilert und wann
beendet werden.

Johnson et al. verwendeten 2007 ein Modell, in dem der Tag der klinischen Manifesta-

tion einer Sepsis als Zeitpunkt festgelegt war (**?

)- Ruckwirkend wurden dann die Ab-
nahmezeitpunkte bezeichnet, wie zum Beispiel 12 oder 36 Stunden vor Sepsiskonver-
tierung. Dieser Ansatz bietet den Vorteil, dass Ablaufe unmittelbar vorher relativ ein-
heitlich erfasst werden. Aufgrund der individuellen Reaktionszeit der Patienten bleibt
jedoch unklar, wann der Stimulus fur die Entstehung der Sepsis zu datieren ist. In der
vorliegenden Studie wurde daher das Gewicht auf einen definierten Anfangszeitpunkt
gelegt.

Andere Studien untersuchen die Ablaufe vor allem nach Beginn der klinischen Sepsis,
wie z.B. Talwar et al. 2005, wo die Genexpression in Leukozyten zu definierten Zeit-

(263

punkten nach Endotoxin-Applikation untersucht wurde (°°) oder auch Yang et al. 2011,

wo die Genexpression von Ratten nach Sepsisbeginn analysiert wurde (**%).

Die meisten Studien beschranken sich jedoch auf einen Zeitpunkt, so dass die Zeitver-
laufsanalyse unsere Studie in dieser Hinsicht besonders hervorhebt.

Methodisch ist hier noch anzumerken, dass neben der Berechnung von FC-Werten, die
insbesondere in der Analyse einzelner Zeitpunkte Vorteile aufweisen, auch kumulative
Expressionen verwendet wurden, um einen besseren Einblick in die Dynamik der sep-
tischen Reaktion zu erhalten. Die kumulativen Expressionswerte, oder auch ,disease

265
)

load indices® (**°), erlauben eine einfachere Abschatzung der Genexpression Uber den

Zeitverlauf, da sie im Gegensatz zu FC-Werten nicht nur relative Werte bieten.
4.1.5. Die Untersuchung polytraumatisierter Patienten

Der Vergleich zwischen septischen und nicht-septischen Patienten nach Polytrauma
bietet zudem die Moglichkeit, diejenigen Pathomechanismen zu sehen, die im Rahmen

einer Sepsis ablaufen. Es ist bekannt, dass auch Patienten mit einem unkomplizierten

%2 v/gl. Johnson et al. 2007.
23 \/gl. Talwar et al. 2006.
%% \/gl. Yang et al. 2012.
% v/gl. Porter et al. 2003.
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Verlauf nach Polytrauma eine starke inflammatorische Reaktion zeigen (**°). Daher
kann angenommen werden, dass wirklich nur die Mechanismen differentiell reguliert
sind, die den Unterschied zwischen SIRS und Sepsis ausmachen.

Patienten nach einem Polytrauma zu wahlen anstatt Patienten mit anderen Ursachen
flr eine Sepsis, wie zum Beispiel einer Pneumonie oder Harnwegsinfekten, bietet den
Vorteil, dass ein bestimmter Anfangspunkt vorliegt. In anderen Gruppen muss man
dagegen mit einer sehr unterschiedlichen Krankheitsdauer und einer Reihe von
Komorbiditaten rechnen, da die Patienten oft alter und dementsprechend korperlich
beeintrachtigt sind. Im Gegensatz dazu sind Patienten nach Polytrauma meist junge,

vorher gesunde Menschen, die Uber eine ahnliche Konstitution verfigen.
4.1.6. Die Verwendung von Vollblut

Die Genexpressionsanalyse bei einer Sepsis von spezifischen Zelltypen wurde bereits
in verschiedenen Studien angewendet (**7,%°® ?°). Der Gedanke, in der vorliegenden
Studie eine Analyse von Vollblut durchzufiihren, ergab sich aus folgenden Uberlegun-
gen:

Die Abnahme und Aufbereitung wird vereinfacht und ware damit auch fur den klini-
schen Alltag praktikabel. Ausserdem wird vermieden, dass es durch die Zelltypextrakti-
on zu Manipulationen an den Zellen und damit einer méglichen Beeinflussung der Ge-
nexpression kommt.

Nachteile der Verwendung von Vollblut sind, dass Reaktionen in einzelnen Zellpopula-
tionen nicht erkennbar sind und die Genexpression durch den Anteil eines Zelltyps an
der Gesamtzahl beeinflusst wird. Beispielhaft ist hier zu erwahnen, dass in Neutrophi-

270

len Granulozyten eine verzdgerte (“"), in Lymphozyten jedoch eine deutlich gesteigerte

Apoptoserate bei Sepsis festgestellt werden konnte (*'").

Im direkten Vergleich von Vollblut mit Leukozytenextrakten zur Genexpressionsanalyse
wurde gezeigt, dass beide Verfahren hochqualitative RNA generieren und eine hohe
Reproduzierbarkeit aufweisen. Beachten sollte man, dass die Verwendung von Vollblut
ein erhdhtes Rauschen und eine reduzierte Empfindlichkeit in ihren Genexpressions-
profilen zur Folge hat, so dass sich ein direkter Vergleich zwischen Studien mit unter-

schiedlichen Methoden als problematisch herausstellen kann (*2).

66 \/gl. Laudanski et al. 2006.
%7 v/gl. Tang et al. 2007.

68 \/gl. Chung et al. 2006.

%9 v/gl. Tang et al. 2009.

210 y/gl. Wesche et al. 2005.
" \/gl. Hotchkiss et al. 2001.
a1 Vgl. Feezor et al. 2004.
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Verschiedene Studien haben jedoch bereits gezeigt, dass die Verwendung von Vollblut
gute Ergebnisse liefert und eine gute Basis fur eine entsprechende Analyse bietet mit
Erkenntnissen sowohl bei der Einordnung von Patienten in Klassen (class prediction)
als auch in der ldentifizierung funktioneller Gruppen. So wurde in einer Studie von
Feezor et al. 2004 gezeigt, dass peripheres Blut fir die Vorhersage von Multiorganver-
sagen und generellem Ausgang verwendet werden kann (*®). Johnson et al. konnten
anhand von Genexpressionsprofilen aus Vollblut zwischen sterilem SIRS und Sepsis
unterscheiden und identifizierten zusatzlich verschiedene funktionelle Gruppen, deren

mégliche Pathomechanismen zu Grunde liegen kdnnten (*4).
4.1.7. Die Verwendung von Microarrays.

Microarrays sind molekularbiologische Untersuchungssysteme zur Bestimmung der
zelluldaren Genexpression. Sie sind kostenglnstig, flexibel bei der Wahl des Aus-
gangsmaterials und erlauben die Analyse groRer Datenmengen innerhalb kirzester
Zeit (°"°). Statt einzelner Gene oder Proteine werden gleichzeitig tausende Gene unter-
sucht. So entsteht ein ganzheitliches Bild der Zellreaktion (*"®).

Insgesamt lasst sich ein hohes Potential der Microarray-Analysen feststellen. Es wur-
den Fortschritte beim Verstandnis von Sepsis und septischem Schock, Identifizierung
von neuen ,pathways“ und Einzelgenen fir eine potentielle Intervention oder diagnosti-
sche Méglichkeiten gemacht (7).

Die Komplexitat der Microarrayanalysen bringt jedoch auch Probleme mit sich. Es ist
ndtig, aus den riesigen Datenmengen die Ergebnisse zu extrahieren, die wichtig sind
und zu neuen Erkenntnissen flhren, und nicht auf Artefakten beruhen. Daher muss
eine sorgfaltige Qualititskontrolle und Validierung der Ergebnisse stattfinden (*'8).
Wichtig fur die Qualitatskontrolle ist unter anderem die Normalisierung der Microarra-
yergebnisse. Hier werden zwei Arten der Normalisierung unterschieden. Die Intra-
Slide-Normalisierung gleicht systematische Fehler innerhalb eines Arrays aus, wah-
rend die Inter-Slide-Normalisierung Effekte nivelliert, die das ganze Array betreffen, um
die Arrays untereinander vergleichbar zu machen (*”°).

Die Quantifizierung und Intra-Slide-Normalisierung erfolgte mit Hilfe der weit verbreite-

ten und gut belegten CodeLink System Software (**°).

213 Vgl. Feezor et al. 2004.

2 \/gl. Johnson et al. 2007.
5 \/gl. McLachlan et al. 2004.
275 v/gl. Kim et al. 2004.

27 \/gl. Wong 2012.

28 \/gl. Chuaqui et al. 2002.
9 vgl. Wurmbach et al. 2003.
%9 vgl. Diez et al. 2007.
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Die Qualitatskontrolle, wie hier verwendet, wurde dagegen im Rahmen der hiesigen
Studie als modularer Arbeitsablauf etabliert und basiert auf bereits vorhandenen Pro-
grammen, die um einige selbstentwickelte Module erweitert wurden. Der modulare Ar-

beitsablauf mit hintereinandergeschalteten Programmen ermdglicht ein einfaches und

281 282
)

schnelles Arbeiten. Er wurde bereits komplett (“°') sowie in reduzierter Form (“°°) ver-
wendet und publiziert.

Die (ibernommenen Module SKNN (**®), das MOF-Modul (Microarray outlier filter) (***)
und die Quantilen Normalisierung (***) sind ebenfalls mehrfach veréffentlichte und
weltweit etablierte Methoden.

Die Validierung erfolgte unabhangig von den zuvor beschriebenen Methoden per RT-
PCR nach standardisiertem Ablauf (%°), was mittlerweile zum Standard eines

287

Microarray-Experiments gehort (“°’). Es wurde gezeigt, dass es eine starke Korrelation

der Expression zwischen Microarray und RT-PCR-Daten gibt (**%).

4.1.8. Uberlegungen zum FDR-Wert

Der FDR-Wert wurde durch das gut etablierte Programm RancProducts ermittelt (**°).

Nach allgemeiner Konvention wurde die Grenze fur die Signifikanz der Gene auch in
der vorliegenden Studie auf 0,05 festgelegt. Gleichzeitig wurden zur Unterstutzung fir
die Analyse Gene mit eine FDR bis zu 0,3 herangezogen. Diese dienen nicht zur Auf-
stellung der Thesen, fillen jedoch das teilweise inkomplette Bild aus, das die Gene mit
einer FDR bis 0,05 ergeben.

Die Tatsache, dass in dieser Studie ein Zeitverlauf analysiert wird, bringt bei vielen
Genen mit sich, dass sie an einem Tag eine FDR unter 0,05, an anderen Tagen jedoch
eine FDR Uber 0,05 aufweisen. Trotzdem spricht der Zeitverlaufscharakter fir eine
hohe Plausibilitdt auch des eigentlich nicht signifikanten Wertes, wenn der dasselbe
Vorzeichen aufweist. Dartiber hinaus gibt es viele Gene, die an mehreren Tagen gleich
reguliert sind, jedoch an keinem der Zeitpunkte signifikant. Auch hier kann man auf

Grund der Haufung der Werte diesen eine hdhere Glaubwirdigkeit zusprechen.

1 v/gl. Menges et al. 2008.
282 \/g1. Fenic et al. 2008.

283 \/gl. Kim et al. 2004.

24 \/gl. Yang et al. 2008.

285 v/gl. Bolstad et al. 2003.

286 \/gl. Bustin 2002.

287 \/gl. Wurmbach et al. 2003.
8 \/gl. Dallas et al. 2005.

%9 \/gl. Breitling et al. 2004.
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4.2. Diskussion der Ergebnisse

Die Diskussion der Ergebnisse beginnt mit einem Blick auf die allgemeinen und techni-

schen Resultate, um dann die Ergebnisse der funktionellen Analyse zu bewerten.
4.2.1. Diskussion der allgemeinen und technischen Ergebnisse

Die kurze Diskussion der allgemeinen und technischen Ergebnisse beinhaltet einige
Auffalligkeiten und Uberlegungen zur Anzahl der differentiell regulierten Gene, zu Gen-

Uberschneidungen und der kumulativen Genexpression Uber alle Gene.
4.2.1.1. Anzahl differentiell regulierter Gene

Betrachtet man die Anzahl der differentiell regulierten Gene, fallt auf, dass sie an Tag
funf stark abfallt und nur gut 20% der durchschnittlichen Anzahl der anderen Tage be-
tragt. Diese Tatsache ist besonders deshalb auffallig, da am flnften Tag der durch-
schnittliche Manifestationszeitpunkt der klinischen Sepsis liegt.

Nimmt man an, dass die Genexpression jeweils einen Zeitraum widerspiegelt, der in
der Zukunft liegt, wirde die Genexpression an Tag 5 einer Phase entsprechen, in der
die Sepsis noch vorliegt, jedoch bereits wieder abklingt. Die Genexpression wirde so-
mit fur die Angleichung der septischen Reaktion an die der nicht-septischen Patienten
sprechen.

Andererseits kdnnte die Ursache flr die ahnlicher werdende Genexpression septischer
und nicht-septischer Patienten auch in einer &hnlichen Intensivbehandlung der beiden
Patientenkohorten liegen. In diesem Fall wirde die Genexpression die medizinische
Therapie widerspiegeln, die mit Sepsisbeginn angesetzt wird und auf die die Patienten
reagieren.

Die meisten Gene sind dagegen nach 24h reguliert. Hier scheint somit der grésste Un-
terschied in der Genexpression der beiden Patientenkohorten zu liegen. In der Vorstel-
lung entspricht der Tag 1, ebenso wie zum Aufnahmezeitpunkt, der Zeit, in der die Pa-

thogenese der Sepsis liegt, ohne dass bereits eine klinische Manifestation vorliegt.
4.2.1.2. Zeichen der Rekonvaleszenz an Tag 9

Betrachtet man die absolute Anzahl signifikanter Gene an den einzelnen Tagen, so
zeigt sich an Tag 9 die zweithdchste Anzahl. Im klinischen Zeitverlauf entspricht dieser
der Phase der Genesung der Patienten. Auffallig ist an Tag 9 jedoch die Statistik der
Uberschneidungen zwischen den einzelnen Zeitpunkten. Hier zeigt sich eine relativ
geringe Menge von Genuberschneidungen, gemessen an der Genanzahl. Das bedeu-
tet, trotz einer starken Reaktion an diesem Zeitpunkt sind viele Gene nur an diesem

einen Tag differentiell reguliert.
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In den funktionellen Gruppen fallt insbesondere die Expression der Gene im Rahmen
der Mitochondrialen Dysfunktion an Tag 9 auf. Es zeigt sich eine regelrechte Umkehr
der Situation und auch bei einigen Genen aus anderen funktionellen Gruppen dreht
sich die Genexpression ins Gegenteil. Somit scheinen einige Funktionen zunachst in
septischen Patienten zu schwach bzw. zu stark abzulaufen, um dann als notwendige

Kompensationsmechanismen gesteigert bzw. gedrosselt zu werden.
4.2.1.3. Vergleich der Kumulativen Expression

Im Vergleich der absoluten Expressionswerte, und nicht der Fc-Werte Uber den Zeit-
verlauf, stellt man fest, dass die septischen Patienten eine insgesamt groRere Genex-
pression haben. Die Differenz bleibt dabei Uber den gesamten Zeitraum konstant. Sie
zeigen also auf das Polytrauma eine starkere Reaktion. Dies wirft die Frage auf, ob
sich die absolute Genexpression der Patienten auch unter normalen Umstanden unter-
scheidet. Die Frage ist also, ob Menschen mit der Pradisposition fur die Entwicklung
einer Sepsis auch unter normalen Umstanden dazu tendieren, mit einer héheren Gen-

expression zu antworten und somit starker zu reagieren.
4.2.2. Diskussion der programmbasierten Analyse

In der programmbasierten Analyse wird der Grundstein fur die weitere Detailanalyse
gelegt. Hier soll sich zeigen, welche funktionellen Gruppen in der weiteren Analyse

besonders wichtig sind.
4.2.2.1. Funktionelle Gruppen aus einem breiten Sprektrum der Zellfunktionen

Das heutige Verstandnis der Sepsis entfernt sich immer weiter von der simplen An-
nahme, dass allein eine starke Pro-Inflammation oder gar die Ausschuittung einzelner
Botenstoffe fur die Entwicklung einer Sepsis verantwortlich sind. Stattdessen geht man
von einem komplexen Zusammenspiel verschiedener Funktionseinheiten und Prozes-

290 29N Daher ist

se innerhalb einzelner Zellen oder zwischen mehreren Zelltypen aus (
es nicht verwunderlich, dass auch in der vorliegenden Analyse diverse Mechanismen
aus den unterschiedlichsten Teilbereichen gefunden wurden. Sowohl die Analyse mit
Source und DAVID als auch mit Ingenuity und dem Pathwayexplorer zeigen betroffene
Funktionen aus allen Richtungen. Die Ergebnisse Uberschneiden sich dabei zum gro-
Ren Teil und alle drei Programme ordnen den Kategorien ,Response to stimulus® (engl.
fur Antwort auf einen Reiz) und ,Cell Cycle® (engl. fur Zellzyklus) eine grof3e Bedeutung

ZU.

290 v/g|. Rittirsch et al. 2008.
21 vgl. Cinel und Opal 2009.
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Wichtige Ergebnisse kommen vor allem aus den Bereichen der Adaptiven Immunant-
wort und Apoptose, den plasmatischen Kaskaden, den Mitochondrien und der Signal-
transduktion. Damit stimmen viele Ergebnisse der vorliegenden Genexpressionsanaly-
se grundsatzlich mit Erkenntnissen anderer Studien Uberein. Entscheidend ist jedoch,
dass in vielen Fallen neue Aspekte und Mechanismen gefunden werden konnten, die

zum jeweiligen Zeitpunkt oder in diesem Zusammenhang noch nicht analysiert wurden.
4.2.2.2. Biomarker zur Diagnostik und als mégliche Schliisselgene zur Therapie

Ein zunehmend wichtigerer Aspekt in der Analyse von Microarraydaten ist die Identifi-
zierung von Biomarkern zur frihzeitigen Diagnosestellung und méglichen Schweregra-
deinschatzung der Sepsis (**%).

Studien haben gezeigt, dass mit Hilfe von Genexpressionsprofilen nur einer kleinen
Anzahl von Genen eine Vorhersage beziiglich des Eintretens einer Sepsis maoglich ist
(%24 2% Auch wurden einzelne Gene identifiziert, um eine Aussage liber Schwere-
grad und Heilungschancen zu erhalten. So identifizierten Pachot et al. den Chemokin-

296
)

Rezeptor CX3CR1 als einen potentiellen Biomarker (") und Nowak et al. fanden, dass

die Expression des Chemokinliganden CCL4 zum Verlauf bei Kindern mit einem septi-
schen Schock korreliert (*).

DarlUber hinaus gelang auch die Einteilung in Untergruppen bei septischen Patienten
durch Genexpressionsprofile, z.B. bei Kindern mit septischen Schock (**®). Diese Un-
tergruppen sollen in der Zukunft fur eine zielgerichtete Therapie genutzt werden.

Neben den diagnostischen Mdglichkeiten der Biomarker-Analysen sollen so auch neue
Zielgene und Signaltransduktionswege flr therapeutische Ansatze gefunden werden.
So wurde zum Beispiel in mehreren Studien gezeigt, dass die Expression der Matrix-
Metalloproteinase 8 (MMP8) in septischen deutlich hoher ist als in nicht-septischen
(299)

Patienten . Interessanterweise konnte im Mausmodell gezeigt werden, dass eine

genetische Ablation und auch eine pharmakologische Inaktivierung der MMP8-Aktivitat

einen signifikanten Uberlebensvorteil bietet (**°)

. Auch in der vorliegenden Studie zeigt
sich eine signifikante Hochregulation von MMP8 an allen 5 Zeitpunkten kongruent mit

den vergleichbaren Studien.

292 \/g. Pierrakos und Vincent 2010.
293 v/gl. Sutherland et al. 2011.

29 v/gl. Johnson et al. 2007.

2% v/gl. Tang et al. 2008.

2% \/gl. Pachot et al. 2008.

27 \/gl. Nowak et al. 2010.

2% \/gl. Wong 2012.

299 v/gl. Wong 2012.

%0 v/gl. Solan et al. 2012.
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Die weiteren hier gefundenen Biomarker CDADC1, IDH3G, CLEC2B, PARP3 und
TXNRD2 entsprechen den Genen, bei denen die Mittelwerte von septischen und nicht-
septischen Patienten Gber mind. drei Zeitpunkte die grofitmoégliche Differenz aufweisen
und somit eine bestmadgliche Unterscheidung der beiden Gruppen ermdoglicht. CLEC2B
(C-type lectin domain family 2, member B) und TXNRD2 (thioredoxin reductase 2)
wurden beide auch in der funktionsorientierten Analyse als Schllsselgene identifiziert
und scheinen somit mdégliche Ansatzpunkte in der Diagnostik und Therapie zu bieten.
Ein Zusammenhang von CLEC2B mit Sepsis wurde bislang nicht beschrieben. Die
verstarkte Ausschuttung proinflammatorischer Zytokine durch den, insbesondere auf
Natiirlichen Killerzellen exprimierten Rezeptor, wurde gezeigt (*”).

Auch die Thioredoxin-Reduktase 2 (TXNRD2) wurde bislang nicht im Zusammenhang
mit Sepsis beschrieben. Es konnte jedoch ein Zusammenhang mit der Funktion von

Mitochondrien, Abwehr von oxidativem Stress und Insulinresistenz gezeigt werden
(302 303)

4.2.3. Diskussion der funktionsorientierten Analyse

Nachdem mit den verschiedenen Programmen festgelegt wurde, in welche Richtung
die weitere Analyse vorangetrieben werden sollte, legt die funktionsorientierte Analyse
ein besonderes Augenmerk auf die Bereiche der angeborenen und der adaptiven Im-
munantwort, der plasmatischen Kaskaden, der Mitochondrialen Funktion und der Sig-

naltransduktion. Im Folgenden werden nun diese Ergebnisse diskutiert.
4.2.3.1. Derangierte Inmunantwort

Im Gegensatz zur weitldufigen Meinung zeigt die Genexpressionsanalyse der vorlie-
genden Studie keine hervorstechende Hyperinflammation. Typische Inflammations-
marker fehlen. Weder IL-1, TNF, IL-6 noch Procalzitonin sind differentiell reguliert.
Trotzdem gibt es verschiedene Hinweise auf eine Hochregulation im Angeborenen
Immunsystem.

Die Rolle der TLR-Familie bei Sepsis Die Initiierung der Immunantwort Gber
TLRs scheint aufgrund der Hochregulation von MD-2, TLR-2 und IRAK4 verstarkt statt-
zufinden. Verschiedene Studien haben fur TLR-2 und vor allem TLR-4 eine verstarkte
Expression und sogar eine Korrelation zur Mortalitdt bei Sepsis festgestellt (°**,3%).
Somit entsprechen die Ergebnisse der vorliegenden Studie den bereits vorhandenen

Forschungserkenntnissen.

0T v/gl. Welte et al. 2006.

%02 \/g1. Edvardsen et al. 2013.
%3 v/gl. Chen et al. 2006.

504 Vgl. Armstrong et al. 2004.
%95 vgl. Williams et al. 2003.
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Uberraschend ist jedoch die fehlende Aktivierung der folgenden Signaltransduktions-
molekile. Im Gegenteil sind sogar TRAF3 als wichtiges Verbindungsglied und NF-«kB
als Haupttranskriptionsfaktor der Inflammation herunterreguliert.

Kongruent dazu wurde bereits festgestellt, dass es im Verlauf einer Sepsis bzw. einem
septischen Schock zur Herunterregulation der inflammatorischen Antwort in Blutzellen

%) und dies mit der Entwicklung von Multiorganversagen korreliert (**’). In

kommt (
einer Studie durch Salomao et al. wurde zudem die Reaktion von Monozyten und
Neutrophilen Granulozyten getrennt untersucht. Die Genexpression der beiden Zellrei-
hen unterschied sich dabei deutlich und zeigte bei den Monozyten eine Herunterregu-
lation der TLR-Signaltransduktion, wahrend in den Granulozyten eine Aktivierung
sichtbar wurde. Interessanterweise ist die verminderte Aktivitat in Monozyten vor allem
in den nachgeordneten Genen der Signaltransduktion und Effektormolekulen starker

als in der TLR-Familie selbst sichtbar (**®

). Somit spiegeln die Ergebnisse der vorlie-
genden Studie die vereinten Resultate von Salomao et. al. wider.

Die Expression der IL-1-Gen-Gruppe und ihre Folgen Prototyp eines proinflamma-
torischen Mediators ist Interleukin-1 und es steht beispielhaft fir die gesamte Genex-
pression in der Inflammation. Das Zytokin selbst ist nicht differentiell reguliert. Die Ex-
pression der Rezeptoren und zugehdriger Proteine zeigt jedoch sowohl eine Aktivie-
rung als auch eine Hemmung der Interleukin-1-Signaltransduktion in septischen Pati-
enten. Somit zeigt sich hier stellvertretend fur die Gbrige Immunantwort das gleichzeiti-
ge Bestehen einer Hyperinflammation und einer Immunsuppression. Fir das eigentli-
che Zytokin wurde in septischen Patienten keine gute Korrelation mit Mortalitat und
Organversagen gefunden (**). Dagegen konnte fiir den auch in der vorliegenden Stu-
die hochregulierten Rezeptor IL1R1 ein Anstieg nach Endotoxingabe festgestellt wer-
den. Bemerkenswerterweise wurden hodhere Konzentrationen in tUberlebenden als in

nicht-liberlebenden Patienten einer Sepsis gefunden (*'

)- Somit scheint der Rezeptor
zwar ein Hinweis flr das Bestehen einer Sepsis zu sein, gleichzeitig aber seine erhdh-
te Expression einen Uberlebensvorteil darzustellen, der in der effektiveren Immunab-
wehr besteht.

Die Reaktion Neutrophiler Granulozyten In der Literatur wird eine starke Aktivierung

311

der Neutrophilen Granulozyten-Funktion bei Sepsis beschrieben (*''). Damit Gberein-

stimmend zeigen sich auch in der vorliegenden Genexpressionsanalyse Anzeichen flr

% \/gl. Ertel et al. 1995.

7 v/gl. Kirchhoff et al. 2009.
308 Vgl. Salomao et al. 2009.
%99 \/gl. Giannoudis et al. 2004.
%19 y/gl. Giannoudis et al. 2004.
31" vgl. Nathan 2006.
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eine Granulozytenaktivierung. Auffallig ist, dass diese vor allem gegen Mitte und Ende
des Zeitverlaufs sichtbar wird. Im Gegensatz zu den meisten anderen Mechanismen
liegt die Regulation der Granulozyten auf Transkriptionsebene somit am Zeitpunkt der
tatsachlichen klinischen Sepsis sowie darliber hinaus.

Die differentiell exprimierten Gene in der vorliegenden Studie ergeben mehrere Hin-
weise fir eine aktivierte Pathogenabwehr mit verstarktem ,oxidative burst‘. Das herauf-
regulierte CYBB ist Bestandteil der NADPH Oxidase 2 (NOX2), die vornehmlich fir die
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies durch Neutrophile Granulozyten zustandig ist
und signifikant zur mikrozirkulatorischen Dysfunktion bei einer Sepsis beitragt (*'2).
Unter den Genen, die in die Degranulation der Neutrophilen involviert sind, wurde fur
eine Inhibition von MMP8 ein Schutz vor einem Endotoxinschock im Mausmodell

nachgewiesen (*°)

. Auch fir Lactotransferrin gibt es Ansatze, dessen Eigenschaften
therapeutisch auszunutzen (*').

Die Genexpressionsanalyse im Zeitverlauf zeigt, dass wahrend MMP8 und die Gene
des ,oxidative burst* direkt nach einem Polytrauma bereits erhdhte Werte aufweisen
und somit schon frih therapeutisch beeinflusst werden kénnen, LTF erst etwas spater
eine Rolle spielt. Dieser Aspekt im Zusammenhang mit der Uberlegung, dass an Tag 9
bei einigen Funktionen eine Umkehr der Genexpression stattfindet, unterstutzt daruber
hinaus die These, dass flr die Resolution der Sepsis eine effektive Immunitat notwen-
dig ist.

Zusammen mit der vorliegenden eingeschrankten Chemotaxis in septischen Patienten
ergibt sich ein hohes Gefahrenpotential. Werden Neutrophile Granulozyten durch die
disseminierten Mediatoren aktiviert und es kommt zur verstarkten Degranulation, ohne
dass sie zum Infektionsort vordringen, kommt es zur generalisierten Gewebs- und Ge-

315
)-

faRschadigung (
4.2.3.2. Suppression des Adaptiven Immunsystems

Statt der erwarteten starken Aktivierung des angeborenen Immunsystems fallt zu-
nachst ins Auge, dass in der Genexpression eine starke Herunterregulation der Adapti-
ven Immunitat gleich zu Beginn des Zeitverlaufs vorliegt. Die Funktionen sind auf ver-
schiedenen Ebenen der Aktivierung vermindert. Angefangen bei der Antigenprasentie-
rung, Uber die rezeptorvermittelte Kostimulation bis zur humoralen Aktivierung zeigen
sich in septischen Patienten geringere Expressionswerte bei in diesem Zusammen-

hang wichtigen Genen.

12 \/gl. Nathan 2006.

13 vgl. Hu et al. 2005.

3% vgl. Kruzel et al. 2007.

%% vgl. Reddy und Standiford 2010.
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Stattdessen sind Gene hochreguliert, welche die T-Zell-Funktion abschwachen und
von einer Thy- zu einer Th, Antwort fihren. Es zeigen sich sogar Anzeichen fur die
Entwicklung einer T-Zell-Anergie, dem Ruhezustand von T-Zellen, bedingt durch eine
mangelnde oder fehlerhafte Stimulation. Die apoptotische Depletion von Lymphozyten
tragt durch die Verringerung der absoluten Anzahl von Immuneffektorzellen sowie der
Induktion eines anti-inflammatorischen Status in Phagozyten zur Immunparalyse bei.
Diese Suppression des Adaptiven Immunsystems ist ein bekannter Mechanismus so-
wohl wahrend einer Sepsis als auch bei Patienten mit Polytrauma (*'¢,*"").

Die Dysregulation der Adaptiven Immunantwort wurde lange als eine spate Komplikati-
on bei Sepsis gesehen, neuere Erkenntnisse sowie auch in der vorliegenden Studie
zeigen jedoch, dass die Suppression bereits viel friher auftritt und mehr oder weniger

gleichzeitig mit einer verstarkten Proinflammation vorliegt (*'®

). Wir konnten bereits kurz
nach Einlieferung auf die Intensivstation, vor allem jedoch nach einem und drei Tagen
eine allumfassende Suppression der Adaptiven Immunantwort feststellen.

Auch in anderen Genexpressionsanalysen bei Sepsis konnten verschiedene Merkmale
einer Suppression der Adaptiven Immunantwort festgestellt werden. Johnson et al.
fanden 2007 mehrere differentiell regulierte Gene der T-Zell-Differenzierung im Ver-
gleich von SIRS und Sepsis. Uberraschenderweise ergaben sich hier auch Hinweise

(*'%). Dagegen fanden sich in einer Genexpressionsstudie

fur eine Th1-Differenzierung
mit polytraumatisierten Patienten und MODS Alterationen in der adaptiven Immunitat,
die fur die Induktion einer Anergie und einer erhdhten Apoptoserate in T-Zellen spre-
chen (*%).

Insgesamt stimmen die Ergebnisse der vorliegenden Studie mit bereits bekannten For-
schungserkenntnissen uberein. Im Einzelnen konnten jedoch neue Details zum Ge-
samtbild der Sepsis hinzugeflgt und Uber den Zeitverlauf verfolgt werden.
Auswirkung der verminderten Antigenprasentation Es ist bekannt, dass
die Expression von HLA-DR umgekehrt mit der Schwere des septischen Verlaufs kor-
reliert, wobei eine niedrige Expression fiir einen schlechten Ausgang spricht (**'). Di-
agnostisch wird es bereits zum Immunmonitoring Sepsis-gefahrdeter Patienten ange-
wendet. Auch in der vorliegenden Genexpressionsanalyse findet sich eine verminderte
Expression eines HLA-D Gens. Uber den Zeitverlauf betrachtet, liegen die niedrigsten

Werte von HLA-DPB1 an den Tagen 1 und 3, wahrend direkt nach 12 Stunden noch

316 v/gl. Hotchkiss et al. 2005.

317 vgl. Tschoeke und Ertel 2007.
318 \/gl. Hotchkiss et al. 2009.

19 vgl. Johnson et al. 2007.

%20 y/gl. Laudanski et al. 20086.

%21 vgl. Tschoeke und Ertel 2007.
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kein signifikanter Unterschied feststellbar ist. Darlber hinaus zeigt sich, dass die Gen-
expression von HLA-DMA und Cathepsin S dazu beitragen kdnnten, die Kapazitat der
Antigenprasentation zu bewerten und somit fur ein Monitoring einsetzbar waren.

Erkenntnisse Uber die Regulation wahrend einer Sepsis liegen ferner fur das Chemokin
CCL5 vor. Dessen Expression korreliert negativ mit dem Apache Il Score (**%) und

auch die Vorhersage einer DIC bei Frithgeborenen ist méglich (*%°)

. In der vorliegenden
Studie ist CCL5, Ubereinstimmend zu diesen Forschungsergebnissen, herunterregu-
liert. Neben den pradiktiven Eigenschaften machen es die pleotrophen Effekte mit Wir-
kungen sowohl in adaptiver als auch angeborener Immunantwort dartber hinaus zu
einem moglichen Ziel fir eine therapeutische Intervention.

Zusammenhang zwischen Hypoxie und T-Zell-Funktion Verschiedene Be-
gleitumstande von Polytrauma und Sepsis machen das Bestehen einer Hypoxie sehr
wahrscheinlich. Die hochregulierte Genexpression von HIF-1 deutet dabei auf das Be-
stehen eines Sauerstoffmangels bei septischen Patienten hin. Es ist bekannt, dass HIF
zu einer erhohten Anzahl regulatorischer T-Zellen fihrt, welche die TCR-

(324

Signaltransduktion hemmen (**) und aul3erdem zu einem septischen Verlauf Uber die

Induktion proinflammatorischer Zytokine beitragen kann (*®). Es wurde gezeigt, dass

eine Deletion von HIF die T-Zell-Suppression in entziindetem, hypoxischem Gewebe

326

unterbindet und so zu einem Uberlebensvorteil fihrt (**°). Da die Studie in M&ausen

durchgefihrt wurde, muss die Relevanz des Mechanismus in Menschen noch erwiesen
werden.
Die Rolle HIFs im Rahmen einer Sepsis erstreckt sich auch auf andere Bereiche, da

327
)

sowohl eine gesteigerte Proinflammation der angeborenen Immunitat ( als auch

eine Rolle fiir HIF in der Mitochondrialen Dysfunktion (**°)

gezeigt werden konnten.

Darlber hinaus ist auch Uber Adenosin bekannt, dass es bei Hypoxie verstarkt freige-
setzt wird und es Uber verschiedene Mechanismen die T-Zell-Funktion negativ reguliert
(**°3%. Auch wenn die Adenosinrezeptoren unterschiedlich reguliert sind, kann man
doch darauf schlielen, dass Adenosin bei der Entwicklung einer Sepsis eine Rolle
spielt. Somit scheint Hypoxie insgesamt im Verlauf einer Sepsis beteiligt zu sein und

stellt einen weiteren Mechanismus flr die Suppression der T-Zell-Funktion dar.

%22 \/gl. Cavaillon et al. 2003.

323 \/gl. Ng et al. 2006.

324 \/gl. Sitkovsky und Lukashev 2005.
325 Vgl. Peyssonnaux et al. 2007.

326 \/g1. Thiel et al. 2007.

327 y/gl. Nizet und Johnson 2009.

328 Vgl. Regueira et al. 2009.

%29 ygl. Yang et al. 2010.

%9 vgl. Himer et al. 2010.

142



Diskussion

Die Bedeutung der Apoptose Seit langem ist die gesteigerte Apoptoserate bei
Sepsis beschrieben. Sie gilt dabei als Gegenregulation der initialen Proinflammation
und als Teil der Suppression des Adaptiven Immunsystems. Die Hauptmechanismen
sind dabei die Beseitigung lymphatischer Effektorzellen und die antiinflammatorische
Wirkung der apoptotischen Zellen auf die Phagozyten durch die Induktion von T-Zell-

331
)

Anergie und einer Th2-Antwort (*°'). Die Erkenntnis, dass der Grad der Apoptose in

Lymphozyten mit der Schwere der Sepsis korreliert, unterstreicht dabei die Bedeutung
des programmierten Zelltods im Zuge einer Sepsis (**?).

Diese Korrelation weist ferner auf die Moglichkeit hin, den Grad der Apoptose zum Mo-
nitoring des Sepsisverlaufs anzuwenden. In der vorliegenden Studie zeigen sich ver-
schiedene Mechanismen, die fir eine starke Aktivierung der Apoptose in septischen
Patienten sprechen. Es liegt eine Hochregulation der Caspasekaskade vor, die auf
gesteigerte Induktionsmechanismen sowie eine verminderte Hemmung des program-
mierten Zelltods zurickzuflhren ist.

Gleichzeitig werden einige Hemmmechanismen verstarkt exprimiert, die jedoch durch
die Apoptosesignaltransduktion selbst reaktiv aktiviert werden und somit die Annahme
einer primar gesteigerten Apoptoserate unterstitzen. Erste Studienergebnisse zur the-
rapeutischen Beeinflussung der Apoptose als Sepsistherapie bieten vielversprechende
Ansatze, gleichzeitig zeigen sich auch die Schwierigkeiten und potentiellen Gefahren,
die in der Manipulation des komplexen Regulationsnetzwerkes liegen. So hat zum Bei-
spiel die Inhibition von Caspase 8 einen Uberlebensvorteil im Mausmodel gezeigt (**%).
Dies sowie die starke Hochregulation gleich zu Beginn, 12 Stunden nach Polytrauma,
machen die Caspase zu einem vielversprechenden Ansatzpunkt fir weitere therapeuti-
sche Studien sowie zum Monitoring der Apoptoserate Uber den Zeitverlauf.

Auch in anderen Studien zeigte sich in der Genexpressionsanalyse eine gesteigerte
Apoptoserate (***3%). Interessanterweise sind die beiden zitierten Studien einmal mit
mononuklearen Zellen und einmal mit Vollblut durchgeflhrt wurden. In einer Studie von
Tang et al. mit Neutrophilen Granulozyten zeigte sich dagegen keine deutliche Aktivie-

rung der Apoptose (**°

). Somit wird bestatigt, dass die Apoptose vor allem in lymphati-
schen Zellen gesteigert wird, wahrend sie in Neutrophilen Granulozyten nicht verstarkt

oder unter Umstanden sogar vermindert ablauft.

%31 vgl. Adib-Conquy und Cavaillon 2009.
%32 \/g1. Hotchkiss et al. 2005.

%33 \/gl. Wesche et al. 2005.

%% vgl. Tang et al. 2009.

3% Vgl. Johnson et al. 2007.

%% vgl. Tang et al. 2007.
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Die Analyse des Zeitverlaufs zeigt einen sequentiell ablaufenden Prozess. Gleich zu
Beginn sind Caspasekaskade und apoptoseinduzierende Mechanismen hochreguliert.
Gleichzeitig werden reaktivn. Hemmmechanismen aktiviert. Der Wegfall anderer
Hemmmechanismen beginnt dabei langsam und ist besonders deutlich erst am Tag 9
zu sehen. Somit bietet die Genexpression der in die Apoptose involvierten Gene eine
gute Mdglichkeit zur Verfolgung des Krankheitsverlaufs und verschiedene Ansatze flr
eine therapeutische Intervention.

Zusammenspiel der adaptiven und angeborenen Immunitat Differentiell regulierte
Gene auf allen Ebenen der Adaptiven Immunitat lassen auf eine generelle Dysregulati-
on schlieRen. Die Tatsache, dass bereits die Aktivierung durch das Angeborene Im-
munsystem via Antigenprasentation, Kostimulation und Zytokinausschuttung vermin-
dert stattfindet, gibt Hinweise fir die pathophysiologischen Zusammenhange einer
Sepsis. Somit ist anzunehmen, dass nicht das Adaptive Immunsystem einer isolierten
Fehlregulation unterliegt, sondern es insgesamt zu einem Ungleichgewicht in der Im-
munantwort kommt. Interessant flr das Gesamtverstandnis der Ablaufe bei einer Sep-
sis ist darUber hinaus, dass unlangst gezeigt werden konnte, dass eine T-Zell-
vermittelte Regulation der frihen Angeborenen Immunitat nétig ist, um Kollateralscha-
den zu minimieren und die Wirtsverteidigungsantwort (host defense response) zu opti-

mieren (**')

. Eine dysregulierte Adaptive Immunantwort kann daher auch das Angebo-
rene Immunsystem beeinflussen und hier zu einem Ungleichgewicht fiihren.

Somit kann in der Entwicklung einer Sepsis von einem Teufelskreis gesprochen wer-
den. Es findet eine unzureichende oder fehlgeleitete Aktivierung der Adaptiven durch
die Angeborene Immunitat statt. Dieses fuhrt zur Stérung der T-Zell-Funktion, die dann
wiederum in der fehlenden Regulation des Angeborenen Immunsystems resultiert. Auf
diese Art und Weise verstarken sich Hyperinflammation der Angeborenen Immunitat

und Immunsuppression der Adaptiven Immunitat gegenseitig.
4.2.3.3. Dysregulation plasmatischer Kaskaden

Die plasmatischen Kaskaden des Komplementsystems, der Gerinnung und der Fibrino-
lyse weisen, neben ihren Gemeinsamkeiten im Aufbau mit Serinproteasen, unzahlige
direkte und indirekte Verbindungen auf. Seit Jahren beschaftigen sich Studien mit der
Erforschung der gegenseitigen Wechselwirkungen und ihrem Einfluss auf Sepsis und

Multiorganversagen (**).

%7 ygl. Kim et al. 2007; Kim et al. 2004.
%% vgl. Rittirsch et al. 2008.
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Fir das Komplementsystem ist im Verlauf einer Sepsis eine friihe, starke Aktivierung

mit erhdhten Serumleveln der Komplementfaktoren bekannt (**°

). Trotzdem finden sich
in der vorliegenden Genexpressionsanalyse eine Herunterregulation mehrerer Fakto-
ren sowie eine verstarkte Hemmung. Einzig zwei Rezeptoren sind hochreguliert und
deuten eine Proinflammation an, die eventuell auf Genexpressionsebene bereits abge-
laufen ist. Darliber hinaus konnte die Hochregulation der zwei Rezeptoren auch eine
kompensatorische Malknahme auf die verminderte Expression der Komplementfakto-
ren darstellen.

Interessanterweise ist fir den Rezeptor CR1 beschrieben, dass er auch anti-
inflammatorische Wirkungen hat und insbesondere in T-Zellen ein hemmendes Signal
auslost (**°).

Rolle der Koagulation Es ist gut belegt, dass es im Verlauf einer Sepsis zur Ak-
tivierung des Blutgerinnnungssystems und gleichzeitig zu einer Inhibierung hemmen-
der Mechanismen und einer verminderten Fibrinolyse kommt. Durch die enge ""Ver-
zahnung" von Gerinnung und Immunsystem findet eine gegenseitige Beeinflussung

und Verstarkung statt (**’

)- Dies kann sich so weit entwickeln, dass es zur sogenannten
Disseminierten Intravasalen Gerinnung (DIC) kommt und durch die Entstehung von
Mikrothromben und Organdysfunktion zur Schwere des Krankheitsbildes beitragt (**%).
Konkordant zu den bekannten Forschungsergebnissen zeigen sich auch in der vorlie-
genden Studie eine Aktivierung der Gerinnungskaskade und eine eingeschrankte Fib-
rinolyse.

Die Behandlung septischer Patienten mit aktiviertem Protein C (APC) war in den letz-
ten Jahren ein Hoffnungsschimmer in der Intensivmedizin. Die Administration scheint
die Mikrozirkulation zu verbessern, die Reduzierung der Gesamtmortalitdt bei Sepsis
liel® sich letztendlich jedoch nicht nachweisen, so dass Drotrecogin wieder vom Markt
genommen wurde.

Auch in der vorliegenden Studie ist die Expression von PROC vermindert und zeigt
einen Mangel des Gerinnungshemmers auf. Im Zeitverlauf wird dieser vor allem an den
Tagen 1 und 3 deutlich und bietet so die Mdglichkeit, bereits vor der Entstehung der
klinischen Sepsis den Status der Blutgerinnung zu tberwachen. Der Einsatz von APC
in polytraumatisierten Patienten wurde ebenfalls getestet und auch hier 2006 insge-

(343

samt ein Vorteil gezeigt, trotz erhéhtem Blutungsrisiko (**°). Dies wirft die Frage auf, ob

eine vorherige Testung des PROC-Status mit Hilfe von Microarrays zur Risikostratifi-

%39 v/gl. Hecke et al. 1997.

340 Vgl. Wagner et al. 2006.
1 vgl. Rittirsch et al. 2008.
%2 y/gl. Esmon 2004,

%3 vgl. Dahabreh et al. 2006.
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zierung eingesetzt werden kann und ob so ein therapeutischer Einsatz doch einen Vor-
teil bieten kdnnte.

Einfluss der Fibrinolyse Diverse Verknlpfungen zwischen Fibrinolyse und Inflam-
mation lassen auf einen Einfluss dieser plasmatischen Kaskade auf den Verlauf einer
Sepsis schliellen. Neben den negativen Effekten der verminderten Funktion auf die
Mikrozirkulation wurde fir mehrere Bestandteile eine Wechselwirkung mit der inflamm-
atorischen Immunantwort nachgewiesen (**4).

Die Plasmakonzentration des Fibrinolyseaktivators PAI-1 (SERPINE1) ist in septischen
Patienten stark erhdht und ihr Level hoch pradiktiv fir einen ungunstigen Krankheits-

verlauf (**°)

. Es bleibt dabei zu evaluieren, in wie weit diese Erhéhung funktionelle
Konsequenzen hat oder vornehmlich einen guten Verlaufsparameter darstellt (**°). Die
frihe Hochregulation bereits vor Beginn der klinischen Sepsis bietet jedoch einen viel-
versprechenden Ansatzpunkt fir weitere Forschungen in beide Richtungen.

Der Fibrinolyseaktivator PLAU (plasminogen activator, urokinase) ist bekannt fur seine
Wirkung im Gerinnungssystem. Neueste Forschungsergebnisse zeigen, dass PLAU als
Modulator sowohl der Angeborenen als auch der Adaptiven Immunantwort dient und

sogar als endogenes Antibiotikum wirken kann (**")

. Die verminderte Expression gleich
zu Beginn des Zeitverlaufs in septischen Patienten stellt somit einen weiteren Ansatz-
punkt fur eine friihe Therapie der Sepsis dar.

Aktivitat der Thrombozyten Neben der Gerinnungskaskade zeigen auch die
Blutplattchen im Lauf einer Sepsis eine gesteigerte Aktivitat. Angeregt werden sie so-
wohl durch LPS als auch durch proinflammatorische Zytokine (**). Zusétzlich tragen
sie im aktivierten Zustand zur Proinflammation durch die Ausschittung von Zytokinen
und Wachstumsfaktoren bei und regen vor allem Neutrophile Granulozyten zur gestei-
gerten Aktivitdt an. Die vorliegende Genexpressionsanalyse zeigt bereits zu Beginn
des Zeitverlaufs eine hochregulierte Thrombozytenfunktion. Besonders die beiden Re-
zeptoren ITGB3 und CLEC2 (entspricht CLEC1B) kdnnten Ziele einer therapeutischen
Intervention darstellen und bieten gute Voraussetzungen fir eine weitere Erforschung
ihrer Regulation und pathophysiologischen Effekte im Verlauf einer Sepsis. Uber
ITGB3 sind im Zusammenhang mit Sepsis keine Studien verdffentlicht, es hat sich je-
doch gezeigt, dass es eine wichtige Rolle in der Entstehung von Asthma und Allergien
hat (**9).

344 Vgl. Schouten et al. 2008.
345 Vgl. Raaphorst et al. 2001.
346 Vgl. Schouten et al. 2008.
#7 vgl. Jin et al. 2005.

348 Vgl. Zimmerman et al. 2002.
349 Vgl. Thompson et al. 2007.
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CLEC2 wurde vormals als thrombozytenspezifisch angesehen, interessanterweise
konnte jedoch gezeigt werden, dass auch Neutrophile Granulozyten und Naturliche
Killerzellen den Rezeptor exprimieren, dieser die Phagozytose anregt und zur vermehr-

ten Produktion proinflammatorischer Zytokine fiihrt (**).
4.2.3.4. Rolle der Mitochondrialen Dysfunktion bei einer Sepsis

Die Erkenntnis, dass in septischen Patienten oftmals vielmehr eine Sauerstoffutilisati-
onsstoérung als eine Beeintrachtigung der Zufuhr vorliegt, fihrte zur Theorie der Mito-
chondrialen Dysfunktion bei Sepsis. Diese sogenannte zytopathische Hypoxie im Zu-
sammenspiel mit der generellen Abschaltung energieverbrauchender Prozesse in den

1), Ihr AusmaB korreliert mit

Zellen tragt signifikant zur Entwicklung einer Sepsis bei (
der Schwere und dem Behandlungserfolg eines Septischen Schocks (**?).

Tang et. al. fanden mit Hilfe von Genexpressionsanalysen eine Mitochondriale Dys-
funktion in Neutrophilen aus Vollblut septischer Patienten (**®).

Auch in der vorliegenden Studie finden sich Hinweise flir eine verminderte Funktion
von Enzymen der Atmungskette. Die Untereinheit COX7A2L des Komplexes IV, der
Zytochrom C Oxidase, ist signifikant Uber den gesamten Zeitverlauf herunterreguliert
und bestatigt die speziell fir diesen Enzymkomplex bekannte Dysfunktion bei Sepsis
(354).

In der vorliegenden Studie wurde eine Einschrankung in der mitochondrialen -
Oxidation gefunden. Allgemein ist wenig bekannt Uber die Funktion wahrend einer

(355

Sepsis, es konnte jedoch eine Herunterregulation durch LPS in Mausen ) und en-

dotoxemischen Ratten (**°

) gezeigt werden.

Auswirkungen von oxidativem Stress Ein weiterer Aspekt ist die Generierung
oxidativen Stresses durch Mitochondrien und die bekannte, beeintrachtigte Elimination
von ROS bei Sepsis. Neben der Generierung reaktiver Sauerstoffspezies im Zuge des
,Loxydative burst®, entstehen auch bei diversen Stoffwechselvorgangen ROS und RNS.
In der vorliegenden Studie fallt die Hochregulation dreier Gene des a-KGDH-
Enzymkomplexes auf, der signifikant zur vermehrten Entstehung von oxidativem Stress
beitragt (**').

In der vorliegenden Studie zeigt sich darlber hinaus eine eingeschrankte Abwehrfunk-

tion gegenuber oxidativem Stress, vornehmlich durch den beeintrachtigten Glutathion-

350 Vgl. Kerrigan et al. 2009.

%7 vgl. Cinel und Opal 2009.

%52 \/g|. Brealey et al. 2002.

%3 \/gl. Tang et al. 2007.

354 Vgl. Levy und Deutschman 2007.
%% v/gl. Feingold et al. 2008.

%% v/gl. Takeyama et al. 1990.

%7 vgl. Tretter und Adam-Vizi 2005.
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metabolismus. Insbesondere die verminderte Expression der Glutathion-Synthetase
(GSS) und der Gamma-Glutamyltransferase, die fir das Recycling von Glutathion zu-
standig ist, sprechen fir die verminderte Produktion des Antioxidans in septischen Pa-
tienten. Es liegen relativ wenige Informationen Uber den Glutathionhaushalt im Verlauf
einer Sepsis vor. So konnte in Kindern mit Sepsis eine um 60% reduzierte Glutathion-

358
)

synthese entdeckt werden (*°°), und auch in operativen Patienten mit septischer Kom-

plikation zeigte sich eine verminderte Glutathionkonzentration (**°).

Die vorliegende Studie findet Hinweise fir ein vermehrtes Aufkommen von oxidativem
Stress in septischen Patienten. Auf den Verlauf einer Sepsis kann dies schwerwiegen-
de Folgen haben. So wurden neben der verstarkten Gewebe- und GefalRschadigung
auch Einflisse auf diverse Zellmechanismen wie die Beeintrachtigung der mitochond-
rialen Atmungskette und ATP-Produktion nachgewiesen.

Ein bemerkenswerter Gedanke betrifft die Auswirkungen von oxidativem Stress auf die
Induktion einer Insulinresistenz. Der Theorie nach soll eine gesteigerte Glukoseauf-
nahme zur Entstehung von vermehrtem oxidativem Stress im Rahmen der Energiepro-
duktion fihren. Konsequenterweise fihrt somit die bei septischen Patienten beobach-

tete Insulinresistenz zu verminderter Entstehung von ROS und RNS (**°

). Therapeu-
tisch kdnnte man somit durch die Bekdmpfung des oxidativem Stresses die Insulinre-
sistenz beeinflussen.

In diesem Zusammenhang ist die Rolle von ROCK1 zu erwadhnen, einer Serin-
Threonin-Kinase, die gleichzeitig die Produktion von NO hemmt, aber auch zur vermin-
derten Insulin-Signaltransduktion durch die Phosphorylierung von IRS-1 beitragt (*°").
Die Genexpression in der vorliegenden Studie zeigt eine starke Hochregulation tber
den gesamten Zeitraum. Dies weist auf einen weiteren physiologischen Mechanismus
hin, der durch die Verbesserung des einen Zustands eine Verschlechterung in einem

anderen hervorruft.
4.2.3.5. Eingeschrankte Signaltransduktion in septischen Patienten

Kommunikation zwischen Zellen, aber auch von der Zelloberflache ins Innere der Zelle
in Form von diversen Signaltransduktionswegen, bildet die Basis flir den geordneten
Ablauf von Zellfunktionen.

Zytokine und Chemokine sind Moleklle der extrazellularen Signaltransduktion. In der
vorliegenden Studie wurden mehrere Hinweise flr eine Alteration in septischen Patien-

ten gefunden. Dariber hinaus ist die Expression weiterer Gene auffallig.

%38 \/gl. Biolo et al. 2007.
%9 v/gl. Biolo et al. 2007.
%9 v/gl. Erol 2007.

%1 vgl. Kanda et al. 2006.
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Fur die Reaktion der Hydroxyprostaglandin Dehydrogenase (HPGD) bei Sepsis liegen
noch keine Informationen vor. In der vorliegenden Studie zeigt sie sich jedoch durch
eine starke Hochregulation auffallig. Durch ihre antiinflammatorische Funktion in der
Deaktivierung verschiedener Prostaglandine kann sie zur allgemeinen Immunparalyse
beitragen und macht sie zu einem mdéglichen Ziel einer therapeutischen Intervention.

Im Gegensatz dazu wurde die Funktion von HMBG1 bei Sepsis vielfach beschrieben.
Seine unterschiedlichen Wirkungen tragen zur Proinflammation bei und beeinflussen

signifikant den Verlauf der Krankheit (**2

). Die hochregulierte Genexpression weist da-
zu auf seine Eigenschaft als aktiv sezerniertes Protein hin, da die akzidentelle Freiset-
zung durch nekrotische Zellen keine Auswirkung auf diese haben durfte.

Relativ wenig ist wiederum Uber die Funktion von CLEC2B (entspricht CLECSF2) bei
Sepsis bekannt. Die hohe Genexpression Uber den gesamten Zeitraum macht es je-
doch fur weitere Investigationen lohnenswert. SchlieRlich ist eine verstarkte Ausschit-
tung proinflammatorischer Zytokine durch den insbesondere auf Naturlichen Killerzel-
len exprimierten Rezeptor beschrieben (*%).

Die Proteinkinase D zahlt zu den wichtigsten intrazellularen Signaltransduktionsglie-
dern. lhre Herunterregulation, wie sie in der vorliegenden Studie gefunden wurde, hat
somit Auswirkungen auf eine Reihe von Zellfunktionen wie Proliferation, Invasion,
Apoptose und der Aktivierung von NF-kB (*%* %),

Der Phospholipidstoffwechsel bringt eine Vielzahl von Signalmolekulen mit unter-
schiedlichen Wirkungen hervor. Somit beeinflusst die Alteration der Genexpression
ihrer Enzyme gleich mehrerer Prozesse in den Zellen und kann zur verminderten Sig-

naltransduktion in septischen Patienten beitragen (**°)

. In der vorliegenden Studie sind
mehrere Gene des Phospholipidstoffwechsels differentiell reguliert und insbesondere
die gesteigerte Expression der hemmend wirkenden PLCL1 und die verminderte Ex-
pression der PLCB1 bieten die Basis fur weitere Nachforschungen.

Der Ruf der MAP-Kinasen ist seit jeher mit der Proinflammation im Zuge einer Infekti-
on und Sepsis verlinkt. In der vorliegenden Studie wurde erwartungsgemal eine Her-
aufregulation einiger in die Stress-aktivierte p38 MAPKinasen involvierten Gene gefun-
den. Eins der wichtigsten Signaltransduktionsmolekdule ist dabei JUND, das gleich zu
Beginn in septischen Patienten verstarkt exprimiert wird.

Im Gegensatz dazu finden sich in der klassischen MAPK-Kaskade, die vor allem durch

Wachstumshormone stimuliert wird, Hinweise auf eine Aktivierung in septischen Pati-

%62 \/g. Rittirsch et al. 2008.

%83 \/gl. Welte et al. 2006.

%64 v/gl. Mihailovic et al. 2004.

%5 y/gl. Rozengurt et al. 2005.

%8 v/gl. Blazer-Yost und Nofziger 2005.
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enten. Dies kann als Indiz fur einen vermehrten Bedarf fur Proliferation und Differenzie-
rung bei Sepsis nach Polytrauma gedeutet werden.

WASL ist, wie das besser bekannte WASP, Mitglied einer Familie verschiedener Sig-
naltransduktionsmolektle, die neben ihrer Funktion in der Aktinpolymerisation diverse
Zellprozesse beeintrachtigen. Das mit WASP assoziierte Wiskott-Aldrich-Syndrom ist
durch wiederkehrende bakterielle und virale Infektionen, eine Thrombozytopenie, B-
und T-Zell-Dysfunktion und eine Lymphopenie durch verstarkte Apoptose charakteri-
siert. Ahnliche Symptome lassen sich auch bei einem Mangel des Proteins finden und
insbesondere wurde eine T-Zell-Rezeptordysfunktion beschrieben (**’,*%%). In der vor-
liegenden Studie liegen eine verminderte Expression Uber den gesamten Zeitverlauf
sowie Hinweise auf eine verstarkte Hemmung durch PSTPIP2 und PTPN12 vor.

In der Insulinsignaltransduktion finden sich verschiedene Gengruppen, die differen-
tiell reguliert sind und mogliche Mechanismen fir die Entwicklung der bekannten Insu-
linresistenz bei Sepsis aufzeigen. Es zeigt sich eine Hochregulation hemmender Gene
sowohl im Zuge einer negativen Rickkopplung als auch durch inflammationsassoziier-
te Proteine. Die Phosphotyrosin Phosphatase SHP2 bietet dabei einen moglichen An-
satzpunkt fUr eine therapeutische Intervention. Es wurde gezeigt, dass ein Mangel der
Phosphatase mit einer Insulinresistenz und einer verminderten Glukoseaufnahme ein-

hergeht (**°

). Die starke Herunterregulation des Gens Uber den gesamten Zeitverlauf
lasst somit auf eine gute Beeinflussbarkeit hoffen.

Es gibt eine Reihe von Proteinen, die sowohl im Immunsystem als auch in der Insulin-
signaltransduktion eine Rolle spielen. So ist sowohl fur CEACAM1 als auch fur SOCS3
bekannt, dass sie hemmende Wirkungen in beiden Systemen haben (*°*""). In der
vorliegenden Studie zeigten sich beide Gene hochreguliert und somit vielversprechend
fur eine potentielle Manipulation.

Der Sphingosin-Ceramid-Metabolismus schlagt zudem eine Briicke zwischen Apoptose
und Insulinmetabolismus (*’%,*®). Die Genexpression beteiligter Gene lasst auf die Blo-
ckierung des Insulinrezeptors durch Ceramid schliel3en, das gleichzeitig die Apoptose-
rate erhoht. Hier bietet sich also die Mdglichkeit der Beeinflussung gleich zweier kriti-

scher Faktoren bei der Entstehung einer Sepsis.

%7 \/gl. Thrasher 2002.

%88 \/gl. Silvin et al. 2001.

%89 \/gl. Princen et al. 2009.

370 \/gl. Najjar 2002.

371 Vgl. Lebrun und van Obberghen 2008.
%72 \/gl. Hait et al. 20086.

3% ygl. Wang et al. 2014.
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4.2.4. Die Zeitverlaufsanalyse

Die allgemeine Analyse des Zeitverlaufs bietet einen ersten Eindruck Uber die Genex-
pression in septischen und nicht-septischen Patienten. Uber den Zeitverlauf gesehen
Iasst sich feststellen, dass die meisten Gene am Tag 1 signifikant exprimiert sind. Ent-
sprechend sind hier auch die meisten funktionellen Gruppen differentiell reguliert. Flr
das Verstandnis der Sepsis bedeutet dies, dass die groten Unterschiede in der Gen-
expression am Anfang des Zeitverlaufs zu liegen scheinen, noch vor der klinischen
Manifestation einer Sepsis. Eine Unterscheidung zwischen septischen und nicht-
septischen Patienten ist noch vor der klinischen Diagnose, allein anhand der Genex-
pression, maglich.

Offen bleibt jedoch, ob diese Unterschiede zur Entwicklung einer Sepsis flhren, ob
also eine Pradisposition zur Entwicklung einer Sepsis besteht oder ob sie bereits Aus-

druck der Sepsis sind und den spateren Phanotyp widerspiegeln.

Insgesamt lasst sich eine derangierte Signaltransduktion in septischen Patienten fest-
stellen, die in ihrer Gesamtheit zum kritischen Verlauf einer Sepsis beitragen kann.

Unklar bleibt, ob alle Mechanismen, die bei einer Sepsis gefunden werden, wirklich
nachteilig fur die Patienten sind. Einige Studien haben gezeigt, dass die Beeinflussung
eines oder mehrerer Gene zwar den Mechanismus auf ein Normalniveau reguliert, die
Uberlebensrate der Patienten aber nicht beeinflusst oder sogar verschlechtert (**).
Man muss daher annehmen, dass viele Prozesse, die bei septischen Patienten anders
reguliert werden, Kompensationsmechanismen sind, deren Manipulation die Situation
sogar noch verschlechtern kann. Es ist daher sorgfaltig zu prifen, ob den entdeckten
Mechanismen nicht andere Ursachen zu Grunde liegen, die weiterverfolgt werden soll-
ten. Man kann nicht automatisch davon ausgehen, dass alle Regulationsmechanismen,
die bei septischen Patienten beobachtet werden, zur Sepsis beitragen und zum Nach-

teil der Patienten sind.

874 Vgl. Fraser 2006.
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5. Konklusion und Ausblick

Kongruent zu den neuesten Forschungsergebnissen wurde in der vorliegenden Studie
gezeigt, dass die pathophysiologischen Prozesse einer Sepsis aus vielen Bereichen
der Zellfunktion stammen. Die Ergebnisse zeigen Schlisselrollen in den Bereichen der
angeborenen und adaptiven Immunsysteme, in den plasmatischen Kaskaden, der Sig-
naltransduktion und der mitochondrialen Funktion. Das Dogma der alles Uberwaltigen-
den Proinflammation wurde Uberwunden, trotzdem finden sich mehrere Hinweise fir
eine aktivierte Angeborene Immunitat. Im Gegensatz dazu weist die Adaptive Immun-
antwort eine profunde Herunterregulation diverser Prozesse mit Induktion einer T-Zell-
Anergie und der gesteigerten Lymphozytendepletion per Apoptose auf.

Die plasmatischen Kaskaden zeigen eine starke Aktivierung der Blutgerinnung, wah-
rend die Fibrinolyse vermehrt gehemmt wird. Auch die Expression des Komplement-
systems weist eher auf eine Herunterregulation beziehungsweise bereits abgelaufene
Aktivierung hin. Die vorliegende Studie zeigt eine in vielen Bereichen beeintrachtigte
Signaltransduktion, deren Folgen sich letztendlich auf die gesamte Reihe der Zellfunk-
tionen auswirken.

Es ist davon auszugehen, dass diese Bereiche keine abgekoppelte Reaktion zeigen,
sondern dass es vielmehr ein feines Netzwerk unzahliger Verbindungen gibt, die durch
eine gegenseitige Beeinflussung zur Pathophysiologie der Sepsis beitragen.

Die Analyse des Zeitverlaufs hat dabei weitere Moglichkeiten eréffnet. In einigen Berei-
chen konnten pathophysiologische Prozesse zeitlich eingeordnet werden und somit zu
einem besseren Verstandnis der chronologischen Abfolge beitragen.

Die Identifikation von Biomarkern ergab bekannte und neue Schlisselgene fur Diag-
nostik und Therapie. Auch in dieser Studie blieb die Suche nach dem einen ,Sepsis-
Gen* erfolglos, das alle septischen von allen nicht-septischen Patienten unterscheidet
und dessen Manipulation eine Heilung aller Sepsis-Patienten verspricht. Es ist jedoch
ein Szenario denkbar, in dem eine Reihe ausgesuchter Biomarker die Diagnose einer
Sepsis frihzeitig erméglichen und anhand der Ergebnisse dann eine individualisierte
Therapie begonnen werden kann. Statt eines einzelnen Gens wird in der Realitat ein
Satz von Genen dieser syndromhaften Krankheit viel eher gerecht. Statt die Genex-
pression eines Gens zu messen um eine Sepsis zu diagnostizieren erscheint die Be-
rechnung von ,Disease load indices* (DLIs) ein weitaus vielversprechender Ansatz.

Es ist uns gelungen, durch die Genexpressionsanalyse zentrale ,Schalthebel® in Form
einzelner Gene, aber vor allem zusammenhangender Gruppen auszumachen. In wie
weit diese als diagnostische Marker oder sogar einer therapeutischen Manipulation

dienen kdnnten, muss das Ziel nachfolgender Studien werden.
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6. Zusammenfassung

Dank intensiver Forschung und immer neuen Erkenntnissen hat sich das Bild der Sep-
sis in den letzten Jahren und Jahrzehnten gewandelt. Trotzdem bleibt das Bild unvoll-
sténdig und die Entwicklung einer Sepsis ist weiter mit einer hohen Mortalitatsrate ver-
bunden. Mangelndes Verstandnis fuhrt zu einer spaten Diagnosestellung und somit zu
einer spaten Therapie. Das therapeutische Eingreifen in pathophysiologische Prozes-
se, wie die Beeinflussung einzelner inflammatorischer Parameter, hat bislang keine
zufriedenstellenden Behandlungserfolge erzielt.

Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit das Ziel verfolgt, sowohl das Verstandnis der
Sepsis und der komplexen Ablaufe, die zu ihrer Entwicklung flihren, zu erhdhen, als
auch Schlisselprozesse flr diagnostische Zwecke zu identifizieren.

Es wurde eine Untersuchungsmethode gesucht, die nicht nur einzelne Details analy-
siert, sondern einen maoglichst umfassenden Blick auf die pathophysiologischen Me-
chanismen und Reaktionen des Kdrpers ermdglicht. Hier bot sich die Verwendung der
gut etablierten Microarrayanalyse an. Microarrays messen gleichzeitig die Genexpres-
sion tausender Gene anhand der Menge von RNA, die so, als Korrelat flr die spater
entstehenden Proteine, ein vorlaufiges Abbild der Zellfunktion bzw. -reaktion bietet.

In dieser prospektiv angelegten Studie wurde peripheres Blut von Patienten nach ei-
nem Polytrauma gesammelt, von denen eine Teilmenge im Verlauf eine Sepsis entwi-
ckelte. Die transkriptionellen Muster von Patienten mit und ohne Sepsis wurden mithilfe
der Codelink Mikroarray Plattform verglichen. FUnf Zeitpunkte, beginnend an Tag 0
(Einlieferung auf der Intensivstation, d. h. innerhalb von 12h nach dem Trauma) bis
zum Tag 9 wurden analysiert und die Ergebnisse dann per RT-PCR validiert.

Die Analyse der Microarraydaten ergab differentiell regulierte Gene aus einem breiten
Spektrum funktioneller Gruppen. Es zeigten sich Unterschiede in der Reaktion septi-
scher Patienten bei der Immunantwort, in den plasmatischen Kaskaden, der Mito-
chondrienfunktion und verschiedenen Signaltransduktionswegen. Die Untersuchung
des Zeitverlaufs zeigte, dass diese Unterschiede hauptsachlich an den Tagen vor der
klinischen Manifestation bestanden, insbesondere nach 24h.

Konkret wurden in den verschiedenen Bereichen die nachfolgend beschriebenen Un-
terschiede gefunden:

1. Die Untersuchung der Immunantwort offenbart, Gbereinstimmend mit dem aktuellen
Stand der Forschung, eine Suppression der adaptiven Immunitat in verschiedenen

Teilbereichen, wahrend die angeborene Immunitat Zeichen einer Aktivierung aufweist.
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2. Die ,Disseminierte Intravasale Gerinnung* ist eine der gefirchtetsten Komplikationen
einer Sepsis. Kongruent hierzu fand sich eine hohere Expression von Genen, die in
diese plasmatische Kaskade involviert sind, ebenso wie eine reduzierte Fibrinolyse und
eine starkere Aktivierung der Thrombozyten.

3. Die mitochondriale Dysfunktion ist ein weiterer entscheidender Faktor in der Ent-
wicklung eines Organversagens im Rahmen einer Sepsis. Die Genexpression in dieser
Studie deckt verschiedene Details auf, wie eine gestorte oxidative Phosphorylierung,
vermehrten oxidativen Stress und eine verminderte R-Oxidation.

4. Kommunikationsprobleme fihren nicht nur in groRen Firmen oder zwischenmensch-
lichen Beziehungen zu Fehlern und Krisen, sie halten auch unseren Organismus davon
ab, richtig zu arbeiten. In der vorliegenden Arbeit wurden mehrere Signaltransdukti-
onswege mit dysregulierter, meist verminderter Genexpression gefunden, die mogliche

.Fehlerquellen* darstellen kénnen.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass es mdglich war, die Beteiligung
verschiedener funktioneller Gruppen in der Entstehung einer Sepsis darzustellen und
ihre Entwicklung Uber den Zeitverlauf nachzuverfolgen. So wurden Mdglichkeiten flr

weitere Studien und detailliertere Nachforschungen aufgezeigt.
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7. Englische Zusammenfassung (summary)

Despite all efforts that have been made all to unravel the enigma of sepsis, the devel-
opment of sepsis remains vague and is still associated with a high mortality rate. Insuf-
ficient understanding of the complex processes leading to sepsis is accountable for late
diagnosis and treatment and therefore poor outcome.

Aim of this study was therefore improving the comprehension of sepsis and the com-
plex processes leading to its development as well as to find diagnostical key connec-
tions and genes.

Microarray analysis has evolved as an important tool for identification of genes and
pathways with regulative functions. It thereby has the potential to contribute to the un-
derstanding of pathomechanisms as well as it may offer diagnostical possibilities.

The approach of this study was to prospectively collect peripheral blood of patients with
multiple trauma of which a proportion developed sepsis. We compared the transcrip-
tional pattern of patients with and without sepsis using the Codelink microarray plat-
form. Five timepoints were analyzed from day 0 (= admission to ICU = within 12h after
trauma) until day 9 and the data was validatet per RT-PCR. In order to gain a better
understanding of the pathomechanisms leading to sepsis we did not focus on single
genes but instead wanted to look at the response of patients after multiple trauma in a
general way.

Results show differentially expressed genes involved in the immune response, plas-
matic cascades, mitochondrial function and signal transduction. The analasis of the
time-course reveales differences mostly before the onset of clinical sepsis, especially
after 24h.

Precisely the following differences were found in the different fields:

1. The data uncovers a suppression of the adaptive immune system and reveal its un-
derlying molecular mechanisms. Specifically, genes participating in antigen presenta-
tion, activation and co-stimulation of t-cells, TCR signaling and b-cell activation were
expressed at a lower level in septic patients while the innate immune response shows
clear signs of activation.

2. The disseminated intravascular coagulopathie is one of the feared complications of
sepsis. Congruent to this we found a higher expression of genes involved into this
plasmatic cascade as well as a reduced fibrinolysis and a stronger activation of throm-
bocytes.

3. Mitochondrial dysfunction has been shown to be another crucial point in the pro-

cesses leading to organ dysfunction in the course of sepsis. Gene expression reveals
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several details as an impaired oxidative phosphorylation, increased oxidative stress
and a reduced R-oxidation as signs of the mitochondrial dysfunction.

4. Communication problems do not only lead to mistakes and crisis in major companies
or interpersonal relationships, but also detain processes in our organism to work
properly. In this study we found a number of different signaltransduction pathways with
dysregulated, mainly decreased gene expression in septic patients.

In summary it can be said, that we were able to show the involvement of several func-
tional groups into the evolution of sepsis and track their development over the time-

course. We therefore lay the basis for further studies and more detailed research.
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Anhang A: Response to stimulus

Pro-Inflammation:

ACC Symbol Name

NM_004221 NK4 Interleukin 32

NM_000582 SPP1 Secreted phosphoprotein 1

NM_012445 SPON2 Spondin 2, extracellular matrix protein

NM_012483 GNLY Granulysin

U20350 CX3CR1 Chemokine (C-X3-C motif) receptor 1

NM_000569 FCGR3A Fc fragment of IgG, low affinity Illa, receptor (CD16a)

NM_012276 ILT7 Leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily A (with TM
domain), member 4

NM_021798 IL21R Interleukin 21 receptor

NM_017806 LIMEA Lck interacting transmembrane adaptor 1

NM_002800 PSMB9 Proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 9 (large
multifunctional peptidase 2)

AF135187 MX1 MYXOVIRUS (INFLUENZA VIRUS) RESISTANCE 1, INTER-
FERON-INDUCIBLE PROTEIN P78 (MOUSE)

NM_001935 DPP4 Dipeptidyl-peptidase 4 (CD26, adenosine deaminase complex-
ing protein 2)

NM_002001 FCER1A Fc fragment of IgE, high affinity I, receptor for; alpha polypeptide

NM_001250 CD40 CD40 molecule, TNF receptor superfamily member 5

NM_000675 ADORAZ2A Adenosine A2a receptor

NM_004271 LY86 Lymphocyte antigen 86

NM_007293 C4A Complement component 4A (Rodgers blood group)

BG677541 IL7R MRNA; cDNA DKFZp667P0610 (from clone DKFZp667P0610)

AF213884 NFKB1 NUCLEAR FACTOR OF KAPPA LIGHT POLYPEPTIDE GENE
ENHANCER IN B-CELLS 1 (P105)

NM_001511 CXCL1 Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (melanoma growth stimulating
activity, alpha)

NM_012072 C1QR1 CD93 molecule

NM_021602 CD79B CD79b molecule, immunoglobulin-associated beta

NM_000073 CD3G CD3g molecule, gamma (CD3-TCR complex)

NM_007334 KLRD1 Killer cell lectin-like receptor subfamily D, member 1

NM_002260 KLRC3 Killer cell lectin-like receptor subfamily C, member 2

NM_002801 PSMB10 Proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 10

NM_000417 IL2ZRA Interleukin 2 receptor, alpha

NM_000732 CD3D CD3d molecule, delta (CD3-TCR complex)

AB014553 ICOSLG INDUCIBLE T-CELL CO-STIMULATOR LIGAND

NM_002250 KCNN4 Potassium intermediate/small conductance calcium-activated
channel, subfamily N, member 4

NM_006120 HLA-DMA Major histocompatibility complex, class Il, DM beta

NM_006144 GZMA Granzyme A (granzyme 1, cytotoxic T-lymphocyte-associated
serine esterase 3)

NM_001242 TNFRSF7 Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 7

AA868493 LTA4H Leukotriene A4 hydrolase

NM_001733 C1R Complement component 1, r subcomponent

NM_017852 NALP2 NACHT, leucine rich repeat and PYD containing 2

NM_000733 CD3E CD3e molecule, epsilon (CD3-TCR complex)
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NM_002002 FCER2 Fc fragment of IgE, low affinity II, receptor for (CD23)

NM_002416 CXCL9 Chemokine (C-X-C motif) ligand 9

NM_000064 C3 Complement component 3

NM_000606 C8G Complement component 8, gamma polypeptide

AA348191 HLA-DPB1 Major histocompatibility complex, class Il, DP beta 1

AF143887 CD48 Clone IMAGE:121687 mRNA sequence

NM_000952 PTAFR platelet-activating factor receptor

NM_000625 NOS2A Nitric oxide synthase 2A (inducible, hepatocytes)

NM_014002 IKBKE Inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells,
kinase epsilon

NM_001710 BF Complement factor B

BG399868 NFATC3 Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin-
dependent 3

AF088219 CCL5 chemokine (c-c motif) ligand 5

NM_000616 CD4 CD4 molecule

AF064090 TNFSF14 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 14

NM_006889 CD86 CD86 molecule

NM_004079 CTSS Cathepsin S

NM_001700 AZU1 Azurocidin 1 (cationic antimicrobial protein 37)

NM_005211 CSF1R Colony stimulating factor 1 receptor, formerly McDonough feline
sarcoma viral (v-fms) oncogene homolog

NM_001814 CTSC Cathepsin C

NM_000065 C6 Complement component 6

NM_002343 LTF Lactotransferrin

NM_000584 IL8 Interleukin 8

AW372968 TNFRSF14 Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 14 (her-
pesvirus entry mediator)

NM_005535 IL12RB1 Interleukin 12 receptor, beta 1

NM_001925 DEFA4 Defensin, alpha 4, corticostatin

NM_000491 C1QB Complement component 1, g subcomponent, B chain

NM_003811 TNFSF9 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 9

NM_000566 FCGR1A Fc fragment of IgG, high affinity la, receptor (CD64)

NM_003268 TLR5 Toll-like receptor 5

NM_005923 MAP3K5 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 5

NM_005419 STAT2 Signal transducer and activator of transcription 2, 113kDa

AF217965 PTGES Prostaglandin E synthase

NM_015364 LY96 Lymphocyte antigen 96

NM_002089 CXCL2 Chemokine (C-X-C motif) ligand 2

NM_000250 MPO Myeloperoxidase

J03474 SAA1 SERUM AMYLOID A1

NM_014143 PDCD1LG1 CD274 molecule

Y10183 ALCAM Activated leukocyte cell adhesion molecule

AF080157 CHUK Conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase

NM_001911 CTSG Cathepsin G

NM_013254 TBK1 TANK-binding kinase 1

NM_002935 RNASE3 Ribonuclease, RNase A family, 3 (eosinophil cationic protein)

NM_001779 CD58 CD58 molecule

AABG53936 HMGB1 High-mobility group box 1

NM_000397 CYBB Cytochrome b-245, beta polypeptide (chronic granulomatous
disease)

NM_000204 IF Complement factor |
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NM_000651 CR1 Complement component (3b/4b) receptor 1 (Knops blood group)
NM_031200 CCR9 Chemokine (C-C motif) receptor 9

NM_018965 TREM2 Triggering receptor expressed on myeloid cells 2
NM_003264 TLR2 Toll-like receptor 2

NM_004833 AIM2 Absent in melanoma 2

NM_004054 C3AR1 Complement component 3a receptor 1

NM_003853 IL18RAP Interleukin 18 receptor accessory protein

NM_014358 CLECSF9 C-type lectin domain family 4, member E

NM_016509 CLEC2 C-type lectin domain family 1, member B

NM_002704 PPBP Pro-platelet basic protein (chemokine (C-X-C motif) ligand 7)
NM_003855 IL18R1 Interleukin 18 receptor 1

NM_000877 IL1R1 Interleukin 1 receptor, type |

NM_001192 TNFRSF17 Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 17
NM_005127 CLECSF2 C-type lectin domain family 2, member B

NM_002182 IL1RAP Interleukin 1 receptor accessory protein

Anti-Inflammation:

ACC Symbol Name

NM_000572 | IL10 Interleukin 10

NM_000577 IL1RN Interleukin 1 receptor antagonist

NM_002164 INDO Indoleamine-pyrrole 2,3 dioxygenase

NM_002460 IRF4 Interferon regulatory factor 4

NM_017773 LAX Lymphocyte transmembrane adaptor 1

NM_021805 SIGIRR Single immunoglobulin and toll-interleukin 1 receptor (TIR) do-
main

X59405 MCP CD46 molecule, complement regulatory protein

NM_006866 | LILRA2 Leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily A (with TM
domain), member 2

NM_000062 SERPING1 | Serpin peptidase inhibitor, clade G (C1 inhibitor), member 1,
(angioedema, hereditary)

NM_005084 | PLA2G7 Phospholipase A2, group VIl (platelet-activating factor acetylhy-
drolase, plasma)

NM_004244 | CD163 CD163 molecule

NM_031483 ITCH Itchy homolog E3 ubiquitin protein ligase (mouse)

NM_004633 IL1R2 Interleukin 1 receptor, type Il

NM_000700 | ANXA1 Annexin A1

NM_000574 | DAF CD55 molecule, decay accelerating factor for complement
(Cromer blood group)

NM_001924 GADD45A Growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha

NM_004755 RPS6KA5 Ribosomal protein S6 kinase, 90kDa, polypeptide 5

NM_002638 | PI3 Peptidase inhibitor 3, skin-derived (SKALP)
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Anhang B: dChip-Cluster Gene (T-Zell-Gene)

ACC Symbol Name
AA348191 HLA-DPB1 | Major histocompatibility complex, class Il, DP beta 1
NM_006120 | HLA-DMA | Major histocompatibility complex, class Il, DM beta
NM_001571 |IRF3 Interferon regulatory factor 3
AF110908 TRAF3 TNF receptor-associated factor 3
NM_032904 | ptpn11 shp-2
NM_017806 |LIME Lck interacting transmembrane adaptor 1
BM724842 |FYN FYN oncogene related to SRC, FGR, YES
NM_004430 |EGR3 Early growth response 3
NM_003151 |STAT4 Signal transducer and activator of transcription 4
NM_000734 |CD3Z CD247 molecule
NM_002835 | PTPN12 Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 12
NM_022440 | MAL Mal, T-cell differentiation protein
NM_000733 | CD3E CD3e molecule, epsilon (CD3-TCR complex)
NM_000732 |CD3D CD3d molecule, delta (CD3-TCR complex)
NM_000073 |CD3G CD3g molecule, gamma (CD3-TCR complex)
NM_000616 | CD4 CD4 molecule
NM_004356 |CD81 CD81 molecule
NM_005608 | PTPRCAP | Protein tyrosine phosphatase, receptor type, C-associated protein
D42055 NEDD4 Neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 4
NM_005749 | TOB1 Transducer of ERBB2, 1
NM_001250 | CD40 CD40 molecule, TNF receptor superfamily member 5
NM_000651 | CR1 Complement component (3b/4b) receptor 1 (Knops blood group)
NM_007268 |VSIG4 V-set and immunoglobulin domain containing 4
X59405 MCP CD46 molecule, complement regulatory protein
NM_018556 | SIRPB2 Signal-regulatory protein gamma
NM_002133 | HMOX1 Heme oxygenase (decycling) 1
AB014553 |ICOSLG INDUCIBLE T-CELL CO-STIMULATOR LIGAND
NM_001924 | GADD45A | Growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha
NM_016270 | KLF2 Kruppel-like factor 2 (lung)

DSIPI =
NM_004089 | GILZ TSC22 domain family, member 3
X16354 CEACAM1 | Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1
NM_031483 |ITCH Itchy homolog E3 ubiquitin protein ligase (mouse)
NM_014143 |PDCD1LG1 | CD274 molecule
NM_006889 | CD86 CD86 molecule
225521 CDh47 CD47 molecule
NM_021602 |CD79B CD79b molecule, immunoglobulin-associated beta
NM_003121 | SPIB SPIB
NM_013378 | VPREB3 Pre-B lymphocyte gene 3
AW444717 | FOXP1 Forkhead box P1
AF250920 |FOXP1 Forkhead box P1
NM_021966 | TCL1A T-cell leukemia/lymphoma 1A
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Anhang C: Verwendete Gene

Gensym- ACC FC-Wert FDR

bol d0|d1|d3|d5/doJdo|d1]/d3|d5|d9
ACAA2 NM_006111 -1,48 | -2,27 |-1,65|-1,57|-1,16] 0,23 | 0,03 | 0,49 | 0,81 | 0,99
ACADM NM_000016 -1,19 | 1,02 |-1,06(-1,43|-1,94) 1,04 | 1,18 | 1,07 | 0,84 | 0,08
ACADS NM_000017 -1,41 | -1,75 |-1,78(-1,31|-1,51}1 0,75 | 0,22 | 0,33 | 1,01 | 0,49
ACADVL NM_000018 -1,49 | -1,93 |-1,69(-1,441-1,24] 0,55 | 0,12 | 0,50 | 0,97 | 1,02
ADORA2A NM_000675 -1,57 | -1,59 |-1,95|-1,08 |-1,18} 0,30 | 0,27 | 0,18 | 1,07 | 1,04
ADORA2B NM_000676 -1,01 | -1,16 | 1,71 11,20 11,51 0,86 | 0,56 | 0,22 | 0,94 | 0,34
AKT3 NM_005465 -1,60 | -1,70 |-1,75|-2,11|-2,07} 0,11 | 0,05 | 0,21 | 0,15 | 0,01
ANXA1 NM_000700 1,98 1,51 12,16 (162 |2,71§0,09 |0,21 (0,12 | 0,68 | 0,00
AOX1 NM_001159 1,33 2,39 11,901,381 1,42}0,72|0,01|0,21|0,78 | 0,24
APOH NM_000042 -1,45 | -1,70 |-1,65(-1,15|-1,05} 0,78 | 0,28 | 0,51 | 1,08 | 1,11
APOL2 NM 030882 | -1,50 | -1,58 |-1,37|-1,68|-1,19] 0,17 [ 0,22 [ 0,51 | 0,68 | 0,58
APOL3 NM 014349 | 1,65 | 2,97 |-2,18|-2,08|-1,23] 0,03 [ 0,00 | 0,05 | 0,15 | 0,36
APS NM_020979 -1,07 | -1,25 |-1,59(-1,83|-1,81) 1,10 | 0,96 | 0,48 | 0,50 | 0,14
AXUD1 NM_033027 1,52 2,04 11,411(1,44|1,18} 0,24 | 0,02 0,48 |0,77 | 0,75
AZU1 NM_001700 -1,05 | 1,01 |(-1,21({1,73 1,221 0,74 | 0,33 0,23 |0,36 | 0,07
BCL2A1  |NM 004049 | 2,08 | 1,95 | 2,64 | 2,36 | 5,08 0,02 0,01 0,03 ]0.12 0,00
BF NM_001710 -1,15 | -1,41 |-1,83|-1,48|-1,30§ 0,97 | 0,67 | 0,22 | 0,49 | 0,56
BIRC5 NM_001168 2,40 1,89 1,97 12,30|1,62] 0,01 |0,02|0,05|0,14 | 0,06
BNIP2 NM_004330 1,99 2,05 12,87 1(1,7111,83}0,13 | 0,06 | 0,02 |0,50|0,17
ciQB NM 000491 | 1,19 | 1,02 |2.41]1.46 |-1.12] 0.20 [ 0,44 | 0,05 | 0.68 | 0,65
C1R NM_001733 -1,27 | -1,95 |-1,58(-1,60/-1,18] 0,86 | 0,11 | 0,58 | 0,80 | 1,02
C3 NM_000064 -1,23 | -1,86 |-2,03|-1,07 |-1,34] 0,54 | 0,05 | 0,15 | 1,07 | 0,51
C3AR1 NM_004054 1,75 1,13 11,30(1,03|1,3640,13 /10,19 (0,38 | 0,79 | 0,24
CaA NM 007293 | -1,55 | -1,44 |-2.31|-5,13|-3,04] 0,18 [ 0,25 [ 0,02 | 0,00 | 0,00
C6 NM_000065 1,03 | -1,59 |-1,38|1,14 | 1,37} 1,13 |10,15| 0,33 | 1,00 | 0,49
C8G NM_000606 -1,23 | -1,31 |-1,80( 1,32 11,02 0,82 | 0,50| 0,09 | 0,62 | 0,52
CASP3 NM 032991 | 150 | 1.26 |2.29 | 1.24 212013 |0,38 0,05 0,79 | 0,02
CASP5 NM 004347 | 1,26 | 1.65 | 1.29|-1,03| 1,04 057 |0.16 0,68 | 1,08 | 1,02
CASP8 NM_001228 2,61 2,09 [2,51(1,45|1,60}4 0,01 |0,05|0,05|0,91]0,40
CCL23 NM_005064 -1,28 | -1,49 |-1,57|-1,79|-1,49] 0,38 | 0,12 | 0,05 | 0,18 | 0,11
CD3D NM_000732 -1,37 | -1,47 |-1,4111,24 | 1,36 0,53 10,28 0,41 |1,01 0,50
CD3E NM_000733 -1,26 | -1,54 |-1,72(1,27 |-1,204 0,51 | 0,21 | 0,15 | 0,87 | 0,86
CD3G NM 000073 | 145 | -1.36 |-1,54]-1,25|-1,37] 0.55 | 0,26 | 0,42 | 0.87 | 0,49
CD3z NM_000734 -1,55 | -1,65 |-1,76|-1,11|-1,16] 0,32 | 0,36 | 0,27 | 1,08 | 0,95
CD4 NM_000616 -1,14 | -1,96 |-1,44|1,00 11,01 0,60 | 0,04 |0,41 (1,08 1,10
CD40 NM_001250 -1,61 | -2,27 |-2,43|-1,42|-1,72} 0,20 | 0,01 | 0,03 0,92 | 0,14
CD47 725521 1,37 1,47 1,88 (-1,43|-1,18] 0,35 | 0,30 (0,28 | 0,81 | 0,44
CD79B NM_021602 -1,46 | -2,24 |-2,79(-1,21|-1,54] 0,46 | 0,02 | 0,01 | 0,94 | 0,35
CD81 NM_004356 -1,41 | -1,85 |-1,97(-1,23|-1,42} 0,65 | 0,21 | 0,22 | 1,07 | 0,58
CD86 NM 006889 | -1,07 | -1,62 [ 1,02 |-1,10| 1,34 | 1,07 [ 0,20 [ 1,16 | 0,99 | 0,78
CEACAMA1 X16354 1,58 1,87 |1,67(1,36|1,63]0,23|0,05|/0,38|0,92 0,23
CEBPD NM_005195 2,46 1,96 | 2,47 (1,08 |1,03§0,00|0,03|{0,021,01|0,94
CHUK AF080157 1,42 161 12,19(11,18 11,52 0,77 10,29 0,11 | 0,99 | 0,55
CLEC2 NM 016509 | 1,84 | 2.05 | 1,81]-1,36] 1,05] 0,04 [0,01 0,19 ] 081|098
CLECSF2Z |NM 005127 | 2,63 | 1,97 |3.76 | 3.46 | 6,50 | 0,00 [ 0,01 0,00 | 0,01 0,00
CPT1B NM_005198 -1,53 | -1,56 |-1,94|-1,25|-1,104 0,42 | 0,51 | 0,22 | 1,07 | 1,07
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CR1 NM_000651 1,60 | 2,02 |2,07|-1,03|1,35]0,11 | 0,02 | 0,03 |0,98 | 0,17
CR1 NM_000651 1,60 | 2,02 |2,07|-1,03|1,35]0,11 | 0,02 |0,03|0,98 | 0,17
CSF1R NM_005211 | -1,04 | -2,00 |-1,09|-1,36|-1,35] 0,96 | 0,04 | 0,87 | 0,76 | 0,32
CTSG NM_001911 1,42 | 1,55 |1,83|1,75|1,68] 0,50 | 0,17 | 0,05 | 0,32 | 0,03
CTSS NM_004079 | -1,05 | -1,58 |-1,09|-1,62| 1,21} 0,74 | 0,17 | 0,65 | 0,50 | 0,89
CX3CR1 U20350 -2,13 | -2,29 |-1,41]-1,29|-1,20} 0,01 | 0,01 | 0,58 | 0,95 | 0,69
CXCL1 NM_001511 | -1,50 | -1,38 |-1,71|-1,53|-1,30| 0,49 | 0,40 | 0,24 | 0,74 | 0,79
CXCL2 NM_002089 1,32 | 1,30 |2,25|1,20 |1,42] 0,41 | 0,29 | 0,08 | 0,93 | 0,57
CXCL9 NM_002416 | -1,24 | -1,21 |-1,62|-1,35|-1,57| 0,53 | 0,68 | 0,36 | 0,73 | 0,26
CYBB NM_000397 1,55 | 1,21 |2,44|1,44|1,51]0,26 |0,59|0,04|0,73|0,46
DAF NM_000574 1,47 | 161 |1,75|1,45|1,61] 0,66 | 0,34 |0,32|0,87 | 0,26
DCI NM_001919 | -1,53 | -1,97 |-1,59|-1,11|-1,13} 0,55 | 0,09 | 0,59 | 1,08 | 1,10
DEFA4 NM_001925 1,14 | 1,23 |1,31|1,32|1,42] 0,63 | 0,61 |0,25|0,64 | 0,10
DGKA NM_001345 1,25 | -1,14 |-1,77| 1,15 | 1,23 0,05 | 0,07 | 0,02 | 0,37 | 0,06
DGKE NM_003647 | -1,08 | -1,06 |-1,16|-1,72|-1,91| 1,04 | 1,04 | 0,84 | 0,47 | 0,04
DGKG NM_001346 | -2,40 | -1,92 |-1,94|-1,75|-1,48] 0,00 | 0,06 | 0,21 | 0,35 | 0,38
DLD NM_000108 1,84 | 1,13 |1,79|1,07 |1,57]0,02 | 0,43 |0,11|0,69 | 0,14
DLST NM_001933 1,10 | 1,47 | 1,97 | 1,34 |-1,12] 0,75 | 0,11 | 0,04 | 0,62 | 0,74
DPP4 NM_001935 | -1,65 | -1,55 |-1,72| 1,07 |-1,05] 0,20 | 0,19 | 0,16 | 1,09 | 1,06
ECH1 AA788643 -1,82 | -2,09 |-2,03|-1,04| 1,09} 0,07 | 0,02 | 0,12 | 1,06 | 0,82
EGR3 NM_004430 1,77 | 2,05 |1,38|1,76 |1,45] 0,11 | 0,03 0,71 0,49 | 0,33
ERBB2IP NM_018695 1,79 | 1,78 12,53 |1,10|1,10] 0,13 | 0,06 | 0,03 | 0,77 | 0,58
F13A1 NM_000129 1,83 | 1,26 |1,83|-1,24|-1,03] 0,08 | 0,24 | 0,21 | 0,92 | 0,79
F8 NM_019863 1,63 | 1,95 |1,76 1,27 |1,20] 0,26 | 0,05 |0,35| 1,01 | 0,88
FYN BM724842 -1,88 | -1,57 |-2,23]-1,39|-1,28] 0,09 | 0,34 | 0,09 | 0,92 | 0,78
GADD45A |NM_001924 1,85 | 1,93 |2,03|1,18|1,27]0,11 | 0,05|0,14 | 1,02 | 0,77
GGT1 NM_013430 | -1,74 | -2,09 |-3,00|-1,50|-1,30} 0,18 | 0,05 | 0,01 | 0,70 | 0,75
GRB10 D86962 1,88 | 1,60 |1,07|-1,04|-1,03} 0,12 | 0,09 | 0,89 | 1,07 | 1,02
GSS NM_000178 | -1,36 | -2,66 |-2,34|-1,96|-1,42| 0,21 | 0,00 | 0,05 | 0,29 | 0,33
GSTA4 NM_001512 | -1,62 | -1,41 |-1,11|-1,03|-1,03] 0,28 | 0,43 | 0,97 | 1,08 | 1,06
GSTM3 J05459 -1,36 | -1,32 |-1,75]-1,32|-1,43} 0,69 | 0,50 | 0,14 | 0,83 | 0,47
GSTM4 M99422 -1,80 | -1,74 |-1,49]-1,45|-1,29] 0,15 | 0,16 | 0,51 | 0,84 | 0,47
GSTP1 NM_000852 | -1,39 | -1,72 |-1,36|-1,07|-1,13] 0,75 | 0,26 | 0,90 | 1,06 | 1,07
GSTT1 NM_000853 1,75 | 1,63 | 1,26 1,66 |1,47]0,08 |0,12|0,76|0,24 | 0,07
HIF1A NM_001530 1,93 | 1,92 |2,82|1,32|1,44] 0,06 | 0,05|0,02|0,63 |0,36
HIPK3 BM472587 1,84 | 2,01 |2,65|1,55|2,08]0,23 |0,04|0,03|0,57|0,07
HLA-DMA  |NM_006120 | -1,31 | -1,91 |-1,569/-1,35|-1,31] 0,88 | 0,18 | 0,47 | 1,00 | 0,65
HLA-DPB1 |AA348191 -1,22 | -2,63 |-2,14|-1,67|-1,58} 0,60 | 0,00 | 0,05 | 0,59 | 0,12
HMGB1 AAG53936 1,53 | 1,53 |2,17|1,43|1,90]0,49 |0,40|0,12|0,75|0,15
HMOX1 NM_002133 1,74 | 1,29 | 1,97 |-1,04|-1,43] 0,08 | 0,71 |0,11| 1,08 | 0,45
HPGD NM_000860 | 6,53 | 5,75 |6,37 | 1,69 |2,30] 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,40 | 0,01
HRAS NM_005343 | -1,53 | -2,04 |-1,91|-1,06|-1,16| 0,45 | 0,06 | 0,23 | 1,08 | 1,02
HSPA12A  |AlI970972 -2,07 | -1,97 |-1,90|-2,07|-1,70] 0,04 | 0,04 | 0,23 | 0,26 | 0,23
HSPCB NM_007355 | -1,64 | -1,08 | 1,08 | 1,02 |1,05| 0,05 | 0,56 | 1,03 | 0,99 | 0,78
IF NM_000204 1,58 | 1,76 |1,49|1,50|1,04]0,21 |0,12|0,50 | 0,56 | 0,98
IKBKB AF080158 -1,21 | -1,87 |-1,40(-1,30| 1,18 0,68 | 0,05 | 0,62 | 0,90 | 0,48
IL10 NM_000572 1,86 | 1,59 |1,82|1,62|1,28]0,02|0,18|0,26 |0,72 | 0,67
IL12RB1 NM_005535 1,13 | -1,12 | 1,13 2,23 | 2,14} 0,97 | 0,97 | 0,99 | 0,13 | 0,01
IL15RA NM_002189 | -1,56 | -1,87 |-1,65| 1,06 |-1,35] 0,24 | 0,14 | 0,51 | 1,08 | 0,65
IL18R1 NM_003855 | 2,07 | 1,71 |1,44|1,23|1,45] 0,01 |0,01{0,19|0,99 | 0,39
IL18RAP NM_003853 1,79 | 1,80 |2,29|1,69|2,09]0,21|0,11]0,02|0,42|0,01
IL1R1 NM_000877 | 2,09 | 3,17 |1,87|1,02|2,07| 0,01 |0,00 0,16 | 0,92 | 0,05
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IL1R2 NM_004633 | 2,57 | 1,76 | 1,48 |1,00|1,22| 0,00 | 0,08 | 0,57 | 1,07 | 1,02
IL1RAP NM_002182 | 2,68 | 1,99 |2,18|-1,17|1,37| 0,00 | 0,05 | 0,08 | 1,06 | 0,57
IL1RN NM_000577 161 | 1,38 |1,74|1,25|1,29] 0,25 |0,41|0,32|0,90 | 0,67
IL21R NM_021798 | -1,83 | -1,63 |-2,33| 1,09 |-1,35] 0,05 | 0,22 | 0,05 | 1,02 | 0,73
IL2RA NM_000417 | -1,38 | -1,50 |-1,76|-1,15| 1,08 | 0,57 | 0,37 | 0,27 | 1,06 | 1,11
INPP5A Z31695 1,77 | 1,54 |11,81]1,09|1,10] 0,16 | 0,25 | 0,27 | 0,99 | 0,96
IRAK4 NM_016123 169 | 1,87 |1,44|1,09|1,43]0,26 | 0,07 |0,58| 1,08 | 0,50
IRF3 NM_001571 | -1,19 | 1,77 |-1,49|-1,43|-1,36| 0,96 | 0,25 | 0,53 | 0,83 | 0,55
ITCH NM_031483 1,19 | 1,74 |1,45|1,15|1,2710,94 | 0,17 | 0,65 | 1,08 | 0,84
ITGB3 NM_000212 1,72 | 1,95 | 1,47 |-1,06|-1,29] 0,12 | 0,02 | 0,35 | 1,07 | 0,79
ITGB3 S70348 1,78 | 2,51 |1,93|-1,21|-1,43] 0,06 | 0,00 | 0,10 | 1,07 | 0,51
ITPKC D38169 1,30 | 1,11 |-1,76| 1,10 | 1,08 | 0,13 | 0,14 | 0,04 | 0,91 | 0,94
ITPR3 NM_002224 | -1,72 | -1,66 |-2,24|-1,06|-1,08] 0,12 | 0,21 | 0,08 | 1,09 | 1,02
JUND NM_005354 | 2,12 | 1,73 |1,51|2,04 |1,75] 0,04 | 0,15 0,66 | 0,28 | 0,11
KLF2 NM_016270 1,70 | 1,50 (2,01|1,29|1,05}0,18 | 0,33 |0,16 | 0,82 | 1,09
LIME NM_017806 | -1,83 | -1,75 |-3,42|-1,22|-1,21| 0,08 | 0,13 | 0,00 | 0,86 | 0,85
LTF NM_002343 1,06 | -1,38 | 1,16 | 1,85|1,53] 0,08 | 0,04 | 0,10 | 0,23 | 0,03
LY96 NM_015364 1,31 | 1,69 |2,17|1,53|2,38]0,76 | 0,17 | 0,11 | 0,77 | 0,01
MAP3K8 NM_005204 1,75 | 1,49 |12,19|1,18 |1,46] 0,33 | 0,48 | 0,09 | 0,92 | 0,51
MAPKS8IP1 |AF074091 -2,89 | -2,02 |-3,61|-2,62|-3,08} 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,01 | 0,00
MCP X59405 1,34 | 1,28 |2,12|-1,09|1,42] 0,30 | 0,37 | 0,07 | 0,66 | 0,33
MKNK?2 NM_017572 | -1,79 | -1,64 |-1,59| 1,05 | 1,10 | 0,08 | 0,07 | 0,46 | 0,94 | 0,86
MMP8 NM_002424 | 3,32 | 3,01 |3,36|2,54|3,05| 0,00 | 0,00 |0,00]|0,02|0,00
MPO NM_000250 1,33 | 1,02 |1,52|1,40|1,57]0,53 |0,82|0,17 | 0,48 | 0,06
MRAS NM_012219 | -1,13 | -1,64 |-1,63|-1,12|-1,49] 0,90 | 0,22 | 0,29 | 0,98 | 0,48
NEDD4 D42055 235 | 2,37 |2,97|2,87|3,69|0,01|0,01|0,01|0,04 0,00
NFATS NM_006599 | -1,51 | 1,06 |-1,52|-1,78|-1,31] 0,44 | 0,65 | 0,28 | 0,35 | 0,38
NFKB1 AF213884 -1,52 | 1,10 |-1,94|-2,35|-1,22| 0,52 | 0,96 | 0,19 | 0,14 | 0,83
NK4 NM_004221 | -1,55 | -1,89 |-1,91| 1,28 |-1,03] 0,26 | 0,09 | 0,14 | 0,85 | 1,05
NSMAF NM_003580 166 | 1,41 |1,84|-1,35|1,40] 0,28 | 0,31 0,22 |0,79 | 0,67
OGDH NM_002541 1,59 | 1,69 |1,70|1,24 |1,04]0,13 |0,11{0,09|0,95|0,78
PDCD1LG1 |NM_014143 1,37 | 2,03 |1,22|-1,65|-1,43] 0,37 | 0,01 |0,79| 0,58 | 0,22
PDGFC NM_016205 | 2,46 | 3,28 |4,85|1,07|1,15] 0,00 | 0,00 | 0,00 | 1,01 | 0,73
PDLIM7 NM_005451 1,07 | -1,13 |-1,97| 1,04 |-1,30{ 0,93 | 0,80 | 0,14 | 0,93 | 0,52
PECI NM_006117 | -1,78 | -1,87 |-1,99|-1,44|-1,09] 0,20 | 0,18 | 0,21 | 0,97 | 1,09
PIK3CA NM_006218 1,89 | 2,20 |2,47|1,50|1,94]0,21 |0,01|0,04|0,50 |0,14
PIP5K2A NM_005028 | -1,29 | -1,44 |-1,64|-2,09|-1,57| 0,30 | 0,23 | 0,20 | 0,24 | 0,25
PLA2G7 NM_005084 | -2,45 | -2,68 |-1,54|-1,18|-1,09] 0,00 | 0,00 | 0,26 | 1,00 | 0,49
PLAU NM_002658 | -2,39 | -2,69 |-1,82| 1,16 | 1,31 | 0,00 | 0,00 | 0,09 | 0,98 | 0,29
PLCB1 AB011153 -1,40 | -1,69 |-1,65|-2,44|-1,78}4 0,41 | 0,11 | 0,24 | 0,10 | 0,14
PLCLA1 NM_006226 1,66 | 2,35 |2,26|1,71|1,28] 0,19 | 0,00 | 0,08 | 0,54 | 0,54
PPBP NM_002704 1,94 | 1,94 |2,10|1,07 |1,42] 0,06 | 0,05|0,08 | 1,08 | 0,56
PRKAR1B |M65066 1,20 | 1,45 |1,19|-1,52|-1,77] 0,60 | 0,32 | 0,93 | 0,74 | 0,10
PRKAR2A  |NM_004157 1,56 | 1,83 |1,13|1,20|1,27{0,28 | 0,08 | 0,93 | 1,02 | 0,74
PRKAR2B |NM_002736 | 2,04 | 2,09 |2,25|1,12|1,63] 0,04 |0,02|0,04 | 1,02 | 0,33
PRKD1 NM_002742 | -1,27 | -1,41 |-2,11|-2,04|-1,98] 0,77 | 0,28 | 0,05 | 0,14 | 0,03
PRKD2 AF309082 -1,76 | -1,48 |-2,62|-2,48|-1,74} 0,03 | 0,23 | 0,03 | 0,09 | 0,12
PROC NM_000312 | -1,42 | -1,91 |-2,20|-1,38|-1,60} 0,65 | 0,05 | 0,05 | 0,73 | 0,11
PROS1 NM_000313 | 3,10 | 2,50 |3,65| 1,36 | 2,05| 0,00 | 0,01 { 0,00 | 0,77 | 0,07
PRTN3 NM_002777 1,15 | 1,26 |1,12|2,09 |1,59] 0,42 | 0,11 | 0,21 | 0,22 | 0,03
PSTPIP2 NM_024430 | 2,11 | 2,14 |1,60| 1,26 | 1,87 | 0,03 | 0,03 | 0,41 | 0,90 | 0,09
ptpn11 NM_032904 | -1,75 | -2,49 |-2,73|-4,26 |-2,27] 0,02 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,01

177




Anhang

PTPN12 NM_002835 1,67 | 1,45 | 2,06 |-1,04|1,10] 0,33 | 0,31 |0,18 | 1,06 | 1,01
PTPRCAP |BM712865 -1,05 | -1,70 |-1,60|-1,46|-1,76] 1,05 | 0,15|0,47 | 0,77 | 0,17
PTPRCAP |NM_005608 | -1,45 | -1,51 |-1,95| 1,14 |-1,03] 0,38 | 0,39 | 0,13 | 0,89 | 1,09
RAB27B AF131784 1,36 | 1,56 |2,45|-1,02|1,27]0,61 | 0,19 0,04 | 1,07 | 0,75
RAP1B NM_015646 1,58 | 1,16 | 1,96 |1,13|1,47]0,43 |0,87|0,18|0,95|0,47
RASA2 AK025305 243 | 2,40 |2,85|1,56|2,16 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,37 | 0,02
ROCK1 NM_005406 | 2,35 | 2,15 | 3,54 |1,48 | 2,21} 0,01 |0,01|0,00 0,29 |0,01
RPS6KA4  |NM_003942 | -1,55 | -1,94 |-1,66|-1,19|-1,37] 0,38 | 0,09 | 0,47 | 1,07 | 0,73
RPS6KAS  |NM_004755 | -3,25 | -1,97 |-1,98|-1,64|-1,61] 0,00 | 0,05|0,19 | 0,58 | 0,25
RRAS NM_006270 | -1,63 | -2,99 |-1,70|-1,63|-1,64| 0,27 | 0,00 | 0,40 | 0,74 | 0,29
SERPINB2 |NM_002575 | -1,78 | -2,80 | 1,11 1,40 | 1,98 0,02 | 0,00 | 0,57 | 0,74 | 0,04
SERPIND1 |NM_000185 | -1,18 | -1,79 |-1,20|-1,19(-1,19] 0,88 | 0,09 | 0,76 | 1,03 | 0,78
SERPINE1 |NM_000602 1,48 | 2,14 |1,77 |-1,38|-1,83] 0,29 | 0,02 | 0,13 | 0,74 | 0,12
SERPINF2 |NM_000934 1,35 | 1,81 |1,67|1,79|1,85]0,66 | 0,13 |0,38|0,45 | 0,05
SERPING1 |NM_000062 | -2,70 | -2,28 |-2,49|-2,50 |-2,64] 0,00 | 0,02 | 0,02 | 0,04 | 0,00
SGPP1 NM_030791 1,28 | 1,45 |2,88|1,31|1,66] 0,52 |0,32|0,01|0,59|0,10
SIRPB2 NM_018556 | -1,67 | -1,79 |-2,10|-1,04|-1,33]} 0,17 | 0,11 | 0,07 | 1,08 | 0,61
SOCS3 NM_003955 1,71 | 1,28 |1,10| 1,30 |-1,03] 0,06 | 0,34 | 0,86 | 0,77 | 0,74
SPHK1 NM_021972 | -1,16 | -1,65 |-2,54|-2,86|-1,62| 0,96 | 0,08 | 0,02 | 0,03 | 0,26
SPIB NM_003121 | -2,00 | -1,93 |-2,71| 1,05 |-1,63] 0,01 | 0,05 | 0,01 | 0,79 | 0,23
SPP1 NM_000582 | -2,39 | -1,92 |-1,61|-1,22|-1,19] 0,00 | 0,02 | 0,22 | 0,81 | 0,58
SREBF1 u00968 -1,11 | -1,73 |-1,68(-1,37|-1,43} 0,62 | 0,14 | 0,39 | 0,94 | 0,26
SREBF2 NM_004599 | -1,22 | -1,50 |-1,68|-2,12|-1,80| 0,47 | 0,13 | 0,23 | 0,14 | 0,07
STK3 NM_006281 1,15 | 2,23 |2,16| 1,07 |1,30| 0,71 | 0,01 | 0,08 | 0,72 | 0,24
TANK NM_004180 1,71 | 1,60 |1,89|1,15|1,36] 0,42 | 0,31 |0,27 | 0,97 | 0,76
TBXAS1 AK000794 -1,19 | 2,13 | 1,50 |-1,79|-1,35} 1,04 | 0,02 | 0,28 | 0,44 | 0,52
TCL1A NM_021966 | -1,72 | -2,05 |-2,82|-1,70|-2,07| 0,13 | 0,02 | 0,01 | 0,55 | 0,03
TGFB114 NM_006022 1,23 | 1,55 (1,71 |-1,27|-1,27} 0,88 | 0,35 | 0,27 | 0,91 | 0,65
TGFBR2 D50683 1,45 | 1,55 |1,83|1,04|1,00{0,27 | 0,170 | 0,21 | 0,98 | 1,04
TLR2 NM_003264 1,75 | 1,49 |1,32|1,08|1,29]0,27 | 0,36 | 0,78 | 1,06 | 0,74
TLRS NM_003268 1,26 | 1,62 |1,42|1,04|125]0,88 |0,12|0,58| 1,04 |0,76
TOB1 NM_005749 1,90 | 1,89 | 2,76 1,39 |1,41] 0,05 | 0,06 | 0,01|0,50 | 0,30
TRAF3 AF110908 -2,26 | -1,51 |-1,23|-1,45|-1,03} 0,01 | 0,07 | 0,77 | 0,69 | 1,06
TRAF3 NM_003300 | -1,47 | -1,54 |-1,69|-1,33|-1,12| 0,23 | 0,32 | 0,38 | 0,97 | 1,02
TSC2 NM_021056 | -1,54 | -1,80 |-2,65|-1,37|-1,39] 0,33 | 0,16 | 0,02 | 0,94 | 0,43
TSC22D3 NM_004089 1,50 | 1,37 | 1,74 |-1,58|-1,28] 0,24 | 0,22 | 0,24 | 0,58 | 0,26
TXNRD1 NM_003330 1,23 | 1,36 |1,30| 1,14 |1,65] 1,02 | 0,76 | 0,95 | 1,09 | 0,29
TXNRD2 NM_006440 | -1,55 | -2,24 |-1,77|-1,58|-1,90| 0,46 | 0,05 | 0,40 | 0,76 | 0,13
VPREB3 NM_013378 | -1,93 | -1,56 |-2,21| 1,00 |-1,69] 0,01 | 0,14 | 0,04 | 0,92 | 0,16
VSIG4 NM_007268 | 2,14 | 2,02 | 2,18 |-1,09|-1,12} 0,00 | 0,00 | 0,06 | 1,07 | 1,02
WASL NM_003941 | -1,92 | -2,29 |-2,26|-1,08|-1,74| 0,02 | 0,01 | 0,05 | 0,81 | 0,14
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Anhang D: Studienprotokoll
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Funktionelle Genetik der
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I. Informationsblatt Ein- und Aus-

schlusskriterien

1. EinschluBkriterien

Die folgenden Kriterien missen zum EinschluB eines Patienten in die
Studie erfillt sein, d.h. die folgenden Fragen miissen Sie mit Ja be-
antworten konnen.

¢ Ja () Nein () Vorliegen einer Einverstandniserklarung

¢ Ja () Nein () Diagnose Polytrauma, Pankreatitis, ARDS
(Pneumonie, Sepsis)
1. Schweres Polytrauma
Kriterien:
- Hannover polytrauma score > 20 points
- Injury severity Scale Score ISS > 25 ( J Trauma (1) :10-
6, Jul 2001 )

— Ausschluss von Patienten mit schwerem Schadel-Hirn-Trauma

2. Akute nekrotisierende Pankreatitis
Kriterien:
- CT- Severity- Index ( Balthazar,EJ, Robinson DL,

Megibow AdJ,
Ranson JH, Radiology 1990; 174 - 331 )

- Ranson Criteria ( Crit. Care Med; 27:901, 1999 )
3. Schwere Pneumonie
gemafl den ATS- Kriterien ( Am. Rev Respir Dis 148:

1418 - 1426, 1993 )

¢ Ja () Nein () PTS-Wert > 20 und/oder ISS-Wert > 25

¢ Ja () Nein () Alter =2 18 Jahre und £ 65 Jahre
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¢ Ja () Nein

Anhang
() Aufnahme des Patienten auf die Intensivsta-

tion £12 Stunden nach dem Trauma bzw. der Diagnosestellung (Pan-

kreatitis, ARDS/Pneumonie)
¢ Ja () Nein () Patient ist >18 Jahre alt.
¢ Ja () Nein () Klinischer Anhalt fir eine Pneumonie ?
¢ Ja () Nein () Vollstandige korperliche Untersuchung durch-
gefihrt ?
¢ Ja () Nein () Mindestens 2 der folgenden Kriterien sind
erfillt:
-> Der Rontgenthorax des Patieten zeigt eine multilobula-
re
Beteiligung bei Aufnahme oder eine GroBenzunahme des
Infiltrates um 50% in den letzten 48 h (seit Aufnahme
?)
-> der systolische Blutdruck betradgt weniger als 90
mmHg, der
diastolische weniger als 60 mmHg, oder es bestand die
Notwendigkeit der Katecholamingabe iiber mehr als 4 h
oder die Urinmenge in den letzten 4 Stunden betrug we-
niger als 80 ml.
-> Atemfrequenz > 30Atemzige pro Minute oder
aktive Kontraktion der Atemhilfmuskulatur oder paradxe
abdominelle Bewegungen
-> Sauerstoffpartialdruck betragt weniger als 68 mmHg

CO2 Partialdruck groBer als 50 mmHg

2. AusschluBkriterien

¢ Ja (

yNein () Schwere Einzelverletzungen wie Wirbelsaulen-

und Beckenverletzungen (Barytraumen)

¢ Ja ()

Nein () Patienten mit anzunehmendem Hirntod, aber

dennoch funktionierendem Kreislauf

¢ Ja ()

Vordergrund

Nein () Massive ZNS-Schadigung (Patienten mit im

stehendem operativ zu versorgendem Schadel-Hirn-

Trauma, SHT II°-III®)

¢ Ja ()

Nein () Patienten, die nach dem Unfall sekundar nach

GieRen verlegt werden
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Ja () Nein () Reanimation nach Herzstillstand oder schwe-

rer kardiogener Schock

Ja () Nein () Verabreichung steroidaler und nicht-steroidaler
Antiphlogistika

Ja () Nein () Schwangere Frauen und Frauen in der Stillzeit

Ja () Nein () Gleichzeitige Teilnahme an einer anderen Studie
Ja () Nein () Patienten mit Verbrennungen aller Stadien

Ja () Nein () Versterben des Patienten innerhalb

der ersten 3 Tage auf der Operativen Intensivstation

Ja () Nein () Immundefizienz - angeborene Syndrome, HIV
Ja () Nein () Chronische Infektionskrankheiten
Ja () Nein () Parallel stattfindende andere akute Infekti-

onen ( Endokarditis, EBV, etc. )

Ja () Nein () Zeichen eines akuten Myokardinfarkt

Ja () Nein ( ) Zerebrovaskuldre Insuffizienz, Z.n. Apoplex
Ja () Nein () Endokrine Stdérungen, die mit erhdéhten Cor-
tisol- Spiegeln
einhergehen

Ja () Nein () Immunsupprimierte Patienten

Ja () Nein () Entzindlich rheumatische Erkrankunen - Vaskuliti-
den

Ja () Nein () Begleitende schwere Erkrankungen mit einer

Lebenserwartung unter 4 Monate

Ja () Nein () Bilirubindmie > 5 mg /dl zu Beginn der Basline-
Messungen

Ja () Nein () Vorerkrankungen der Lunge und der Pleura

Ja () Nein () Tumor der Lunge/ der Pleura oder Metastasen

eines anderen Tumors
in der Lunge/der Pleura

Ja () Nein () Myeloproliferative Erkrankungen/ OMS/ Myelo-
dysplasitsches Syndrom
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IT. Patienteninformation

Thema der Studie
Funktionelle Genetik der Wirts - Erreger — Interaktion bei Patienten
mit schwerer Mehrfachverletzung,
nekrotisierender Pankreatitis und Pneumonie (ARDS)
Inzidenz von septisch-toxischen Komplikationen, Sepsis und Multior-

ganversagen

Untersuchungsleiter der Studie: Prof. Dr. med. Dr. h.c. G.

Hempelmann
Prof. Dr. med. Seeger,
Prof. Dr. med. Lohmeyer

Prof. Dr. med. Chakraborty

Ziel der Studie

Die an der Universitat Giessen fachibergreifend angelegte Genomfor-
schungs-Studie soll Zusammenhadange zwischen dem Verlauf schwerer In-
fektionen (Polytrauma, Bauchspeicheldrisenentzindung, Lungenentzin-
dung) und der entzindlichen Reaktion des Kb&rpers sowie den hierbei
aktiven Genen sowohl in Blutzellen als auch in Zellen der Lunge un-
tersuchen. Die Studie hat das Ziel, vor dem Hintergrund dieser Gen-
Analysen eine auf den Patienten individuell abgestimmte Behandlungs-

methode zu entwickeln.

Ihr Arzt hat Sie zur Aufnahme in die Studie vorgeschlagen. Sie soll-
ten sich nun geniigend Zeit nehmen, um etwas iber Ihre Erkrankung und
unser Vorhaben sowie iber die damit fir Sie verbundenen "Belastun-

gen" zu erfahren.

Uber Ihre Erkankung
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Das Polytrauma, die Bauchspeicheldriisenentzindung, die Lungenentzin-
dung stellt eine potentiell lebensbedrohliche Erkrankung dar. Der
lokale Entzindungsprozess kann durch ein Ausschwemmen der Erreger
kompliziert werden (Blutvergiftung oder Sepsis). Die Sepsis stellt
auch heute noch - trotz vielfaltiger antibiotischer Moglichkeiten -
eine Komplikation der Erkrankung (Polytrauma, Bauchspeicheldriisen-
entzindung, Lungenentzindung) dar, die mit einer hohen Sterblichkeit
einhergeht. Eine weitere Komplikation ist das sog. Lungenversagen,
bei dem der Korper nicht mehr ausreichend mit Sauerstoff versorgt
werden kann. Dies geht meist mit schweren Stoffwechselentgleisungen

einher und muss mit einer kiinstlichen Beatmung ilberbrickt werden.

Ablauf und Durchfithrung der Studie

Sollten Sie sich zur Teilnahme an der Studie entschlielen, werden
Thnen zundchst innerhalb der ersten 12 Stunden einmal ca. 40ml Blut
zusatzlich abgenommen. Die zusatzlichen Blutentnahmen ( 20 ml ) wer-
den im Rahmen der Routineblutentnahmen taglich bis zum 14. Tag und

danach am 21. Und am 28. Tag wiederholt.

Risiken und unerwinschte Wirkungen

Aufgrund der Zeitabstande der Blutentnahmen und der im weiteren Ver-
lauf geringen Entnahmemengen wvon 20 ml ist durch diese MaBnahme kein
relevanter Abfall des roten Blutfarbstoffes zu erwarten. Es werden
keine =zuséadtzlichen Untersuchungen auRerhalb der klinischen Notwen-

digkeit an Ihnen durchgefihrt.

Medikamentdse Ansatze oder experimentelle Therapien, die in der Er-
probung sind, sind im Verlauf der Studie nicht vorgesehen.

Insgesamt wird die Therapie Ihrer Erkrankung durch die Zusatzunter-
suchungen im Rahmen der Studie nicht veradndert. Sie wird unabhangig
von den o.g. im Rahmen der Routinediagnostik durchgefithrten zusatz-
lichen Blutentnahmen und den laborchemischen Zusatzuntersuchungen
nach den {iblichen standardisierten Behandlungsrichtlinien durchge-

fihrt.
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Versicherung

Fir Sie Dbesteht weiterhin eine Versicherung, die flir koOrperliche
Schaden haftet, die wider Erwarten aufgrund dieser Untersuchungen
oder anderer studienbedingter MaBnahmen, wie etwa Blutentnahmen,

auftreten.

Ethische und gesetzliche Aspekte
Dieses Forschungsvorhaben wurde einer unabhdngigen Ethik-Kommission

vorgelegt, diese hat der Durchfihrung zugestimmt.

Fiir die oben genannten Untersuchungen ist eine Einwilligung in
schriftlicher Form notwendig, die Sie in der Anlage "Einverstandnis-
erklarung”" finden. Diese Zustimmung kann Jjederzeit, auch nur mind-

lich und ohne Angaben von Grinden, widerrufen werden.

Die bei dieser Studie erhobenen Befunde und Daten unterliegen den
Bestimmungen des Datenschutzgesetzes. Bei ihrer Verdffentlichung
wird jeder Bezug zu Ihrer Person unkenntlich gemacht. Auch hierzu

bitten wir um Thre Zustimmung.
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ITI. Patientenliste

Patienten- Nummer Name, Vorname Geburtsdatum Adresse/Tel. Pa-

tienten ID
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IV. Kontaktadressen/ Ansprechpartner

*

V. Ethikantrag / Votum der Ethikkommis-
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sion

FORMALISIERTER ANTRAG

ZUR BEURTEILUNG EINES MEDIZINISCHEN FORSCHUNGSVORHABENS AM MENSCHEN

IM FACHBEREICH HUMANMEDIZIN DER JLU-GIESSEN

Als Anlagen sind beizufiigen:
Begrindung und detaillierte Be-
schreibung des Vorhabens.
Patientenaufklarung.
Einverstandniserklarung nach Muster.

1.
2.

Allgemeine Angaben
Datum der Antragstellung:13.07.2001

Titel des Vorhabens:

Funktionelle Genetik der Wirts - Erreger - Interaktion bei Patienten

mit schwerer Mehrfachverletzung,

nekrotisierender Pankreatitis und Pneumonie (ARDS)

Inzidenz von septisch-toxischen Komplikationen, Sepsis und Multior-

2a.

2b.

4.

ganversagen
evtl. Code des Sponsors: entfdllt
Handelt es sich um eine multizentrische Studie

ja / nein

Erstbegutachtende Ethik-Kommission (deren Bescheid ggf.
beifliigen): entfdllt
Leiter der Klinischen Prifung gemal AMG/MPG:
Prof. Dr. Dr. h.c. G. Hempelmann

Hiesige (r) Priufarzt / Priufarzte:

¢ Prof. Chakraborty

¢ Prof. Hempelmann,PD Dr. Menges, Dr. Langefeld, Dr. Welters, Dr.

Junger, Dr. Quinzio, Dr. Benson, Dr. Sciuk

¢ Prof. Lohmeyer, Dr. Walmrath, Prof. Grimminger, Dr. Mayer, B.

Kroegel, A. Althoff

¢ Prof. Gortner
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II.
1.

4a.

Anhang

GieRener Institution, in der das Vorhaben durchgefithrt werden

soll:
Medizinische Mikrobiologie, Medizinische Klinik II, Andsthesio-

logie, Allgemeinchirurgie, Unfallchirurgie, Padiatrie.
Abteilungsleiter: Prof. Chakraborty, Prof. Seeger, Prof. Hemp-

elmann, Prof. Gortner, Prof. Schnettler, Prof. Schwemmle

Biometrische Bearbeitung durch:
Abteilung fiir klinische und administrative Datenverarbeitung,
Institut fiir Medizinische Informatik, MoreData GmbH GieBen

Kostentrager:
J Kommerzieller Sponsor (bitte nennen):
= O0ffentliche Forderung (bitte nennen): Bundesministerium fiur

Forschung und Bildung im Rahmen des Férder-Programmes ,Krank-
heitsbekdmpfung durch Humangenomforschung"

[] oder Klinikum der JLU

Beschreibung des Vorhabens
Ziel (e) der Studie:

Erfassung des Genom-weiten Gen-Expressionsprofils des Wirts
bei Sepsis und septischem Organversagen zur Identifizierung
pathogenetisch und prognostisch relevanter Kandidaten-Gene

Klassifkation der Studie (Zutreffendes ankreuzen; evtl. mehr-
fach erganzen)

Prifung von Arzneimitteln gemaB AMG

Prifung von Medizinprodukten gemaB MPG

Phase I

Phase 1II

Phase III

Phase IV
Diagnostische Priifung

I O O o O O O O

] Therapeutische Prifung

J Humanexperiment

J Interview

U] Ermittlung von Normalwerten

3. Geplanter Beginn und voraussichtliche Dauer der Studie:

01.03.2002, voraussichtlich 3 Jahre

Zahl der Patienten/Probanden: 50 Patienten pro Jahr und
klinischer Entitat

Geschlecht: [l mannlich, [J] weiblich, = gemischt
Insgesamt: 50 davon in GieRen 50

Stationar: 50

ambulant:: entfallt
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4c:

4d:

de:

5a:

Anhang

Voraussichtliche Dauer der Behandlung fir den einzelnen Pa-
tienten/Probanden:.
14 Tage
Ist eine finanzielle Entschadigung vorgesehen?
ja / nein
Alter der Patienten/Probanden:
In den Patientengruppen 1 bis 3 liegt das Alter der Patienten
iber 18 Jahre, in der Untergruppe 4 handelt es sich um Frih-
und Neugeborene.

Sind die Patienten vor Durchfihrung der Studie zustimmungs-
fahig? ja / nein
wahrend der ForschungsmaBnahme zustimmungsfahig? ja /
nein
EinschluBkriterien:

Patientengruppe 1 ( schweres Polytrauma ) mit den Ein-
schluBkriterien: Hannover polytrauma score > 20 points, Injury
severity scale score > 25 , ( J Trauma (1):10-6, Jul 2001 )
Patientengruppe 2 ( akute nekrotisierende Pankreatitis ) mit

den EinschluBkriterien CT Severitiy Index ( Balthazar,EJ,
Robinson DL, Megibow AJ, Ranson JH, Radiology 1990, 174 - 331 )
und den Ranson Criteria ( Crt. Care Med. 27:901, 1999 )
Patientengruppe 3 ( schwere Pneumonie ) gemdB den ATS- Krite-

rien ( Am. Rev. Resp. Dis. 148: 1418 - 1426, 1993 )

193



5b:

5c:

5d:
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Hauptzielkriterien:

Analyse des Genom-weiten Genexpressionsprofils bei Sepsis und Multiorganversagen mit

Hochdurchsatzverfahren

Nebenzielkriterien:

Bioinformatische Vernetzung klinischer Patientendaten mit dem Genexpressionsmuster

Abbruchkriterien:
sind der Tod eines Patienten sowie Komplikationen im Verlauf,
die die diagnostischen Routineprozeduren, in deren Rahmen die
Probenentnahme erfolgt, nicht mehr durchfithrbar oder vertretbar
machen.
In jedem Fall stellt der Wunsch des Patienten, seines AngehOri-
gen oder seines Betreuers auch nach schriftlicher Einwilligung
in die Studie durch Widerruf seiner Einverstandniserklarung ein
Abbruchkriterium dar sowie im Rahmen der klinischen Diagnostik
zusatzlich erbrachte Informationen und Diagnosen des Patienten,
welche die weiteren Belastungen ebenfalls nicht mehr vertretbar

machen.
Studienart (Zutreffendes ankreuzen, eventuell mehrfach; ergan-

[ offen

[ randomisiert

[ einfachblind

] doppelblind

U multizentrisch

U Prifung gegen Standardtherapie

(] Prufung gegen Placebo

explorative Beobachtungs- Studie, in deren Rahmen im defi-
nierten Patientenkollektiv pathophysiologisch relevante Daten
anschlieBend bioinformatisch ausgewertet werden sollen

Studienbedingte MaBnahmen am Patienten/Probanden (bitte ankreu-
zen und erganzen) :

stationarer Aufenthalt ]

Blutentnahmen =
Blasenkatheter U
Endoskopie =
Biopsien U
Rontgendiagnostik [

radioaktive Substanzen ]
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Therapiepausen i

8. Dient die Studie

%9a.
D

9.

10a.

- auch unmittelbar den individuellen Interessen jedes einzelnen
Patienten? ja /nein

Wenn Jja, worin besteht dieser Vorteil fiir den Patienten: ent-
fallt

- einem rein wissenschaftlichen Ziel ohne unmittelbaren Nutzen
fir den

Patienten, aber mit mittelbarem Nutzen flir zukinftige Patien-
ten? _ja / nein

Bei Arzneimittelpriifungen (bitte ankreuzen): entfiallt

as Medikament ist:
(] neu entwickelt, nicht registriert.
(] bekannt, nicht registriert.
[ bekannt, registriert, mit neuer Indikation oder Dosierung.
J in anderen Landern zugelassen oder registriert.
[l bekannt, registriert.
Bei Medizinprodukten: Besitzt das Produkt eine CE-Nr.?
ja / nein
Inwieweit bedeutet die Studie eine zusatzliche Belastung

fir Patienten/Probanden?

Im Rahmen der routinemaBigen und klinisch indizierten Blutent-
nahmen wird zusatzliches Probenmaterial gewonnen:an Material
der aus klinischer Indikation durchgefihrten bronchoalveolaren
Lavagen werden zusatzliche Untersuchuungen durchgefihrt.

Die Stunde- Null- Probe mit einem Volumen von 30 ml, die weite-
ren 4 Proben mit jeweils 20 ml. Die im Rahmen der routinemaBig
durchgefiihrten und klinisch indizierten bronchoalveoldren Lava-
gen gewonnenen Probenvolumina entsprechen den internationalen
Richtlinien ( 7 x 20 ml ); hierbei wird ein Teil des Uberschiis-
sigen Materials fir die Genexpressionsanalyse verwendet. Die
Untersuchungen, die im Rahmen des RDS Frihgeborener durchge-
fiihrt werden, stellen ebenfalls keine zusatzliche Belastung
dar, da die Blutentnahmen entweder aus der Nabelschnur ( Stunde
Null ) oder aus iuUbriggebliebenem Material der Routinediagnostik
rekrutiert werden. Das gleiche gilt fir die tracheale Absau-
gung, die lediglich im Rahmen der klinisch Routine und Notwen-
digkeit durchgefiihrt wird. Das hierbei anfallende iberschiissige

Material wird flir die Genexpressionsanalyse verwendet.
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10b. Welche typischen Nebenwirkungen oder Komplikationen sind zu

erwarten? entfallt

10c. Welche Risiken bestehen fir die Probanden oder Patienten?

Im Rahmen der routinemdRigen und klinisch indizierten Blut-

entnahmen und bronchoalveoldren Lavagen wird zusatzliches Pro-
benmaterial gewonnen:
Die Stunde- Null- Probe mit einem Volumen von 30 ml, die weite-
ren 4 Proben mit jeweils 10 ml. Die aus der BAL gewonnenen Pro-
benvolumina entsprechen den internationalen Richtlinien (7x20
ml ).
Die Untersuchungen, die im Rahmen des RDS Frihgeborener durch-
gefihrt werden, stellen ebenfalls keine zusdtzliche Belastung
dar, da die Blutentnahmen entweder aus der Nabelschnur ( Stunde
Null ) oder aus Ubriggebliebenem Material der Routinediagnostik
rekrutiert werden. Das gleiche gilt fir die tracheale Absau-
gung, die lediglich im Rahmen der klinisch notwendigen Routine
und nicht extra fir die Studie durchgefihrt wird.

10d. Wie koénnen Komplikationen erkannt und behandelt werden?

Die Patientenkollektive werden intensivmedizinisch betreut und
haben daher einen Zugang zur Maximalversorgung.

11. Art und Hohe der Versicherung fiur Versuchspersonen, Pro-
jektleiter und Mitarbeiter

(bitte ankreuzen).

= Es handelt sich um ein Projekt, welches unter Verantwortung
des Abteilungsleiters durchgefihrt werden soll, so daBl die
allgemeinen Haftungsgrundsatze des Klinikums gelten.

[l Es handelt sich um ein Projekt nach dem Arzneimittel- oder
Medizinproduktegesetz. Es besteht eine Probandenversicherung
mit einer Deckungssumme von 1 Mio. DEM (bitte Police beifii-
gen!).

[l Es handelt sich um ein weiteres Projekt. Fur Personenschaden
besteht eine Haftpflichtversicherung mit einer Deckungssumme
VOoNn DEM &ttt t ittt (bitte Police beifigen!).

12. Wenn ein zu prifendes Medikament nicht zugelassen oder fir
die beabsichtigte Indikation nicht zugelassen ist: entfallt
Sind die Unterlagen beim Bundesinstitut fir Arzneimittel hin-
terlegt? ja / nein
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Mit der Durchfihrung
des Forschungsvorhabens
einverstanden

Unterschrift des Abteilungsleiters Unterschrift des Antrag-

stellers

Adresse:

Abteilung Anaesthesiologie

und Operative Intensivmedizin
Direktor: Prof. Dr. Dr. h.c. G. Hempelmann
Rudolf-Buchheim-Str. 7 D - 35385 Gielen
Telefon +49 641 99 44400

Telefax +49 641 99 44409

e-mail Thilo.Menges@chiru.med.uni-giessen.de
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VI. Studienprotokoll

Funktionelle Genetik der Wirts - Erreger - Interak-

tion bei Patienten mit schwerer Mehrfachverletzung,

nekrotisierender Pankreatitis und Pneumonie (ARDS)
Inzidenz von septisch-toxischen Komplikationen,

Sepsis und Multiorganversagen
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Darstellung des Forschungsvorhabens

Funktionelle Genetik der Wirts - Erreger - Interaktion bei Patienten
mit schwerer Mehrfachverletzung, nekrotisierender Pankreatitis und
Pneumonie (ARDS)

Inzidenz von septisch-toxischen Komplikationen, Sepsis und Multior-

ganversagen

A. Einfihrung

Die Mortalitatsraten der Sepsis, des septischen Schocks und des sep-
tischen Organversagens bleiben inakzeptabel hoch und haben sich in
den letzen 20 Jahren nicht wesentlich gebessert. Das Zusammenspiel
von mikrobiellem Angriff und Immun- und Entzindungsantwort des Wir-
tes 1st komplex und unvollstandig verstanden. Es wird geschatzt,
dass ungefahr bei 1% aller stationaren Patienten ein septischer
Schock - mit Mortalitdtsraten von 30 - 40% - diagnostiziert werden.
Die Sepsis und das damit verbundene Syndrom des Multiorganversagens

sind die Haupttodesursachen in der modernen Intensivmedizin.

Sepsis 1ist keine Krankheit sondern ein Syndrom, das als Konsequenz
der direkten zellularen Effekte der mikrobiellen Agenzien und der
Induktion einer systemischen Entzindungsantwort zu einem Multiorgan-
versagen 1im betroffenen Wirt fihrt. Dies fihrt zu schweren Makro-
und Mikrozirkulationsstorungen und damit zu Stdrungen der Organper-

fusion.

Das am Universitatsklinikum GieBen unterstiitzten Projekt im Teilbe-
reich ,Infektionen und Entzindungen"“ des nationalen Genomforschungs-
projekts untersucht einen klinisch angewandten Forschungzweig mit
dem Ziel, Krankheits-relevante Genexpressionsmuster und die hier-
durch vermittelten pathogenetischen Ablaufe Dbei Sepsis und septi-
schen Organversagen zu definieren. Klinische und experimentelle Stu-
dien zeigen, dass die individuelle genregulatorische Wirtsantwort
auf eine Infektion wesentlich den klinischen Verlauf der Sepsis oder
des septischen Organversagens mitbestimmt. In den vergangenen Jahren
wurden Polymorphismen einzelner Zytokingene identifiziert, die das
Zytokinexpressionsprofil und damit die individuelle Entzindungsreak-

tion bei Infektionsprozessen beeinflussen. Die Vermutung liegt nahe,
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dass diese Gene und ihre Produkte eine wichtige Rolle bei der Initi-

ierung und dem klinischen Verlauf wvon Sepsis und septischem Organ-

versagen spielen.
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Ergebnisse

In friheren Untersuchungen der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden,
dass das Risiko schwer polytraumatisierter- und septischer Patienten
an einem Multiorganversagen zu versterben abhdngig ist von spezifi-
schen Genexpressionen (Genexpressionsprofilen). Als wichtigste ex-
primierte Gene sind vor allem Zytokingene ( Tumor-nekrose-faktor-
alpha TNF-alpha, TNF-beta, Interleukin-1, IL-2, 1IL-4, IL-6, IL-8,
IL-10,IL-12, Interferon-gamma Chemokine wie CCR5 und Serinproteasen

wie Plasminogen-aktivator-inhibitor-1 (PAI-1) zu nennen.

Projektbeschreibung

Im Rahmen des Projektes wird die Genexpression bei Patienten mit
schwerem Polytrauma / SIRS, akut nekrotisierender Pankreatitis,
Pneumonie / pneumogener Sepsis und IRDS mit einem Gestationsalter
von < 32 Wochen analysiert, die eine Sepsis und/oder septisches Mul-
tiorganversagen entwickeln. Das Ziel ist, kompartiment- und zellspe-
zifische Verlaufsmuster der genregulatorischen Wirtsantwort (,gene
expression profiling"“) zu erfassen. Dies erfolgt bei den definierten
Patientenkollektiven sequentiell im Krankheitsverlauf und wendet un-
ter anderem die ,cDNA microarray chip technology™ im Hochdurchsatz-

verfahren an.

Zu bearbeitende wissenschaftliche Probleme sind im einzelnen

1. Entdeckung Sepsis-relevanter Genvariaten

Ziel 1ist dabei die Identifizierung erblicher Varianten (single nu-
cleotide polymorphisms, SNPs) der humanen Gene, die die individuelle
Entziindungsreaktion bestimmen. Dies soll einerseits durch die Uber-
priufung von Genfamilien, die bekanntermassen eine zentrale Rolle in
der Erkennung wvon Pathogenen und der Initiierung von Zellsignalen
haben, geschehen, beziglich ihrer funktionellen Mutation. Anderer-
seits soll die Korrelation wvon genetischen Variationen 1in diesen
Zielgenen mit dem klinischen Verlauf sowie der Prognose der Sepsis

und des septischen Organversagens betrachtet werden.
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2. Genexpression des Wirtes wahrend klinischer Sepsis

Diese Projekt fokussiert auf die transkriptionelle Antwort im Rahmen
einer Sepsis und deckt dabei das ganze Genom ab. Kompartiment- und
Zellspezifitat sowie der Zeitverlauf der Wirtsexpressionsprofile
werden untersucht. Diese Studien werden an drei gut definierten Pa-
tientenkohorten untersucht, in denen die Abfolge der Ergebnisse vom
Beginn der Sepsis bis zum voll entwickelten Endstadium (MODS) kli-

nisch wie genomisch Uberwacht wird. Die Krankheitsbilder sind im

einzelnen,
1. schweres Polytrauma
2. schwere nekrotisierende Pankreatitis
3. schwere Pneumonie

3. Klinische Daten Management/Bioinformatik

Das Ziel der Bioinformatik besteht darin, biostatistische und bioin-
formatorische Methoden weiter zu entwickeln, um klinische Informati-
onen mit Daten funktioneller Genomik verbinden zu konnen. Dies be-

deutet

Die Etablierung von standardisierten, robusten statistischen
Methoden fiir die Evaluierung und das Gruppieren von Datensat-

zen.

Die Standardisierung medizinischer Daten zwischen verschiedenen

Abteilungen, Entwicklung von Datenbanken.

Entwicklung biostatistischer Methoden fiir die Verbindung klin-

scher Daten und Daten der funktionellen Genomik

Erstellen grésserer Langsschnitt-Kohorten durch das Netzwerk,

um klinische und biologische Daten zu sammeln.

B. Studienziel

Die Erfassung von Ortlich und zeitlich reproduzierbaren Genexpressi-

onsmustern 1in spezifischen Zellpopulationen mit krankheitsbezogenen
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Schlisselfunktionen wird die Identifikation neuer krankheitsrelevan-

ter Gene 1im komplexen Geschehen der Hyperinflammation und Sepsis
sehr erweitern. Es sollen Genexpressionsprofile (Marker) identifi-
ziert werden, die eine Stratifizierung der intensivmedizinischen
Therapie nach Risikogruppen ermdglichen. Dies verweist auf den kli-

nischen Bezug dieser molekulargenetischen Untersuchungen.

C. Studiendesign

Patienten

Die Untersuchungen werden an Patienten der Operativen Intensivstati-
on der Abteilung fir Anaesthesiologie und Operative Intensivmedizin

am Universitatsklinikum GieBen durchgefiihrt.

Bei allen Patienten werden als Komplikationen neben Infektionen, Or-
ganfunktionsstdrungen bis hin zum Organversagen, Wundheilungsstorun-
gen und Thrombosen auch Lungenembolien, Gewebsnekrosen sowie Blutun-
gen und gastrointestinale Funktionsstdrungen wie Ulzera und Ileuszu-
stéande verzeichnet. Nicht bericksichtigt werden Nervenlasionen und
psychoorganische Durchgangssyndrome. Da die vorliegenden Informatio-
nen prospektiv erfalt werden, enthalten sie nur die Komplikationen,

die von den behandelnden Arzten als bedeutsam angesehen werden.

Von den verstorbenen Patienten wird die Uberlebenszeit dokumentiert

und eine Einteilung nach den Todesursachen erstellt.

Gruppeneinteilung der Patienten

Die Patienten wurden nach klinischem Bild und Verlauf den folgenden

Gruppen zugeordnet:

1. Schweres Polytrauma

e Gruppe 1 - polytraumatisierte Patienten ohne weitergehende
Komplikationen im Sinne der zugrundeliegenden Definitionen

flir Verletzungsscores, Polytrauma, Organfunktionsstdrungen,
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Ein- und AusschluBkriterien sowie Sepsis und MODS , nicht

verstorben

e Gruppe 2 - polytraumatisierte Patienten mit Sepsis und/oder
MODS entsprechend den zugrundeliegenden Definitionen, nicht

verstorben

e Gruppe 3 - polytraumatisierte Patienten mit Sepsis und/oder

MODS entsprechend den zugrundeliegenden Definitionen, ver-

storben
2. Schwere nekrotisierende Pankreatitis
e Gruppe 1 - Patienten ohne weitergehende Komplikationen im

Sinne der zugrundeliegenden Definitionen fir Organfunktions-
storungen, Ein- und AusschluBkriterien sowie Sepsis und MODS

, nicht verstorben

e Gruppe 2 - Patienten mit Sepsis und/oder MODS entsprechend

den zugrundeliegenden Definitionen, nicht wverstorben

e Gruppe 3 - Patienten mit Sepsis und/oder MODS entsprechend

den zugrundeliegenden Definitionen, verstorben

3. Schwere Pneumonie

Die Patienten werden entsprechend dem Studienprotokoll der
Medizinischen Klinik eingeschlossen. Die Probenentnahmezeit-
punkte und die Datenerfassung geschieht aber entsprechend dem
Protokoll fiir polytraumatisierte Patienten und Patienten mit

nekrotisierender Pankreatitis.

Grunddaten

Die Verteilung der Verletzungsschwere wird nach dem Hannoverschen
Polytrauma-Schliissel (PTS) sowie nach dem Injury Severity Score
(ISS) erfalBt und die mittlere Anzahl der Einzelverletzungen pro Pa-
tient aufgelistet (PTS- und ISS-Score siehe Anhang) [19; 248]. Dane-

ben werden die Rettungszeit und das Rettungsmittel dokumentiert. Die
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flir die Festlegung der Organfunktionen notwendigen hamodynamischen

und respiratorischen Parameter sowie die laborchemischen Daten wer-
den Uber ein Computer-gestiitztes Patienten-Daten-Management-System

(ICU-DATA System) prospektiv erfalt.

Definitionen

Einschlusskriterien und Ausschlusskriterien

Grundvoraussetzung flir die Klassifizierung des Verletzungsausmabes
eines Patienten als Polytrauma ist die Erfillung der Definitionskri-
terien nach Hempelmann et al., Trentz et al. und Tscherne et al.
[150; 343; 347]. Um keine Patienten =zu bericksichtigen, die ledig-
lich einer intensiven Uberwachung bediirfen, werden die folgenden

Ein- und AusschluBkriterien festgelegt.

Die EinschluBkriterien umfassen:

I. Vorliegen einer Einverstandniserklarung

IT. Diagnose Polytrauma, Pankreatitis, ARDS (Pneumonie, Sepsis)
1. Schweres Polytrauma
Kriterien:

- Hannover polytrauma score > 20 points
- Injury severity Scale Score ISS > 25 ( J Trauma (1):10-
6, Jul 2001 )

- Ausschluss von Patienten mit schwerem Schadel-Hirn-Trauma

2. Akute nekrotisierende Pankreatitis
Kriterien:
- CT- Severity- Index ( Balthazar,EJ, Robinson DL,

Megibow AJ,

Ranson JH, Radiology 1990; 174 - 331 )

- Ranson Criteria ( Crit. Care Med; 27:901, 1999 )
3. Schwere Pneumonie
gemal den ATS- Kriterien ( Am. Rev Respir Dis 148:

1418 - 1426, 1993 )
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PTS-Wert = 20 und/oder ISS-Wert > 25
Alter > 18 Jahre und £ 65 Jahre

Aufnahme des Patienten auf die Intensivstation <12 Stunden nach
dem Trauma bzw. der Diagnosestellung (Pankreatitis,

ARDS/Pneumonie)

Als AusschlubBkriterien gelten:

I.

IT.

ITT.

Iv.

VI.

VIT.

VIIT.

IX.

XT.

XIT.

XIIT.

XIV.

XV.

XVI.

Schwere Einzelverletzungen wie Wirbelsdulen- und Beckenverlet-

zungen (Barytraumen)

Patienten mit anzunehmendem Hirntod, aber dennoch funktionie-

rendem Kreislauf

Massive ZNS-Schadigung (Patienten mit im Vordergrund stehendem

operativ zu versorgendem Schiddel-Hirn-Trauma, SHT II°-III°)

Patienten, die nach dem Unfall sekunddr nach GieBen verlegt

werden

Reanimation nach Herzstillstand oder schwerer kardiogener

Schock
Verabreichung steroidaler und nicht-steroidaler Antiphlogistika
Schwangere Frauen und Frauen in der Stillzeit
Gleichzeitige Teilnahme an einer anderen Studie
Patienten mit Verbrennungen aller Stadien

Versterben des Patienten innerhalb der ersten 3 Tage auf der

Operativen Intensivstation
Immundefizienz - angeborene Syndrome, HIV
Chronische Infektionskrankheiten

Parallel stattfindende andere akute Infektionen ( Endokar-
ditis, EBV, etc. )

Zeichen eines akuten Myokardinfarkt
Zerebrovaskuldre Insuffizienz, Z.n. Apoplex

Endokrine Stdorungen, die mit erhodohten Cortisol- Spiegeln ein-

206



Anhang

hergehen
XVIT. Immunsupprimierte Patienten
XVITIT. Entzindlich rheumatische Erkrankunen - Vaskulitiden

XIX. Begleitende schwere Erkrankungen mit einer Lebenserwartung un-
ter 4 Monate (?)

XX. Bilirubindmie > 5 mg /dl zu Beginn der Basline- Messungen wg.
Score (7?)

Todesursachen

Die eindeutige Definition der folgenden Begriffe ist fir die korrek-
te Interpretation der Befunde notwendig. Bei den Todesursachen wurde
unterschieden zwischen Frihtodesfallen, Todesfallen hervorgerufen
durch ZNS-Schaden, akutes Nierenversagen, respiratorische Insuffizi-
enz (ARDS), Pneumonie, Lungen-embolie, einem Multiorganversagen ohne
nachweisbaren septisch-toxischen Insult, Patienten mit einem sanier-
baren septischen Fokus sowie einem Multiorganversagen mit dokumen-

tierter septischer Reaktion.
I. Frihtodesfidlle

Tod innerhalb von 24 Stunden nach schwerer Mehrfachverletzung. Zu
diesen Verletzungen zadhlen ausgedehnte intraabdominelle Verletzungen
wie Leberzerreissungen, Gefabverletzungen, komplexe Beckenfrakturen
und Thoraxtraumen mit Lungenparenchymzerreissungen. Bei diesen Pati-
enten ist entweder durch starke Blutungen ein ausreichender Kreis-
lauf nicht mehr aufrechtzuerhalten, oder der Gasaustausch ist durch

das direkte Thoraxtrauma nicht mehr ausreichend méglich.

II. Schddel-Hirn-Trauma

Schweres Schiadelhirntrauma (SHT III°) mit Glasgow-Coma-Scale (GCS)
[333] von weniger als finf Punkten. Dieses Kollektiv umfalRt nur Pa-
tienten, bei denen nach entsprechender Diagnostik (Kranielles Compu-
tertomogramm, neurochirurgische Konsultationsuntersuchung) aufgrund
der schwerwiegenden Verletzungen eine Behandlung auf der neurochir-

urgischen Intensivstation notwendig ist.

III. Akutes Nierenversagen
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Posttraumatische Niereninsuffizienz ohne Hinweis auf ein Multiorgan-

versagen.
IV. Pneumonie

Respiratorische Insuffizienz durch bakteriologisch wie klinisch
nachgewiesene Pneumonie ohne Hinweis auf ein Multiorganversagen oder

ARDS.
V. Lungenembolie

Akutes kardiorespiratorisches Versagen mit pramortal (Computertomo-

graphie) oder postmortal festgestellter Lungenembolie.

VI. ARDS

Respiratorische Insuffizienz, nicht auf dem Boden einer Pneumonie
basierend, als Monoorganversagen ohne wesentliche Funktionsein-

schrankung anderer Organsysteme.
VII. ARDS/Pneumonie

Respiratorische Insuffizienz auf dem Boden einer Pneumonie basie-
rend, als Monoorganversagen ohne wesentliche Funktionseinschrankung

anderer Organsysteme.
VIII. Pankreatitis

Pankreatitis (nekrotisierend) als Monoorganversagen ohne oder mit

wesentlicher Funktionseinschrankung anderer Organsysteme.
IX. Multiorganversagen ohne nachweisbaren septisch-toxischen Insult

Organversagen in zwei oder mehr Organsystemen ohne Nachweis eines
septischen Insultes, definiert als eine bakterielle Streuung (posi-
tive Blutkultur) oder ein klinisch wie bakteriologisch nachgewiese-
ner Infektionsherd. Ein Organversagen wird in Anlehnung an Fry
(1988), Faist (1983) und Manship (1984) wie folgt definiert [116;
128; 202]:

a) Lunge: respiratorische Insuffizienz mit der Notwendigkeit einer
maschinellen
Beatmung mit einer inspiratorischen Sauerstoffkonzentration wvon
uber

40% (Fi0Op >0,4).
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b) Niere: dialysepflichtiges akutes Nierenversagen (Cr>2,5mg/dl,

Hst>250mg/dl)

c) Leber: ILeberinsuffizienz mit klinisch manifestem Ikterus (Bili-
rubin tber 50umol/L, SGOT- und LDH-Erhoéhung auf mindestens das

Doppelte der Norm)

d) Herz/Kreislauf: kardiozirkulatorische Insuffizienz mit der Not-
wendigkeit zur Gabe positiv inotroper Substanzen (Dopamin,
Dobutamin, Suprarenin, Adrenalin) in kreislaufwirksamer, vaso-

konstringierender Dosierung

e) Gerinnungssystem: Gerinnungsstorungen im Sinne einer dissemi-
nierten intravasalen Koagulation (DIC) mit der Notwendigkeit
der Gerinnungsfaktorensubstitution bei klinisch manifester Blu-

tung
X. Patienten mit einem septischen Fokus

Makroskopisch manifester, in der Regel chirurgisch sanierbarer In-
fektionsherd, der zu Lebzeiten durch das Spektrum der diagnostischen
Moglichkeiten nicht erfalt werden kann. Der Nachweis einer systemi-
schen Streuung, d.h. eine positive Blutkultur, ist dabei nicht Vo-
raussetzung. Gefordert war vielmehr eine stark ausgepragte systemi-
sche Entziindungsreaktion auf den nachweisbaren septischen Herd. Dies
ist zu dokumentieren an Hand des sich akut verschlechternden Allge-
meinzustandes mit verstarkter Auspragung vorbestehender Organfunkti-

onsstorungen oder durch das Bild des septischen Schocks.
XI. Multiorganversagen mit dokumentierter Sepsis

Versagen mehrerer Organsysteme mit deutlichen Zeichen septisch-
toxischer Komplikationen. Dieses ist definiert durch das Vorliegen
eines Infektionsherdes, wie z.B. einer klinisch und bakteriologisch
erfaBRten Pneumonie, oder den Zeichen einer systemischen Streuung
durch eine positive Blutkultur. Bei diesem Patientenkollektiv kann
aber trotz aller diagnostischen MaRnahmen kein Infektionsherd fest-

gestellt werden, der einer chirurgischen Therapie zuganglich ist.
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Behandlung der Patienten

Monitoring

Bei allen Patienten erfolgt kontinuierlich eine EKG-, Puls- sowie
Sauerstoffsattigungsiiberwachung und eine Messung des arteriellen
Blutdrucks. Die Korpertemperatur wird rektal registriert, die tagli-
che Urinausscheidung gemessen, um eine Flissigkeitsgesamtbilanz zu
erstellen. Hamodynamische Parameter werden bei allen Patienten mit-
tels eines Pulmonaliskatheters erfaBt. Zudem sind alle Patienten mit
einem mehrlumigen zentralen Venenkatheter sowie einer Magen- bzw.
Duodenalsonde versorgt und mindestens wahrend der ersten Behand-
lungswoche kontrolliert beatmet. Taglich werden bei den Patienten
routinemalig Laboruntersuchungen (Elektrolyte, Gerinnung, Blutbild,
Blutzucker, Leberwerte, Nierenretentionswerte, GesamteiweiR) und
Blutgasanalysen, entsprechend der weitgehend standardisierten Thera-
pie, aber auch bedarfsadaptiert an die individuelle Situation des
einzelnen Patienten vorgenommen. Das bakteriologische Screening be-
inhaltet Bronchial- und Trachealsekret, Urinkulturen sowie Abstriche
bei offenen Wunden oder Wundinfektverdacht. Die regelmalige Bebri-
tung von entfernten intravasalen Kathetern wird ergdnzt durch die
Abnahme von vendsem Blut fir Blutkulturen. Diese werden, bei klini-
schem Verdacht auf eine septische Reaktion, zu Beginn eines Fieber-

anstieges von 38,5°C auf iber 39°C gewonnen.

Intensivmedizinische Behandlung

Fir alle uberlebende Patienten werden bis zur endgiltigen Entwdhnung
von der maschinellen Beatmung druckkontrollierte und druckkontrol-
liert assistierende Beatmungsverfahren angewendet. Hierbei werden
immer ein paO, zwischen 100 und 150 mmHg und ein paCO, zwischen 38
und 48 mmHg angestrebt. Heparin wurde im Normalfall in einer Dosie-
rung von 125-500 I.E./h kontinuierlich infundiert. Adrenalin
und/oder Noradrenalin werden bei einem systemischen vaskuldren Wi-
derstand (SVR) unter 700 dyn*sec'l**cm'5 und einem mittleren arteriel-
len Blutdruck (MAP) unter 60 mmHg appliziert. Die Antibiotikathera-
pie wird dem taglichen mikrobiologischen Monitoring angepalt. Die

Gabe wvon homologen Erythrozytenkonzentraten erfolgt bedarfsadap-
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tiert, in der Regel bei einem Hb-Wert <7 g/l. Modalitaten der Beat-

mungs-, Ernahrungs- und Infusionstherapie bestimmen grundsatzlich
die behandelnden Arzte. Falls notwendig aber auch in Absprache mit
PD. Dr. Th. Menges, Frau Dr. T. Langefeld und Frau PD Dr. TI.
Welters. Patienten mit einem akuten Nierenversagen werden einer kon-
tinuierlichen Hamodiafiltration zugefiihrt, wenn trotz intensiver di-
uretischer Therapie mit Furosemid die Retentionswerte und die Urin-
ausscheidung folgende Grenzen {Uberschritten: Kreatinin im Serum >3

mg/dl, Harnstoff im Serum >250 mg/dl, Urinausscheidung <20 ml/h.

Operationen

Die operative Behandlung schwerer Verletzungen (Stabilisierung wvon
Frakturen, Versorgung abdomineller Verletzungen, Wundbehandlung) er-
folgt bei allen Patienten nach vergleichbarem chirurgischen Manage-
ment, d.h. Versorgung zum frihestméglichen Zeitpunkt, jeweils unter
Bericksichtigung des Allgemeinzustandes. Die einzelnen Operationen

werden dokumentiert.

Kontrolle der Organsysteme

Samtliche Organsysteme werden sowohl flir die intensivmedizinische
Behandlung als auch fir die Dokumentation wahrend der Studie engma-

schig tberwacht. Dabei wird auf folgende Parameter geachtet:

I. Herz-Kreislauf-System: Herzfrequenz, systemischer Blutdruck
(syst., diast., MAP), zentraler Venendruck, Herzzeitvolumen,
Cardiac Index, pulmonalarterieller Druck, pulmonalkapillérer
VerschluRdruck, systemischer Widerstand, pulmonaler Widerstand,

arteriovenodse Sauerstoffdruckdifferenz.

IT. Lunge und Beatmung: arterielle Blutgase: Sauerstoffpartialdruck
(pa0;2), Kohlendioxydpartialdruck (paCO;), pH-Wert, Base Excess,
arterielle Sauerstoffsattigung, gemischtvendser Sauerstoffpar-
tialdruck (pv0;), gemischtvendser Kohlendioxydpartialdruck
(pvCO2), gemischtvendse 0,-Sattigung, Rontgenthorax, Atemfre-
quenz, Atemminutenvolumen, Atemzeitverhaltnis (I:E), inspirato-
rische Sauerstoffkonzentration, positiv endexspiratorischer
Partialdruck (PEEP), statische Compliance, Resistance, Beat-

mungsdrucke.
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ITI. Niere und Elektrolyte: Urin- und Flissigkeitsbilanz, Serum-

Werte von Natrium, Kalium, Kalzium, Kreatinin und Harnstoff.

IV. Leber und Pankreas: Serum-Werte Bilirubin, Albumin, Cholines-
terase, Glutamat-Oxalazetat-Transaminase (GOT), Glutamat-
Pyruvat-Transaminase (GPT), Laktat-Dehydrogenase (LDH), Gamma-
Glutamyl-Transferase (y-GT), Kreatin-Kinase (CK) alkalische

Phosphatase (APH), Amylase, Lipase.

V. Blutbild und Blutgerinnung: Hamoglobin (Hb), Hamatokrit (Hk),
Leukozyten, Erythrozyten, Thrombozyten, Differentialblutbild,
Thromboplastinzeit (TPZ, Quickwert), partielle Thromboplastin-
zeit (PTT), Plasmathrombinzeit (PTZ), Fibrinogen, Antithrombin
ITT.

VI. Infektiologische Parameter: Mikrobiologisches Probenmaterial,

C-reaktives Protein (CRP), Blutkulturen.

Prospektive Beurteilung des septischen Zustandes eines Patienten

Zu Jjedem MeBzeitpunkt wird der Patient klinisch auf Vorliegen von
Infekt- oder Sepsiszeichen hin untersucht. Als klinisch septisch
gilt der Patient, wenn folgende, zuvor festgelegte Kriterien durch

die behandelnden Arzte am Krankenbett festgestellt werden:

I. Temperaturspitzen iiber 39°C in den letzten 24 Stunden.

IT. Zunahme des Volumenbedarfs, nicht erklart durch andere Ereig-
nisse (Operationen) mit den klinischen Zeichen der Odembildung,

Schrankenstdorung und positive Flissigkeitsbilanz.
ITI. Kreislaufzentralisierung mit peripher kalten Extremitaten.
IV. Klinische Zeichen beginnender Organfunktionsstdorungen mit:

e Verschlechterung des Gasaustausches,

e Stdérung/Rickgang der Darmfunktion (Ileuszeichen, Zunahme des
Magen- und Duodenalsondenriicklaufes, Abnahme/Fehlen der Peri-

staltik),

e zunehmender Ikterus,
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e zunehmende Eintribung und verminderte Ansprechbarkeit bei wa-

chen Patienten.

V. Insgesamt akute, nicht erklarbare Verschlechterung des Allge-

meinzustandes nach klinischer Beurteilung.
Fakultativ:

VI. Makroskopisch nachweisbare Eiter- oder suspekt eitrig aussehen-

de Sekretion aus Wunden, eitrig aussehendes Trachealsekret.

Diese klinische Beurteilung des Zustandes des Patienten gibt die
,klinischen Situation™ wieder, auf der letztlich viele Entscheidun-
gen fir den Patienten beruhen. In dieses Zustandsbild flieRen Para-
meter wie Laborbefunde, bakteriologische Befunde, quantitative Er-
fassung des Permeabilitdtsschadens (Messung des extravaskularen Lun-
genwassers) nicht ein. Die Frage nach einer vorliegenden Sepsis wird
zu Jjedem MeBRzeitpunkt unabhdngig von der vorherigen Bewertung durch-
gefihrt. Die Feststellung der klinischen Situation erfolgt von ver-
schiedenen intensivmedizinisch erfahrenen Kollegen. Bewubt sei da-
rauf hingewiesen, daB es sich hierbei um eine Beurteilung handelt,
in die individuelle persdnliche Erfahrungen und Gefiihlsmomente als

nicht rational zu validierende EinfluBgrdBen mit eingehen.

Die prospektive Sepsisklassifizierung mittels Scores

Die prospektive Sepsisklassifizierung entspricht dem allgemein ubli-
chen Modus der Auswahl einer Reihe von als bedeutsam angesehenen Pa-
rametern mit Grenzwertangabe, nach denen die Patienten als septisch
oder nicht septisch klassifiziert werden. Als septisch wird ein Pa-
tient beurteilt, wenn eine mindestens 24 Stunden dauernde Reaktion
des Organismus wie Dbei einer Sepsis nachweisbar ist, ohne daB
gleichzeitig ein anderes Ereignis (Operation) stattgefunden hat. Zur
Beschreibung dieses septischen Zustandsbildes dienen die in Tabelle
5 angefilthrten Kriterien der Sepsis und des septischen Schocks. Als
septisch wird ein Patient bewertet, wenn finf der Kriterien zur

Festlegung einer septischen Reaktion erfiillt sind (Tabelle 5).

Das Ausmall des Schweregrades der Erkrankung des einzelnen Patienten

wird anhand folgender Scores festgelegt:
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I. Acute Physiology Chronic Health Evaluation II (APACHE II) [].

IT. Acute Physiology Chronic Health Evaluation III (APACHE III) [].
I1I. Sequential Organ Failure Assessment Score (SOFA) [Vincent et al., 1998]

IV. Multiple Organ Dysfunction Score (MODS) [].

Mit diesen Scores - der APACHE II und III bewertet physiologische
Parameter, Vorerkrankungen und das Alter des Patienten, der SSS- und
der MODS-Score einzelne Organsysteme - wird fir das Ausmal an Ent-
gleisungen des physiologischen Gleichgewichts summarisch eine Ge-
samtpunktzahl errechnet. Die Berechnung jedes Zahlenwertes wird flr
jeden Patienten taglich durchgefithrt und im Zeitverlauf nach Grup-

peneinteilung dargestellt.

Zur Ermittlung der Zahlenwerte des APACHE II und III wird jeweils
der schlechteste Wert flir die einzelnen Parameter innerhalb von 24 h
beachtet. Auf die Beurteilung des ZNS wird verzichtet, da alle Pati-

enten zumindest in der ersten Woche analgosediert und beatmet sind.

Da nahezu alle Patienten, die mehrere Kriterien dieser Definition
erfillen, Dysfunktion =zumindest eines Organes aufwiesen, kann 1in
diesen Fallen zusatzlich wvon einem MODS gesprochen werden. Nach ei-
ner Empfehlung der ACCP/SCCM-Konsensus-Konferenz wird als MODS die
Dysfunktion mehrerer Organe bezeichnet, die einer Intensivtherapie
bedarf [46]. Da das MODS einen dynamischen Verlauf haben kann, prin-
zipiell reversibel ist und nicht zu allen Zeitpunkten gleich viel
Organe betroffen sein miissen, ist es haufig problematisch, einen de-
finierten Zeitpunkt fir die Diagnose festzulegen. Eindeutig zu diag-
nostizieren sind diejenigen Patienten, die an einem MODS erkranken
und im Verlauf versterben. Nur in diesen Fallen liegt ein therapie-
refraktdres Multiorganversagen (MOV) vor, eine Diagnose, die bei der
Mehrzahl der Patienten durch eine Obduktion gesichert werden sollte.
Um in der Gruppe der Patienten mit Sepsis hinsichtlich der Schwere
zu differenzieren, wird zwischen Uberlebenden und Verstorbenen un-
terschieden. Das Multiorganversagen wird in dieser Studie somit als
Endstrecke eines MODS betrachtet, das im unglnstigsten Fall zum Tode
fihrt. Da der MODS- wie auch die APACHE-Scores lediglich die Schwe-

re, nicht jedoch die Dauer bzw. den zeitlichen Verlauf des Organver-
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sagens erfassen, wird bei Jjedem Patienten zu Jjedem MeBzeitpunkt der

Zahlenwert ermittelt. Es wird jeweils der schlechteste Wert fir die
einzelnen Parameter innerhalb wvon 24 h Dbeachtet. Auch beim MODS-
Score wird auf die Beurteilung des ZNS aus den genannten Grinden
verzichtet. Zahlenwerte innerhalb der ersten 48 h werden nicht be-
ricksichtigt, da dies reversible Veranderungen, die durch das initi-
ale Ereignis oder ungenigende Erstversorgung bedingt sind reflektie-
ren konnten [53]. Regel et al. (1991) wiesen zudem darauf hin, daB
die Beurteilung von polytraumatisierten Patienten durch den Score
ein verzerrtes Bild ergibt, da die Patienten initial regelhaft, auch
aus prophylaktischen Grinden, intubiert und beatmet werden [281].

Dies Dbedeutet nach Goris Dbereits ein Lungenversagen [135]. Ein

MODS/MOV ist demnach anzunehmen, wenn ein tdglicher MODS-Score =26

Punkte iber mehr als drei Tage erreicht wird.

Alle Patienten mit einem letalen Verlauf versterben wahrend des Auf-
enthaltes auf der Intensivstation. Von iberlebenden Patienten wurde
gesprochen, wenn diese zur weiteren Behandlung auf eine periphere
Station oder in ein anderes Krankenhaus verlegt werden. Anhand des
MODS-Scores werden auch Einzelorganversagen in ihrer Haufigkeit und
Reihenfolge in den Gruppen verglichen und das Ausmal des Multiorgan-
versagens zum Zeitpunkt des ersten Sepsisnachweises in Beziehung ge-

setzt.

MeBzeitraum

Der MeRzeitraum umfasst mit dem Aufnahmetag auf die Operative Inten-
sivstation die ersten 15 Tage nach Trauma bzw. Diagnosestellung (Po-
lytrauma ,nekrotisierende Pankreatitis, Pneumonie,). Tag 1 und ers-
ter Abnahmezeitpunkt ist der Aufnahmetag, wobei die Uhrzeit der Pro-
bengewinnung fur diesen Tag wvariabel ist (innerhalb von zwei Stunden
nach Aufnahme in die Klinik). An den Tagen 2 bis 14 sowie Tag 21 und
28 wird jeweils in der Zeit von 8 Uhr bis 9 Uhr morgens das Untersu-
chungsmaterial entnommen, um den EinfluR der zirkadianen Rhythmik
auf die MeRparameter weitgehend auszuschlieBen. Im AnschluB wurde

die Krankengeschichte bis zum AbschluB dokumentiert.
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Labormethodik und MeBparameter

Samtliche Routinelaborparameter (Tabelle 9) werden taglich fir alle
Patienten der prospektiven Studie im Zentrallabor des Instituts flr
Klinische Chemie und Pathobiochemie des Universitatsklinikums er-

fasst.

Das mikrobiologische Monitoring der Patienten umfasst den Nachweis
von grampositiven und gramnegativen Bakterien, von Pilzspezies
(Candida, Aspergillus, Kryptokokkus) und den Nachweis von atypischen
Erregern wie Mykoplasmen, Chlamydien und Rickettsien aus aeroben und

anaeroben Abstrichen sowie aus Blutproben.

Taglich wird eine Sputumprobe oder ein Trachealsekret zum Probeent-
nahmezeitpunkt entnommen. Zusdtzlich werden falls klinisch evident
Abstriche aus Wundfladchen, Sekrethohlen und Korperdffnung entnommen

sowie Urinproben bei Entzindungsverdacht gewonnen.

Die Untersuchungen werden im Institut flir Medizinische Mikrobiologie
des Universitatsklinikums durchgefiithrt. Als immunologische MeRpara-
meter werden die in einer gesonderten Liste aufgefiihrten Mediatoren
und immunologischen Parameter an verschiedenen Laborarbeitsplatzen

bestimmt.

D. Nebenwirkungen / Komplikationen

-Definition und Dokumentation (entfdllt fir den anaesthesi-

ologischen Bereich)
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E. Statistische Analyseverfahren

Alle Daten werden 1in Datenbanken eingelesen. Signifikante Unter-
schiede werden mit einem p<0,05 erfaBt, hochsignifikante Unterschie-
de mit einem p<0,01 (d. h. 1% Fehlerwahrscheinlichkeit). Als Kenn-
zeichnungszahlen galten die Mittelwerte ( ¢ ) und die Standardabwei-
chungen (s) der Variablen jeweils getrennt fir die einzelnen Unter-

suchungsgruppen und Faktoren.

Fir die Berechnung der Sensitivitat und Spezifitat der Scores wird
der CHi (N2)—Quadrat—Test nach Pearson verwendet [174]. Durch geeig-
nete biometrische Verfahren wird der Versuch unternommen, die septi-
sche Reaktion durch Auswahl und Wichtung verschiedener Parameter zu
bestimmen. Dadurch sollte eine quantitative Zustandsbeschreibung der
septischen Reaktion erreicht werden. Die zur Analyse eingesetzten
Verfahren werden im folgenden kurz erlautert. Auf eine Darstellung
der dabei verwendeten Formeln und des mathematischen Hintergrundes

wird verzichtet.

Methodik der univariaten Statistik

Deskriptive Statistik und Haufigkeitsverteilung

Um einen Parametervergleich zu ermdglichen und neben dieser anfang-
lichen Ordnung zugleich einen Uberblick {iber das Datenmaterial zu
geben, wurde eine Reihe deskriptiver Statistiken erstellt. Als Kenn-
zeichnungszahlen gelten hierbei die Mittelwerte (¢) und die Stan-
dardabweichungen (s) der Untersuchungsvariablen, Jjeweils getrennt

flir die einzelnen Untersuchungsgruppen und Variablen.

Um die Wertigkeit des immunologischen Monitorings wvon schwerverletz-
ten Patienten zu erfassen, liegt ein Schwerpunkt in der Auswertung
der immunologischen Parameter. Weiterhin werden die Variablen 1ISS,
PTS und KG einmalig gemessen. Zusatzlich werden die demographischen

Merkmale wie Alter und Geschlecht bewertet.
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Test auf Normalverteilung der untersuchten Variablen

Fiir die weiteren Analysenmethoden wie die Diskriminanzanalyse, die
normalverteilte Variablen voraussetzt, werden die Variablen auf Nor-
malverteilung untersucht. Der hierbei verwendete Test ist der wvon
Lilliefors modifizierte Kolmogorov-Smirnov-Test mit einem Signifi-
kanzniveau von p=0,05. Dabei werden die nach diesem Test nicht nor-
malverteilten Variablen zu allen Zeitpunkten einer logarithmischen

Transformation unterzogen und erneut getestet.

Kreuztabellen

Bei Untersuchungen von nichtmetrisch skalierten Variablen wird der

CHi (N?)-Quadrat-Test nach Pearson benutzt [174]. Dieser priift die
Unabhdngigkeit der jeweiligen Variablen und damit indirekt den Zu-
sammenhang der beiden Merkmale. Die tabellarische Darstellung er-
folgt in Kontingenztafeln oder Kreuztabellen und zeigt fir die Merk-
malskombinationen deren absolute und prozentuale Haufigkeit. Zweil
Variablen einer Kontingenztafel gelten dann als voneinander unabhan-
gig, wenn die Dbeobachteten Haufigkeiten mit denen unter der Hg-
Hypothese zu erwartenden GroBe ibereinstimmen. In der Version SPSS
6.1.3 ist durch das Modul ,Exact Test™ auch ein exakter Test fir
Kontingenztafeln mit mehr als zweil Zeilen oder Spaltenmerkmalen ver-
fligbar. Wird dieser exakte Test angewendet, so steht hinter dem p-

Wert das Kirzel ,exakt“. Der exakte Test benutzt nicht mehr die

asymptotische CHi (N?)-Quadrat-Verteilung der TestgrdBe.

Diskriminanzanalyse

Ein wichtiges Ergebnis der Arbeit ist die frihzeitige Erkennung der
sepsisgefahrdeten und damit hochgradig in ihrem Leben bedrohten Pa-
tienten anhand der Entwicklung der verschiedenen immunologischen Pa-
rameterverlaufe. Hierzu wird die Diskriminanzanalyse verwendet. Sie
ist eine Sonderform der Regressionsanalyse. Im Unterschied zur Re-
gressionsanalyse muBR die abhangige Variable lediglich nominal oder
ordinal skaliert sein [323]. Da eine groBe Variablenzahl ebenso wie
ein kleiner Stichprobenumfang die Trennschédrfe einer Diskriminanz-
funktion iberschatzen wirde, sollte sie mit den Variablen durchge-
fihrt werden, welche die beste Trennung zwischen den zu bildenden
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Gruppen ermdglichen. Fir jede gemessene Variable und jeden Zeitpunkt

wird dazu als KennzeichnungsmaBzahl zunachst der Diskriminanzkoeffi-
zient (D) ermittelt, der AufschluB dariber gibt, wie der Einflub
dieses Prakursors zu gewichten ist. Durch Standardisierung der Va-
riablen macht man sie vergleichbar. BetragsmaRig hohe Werte dieses
Koeffizienten tragen mehr zur Trennung bei. Die hohe Anzahl an dis-
kriminierenden Variablen und Merkmalen, die zundchst in diese Funk-
tion eingehen, wird dann im nadchsten Schritt reduziert. Die endgll-
tige Rangfolge und die Variablenauswahl erfolgten nach der PrifgroRe
Wilks-Lambda, einer sogenannten U-Statistik. Diese PrifgroRen machen
die Variablen vergleichbar. Kleine Dezimalwerte weisen auf deutliche
Unterschiede der Gruppenmittelwerte hin und sind fiir die Diskrimi-
nierung am besten geeignet. Die Variablenreduzierung erfolgt
schlieRlich in einem schrittweisen Verfahren, dem ,Wilks-stepwise™.
Dabei wird wie folgt verfahren: die Variable mit dem kleinsten Lamb-
dawert wird in die Diskriminanzfunktion aufgenommen und in die ge-
meinsame Varianz aus den 1Ubrigen Variablen herauspartialisiert.
Dadurch nimmt man gemeinsame Informationen aus den Pradiktoren. Da-
nach werden die Lambdawerte erneut berechnet. Dieser Vorgang wird
solange wiederholt, bis keine deutliche Verbesserung der Trennschar-

fe mehr erreicht wird.

Die so entwickelten Trennfunktionen, deren Anzahl Jjeweils um 1 ge-
ringer 1ist als die Zahl der Kriterienstufen, erlauben schlieBlich
die Berechnung eines individuellen Diskriminanzscores (DS). Anhand
der Bayes’schen Formel 1aRt sich daraus bei der spateren Anwendung
die wahrscheinliche Gruppenzugehdrigkeit eines Individuums bestim-
men. Der Eigenwert einer Funktion, dessen theoretisches Maximum bei
1 liegt, gibt entsprechend seiner GroBe an, wie gut die Diskrimi-
nanzfunktion und damit die Trennung zwischen den Gruppen ist. 1In
diese Formel geht auberdem die sogenannte ,a priori Wahrscheinlich-
keit™ der jeweiligen Gruppenzugehdrigkeit ein. Die Glite der Funktion
ergibt sich letztlich aus einer Gegeniilberstellung wvon prognostizier-

ter und tatsadchlicher Gruppenzugehdrigkeit.

Die Trennscharfe der so ermittelten Diskriminanzfunktion 1laBt sich
tabellarisch in einer Klassifikationstafel oder -matrix darstellen,

welche die korrekten Gruppenzuordnungen und als Durchschnitt daraus
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die Gesamttrefferquote angibt. Die graphische Darstellung erfolgt

mittels Diskriminierungsgraphik.

Das Ziel einer solchen Diskriminanzberechnung sollte sein, eine mdg-
lichst hohe Zuverlédssigkeit bei der spateren Anwendung auf ein wei-
teres unabhangiges Untersuchungsmaterial zu erzielen. So sollten fir
eine annadhernd unverzerrte Schédtzung der Trennscharfe die Klassifi-
kationsergebnisse mittels einer zweiten Stichprobe kontrolliert wer-
den. Dazu ist es notwendig, die Diskriminanzfunktion an einer Gruppe
von Patienten zu iUberpriifen, deren Individuen nicht zur Entwicklung

der Funktion herangezogen worden sind.

MeBwiederholungsanalyse

Werden mehrere Messungen an der gleichen experimentellen Einheit
(Person) durchgefiihrt, so tendieren die erhobenen Messungen dazu,
untereinander korreliert zu sein. Reprasentieren die Messungen gqua-
litativ unterschiedliche Dinge, wie etwa Gewicht, Grobe und Alter,
so wird dieser Korrelation qualitativ mit multivariaten Methoden,
wie der multivariaten Varianzanalyse, Rechnung getragen. Konnen die
Messungen hingegen als Stufe eines experimentellen Faktors wie Zeit,
Behandlung oder Dosis aufgefalt werden, so wird die bestehende Kor-
relation mit der Durchfihrung einer Varianzanalyse mit MeBwieder-
holung bertcksichtigt. In der in dieser Arbeit erstellten Analyse

sollen die folgenden Fragen geklart werden:

I. Unterscheiden sich die beobachteten Daten zwischen den betrach-

teten Gruppen im zeitlichen Durchschnitt?

II. Unterscheiden sich die beobachteten Daten zwischen den betrach-

teten Gruppen im zeitlichen Verlauf?

ITI. Ist der Verlauf der betrachteten MeBzeitpunkte im zeitlichen

Verlauf konstant?

Um die Einflisse der Gruppenzugehorigkeit auf den zeitlichen Durch-
schnitt der untersuchten Parameter zu analysieren, wird eine einfak-

torielle Varianzanalyse durchgefihrt.

Weiterhin wird geprift, wie sich die Werte der zu analysierenden Pa-
rameter im zeitlichen Verlauf verandern. Zur Analyse solcher MeBwie-

derholungsdesigns kann sowohl ein univariater als auch ein multiva-
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riater Ansatz verwendet werden [174]. Welches der beiden Verfahren

zur Analyse herangezogen wurde, basiert auf einer Empfehlung von Ma-

xwell und Denlaney [208]. Der multivariate Ansatz sollte demnach bei
einer Stichprobenzahl von n < k + 10 vermieden werden (k = Anzahl
der MeBwiederholungsstufen). In diesem Fall ist der univariate An-

satz trennscharfer. In dieser Arbeit fand somit das univariate Ver-
fahren Anwendung. Dazu wurden im Hinblick auf die eben gemachten Be-
merkungen die notwendigen Voraussetzungen zur Anwendung des univari-
aten Verfahrens Uberpriift. Zunachst ist es notwendig, die Spherizi-
tat zu prifen. Diesem Zweck dient der Test wvon Mauchly [208]. War
die Voraussetzung der Spherizitat nicht gewdhrleistet, wurde alter-
nativ eine modifizierte Form des univariaten Ansatzes verwendet, die
auf der Multiplikation der Zadhler und Nennerfreiheitsgrade mit Kor-
rekturfaktoren (Epsilons) basiert. Dabei tendiert das Greenhouse-
Geisser-Epsilon, dazu das wahre ,&gV zu Uberschatzen [208]. Fir den
Fall, daB die Voraussetzungen der Spherizitat nicht erfillt waren,
wurde die Greenhouse-Geisser-Korrektur verwandt. Sind, wie in dieser
Studie, mehrere Gruppen involviert, kommt eine weitere Voraussetzung
zur Durchfihrung des univariaten Verfahrens hinzu. Diese verlangt
die Gleichheit aller Varianz-Kovarianz-Matrizen der Gruppen. Diese
Voraussetzung wurde mit dem Box-M-Test Uberpriift. Handelt es sich um
balancierte Daten, 1ist die Verletzung gleicher Varianz-Kovarianz-
Matrizen nicht schwerwiegend, d. h. die verwendete univariate Test-

statistik ist robust [323].

Bei der Interpretation muss zwischen einer horizontalen (Veranderung
im Zeitverlauf) und einer vertikalen Betrachtung (Unterschiede zwi-
schen den Gruppen) unterschieden werden. Die drei oben angefiihrten
Fragestellungen lassen sich unterscheiden in eine horizontale Be-
trachtung (Unterschiede im zeitlichen Mittel, Frage 1), in eine ver-
tikale Betrachtung (Unterschiede im Gruppenmittel, Frage 3) und in
eine gemischte Betrachtung (Profilanalyse, Frage 2). Die anschlie-
Bend durchgefihrten Einzelbetrachtungen zu den einzelnen Zeitpunkten
und in den einzelnen Gruppen blenden einen der anderen Faktoren
vollstandig aus und konnen daher auch, auf den ersten Blick, zu wi-
derspriichlichen Ergebnissen fihren. Daher wurde z. B. bei der Analy-

se auf eine Einzelbetrachtung zu den Zeitpunkten verzichtet, wenn in

221



Anhang
der ersten Fragestellung keine signifikanten Unterschiede vorkamen.

Die Einzelbetrachtung in den Gruppen ist aber allein deshalb schon
interessant, da sie als ,Post Hoc Analyse“ in der MeBwiederholungs-

analyse selbst durchgefiihrt wird (Testen von Kontrasten) [38; 148].

F. Ethische und gesetzliche Voraussetzungen

- Ethikkommission (siehe Kap. V)

- Patienteninformation (siehe Kap. II)
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H. Studienprotokolle, Dokumentation und Archivierung der
Daten

Flowcharts
Studien- | LABOR | BGA | Pulsoxy- | Labor Labor BAL/ |Rontgen | Apache II | MOD | Sofa |PTS |ISS
Zeitpunkt SOXy- PCR-Probe | Zytokine Keime | Score

metrie/ 10 ml 5 ml
Vitalzei- | Vollblut Heparinblut
chen
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12
Stunden

Tag 1

Tag?2

Tag 3

Tag 4

Tag 5

Tag 6

Tag 7

Tag 8

Tag 9

Tag 10

Tag 11

Tag 12

Tag 13

Tag 14

Tag 21

Tag 28

- Fakulatative Blutentnahmen

[ Obligat durchzufiihren
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1.1. Pat.-Initialen: OO

Pat.-Nr.: OO

BEATMUNGSPARAMETER, BGA, VITALZEICHEN, LABORPARAMETER

Datum:

Ho.0o.0d

Tag Monat  Jahr

Respiratorische Parameter

Beatmung ja/nein

Ja [ | Nein [ |

(L0
AZV [ml] D D D D
AF [min™] D D
PIP bzw. IPAP [

HZO] ZW cm |:| |:|
PEEP  bzw. EPAP

[cm H,O] D D

Ppja [em H,O]

1L

I:E Ratio D D . D
BLUTGASANALYSE
Abnahme L arterienl [ kapillar

BGA temperaturkorrigiert?

D Ja D Nein

PaO, [mmHg]|

HRERE

PaCO, [mmHg]|

HRERE

PH arteriell

L

Base Excess [mmol/l]

HRE

Sa0, [%]
Falls fz’at. nicht beatmet. |:| |:| |:|
Standardbikarbonat

[mmol/1] D D o D
VITALZEICHEN

Blutdruck [mmHg]

CO0/000

Temperatur [°C]

L]

Herzfrequenz [min™]

L

MAP

HEN
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Uhrzeit
BLUTBILD

00,00

Erythrozyten [10%/pl]

HIERE

Hédmoglobin [mg/dl]

HERE

Héamatokrit [%]

L]

Thrombozyten [10°/ ul]

L]

Leukozyten [10°/pl]

HERE

Neutrophile [10°/ul]

RN

KLINISCHE CHEMIE

Harnstoff [mg/dl]

HERE

Kreatinin [mg/dl]

L[]

Bilirubin [mg/dl]

HERE

SGOT (AST) [U/]

RN

SGPT (ALT) [U/]]

[ LIS

Gamma GT [U/1]

HREAE

Alkalische Phosphatase
[U/1]

L]

Glucose [mg/dl]

[0

Serum-Natrium [mmol/l]

L]

Serum-Kalium [mmol/l]

L[]

Laktat [mmol/I]

HERE

GERINNUNG

INR D D

PTT [sec] D D D
Handzeichen :




Anhang

RONTGENTHORAX-SCORE

Schliissel des Rontgenthorax-Score:

1 = Normal

2 = Diffuse, milde interstitielle Zeichnung / Verschattung

3 = Diffuse, merkliche interstitielle Zeichnung / milde Verschattung
4 = Diffuse, moderate Konsolidierung

5 = Diffuse, schwere Konsolidierung

BORG SCORE

Schlissel des Borg-Score:

0= Uberhaupt keine Dyspnoe (gerade zu bemerken)

0,5= Sehr sehr leicht

1= Sehr leicht

2= Leicht

3= MittelmaRig

4= Ein bisschen schwer

5= Schwer

7= Sehr schwer

9= Sehr sehr schwer (beinahe maximal)

10 = Maximal
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GLASGOW COMA SCALE

Schliissel der Glasgow-Coma-Scale:

Augenoffnen

Sprachliche Antwort

Motorische Antwort

Spontan

Auf Aufforderung

Auf Schmerzreiz

Kein Augenoffnen

Orientiert

Unvolistandig orientiert

Verworren

Unversténdlich

Keine

Adaquat

Gezielte Abwehr auf Schmerz
Ungezielte Abwehr auf Schmerzreiz
Beugesynergismen auf Schmerzreiz
Strecksynergismen auf Schmerzreiz

Keine

4 Punkte
3 Punkte
2 Punkte
1 Punkt

5 Punkte
4 Punkte
3 Punkte
2 Punkte
1 Punkt

6 Punkte
5 Punkte
4 Punkte
3 Punkte
2 Punkte
1 Punkt
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Bei der Frage nach der Katecholamingabe geben Sie bitte die maximale Dosis im Zeitraum zwi-
schen 05:00 und 11:00 Uhr des jeweiligen Tages an.

Der Apache Il Score: Severity of Disease Classification System
(Knaus et al., 1985)

e 5 2
oui : £33 z3 2
Physiologische Variabel 2 &E; = 2 E h=
C&8F N
+4 +3 i +1 0 -1 -2 -3 -4
Temperatur (rektal) [°C] > 410 39°- 38,5°- 36°- 34°- 32°- 30°- <
- 40,9° 38,9° 38,4° 35,9° 33,9° 31,9° 29,9°
Mittl. Arterieller Druck [mmHg] >160 | 130-159 | 110-129 70-109 50-69 <49
Herzfrequenz (ventrikuldre Antwort) | g4 | 140-179 | 110-139 70-109 5569 | 40-54 | <39
[pro Minute]
Respiratorische Frequenz (non-
venglated or Ventila(%ed) [p(ro Minute] =50 | S50 | e | & €9
Oxygenierung: AaDO, oder PaO,
[mmHg] > 500 | 350-499 | 200-349 <200
a. FiO,>0,5 nur AaDO, > 70 61-70 55-60 <55
b. FiO, < 0,5 nur PaO,
Arterieller pH >7,7 | 7,6-7,69 7,5-7,59 | 7,33- 7,25- 7,15- | <7,15
7,49 7,32 7,24
Serum Natrium [mmol/1] > 180 | 160-179 | 155-159 | 150-154 | 130-149 120-129 | 111-119 | <110
Serum Kalium [mmol/1] >7 6-6,9 5,5-5,9 | 3,5-5,4 3-34 2,5-2,9 <25
Serum Kreatinin [mg/dl]
(doppelter Score fiir akutes Nieren- >35 2-34 1,5-1,9 0,6-1,4 <0,6
versagen)
Hamatokrit [%] > 60 50-59,9 | 46-46.9 | 30-45.9 20-29.9 <20
Leukozyten [1.000/mm?] > 40 20-39,9 | 15-19,9 | 3-14,9 1-2.9 <1
Glasgow Coma Scale (Score=15-
GCS)
Totaler akuter physiologischer
Score (APS)
B = Alterspunkte: Alter [Jahre] Punkte
<44 0
45-54 2
55-64 3
65-74 5
>75 6
C = Chronische Gesundheits Punkte:
Falls der Patient eine Anamnese mit schwerer Organinsuffizienz hat oder
immunsupprimiert ist, weisen sie folgende Punkte zu:
a. fiir non-operative oder Patienten mit Notfallchirurgie —
5 Punkte
b. fiir elektiv operierte postoperative Patienten —
2 Punkte
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Definition = Die Organinsuffizienz oder die Immunsupprimierung muf3 vor diesem
Krankenhausaufenthalt bewiesen sein worden und den folgenden
Kriterien entsprechen:

Leber: Durch Biopsie bestitigte Zirrhose und dokumentierte
Portalvenenstauung; Episoden einer oberen
gastrointestinalen Blutung aufgrund der portalen
Hypertension oder vorhergehende Episoden eines
Leberversagens / Enzephelopathie / Koma.

Kardiovaskular: NYHA IV.

Atmung: Chronisch restriktive, obstruktive oder vaskulére
Erkrankung aufgrund der es zu einer schweren
Einschriankung der Belastungsfahigkeit kommt, z.B.
Unfahigkeit Treppen zu steigen oder den Haushalt zu
versehen; dokumentierte chronische Hypoxie;
Hyperkapnie; sekunddre Polyzythdmie, schwere
pulmonale Hypertonie (> 40mmHg) oder Abhédngigkeit
von einem Beatmungsgerét.

Renal: Chronische Himodialyse.

Immunsupprimiert: Der Patient hat eine Therapie bekommen, welche
die Abwehr gegen Infektionen schwicht, z.B.
Immunsupprimierung, Chemo-Therapie, Bestrahlung,
Langzeittherapie mit hochdosierten Steroiden oder eine
Erkrankung, welche die Infektabwehr schwécht, z.B.
Leukémie, Lymphome, AIDS.

APACHE II SCORE:
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Sequential Organ Failure Assessment Score (SOFA)
(Vincent et al., 1998)

Anhang

Punkte 0 1 2 3 4

Respiration |> 400 <400 <300 <200 <100

(PaO2/FiO2) mit respirato- | mit respirato-

rischer Unter- | rischer Unter-
stiitzung stiitzung

Koagulation > 150 <150 <100 <50 <20

Plittchen

(x10% mm®)

Leber <1,2 1,2-1,9 2,0-5,9 6,0-11,9 >12,0

Bilirubin

(mg/dl)

Kardiovaskulire | Keine Hypo-| MAP < 70 |Dopamin < 5| Dopamin > 5| Dopamin > 15

Hypotension tension mmHg oder od. EPI <1 od.|od. EPI > 0,1
Dopitamin- NOREPI <0,1 od. NOREPI >
Dosis 0,1

Zentrales 15 13 -14 10 -12 6-9 <6

Nervensystem

Glascow Coma

Scale

Nieren <1,2 1,2-1,9 2,0-34 3,5-49 >5,0

Kreatinin

(mg/dl)

Urinmenge <500 ml /Tag |<200 ml/Tag
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ALIS-Lung Injury Score System ( Murray et al.)

1. Réntgen-Thorax Ubersichtsaufnahme

Keine alveolare Verschattung
Alveolare Verschattung in einem Quadranten: 1
Alveolare Verschattung in zwei Quadranten 2
Alveolare Verschattung in drei Quadranten 3
Alveolare Verschattung in vier Quadranten 4
2. Hypoxamie
PaO2/Fi O2 uber 300
Pa O2/ FI O2 225 -299 1
Pa O2/ FI O2 175 - 224 2
Pa O2/ FI O2 100 — 174 3
Pa O2/ FI O2 unter 100 4
3. PEEP ( wenn beatmet )
PEEP bis 5 cm H20
PEEP 6 — 8 cm H20 1
PEEP 9-11cm H20 2
PEEP 12 -14 cm H20 3
PEEP ab 15 cm H20 4
4. Compliance des respiratorischen Systems ( wenn vorhanden )
Compliance >80 ml/ cm H20
Compliance 60 — 79 ml/cm H20
Compliance 40 — 59 ml/ cm H20
Compliance 20 — 39 ml/ cm H20
Compliance <19 ml/lcm H20

Die einzelnen ermittelten Werte werden zusammengezahlt und durch die Anzahl der
verwendeten klinischen Komponenten geteilt. Der ermittelte Score gibt dann den Grad
der Lungenschadigung an-

SCORE 0 keine Lungenschadigung
SCORE 0,1 bis 2,5 mafige bis mittelschwere Lungenschadigung
SCORE > 2,5 schwere Lungenschadigung / ARDS
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1.2. Pat.-Initialen: O]

Pat.-Nr.: 00O

SCREENING

Datum:

H RN NN

Tag Monat Jahr

RONTGENTHORAX-SCORE

Score-Schliissel O 00ogn
1 2 3 4 5
BORG-SCORE
0 o o 0
005 1.2
Score-Schliissel O O 0O o
3.4 5 6
0 0O o
Z 8 9 10
GLASGOW-COMA-SCALE
Augenéffnen 0 O o g
1 2 3 4
Sprachliche Antwort O 0000
1 2 3 4 5
Motorische Antwort O 0dodod
1 2 3 4 5 &

Gesamt

KATECHOLAMIN-GABE

Dopamin [pg/kg/min]

Dobutamin [pg/kg/min]

Adrenalin / Epinephrin
[ng/kg/min]

Noradrenalin / Norepinephrin
[ng/kg/min]

Urinmenge (letzte zwei Stun-
den) [mi/h]

Handzeichen
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1.3. Pat.-Initialen: (O] Pat.-Nr.: (00

SCREENING

Score- Punkt | +4 +3 +2 +1 0 -1 -2 -3 -4

Temperatur >41 39,0- 38,5— [36- |34-35,9 |32-33,9 |30-31,9 | <299

rektal 40,90 389 (384

Mittlerer arteri- |> 160 130- | 110- 70- 55-69 40-54 <39

eller Druck 159 129 109

Herzfrequenz |> 180 140- | 110- 70- 55-69 40-54 <39

( ventrikulire 179 139 109

Antwort)

Oxygenierung |>500 350- | 200- <200 | 61-70 55-60 <55

Pa O2 (mmHg) 499 349 >70

Arterieller pH |>7,7 7,6 — 7,5- 7,33- 7,25- 7,15- <7,15

7,69 7,50 7,49 7,32 7,24

Serum- >180 160- |155- |[150- |130- 120-129 | 111-119 | <110

Natrium 179 159 154 149

Serum- Kalium |>7 6-6,9 5,5-5,9 [ 3,5- |3,0-34 |2,5-2,9 <25

5,4

Serum Kreati- |>3,5 20- |[1,5- 0,6 — <0,6

nin 3.4 1,9 14

Hiamatokrit > 60 50- 46— [30- 20-29.,9 <20
59,9 46,9 45,9

Leukozyten >40 20- 15- 3- 1-29 <1
39,9 19,9 14,9

GCS

Totaler akuter

physiologischer

Score APS

Apache II Score, Probe 1
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E: Alterspunkte: Alter [Jahre] Punkte

Alter (Jahre) Punkte Hier bitte eintragen:
< 44 Jahre 0
45 bis 54 Jahre 2
55 bis 64 Jahre 3
65 bis 74 Jahre 5
iiber 75 Jahre 6

g = Chronische Gesundheits Punkte:

Falls der Patient eine Anamnese mit schwerer Organinsuffizienz hat oder
immunsupprimiert ist, weisen sie folgende Punkte zu:

b. fiir non-operative oder Patienten mit Notfallchirurgie —
5 Punkte

b. fiir elektiv operierte postoperative Patienten —
2 Punkte

Definition: Die Organinsuffizienz ider die Immunsuppression muf3 vor
diesem Krankenhausaufenthalt bewiesen sein worden und den folgenden
Kriterien entsprechen:

Leber: Durch Biopsie bestitigte Zirrhose und dokumentierte
Portalvenenstauung; Episoden einer oberen
gastrointestinalen Blutung aufgrund der portalen
Hypertension oder vorhergehende Episoden eines
Leberversagens / Enzephelopathie / Koma.

Herz/Kreislauf: NYHA IV.

Atmung: Chronisch restriktive, obstruktive oder vaskulére
Erkrankung aufgrund der es zu einer schweren
Einschrankung der Belastungstihigkeit kommt, z.B.
Unfahigkeit Treppen zu steigen oder den Haushalt zu
versehen; dokumentierte chronische Hypoxie;
Hyperkapnie; sekunddre Polyzythdmie, schwere
pulmonale Hypertonie (> 40mmHg) oder Abhédngigkeit
von einem Beatmungsgerit.

Niere: Chronische Himodialyse.

Immunsuppression: Der Patient hat eine Therapie bekommen, welche
die Abwehr gegen Infektionen schwicht, z.B.
Immunsupprimierung, Chemo-Therapie, Bestrahlung,
Langzeittherapie mit hochdosierten Steroiden oder eine
Erkrankung, welche die Infektabwehr schwicht, z.B.
Leukémie, Lymphome, AIDS.

APACHE II SCORE:
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1.4. Pat.-Initialen: O

Pat.-Nr.: OO0

SCREENING
Hier die Punkte notieren
SOFA- Score
punkie 0t P ¢
Respiration |>400 <400 <300 <200 <100
(PaO2/FiO2) mit respirato- | mit respirato-
rischer Unter- | rischer Unter-
stiitzung stiitzung
Koagulation |> 150 <150 <100 <50 <20
Plattchen
(x 10 mm?)
Leber <1,2 1,2-1,9 2,0-5,9 6,0-11,9 >12,0
Bilirubin
( mg/dl)
Kardiovaskulire | Keine Hypo-| MAP < 70| Dopamin < 5| Dopamin > 5|Dopamin > 15
Hypotension tension mmHg oder od. EPI <1 od.|od. EPI > 0,1
Dopitamin- NOREPI <0,1 |od. NOREPI >
Dosis 0,1
Zentrales 15 13 -14 10-12 6-9 <6
Nervensystem
Glascow Coma
Scale
Nieren <1,2 1,2-1,9 2,0-34 3,5-49 >5,0
Kreatinin
(mg/dl)
Urinmenge <500 ml /Tag |<200 ml /Tag

SUMME:
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1.5. Pat.-Initialen: (]

Pat.-Nr.: OO0

SCREENING

ALTS - ILung Injury Score System

RANt— Keine in einem |in zwei |in drei iIn
Quadran- |Quadran- |Quadran- |vier

gen- ten ten ten Quad-

thorax ranten

( alveolare

Verschattung

)

Hy- tber 300 | 225 - 175 - 100 — 174 |unter

poxEmie 299 224 100

PaO2/ Fi O2

PEEP Bis 5 |6 bis |9 - 11|12 — 14|> 15

Cm H20 cm H20 (8

(wenn beat-

rret)

Compli- |[> 80 60 - 40- 59120 - 39(<19

ance 79

ml/ cm

H20

Auswertung

Score 0

Score 0,1 -2,5
enschadigung
Score > 2,5

keine Lungenschadigung

malige bis mittelschwere ILung-

schwere Lungenschadigung
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Ergebnis

| Hendzeiden

1.6. Pat.-Initialen: 0O Pat. -

Nr.: 00O

Bitte machen Sie ein @ wo es zutrifft und flllen Sie alle vorgegebenen Datenfelder ([1) aus.

ANAMNESE(die folgenden Daten dienen der Erhebung des APACHE II-Score)

Bei dem Patienten wurde

Jal] Nein[] Ein chirurgischer Noteingriff vorgenommen bevor er sich in dem jetzigen Zustand

befand

Jal] Nein[]  Ein elektiver chirurgischer Eingriff vorgenommen bevor er sich in dem jetzigen
Zustand befand

Hat der Patient eine der folgenden Organerkrankungen :

1.) Leber:
Jall Nein[] Durch Biopsie bestétigte Zirrhose

Jal] Nein[] Dokumentierte Portale Hypertension

Jal] Nein[]  Episode oberer gastrointestinaler Blutung aufgrund einer portalen Hypertension
Jal] Nein[]  Vorhergehendes Leberversagen

Jal] Nein[] Enzephalopathie

Jal] Nein[] Vorhergehendes Leberkoma

2.) Kardiovaskuliir

Ja[] Nein[] NYHA °1v

3.) Atmung

Jall Nein[]  Chronische Hypoxie

Jal] Nein[] Hyperkapnie (PaCO, > 50 mmHg)

Jall Nein[]  Sekundire Polyzythdamie (Hamatokrit > 60 %)
Jall Nein[] Schwere pulmonale Hypertonie (> 40mmHg)
Jal] Nein[] Heimbeatmung

4.) Renal:

Jal] Neinl]  Chronische Hamodialyse
5.) Immunsuppression:

Jal] Nein[] Immunsupprimierung

Jal] Nein[] Bestrahlung

Jal] Nein[] Chemotherapie

Jal] Neinl[] Langzeittherapie mit hochdosierten Steroiden ( > 10 mg Prednison pro Tag)
Jall Nein[] Leukimie

Ja[] Nein[] AIDS

Jal] Nein[] Lymphome
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Jal ] Neinl | Keine der oben genannten Erkrankungen

EKG
Das EKG des Patienten ist normal [] abnormal L.
Falls das EKG abnormal erscheint, kommentieren Sie bitte inwiefern:

‘ Datum: ([ []T] Untersucher :
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1.7.Pat.-Initialen: 0O Pat. -

Nr.: 00O

Bitte machen Sie ein @ wo es zutrifft und flllen Sie alle vorgegebenen Datenfelder ([1) aus.
ANAMNESE

Keine bedeutende Anamnese []

Datum der Diagno- | Zur Zeit andau-

sestellung ernd?
Krankheit / Syndrom / Eingriff

G
i)

Monat.Jahr Nein

[]

UL

NN

UL

NN

UL

LI

UL

UL

LLLOIE]

UL

LI

UL

UL

NN

UL

(I NI AR AN A AN RN AN N R N A A A R N
Cp O p o ) o p e e e e

UL

Datum:‘ H U H U H ‘ Untersucher :
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1.8.Pat.-Initialen: [[]

Nr.: 00O

Pat. -

Bitte machen Sie ein @ wo es zutrifft und flllen Sie alle vorgegebenen Datenfelder (1) aus.

MEDIKAMENTOSE THERAPIE

Vor Aufhahme und jetzige stationidre Therapie.

Keine [}

Medikamenten-Name
(generischer Name bevorzugt; falls Kombina-

tionsprodukt Markenname)

Dosis / Ein-
heiten (z.B.
mg, g, ml,

LE.)

Frequenz

Menge/Tag

Beginn *

Behandlungsdatum

Monat)

Ende

(Tag,

Noch

dau-

ernd

*Falls der Beginn der Therapie vor der Aufnahme liegt, schreiben Sie bitte “vorher*.

Datum: [[[[[[]

Untersucher :
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1.9. Pat.-Initialen: [[]

Nr.: 00O

Pat.

Bitte machen Sie ein @ wo es zutrifft und flllen Sie alle vorgegebenen Datenfelder () aus.

MEDIKAMENTOSE THERAPIE

Vor Aufnahme und jetzige stationdre Therapie.

Keine [ |
Behandlungsdatum (Tag,
Dosis / Ein-
Medikamenten-Name Monat)
) heiten (z.B.
(generischer Name bevorzugt; falls Kombina- mg. g, ml Menge/Tag Noch
tionsprodukt Markenname) I’ E’) ' andau-

o Beginn * Ende ernd

[]

[]

[]

[]

[]

[]

[]

[]

[]

[]

[]

[]

[]

*Falls der Beginn der Therapie vor der Aufnahme liegt, schreiben Sie bitte “vorher*.

Datum:‘ H o .

Untersucher :
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Anhang

Labor- und MeRparameter

Der ISS-Score

Anhang: Verzeichnis der Risiko-Scores,

Schweregrad
1 2 3 4 5
Allgemein KleinereWeich- Verbrennung von 3.gradige Verbren- 2.-3.gradige Ver- 2.-3.gradige Ver-
teilverletzung 10-20% KO, aus- nung von 20-30% brennung von 30- brennung > 50%
gedehnte Weich- KO, ausgedehnte 50% KO, aus-
teilverletzung an 1 Weichteilverletzung  gedehnte Weich-
oder 2 Extremititen  an> 2 Extremitdten  teilverletzung mit
bedrohlicher Blutung
Kopf/ Hals Schédeltrauma ohne  Schédeltrauma mit Schédel-Hirn- Schédel-Hirn- Schédel-Hirn-
Bewultseinsein- Bewultlosigkeit Trauma mit Bewuft- Trauma mit Bewufit- Trauma mit Bewuf3t-
triibung, HWS- < 15min, ohne retro-  losigkeit >15min,  losigkeit >15min losigkeit >24h,
Schleudertrauma grade Amnesie, ohne Seitenzeichen,  oder Seitenzeichen, retrograde Amnesie
ohne path. Rontgen- ~ HWS-Schleuder- retrograde Amnesie  retrograde Amnesie  >12h, intrakranielle
befund trauma mit rontgeno-  bis 3h, dislozierte 3-12h, mehrfache Blutung, Hirn-
logischen Zeichen Frakturen von Schédelfrakturen druckerh6hung,
Kalotte bis Mittel- HWS-Fraktur mit
gesicht, Orbita oder Querschnitt-
Nasennebenhohlen, symptomatik
HWS-Fraktur ohne
Riickenmarksver-
letzung, Zerstorung
des Auges, Optikus-
abrif3
Thorax Thoraxprellung Einfache Rippen- / Mehrfache Rippen- Offenes Thorax- Thoraxverletzung mit
Sternumfraktur, frakturen und trauma, instabiler schwerer Atem-
Kontusion ohne Lungenkontusion Thorax, Pneumo- behinderung,
Behinderung der ohne Behinderung mediastinum, Peri- Trachealabril3,
Atmung der Atmung, kardverletzung, Hiamomediastinum,
Pneumothorax, Herzkontusion ohne  Aortenruptur,
Hamatothorax, Kreislauf- Myokardruptur,
Zwerchfellruptur beeintrachtigung schwere
Herzkontusion
Abdomen Bauchwand- Ausgedehnte Kontusion von Weniger schwere Ruptur oder Per-
kontusion Kontusion des Bauchorganen, Verletzung von foration ab-
Abdomens retroperitoneales Abdominalorganen domineller Organe
Héamatom, extra- (Milz- / Nieren- auBler Milz, Blase
peritoneale Blasen- ruptur, Pankreas- und Pankreas-
ruptur, Ureter- und schwanzkontusion), schwanz
Urethraverletzung, intraperitoneale
BWS- oder LWS- Blasenruptur,
Fraktur ohne Genitalverletzung,
Neurologie BWS- oder LWS-
Fraktur mit Quer-
schnittsymptomatik
Extremititen Verstauchung, Geschlossene dislozierte ge- Mehrfache Rohren- Mehrfache offene
Fraktur von Fingern ~ Frakturen von schlossene oder knochenfrakturen, Rohrenknochen-
und Zehen Becken / Rohren- einfache offene Gliedmafien- frakturen
knochen, Ver- Rohernknochen- amputation
stauchung grofier frakturen, dislozierte
Gelenke Beckenfraktur,
mehrfache Hand- /
FuBfrakturen,

Tabelle 1:

Injury-Severity-Score

Luxation grofier
Gefifle, Verletzung
von grofien
Extremititennerven /
-gefilen

(ISS)
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Der PTS-Schliissel

Anhang

Variable Punkte Variable Punkte
Schidel Thorax
GCS 9-12 2 Sternum / Rippenfrakturen 1
GCS 6-8 4 Rippenserienfraktur 4
GCS 3-5 16 Rippenserienfraktur bds. 10
Mittelgesichtsfraktur 1 Pneumothorax 2
Schwere Mittelgesichtsfraktur 2 Héamatothorax 1
Lungenkontusion 3
Abdomen Lungenkontusion bds. 5
Milzruptur 5 Aortenruptur 16
Leberruptur 8
Leberruptur ausgedehnt 10 Becken
Pankreas 8 Beckenfraktur einfach 2
Magen, Darm, Niere, Mesenterium 5 Beckenfraktur kombiniert 5
Becken- / Urogenitalverletzung 8
Extremitiiten / -frakturen Beckenquetschung 12
Oberschenkeltrimmerfraktur 8 Wirbelbruch 2
Oberschenkelfraktur 6 Wirbelbruch mit Querschnitt 8
Oberarm, Schulter 4
Unterschenkelfraktur 2 Alter [Jahre]
Patella, OSG, Unterarm, Knieband 1 0-39 0
GefidlBverletzung Oberschenkel 5 40-54 1
Gefidlverletzung Oberarm 4 55-59 2
GefaBiverletzung Unterschenkel/ -arm 3 60-64 3
2° und 3° offene Fraktur 2 65-69 5
Weichteilverletzung 1 70-74 8
>175 17
Pa02/ FiO: ,base excess*“
<50 22 <-16 26
50-99 12 -14 bis -15,9 20
100-149 8 -12 bis -13.,9 14
150-199 5 -10 bis -11,9 9
200-249 3 -08 bis -09,8 5
250-299 2 -06 bis -07,9 3
300-349 1 -04 bis -05,9 1
> 350 0 >-39 0

PTS revidiert = Summe der Punktwerte der Einzelverletzungen

Tabelle 2:
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Anhang

Der APACHE II-Score

Laborchemische Daten und Vitalzeichen

Parameter Einheit Erhohte Werte Erniedrigte Werte

4 3 2 1 0 1 2 3 4
Rektaltemperatur [°C] >41 39-409 38,5-38,9 36-384 34-359 32-339 30-31,9 <299
Art. Mitteldruck [mmHg] <160 130-159 110-129 70 -109 50-69 <49
Herzfrequenz <180 140-179 110-139 70 -109 55-69 40 - 54 <39
Atemfrequenz <50 35-49 25-34 12-24 10-11 6-9 <5
Oxygenation
a) FiO, > 0,5 AaDO, >500 350-499 200349 <200
b) FiO, < 0,5 PaO, >70 61-70 55-60 <55
Art. PH-Wert >77  7,6-7,69 75-759  733-749 725-732 7,15-724 <715
Na®* im Serum [mmol/l] >180 160-179 155-159 150-154 130 - 149 120-129 111-119 <110
K" im Serum [mmol/l] >7 6-6,9 55-59 3,5-54 3-34 2,5-29 <25
Kreatinin im Serum [mg/dl] <35 2-34 1,5-1,9 0,6 -1,4 <0,6

[bei akutem Nieren-
versagen x2]

Héamatokrit [%] <60 50-599 46-499 30-459 20-299 <20
Leukozyten [1.000  >40 20-39,9 15-199 3-149 1-29 <1
3
mm’]

Glasgow Coma
Scale

HCO™ [vendses [mmol/l] <52 41-519 32-40,9 22-31,9 18-21,9 15-179 <15
Blut, wenn keine
BGA]

Alterspunkte:  Alter in Jahren Punkte
<44
45-54
55-64
65-74
>75

AN W WO

Chronische Punkte:

Fiir Patienten mit vorbestehenden schweren Insuffizienzen eines Organsystems oder Patienten mit
Immunschwiche gelten folgende Punkte:

a) fuir nichtoperative Patienten oder Notfalloperationen: 5 Punkte

b) fiir Elektivoperationen 2 Punkte

Definition der schweren Organinsuffizienz und Immunschwéche

e Leber: bioptisch gesicherte Zirrhose und nachgewiesene portale Hypertension, stattgehabte
Episoden oberer gastrointestinaler Blutungen als Folge portaler Hypertension, frithere Episoden
von Leberversagen / hepatische Enzephalopathie / Leberkoma.

e Kardiovaskuldr: Herzinsuffizienz NYHA IV.

e Respiratorisch: chronisch restriktive, obstruktive oder vaskuldre Lungenerkrankungen mit
schwerer Einschrankung der Belastbarkeit oder nachgewiesener chronischer Hypoxie,
Hyperkapnie, sekunddrer Polyzythdmie, schwerer pulmonaler Hypertension [> 40 mmHg] oder
Respiratorabhingigkeit.

e Renal: terminale Niereninsuffizienz mit chronischer Dialysebehandlung.

Immunschwéche: immunsuppressive Therapie, z.B. Immunsuppressiva, Chemotherapie, Radiatio,
Steroidtherapie oder krankheitsbedingte Immunsuppression [Leukdmie, AIDS].

Tabelle 3: APACHE II - Score nach Knaus et al. (1985)
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Der APACHE III-Score

Parameter
Rektaltemperatur

Art. Mitteldruck
Herzfrequenz
Atemfrequenz

PO,

Kreatinin im Serum

Kretainin im Serum
unter akutem
Nierenversagen
Hamatokrit
Leukozyten

24h Sammelurin
Harnstoff

Na®* im Serum
Albumin

Bilirubin

Glucose

Alterspunkte:

Anhang

Punkte fiir laborchemische Daten und Vitalzeichen

Einheit

[°C]  335-339

13

[mmHg] 40-59
15

[mmHg] <49
[mg/di]

[mg/dl]

[%]
[1.000
mm’]

[ml] 600 - 800
7
[mg/dl]
[mmol/1]
[¢M]

[mg/dl]

[mg/dl] <39
12

34-34
8

60 - 69

7

<39

6-11

50-69

<1
19

9

900 - 1499

5

<119

<19

11

40-59
9

Alter in Jahren Punkte

35-359 36-39,9

2
70-79
6
40-49
5
12-13
7
70-79
2
<04
3
<409
3
1-29
5

0

80-99

41-49
0

3-199
0

1500 -1999 2000 - 3999

4

0

<169
0

120-134 134 -154

2

20-24
6

60 - 120
0

0

25-44
0

<19
0

200 - 349
3

<40,0
4

100-119
4

100 - 109
1

25-34
6

1,5-1,94
4

>15
10
>50

3

20-249
1

> 4000

Chronische Punkte (wird bei Elektivoperationen nicht beriicksichtigt):
Punkte

<44 0
45-59 5
60 — 64 11
65— 69 13
70 —74 16
75 -84 17
> 85 24
Erkrankung

AIDS
Leberversagen
Lymphome
Metastasierendes Ca
Leukidmie
Immunsuppression
Leberzirrhose

23
16
13
11
10
10
04

249

120-129  130-139
7 9

110-119  120-139
5 7

35-39 40 - 49
9 11

<195

>25

20-39 40-79

<140
10

>14
13

>50
18

>80
12

>8
16



Punkte fiir Abweichungen im Séure-Basen-Haushalt:

Anhang

PCO, (mmHg)
PH

<25

25 -<30

30-<35

35-<40

40 - < 45

45 -<50

50 -<55

55-<60

> 60

<715
7,15-<72
72-<725
725-<73
73-<735
735-<74
74-<745
745-<75
75-<755
7,55-<7,6
7,6 -<7,65

> 7,65

1 2

6

12

Tabelle

4:

APACHE IIT -
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Anhang

Klinische Kriterien der Sepsis

Klinische Kriterien der Sepsis

1. Infektidse Atiologie der Inflammation
Mikrobiologisch dokumentierte Infektion oder Infektion nach klinischen Kriterien
3. Schwere inflammatorische Wirtsreaktion [mind. 2 Kriterien]
®  Fieber: Korperkerntemperatur >38°C oder
Hypothermie: Korperkerntemperatur < 36°C
Tachykardie: Kammerfrequenz > 90/min
Tachypnoe: > 20 Atemziige/min oder
Hyperventilation: PaCO> < 4,3 kPa (=33 mmHg)
® Leukozytose > 12 G/l oder
Leokopenie < 4 G/1 oder
Linksverschiebung im Differentialblutbild [unreife/Gesamtzahl der neutrophilen Granulozyten > 0,1]
4. Zeichen der generalisierten Inflammation: akute infektionsferne Organdysfunktionen/-versagen
[mind. 1 Kriterium]
®  Akute Enzephalopathie: reduzierte Vigilanz, Desorientierung, Unruhe, Delir
(bei fehlender Beeinflussung durch psychotrope Pharmaka, endokrine oder metabolische Ursachen)
Arterielle Hypotension: systolischer Blutdruck zumindest 1 Stunde lang < 90 mmHg bei einem zuvor
normotensiven Patienten oder ein anhaltender Blutdruckabfall > 40 mmHg gegeniiber dem
Ausgangsblutdruck

Bei Abwesenheit anderer Schockursachen
® Relative oder absolute Thrombozytopenie: Thrombozytenabfall > 30%/24h oder
Thrombozytenzahl < 100 G/1

Ohne Blutverluste als Ursache
® Arterielle Hypoxdmie: PaO2 < 10 kPa (=75 mmHg) unter Atmung von Raumluft oder
Pa0; [kPa]/FiO2 < 33kPa [=PaO,mmHg/FiO> < 250 mmHg] unter Sauerstoffsupplementierung

Ohne manifeste pulmonale oder kardiale Erkrankung als Ursache

® Renale Dysfunktion/Oligurie: Urinausscheidung < 0,5 ml/kg KG zumindest fiir 2 Stunden oder
ein Abfall der Kreatininclearance
Metabolische Azidose: negativer base excess > 5 mmol/l, der nicht anderweitig erklérbar ist oder
eine Laktatkonzentration im Plasma auBerhalb des Referenzbereiches des jeweiligen Labors

Klinische Kriterien des septischen Schocks

Kriterium 1, 2, 3 und 4 sowie
®  Zumindest 2 Stunden lang bestehender systolischer arterieller Blutdruck <90 mmHg ohne Ansprechen auf
eine addquate Volumenexpansion oder

Einsatz von ®-adrenerg wirksamen Katecholaminen erforderlich, um den mittleren arteriellen Blutdruck
auf > 60 mmHg anzuheben und zu stabilisieren

[nicht beriicksichtigt wird eine Dopamindosis < 5 pg/kg KG]

Tabelle 5: Klinische Kriterien der Sepsis und des septischen
Schocks
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Der MOF-Score

0 Nicht nachweisbar

Anhang

1 Mittelschwer

2 Schwer

Lungenversagen

Herz-Kreislauf-Versagen

Nierenversagen

Leberversagen

Versagen der Blutgerinnung

Gastrointestinales Versagen

ZNS-Versagen

Keine Beatmung

Normaler Blutdruck ohne
vasoaktive Substanzen

Serumkreatinin < 2mg/dl

SGOT <25U/1
Bilirubin < 2mg/dl

Thrombozyten normal

Leukozyten normal

Normale Funktion

Normale Funktion

Beatmung mit PEEP < 10 cm H,O und
F,0, < 0,4

Therapie erforderlich, um systolischen
Blutdruck > 100 mmHg zu halten:
Volumensubstitution

oder

Dopamin < 10pg/kg KG/min

oder

Nitroglyzerin < 20pg/kg KG/min

Serumkreatinin > 2mg/dl

SGOT > 25U/1
Bilirubin > 2mg/dl, < 6mg/dl

Thrombozyten < 50.000 und / oder
Leukozyten > 3.000, < 6.000

Cholezystitis oder Strefulkus

Eindeutig eingeschréinktes
Reaktionsvermogen

Beatmung mit PEEP > 10 cm H,O
und F0, > 0,4

Phasen arterieller Hypotension mit
Blutdruck unter 100 mmHg

und / oder

Dopamin > 10pg/kg KG/min

und / oder

Nitroglyzerin > 20pg/kg KG/min

Hémodialyse / Himofiltration

SGOT > 50U/1
Bilirubin > 6mg/dl

Hémorrhagische Diathese
oder
Leukozyten < 2.500 oder > 6.000

StreBblutung mit Transfusion
mehrmals 2E/24h

und / oder

nekrotisiernde Enterokolitis
und / oder

Pankreatitis

und / oder
Gallenblasenperforation

Schwer gestortes Reaktionsvermogen
und / oder
diffuse Neuropathie

Tabelle 6:

MOF-Score nach Goris

(1985]
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Der MOD-Score

Organ

Parameter Einheit

Anhang

0 1 2 3 4
Lunge PO,/F;02 - >300 226-300 151-225 76-150 <75
Niere Kreatinin [umol/1] <100 101-200 201-350 351-500 >500
Leber Bilirubin [wmol/1] <20 21-60 61-120 121-240 >240
Herz Pressure [[/min] <10 10,1-15 15,1-20 20,1-30 >30

adjusted Heart
Rate
Blut Thrombozyten [1.000/ml] <120 81-120 51-80 21-50 <20
ZNS GCS - 15 13-14 10-12 9-7 <6
Tabelle 7:
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Anhang

Sequential Organ Failure Assessment Score (SOFA) (Vincent et al., 1998)

Punkte 0 1 2 3 4

Respiration |> 400 <400 <300 <200 <100

(PaO2/FiO2) mit respirato- | mit respirato-

rischer Unter- | rischer Unter-
stiitzung stiitzung

Koagulation > 150 <150 <100 <50 <20

Plittchen

(x 10 mm?)

Leber <1,2 1,2-1,9 2,0-59 6,0-11,9 >12,0

Bilirubin

( mg/dl)

Kardiovaskulire | Keine Hypo-| MAP < 70| Dopamin < 5| Dopamin > 5|Dopamin > 15

Hypotension tension mmHg oder od. EPI <1 od.|od. EPI > 0,1
Dopitamin- NOREPI <0,1 od. NOREPI >
Dosis 0,1

Zentrales 15 13 -14 10-12 6-9 <6

Nervensystem

Glascow Coma

Scale

Nieren <1,2 1,2-19 2,0-3.4 35-49 >5,0

Kreatinin

(mg/dl)

Urinmenge <500 ml /Tag |<200 ml/Tag

Tabelle 8: MOD-Score nach Marshall (1994)
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Anhang

Liste der Routinelaborparameter

e Niere und Elektrolyte

Urin- und Flissigkeitsbilanz, Serum-Werte Natrium, Kalium, Kalzium, Kreatinin

und Harnstoff.
e Leber und Pankreas

Serum-Werte Bilirubin, Albumin, Cholinesterase, Glutamat-Oxalazetat-

Transaminase (GOT), Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT), Laktat-Dehydrogenase

(LDH) , Gamma-Glutamyl-Transferase (y-GT), Kreatin-Kinase (CK) alkalische Phos-

phatase (APH), Amylase, Lipase.
e Blutbild und Blutgerinnung

Hamoglobin (Hb), Hamatokrit (Hk), Leukozyten, Erythrozyten, Thrombozyten,
Differentialblutbild, Thromboplastinzeit (TPZ, Quickwert), partielle Thrombo-
plastinzeit (PTT), Plasmathrombinzeit (PTZ), Fibrinogen, Antithrombin IIT.

Tabelle 9: Liste der Routinelaborparameter
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