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1 Einleitung

Trotz einer erheblich verbesserten Intensivtherapie bildet die schwere Sepsis und der septische
Schock die Haupttodesursache auf nichtkardiologischen Intensivstationen (ICU) (Andersson,
2005). Auch wenn in den letzten Jahren Behandlungsfortschritte erzielt wurden, sind diese zum
Teil in der taglichen intensivmedizinischen Praxis nicht ausreichend umgesetzt. Dartiber hinaus
ist die schwere Dysregulation der inflammatorischen Antwort, welche fur eine Progression der
Sepsis verantwortlich gemacht wird, zum Teil nur in Ansétzen aufgeklart. So blieben in der
Vergangenheit auch zahlreiche klinische Studien, die diesem Phanomen entgegenwirken sollten,
erfolglos. Vielversprechende préklinische Ansatze durch den Einsatz von Inhibitoren oder
monoklonalen Antikérpern gegen proinflammatorische Zytokine [z. B. Tumornekrosefaktor
(TNF)-a oder Interleukin-(11-)1B] scheiterten an der mangelnden Ubertragbarkeit der Ergebnisse

experimenteller Studien auf den Menschen.

In der Sepsistherapie wird zwischen den kausalen (antimikrobiellen bzw. operativen MaRnahmen
zur Herdsanierung), den supportiven intensivmedizinischen StandardmafRhahmen und den
adjunktiven (potenziell zusatzlichen) therapeutischen Ansétzen unterschieden. Trotz enormer
klinischer Forschung im Rahmen zahlreicher randomisierter Multizenterstudien zur adjunktiven
Therapie der Sepsis und groRBen koordinierten Forschungsengagements in Netzwerken (z. B.
Kompetenznetzwerk Sepsis, SepNet) hat bisher nur eine Studie zur Zulassung eines neuen

adjunktiven Sepsistherapeutikums gefihrt (Bernard et al., 2001).

In den letzten Jahren haben neuere Erkenntnisse Uber die Pathophysiologie der Sepsis dazu
beigetragen, dem phasenhaften Verlauf der Sepsis Rechnung zu tragen. Das sogenannte PIRO-
Modell (Predisposition, Infection, Response, Organ dysfunction) wurde als Grundlage einer
neuen Sepsisklassifikation vorgeschlagen, die dem multifaktoriellen Geschehen der Sepsis und
der individuellen Pradisposition flr die Reaktion auf eine Infektion Rechnung tragen soll. Auch
wenn dieses Modell attraktiv und als Hypothese sinnvoll erscheint, ist es bislang nur
unzureichend validiert und die moglichen genetischen Grundlagen bisher nur in Ansétzen

untersucht.
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1.1 Epidemiologie

Im Jahr 1995 wurde das Auftreten einer schweren Sepsis in den USA auf 751.000 Falle pro Jahr
geschatzt. Dies entspricht einer Inzidenzrate von 30 Fallen pro 1.000 Einwohner (Angus et al.,
2001). Hierbei betragt die Mortalitat im Mittel 28,6 %, wobei sich die Kosten pro Fall auf 22.100
US-Dollar ($) belaufen. Demnach betrugen die jahrlichen durch die Behandlung der schweren
Sepsis verursachten Kosten in den USA $ 16,7 Milliarden (Linde-Zwirble und Angus, 2004).

Wahrend fiir die USA eine Vielzahl von epidemiologischen Studien durchgefihrt wurde, lagen
fur Deutschland lange keine validen Daten zur Haufigkeit und Bedeutung der Sepsis vor. Im
Rahmen des vom Bundesministerium fur Bildung und Forschung (BMBF) geforderten
Kompetenznetzwerks  Sepsis (SepNet) wurde im Jahr 2003/04 eine prospektive
Querschnittsstudie zur Epidemiologie der Sepsis in Deutschland an 454 Intensivstationen in 310
Krankenh&usern durchgefuhrt. Demnach bel&uft sich die Pravalenz der Sepsis in Deutschland auf
12,4 % und die der schweren Sepsis bzw. des septischen Schocks (im Weiteren als schwere
Sepsis bezeichnet) auf 11 % aller gescreenten Intensivpatienten. Auf Deutschland hochgerechnet
bedeutet dies, dass pro Jahr 75.000 Einwohner (110 von 100.000) an einer schweren Sepsis und
79.000 (116 von 100.000) an einer Sepsis erkranken. Damit stellt diese die siebth&ufigste
Krankenhausentlassungsdiagnose unter den lebensbedrohlichen Erkrankungen dar. Die
Krankenhausmortalitit der schweren Sepsis (90-Tage-Sterblichkeit) in dieser Untersuchung lag
bei 54 %. Mit ca. 60.000 Todesféallen sind septische Erkrankungen somit die dritthaufigste
Todesursache nach dem akuten Myokardinfarkt, aber noch vor der Herzinsuffizienz in
Deutschland (Engel et al., 2007). Zwar waren 68 % der Patienten mit schwerer Sepsis é&lter als 60
Jahre, jedoch verstarben in der Gruppe der 18 — 39-j&hrigen und 40 — 59-jahrigen Patienten
immerhin je 46 % gegentber 60 % in der Gruppe der Uber 60-jahrigen Patienten. Dies
unterstreicht, dass die Sepsis nicht eine Erkrankung alterer, multimorbider Patienten ist, sondern
auch bei jungen und bisher gesundheitlich wenig kompromittierten Patienten eine erhebliche
Herausforderung darstellt.

In dieser Querschnittsstudie wurden die direkten anteiligen Kosten, die alleine fiir die
intensivmedizinische Behandlung von Patienten mit schwerer Sepsis anfallen, auf ca. 1,77
Milliarden Euro bestimmt. Damit werden ca. 30 % des Budgets fur Intensivmedizin in die

Behandlung der Sepsis investiert.
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1.2 SIRS und Sepsis

1.2.1 Begriffsbestimmungen und Definitionen

Der Begriff der Sepsis ist eine Umschreibung einer gemeinsamen Endstrecke verschiedener

Krankheitsverlaufe mit multiplen méglichen Ursachen.

Obwohl der Begriff Sepsis eng mit der modernen Intensivmedizin verknupft ist, handelt es sich
um einen sehr alten medizinischen Terminus. Das Word ,,Sepsis® wurde bereits von Hippokrates
eingefiihrt und leitet sich aus dem Griechischen ,,faul machen* ab. Eine moderne Sicht der Sepsis
entwickelte sich erst durch die Arbeiten von Ignaz Semmelweis (1818 — 1865). Der
Intensivmediziner Roger C. Bone definierte die Sepsis 1989 in der noch heute glltigen Form als
,»eine Invasion von Mikroorganismen und/oder ihrer Toxine in den Blutstrom zusammen mit der

Reaktion des Organismus auf diese Invasion® (Deutsche-Sepsis-Gesellschaft, 2010).

Im Rahmen der ACCP/SCCM Consensus Conference von 1991 wurden Kriterien zur Definition
des systemischen Inflammationssyndroms (systemic inflammatory response syndrome, SIRS),
der Sepsis, der schweren Sepsis sowie des septischen Schocks erarbeitet (Bone et al., 1992).
Diese wurden im Jahr 2001 durch die SCCM/ESCIM/ACCP/ATSI/SIS International Sepsis

Definition Conference tberarbeitet und aktualisiert (Levy et al., 2003).

Demnach beschreibt der Begriff SIRS eine systemische Entziindungsreaktion oder die klinischen
Antwort auf eine Entziindung (Bone et al., 1992). Die klinischen SIRS-Zeichen wie Fieber,
Tachykardie und auch Tachypnoe werden bei vielen Intensivpatienten beobachtet und stellen
eher unspezifische Zeichen dar. So ist eine solche systemische Entziindungsreaktion, die in
Abwesenheit einer Infektion auftritt, z. B. bei Patienten mit Verbrennungen, Pankreatitis,
Ischdmien, Polytrauma oder hamorrhagischem Schock zu finden (Bone et al., 1992; Levy et al.,
2003). Weiterhin beobachtet man das fast regelhafte Auftreten eines SIRS in der Kardiochirurgie
nach Operationen mit Einsatz einer Herz-Lungenmaschine (HLM) (Butler et al., 1993; Khabar et
al., 1997).

Unter dem Begriff der Sepsis wird ein klinisches Syndrom verstanden, welches sowohl durch
eine Infektion als auch durch eine systemische Entziindungsreaktion gekennzeichnet ist (Levy et
al., 2003). Die Sepsis kann weiter unterteilt werden in die schwere Sepsis und den septischen

Schock. Kennzeichen der schweren Sepsis in dieser Definition ist das Vorliegen einer
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Organdysfunktion (Levy et al., 2003). Der Begriff des septischen Schocks bezieht sich hingegen
auf einen Zustand akuten Kreislaufversagens, welcher durch persistierende arterielle
Hypotension, die nicht durch andere Ursachen zu erkldren ist, charakterisiert wird (Levy et al.,
2003).

Die Ubergange zwischen Sepsis, schwerer Sepsis und septischem Schock sind flieBend. Die
Diagnose erfolgt durch eine Kombination aus Vitalparametern, Laborwerten, hdmodynamischen
Daten und Organparametern (siehe Tabelle 1) (Reinhart et al., 2006).

- Diagnose einer Infektion ber den mikrobiologischen Nachweis oder durch klinische
Kriterien

- Fieber (> 38°C) oder Hypothermie (< 36°C)
- Tachykardie: Herzfrequenz > 90/min

- Tachypnoe (Frequenz > 20/min) oder Hyperventilation (p,CO, < 4,3 kPa/bzw. < 33
mmHQ)

- Leukozytose (> 12.000/mm®) oder Leukopenie (< 4.000/mm®) oder > 10 % unreife
Neutrophile im Differenzialblutbild

- Akute Enzephalopathie
- Relative oder absolute Thrombozytopenie (Ausschluss einer Thrombozytopenie durch

akute Blutung oder immunologische Ursachen)

- Atrterielle Hypoxamie: p,O, < 10 kPa unter Raumluft oder ein p,02/FiO,-Verhiltnis von <
33 kPa unter Sauerstoffapplikation (Ausschluss einer manifesten Herz- oder
Lungenerkrankung als Ursache der Hypoxamie)

- Renale Dysfunktion
- Metabolische Azidose
Kriterien | und Il

Kriterien I, 11 und I

Kriterien 1 und 1l sowie flir mindestens eine Stunde ein systolischer arterieller
Blutdruck < 90 mmHg bzw. ein mittlerer arterieller Blutdruck < 65 mmHg oder
notwendiger Vasopressoreinsatz, um den Blutdruck ber 0. g. Werte zu halten.
Die Hypotonie besteht trotz addquater VVolumengabe und ist nicht durch andere
Ursachen zu erklaren.

Tabelle 1: Diagnosekriterien flr Sepsis, schwere Sepsis und septischen Schock [modifiziert nach
Reinhart et al. (Reinhart et al., 2006)].
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Diese in den 90er Jahren des letzten Jahrhunderts etablierte Kriterien werden hédufig als zu
sensitiv erachtet und der Versuch einer Verbesserung resultierte letztendlich in dem Vorschlag

eines Klassifikationssystems, dem sogenannten PIRO-Konzept.
1.2.2 PIRO

Im klinischen Alltag sind die oben aufgefiihrten Kriterien nicht immer hilfreich. In den letzten
Jahren haben neuere Erkenntnisse Uber die Pathophysiologie der Sepsis dazu beigetragen, dem
phasenhaften Verlauf der Sepsis Rechnung zu tragen. So wird derzeit an einer Weiterentwicklung

der vorhandenen Kriterien und Definitionen gearbeitet (Levy et al., 2003).

Anhand der bestehenden Definitionen und Diagnosekriterien sind eine prazise Charakterisierung
und ein Staging der Patienten nicht moglich (Levy et al., 2003). Klassifikationssysteme, wie
beispielsweise das TNM-System [Tumor, Nodes (Lymphknoten), Metastasen] in der Onkologie,
die eine Einteilung der Patienten sowie Aussagen uber den Kklinischen Verlauf und eine
stadiengerechte Therapie erlauben, existieren fir die Sepsis bislang nicht. Das sogenannte PIRO-
Modell wurde als Grundlage einer neuen Sepsisklassifikation vorgeschlagen, die dem
multifaktoriellen Geschehen der Sepsis und der individuellen Préadisposition fiir die Reaktion auf
eine Infektion, Rechnung tragen soll (Meisel et al., 2008). Ziel ist folglich die Erfassung des
individuellen klinischen Zustandes und einer daraus resultierenden individualisierten Therapie
(Meisel et al., 2008).

Das ,P“ im PIRO-Konzept steht fiir ,Pridisposition®. Hierunter werden Faktoren wie
beispielsweise Begleiterkrankungen, Alter, Geschlecht und Sozialisation subsummiert. Aber auch

genetische Faktoren gewinnen zunehmend an Bedeutung (Levy et al., 2003; Meisel et al., 2008).

Das ,,I*“ steht fiir ,,Infektion”. Sowohl Lokalisation, Art als auch Ausmal} einer Infektion haben

einen signifikanten Einfluss auf die Prognose des Patienten.

Das ,,R“ steht fiir ,,Response”. Die Immunantwort des Wirts ist schwer zu charakterisieren.
Maogliche biologische Marker der Auspragung und des zeitlichen Verlaufs der Immunantwort
schlieRen Procalcitonin (PCT), Interleukin-6 (11-6) und viele weitere Biomarker ein. Aufgrund
der zum Teil parallel ablaufenden und sich gegenseitig beeinflussenden Mediatorsysteme ist
bislang jedoch noch kein einzelner ,,Sepsismarker* gefunden worden, der das Stadium und den

maoglichen weiteren Verlauf der Inflammation realistisch abbilden kann.
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Das ,,0* steht fiir ,,Organdysfunktion®. Die Schwere der Organdysfunktion wird als wichtiger
prognostischer Faktor in der Sepsis angesehen. Moderne Scoringsysteme (z. B. Scores wie SAPS
I, SOFA, APACHE II) koénnen dazu genutzt werden, den Grad der Organdysfunktion zu
beschreiben.

Zusammenfassend kann man sagen, dass bislang sowohl eindeutige diagnostische Kriterien als
auch Marker (so auch genetische) zur Risikostratifizierung und einer mdglichen
Individualisierung der Therapie fehlen. Hierbei konnten sich neue Erkenntnisse Uber die
Pathogenese der Sepsis und genetische Testverfahren als zusatzliche diagnostische Werkzeuge
zur ldentifizierung von Patienten mit hohem Risiko der schweren Sepsis und der Gestaltung einer

individualisierten Therapie als hilfreich erweisen.
1.2.3 Procalcitonin als Biomarker

Procalcitonin ist ein Vorlduferhormon des Calcitonins (Endo et al., 2008). Assicot et al.
beschrieben 1993 zum ersten Mal erhéhte Serumkonzentrationen von PCT bei Patienten mit
Sepsis und nachgewiesener Infektion (Assicot et al., 1993). Es zeigte sich, dass die PCT-Werte
wahrend schweren, generalisierten bakteriellen, parasitdren oder auch durch Pilze verursachten
Infektionen mit systemischer Beteiligung erhoht waren. Aufgrund dieser Beobachtung wird PCT
als Indikator flir schwere generalisierte Infektionen und Sepsis angesehen (Reinhart et al., 2000).
Selberg et al. beschrieben, dass signifikant hohere Plasmakonzentrationen des PCTs, im
Gegensatz zum C-reaktiven Peptid (CRP) oder zur Elastase, bei septischen Patienten im
Vergleich mit SIRS-Patienten gemessen wurden (Selberg et al., 2000). In einer 2008
veroffentlichten Arbeit zeigten Endo et al., dass die medianen PCT-Werte von Patienten mit
schwerer Sepsis signifikant hoher waren als die Werte von Patienten mit Sepsis. Woraus
gefolgert wurde, dass PCT moglicherweise auch als Marker zur Diskriminierung zwischen Sepsis
und schwerer Sepsis dienen konnte (Endo et al., 2008). Erhohte PCT-Werte wurden jedoch nicht
nur in der Sepsis, sondern auch im Rahmen eines SIRS, unmittelbar nach verschiedenen
Operationen, Trauma oder Verbrennungen ohne offensichtliche begleitende Infektion
beschrieben (Carsin et al., 1997; Meisner et al., 1998; Mimoz et al., 1998; Uzzan et al., 2006).
Auch nach kardiochirurgischen Eingriffen wurde ein friiher und moderater Anstieg des PCTs
beschrieben, wobei hdhere Anstiege v. a. bei Patienten mit einer signifikanten inflammatorischen
Reaktion beobachtet wurden (Aouifi et al., 1999; Aouifi et al., 2000; Meisner et al., 2002).



18

1.2.4 Immunpathogenese der Sepsis

Eine Entzindungsreaktion wird durch verschiedene Schadigungen des Wirts (z. B. mikrobielle
Infektionen, Trauma, Verbrennung) initiiert. Sinn der entzlindlichen Antwort (Immunreaktion) ist
es, den Wirt vor schédigenden Folgen der Verletzung zu schiitzen. Physiologischerweise ist diese
durch pro- und antiinflammatorische Faktoren im Gleichgewicht (sogenannte Homgostase).

Sepsis entsteht, wenn eine initial angemessene Immunantwort auf eine Infektion verstarkt und
letztlich dysreguliert wird (Cohen, 2002). In der Sepsis kommt es folglich zu einem Versagen der

korpereigenen Regulierungskapazitit (,,Host Defense Failure®).

Die Sepsis ist durch eine initial Uberschiefende proinflammatorische Immunantwort
gekennzeichnet. In dieser frihen Phase kommt es zu einer gesteigerten Kkardialen
Auswurfleistung, einer gesteigerten Gewebeperfusion und einem verminderten Gefal3widerstand
(Wesche-Soldato et al., 2005b). Im weiteren Verlauf folgt dann eine antiinflammatorische
Gegenregulation  (Hotchkiss und Karl, 2003; Oberholzer et al., 2001), in der
Gewebedurchblutung, mikrovaskularer Blutfluss sowie die kardiale Pumpfunktion (Stichwort:
septische Kardiomyopathie) vermindert sind. Es entwickeln sich zunehmende Zeichen der
Organdysfunktion (Wesche-Soldato et al., 2005b).

Molekularbiologisch kommt es im Rahmen der Entzindungsantwort zu einer Freisetzung
klassischer proinflammatorischer Zytokine wie Il-1, 1I-6 und TNF-a, aber auch einer Vielzahl

weiterer Zytokine und Chemokine durch beispielsweise Monozyten/Makrophagen (Cohen, 2002).

TNF-a und II-1 werden innerhalb der ersten 30 bis 90 Minuten nach Exposition gegenuber
Lipopolysaccharid (LPS), einem Endotoxin gram-negativer Bakterien, freigesetzt und fiihren zu
einer weiteren Aktivierung der inflammatorischen Kaskade. Diese umfasst weitere Zytokine,
Chemokine sowie Sauerstoffradikale. Ferner kommt es zu einer vermehrten Expression von
Zelladhasionsmolekiilen, was zu einer Migration von Entzindungszellen ins Gewebe flhrt. Dies
bedingt zusammen mit der Freisetzung weiterer Entziindungsmediatoren eine in der Sepsis haufig

beobachtete Permeabilitatsstorung der Kapillaren (sogenanntes ,,capillary leak™) (Cohen, 2002).

Im Rahmen der Gegenregulation wahrend der spédten Phase der Sepsis werden

antiinflammatorische Zytokine produziert (Kox et al., 2000). Hierzu zéhlen unter anderem 11-10,
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Transforming-Growth-Factor-p  (TGF-p), 11-13 und Il-4. Im Zusammenhang mit diesen

komplexen Vorgéngen kann es zu einer Immunsuppression kommen.
1.2.5 SIRS im Zusammenhang mit kardiochirurgischen Operationen

Im Rahmen kardiochirurgischer Operationen unter Verwendung einer Herz-Lungenmaschine
wird fast regelhaft eine systemische Entzlindungsreaktion im Sinne eines SIRS beobachtet
(Butler et al., 1993; Cremer et al., 1996; Czerny et al., 2000; Gu et al., 1998). Als auslésende
Faktoren werden das chirurgische Trauma, der Kontakt des Blutes zur kinstlichen Oberflache des
extrakorporalen Kreislaufs sowie eine Ischamie-/Reperfusionsschadigung genannt (Butler et al.,
1993; Czerny et al., 2000). Wichtige Bestandteile dieser systemischen Entziindungsreaktion sind
die Aktivierung des Komplementsystems und der Leukozyten, die Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine sowie Anderungen im Metabolismus von Stickstoffmonoxid
(NO) (Cremer et al., 1996; Gu et al., 1998; Matata et al., 2000). Warum es letztlich im Rahmen
kardiochirurgischer Eingriffe zu einer solchen Entzlindungsreaktion kommt, ist noch nicht

vollstdndig verstanden bzw. aufgeklart.
1.3 Apoptose

1.3.1 Definition

Das Wort ,,Apoptose* stammt aus dem Griechischen und bedeutet urspriinglich ,,Abtropfen* oder
,,ZAbfallen* im Sinne des Fallens der Blattern von den Baumen (Ogawa et al., 1995).

Durch Kerr et al. wurde der Begriff der Apoptose 1972 fiur eine Form des physiologischen,
programmierten Zelltodes mit charakteristischer Morphologie eingefiihrt (Kerr et al., 1972).
Morphologisch  zeichnet sich diese Art des programmierten Zelltodes durch eine
VVolumenminderung der betroffenen Zelle, eine nukledre Kondensation, eine DNA-Fragmentation
sowie Verénderungen der Zellmembran mit Abschniirung sogenannter apoptotischer Korperchen
(,,apoptotic bodies*) aus (siehe Abbildung 1) (Ogawa et al., 1995; Saikumar et al., 1999).
Apoptose ist ein aktiver Prozess zellularer Selbstzerstérung und betrifft in der Regel einzelne
Zellen (Ogawa et al., 1995). Diese Art des Zelltodes erlaubt es dem Organismus, ungewollte oder
defekte Zellen im Rahmen eines geordneten Prozesses zellulérer Desintegration zu eliminieren,

ohne eine inflammatorische Reaktion auszuldsen (Pucci et al., 2000).
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Als Form des Zelltodes ist dabei die Nekrose von der Apoptose abzugrenzen. Nekrose tritt z. B.
nach Schadigung durch Toxine, physikalische Stimuli oder Ischamie auf. Kennzeichnend sind
eine Zellschwellung sowie eine Lyse des nukledren Chromatins (siehe Abbildung 1). Da zumeist
grolerer Zellgruppen betroffen sind und Zellbestandteile frih in den Extrazellularraum
abgegeben werden, wird im Rahmen der Nekrose eine Entziindungsreaktion des umgebenden

Gewebes oder des gesamten Organismus hervorgerufen (Saikumar et al., 1999).
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Abbildung 1: Zellverdnderungen wahrend Apoptose und Nekrose [modifiziert nach Hotchkiss et al.
(Hotchkiss et al., 2009)].

1.3.2 Bedeutung der Apoptose

Apoptose spielt physiologischerweise sowohl wahrend der Entwicklung als auch bei der

Aufrechterhaltung einer Homdoostase von Zellpopulationen eine Rolle (Saikumar et al., 1999).
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physiologisches  Beispiel fir die Bedeutung der Apoptose wahrend

der



22

Embryonalentwicklung sei die Eliminierung der vor der Geburt vorhandenen Interdigitalfalten
genannt (Jacobson et al., 1997). Ein weiteres Beispiel fir die Bedeutung des programmierten
Zelltodes findet man im Rahmen der Reifung des Immunsystems z. B. bei der negativen
Selektion von T-Zellen im Thymus (Diamantis et al., 2008; Krammer et al., 1994; Reed, 2002).

Eine Dysregulation der Apoptose tragt zu einer Vielzahl von Krankheiten, beispielsweise
neurodegenerativen  Erkrankungen, Autoimmunerkrankungen, viralen Infektionen oder
Tumorerkrankungen, bei (Pucci et al., 2000; Saikumar et al., 1999). Beispielhaft hierfir sei der
autoimmunvermittelte Diabetes genannt. Kurrer et al. konnten in einer Studie im Mausmodell
zeigen, dass B-Zellen im Bereich entziindlich verénderter Inseln des Pankreas durch Apoptose
sterben (Kurrer et al., 1997). In einer weiteren Studie sah man, dass die Expression des Apoptose
vermittelnden Fas-Rezeptors pankreatischer p-Zellen einen erheblichen Einfluss auf die
Anfalligkeit von NOD-Méusen fur Diabetes hat. Zusatzlich ist sie mit einer Kritischen
Veranderung im Verlauf des Diabetes, von einer gutartigen Infiltration zu einer Zerstérung der
Langerhans-Inseln, assoziiert. In dieser Studie scheint die Fas-vermittelte Apoptose der
vorherrschende Mechanismus der T-Zell-vermittelten Schadigung der insulinproduzierenden (-

Zellen zu sein (Chervonsky et al., 1997).
1.3.2.1 Bedeutung der Apoptose in der Immunpathogenese der Sepsis

Im Zusammenhang mit der Immunpathogenese der Sepsis kommt der Apoptose von Leukozyten
vermehrte Bedeutung zu. So wurde in Tiermodellen der Sepsis gezeigt, dass Sepsis die Apoptose
von Zellen des Immunsystems induziert (Ayala et al., 1996; Wang et al., 1994). Hotchkiss et al.
konnten im Rahmen einer prospektiven Studie mit 20 an einer Sepsis verstorbenen Patienten
nachweisen, dass dies auch fiir den Menschen zutrifft (Hotchkiss et al., 1999a). Sie schlossen aus
ihren Ergebnissen, dass Kaspase-3-vermittelte Apoptose eine extensive Lymphozytenapoptose in
der Sepsis verursacht und so mdglicherweise zu der eingeschrankten Immunantwort im Verlauf
der Sepsis beitragt (Hotchkiss et al., 1999a). In einer weiteren Humanstudie bei Sepsis- sowie
Traumapatienten wurde mittels Immunhistochemie ein Kaspase-9-vermittelter schwerer,
fortschreitender Verlust von B- und CD,4- T-Helferzellen beobachtet (Hotchkiss et al., 2001).
Dieser Befund wird als besonders signifikant angesehen, da er wahrend einer lebensbedrohlichen
Infektion auftritt, in der eigentlich eine massive Lymphozytenexpansion erfolgen sollte. Durch

die verminderte Anzahl der zur Infektionsbekdmpfung zur Verfligung stehenden Immunzellen
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konnte dieser beobachtete B- und CD4-Zellverlust zur Immunsuppression in der Sepsis beitragen
(Hotchkiss et al., 2001).

Die mogliche Bedeutung der Lymphozytenapoptose in der Immunpathogenese der Sepsis wird
durch verschiedene Studien unterstrichen, in denen gezeigt werden konnte, dass eine Hemmung
der Lymphozytenapoptose das Uberleben einer Sepsis verbessert. So konnte in einem
Mausmodell gezeigt werden, dass eine Hemmung der Lymphozytenapoptose - entweder durch
Uberexpression des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 (,,B-cell lymphoma*) oder aber auch durch
den Kaspaseinhibitoren N-benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-fluoromethyl-Keton (z-VAD) - das
Uberleben einer Sepsis fordert (Hotchkiss et al., 1999b). Weiterhin unterstreichen diese
Ergebnisse, dass die aus dem Verlust von Lymphozyten resultierende Immunsuppression ein
zentrales pathogenetisches Ereignis im Rahmen der Sepsis ist. In einer anderen
tierexperimentellen Studie beobachtete die Arbeitsgruppe um Hotchkiss ein verbessertes
Uberleben durch Hemmung der Lymphozytenapoptose mittels verschiedener selektiver und
unselektiver Kaspaseinhibitoren. Zusétzlich stellten sie bei septischen Mé&usen eine Assoziation
zwischen einer Hemmung des Zelltodes von Lymphozyten und einer merklichen Reduktion der
Bakteridamie fest (Hotchkiss et al., 2000). In einer prospektiven Fall-Kontrollstudie zeigte sich
wahrend der frihen schweren Sepsis ein Genexpressionsmuster mit einer Induktion der
proapoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Familie Bim, Bid und Bak sowie einer Verminderung der
antiapoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-xI. Diese Konstellation kénnte die Empféanglichkeit fur
den programmierten Zelltod sowie die komplexen immunologischen Dysfunktionen im Rahmen
einer Sepsis beeinflussen. Zusétzlich wurde in dieser Studie in allen untersuchten
Lymphozytenpopulationen eine Aktivierung von Kaspase-3 beobachtet, wobei gleichzeitig diese
Befunde von verminderten Lymphozytenzahlen wahrend der friihen schweren Sepsis begleitet
waren (Weber et al., 2008).

Obwohl beim Menschen bislang noch keine umfassenden Untersuchungen hinsichtlich der
Apoptose von Lymphozyten in der Sepsis vorliegen, wird aufgrund der bisherigen Erkenntnisse
uber mogliche neue Ansétze der immunmodulatorischen Therapie spekuliert (Oberholzer et al.,
2001).
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1.3.3 Signaltransduktionswege der Apoptose

In der Zelle existieren praformierte Signalaufnehmer und Signaltransduktionswege, die den
Prozess der Apoptose vermitteln kodnnen. Prinzipiell unterscheidet man hierbei zwei
verschiedene, sich jedoch gegenseitig beeinflussende Wege: Zum einen den Kaspase-vermittelten
Weg, zum anderen den mitochondrialen Signalweg.

1.3.3.1 Der Kaspase-vermittelte Signalweg

Der Name Kaspase (im Englischen ,,caspase®) leitet sich von zwei katalytischen Eigenschaften
dieser Enzymfamilie ab. Das ,,C* trigt der Tatsache Rechnung, dass es sich um eine Familie der
Zystein-Proteasen handelt. ,,Aspase* bezieht sich auf die Eigenschaft, Substrate nach der
Aminosdure Aspartat zu spalten (Alnemri et al., 1996). Die meisten morphologischen
Veranderungen im Rahmen der Apoptose sind durch diese Proteasenfamilie bedingt (Hengartner,
2000). Kaspasen werden als Zymogene (sogenannte Prokaspasen) synthetisiert. Die Umwandlung

in eine reife Kaspase erfolgt durch verschiedene Spaltungsschritte (Earnshaw et al., 1999).

Im Rahmen des Kaspase-vermittelten Signalwegs I0st ein proapoptotisches Signal die
Aktivierung sogenannter Initiatorkaspasen aus, welche dann ihrerseits sogenannte
Effektorkaspasen aktivieren, was dann letztlich zum Zellabbau fihrt (Thornberry und Lazebnik,
1998). Im Folgenden sei dies anhand der (ber den Todesrezeptor Fas ausgeldsten Signalkaskade
veranschaulicht (siehe Abbildung 2).

Durch Bindung spezifischer Liganden kommt es zu einer Konformationsanderung des Fas-
Rezeptors, welche zur Aktivierung der folgenden Signalkaskade notwendig ist (Boldin et al.,
1995; Chinnaiyan et al., 1995). Durch die Konformationsdnderung wird die Bildung des
sogenannten DISC (,,death-inducing complex“, Tod-induzierender Signalkomplex) ausgeldst
(Kischkel et al., 1995). Hierbei bindet zunédchst das Adaptermolekiil FADD (,,Fas-associated
death domain protein®, Fas-assoziiertes Todesdoménenprotein; MORT1) mit der sogenannten
Todesdoméne an diejenige des Fas-Rezeptors. Die Interaktion zwischen dem Fas-Rezeptor und
der FADD ist auf die Assoziation zwischen ihren homologen Todesdoménen zuruckzufiihren
(Chinnaiyan et al., 1995). Uber seine DED (Todeseffektorbereich, , death-effector domain®)
bindet FADD an die Prodoméne der Prokaspase-8 (FLICE, ,,FADD-like ICE*), welche homolog
der DED des FADD ist. Durch diese Bindung ist der DISC vollstandig. Im nédchsten Schritt
kommt es zur proteolytischen Aktivierung der Prokaspase-8. Die aktive Kaspase-8 wird aus dem
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DISC in das Zytoplasma freigesetzt, wo sie dann ihrerseits zur Aktivierung weiteren Kaspasen
beitragt (Muzio et al., 1996).

(' FasL
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ED)YDD
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Prokaspase-8

/ QD Prokaspase-3
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] l
Substrate Fas: Todesrezeptor Fas
FasL: Fas-Ligand

FADD: Death domain protein/

Fas-assoziiertes Todesdomdinenprotein
DD: Death domain/Todesdomdine
DED: Death-effector domain/Todeseffektordomdine

Kaspase-

Abbildung 2: Signalkaskade des Fas-/FasL-Systems zur Apoptoseinduktion [modifiziert nach
Strasser et al. (Strasser et al., 2009) und Hengartner et al. (Hengartner, 2000)].
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Die aktivierte Kaspase-8 spaltet die ruhende Prokaspase-3 proteolytisch, wodurch diese aktiviert
wird. Die der Kaspase-3-Aktivierung nachgeschalteten Vorgénge resultieren sowohl in einem
geordneten Abbau als auch in einer Beseitigung der apoptotischen Zelle (Hengartner, 2000). So
konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Kaspase-3 verschiedene Substrate aktiviert, welche
dann eine DNA-Fragmentation zur Folge haben (Enari et al., 1998; Liu et al., 1997). Weiterhin
kommt es im Rahmen der Apoptose zu einer Kaspase-abhangigen Proteolyse peripherer und
integraler Proteine der nukledren Membran sowie der Kernporen (Buendia et al., 1999). Vielfach
wird bei apoptotischen Zellen eine Externalisierung von Phosphatidylserin auf die &uRere
Zellmembran beobachtet. Diese tragt dazu bei, dass die apoptotische Zelle durch Phagozyten

erkannt und beseitigt werden kann (Fadok et al., 1998).
1.3.3.2 Der mitochondriale Signalweg

Eine andere Madglichkeit, programmierten Zelltod zu vermitteln, stellt der mitochondriale
Signalweg dar. Eine wichtige Rolle hierbei spielen Molekiile der sogenannten Bcl-Familie. Diese
kann aufgrund struktureller und funktioneller Kriterien in drei Gruppen gegliedert werden. Die
Mitglieder der Gruppe | besitzen eine antiapoptotische Aktivitdt, wohingegen diejenigen der
Gruppen Il und 111 Apoptose begiinstigen (Hengartner, 2000). Bcl-2 und einige andere Mitglieder
dieser Familie befinden sich auf der duBeren Mitochondrienmembran und stabilisieren dort die
Barrierefunktion (Green und Reed, 1998; Zamzami und Kroemer, 2001). Die proapoptotischen
Mitglieder der Bcl-Familie Bax, Bid und Bad finden sich im Zytosol, Bim in Mikrotubuli und
Mitochondrien. Als Reaktion auf proapoptotische Stimuli kdnnen diese proapoptotischen
Proteine nach Aktivierung in die Mitochondrienmembran einwandern und zur
Membranpermeabilisation fihren (Martinou und Green, 2001; Zamzami und Kroemer, 2001).
Auf diese Art werden unter anderem Zytochrom c, Kaspase-9 und Apaf-1 (,,Apoptotic protease
activating factor-1“, apoptotische Protease aktivierender Faktor 1) freigesetzt. In Gegenwart von
Zytochrom ¢ und Desoxyadenosintriphosphat (dATP) kommt es zur Bindung zwischen Apaf-1
und Kaspase-9, was zu deren Aktivierung fiihrt (Li et al., 1997; Rodriguez und Lazebnik, 1999;
Zou et al., 1997). Dieser Enzymkomplex wird auch Apoptosom genannt (Hengartner, 2000). Die
auf diesem Weg aktivierte Kaspase-9 kann nun ihrerseits die Effektorkaspase-3 aktivieren (Li et
al., 1997).

Eine Verbindung beider Signalwege (des Kaspase-vermittelten und des mitochondrialen

Signalwegs) besteht durch das proapoptotische Bid, einem Mitglied der Bcl-Familie. Bid ist ein
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spezifisches Substrat der aktivierten Kaspase-8. Wird Bid durch Kaspase-8 gespalten, kommt es
zu einer Freisetzung seiner potenten proapoptotischen Aktivitdt, was letztlich zur
mitochondrialen Schédigung, Zellschrumpfung und nukledren Kondensation fiihrt (Li et al.,
1998).

Um sicher zu stellen, dass eine Zelle entweder vollstandigen Zelltod begeht oder um ungewollten
Zelltod zu verhindern, bestehen vielfaltige Rickkopplungsmechanismen (Hengartner, 2000). So
existieren beispielsweise sogenannte IAPs (,,Inhibitor of apoptosis®, Inhibitoren der Apoptose),
eine Gruppe von Proteinen, welche potente Inhibitoren der Apoptose darstellen und bestimmte
Kaspasen direkt hemmen konnen (Salvesen und Duckett, 2002). 1APs ihrerseits konnen durch das
mitochondriale Protein DIABLO (,,direct 1AP-binding protein with low pl<)/Smac (,,second-
mitochondria derived activator of caspases®) antagonisiert werden (Du et al., 2000; Hengartner,
2000; Salvesen und Duckett, 2002; Verhagen et al., 2000).

1.4 Das Fas-/Fas-Ligand-System

141 Fas

Fas (APO-1, CD 95) ist ein klassisches Typ | transmembrandses Protein. Aufgrund signifikanter
Ahnlichkeiten der Aminoséuresequenzen wird Fas der Familie der
Tumornekrosefaktorrezeptoren zugeordnet (Itoh et al., 1991; Oehm et al., 1992; Suda et al.,
1993). Itoh et al. konnten zeigen, dass das reife Fas-Protein ein Molekulargewicht von 36 kDa
besitzt und aus 319 Aminosduren besteht. Fas umfasst eine extrazellulére, eine transmembrane
sowie eine zytoplasmatische Domane. Im Bereich der N-terminalen Region befindet sich eine
Signalsequenz. Die extrazellulare Doméne besteht aus 157 Aminosauren und kann weiter in drei
zysteinreiche Untergruppen eingeteilt werden. Die transmembrane Doméne besteht aus 17 und
die zytoplasmatische aus 145 Aminosduren (Itoh et al., 1991; Itoh und Nagata, 1993).

Fas wird in einer Vielzahl von Geweben exprimiert, einschlieBlich aktivierter B- und T-Zellen,
Leber, Herz, Thymus und Nieren (Itoh und Nagata, 1993; Nagata, 1997; Watanabe-Fukunaga et
al., 1992b).
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1.4.2 Fas-Ligand
1.4.2.1 Der membranstandige Fas-Ligand

Strukturelle  Analysen haben gezeigt, dass der Fas-Ligand (FasL) ebenfalls zur
Tumornekrosefaktorfamilie gehort (Nagata, 1997; Suda et al., 1993). Das Molekulargewicht von
FasL betragt 40 kDa (Nagata und Golstein, 1995; Tanaka et al., 1995). FasL besitzt keine
Signalsequenz im Bereich des NH,-Terminus, jedoch einen Bereich hydrophober Aminoséuren in
der Molekulmitte, was darauf hinweist, dass FasL ein Typ Il transmembrandses Protein ist
(Nagata und Golstein, 1995; Suda et al., 1993).

FasL wird auf aktivierten T-Zellen sowie auf natirlichen Killerzellen (NK-Zellen) exprimiert
(Arase et al., 1995; Rouvier et al., 1993). AuBerdem wurde eine konstitutive Exprimierung in den
Sertoli Zellen des Hodens und im Auge beschrieben (Bellgrau et al., 1995; Griffith et al., 1995).

1.4.2.2 Der lésliche Fas-Ligand

Die lésliche Form des menschlichen Fas-Liganden (sFasL) ist ein 26 kDa grofRes Glykoprotein,
das aus der extrazellularen Region des Fas-Liganden besteht (Tanaka et al., 1996). Tanaka et al.
konnten zeigen, dass Inhibitoren der Metalloprotease die Spaltung von FasL verhindern kénnen.
Dies untermauert die Annahme, dass sFasL mittels proteolytischer Spaltung des FasL durch eine
Metalloprotease generiert wird (Tanaka et al., 1996). Bereits 1995 konnte in einer Studie
nachgewiesen werden, dass die ldsliche Form des Fas-Liganden aktiv ist und bei Fas-
exprimierenden Zellen durch Bindung und Aktivierung des Fas-Rezeptors eine Zytolyse
hervorrufen kann (Tanaka et al., 1995). Sowohl Tanaka als auch Suda beobachteten, dass sich
FasL und sFasL hinsichtlich ihrer zytotoxischen Aktivitat unterscheiden. Suda et al. beschrieben,
dass FasL sowohl frisch isolierte als auch in vitro aktivierte periphere T-Zellen téten kann,
wohingegen sFasL nur letztere totet. Weiterhin beschrieben sie in dieser Studie, dass die
Zelltotung durch FasL von sFasL kompetitiv gehemmt wird. Aus diesen Ergebnissen wurde
gefolgert, dass durch die Spaltung des membranstdndigen FasL zumindest eine partielle
Herabregulierung seiner Aktivitat erfolgt (Suda et al., 1997). Ahnliche Ergebnisse zeigt auch eine
Studie von Tanaka et al.. Sie beobachteten, dass humane Jurkat-Zellen und primére
Maushepatozyten, die niedrige Fas-Level exprimieren, effizient durch FasL getotet werden,
jedoch resistent gegentiber sFasL sind. Auch hier wurde eine Hemmung der Zytotoxizitat von

FasL durch sFasL beschrieben und man kam zu der Schlussfolgerung, dass membrangebundener
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FasL die funktionelle Form ist und die Spaltung von FasL dazu dient, seine Aktivitat zu

vermindern (Tanaka et al., 1998).
1.4.3 Bedeutung des Fas-/Fas-Ligand-Systems

Verschiedene Studien unterstreichen die Bedeutung des Fas-/FasL-Systems bei der
Aufrechterhaltung der B- und T-Zell-Homdoostase, bei der negativen Selektion von Lymphozyten
und bei der Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz zur Prévention von Autoimmunreaktionen
(Fukuyama et al., 2002; Hao et al., 2008; Mabrouk et al., 2008; Rathmell et al., 1995; Stranges et
al., 2007).

In grundlegenden Arbeiten im Tiermodell wurden Méuse beschrieben, die phéanotypisch durch
Lymphadenopathie und Splenomegalie auffallen, verursacht durch eine Akkumulation von
nichtmalignen CD4°CD8-T-Zellen (Nagata, 1997). Zwei ursdchliche Mutationen wurden
beschrieben. Zum einen handelt es sich um die Lymphoproliferations-Mutation (lpr,
,.lymphoproliferative), zum anderen um die gld (generalisierte lymphoproliferative Erkrankung,
,.generalized lymphoproliferative disease“)-Mutation (Cohen und Eisenberg, 1991; Roths et al.,
1984). Bei den lpr- und gld-Mutationen handelt es sich um Mutationen in dem flr Fas bzw. fur
FasL kodierenden Gen (Takahashi et al., 1994; Watanabe-Fukunaga et al., 1992a). Mutationen
des Fas-Gens wurden auch beim Menschen im  Zusammenhang mit dem
autoimmunlymphoproliferativen ~ Syndrom  (ALPS, ,Autoimmune Lymphoproliferative
Syndrome*) beobachtet. Der Phénotyp der ALPS-Patienten &hnelt dem der Ipr- und gld-Mause.
Die Patienten fallen durch Splenomegalie, Lymphadenopathie, Hypergammaglobulindmie,
Autoimmunphanome, B-Zelllymphozytose und einer ungewohnlichen CD4CD8-T-
Zellpopulation auf (Rieux-Laucat et al., 1995; Sneller et al.,, 1997). Diese Beobachtungen
unterstiitzen die These, dass die Apoptose aktivierter Lymphozyten ein wichtiger Mechanismus
zur Aufrechterhaltung der immunologischen Homdostase und der Selbsttoleranz ist (Sneller et
al., 1997).

Manche Organe bzw. Gewebe scheinen einen Mechanismus zu besitzen, der sie gegenuber
geféhrlichen oder ungewollten Ereignissen schitzt (Nagata, 1997). Da diese Gewebe (z. B.
Augen und Hoden) scheinbar von immunologischen Reaktionen ausgenommen sind, werden sie
als ,,immunologisch privilegiert bezeichnet (Green und Ferguson, 2001). Auch hierbei ist das

Fas-/FasL-System beteiligt. Bellgrau et al. konnten zeigen, dass die Expression eines



30

funktionellen FasL durch Sertoli-Zellen zur immunologischen Privilegiertheit des Hodens
beitragt (Bellgrau et al., 1995). Fas-FasL-abhéngige Apoptose, die einen Gewebeschaden
verhinderte, wurde weiterhin wahrend einer viralen Infektion in das Auge einwandernden
Entzundungszellen beobachtet (Griffith et al., 1995). Die konstitutive Expression von FasL auf
Hornhauttransplantaten scheint zum Erfolg der Transplantationen beizutragen (Stuart et al.,
1997).

Fas-/FasL-vermittelte Apoptose wird mit der Pathogenese einiger Autoimmunerkrankungen
sowie entzundlicher Erkrankungen in Verbindung gebracht. Hierzu z&hlen u. a.
Autoimmundiabetes, Myokarditis, Hepatitis und Gastritis (Chervonsky et al., 1997; Galle et al.,
1995; Ishiyama et al., 1998; Itoh et al., 1997; Kondo et al., 1997; Rudi et al., 1998; Su et al.,
2000).

1.4.3.1 Die Bedeutung des Fas-/FasL-Systems in der Sepsis

Die Bedeutung des Fas-/FasL-Systems in Zusammenhang mit der Sepsis wird durch verschiedene

tierexperimentelle Studien verdeutlicht.

Chung et al. beobachteten im Mausmodell einen signifikanten Uberlebensvorteil fiir Mause, die
zwolf Stunden nach Sepsisinduktion mittels Caecumligation und Punktion (CLP) eine Infusion
mit dem Fas-Fusionsprotein (FasFP, ,,Fas receptor fusion protein®) erhielten, welches eine
Blockade des Fas-/FasL-Signalwegs verursacht (Chung et al., 2003). Zusétzlich fihrt eine
Blockade des Fas-/FasL-Signalwegs durch FasFP bei septischen Mausen zu einer
Wiederherstellung der kardialen Auswurfleistung sowie des hepatischen und des intestinalen
Blutflusses. Weiterhin wird sowohl eine verminderte Leberschadigung als auch eine unterdriickte
[1-10-Produktion beschrieben (Chung et al., 2001). Wesche-Soldato et al. konnten zeigen, dass
die Gabe von Fas- und Kaspase-8-siRNA (kleine interferierende RNA, ,,small interfering RNA*)

das Uberleben septischer Mause signifikant verbessert (Wesche-Soldato et al., 2005a).
1.5 Genetik

1.5.1 Einzelnukleotidpolymorphismus (SNP) — Definition und Bedeutung

Unterschiede einzelner DNA-Basen, sogenannte Einzelnukleotidpolymorphismen (SNP, ,,Single

nucleotide polymorphism®), machen ungefahr 90 % der humanen Sequenzvarianten aus (Collins
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et al.,, 1998). SNPs sind einzelne Basenpaarpositionen in der genomischen DNA, fir die
unterschiedliche Sequenzen (Allele) innerhalb von Individuen einer Bevdlkerung existieren,
wobei das seltenste Allel mit einer Haufigkeit von mindestens 1% auftritt (Brookes, 1999). SNPs
werden mit einer durchschnittlichen Frequenz von ungeféhr 1/1.000 im menschlichen Genom
beobachtet (Brookes, 1999; Sachidanandam et al., 2001). Die Mehrzahl der SNPs befindet sich in
den nichtkodierenden und nur ein kleiner Teil in den kodierenden Regionen des Genoms (Collins
et al., 1998; Kim und Misra, 2007). SNPs in nichtkodierenden Regionen kdnnen als Marker z. B.
im Rahmen vergleichender Studien dienen, wohingegen sie in regulatorischen Regionen auch
Transkriptionsraten beeinflussen kénnen. In kodierenden Regionen kénnen SNPs Veranderungen
der Proteinstruktur verandern und somit auch die Funktion des Proteins beeinflussen (Kim und
Misra, 2007). SNPs haben z. B. im Rahmen von Untersuchungen multifaktorieller Erkrankungen
oder von Genkartierungen, u. a. aufgrund ihrer hoheren Anzahl und Stabilitdt gegenuber
traditionellen Markern wie beispielsweise dem Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus
(RFLP), an Bedeutung gewonnen (Collins et al., 1998; Lin und Albertson, 2004).

1.5.2 Bedeutung der Genetik in der Sepsis

In Zusammenhang mit der Pathogenese der Sepsis werden vermehrt auch genetische Faktoren
diskutiert. Dies spiegelt sich u. a. im PIRO-Konzept wieder. So existieren Hinweise auf eine
genetische Prédisposition fir die Entwicklung und den Verlauf einer schweren Sepsis sowie fir
die Inzidenz und das Uberleben des akuten Lungenversagens (ARDS, ,,adult respiratory distress
syndrome®, Schocklunge) (Majetschak et al., 1999; Marshall et al., 2002; Stuber et al., 1996).
Sowohl pro- als auch antiinflammatorische Immunantworten tragen im Rahmen einer
systemischen Entziindungsreaktion und der Sepsis zum Outcome der Patienten bei. Daher sind
Gene, die fir Proteine kodieren, welche in die Vermittlung von Entziindungsprozessen involviert
sind, Kandidatengene, welche den genetischen Hintergrund bestimmen, der fir interindividuellen
Unterschiede in Hinblick auf infektionsbedingte Entziindungsreaktionen verantwortlich ist
(Stuber et al., 2005). Genetische Varianten der Entziindungsmediatoren kénnen demnach die
Empfanglichkeit fir eine schwere Sepsis, ihren Verlauf und das Uberleben beeinflussen. Positive
Assoziationen mit der Inzidenz und dem Verlauf der Sepsis konnten fir Entziindungsmediatoren
wie beispielsweise TNF, 11-6 oder MIF gezeigt werden (Lehmann et al., 2009; Majetschak et al.,
1999; Stiber et al., 1996). Erste Untersuchungen beziglich einer genetischen Préadisposition fur

individuelle Entziindungsantworten existieren ebenfalls in Hinblick auf Patienten, die sich
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kardiochirurgischen Eingriffen unterziehen mussten (Schroeder et al., 2003). Auch fir Molekiile
der Signaltransduktion bei einer Entziindungsreaktion tber Toll-like Rezeptoren (TLR), liegen
positive Befunde von Assoziationsstudien vor (Lorenz et al., 2002). Obwohl zahlreiche Arbeiten
zum Zusammenhang von verschiedenen genomischen Polymorphismen und dem Schweregrad
einer Sepsis oder dem Outcome vorliegen, fehlen bislang Untersuchungen, die den
Zusammenhang von Kandidatengenen auf die Apoptose von Lymphozyten bei Patienten mit

schwerer Sepsis analysieren (Lin und Albertson, 2004).

Die Bedeutung der Aufklarung der Signalwege und der genetischer Grundlagen liegen nicht nur
in der Erweiterung des Verstandnisses der Immunpathogenese der Sepsis, sondern vielmehr in
der mdoglichen ldentifikation von Risikokollektiven. Eine solche Identifikation sollte in der
Zukunft letztendlich eine Individualisierung der Therapie ermdglichen. So ware vorstellbar, dass
anhand von genetischen Mustern Patienten erkannt werden, die ein hohes Risiko der Entwicklung
einer Sepsis haben und ggf. von einer friihzeitigeren antibiotischen Therapie profitieren konnten.
Maglicherweise kdnnte es so auch gelingen, genetische Merkmale mit einem Vorhersagewert fir

die Pradisposition einer schweren Sepsis zu versehen.
1.5.3 Genetik des Fas-/FasL-Systems
1.5.3.1 Das Fas-Gen

Das fur den humanen Fas-Rezeptor kodierende Gen wurde auf dem langen Arm des Chromosoms
10923 lokalisiert (Behrmann et al., 1994; Cheng et al., 1995). Das Fas-Gen besteht aus neun
Exons, die durch acht Introns getrennt werden (Behrmann et al., 1994). Das Gen umspannt mehr
als 26 kb DNA (Cheng et al., 1995).

Exon 1 umfasst den 5 -untranslatierten Bereich (5-UTR) sowie die fir die ersten zehn
Aminosauren der vermeintlichen Signalsequenz kodierende DNA. Der aus drei zysteinreichen
Subdoménen bestehende Teil des Fas-Rezeptors wird durch die Exons 2 bis 5 kodiert. Exon 6
kodiert fur die transmembrane Region, wohingegen die 36 membrannahen, zytoplasmatischen
Aminosauren durch Exon 7 und Exon 8 kodiert werden. Die kodierende Region fur die restliche
zytoplasmatische Region des Fas-Rezeptors, einschlieBlich der Todesdoméne und einer
maoglichen negativ-regulatorischen Region des Proteins, befindet sich auf Exon 9. Hier findet sich
weiterhin die 3 -untranslatierte Region (3"-UTR) (siehe Abbildung 3) (Behrmann et al., 1994;
Cheng et al., 1995).



Die GrolRe der Exons reicht von 25 bp (Exon 8) bis zu mehr als 1439 bp (Exon 9). Das kleinste
Intron (Intron V) besteht aus 152 bp, wohingegen das grofite Intron, welches Exon 1 und Exon 2

trennt, ungefahr 12 kb umfasst (Behrmann et al., 1994).

-1781 -1007 -425 -1

. basaler
Silencer | Enhancer
romoto

Exo

Wz

— Promotor

: .Y Trans- - jv-
Signal- Zysteinreiche s 2y to.p 1‘;15 Todes- Nlegan})‘ y
sequenz | Subdominen ! BN (domiine "5 ororische

Region ' Region Region

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Struktur des Fas-Gens und der Beziehung zwischen
Exons und Struktur des Fas-Rezeptors [modifiziert nach Cheng et al. und Huang et al. (Cheng et al.,
1995; Huang et al., 1997)].

Konsensustranskriptionssequenzen wie beispielsweise TATA oder CCAAT in angemessener
Entfernung zu den Transkriptionsstartpunkten fehlen, jedoch finden sich stromaufwaérts der
Transkriptionsstartpunkte sehr GC-reiche Regionen (Behrmann et al., 1994; Cheng et al., 1995).
Der hohe GC-Gehalt und das Fehlen einer TATA-Box, zusammen mit dem Vorhandensein
verschiedener Transkriptionsstartpunkte sind Charakteristika, die die 5" -flankierende Region des
Fas-Gens mit Promotoren anderer in die Wachstumskontrolle involvierter Gene sowie mit denen
sogenannter Haushaltsgene teilt (Behrmann et al.,, 1994). In der Promotorregion wurden
Konsensussequenzen verschiedener Transkriptionsfaktorbindungsstellen beschrieben. Hierzu
zdhlen Bindungsstellen fiir beispielsweise NF-xB, GAF, AP-1 oder c-myb (Behrmann et al.,
1994; Cheng et al., 1995).

Innerhalb von 1,8 kb der 5°-flankierenden Region des Fas-Gens finden sich Silencer- und

Enhanceraktivitaten (siehe Abbildung 3). Silencer und Enhancer befinden sich aneinander



34

angrenzend, ungefdhr 600 bp  stromaufwérts des am  distalsten  gelegenen
Transkriptionsstartpunkts (an Position -392) (Rudert et al., 1995; Rudert et al., 1998).

1.5.3.2 Promotorpolymorphismen im Bereich des Fas-Gens

Im Bereich der Promotoren findet die Regulation der Gentranskription statt, weshalb Variationen
in diesem Bereich von besonderem Interesse sind. Promotoren enthalten sogenannte cis-aktive
Elemente. Das sind kurze Sequenzmotive, die spezifisch fir die Bindung von DNA-bindenden
Proteinen, wie beispielsweise Transkriptionsfaktoren, sind. Variationen in diesen Sequenzen
kénnen zu einer verdnderten Bindung der Transkriptionsfaktoren fuhren, welches eine

verminderte oder erhéhte Gentranskription zur Folge haben kann (Stuber et al., 2005).

Bereits 1997 wurden von Huang et al. zwei Polymorphismen in der Promotorregion des humanen
Fas-Gens beschrieben. Hierbei handelt es sich zum einen um einen Mval-RFLP im Bereich der
Enhancerregion, zum anderen um einen Polymorphismus im Bereich der Silencer Region. Im
Bereich der Silencerregion zeigt sich ein Bandenshift, der das Resultat einer CG — CA
Substitution an Position Fas -1377 ist. Durch diese Substitution entstent weder eine neue
Restriktionsenzymbindungsstelle, noch geht hierdurch eine solche verloren. Allerdings befindet
sich an dieser Stelle die Bindungssequenz des Transkriptionsfaktors SP-1 (CACGCCC) und
konnte daher dessen Bindung beeinflussen. Der zweite Polymorphismus ist an Position Fas -670
im Enhancerbereich lokalisiert. An dieser Stelle zeigt sich eine GA — GG Substitution, die eine
Mval-Restriktionsstelle bildet. Dieser Polymorphismus tritt im Bereich der Konsensussequenz
des nukledren Transkriptionselement GAS auf und konnte daher einen Einfluss auf die
Expression des Fas-Gens haben (Huang et al., 1997).

1.5.3.3 Bedeutung der Fas-Promotorpolymorphismen -670 und -1377

Assoziationsstudien existieren bereits in Hinblick auf einen Zusammenhang zwischen den Fas-

Promotorpolymorphismen -670 und -1377 bei Autoimmun- oder Tumorerkrankungen.

Van Veen et al. konnten in einer Studie mit 382 Patienten mit Multipler Sklerose zeigen, dass das
G-Allel des Fas -670 Polymorphismus signifikant seltener bei Patienten als in der Kontrollgruppe
auftritt. Sie folgerten aus dieser Beobachtung, dass dieser Genotyp das Risiko vermindert, eine
Multiple Sklerose zu entwickeln (van Veen et al., 2002). Kanemitsu et al. beobachteten in einer
Studie mit 109 Patienten mit systemischen Lupus erythematodes (SLE) eine signifikant hohere
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Frequenz des A-Allels an Position -670 in der Patienten- als in den Kontrollgruppe (Kanemitsu et
al.,, 2002). Eine Assoziation zwischen dem Fas-Polymorphismus -670 wird auch fir die
Karzinogenese von Zervixtumoren beschrieben (Lai et al., 2003). Heterozygote (GA) und
homozygote Varianten (AA) des Promotorpolymorphismus an Position Fas -1377 waren in einer
Studie an 471 Patienten mit einem signifikant erhdhten Risiko fur das Auftreten einer akuten
myeloischen Leukamie (AML) assoziiert (Sibley et al., 2003). Marin et al. untersuchten den
Effekt von Fas- und FasL-Polymorphismen auf das Outcome von Lebertransplantaten bei 151
Patienten. Patienten, die an Position —-670 den Genotyp AA aufwiesen, zeigten eine signifikant

geringere Transplantatiiberlebensrate als Patienten mit dem GA Genotyp (Marin et al., 2006).

Es existieren eine Reihe weitere Studien, die z. T. positive aber auch negative Assoziationen mit
0. g. Polymorphismen beschreiben. Studien, die eine Assoziation zwischen den Fas-
Promotorpolymorphismen -670 und -1377 und dem Auftreten oder dem Schweregrad einer

Sepsis untersuchen, existieren bislang nicht.
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1.6 Fragestellung

Inwieweit Polymorphismen in der Promotorregion des Fas-/FasL-Systems zur Pathogenese der

Sepsis beitragen, ist bislang nicht untersucht worden.
In der vorliegenden Arbeit sollen daher folgende Fragestellungen bearbeitet werden:

1. Besteht ein Zusammenhang zwischen den SNPs Fas -670 A/G und Fas -1377 G/A
in der Promotorregion des Fas-Gens und dem Auftreten einer schweren Sepsis?

2. Haben die SNPs Fas -670 A/G und Fas -1377 G/A einen Einfluss auf das Outcome

der an einer schweren Sepsis erkrankten Patienten?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Patientenkollektiv und Einschlusskriterien

Die Untersuchungen wurden entsprechend den Grundlagen der revidierten Deklaration des
Weltdrztebundes von Helsinki (2000) durchgefuhrt. Die Studie wurde von der Ethikkommission
der Rheinischen-Friedrich-Wilhelms Universitdt geprift und genehmigt. Die genetischen
Analysen erfolgten nach Zustimmung der Patienten bzw. Probanden, dem gesetzlichen Vertreter
oder nachstem Angehdrigen und wurden pseudonymisiert durchgefthrt.

2.1.1.1 Kollektiv der septischen Patienten

In die Genotypisierungsstudie an einem Kollektiv septischer Patienten wurden initial 159
Patienten, die auf einer operativen Intensivstation behandelt wurden, eingeschlossen. Hierbei
handelte es sich um Patienten aus unterschiedlichen operativen Fachgebieten mit
unterschiedlicher Krankheitsgenese. Die eingeschlossenen Patienten erfiillten alle die Kriterien
der schweren Sepsis entsprechend der ACCP/SCCM Consensus Conference von 1991 (Bone et
al., 1992). Als Parameter zur Einschéatzung der Erkrankungsschwere dienten die SAPS I1-Werte
bei Studieneinschluss. Als Parameter des Ausmalies der inflammatorischen Reaktion, diente das

Procalcitonin aus dem Routinelabor zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses.
2.1.1.2 Kontrollkollektiv

Als Kontrollgruppe dienten 139 freiwillige kaukasische, gesunde Blutspender. Diese entsprachen
den allgemeinen Voraussetzungen fir Blutspender. Hierzu z&hlt, dass Blutspender zum Zeitpunkt
der Blutspende gesund sein missen und dass Erkrankungen zeitweise oder auch generell von der

Blutspende ausschliefl3en.
2.1.1.3 Kollektiv der kritisch kranken Patienten ohne Sepsis (SIRS-Patienten)

Als zusatzliches Kontrollkollektiv dienten 88 kardiochirurgische Patienten, bei denen aufgrund
einer Koronaren Herzerkrankung (KHK) eine Bypass-Operation durchgefuhrt werden musste.
Diese erfolgte bei einem Teil der Patienten mit und bei dem anderen Teil der Patienten ohne

Unterstutzung der HLM. Nach der Operation wurde bei den Patienten das Auftreten eines SIRS



38

entsprechend der Definitionen der ACCP/SCCM Consensus Conference von 1991 (Bone et al.,
1992) beobachtet. VVor Operationsbeginn wurde den Patienten routineméfi3ig Blut abgenommen.
In dieser Blutabnahme erfolgte die Bestimmung des PCTs aus dem Standardlabor vor OP-
Beginn. Weiterhin wurde in diesem Kollektiv das nach der Operation maximal gemessene PCT
aus dem Standardlabor bestimmt. Auf der Intensivstation erfolgte die Bestimmung des SAPS II-

Scores bei Aufnahme.

Dieses Kollektiv umfasst eine Gruppe kritisch kranker Patienten ohne Sepsis und wird im
Folgenden als ,,SIRS-Kollektiv bezeichnet.

2.1.2 Kleingerate und Materialien

Eppendorf Gefal3, 1,5 ml Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
(Deutschland)
Reaktionsgefalstander, Tube-Rack Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
(Deutschland)
Pipettenspitzen (Filter Tipps, steril) Axygen, Union City (USA)
PCR Gefal, 0,2 ml, farblos Roche, Mannheim (Deutschland)
Light Cycler® Capillaries Roche, Mannheim (Deutschland)
PCR Tubes, 0,2 ml Biozym, Oldendorf (Deutschland)
Reaktionsgefae, 1,5 ml, steril Biozym, Oldendorf (Deutschland)
Pipetten Eppendorf, Hamburg (Deutschland)
24 Well Plate Nunc, Langenselbold, (Deutschland)
EDTA Monovetten, 10 ml Sarstedt, Numbrecht (Deutschland)

2.1.3 Technische Geréate

Laborfuge 400 g Kendro Laboratory Products, Osterode
(Deutschland)
Zentrifuge Kendro Laboratory Products, Osterode

(Deutschland)
MS2 Minishaker IKA, Staufen (Deutschland)



Gefrierschrank, Comfort no-frost
Eismaschine, AF 10
LightCycler® 1.5

LightCycler® Software 3.5
LightCycler® Carousel Centrifuge

Thermomixer 5436
Thermomixer Compact

Gene Amp PCR_SYSTEM 2400
Gelkammer

Gel-Auswertung: Gel Doc 1000
Software 1.14 Molecular Analysis
Transilluminator 2020E
Polaroidkamera CU5

Mikrowelle

Analysewaage BP 3105
Spannungsquelle Power Pac 200 und 3000
Laborfuge 400R

Heraeus Biofuge fresco

Mikroplate Reader Modell 550

2.1.4 Chemikalien und Reagenzien

Agarose, Agarose DNA
Tris-Borsaure-EDTA Puffer
Ethidiumbromid
Bromphenol Blau

Xylene Cyanol FF
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Liebherr, Ochsenhausen (Deutschland)
Scotsman, Vernon Hills (USA)

Roche, Mannheim (Deutschland)
Roche, Mannheim (Deutschland)
Roche, Mannheim (Deutschland)

Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
(Deutschland)
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
(Deutschland)

Perkin Elmer, Conneticut (USA)

Bio-Rad, Munchen (Deutschland)
Bio-Rad, Munchen (Deutschland)
Bio-Rad, Minchen (Deutschland)
Stratagene, Waldbronn (Deutschland)
Desaga, Heidelberg (Deutschland)
Siemens, Minchen (Deutschland)
Sartorius, Gottingen (Deutschland)
Bio-Rad, Minchen (Deutschland)

Heraeus Instruments, Hanau (Deutschland)
Heraeus Instruments, Hanau (Deutschland)

Bio-Rad, Minchen (Deutschland)

Biozym, Oldendorf (Deutschland)
Sigma, Minchen (Deutschland)
Sigma, Miinchen (Deutschland))
Sigma, Minchen (Deutschland))
Sigma, Miinchen (Deutschland)
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15 % Ficoll Typ 400 Pharmacia Biotech, Freiburg (Deutschland)
Marker: Gene Ruler 50 bp und 100 bp Fermentas MBI , St. Leon-Rot (Deutschland)
Puregene DNA-Isolation Kit (Blood Kit) Biozym, Oldendorf (Deutschland)

Ethanol 70 % Merck Darmstadt (Deutschland)

Isopropanol Merck, Darmstadt (Darmstadt)

Kit: LightCycler DNA Master Hybridization Roche, Mannheim (Deutschland)
Probes
Primer TIB Molbiol, Berlin (Deutschland)

Sonden TIB Molbiol, Berlin (Deutschland)

2.2 Methoden

2.2.1 DNA-Isolierung

Die DNA-Isolierung erfolgte mit Hilfe des Puregene DNA-Isolation-Kits der Firma Biozym aus
Ethylendiamintetraacetat-(EDTA-)Vollblut.

Die DNA-Isolierung umfasst mehrere Schritte:

. Lyse der Erythrozyten
. Lyse der kernhaltigen Zellen
. RNAse-Behandlung

1

2

3

4. Protein-Prazipitation
5. DNA-Prazipitation
6

. DNA-Lagerung

Zunéchst wurden 300 ul des EDTA-Vollbluts zu 900 ul der Erythrozyten-Lyse-L6sung (,,RBC
Lysis Solution®) in ein Eppendorf-Rohrchen pipettiert. Danach erfolgten eine Inversion des
Eppendorf-Rohrchens sowie eine zehnmindtige Inkubation bei Raumtemperatur (RT). Wéhrend
der Inkubation wurde ein weiteres Mal invertiert. Nach der Inkubation wurde der Ansatz fir 20
Sekunden (s) bei 12.000 Umdrehungen pro Minute (U/min) zentrifugiert und anschlieRend der
Uberstand abpipettiert. Das entstandene Leukozytenpellet wurde fiinf Sekunden gevortext
(schnelles Durchmischen zur besseren Losung). Danach wurden 300 pl der Zell-Lyse-Ldsung
(»Cell Lysis Solution*) hinzugegeben und das Pellet resuspendiert. Daraufhin wurden 1,5 pl der
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RNAse A Solution zupipettiert. Nach Inversion (25 x) erfolgte eine erneute 15-minitige
Inkubation bei 37 °C. AnschlieRend wurden 100 pl der Protein-Prézipitations-Losung (,,Protein
Precipitation Solution*) hinzugeftigt, 20 s lang gevortext und fur drei Minuten (min) bei 12.000
U/min zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand in ein zweites Eppendorf-Réhrchen ibertragen,
welches bereits mit 300 pl Isopropanol gefullt war. Es erfolgte eine mehrfache Inversion bis der
DNA-Strang als weillliches Prézipitat sichtbar wurde. Nach erneuter einminutiger Zentrifugation
bei 12.000 U/min wurde der Uberstand unter Beachtung des weien DNA-Pellets dekantiert. Die
Reste des Isopropanols wurden (ber einem sauberen Saugtuch entfernt. AnschlieRend wurden
300 pl Ethanol 70 % hinzugefiigt, invertiert und eine Minute zentrifugiert. Der Uberstand wurde
wieder dekantiert und das verbliebene Ethanol Uber einem Saugtuch entfernt. Das entstandene
Pellet wurde anschlieRend fiir 15 min luftgetrocknet. Abschlielend erfolgte die Zugabe von 100
pl  Hydratations-Losung (,,Hydration Solution®) und eine Inkubation bei 65°C auf dem
Thermomixer fir 30 min. Die isolierte DNA wurde bis zur endgiltigen Analyse bei -20°C

gelagert.
2.2.2 Echtzeit-PCR mit dem LightCycler®
2.2.2.1 Funktionsprinzip

Die Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (,,Real-Time-PCR*; ,Polymerase Chain Reaction®)
ermdoglicht mit Hilfe sogenannter Hybridisierungssonden die spezifische Detektion von PCR-
Produkten und durch die Aufnahme einer Schmelzkurve den Nachweis eines
Einzelnukleotidaustauschs.

Die Detektion basiert auf dem sogenannten Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer
(,,Fluorescence Resonance Energy Transfer®, FRET). Hierbei binden sequenzspezifische, mit
zwei verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markierte Oligonukleotide (,,Hybridisation Probes )
in rdumlicher Ndhe zueinander zwischen den beiden Primern an die Ziel-DNA. Zunédchst wird der
erste Farbstoff, Fluorescein, angeregt. Dieser emittiert selbst keine Fluoreszenz, sondern dient als
Donor (,,Energielieferant™), welcher seine Energie auf den benachbarten Farbstoff, LC Red 640,
ubertrégt, woraufhin dieser eine rote Fluoreszenz als Lichtsignal emittiert (sieche Abbildung 4).
Die Messung erfolgt einmal pro Zyklus der PCR jeweils nach Anlagerung der Primer

(sogenannte ,,Annealing Phase®).
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Anregung

NONONONNNNNNANANNNNNNNNEND

Anlagerung der Primer, Annealing

/1 Emission

O Fluorescein
© LCRed 640

Abbildung 4: Prinzip des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers (FRET).  Zwei
sequenzspezifische, mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markierte Oligonukleotide binden in
raumlicher Nahe zueinander an die Ziel-DNA. Der erste Farbstoff (Fluorescein) wird angeregt und
Ubertragt seine Energie auf den benachbarten Farbstoff (LC Red 640), woraufhin dieser eine rote
Fluoreszenz als Signal emittiert.

Die genotypische Analyse erfolgt durch Schmelzkurvenanalyse der Sensor-Sonde, welche die
variable Sequenz uberdeckt. Durch eine kontinuierliche Temperaturerhdhung kommt es zu einem
Abschmelzen der Sensor-Sonde, wobei ein Fluoreszenzsignal gemessen wird. Jede Anderung der
Sequenz unter der Sensor-Sonde fiihrt zu einer Erniedrigung des Schmelzpunkts (siehe
Abbildung 5). Der Genotyp wird durch unterschiedliche Schmelzpunkte bestimmt, da mit dem
Abschmelzen der Sonde auch das Fluoreszenzsignal stoppt. Eine homozygote Wildtyp-Probe

ergibt einen definierten Schmelzpunkt, eine heterozygote Probe zwei Schmelzpunkte und eine
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homozygot verdnderte mutierte Probe einen einheitlichen Schmelzpunkt bei einer niedrigeren
Temperatur.

Niedrige Temperatur Hohe Temperatur
b 4

Vs
///
v
Nicht zur Q QI_I Q
Sonde Ul

passende NANNNANAAANEN AEAAAAAAANEAN

Sequenz
//1 //1
7/ /
/ 7/
7/ 7/
Zur Sonde rrr(O Q|1 rrr(O QrI
passende HI UI

Sequenz I.I.I.I.I.I.I.I.I.I.Ill_l. I.I.I.I.I.I.I.I.I.I.ﬂ].l.

O Fluorescein

O LCRed 610

Abbildung 5: Prinzip der Mutationsanalyse mittels Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer. Durch
kontinuierliche Temperaturerhéhung kommt es zu einem Abschmelzen der Sensor-Sonde, wobei ein
Fluoreszenzsignal gemessen wird. Jede Anderung der Sequenz unter der Sensor-Sonde fuhrt zu
einer Erniedrigung des Schmelzpunkts.

2.2.2.2 Primer und Sonden

Fur die Analyse der SNPs an Position Fas -670 und Fas -1377 wurden Hybridisierungssonden

und Primer durch die Firma TIB Molbiol konzipiert und kommerziell erworben. Durch TIB
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Molbiol wurden mehrere verschiedene Primer- und Sondenpaare zur Verfiigung gestellt. In einem
ersten Schritt wurden verschiedene Primer- und Sondenkombinationen sowie unterschiedliche
Konzentration getestet, um fur die geplante Genotypisierung die optimalen Paarungen und

Konzentrationen zu finden.

Primer (FAS F) 5- gATAATACAQAgAATYCCCATATAC
Primer (FAS A) 5- CCTCCTgAgggCTTTCCA

Sonde (Sensor [Als) 5 - CAAggCTggCACACCCA - - Fluorescein

5- LC Red670 — gTCTTCCTCATggCACTAACAGTCTACTY - -

Anchor (FAS Anchor) | oy e ohatgruppe

Tabelle 2: Endgultige Primerkombination und Hybridisierungssonden flir den SNP an Position Fas
-1377 (Sequenzen entsprechend der Genbankeintragnummer X87625)

FAS F

5Z’%GAGATAATACAGAGAATGCCCATATI:CCATCCTCCTTATCCCACTTCTTTTTGTGTCTATTAGATGCTCAGAG
3?CTCTATTATGTCTCTTACGGGTATATGGTAGGAGGAATAGGGTGAAGAAAAACACAGATAATCTACGAGTCTC

Sensor [A]s _
TGTGTGCACAAGGCTGGCACGCCCAGG AAGGTGGAACAGA
ACACACGTGTTCCGACCGTGCGGGTCC TTCCACCTTGTCT

!

3
GACAAGCCTATCAACACCTACAAGACTGGTGGTAAGTGCAGTGACAGATGCAAAACACAGGGTGATGGAAAGCCCTCAGGAGGGTAACCTAA
CTGTTCGGATAGTTGTGGATGTTCTGACCACCATTCACGTCACTGTCTACGTTTTGTGTCCCACTACCTTTCGGGAGTCCTCCCATTGGATT,,

) FAS A

Abbildung 6: Primer- und Sondenlokalisation fur den SNP Fas -1377



45

Primer (FASs) | 5 - CTCCCTTTTCAGAGCCCTA

Primer (FAS R) 5'- gTCCATYTTgTggCTgCAA

Sonde (Sensor [A]) 5 - LC Red640 — TTCCAgAAACGTCTQTQgAQC - - Phosphatgruppe

5- CAACATCTQTACTTTTTCATATQgTTAACTgTCC - -

Anchor (670 Anchor) Eluorescein

Tabelle 3: Endgultige Primerkombination und Hybridisierungssonden fur den SNP an Position Fas
-670 (Sequenzen entsprechend Genbankeintragnummer AY450925)

FAS s
5!

TGGGGCTATGCGATTTGGCTTAAGTTGTTAGCTTTGTTTTCCTCTTGAGAAATAAAAACTAAGGGGCCCTCCCTTTTCAGAGCCCfiTG
3$CCCCGATACGCTAAACCGAATTCAACAATCGAAACAAAAGGAGAACTCTTTATTTTTGATTCCCCGGGAGGGAAAAGTCTCGGGATAC

Sensor [A]

> >
CATTCCAGAAACGTCTGTGAGCCTCTCATGTTGCAGCCACAACATGGACAGCCC
S TAAGGTCTTTGCAGACACTCGGAGAGTACAACGTCGGTGTTGTACCTGTCGGG 5

FAS R

’

Abbildung 7: Primer- und Sondenlokalisation fiir den SNP Fas -670

2.2.2.3 Durchfuhrung

Zunachst wurden Sonde und Anchor in ein 1,5 ml fassendes Reaktionsgefal’ pipettiert. Daraufhin
wurden Aqua destillata (Aqua dest.) sowie Magnesiumchlorid (MgCl,) hinzugeflgt. Nach
Zugabe der Primer und des Enzymmixes wurde der so entstandene Mastermix gevortext und kurz

zentrifugiert.
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Aqua dest. 10,4
MgCl, 1,6
Primer forward
Fir -670: FAS s 0,5 (10 pmol)

Far -1377: FAS F

Primer reverse
Fir -670: FASR 0,5 (10 pmol)
Fir -1377: FAS A

Sonde
Fir -670: Sensor [A] 1,5 (3 pmol)
Flr -1377: Sensor [A]s
Anchor
Fir -670: 670 Anchor 1,5 (3 pmol)
Far -1377: FAS Anchor
Enzymmix 2
Template 2

Tabelle 4: Reaktionsansatz (Mastermix) pro Kapillare fiir die Messung mit dem LightCycler®

Es folgte die Vorbereitung der LightCycler®-Kapillaren. In jede Kapillare wurden 18 pl des
Mastermixes sowie 2 pl der zu untersuchenden DNA pipettiert und die Kapillaren im Anschluss

verschlossen.

Nachdem die Kapillaren im LightCycler®-Karussell positioniert wurden, erfolgte eine
Zentrifugation in der LightCycler®-Karussell-Zentrifuge. Hiernach wurde das LightCycler®-
Karussell mit den Kapillaren im LightCycler® positioniert und die Messung (Einstellungen siehe
Tabellen 5 und 6) durchgefuhrt.

Jeder Lauf beinhaltete eine Negativkontrolle, die anstelle des DNA-Templates Aqua destillata
enthielt. Die komplette Praparation erfolgte auf Eis oder gekihlten Pipettierblocken.
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Denaturierung

Zyklen 1
Temperatur [°C] | Zeit [s] SIope/Temp.[o'E:rlg]nsmon Time
Initiale 95 30 20

Zyklen 35
Temperatur [°C] | Zeit [s] SIope/Temp.[o'E:rlg]nsmon Time
Denaturierung 95 10 20
Annealing 60 10 20
Elongation 72 5 20
Zyklen 1
Temperatur [°C] |  Zeit [s] SIope/Temp.[o'Er/f;l]nsmon Time
Denaturierung 95 20 20
Annealing 40 15 20
Elongation 95 0 0,15
Zyklen 1
Temperatur [°C] | Zeit [s] SIope/Temp.oTran3|t|on Time
[°Cls]
40 30 20

Tabelle 5: Einstellungen des LightCycler® zur Bestimmung des SNPs an Position Fas-670
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Denaturierun

Zyklen 1
Temperatur [°C] | Zeit [s] SlOpe/Temp.[o'Erlz]nsmon Time
Initiale o5 20 ”

Zyklen 35
Temperatur [°C] | Zeit [3] SIope/Temp.[o'E:r/a;\]nsmon Time
Denaturierung 95 10 20
Annealing 55 10 20
Elongation 72 5 20
Zyklen 1
Temperatur [°C] |  Zeit [s] SIope/Temp.[o'Erli]nsmon Time
Denaturierung 95 20 20
Annealing 40 20 20
Elongation 95 0 0,1
Zyklen 1
Temperatur [°C] |  Zeit [s] SIope/Temp.[o'g?]nsmon Time
40 30 20

Tabelle 6: Einstellungen des LightCycler® zur Bestimmung des SNPs an Position Fas -1377

2.2.3 Agarosegelelektrophorese

Waihrend der Etablierungsphase der Bestimmung der SNPs mit Hilfe des LightCyclers® wurde im
Anschluss an die Messung mit dem LightCycler® eine Gelelektrophorese zur Kontrolle der
stattgehabten DNA-Amplifizierung durchgefihrt.

Nach Amplifikation und Schmelzkurvenanalyse mittels des LightCyclers® wurden die Kapillaren
aus dem Probenkarussell entnommen und mit der Offnung in beschrifteten Eppendorf-Rohrchen

platziert. Es erfolgte eine kurze Zentrifugation, wodurch der Inhalt der Kapillaren in das

Eppendorf-Rohrchen tberflhrt wurde. Die Kapillaren wurden hiernach entfernt.
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Fur jede Probe wurden je 2 pl Beladungspuffer (aus 0,25 % Bromphenol-Blau, 0,25 %
Xylenecyanol FF und 15 % Ficoll, Typ 400 in Wasser) vorbereitet. Zu diesem wurden
anschlieRend je 2 ul der entsprechenden Probe zugegeben. Im Rahmen jeder Gelelektrophorese
erfolgte ein Ansatz mit 2 pl des Markers Gene Ruler 50 bp bzw. 100 bp anstelle der Probe,

welcher als Grozenkontrolle fir die amplifizierte DNA diente.

Es wurde 1% iges Agarosegel verwendet, welches aus 0,5 g DNA Biozymagaros®, 50 ml 0,5-
fach konzentriertem Tris-Borsaure-EDTA Puffer (TBE Puffer) und 16 pl Ethidiumbromid
bestand.

Das Gemisch aus Probe und Beladungspuffer wurde in die Kammern des Agarosegels gefiillt.
Danach wurde die gefiillte Agarosekammer an eine Stromquelle mit einer Spannung von 130
Volt (V) angeschlossen. Die Laufzeit betrug 30 min. Anschliefend wurden die DNA-Banden mit
Hilfe einer UV-Lichtquelle sichtbar gemacht.

2.2.4 Hardy-Weinberg-Aquilibrium

Das Hardy-Weinberg-Gesetz wurde nach seinen Beschreibern, dem britischen Mathematiker
Godfrey Herold Hardy und dem deutschen Arzt Wilhelm Weinberg benannt. Das Hardy-
Weinberg-Gesetz besagt, dass die Genhéufigkeiten und damit die Haufigkeiten der beiden
homozygoten Genotypen und des Heterozygoten von Generation zu Generation konstant bleiben
(Aichinger und Grimm, 2008; Tariverdian und Buselmaier, 2004). Das Gesetz bezieht sich auf

eine sogenannte ,,ideale Population. Daher gelten folgende Bedingungen:

GroRe Population

Panmixie

Keine Selektion oder Mutation

Keine Migration

Die Bedeutung des Gesetzes liegt darin, dass es die Beziehung zwischen den H&ufigkeiten der
Allele und denen der Hetero- und Homozygoten formuliert (Tariverdian und Buselmaier, 2004).

Mit Hilfe dieses Gesetzes lassen sich Erwartungswerte fiir Genotyphdufigkeiten errechnen.
Mit folgender Formel kann die Gleichgewichtshaufigkeit der Genotypen ausgedriickt werden:

p*+2pq +¢° =1,
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wobei p? die Haufigkeit des homozygoten Genotyps des dominanten Allels, g° die Haufigkeit des
homozygoten Genotyps des rezessiven Allels und 2pg die Haufigkeit des heterozygoten

Genotyps darstellt.

Genotyp AA Aa aa

2

Frequenz p 2pq 9

Tabelle 7: Genotyphaufigkeiten entsprechend des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts

2.2.5 Statistik

Die vorliegende Arbeit ist eine genetisch-epidemiologische Assoziationsuntersuchung, die
anhand einer Fall-Kontrollstudie vorgenommen wurde. Die statistische Auswertung der
gesammelten Daten erfolgte mit Hilfe der Software von GraphPad Prism 5. Fir die Darstellung
der Alters- und Geschlechtsverteilung sowie der PCT- und SAPS I1-Werte wurde eine deskriptive
Statistik verwendet. Der Vergleich der Kollektive hinsichtlich Alter, PCT- und SAPS II-Werten
erfolgte durch den Mann-Whitney U-Test. Dieser ist ein Test zum Vergleich zweier
unabhangiger Gruppen. Der U-Test ist ein Homogenitétstest zur Uberpriifung der Signifikanz der
Ubereinstimmungen zweier Verteilungen. Genotyphaufigkeiten wurden mit Hilfe des Chi-
Quadrat-Tests (y-Test) verglichen. Zur Auswertung der Allelhaufigkeiten wurde Fishers exakter
Test verwendet. Dieser ist ein Signifikanztest auf Unabh&ngigkeit in der Kontingenztafel. Er
ermoglicht die Berechnung exakter p-Werte und ist auch bei kleiner ProbengroRe zuverlassig

anwendbar. Statistische Signifikanz wurde als p < 0,05 angenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Primer- und Sondenkombinationen

In einem ersten Schritt wurden im Rahmen der Etablierungsphase unterschiedliche Primer- und
Sondenkombinationen getestet. Unterschiede bestanden sowohl in der Lange der Primer und
Sonden als auch in der Konzentration. Ziel war es, die idealen Paarungen und Konzentrationen

fur die geplanten Genotypisierungen zu finden.

Es zeigte sich, dass sich fir den SNP an Position Fas -670 die Primerkombination FAS s und
FAS R und Sondenkombination Sensor [A] und 670 Anchor am besten eigneten.
Dementsprechend wurde diese Kombination flr die geplanten Untersuchungen verwendet. Ein
Beispiel fir eine erfolgreiche Genotypisierung mit Hilfe dieser Primer- und Sondenkombination
ist in Abbildung 8 dargestellt.

Fur den SNP an Position Fas -1377 zeigten die Primerkombination FAS F und FAS A und die
Sondenkombination Sensor [A]s und FAS Anchor die besten Ergebnisse und wurden
dementsprechend fiir die geplanten Untersuchungen verwendet. Ein Beispiel flr eine erfolgreiche

Genotypisierung mit Hilfe der Primer- und Sondenkombination ist in Abbildung 9 dargestellt.
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Abbildung 8: Beispiel einer erfolgreichen Genotypisierung mittels Schmelzkurvenanalyse des SNPs
an Position Fas -670
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Abbildung 9: Beispiel einer erfolgreichen Genotypisierung mittels Schmelzkurvenanalyse des SNPs
an Position Fas -1377

3.2 Demographie der Patientenkollektive

3.2.1 Sepsiskollektiv

Eine erfolgreiche Genotypisierung des Patientenkollektivs fiir beide Genotypen war bei 123 der
initial eingeschlossenen 159 Patienten mdglich. Diese 123 Patienten wurden der weiteren

Auswertung zugrunde gelegt.

Die Patienten wurden u. a. aufgrund folgender Krankheitsbilder intensivmedizinisch behandelt:
Polytrauma, nekrotisierende Pankreatitis, nekrotisierende Fascitis, Bauchaortenaneurysma,
Pneumonie und ARDS.

Fur alle untersuchten Kollektive wurden die Mittelwerte des Alters, des PCTs und des SAPS II-
Werts bestimmt. Zusétzlich wird im Folgenden die Spanne zwischen minimalem und maximalem

Wert in Klammern angegeben.

Die Patienten waren bei Studieneinschluss im Mittel 58 Jahre (18 - 91) alt. Das Sepsiskollektiv
umfasste 41 weibliche und 82 mannliche Patienten. Der SAPS II-Wert lag bei Studieneinschluss
im Mittel bei 54 Punkten (12 — 89). Die zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses gemessenen
PCT-Werte aus dem Standardlabor betrugen im Mittel 24 ng/ml (0,25 — 386). Im Verlauf der
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50 Patienten (40,7%) im Rahmen der Erkrankung verstarben.

Alter (Jahre) 58 (18 —91) 42 (21 -60) 65 (35— 85)
p < 0,0001 p =0,0083
Geschlecht
weiblich 41 51 13
mannlich 82 74 66
p =0,2389 p = 0,0091
SAPS 11 54 (12 - 89) - 16 (7 - 25)
p < 0,0001
PCT (ng/ml)
praoperativ - - 0,2 (0,08 —0,6)
auf ICU 24 (0,25 -386) - 3(0-98)
p < 0,0001

Tabelle 8: Ubersicht Gber die Charakteristika der untersuchten Kollektive. Vergleich jeweils gegen
die Sepsisgruppe. Signifikante Unterschiede zeigten sich hinsichtlich des Alters (p < 0,0001 fur die
Gruppe der Blutspender und p = 0,0083 fur die SIRS-Gruppe, Mann-Whitney U-Test), der
Geschlechtsverteilung (p = 0,0091 fir die SIRS-Gruppe, Fishers exakter Test), der Hohe des SAPS
I1-Scores (p < 0,0001, Mann-Whitney U-Test) und des PCTs auf ICU (p < 0,0001, Mann-Whitney U-
Test).

3.2.2 Kontrollkollektiv der Blutspender

Bei den als Kontrollkollektiv dienenden gesunden Blutspendern war eine erfolgreiche
Genotypisierung fir beide SNPs bei 125 der urspringlich 139 eingeschlossenen Probanden

maoglich. Diese 125 Blutspender wurden der weiteren Auswertung zugrunde gelegt.

Das Alter der Blutspender betrug im Mittel 42 Jahre (21- 60). Es wurden 51 weibliche und 74

méannliche Probanden eingeschlossen.
3.2.3 SIRS-Kollektiv

Eine erfolgreiche Genotypisierung der 88 eingeschlossenen kardiochirurgischen Patienten war
bei 78 Patienten fir den SNP an Position Fas -670 und bei 73 Patienten fiir den SNP an Position
Fas -1377 moglich.
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Das Alter der Patienten betrug bei Studieneinschluss im Mittel 65 Jahre (35 — 85). Das Kollektiv
umfasste 13 weibliche und 66 mannliche Patienten. Vor Anésthesiebeginn erfolgte eine
Bestimmung des PCTs. Dieses betrug im Mittel 0,2 ng/ml (0,08 — 0,6). Das im Verlauf der
postoperativen Behandlung auf der Intensivstation gemessene maximale PCT betrug 3 ng/ml (0 —
98). Der mittlere SAPS 11-Wert in diesem Kollektiv lag bei 16 Punkten (7 — 25).

3.2.4 Vergleich der Kollektive

Ein signifikanter Unterschied zwischen dem Kontrollkollektiv der Blutspender und der
Sepsisgruppe zeigte sich hinsichtlich der Altersverteilung. Die Gruppe der Blutspender war mit
im Mittel 42 Jahren jinger als die Gruppe der septischen Patienten mit 58 Jahren (p < 0,0001,
Mann-Whitney U-Test). In Bezug auf die Geschlechtsverteilung ergab sich kein signifikanter
Unterschied.
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Abbildung 10: Altersverteilung der Kollektive. Dargestellt ist die Altersverteilung des
Sepsiskollektivs, der Blutspender- und der SIRS-Gruppe. Die Box stellt jeweils den Bereich
zwischen der 25 %- und 75 %-Perzentile dar. Die Linie innerhalb der Box beschreibt den Median.
Das Kreuz (+) symbolisiert die Lage des Mittelwerts. Die Whiskers (Linienendpunkte) oberhalb und
unterhalb der Box symbolisieren die maximalen bzw. minimalen Werte. Signifikante Unterschiede
hinsichtlich der Altersverteilung bestanden sowohl zwischen dem Sepsis- und dem
Blutspenderkollektiv (p < 0,0001, Mann-Whitney U-Test) als auch zwischen Sepsis- und SIRS-
Kollektiv (p = 0,0083, Mann-Whitney U-Test).
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Im Vergleich des Sepsiskollektivs mit der SIRS-Gruppe ergaben sich signifikante Unterschiede
sowohl hinsichtlich des Alters (p = 0,0083, Mann-Whitney U-Test) als auch hinsichtlich der
Geschlechtsverteilung (p = 0,0091, Fishers exakter Test). Zusatzlich wiesen die Sepsispatienten
signifikant hohere SAPS IlI- und PCT-Werte wahrend des ICU-Aufenthalts auf (siehe
Abbildungen 11 und 12) (jeweils p < 0,0001, Mann-Whitney U-Test). Die prdoperativ
gemessenen PCT-Werte in der Gruppe der Kritisch kranken Patienten ohne Sepsis zeigten keine

Erhohung.
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Abbildung 11: Vergleich SAPS Il-Werte der Sepsis- und der SIRS-Gruppe. Dargestellt ist die
Verteilung der SAPS I1-Werte innerhalb der beiden Gruppen. Die Box stellt jeweils den Bereich
zwischen der 25 %- und 75 %-Perzentile dar. Die Linie innerhalb der Box beschreibt den Median.
Das Kreuz (+) symbolisiert die Lage des Mittelwerts. Die Whiskers (Linienendpunkte) oberhalb und
unterhalb der Box symbolisieren die maximalen bzw. minimalen Werte. Es zeigte sich ein
signifikanter Unterschied hinsichtlich der Hohe des SAPS I1-Scores mit héheren Werten in der
Sepsisgruppe (p < 0,0001, Mann-Whitney U-Test).
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Abbildung 12: Vergleich der PCT-Werte der Sepsis- und der SIRS-Gruppe. Dargestellt sind die auf
der ICU bestimmten PCT-Werte des Sepsis- sowie des SIRS-Kollektivs. Fir das SIRS-Kollektiv
sind zuséatzlich die préoperativ bestimmten PCT-Werte aufgetragen. Die Box stellt jeweils den
Bereich zwischen der 25 %- und 75 %-Perzentile dar. Die Linie innerhalb der Box beschreibt den
Median. Das Kreuz (+) symbolisiert die Lage des Mittelwerts. Die Whiskers (Linienendpunkte)
oberhalb und unterhalb der Box symbolisieren die maximalen bzw. minimalen Werte. Es zeigte sich
ein signifikanter Unterschied in Bezug auf den maximalen auf der ICU gemessenen PCT-Wert der
SIRS-Gruppe in Vergleich mit dem PCT-Wert der Sepsisgruppe zum Einschlusszeitpunkt (p <
0,0001, Mann-Whitney U-Test).

3.3 Ergebnisse der Genotypisierung
3.3.1 Hardy-Weinberg-Aquilibrium

3.3.1.1 Beobachtete Genotyphaufigkeit an Position Fas -670 und das Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht

Die tatséchlich beobachtet Genotypverteilung an Position Fas -670 des Sepsiskollektivs, des
Blutspenderkollektivs und des SIRS-Kollektivs wurden mit der nach dem Hardy-Weinberg-
Gesetz erwarteten Genotypverteilung verglichen.
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In allen drei untersuchten Kollektiven entsprach die beobachtete Genotyphaufigkeit der nach dem
Hardy-Weinberg-Gesetz erwarteten Genotyphaufigkeit fir den SNP an Position Fas -670. Es
zeigte sich kein signifikanter Unterschied (Sepsisgruppe: p = 0,7419, Blutspendergruppe: p =
0,9683, SIRS-Gruppe: p = 0,9468, y*-Test). Das Hardy-Weinberg-Gesetz war in den untersuchten

Kollektiven fiir die Genotypverteilung an Position Fas -670 somit erfillt.

Beobachtete
Genotyphaufigkeit 40 55 28
0,7419
Erwartete 37 61 ’5
Genotyphéaufigkeit

Tabelle 9: Vergleich der beobachteten und der nach dem Hardy-Weinberg-Gesetz erwarteten
absoluten Genotyphaufigkeiten des SNPs an Position Fas -670 im Sepsiskollektiv. Das Hardy-
Weinberg-Gesetz ist erfillt. Es lag kein signifikanter Unterschied zwischen der beobachteten und
der erwarteten Genotyphaufigkeit vor (p = 0,7419, x> Test).

Beobachtete
Genotyphaufigkeit 36 60 29
0,9683
Erwartete 35 6 28
Genotyphéaufigkeit

Tabelle 10: Vergleich der beobachteten und der nach dem Hardy-Weinberg-Gesetz erwarteten
absoluten Genotyphéaufigkeiten des SNPs an Position Fas -670 im Blutspenderkollektiv. Das Hardy-
Weinberg-Gesetz ist erfillt. Es lag kein signifikanter Unterschied zwischen der beobachteten und
der erwarteten Genotyphaufigkeit vor (p = 0,9683, - Test).

Beobachtete

Genotyphaufigkeit 28 36 14
0,9468
Erwartete 27 38 13
Genotyphaufigkeit

Tabelle 11: Vergleich der beobachteten und der nach dem Hardy-Weinberg-Gesetz erwarteten
absoluten Genotyphaufigkeiten des SNPs an Position Fas -670 im SIRS-Kollektiv. Das Hardy-
Weinberg-Gesetz ist erfllt. Es lag kein signifikanter Unterschied zwischen der beobachteten und
der erwarteten Genotyphaufigkeit vor (p = 0,9468, - Test).
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3.3.1.2 Beobachtete Genotyphaufigkeit an Position Fas -1377 und das Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht

Die tatsachlich beobachtete Genotypverteilung an Position Fas -1377 des Sepsiskollektivs, des
Blutspenderkollektivs und des SIRS-Kollektivs wurden mit der nach dem Hardy-Weinberg-
Gesetz erwarteten Genotypverteilung verglichen.

In allen drei untersuchten Kollektiven entsprach die beobachtete Genotyph&ufigkeit der nach dem
Hardy-Weinberg-Gesetz erwarteten Genotyphaufigkeit fir den SNP an Position Fas -1377. Es
zeigte sich kein signifikanter Unterschied (Sepsisgruppe: p = 0,8363, Blutspendergruppe: p =
0,8218, SIRS-Gruppe: p = 1,0000, XZ—Test). Das Hardy-Weinberg-Gesetz war in den untersuchten

Kollektiven fur die Genotypverteilung an Position Fas -1377 somit erfillt.

Beobachtete
Genotyphaufigkeit 2 21 100
0,8363
Erwartete 1 ” %
Genotyphaufigkeit

Tabelle 12: Vergleich der beobachteten und der nach dem Hardy-Weinberg-Gesetz erwarteten
absoluten Genotyphaufigkeiten des SNPs an Position Fas -1377 im Sepsiskollektiv. Das Hardy-
Weinberg-Gesetz ist erfillt. Es lag kein signifikanter Unterschied zwischen der beobachteten und
der erwarteten Genotyphaufigkeit vor (p = 0,8363, y>-Test).

Beobachtete
Genotyphaufigkeit 3 22 100
0,8218
Erwartete ” o %
Genotyphé&ufigkeit

Tabelle 13: Vergleich der beobachteten und der nach dem Hardy-Weinberg-Gesetz erwarteten
absoluten Genotyphaufigkeiten des SNPs an Position Fas -1377 im Blutspenderkollektiv. Das
Hardy-Weinberg-Gesetz ist erfullt. Es lag kein signifikanter Unterschied zwischen der beobachteten
und der erwarteten Genotyphaufigkeit vor (p = 0,8218, x*-Test).
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Beobachtete
Genotyphaufigkeit 1 15 57
1,0000
Erwartete 1 15 -
Genotyphéaufigkeit

Tabelle 14: Vergleich der beobachteten und der nach dem Hardy-Weinberg-Gesetz erwarteten
absoluten Genotyphéaufigkeiten des SNPs an Position Fas -1377 im SIRS-Kollektiv. Das Hardy-
Weinberg-Gesetz ist erfullt. Es lag kein signifikanter Unterschied zwischen der beobachteten und
der erwarteten Genotyphaufigkeit vor (p = 1,0000, - Test).

3.3.2 Genotyp- und Allelhaufigkeiten fiir den SNP an Position Fas -670
3.3.2.1 Genotyphaufigkeiten fir den SNP Fas -670 der Sepsis- und der Blutspendergruppe

Verglichen wurde das Auftreten der Genotypen AA, AG und GG fir den SNP Fas -670 im
Sepsiskollektiv mit dem Auftreten im Kontrollkollektiv der Blutspender. Der Genotyp AA war an
dieser Position bei 40 Sepsispatienten [relative (rel.) Haufigkeit = 0,325] und bei 36 Blutspendern
(rel. Haufigkeit = 0,288) nachweisbar. Der Genotyp AG lag bei 55 (rel. Haufigkeit = 0,447)
Sepsispatienten und bei 60 (rel. Haufigkeit =: 0,480) Blutspender vor. Bei 28 (rel. Haufigkeit =
0,228) Sepsispatienten und bei 29 (rel. Haufigkeit = 0,232) Blutspendern wurde der Genotyp GG

bestimmt.

Hinsichtlich der Genotyphdufigkeiten an Position Fas -670 zeigten sich demnach keine
signifikanten Unterschiede zwischen dem Sepsis- und dem Kontrollkollektiv der Blutspender (p
=0,8068, y*-Test).

Sepsis

40 (0,325)

55 (0,447)

28 (0,228)

Blutspender

36(0,288)

60 (0,480)

29 (0,232)

0,8068

Tabelle 15: Genotyphaufigkeit an Position Fas -670 Sepsiskollektiv vs. Blutspender. Dargestellt sind
die absoluten Haufigkeiten der Genotypen und in Klammern die relativen Haufigkeiten der
Genotypen im Sepsis- bzw. Blutspenderkollektiv. Es zeigte sich keine signifikant unterschiedliche
Genotypverteilung zwischen den beiden Kollektiven (p = 0,8068, - Test).
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3.3.2.2 Allelhaufigkeiten flr den SNP Fas -670 der Sepsis- und der Blutspendergruppe

In der Sepsisgruppe trat das A-Allel an Position Fas -670 mit einer absoluten Haufigkeit von 135
(rel. Haufigkeit = 0,549) auf. In der Gruppe der Blutspender betrug die absolute Haufigkeit 132
(rel. Haufigkeit = 0,528). Die absolute Frequenz des G-Allels war 111 in der Sepsisgruppe (rel.
Héufigkeit = 0,451) und 118 (rel. Haufigkeit = 0,472) in der Kontrollgruppe der Blutspender.

Statistisch lieB sich hier kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Allelverteilung innerhalb

der beiden Gruppen nachweisen (p = 0,6534, Fishers exakter Test).

Sepsis 135 (0,549) 111 (0,451)
Blutspender 132 (0,528) 118 (0,472)

0,6534

Tabelle 16: Allelhdufigkeit an Position Fas -670 Sepsiskollektiv vs. Blutspender. Dargestellt sind die
absoluten Allelhdufigkeiten sowie die relativen Haufigkeiten (in Klammern) des Auftretens des A-
bzw. G-Allels im Sepsis- und im Blutspenderkollektiv. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der Allelh&ufigkeiten in den beiden Kollektiven (p = 0,6534, Fishers exakter Test).
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Abbildung 13: Absolute Allelhdaufigkeiten fur den SNP Fas -670 im Sepsis- und im
Blutspenderkollektiv. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Allelhaufigkeit
in den beiden Gruppen (p = 0,6534, Fishers exakter Test).
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3.3.2.3 Genotyphaufigkeiten des SNPs an Position Fas -670 der Sepsis- und der SIRS-
Gruppe

In der Sepsisgruppe trat der Genotyp AA an Position Fas -670 mit einer absoluten Haufigkeit von
40 auf. Dies entsprach einer relativen Haufigkeit von 0,325. In der SIRS-Gruppe wurde dieser
Genotyp bei 28 Patienten (rel. Haufigkeit = 0,359) beobachtet. Der Genotyp AG trat in der
Sepsisgruppe mit einer absoluten Haufigkeit von 55 (rel. Haufigkeit = 0,447) auf. In der SIRS-
Gruppe betrug die absolute Haufigkeit 36 (rel. Haufigkeit = 0,462). Fir den Genotyp GG wurde
in der Sepsis-Gruppe eine absolute Haufigkeit von 28 (rel. Haufigkeit = 0,228), in der SIRS-
Gruppe von 14 (rel. Haufigkeit = 0,179) beobachtet.

Zwischen diesen zwei Gruppen zeigte sich kein signifikanter Unterschied in Bezug auf die

Genotypverteilung (p = 0,7003, y-Test).

Sepsis 40 (0,325) 55 (0,447) 28 (0,228)

0,7003
SIRS 28 (0,359) 36 (0,462) 14 (0,179)

Tabelle 17: Genotyphaufigkeiten an Position Fas -670 Sepsis- vs. SIRS-Kollektiv. Dargestellt sind
die absoluten Haufigkeiten der einzelnen Genotypen sowie die jeweiligen relativen Haufigkeiten in
Klammern sowohl fiir das Sepsis- als auch fur das SIRS-Kollektiv. Hierbei zeigte sich kein
signifikanter Unterschied hinsichtlich der Genotyphaufigkeit zwischen den beiden Gruppen (p =
0,7003, - Test).

3.3.2.4 Allelhaufigkeiten des SNPs an Position Fas -670 der Sepsis- und der SIRS-Gruppe

Im Sepsiskollektiv betrug die beobachtete absolute Haufigkeit fir das A-Allel 135 (rel.
Héaufigkeit = 0,549), die fiir das G-Allel 111 (rel. Haufigkeit = 0,51). In der SIRS-Gruppe trat das
A-Allel mit einer absoluten Haufigkeit von 111 (rel. Haufigkeit = 0,590) und das G-Allel mit
einer absoluten H&ufigkeit von 64 (rel. Haufigkeit = 0,419) auf.

Hinsichtlich der Allelhdufigkeit zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Gruppen (p = 0,4701, Fishers exakter Test).
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Sepsis 135 (0,549) 111 (0,451)

0,4701
SIRS 92 (0,590) 64 (0,410)

Tabelle 18: Allelhaufigkeiten an Position Fas -670 Sepsis- vs. SIRS-Kollektiv. Dargestellt sind die
absoluten sowie die relativen (in Klammern) Allelhdufigkeiten des SNPs an Position Fas -670 in der
Sepsis- und der SIRS-Gruppe. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der
Allelhaufigkeit zwischen den beiden Gruppen (p = 0,4701, Fishers exakter Test).
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Abbildung 14: Absolute Allelhdufigkeiten an Position Fas -670 Sepsis- vs. SIRS-Kollektiv. Es zeigte
sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der absoluten Allelhdufigkeiten zwischen den beiden
Kollektiven (p = 0,4701, Fishers exakter Test).

3.3.3 Genotyp- und Allelhaufigkeiten fiir den SNP an Position Fas -1377
3.3.3.1 Genotyphaufigkeiten flr den SNP Fas -1377 der Sepsis- und der Blutspendergruppe

Der Genotyp AA an Position Fas -1377 trat in der Sepsisgruppe bei 2 Patienten auf (rel.
Héaufigkeit = 0,016), in der Kontrollgruppe der Blutspender bei 3 Probanden (rel. Haufigkeit =
0,024). Der Genotyp AG konnte bei 21 Sepsispatienten (rel. Haufigkeit = 0,171) und bei 22
Blutspendern (rel. Haufigkeit = 0,176) nachgewiesen werden. Der Genotyp GG wurde sowohl bei
100 Sepsispatienten (rel. Haufigkeit = 0,813) als auch bei 100 Blutspendern (rel. Haufigkeit =
0,800) beobachtet.

In Bezug auf die Genotyphdufigkeit an Position Fas -1377 liel} sich kein signifikanter
Unterschied zwischen der Sepsisgruppe und dem Kontrollkollektiv der Blutspender nachweisen
(p = 0,9016, %>-Test).
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Sepsis 2 (0,016) 21 (0,171) 100 (0,813)

0,9016

Blutspender 3 (0,024) 22 (0,176) 100 (0,800)

Tabelle 19: Genotyphéaufigkeiten an Position Fas -1377 Sepsis- vs. Blutspenderkollektiv. Dargestellt
sind die absoluten Haufigkeiten der einzelnen Genotypen sowie die jeweiligen relativen
Haufigkeiten in Klammern sowohl flr das Sepsis- als auch fur das Blutspenderkollektiv. Hierbei
zeigte sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Genotyphéaufigkeit zwischen den beiden
Gruppen (p = 0,9016, x> Test).

3.3.3.2 Allelhaufigkeiten des SNPs an Position Fas -1377 der Sepsis- und der

Blutspendergruppe

In der Sepsisgruppe trat das A-Allel mit einer absoluten H&aufigkeit von 25 (rel. Haufigkeit =
0.102), in der Gruppe der Blutspender von 28 (rel. Haufigkeit = 0,112) auf. Das G-Allel wurde
mit einer absoluten Haufigkeit von 221 (rel. Haufigkeit = 0,898) in der Sepsisgruppe und von 222
(rel. Haufigkeit = 0,888) in der Blutspendergruppe beobachtet.

Hinsichtlich der Allelhdufigkeit zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden

verglichenen Kollektiven (p = 0,7720, Fishers exakter Test).

Sepsis 25 (0,102) 221 (0,898)

0,7720

Blutspender 28 (0,112) 222 (0,888)

Tabelle 20: Allelhdufigkeiten an Position Fas -1377 Sepsis- vs. Blutspenderkollektiv. Dargestellt sind
die absoluten sowie die relativen (in Klammern) Allelhdufigkeiten des SNPs an Position Fas -1377 in
der Sepsis- und der Blutspendergruppe. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich
der Allelh&ufigkeit zwischen den beiden Gruppen (p = 0,7720, Fishers exakter Test).
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Abbildung 15: Absolute Allelhdufigkeiten an Position Fas -1377 Sepsis- vs. Blutspenderkollektiv. Es
zeigte sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der absoluten Allelhdufigkeiten zwischen den
beiden Kollektiven (p = 0,7720, Fishers exakter Test).

3.3.3.3 Genotyphaufigkeiten fir den SNP Fas -1377 der Sepsis- und der SIRS-Gruppe

In der Sepsisgruppe trat der Genotyp AA mit einer absoluten Haufigkeit von 2 (rel. Haufigkeit =
0,016), der Genotyp AG mit einer absoluten Haufigkeit von 21 (rel. Haufigkeit = 0,171) und der
Genotyp GG mit einer absoluten Haufigkeit von 100 (rel. Haufigkeit = 0,813) auf. In der SIRS-
Gruppe zeigte sich eine &hnliche Verteilung. Ein Patient wies den Genotyp AA auf (rel.
Héufigkeit = 0,014). Bei 15 Patienten wurde der Genotyp AG (rel. Haufigkeit = 0,205) und bei
57 Patienten der Genotyp GG (rel. Haufigkeit = 0,781) beobachtet.

Es bestand kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Genotyphdufigkeiten zwischen dem
Sepsis- und dem SIRS-Kollektiv (p = 0,8269, y*-Test).

Sepsis 2 (0,016) 21 (0,171) 100 (0,813)

0,8269

SIRS 1(0,014) 15 (0,205) 57 (0,781)

Tabelle 21: Genotyphéaufigkeiten an Position Fas -1377 Sepsis- vs. SIRS-Kollektiv. Dargestellt sind
die absoluten Haufigkeiten der einzelnen Genotypen sowie die jeweiligen relativen Haufigkeiten in
Klammern sowohl fiir das Sepsis- als auch fur das SIRS-Kollektiv. Hierbei zeigte sich kein
signifikanter Unterschied hinsichtlich der Genotyphaufigkeit zwischen den beiden Gruppen (p =
0,8269, - Test).
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3.3.3.4 Allelhaufigkeiten des SNPs an Position Fas -1377 der Sepsis- und der SIRS-Gruppe

In der Sepsisgruppe wurde das A-Allel an Position Fas -1377 mit einer absoluten Haufigkeit von
25 (rel. Haufigkeit = 0,102) beobachtet. Das G-Allel trat in dieser Gruppe mit einer Frequenz von
221 (rel. Haufigkeit = 0,898) auf. In der SIRS-Gruppe zeigte sich eine absolute Haufigkeit des A-
Allels von 17 (rel. Haufigkeit = 0,116) sowie eine absolute Haufigkeit des G-Allels von 129 (rel.
Héufigkeit = 0,884).

Hinsichtlich der Allelh&ufigkeit ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen der Sepsis-
und der SIRS-Gruppe (p = 0,7359, Fishers exakter Test).

Sepsis 25 (0,102) 221 (0,898)

0,7359

SIRS 17 (0,116) 129 (0,884)

Tabelle 22: Allelhaufigkeiten an Position Fas -1377 Sepsis- vs. SIRS-Kollektiv. Dargestellt sind die
absoluten sowie die relativen (in Klammern) Allelhaufigkeiten des SNPs an Position Fas -1377 in der
Sepsis- und der SIRS-Gruppe. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der
Allelhaufigkeit zwischen den beiden Gruppen (p = 0,7359, Fishers exakter Test).
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Abbildung 16: Absolute Allelhdufigkeiten an Position Fas -1377 Sepsis- vs. SIRS-Kollektiv. Es zeigte
sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der absoluten Allelh&ufigkeiten zwischen den beiden
Kollektiven (p = 0,7359, Fishers exakter Test).
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3.3.4 Genotyp- und Allelhaufigkeiten innerhalb des Sepsiskollektivs
3.3.4.1 Genotyphaufigkeiten fir den SNP Fas -670 und Geschlecht

Zur Analyse eines mdglichen Einflusses des Geschlechts auf die Genotypverteilung, wurde
innerhalb des Sepsiskollektivs zwischen weiblichen und méannlichen Patienten unterschieden. Es
sollte die Genotypverteilung innerhalb dieser Gruppen untersucht werden. Zwolf der weiblichen
Sepsispatienten wiesen den Genotyp AA (rel. Haufigkeit = 0,293), 20 den Genotyp AG (rel.
Héaufigkeit = 0,488) und 9 den Genotyp GG (rel. Haufigkeit = 0,220) an Position Fas -670 auf.
Bei den mannlichen Patienten wurde der Genotyp AA mit einer Haufigkeit von 28 (rel.
Héufigkeit = 0,341), der Genotyp AG mit einer Haufigkeit von 35 (rel. Haufigkeit =0,427) und
der Genotyp GG mit einer Haufigkeit von 19 (rel. Haufigkeit 0,232) beobachtet.

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in Bezug auf die Genotypverteilung des SNPs Fas -
670 zwischen weiblichen und mannlichen Patienten in der Sepsisgruppe (p = 0,8005, y*-Test).

weiblich 12 (0,293) 20 (0,488) 9 (0,220)

0,8005

mannlich 28 (0,341) 35 (0,427) 19 (0,232)

Tabelle 23: Genotyphaufigkeiten an Position Fas -670 in der Sepsisgruppe und Geschlecht.
Dargestellt sind sowohl die absolute als auch die relative (in Klammern) Genotypverteilung an
Position Fas -670 innerhalb des Sepsiskollektivs getrennt nach Geschlecht. Es zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen weiblichen und maéannlichen Patienten in Bezug auf die
Genotypverteilung (p = 0,8005; y>-Test).

3.3.4.2 Allelhaufigkeiten fur den SNP Fas -670 und Geschlecht

Es wurden die Allelh&ufigkeiten zwischen weiblichen und ménnlichen Sepsispatienten
verglichen. Bei den weiblichen Patienten wurde eine absolute Haufigkeit von 44 (rel. Haufigkeit
= 0,537) fur das A-Allel sowie eine absolute Haufigkeit von 38 (rel. Haufigkeit = 0,463) fur das
G-Allel beobachtet. Im mannlichen Patientenkollektiv betrug die absolute Haufigkeit fur das A-
Allel 91 (rel. Haufigkeit = 0,555), die fur das G-Allel 73 (rel. Haufigkeit = 0,455).

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Allelh&ufigkeiten an Position Fas -
670 zwischen weiblichen und mannlichen Patienten (p = 0,7877, Fishers exakter Test).
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weiblich 44 (0,537) 38 (0,463)

0,7877

mannlich 91 (0,555) 73 (0,445)

Tabelle 24: Allelhaufigkeiten an Position Fas -670 in der Sepsisgruppe und Geschlecht. Dargestellt
sind sowohl die absolute als auch die relative (in Klammern) Allelhdufigkeit des SNPs an Position
Fas -670 innerhalb des Sepsiskollektivs getrennt nach Geschlecht. Es zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen weiblichen und mannlichen Patienten in Bezug auf die Allelhaufigkeit (p =
0,7877, Fishers exakter Test).
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Abbildung 17: Absolute Allelhdufigkeiten an Position Fas -670 in der Sepsisgruppe nach Geschlecht.
Dargestellt ist die absolute Allelhdufigkeit an Position Fas -670 innerhalb des Sepsiskollektivs
getrennt nach Geschlecht. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen weiblichen und
mannlichen Patienten in Bezug auf die Allelhdufigkeit (p = 0,7877, Fishers exakter Test).

3.3.4.3 Genotyphaufigkeiten flr den SNP Fas -1377 und Geschlecht

Verglichen wurde die Genotypverteilung an Position Fas -1377 innerhalb des Sepsiskollektivs
zwischen weiblichen und mannlichen Patienten. Innerhalb des weiblichen Patientenkollektivs trat
der Genotyp AA nicht auf, im mannlichen Kollektiv bei 2 Patienten (rel. Haufigkeit = 0,024). Der
Genotyp AG wurde bei 6 weiblichen (rel. Haufigkeit = 0,146) und bei 15 ménnlichen Patienten
(rel. Haufigkeit = 0,183) beobachtet. Bei 35 weiblichen (rel. Haufigkeit = 0,854) und bei 65

mannlichen Patienten (rel. Haufigkeit = 0,793) wurde der Genotyp GG nachgewiesen.

In Bezug auf die Genotyphdufigkeit an Position Fas -1377 zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen weiblichen und ménnlichen Patienten des Sepsiskollektivs (p = 0,5119, ¥*-
Test).
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weiblich 0 (0,000) 6 (0,146) 35 (0,854)

0,5119

mannlich 2 (0,024) 15 (0,183) 65 (0,793)

Tabelle 25: Genotyphaufigkeiten an Position Fas -1377 in der Sepsisgruppe und Geschlecht.
Dargestellt sind absolute und relative (in Klammern) Genotyphaufigkeiten an Position Fas -1377
innerhalb des Sepsiskollektivs getrennt nach Geschlecht. Es zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen weiblichen und mannlichen Patienten in Bezug auf die Genotypverteilung (p
=0,5119, x*-Test).

3.3.4.4 Allelhaufigkeiten flir den SNP Fas -1377 und Geschlecht

Innerhalb des Sepsiskollektivs wurde das Auftreten von Unterschieden der Allelhdufigkeiten an
Position Fas -1377 zwischen weiblichen und ménnlichen Patienten untersucht. In der weiblichen
Patientengruppe trat das A-Allel mit einer absoluten H&ufigkeit von 6 (rel. Haufigkeit = 0,073)
auf. Die beobachtete Frequenz des G-Alleles betrug 76 (rel. Haufigkeit = 0,927). Das A-Allel
wurde mit einer absoluten Haufigkeit von 19 (rel. Haufigkeit = 0,116), das G-Allel mit einer
absoluten Haufigkeit von 145 (rel. Haufigkeit = 0,884) innerhalb des mannlichen

Patientenkollektivs beobachtet.

Es bestand kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Allelverteilung an Position Fas -1377

zwischen weiblichen und ménnlichen Sepsispatienten (p = 0,3738, Fishers exakter Test).

Weiblich 6 (0,073) 76 (0,927)

0,3738

mannlich 19 (0,116) 145 (0,884)

Tabelle 26: Allelhdufigkeiten an Position Fas -1377 in der Sepsisgruppe und Geschlecht. Dargestellt
sind sowohl die absolute als auch die relative (in Klammern) Allelhdufigkeit des SNPs an Position
Fas -1377 innerhalb des Sepsiskollektivs getrennt nach Geschlecht. Es zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen weiblichen und méannlichen Patienten in Bezug auf die Allelhaufigkeit (p =
0,3738, Fishers exakter Test).
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Abbildung 18: Allelhaufigkeiten an Position Fas -1377 in der Sepsisgruppe nach Geschlecht.
Dargestellt ist die absolute Allelhdufigkeit an Position —Fas 1377 innerhalb des Sepsiskollektivs
getrennt nach Geschlecht. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen weiblichen und
maénnlichen Patienten in Bezug auf die Allelhaufigkeit (p = 0,3738, Fisher exakter Test).

3.3.4.5 Genotyphaufigkeiten fiir den SNP Fas -670 und das Uberleben der Patienten

Untersucht werden sollte, ob der Genotyp einen Einfluss auf das Uberleben im Rahmen einer
Sepsis hat (bezogen auf die Krankenhausentlassung). Hierzu wurde die Genotypverteilung an
Position Fas -670 innerhalb des Sepsiskollektivs zwischen den Patienten, die die Erkrankung
uberlebten, und denjenigen, die im Rahmen der Sepsis verstarben, untersucht. In der Uberleben-
Gruppe wiesen 28 Patienten den Genotyp AA (rel. Haufigkeit = 0,384), 31 Patienten den
Genotyp AG (rel. Haufigkeit = 0,425) und 14 Patienten den Genotyp GG (rel. Haufigkeit =
0,192) auf. Innerhalb der Gruppe der verstorbenen Patienten wurde der Genotyp AA mit einer
absoluten Haufigkeit von 12 (rel. Haufigkeit = 0,240), der Genotyp AG mit einer absoluten
Haufigkeit von 24 (rel. Haufigkeit = 0,480) und der Genotyp GG mit einer absoluten Haufigkeit
von 14 (rel. Haufigkeit = 0,280) beobachtet.

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Verteilung der Genotypen und dem
Uberleben bzw. Versterben im Rahmen der Sepsis (p = 0,2124, x>-Test).
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Uberleben 28 (0,384) 31 (0,425) 14 (0,192)

0,2124

Tod 12 (0,240) 24 (0,480) 14 (0,280)

Tabelle 27: Genotyphaufigkeiten an Position Fas -670 in der Sepsisgruppe und Uberleben.
Dargestellt sind absolute und relative (in Klammern) Genotyphéaufigkeiten an Position Fas -670
innerhalb des Sepsiskollektivs getrennt nach Uberlebenden und verstorbenen Patienten. Es zeigte
sich kein signifikanter Unterschied zwischen Uberleben und Versterben der Patienten im Rahmen
der Sepsis in Bezug auf die Genotypverteilung (p = 0,2124, x*-Test).

3.3.4.6 Allelhaufigkeiten fiir den SNP Fas -670 und Uberleben

Verglichen wurde ein mdglicher Unterschied beziglich der Allelverteilung zwischen Patienten,
die eine Sepsis Uberlebten und denjenigen, die im Rahmen dieser Erkrankung wéhrend des
Krankenhausaufenthalts verstorben sind. In der Gruppe der tberlebenden Patienten trat das A-
Allel mit einer Frequenz von 87 (rel. Haufigkeit = 0,596) auf. Dies war h&ufiger als in der
Gruppe der verstorbenen Patienten, in der das Auftreten des A-Allels mit einer Frequenz von 48
(rel. Haufigkeit = 0,480) beobachtet wurde. Die absolute Haufigkeit des G-Allels betrug in der
Gruppe der Uberlebenden Patienten 59 (rel. Haufigkeit = 0,404), in der Gruppe der verstorbenen
Patienten 52 (rel. Haufigkeit = 0,520).

Der Unterschied hinsichtlich der Allelhdufigkeit zwischen den beiden Gruppen war jedoch nicht
statistisch signifikant, dennoch zeigte sich eine Tendenz zu einer hoheren Frequenz des G-Allels

in der Gruppe der verstorbenen Patienten (p = 0,0899, Fishers exakter Test).

Uberleben 87 (0,596) 59 (0,404)

0,0899

Tod 48 (0,480) 52 (0,520)

Tabelle 28: Allelhaufigkeiten an Position Fas -670 in der Sepsisgruppe und Uberleben. Dargestellt
sind absolute und relative (in Klammern) Allelhdufigkeiten an Position Fas -670 innerhalb des
Sepsiskollektivs getrennt nach Uberlebenden und verstorbenen Patienten. Es zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen Uberleben und Versterben der Patienten im Rahmen der Sepsis
in Bezug auf die Allelverteilung (p = 0,0899, Fishers exakter Test).
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Abbildung 19: Allelhaufigkeiten an Position Fas -670 in der Sepsisgruppe und Uberleben.
Dargestellt sind die absoluten Allelhdufigkeiten an Position Fas -670 innerhalb des Sepsiskollektivs
getrennt nach Uberlebenden und verstorbenen Patienten. Es zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen Uberleben und Versterben der Patienten im Rahmen der Sepsis in Bezug auf
die Genotypverteilung, jedoch sieht man einen Trend zum G-Allel in der Gruppe der verstorbenen
Patienten (p = 0,0899, Fishers exakter Test).

3.3.4.7 Genotyphaufigkeiten fur den SNP Fas -1377 und Uberleben

Fur den SNP an Position Fas -1377 sollte der Einfluss auf das Uberleben der Sepsis, bezogen auf
den Zeitraum bis zur Krankenhausentlassung, untersucht werden. Hierzu wurde die Verteilung
der Genotyphdufigkeiten an dieser Position zwischen den Patienten, die die Sepsis uberlebten,
und denjenigen, welche im Rahmen der Sepsis verstarben, untersucht. In der Gruppe der
Uberlebenden Patienten wurde der Genotyp AA bei 2 Patienten (rel. Haufigkeit = 0,027), der
Genotyp AG bei 10 Patienten (rel. Haufigkeit = 0,137) und der Genotyp GG bei 61 Patienten (rel.
Héaufigkeit = 0,386) beobachtet. In der Gruppe der verstorbenen Patienten wies kein Patient den
Genotyp AA, 11 Patienten den Genotyp AG (rel. Haufigkeit = 0,220) und 39 Patienten den
Genotyp GG (rel. Haufigkeit = 0,780) auf.

Es ergab sich kein signifikanter Unterschied in Bezug auf die Genotyphdaufigkeiten zwischen den
beiden untersuchten Gruppen (p = 0,2618, x*-Test).
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Uberleben 2 (0,027) 10 (0,137) 61 (0,836)

0,2618

Tod 0 (0,000) 11 (0,220) 39 (0,780)

Tabelle 29: Genotyphaufigkeiten an Position Fas -1377 in der Sepsisgruppe und Uberleben.
Dargestellt sind absolute und relative (in Klammern) Genotyphaufigkeiten an Position Fas -1377
innerhalb des Sepsiskollektivs getrennt nach Uberlebenden und verstorbenen Patienten. Es zeigte
sich kein signifikanter Unterschied zwischen Uberleben und Versterben der Patienten im Rahmen
der Sepsis in Bezug auf die Genotypverteilung (p = 0,2618, x°-Test).

3.3.4.8 Allelhaufigkeiten fiir den SNP Fas -1377 und Uberleben

Verglichen wurden die Allelhdufigkeiten in dem Patientenkollektiv, welches die Sepsis tberlebte,
mit den Allelhdufigkeiten in dem Patientenkollektiv, welches im Rahmen der Sepsis verstarb. In
der Gruppe der Uberlebenden Patienten wies das A-Allel ein Frequenz von 14 (rel. Haufigkeit =
0,096), das G-Allel eine Frequenz von 132 (rel. Haufigkeit 0 0,904) auf. Die H&ufigkeit des A-
Allels betrug 11 (rel. Haufigkeit = 0,110), die des G-Allels 89 (rel. Haufigkeit = 0,890) in der

Gruppe der verstorbenen Patienten.

Es bestand kein signifikanter Unterschied in Bezug auf die Allelhdufigkeiten der beiden

untersuchten Gruppen (p = 0,8305, Fishers exakter Test).

Uberleben 14 (0,096) 132 (0,904)

0,8305

Tod 11 (0,110) 89 (0,890)

Tabelle 30: Allelhaufigkeiten an Position Fas -1377 in der Sepsisgruppe und Uberleben. Dargestellt
sind absolute und relative (in Klammern) Allelh&ufigkeiten an Position Fas -1377 innerhalb des
Sepsiskollektivs getrennt nach Uberlebenden und verstorbenen Patienten. Es zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen Uberleben und dem Versterben der Patienten im Rahmen der
Sepsis in Bezug auf die Allelverteilung (p = 0,8305, Fishers exakter Test).
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Abbildung 20: Allelhaufigkeiten an Position Fas -1377 in der Sepsisgruppe und Uberleben.
Dargestellt sind die absoluten Allelhdufigkeiten an Position Fas -1377 innerhalb des Sepsiskollektivs
getrennt nach Uberlebenden und verstorbenen Patienten. Es zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen Uberleben und Versterben der Patienten im Rahmen der Sepsis in Bezug auf
die Genotypverteilung (p = 0,8305, Fishers exakter Test).



74

4 Diskussion

Bei der Immunpathogenese der Sepsis wird der Leukozytenapoptose eine zunehmende
Bedeutung beigemessen. Ebenso existieren Hinweise auf eine genetische Pradisposition flr die
Entwicklung und den Verlauf einer schweren Sepsis. Dies spiegelt sich auch im PIRO-Konzept
wieder (Levy et al., 2003). Positive Assoziationen wurden z. B. bereits fir TNF, Il-1B oder MIF
gezeigt (Lehmann et al., 2009; Stuber et al., 1996; Watanabe et al., 2010; Wen et al., 2010). Der
Fas-Rezeptor spielt in der Signaltransduktion der Rezeptor-vermittelten Apoptose eine zentrale
Rolle. Der Beitrag von Polymorphismen in der Promotorregion des Fas-Gens zur Pathogenese

der Sepsis ist bislang noch nicht untersucht worden.

Im Rahmen der vorliegenden molekular-epidemiologischen Arbeit wurde daher erstmals
untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen den bekannten Promotorpolymorphismen Fas -670
AJ/G und Fas -1377 G/A und dem Auftreten sowie dem Krankheitsverlauf einer Sepsis besteht.

In den durchgefuhrten Untersuchungen zeigte sich keine positive Assoziation zwischen den
beiden untersuchten SNPs Fas -670 und Fas -1377 und dem Auftreten einer schweren Sepsis. Die
beobachteten Genotypverteilungen entsprachen der nach dem Hardy-Weinberg-Gesetz erwarteten
Haufigkeit. Weiterhin bestand keine positive Assoziation zwischen diesen beiden SNPs und dem
Uberleben im Rahmen der Sepsis, bezogen auf den Zeitraum bis zur Krankenhausentlassung.
Jedoch wurde hier ein Trend zum hdufigeren Auftreten des G-Allels an Position -670 des Fas-

Gens in der Gruppe der verstorbenen Patienten beobachtet.
4.1 Patientenkollektive

4.1.1 Sepsis-, SIRS- und Blutspenderkollektiv

Es wurde ein Kollektiv septischer Patienten hinsichtlich der Genotyp- und Allelhdufigkeiten des
Fas-Gens an Position Fas -670 und Fas -1377 mit zwei Kontrollkollektiven verglichen. Alle
septischen Patienten erfillten die Kriterien einer schweren Sepsis (Levy et al., 2003) und wurden
auf einer operativen Intensivstation behandelt. Die Tatsache, dass unterschiedlichste
Krankheitsbilder innerhalb des Kollektivs vorlagen, welche letztlich zu einer schweren Sepsis
fiihrten, unterstreicht, dass diese eine gemeinsame Endstrecke verschiedener Krankheitsentitaten
darstellt. Als Kontrollkollektiv dienten zum einen gesunde Blutspender. Zum anderen wurde

zusatzlich zu dieser Kontrolle ein Kollektiv kritisch kranker (kardiochirurgischer) Patienten
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untersucht, welche sich einer Bypass-Operation (mit oder ohne Unterstitzung der HLM)
unterziehen mussten. Aus der Literatur ist bekannt, dass es im Rahmen kardiochirurgischer
Eingriffe zu einer Entzlindungsreaktion im Sinne eines SIRS kommt, welche den postoperativen
Verlauf beeinflussen kann (Butler et al., 1993; Cremer et al., 1996; Czerny et al., 2000; Gu et al.,
1998). Somit stellen diese Patienten kritisch Kranke ohne Infektion dar (in diesem Sinne auch
SIRS-Gruppe genannt). Die kardiochirurgischen Patienten dienten als Vergleichskollektiv zum
Sepsiskollektiv in Hinblick auf die Schwere der Erkrankung sowie der Ursache der
Entziindungsreaktion. Hier waren unterschiedliche Pathomechanismen hinsichtlich der
Entzindungsreaktion denkbar und daher auch Unterschiede in Bezug auf eine Assoziation der

untersuchten SNPs mit dem Auftreten der Erkrankung maglich.
4.1.2 Unterschiede der Alters- und Geschlechtsverteilung zwischen den Kollektiven

Die untersuchten Patientenkollektive zeigten signifikante Unterschiede hinsichtlich des Alters. So
waren die Blutspender signifikant junger als die Sepsispatienten (p < 0,0001). Dies lasst sich
dadurch erkl&ren, dass das Blutspenderkollektiv aus jungen und gesunden Blutspendern bestand,
wohingegen im Sepsiskollektiv eine Vielzahl von Patienten mit unterschiedlicher
Krankheitsgenese und dementsprechend auch unterschiedlichen Lebensalters zusammengefasst
war. Ein Unterschied zeigte sich ebenfalls bei den Patienten der SIRS-Gruppe. Diese waren
signifikant alter als die der Sepsisgruppe (p = 0,0083). Hierbei handelte es sich um Patienten mit
einer Koronaren Herzerkrankung (KHK), bei welchen die Indikation zur operativen
Revaskularisierung gestellt worden ist. Es ist bekannt, dass die Inzidenz der KHK mit htherem
Lebensalter zunimmt und haufiger Manner als Frauen betroffen sind (Castelli, 1984; Hartel,
2007). Dies erklart sowohl die beobachteten Altersunterschiede als auch das haufigere Auftreten
des ménnlichen Geschlechts in der SIRS-Gruppe im Vergleich zu den anderen Kollektiven. Da
das Alter typischerweise keinen Einfluss auf die Genotyp- und Allelhaufigkeiten hat, sind diese
Altersunterschiede zwischen den Kollektiven zwar vorhanden, jedoch sollten sie keinen Einfluss
auf die Ergebnisse dieser Arbeit ber die Promotorpolymorphismen Fas -670 und -1377 bei
Patienten mit schwerer Sepsis haben. Prinzipiell ware es moglich gewesen, die Kollektive
hinsichtlich des Alters anzugleichen. Dies héatte durch eine entsprechende Auswahl an Patienten
die Dauer der Studie verlangert, jedoch ohne einen zusétzlichen Informationsgewinn in Bezug
auf die in dieser Arbeit untersuchten Fragestellung zu bieten. AuBerdem ware ein moglicher Bias
bei der Auswahl der septischen Patienten entstanden.
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4.1.3 PCT-Werte bei Sepsis und SIRS

Sowohl bei den Patienten des Sepsiskollektivs als auch bei den Patienten des SIRS-Kollektivs
wurden PCT-Werte bestimmt. Das PCT zum Einschlusszeitpunkt lag in der Gruppe der
septischen Patienten im Mittel bei 24 ng/ml. Das im Verlauf der Behandlung auf der
Intensivstation gemessene maximale PCT in der SIRS-Gruppe betrug im Mittel 3 ng/ml. Hier
zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Kollektiven (p < 0,0001). Das in
der SIRS-Gruppe praoperativ bestimmte PCT betrug im Mittel 0,2 ng/ml und lag somit im
Normbereich des Standardlabors, welcher < 0,5 ng/ml betrégt.

In Bezug auf diese Beobachtungen kann man sagen, dass die prdoperativ normwertigen PCT-
Werte des SIRS-Kollektivs verdeutlichen, dass vor der Operation keine schweren Infektionen in
diesem Kollektiv vorlagen. Der nach dem kardiochirurgischen Eingriff beobachtete PCT-Anstieg
ist mit den aktuellen Daten aus der Literatur vereinbar (Aouifi et al., 1999; Aouifi et al., 2000;
Meisner et al., 2002) und am ehesten auf den Eingriff an sich und das postoperative Auftreten
eines SIRS zuruckzufuhren. Vereinzelte hohere PCT-Werte kdnnten auf einen komplizierten
postoperativen Verlauf hinweisen oder auf eine mdglicherweise préoperativ nicht entdeckte
vorhandene Infektion (z. B. eine beginnende Pneumonie). Die PCT-Anstiege im Sepsiskollektiv
sind signifikant héher als die im SIRS-Kollektiv. Die beobachtete grole Spannweite der Werte
(0,25 — 386 ng/ml) ist darin begriindet, dass die jeweils zum Einschlusszeitpunkt vorliegenden
PCT-Werte verwendet wurden, wobei die Genese der Sepsis unterschiedlich gewesen ist.
Dariiberhinaus stellt die Sepsis ein dynamisches Krankheitsbild mit variablen Verlaufen dar. So
ist es maoglich, dass der Einschlusszeitpunkt entweder vor einem PCT-Anstieg, in einem PCT-
Anstieg, bereits in einem PCT-Abfall oder wahrend des maximalen PCT-Werts lag. PCT wird als
ein geeigneter Parameter zum Nachweis einer schweren Infektion bzw. einer Sepsis gewertet
(Endo et al., 2008; Reinhart et al., 2000) und zeigt auch in den hier untersuchten Kollektiven
Unterschiede zwischen schwerer Sepsis und SIRS. Dabei weisen erhohte PCT-Werte am ehesten
auf eine bakterielle Infektion hin, kdnnen aber auch bei parasitéren oder durch Pilze verursachten
Infektionen erhoht sein (Reinhart et al., 2000). Da ein septisches Krankheitsbild grundsatzlich
aber auch durch eine virale Infektion hervorgerufen werden kann, muss das PCT auch im

Rahmen einer Sepsis nicht zwangslaufig erhéht sein.
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4.1.4 SAPS Il-Score bei Sepsis und SIRS

Sowohl bei den Patienten des Sepsiskollektivs als auch bei den Patienten des SIRS-Kollektivs

wurde der SAPS I1-Score zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses bestimmt.

Dieser wird wie einige andere Scores auch zur individuellen Risikoabschatzung auf
Intensivstationen verwendet. Zur Berechnung des Scores werden 17 Variablen, die neben
Laborparametern auch Vitalparameter und Vorerkrankungen umfassen, bestimmt, wobei jeweils
der innerhalb der ersten 24 Stunden nach Aufnahme des Patienten am weitesten von der Norm
abweichende Wert in die Berechnung des Scores eingeht (Agha et al., 2002; Le Gall et al., 1993).
(Auriant et al., 1998). Agha et al. beobachteten auf einer operativen Intensivstation einen
mittleren SAPS [I-Wert von 29,9. Der beobachtete SAPS II-Score der in dieser Studie
verstorbenen Patienten war mit im Mittel 45,7 signifikant hoher als der Score der (berlebenden
Patienten (27,7) (Agha et al., 2002). Fur ein anderes Kollektiv an schwerer Sepsis erkrankter
Patienten wurde ein SAPS II-Score von im Mittel 40,05 in der Gruppe der Uberlebenden
Patienten und von im Mittel 47,28 in der Gruppe der verstorbenen Patienten berichtet (Gogos et
al., 2003).

Der mittlere SAPS I1I-Score des in dieser Arbeit untersuchten septischen Patientenkollektivs
betrug 54 (Spannbreite 12 — 89). Im Vergleich mit den erwahnten Studien unterstreicht der Wert
die Erkrankungsschwere der in der vorliegenden Untersuchung eingeschlossenen Patienten mit
schwerer Sepsis. Der mittlere SAPS [1-Wert im hier untersuchten SIRS-Kollektiv war mit im
Mittel 16 Punkten signifikant niedriger (p < 0,0001). Dies kann als Ausdruck des im Vergleich

zur schweren Sepsis milderen Verlaufs des postoperativen SIRS interpretiert werden.

In Zusammenschau der hier diskutierten Ergebnisse kann gefolgert werden, dass zwischen den in
dieser  Arbeit untersuchten  Kollektiven deutliche  Unterschiede hinsichtlich  der

Erkrankungsschwere und dem Ausmal? der systemischen Inflammation bestehen.
4.2 Immunpathogenese der Sepsis und das Fas-/FasL-System

Im Rahmen der Forschungen zur Immunpathogenese der Sepsis wéchst das Interesse an der Rolle
der Apoptose. Sowohl tierexperimentell als auch in Kklinischen Studien konnte eine vermehrte
Lymphozytenapoptose wéhrend einer Sepsis nachgewiesen werden (Ayala et al., 1996; Hotchkiss

et al., 1999a; Hotchkiss et al., 2001). Tierexperimentelle Studien, die auBerdem zeigen konnten,
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dass eine Hemmung der Lymphozytenapoptose das Uberleben einer Sepsis verbessert,
unterstreichen die mogliche Bedeutung der Lymphozytenapoptose in der Immunpathogenese der
Sepsis (Hotchkiss et al., 1999b; Hotchkiss et al., 2000).

In der Literatur mehren sich die Hinweise auf einen Beitrag des Fas-/FasL-Systems im
Zusammenhang mit der Sepsis. So zeigte sich im Mausmodell ein Uberlebensvorteil durch eine
Blockade des Fas-/FasL-Signalwegs (Chung et al., 2003). Die Gabe von Fas- und Kaspase-8-
siRNA flihrte ebenfalls zur Verbesserung des Uberlebens im Tiermodell (Wesche-Soldato et al.,
2005a). Matsuda et al. konnten in einer aktuellen Studie zeigen, dass die Applikation von FADD-
siRNA sowohl vor Apoptose als auch vor einer Inflammation des Lungengewebes schitzte und
folgerten daraus, dass die Todesrezeptor-vermittelte Apoptose eine kritische Rolle im Rahmen
der Entwicklung einer akuten Lungenschéadigung (ALI) wahrend der Sepsis spielt (Matsuda et al.,
2009). Signifikant erhohte Zahlen sowohl apoptotischer mononukleérer Zellen des peripheren
Bluts (PBMCs) als auch Fas-/FasL-positiver Lymphozyten wurden bei septischen Patienten
beobachtet (Delogu et al., 2008). Diese Ergebnisse weisen auf die mogliche Bedeutung des Fas-

/FasL-Systems im Rahmen der Immunpathogenese der Sepsis hin.

In einer Arbeit unserer Arbeitsgruppe konnte eine Kaspase-3-Aktivierung bei allen untersuchten
Lymphozytenpopulationen in einem Patientenkollektiv mit schwerer Sepsis nachgewiesen
werden. Zusétzlich zeigte sich in dieser Studie ein Genexpressionsmuster mit einer Induktion der
proapoptotischen Bcl-2-Mitglieder Bim, Bid und Bak sowie eine Herabregulation der
antiapoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-xI (Weber et al., 2008). Um die Bedeutung des Fas-
[FasL-Systems Uber die genetische Pradisposition hinaus zu untersuchen, sollte, neben den hier
erhobenen epidemiologischen Daten, in einer zukinftigen Studie auch FasL im Blut gemessen
und ggf. mit entsprechenden Promotorpolymorphismen korreliert werden. Sinnvoll wére es auch,
die Expression des Fas-Rezeptors zu bestimmen und zu untersuchen, ob ein Zusammenhang

zwischen SNPs des Fas-Gens und der Fas-Rezeptorexpression besteht.

In der Promotorregion des humanen Fas-Gens wurden zwei SNPs beschrieben (Huang et al.,
1997). Hierbei handelt es sich zum einen um den SNP Fas -670 A/G, zum anderen um den SNP
Fas -1377 G/A. Im Bereich des SNPs Fas -1377 G/A befindet sich die Bindungssequenz des
Transkriptionsfaktors SP-1. Der SNP Fas -670 A/G tritt im Bereich der Konsensussequenz des
Transkriptionselement GAS auf. Folglich kénnten Anderungen der Basensequenz an diesen

Stellen zum einen zu einer veranderten Bindung von SP-1 fuhren, zum anderen einen Einfluss auf
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die Expression des Fas-Gen haben. Diese hatten dann eine funktionelle Bedeutung. Hier sollte in
folgenden Studien auch der Einfluss des Genotyps auf die Bindung dieser Transkriptionsfaktoren
untersucht werden. Die Auswirkungen einer moglicherweise veranderten Bindung der genannten
Transkriptionsfaktoren waren gerade in Hinblick auf mdgliche Verénderungen in der
Signaltransduktionskette sowohl auf Genexpressions- als auch auf Proteinebene interessant.
Bislang wurden sowohl positive als auch negative Assoziationen dieser SNPs mit verschiedenen
Krankheitsbildern beschrieben (Chiappelli et al., 2006; Kanemitsu et al., 2002; Lai et al., 2003;
Marin et al., 2006; Mullighan et al., 2004; Stuck et al., 2003). Studien im Bezug auf die Sepsis

existieren bislang nicht.

4.3 Bedeutung der Promotorpolymorphismen Fas -670 A/G und Fas -1377 G/A

bei Patienten mit schwerer Sepsis

Aufgrund der vorhandenen Datenlage sollte der Zusammenhang zwischen den beiden
beschriebenen SNPs und dem Auftreten einer Sepsis und dem Outcome der Patienten untersucht

werden.

In der vorliegenden Studie war eine erfolgreiche Genotypisierung flr beide Genotypen im
Sepsiskollektiv bei 123 von insgesamt 159, im Blutspenderkollektiv bei 125 von insgesamt 139
und im SIRS-Kollektiv bei 78 Patienten fiir den SNP -670 und bei 73 von insgesamt 88 initial
eingeschlossenen Patienten fur den SNP -1377 mdglich. Grinde dafiir, dass eine Genotypisierung
im Einzelfall nicht erfolgreich war, sind beispielsweise eine unzureichende Menge
amplifizierbaren Materials oder ungentigende Sondenbindung. Weiterhin ist es moglich, dass eine
unterschiedliche Qualitadt oder Lagerungsdauer der gewonnenen DNA einen Einfluss auf eine

erfolgreiche Genotypisierung hatten.

Das septische Kollektiv wurde weiterhin auf Unterschiede in der Geschlechterverteilung
bezlglich beider SNPs untersucht. Hier zeigten sich weder fur den SNP Fas -670, noch fur den
SNP Fas -1377 signifikante Unterschiede hinsichtlich der Genotyp- und der Allelh&ufigkeit. Um
zu untersuchen, ob es einen Zusammenhang zwischen den beiden SNPs und dem Outcome der
Patienten gibt, wurden die Genotyp- und Allelh&ufigkeiten der iberlebenden mit denen der im
Rahmen der Sepsis verstorbenen Patienten verglichen. Im Hinblick auf den SNP Fas -1377
zeigten sich hier keine signifikanten Unterschiede. An Position Fas -670 wurde kein signifikanter

Unterschied in Hinblick auf die Genotypverteilung zwischen Uberlebenden und verstorbenen
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Patienten gesehen. Jedoch zeigte sich ein Trend zum hdufigeren Auftreten des G-Allels in der
Gruppe der verstorbenen Patienten (p = 0,0899). Hierbei ist zu beachten, dass die beiden
untersuchten Gruppen mit 73 Uberlebenden und 50 verstorbenen Patienten mdoglicherweise zu
klein waren, um eine statistische Signifikanz an dieser Stelle zu erreichen. Untersuchungen an
einem groReren Kollektiv waren erforderlich, um diesen Trend weiter zu untersuchen und einen
maoglichen Einfluss des Auftretens des G-Allels an Position Fas -670 auf das Outcome sicher
nachweisen zu konnen. In dieser Hinsicht ist eine fehlende Poweranalyse in der vorliegenden
Untersuchung als Einschrankung der Studie zu erwahnen. Es ist zu bedenken, dass das Uberleben
bzw. Versterben in dieser Untersuchung auf den Zeitraum bis zur Entlassung bezogen ist. Durch
Festlegung definierter Endpunkte koénnten sich andere Ergebnisse ergeben. Denkbar waéren
Untersuchungen in Bezug auf eine Assoziation zwischen Genotyp und z. B. der Lange der
Behandlung, der benotigten TherapiemaRnahmen, des Uberlebens bzw. Versterbens jeweils auf
Intensivstation oder auf Normalstation bis zur Entlassung. In vielen Untersuchungen wird
aufgrund der einfachen Erfassung jedoch das Uberleben bis zum Zeitpunkt der
Krankenhausentlassung als sinnvoll und praktikabel erachtet. In Hinblick auf ein
Langzeituberleben nach einer Sepsis ware es in zukinftigen Studien jedoch auch sinnvoll,
langere Zeitrdume zu diesem Parameter zu untersuchen. Zu diskutieren wére auch inwiefern der
beobachtete Genotyp einen Einfluss auf die Lebensqualitat haben kann. In einer prospektiven
Studie wére dann auch die Bestimmung der Mortalitdt in Bezug auf die Genotypverteilung
maoglich.

In diesem Zusammenhang ist jedoch zu bedenken, dass Studien existieren, welche ebenfalls keine
positive Assoziation zwischen den untersuchten Promotorpolymorphismen Fas -670 A/G und Fas
—1377 G/A und den in der jeweiligen Studie untersuchten Krankheitsbildern nachweisen konnten.
Zhou et al. untersuchten die Assoziation zwischen Fas -1377G/A, Fas -670 A/G und FasL -844
T/C und dem Auftreten eines Kardiakarzinoms. Das Patientenkollektiv in der Studie von Zhou et
al. umfasste 262 Patienten. Als Kontrolle dienten 524 gesunde Individuen. Es konnten keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Gesamtallel- und Genotypverteilung beobachtet
werden. Allerdings wiesen, in der Subgruppe der Raucher, Individuen mit Genotyp AG an
Position Fas -670 eine geringeres Risiko flr die Entwicklung eines Kardiakarzinoms auf als
Individuen mit dem Genotyp AA an dieser Stelle (Zhou et al., 2010). In einer weiteren Arbeit
wurde die Assoziation zwischen dem Auftreten von Osteosarkomen und den SNPs in der

Promotorregion Fas -1377 G/A und -670 A/G sowie SNPs der kodierenden Region untersucht.
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Das Patientenkollektiv in dieser Studie umfasste 123 padiatrische Patienten mit Osteosarkom, das
Kontrollkollektiv 510 erwachsene Patienten ohne eine onkologische Erkrankung. Auch hier
wurde keine Assoziation zwischen dem Risiko an einem Osteosarkom zu erkranken und den
Promotorpolymorphismen Fas -670 und -1377 gefunden (Koshkina et al., 2007). Negative
Assoziationen konnten aber nicht nur fir Tumorerkrankungen, sondern auch fir
Autoimmunerkrankungen gezeigt werden. So beobachteten Huang et al keine Unterschiede
hinsichtlich Genotyp- und Allelhaufigkeiten des SNPs Fas -1377 zwischen Patienten mit
primérem systemischen Lupus erythematodes (n = 86) und dem Kontrollkollektiv (Huang und
Manolios, 2000).

Zusétzlich zu den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Promotorpolymorphismen Fas -670
A/G und Fas -1377 G/A wurden in einem Teil der beschriebenen Publikationen weitere
Polymorphismen des Fas-Gens untersucht. So fanden Koshkina et al. zwar keine Assoziation
zwischen den genannten Promotorpolymorphismen, konnten aber zeigen, dass der heterozygote
Genotyp AG im Exon 3 des Fas-Gens mit einem erhohten Erkrankungsrisiko fiir ein
Osteosarkom einhergeht (Koshkina et al., 2007). Zhou et al. untersuchten zusétzlich einen
Polymorphismus im Bereich des FasL-Gens, konnten allerdings keinen signifikanten Unterschied
in Bezug auf das Auftreten eines Kardiakarzinoms feststellen (Zhou et al., 2010). Im Rahmen
weiterer Studien zum Zusammenhang zwischen Fas-/FasL-System und der Immunpathogenese
der Sepsis ist zu diskutieren, zusétzlich zu Promotorpolymorphismen des Fas-Gens auch
Polymorphismen im kodierenden Bereich des Fas-Gens oder Polymorphismen im Bereich des

FasL-Gens zu untersuchen.

Wie in der vorliegenden Arbeit auch, handelt es sich in den geschilderten Arbeiten um Fall-
Kontrollstudien mit verhaltnismaRig kleinen Studienkollektiven. Groliere Kollektive kdnnten z.
B. im Rahmen von Multizenterstudien rekrutiert werden. Fir genetische Untersuchungen im
Rahmen der Sepsis kdnnte dies z. B. innerhalb bestehender Netzwerke (z. B. SepNet) erfolgen.
Zusatzlich gibt es heutzutage neue Hochdurchsatzverfahren, die es ermdglichen mehr als nur eine
Genvariation zu untersuchen (Kim und Misra, 2007). Hierbei ist jedoch zu beachten, dass
dennoch immer nur eine limitierte Zahl an Patienten in Studien eingeschlossen werden kann.
Ferner stellt die Finanzierbarkeit eine weitere Limitation solch grofRer Genotypisierungsstudien
dar, wobei die Kosten von Genotypisierungsverfahren in Zukunft sicherlich sinken durften.

Generelle Probleme, die bei der Korrelation genetischer Populationsstudien mit klinischen
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Ereignissen auftreten kénnen, umfassen beispielsweise eine unzureichende KollektivgroRe, die
Heterogenitat der Populationsuntergruppen, ethnische Unterschiede hinsichtlich  der
Allelverteilung einiger genetischer Polymorphismen oder nicht passender Kontrollgruppen
(Watanabe et al., 2010). In Bezug auf die vorliegende Arbeit ist zu sagen, dass es sich hier um
kaukasische Patientenkollektive handelte. Die Kontrollgruppen in der vorliegenden Arbeit
zeigten keinen Unterschied bezuglich der Geschlechtsverteilung zwischen Sepsis- und
Blutspenderkollektiv (p = 0,2389). Jedoch bestehen aus oben genannten Griinden Unterschiede in
der Altersverteilung (p < 0,0001). Das SIRS-Kollektiv zeigte signifikante Unterschiede bezuglich
beider Parameter. In Bezug auf das SIRS-Kollektiv ist einschrankend anzumerken, dass es sich
hier ausschlieBlich um Patienten mit KHK handelt. Hierbei ist zu beachten, dass auch bei der
Pathogenese dieser Erkrankung eine genetische Pradisposition diskutiert wird, die sich auf das
Ergebnis dieser Untersuchungen auswirken konnte. Fir die untersuchten Fas-
Promotorpolymorphismen liegen jedoch aktuell keine Daten diesbeziglich vor. Aufgrund der in
der vorliegenden Arbeit vorgestellten Daten ergeben sich jedoch keine Hinweise auf einen

genetischen Einfluss der untersuchten SNPs.

Weiterhin zeigten sich Unterschiede hinsichtlich der GroéfRe zwischen Sepsis- und SIRS-
Kollektiv. Das SIRS-Kollektiv war mit 88 eingeschlossenen Patienten deutlich kleiner als das
Sepsis- und das Blutspenderkollektiv. Hier wurden kritisch kranke Patienten mit einer einzigen
Grunderkrankung (KHK) eingeschlossen. Diese Begrenzung zur Definition eines Kollektivs
kritisch kranker Patienten ohne Sepsis tragt zu dem beobachteten Unterschied bei. Eine groRere
KollektivgroBe wére winschenswert gewesen. Insbesondere bezlglich der Validierung des
beobachteten Trends zum G-Allel an Position Fas -670 in der Gruppe der verstorbenen

Sepsispatienten sind groRere Patientenzahlen in zukinftigen Studien notwendig.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich
der Genotyp- und der Allelhdufigkeiten fur die SNPs Fas -670 und Fas -1377 zwischen den
untersuchten Kollektiven zeigten. Die beiden SNPs sind demnach mdoglicherweise nicht als
Marker zur Risikostratifizierung im Rahmen der Sepsis und des PIRO-Konzepts geeignet.
Hinsichtlich des h&ufigeren Auftretens des G-Allels in der Gruppe der verstorbenen Patienten
zeigte sich ein Trend. Dieser sollte in einer weiterfilhrenden Untersuchung an einem groReren

Patientenkollektiv weiter validiert werden.
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5 Zusammenfassung

Die schwere Sepsis und der septische Schock stellen die Haupttodesursachen auf
nichtkardiologischen Intensivstationen dar. Im Zusammenhang mit der Immunpathogenese der
Sepsis gewinnt die Apoptose von Leukozyten an Interesse. Fir die Aktivierung der
Signalkaskaden der Apoptose spielen Todesrezeptoren eine zentrale Rolle. Der Fas—Rezeptor ist
dabei ein wichtiges Bindeglied in der Signaltransduktionskette. Weiterhin gibt es Hinweise, dass
es eine genetische Préadisposition fur die Entwicklung und den Verlauf einer schweren Sepsis
oder eines septischen Schocks gibt. Inwieweit genetische Varianten im Promotorbereich des Fas-
Gens mit dem Auftreten und dem Schwergrad der Sepsis assoziiert sind, ist bislang nicht

untersucht worden.

Ziel dieser Arbeit war es daher zu untersuchen, ob ein Zusammenhang zwischen den SNPs Fas -
670 A/G und Fas -1377 G/A in der Promotorregion des Fas-Gens und dem Auftreten einer Sepsis
besteht. Ferner sollte untersucht werden, ob diese beiden SNPs einen Einfluss auf das Outcome
der Sepsispatienten haben. Hierzu erfolgte bei 159 Patienten mit schwerer Sepsis, einem
Kontrollkollektiv von 139 Blutspendern und 88 kardiochirurgischen Patienten mit einem SIRS
eine Genotypbestimmung mittels Schmelzkurvenanalyse mit Hilfe des LightCyclers®.

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich Genotyp- und Allelverteilung beider
SNPs zwischen den Kollektiven. Innerhalb des Sepsiskollektivs ergaben sich weder Unterschiede
der Genotyp- und Allelverteilung zwischen mannlichen und weiblichen noch zwischen
uberlebenden und im Rahmen der Sepsis verstorbenen Patienten. Jedoch zeigte sich ein Trend
zum haufigeren Auftreten des G-Allels an Position Fas -670 in der Gruppe der verstorbenen

Patienten.

Die Fas- 670 A/G und -1377 G/A Promotorpolymorphismen zeigen keine positive Assoziation
mit dem Auftreten oder dem Outcome einer Sepsis. An Position Fas -670 existiert ein Trend zu
einer hoheren Frequenz des G-Allels bei den verstorbenen Patienten. Zur letztendlichen Klarung
einer moglichen Assoziation dieses Allels und einer schlechteren Prognose sind weitere Studien

mit groReren Fallzahlen notwendig.
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