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Zusammenfassung

Hintergrund: Trotz fortschreitendem Verstandnis der Pathophysiologie der Sepsis wird
die weltweite Mortalitat septischer Patienten auf 30 bis 50 % geschatzt. Aufgehobene
zirkadiane Rhythmen konnten mit verschiedenen pathologischen Zustanden, die zu tod-
lichen Entzindungen und Immunschwache fuhrten, in Verbindung gebracht werden. Im
Mausmodell korrelierten aberrante Rhythmen mit einer erhdhten Entzindungsreaktion
bei experimenteller Sepsis. Gestorte zirkadiane Rhythmen von 3 Clock Genes (BMALA1,
PER2 und PERS3) konnten bereits bei Patienten mit schwerem Trauma nachgewiesen
werden. Da fur Patienten mit septischem Schock keine Daten verfugbar sind, war das
Ziel dieser Arbeit, mogliche gestorte Rhythmen in dieser Patientengruppe zu identifizie-
ren.

Methodik: Es wurden 20 Patienten mit septischem Schock in die prospektive Kohorten-
studie eingeschlossen, deren Monozyten Uber einen Zeitraum von 24 Stunden alle 4
Stunden isoliert wurden. Mittels NanoString—Technologie erfolgte die Quantifizierung von
17 Clock Genes. 3 Patienten, deren Proben weniger als 8 Gene exprimierten, wurden
von der endgultigen Analyse ausgeschlossen. Die Vergleichsgruppe bestand aus 12 jun-
gen, gesunden Mannern. Zur statistischen Auswertung der Daten erfolgte eine harmoni-
sche Regressionsanalyse mit einem Zeitintervall von 24 Stunden. Ein anschlie3end
durchgefuhrtes Bootstrapping—Verfahren errechnete Konfidenzintervalle, anhand derer
die Gene in rhythmisch, arrhythmisch und nicht zuordnungsbar eingeteilt wurden. Zusatz-
lich wurde ein Rhythmizitatswert definiert, welcher Werte zwischen -1 (arrhythmisch) und
1 (rhythmisch) umfasst. Sepsis—Patienten wurden anhand des Rhythmizitatswertes in 2
Gruppen eingeteilt und das Outcome verglichen. Das Ergebnis wurde mit einem Chi—
Quadrat Test auf Signifikanz Gberprift.

Ergebnisse: Die Rhythmizitatswerte der Patienten mit septischem Schock (0,23 + 0,26)
waren im Vergleich zur Kontrollgruppe (0,70 + 0,18) signifikant (p < 0,0001) niedriger. Die
Gene NR1D1, NR1D2 und CRY2 waren am rhythmischsten exprimiert, die am wenigsten
rhythmisch exprimierten Gene waren CLOCK und ARNTL. 77 % der bestimmten Clock
Genes wurden als nicht rhythmisch oder arrhythmisch eingestuft. Im Vergleich zur Kon-
trollgruppe war die Expression der Gene CRY1, NR1D1, NR1D2, DBP und PER2 ver-
mindert, die Expression von CRY2 hingegen signifikant hochreguliert.
Schlussfolgerung: Die molekularen Rhythmen in Immunzellen von Patienten mit septi-

schem Schock waren im Vergleich zu jungen, gesunden Mannern deutlich verringert.
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Eine Herunterregulierung der Expression von Clock Genes und der Verlust der Rhythmi-
zitat konnte durch Sepsis verursacht werden und die Immunantwort verschlechtern. Zum

Verstandnis dieser Pathophysiologie sind weitere Studien notwendig.
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Abstract

Background: Despite the increasing understanding of the pathophysiology of sepsis, the
worldwide mortality of septic patients is still estimated at 30—-50 %. Aberrant circadian
rhythms have been linked to various pathological conditions that lead to fatal inflammation
and immunodeficiency. In the mouse model, aberrant rhythms correlated with an in-
creased inflammatory reaction in experimental sepsis. Disturbed circadian rhythms of
three clock genes (BMAL1, PER2 and PERS3) have already been demonstrated in severe
trauma patients. Since no study has investigated the circadian clock in patients with septic
shock, the aim of this study was to identify possible aberrant rhythms in this patient group.
Methods: 20 patients with septic shock were included in this prospective cohort study,
whose monocytes were isolated every 4 hours over a period of 24 hours. Using NanoS-
tring technology, 17 clock genes were quantified. 3 patients whose samples expressed
fewer than 8 genes were excluded from the final analysis. The comparison group con-
sisted of 12 young, healthy men. A harmonic regression analysis with a time interval of
24 hours was carried out for statistical evaluation of the data. A bootstrapping procedure
that was carried out afterwards calculated confidence intervals on the basis of which the
genes were divided into rhythmic, arrhythmic and non assignable. In addition, a rhythmic-
ity value was defined, which comprises values between -1 (arrhythmic) and 1 (rhythmic).
Sepsis patients were divided into 2 groups based on the rhythmicity value and the out-
come compared. The result was checked for significance with a chi—square test.
Results: The rhythmicity scores of the patients with septic shock (0.23 + 0.26) were sig-
nificantly (p < 0.0001) lower than in the control group (0.70 £ 0.18). The genes NR1D1,
NR1D2 and CRY2 were most rhythmic, the least rhythmic clock genes were CLOCK and
ARNTL. 77 % of the measured clock genes were classified as neither rhythmic nor ar-
rhythmic. Compared to the control group, the expression of the genes CRY1, NR1D1,
NR1D2, DBP and PER2 was suppressed, while the expression of CRY2 was significantly
upregulated.

Conclusion: The molecular rhythms in immune cells of patients with septic shock were
significantly decreased compared to young healthy men. Downregulation of the expres-
sion of clock genes and the loss of rhythmicity could be caused by sepsis and worsen the

immune response. Further studies are necessary to understand this pathophysiology.
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1. Einleitung
1.1 Sepsis

1.1.1 Epidemiologie und Stellenwert der Sepsis

Unter dem Krankheitsbild der Sepsis versteht man eine systemische Reaktion des Kor-
pers auf einen infektiosen Prozess, welcher zur Dysfunktion verschiedener Organe und
in Folge dessen auch zum Tod fuhren kann [1]. Weltweit erkranken jahrlich uber 30 Mil-
lionen Menschen an diesem Krankheitsbild [1]. In Deutschland wurden im Jahr 2015
18.665.238 Patienten stationar behandelt, von diesen wurde fur 320.198 Patienten die
Diagnose Sepsis codiert [2]. In den letzten Jahren konnten zwar deutliche Fortschritte im
pathophysiologischen Verstandnis des Krankheitsbildes verzeichnet werden, trotzdem ist
es noch immer eine der Hauptursachen fur Morbiditat und Mortalitat bei kritisch kranken
Patienten [1, 3]. Weltweit standen im Jahr 2017 19,7 % aller Todesfalle im Zusammen-
hang mit Sepsis, die Mortalitat ist jedoch auch stark von der Region abhangig [4]. Eine
Analyse der deutschen DRG-Statistik zeigte im Zeitraum von 2007 bis 2013 eine Reduk-
tion der Mortalitat um 2,7 % auf 24,3 % [5]. Da die Inzidenz jedoch im gleichen Zeitraum
jahrlich um 5,7 % anstieg, nahm die Zahl der absoluten Todesfalle trotzdem zu [5]. Pati-
enten mit Sepsis haben ein niedrigeres Risiko eines tddlichen Verlaufs als Patienten mit
septischem Schock [6]. Die Mortalitat bei Patienten mit schwerer Sepsis betrug in
Deutschland im Jahr 2013 43,6 %, die des septischen Schocks im selben Jahr 58,8 %
[5].

Fir das Gesundheitssystem stellen Sepsis—Patienten mit hohen Kosten und langen
durchschnittlichen Verweildauern im Krankenhaus eine Uberdurchschnittlich hohe Belas-
tung dar [7]. Ein Vergleich der durchschnittlichen Verweildauer von Patienten mit Sepsis
lag in Krankenhausern der USA im Jahr 2008 um etwa 75 % hoher als bei den meisten
anderen Erkrankungen [8]. Patienten mit Sepsis hatten eine durchschnittliche Verweil-
dauer von 4,5 Tagen, Patienten mit schwerer Sepsis von 6,5 Tagen und mit der Diagnose
septischer Schock waren Erkrankte durchschnittlich insgesamt 16,5 Tage in stationarer
Betreuung [7]. Die mit dem Krankheitsbild Sepsis assoziierten, zuletzt steigenden Ge-
samtkosten wurden fur das Jahr 2013 in Deutschland auf 9,1 Milliarden Euro geschatzt
und betrugen somit 3 % des Budgets der Gesundheitsversorgung [9]. In den USA betru-
gen die Kosten des Sepsis—Managements in amerikanischen Krankenhausern im Jahr
2013 Uber 24 Milliarden US—-Dollar, das entspricht 13 % der gesamten Krankenhauskos-
ten der USA [7].
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1.1.2 Definition Sepsis

,Die uberholten Sepsis—Definitionen (Sepsis—1 von 1992 und Sepsis—2 von 2001) beruh-
ten auf dem SIRS-Konzept (Systemisches—Inflammatorisches—Response—Syndrom)®
[10]. Die SIRS—Kriterien ,(mindestens 2 der folgenden Kriterien):

o Fieber (= 38 °C) oder Hypothermie (< 36 °C), bestatigt durch eine rektale, in-
travasale oder vesikale Messung

o Tachykardie: Herzfrequenz = 90/min

o Tachypnoe (Frequenz = 20/min) oder Hyperventilation (PaCO2 < 4,3 kPa/

< 33 mmHg)
o Leukozytose (= 12000/mm?3) oder Leukopenie (< 4000/mm3) oder = 10 % unreife

Neutrophile im Differentialblutbild®

haben flur Infektionen keine besonders hohe Sensitivitat noch Spezifitat [10-12]. Churpek
et al. zeigten, dass SIRS zwar mit einer erhohten Mortalitat verbunden ist, jedoch 50 %
der Krankenhauspatienten wahrend des Krankenhausaufenthalts mindestens einmal 2
von 4 SIRS—Kriterien erfullten, obwohl fur viele dieser Patienten keine Infektion nach-
weisbar war [13]. Gleichzeitig zeigten Kaukonen et al., dass einer von 8 intensivmedizi-
nisch behandelten Patienten mit schwerer Sepsis, innerhalb der ersten 24 Stunden nach

Aufnahme auf die Intensivstation, weniger als 2 SIRS—Kriterien erflllten [14].

Im Jahr 2016 wurde die S2—Leitlinie durch eine neue Definition der European Society of
Intensive Care Medicine und der Society of Critical Care Medicine ersetzt [15]. Diese tragt
den Namen ,Sepsis—3“ und definiert das Krankheitsbild als ,eine akut lebensbedrohliche
Organdysfunktion, hervorgerufen durch eine inadaquate Wirtsantwort auf eine Infektion®
[10, 15, 16]. Erhoht sich der Sequential Organ Failure Assessment Scores (SOFA) um 2
oder mehr Punkte, kann klinisch eine Organfunktionsstorung diagnostiziert werden [15].
Zur schnelleren Identifikation und somit auch schnelleren Therapieeinleitung kann der
quickSOFA (qSOFA) verwendet werden [15]. Auch hier missen mindestens 2 der folgen-

den Kiriterien erfillt sein:

o L Atemfrequenz > 22/min
« verandertes Bewusstsein

o systolischer Blutdruck < 100 mmHg“ [15]
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Der septische Schock ist als eine Untergruppe der Sepsis definiert, welche durch gestorte
zirkulatorische, zellulare und metabolische Prozesse eine deutlich erhohte Mortalitat auf-

weist [15]. Werden zusatzlich die Kriterien

e Hypotonie und ,Katecholaminbedarf, um einen mittleren arteriellen Druck
> 65 mmHg aufrechtzuerhalten und

o Serum Laktat Spiegel > 2 mmol/l (18 mg/dl) ohne Hypovolamie*

erfullt, so spricht man von einem septischen Schock [15]. Die Terminologie der schweren
Sepsis von Sepsis—2 entfallt in der Sepsis—3—Definition [15]. Abbildung 1 zeigt das Diag-

noseschema der Sepsis und des septischen Schocks.

- A. qSOFA-Variablen B. SOFA-Variablen
Patient mit Atemfrequenz + p,0,/F0,-Ratio
. + Bewusstsein - Glasgow Coma Scale
V.a. Infektion « Systolischer Blutdruck - Mittlerer art. Blutdruck
+ Gabe von Vasopressoren
- mit Praparat und Infusionsrate

gSOFA>2?  Nein RUVTIVIIAVAEN Nein Klinikl'.]be'rwac.!'\en;u : . Serumkreatinin u. Urinvolumen
: Reevaluation flr mogliche . Bilirubi
Siehe A sepsis falls Klinisch indizi ilirubin
epsis falls klinisch indiziert e

Organdysfunktion
erfassen

SOFA>2? Klinik Gberwachen;
o Reevaluation fiir mogliche
Siehe B Sepsis falls klinisch indiziert

Trotz addquater Volumengabe:

1. Vasopressorengabe erforderlich, um bei
persistierender Hypotonie einen mittleren
= arteriellen Druck = 65 mmHg aufrechtzu-
erhalten
Und
bl 2. Serumlaktat = 2 mmol/I (18 mg/dl)

Ja

Abbildung 1: Flussschema zur Diagnose Sepsis und septischer Schock, entnommen aus [10]

1.1.3 Pathophysiologie der Sepsis
Entgegen der fruheren Vorstellungen, das Krankheitsbild Sepsis sei ausschlieRlich auf
eine Uberschielfende hyperinflammatorische Immunantwort mit Zytokinsturm zurtckzu-

fuhren, konnten in den letzten 10 bis 15 Jahren neue Erkenntnisse gewonnen werden,
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welche deutlich komplexere Mechanismen darstellen [17, 18]. Eine fehlregulierte Immun-
antwort fuhrt gleichzeitig zur Entwicklung einer proinflammatorischen (SIRS) und antiin-
flammatorischen Immunantwort (compensatory antiinflammatory response syndrome
(CARS)) [19, 20]. Im weiteren Krankheitsverlauf wird entweder eine Immunhomaoostase
wiederhergestellt oder es folgt eine schwere Immunsuppression durch die Persistenz von
CARS (Abbildung 2) [19, 21, 22].

A

§ Friihes Versterben
g 10 % der Patienten
£ n

£

S =

= w»n

=

)

=]

S

=2

2 4 8 10 12

IL-13 1.4 Tage

IL-10 TGF-

Anti-Inflammation
CARS

Spiites Versterben
30 % der Patienten
v _ Ubergang Spiitphase
Abbildung 2: Immunantwort bei Sepsis, entnommen aus [23], modifiziert nach [24]

Die hyperinflammatorische Phase prasentiert sich klinisch mit Fieber, hyperdynamischem
Kreislauf und Schock [21]. Kommt es in dieser Phase zu Todesfallen, sind diese haufig
auf Stoffwechselstorungen oder Funktionsstorungen mehrerer Organe zurickzufuhren,
deren Pathophysiologie im Verlauf naher erlautert wird [21]. Die bei alteren Patienten
oftmals fehlende oder abgeschwachte hyperinflammatorische Phase wird durch eine
stark beeintrachtige Immunitat abgelost, Sekundarinfektionen in dieser Phase enden
haufig letal [21]. Durch die Entwicklung von neuen Sekundarinfektionen kommt es zu
einer wiederholten hyperinflammatorischen Reaktion [21]. Eine Sepsis kann in jedem Or-
gansystem eine Stérung oder ein Versagen verursachen, klinisch sind unter anderem
Manifestationen wie respiratorische Insuffizienz, Thrombozytopenie, disseminierte in-
travasale Koagulation (DIC), akute Nierenschaden, lleus, Nebennierenfunktionsstérung
oder eine Vigilanzminderung moglich [17]. Auf zellularer Ebene sind eine gestorte
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Funktion von Immunzellen, ein Verlust der Barrierefunktion des Endothels, sowie Veran-
derungen der Mikrobiota und der Gerinnungskaskade ursachlich fur die Pathophysiologie

der Sepsis [17]. Diese werden im Folgenden ausfuhrlicher erlautert.

1.1.3.1 Angeborene Immunitat und Entziindungsmediatoren

Durch das Eindringen von Mikroorganismen binden Pathogen—assoziierte molekulare
Muster (PAMPs) an Mustererkennungsrezeptoren von Immunzellen und initiieren eine
Abwehrreaktion von Makrophagen, Monozyten und Granulozyten und Naturlichen Killer-
zellen [25, 26]. Diese Rezeptoren erkennen Kohlenhydrat—, Lipid— und DNA—Molekdle,
die Ublicherweise auf der Oberflache von Bakterien und Viren vorhanden sind [27]. Auch
durch schadigungsassoziierte molekulare Muster (DAMPs), welche aus beschadigten
Wirtszellen freigesetzt werden, werden Monozyten durch die Bindung an Toll-like Re-
zeptoren (TLRs), C—Typ—Leptinrezeptoren, NOD-like—Rezeptoren (Nukleotid—
bindende—Oligomerisierungsdomane) und RIG-1-ahnlichen Rezeptoren (Retinsaure in-
duzierbares Gen 1) aktiviert [1]. Durch die Aktivierung intrazellularer Signaltransduktions-
wege kommt es zur Freisetzung von sowohl pro— als auch antiinflammatorischen Zytoki-
nen und reaktiven Sauerstoffspezies [17]. Diese bewirken eine Aktivierung von Makro-
phagen, Neutrophilen Granulozyten und Naturlichen Killerzellen, die Produktion von
Akut—Phase—Proteinen, eine gesteigerte Expression von Adhasionsmolekulen und die
Proliferation von B—Zellen [28]. Auch eine Funktionsstorung von Monozyten wurde bei
einer Sepsis nachgewiesen [17]. Landelle et al. untersuchten 209 Patienten mit septi-
schem Schock und konnten zeigen, dass eine verminderte HLA—DR—Expression auf Mo-
nozyten (als Marker verminderter Immunkompetenz) einen unabhangigen Pradiktor fur
nosokomiale Infektionen bei Patienten mit Sepsis darstellt [29, 30]. Ein Vergleich der Ex-
pression des gesamten Genoms von Sepsis—Patienten mit akutem Atemnotsyndrom
(ARDS) und ohne ARDS, ergab eine Korrelation einer verlangerten Neutrophilenreaktion
mit den Auftreten eines ARDS im frihen Krankheitsverlauf [31]. Die durch Neutrophile
Granulozyten freigesetzten NETs (Neutrophil Extracellular Traps) konnen zwar Patho-
gene gezielt eliminieren, schadigen wahrend einer systemischen Infektion jedoch auch
Gewebe und Endothelien. Durch eine uberschieliende Reaktion der obigen Immunant-
wort kommt es zu Zell- und Gewebeschaden, welche im fruhen Krankheitsverlauf auch
zum Tod fuhren kénnen [21, 32].
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1.1.3.2 Immunsupression

Die anfanglich proinflammatorische Reaktion der Sepsis geht haufig in einen deutlich
langeren Zustand der Immunsuppression uber und entwickelt sich innerhalb weniger
Tage nach dem septischen Schock [1, 33]. In Studien konnte eine verminderte Produktion
von TNF—a, einem entscheidenden proinflammatorischen Zytokin, als Reaktion auf die
Gabe von Endotoxin in Schimpansen nachgewiesen werden [1, 34]. Eine vermehrte
Apoptose von Lymphozyten in verschiedenen Organen von Sepsis—Patienten fuhrt zu
einer gestorten Immunantwort [35]. Hotchkiss et al. konnten in einer Untersuchung der
Milz von septischen Patienten eine Apoptose von B— und CD (Cluster of Differentiation)
4—T—Helferzellen nachweisen, wahrend die Zahl von CD8-T-Zellen und Naturlichen Kil-
lerzellen unverandert blieb [36]. Durch eine supprimierte Immunantwort ist auch die Ab-
wehr sekundarer bakteriellen und viralen Infektionen gestort. [1]. Zusatzlich ist eine virale
Reaktivierung von Herpes—Simplex—Virus (HSV), Zytomegalievirus (CMV) bzw. Epstein—
Barr—Virus (EBV) haufig [37].

1.1.3.3 Schadigung von Gewebe und Organen

Die Schadigung von Gewebe und Organen bei Sepsis ist durch Hypoperfusion, also die
verminderte Abgabe und Nutzung von Sauerstoff in den Zellen, zu begrinden [1]. Die
Hypoperfusion ist Folge einer veranderten Hamodynamik, welche durch eine direkte My-
okardschadigung durch Zytokine, einer venosen Dilatation und einem verandertem sys-
temischen Gefallwiderstand entsteht [38]. Eine Schadigung des Adhasionsprotein Cad-
herin, welches als wichtiges Barriereprotein fungiert, fuhrt zu einem vermehrten Austritt
intravasaler FlUussigkeit in das Interstitium [1, 39]. Durch die verminderte Bereitstellung
von Sauerstoff kommt es in den Zellen vermehrt zur anaeroben Glykolyse und Laktat
reichert sich an, zusatzlich schadigen reaktive Sauerstoffspezies, welche im Rahmen der
Entzindungsreaktion gebildet wurden, Mitochondrien [1]. Diese Mechanismen beeinflus-
sen den Energiestoffwechsel und vermindern die zellularen ATP—Spiegel [1]. Die Folge
von Hypoperfusion und Storung der Endothelbarriere kdnnen beispielsweise tubulare
Nekrosen und akute Nierenschaden, Hirnddem und septische Enzephalopathie, sowie in
der Lunge ein Lungenédem bis zum ARDS sein [1].

1.1.3.4 Dysregulierung der Gerinnung
Neben der proinflammatorischen Reaktion des Immunsystems kommt es auch zur Akti-
vierung der Gerinnungskaskade, deren Dysregulation je nach Schweregrad von einer
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leichten Thrombozytopenie bis zu einer fulminanten DIC variieren kann [1]. Einen wichti-
gen Bestandteil der Hamostase nimmt das Molekul Thrombin ein, welches sowohl gerin-
nungsaktivierende als auch hemmende Eigenschaften besitzt [40]. Beispielsweise wer-
den durch Thrombin Gerinnungsfaktoren aktiviert und die Bildung von Fibringerinnseln
initiiert [40]. Andererseits aktiviert Thrombin durch die Bindung an Thrombmodulin auch
die Fibrinolyse und besitzt chemotaktische Eigenschaften, welche unter anderem bei Ent-
zundungsreaktionen wie Sepsis eine grol3e Rolle spielen [40]. Wahrend einer Infektion
kann die Initierung der Thrombinproduktion durch unterschiedliche Wege erfolgen, unter
anderem erfolgt die Aktivierung des Gerinnungssystems durch das Eindringen von Bak-
terien in die Gefallwande und durch die Schadigung des Gefaliendothels [41, 42]. Die
Bildung von Thromben durch Blutplatichen und Immunzellen in kleinen Gefallen, auch
als Immunthrombose bezeichnet, verhindert die Verbreitung von Krankheitserregern im
Organismus und die Infektion lebenswichtiger Organe [43]. Kommt es hingegen durch
eine fortlaufende Aktivierung der Gerinnung zu einer ubermafligen Thrombinbildung,
kann dies zu Fibrinablagerungen in Mikrogefal3en und einer DIC fuhren [41, 44, 45]. Die
Zerstorung von extravaskularen Zellen fuhrt zur Freisetzung des Gewebefaktors (tissue
factor), dieser bewirkt durch die Interaktion mit Gerinnungsfaktoren eine systemische Ak-
tivierung der Gerinnungskaskade [46]. Die gebildeten Fibringerinnsel fungieren als
Mikrothromben und verursachen lokale Perfusionsdefekte, Gewebehypoxie und Organ-
funktionsstorungen [1]. Zusatzlich konnte bei Patienten mit schwerer systemischer Ent-
zundung eine Reduktion von Protein C, einer Protease, welche Gerinnungsfaktoren in-
aktiviert und Fibrinolyse induziert, nachgewiesen werden [46, 47]. Das fuhrt zu einer dys-
regulierten Ausbreitung der unter anderem durch den Gewebefaktor aktivierten Gerin-
nungskaskade [1]. Zusatzlich konnte in Patienten mit septischem Schock Uber einen Be-
obachtungszeitraum von 7 Tagen eine verringerte Fibrinolyse, welche zu einer Aufrecht-
erhaltung von mikrovaskularen Thromben fuhrt und mit einer erhdhten Mortalitat verbun-

den ist, nachgewiesen werden [48].

1.2 Zirkadianer Rhythmus

Unter zirkadianen Rhythmen versteht man eine 24—Stunden—Uhr in lebenden Organis-
men, welche wichtige biologische Funktionen reguliert und auf Umweltreize reagiert [49,
50]. Dieser Schlaf-Wach—Zyklus kann Korpertemperatur, Essgewohnheiten, Verdauung,
aber auch Hormonausschuttung und weitere Korperfunktionen beeinflussen und so den

Energieverbrauch und Stoffwechselprozesse des Korpers optimieren [49]. Da Foéten
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wahrend der Schwangerschaft noch keinen auf3eren Reizen ausgesetzt sind, kann die
Entwicklung des zirkadianen Rhythmus bei Sauglingen erst in den ersten 4 Lebensmo-
naten erfolgen [49]. Melatonin und Cortisol sind entscheidende Hormone fur die zirkadi-
ane Rhythmik [49]. Der suprachiasmatische Kern des Hypothalamus stellt einen wichti-
gen, jedoch nicht den einzigen internen Kontrollmechanismus des zirkadianen Rhythmus
dar, da zum Beispiel auch in Leber, Pankreas, Fett— und Muskelgewebe ein Einfluss auf
den Schlaf~Wach—Zyklus nachgewiesen werden konnte [49, 51]. Der grundlegende Zeit-
geber ist das Licht [52]. Die durch die Ganglienzellen der Retina wahrgenommenen Licht-
reize werden durch elektrische Signale an spezialisierte Neuronen der suprachiasmati-
schen Kerne weitergeleitet und von einer elektrischen Information in eine chemische In-
formation umgewandelt, welche die Genexpression der Neuronen verandert [53]. Zirku-
lierendes Melatonin, dessen Biosynthese hauptsachlich nachts erfolgt, stammt aus der
Epiphyse und wird durch den suprachiasmatischen Nucleus reguliert [54, 55]. Die regu-
latorische Wirkung von Licht ist variabel und abhangig von der Wellenlange und Bestrah-
lungsstarke [56]. Die nachtliche Melatoninproduktion wird in Abhangigkeit der Wellen-
lange unterschiedlich stark inhibiert [56]. Eine Exposition von kunstlichem Licht in der
Nacht kann daher den Nucleus suprachiasmatikus und so auch den Melatonin—Rhythmus
storen [57].

1.2.1 Zirkadianer Rhythmus des Immunsystems

Auch das Immunsystem unterliegt einer zirkadianen Rhythmik [52]. In Milzzellen von Rat-
ten konnte gezeigt werden, dass auch die Expression von Zytokinen (TNF— « und Inter-
feron—y) eine tagliche Rhythmizitat aufweisen [58]. Funktionelle molekulare Uhren wur-
den in verschiedenen Zellen des Immunsystems wie Milzmakrophagen, dendritischen
Zellen, B—Zellen und Neutrophilen Granulozyten beschrieben [59, 60]. In Neutrophilen
Granulozyten konnte um Mitternacht eine erhdhte Expression von Gp91phox, einem
empfindlichen Marker der Neutrophilenreifung, und eine hohere Produktion von Super-
oxid nachgewiesen werden [60]. Im Vergleich zur Expression und Produktion um 13 Uhr
am Tag war diese um Mitternacht signifikant hoher [60]. Es wurde auch gezeigt, dass die
molekulare Uhr die Expression und Funktion des Toll-like Rezeptors, einem Rezeptor
der Zelloberflache zur Immunerkennung, direkt moduliert [61]. Silver et al. wiesen in Milz-
makrophagen der Maus sowie in B—Zellen und dendritischen Zellen fur fast alle Toll-like

Rezeptoren eine rhythmische Expression nach [61].
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1.2.2 Molekulare Mechanismen

Auf molekularer Ebene besteht die zirkadiane Uhr aus verschiedenen Transkriptionsfak-
toren, deren Heterodimerisierung und nukleare Translokation zur Repression bzw. Ex-
pression von Genen fihrt [62]. Dieser Vorgang wird auch als autoregulatorische Tran-
skriptions—Translations—Ruckkopplungsschleife bezeichnet [62]. Eine graphische Dar-

stellung molekularer Mechanismen der Clock Genes zeigt Abbildung 3.
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Abbildung 3: Physiologie und molekulare Mechanismen der zirkadianen Rhythmik, modifiziert
nach [62]
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a: Transkriptions—Translations—R(ickkopplungsschleifen verschiedener Clock Genes, b: Beteili-

gung verschiedener Organsysteme an der zirkadianen Rhythmik

Die Clock Genes CLOCK, BMAL1, PER1, PER2, CRY1 und CRY2 sind bei der zirkadia-
nen Uhr in Saugetieren an dieser Ruckkopplungsschleife beteiligt [62]. Nach der Tran-
skription der Kern—Clock Genes Circadian locomotor output cycles kaput (CLOCK) und
Brain and muscle Arnt-like Protein 1 (BMAL1) bilden diese im Zytoplasma das Heterodi-
mer BMAL1-CLOCK [62]. Dieser Komplex transloziert wiederum in den Zellkern und bin-
det an Enhancer Box (E-Box) Sequenzen von zirkadian kontrollierten Genen, um dort
deren Transkription zu beeinflussen [62]. Zusatzlich induzieren CLOCK und BMAL1 die
Expression von PER (Period) und CRY (Cryptochrom), welche als PER-CRY-
Heterodimer wiederum die Transkription von BMAL1 und CLOCK inhibieren [62]. Die
PER-CRY-Heterodimerisierung I10st seine nukleare Translokation aus und interagiert mit
dem BMAL1-CLOCK-Komplex, welches eine Hemmung der Transkription induziert [62].
Nimmt die Expression von PER-CRY aufgrund reduzierter BMAL1-CLOCK-Werte ab,
beginnt der Zyklus erneut [62]. Einem ahnlichen Mechanismus folgt auch die Expression
von REV-ERBA, deren Expression durch die Bindung des Heterodimers CLOCK-
BMAL1 an die E-Box gefordert wird [63]. Eine vermehrte Expression von REV-ERBA
fuhrt wiederum zur Suppression der BMAL1-Transkription und eine verminderte Expres-
sion von REV-ERBA ist die Folge [63]. Fur die Translokation, Dimerisierung und den
Abbau von zirkadian gesteuerten Proteinen ist die posttranslationale Modifikation von
entscheidender Bedeutung, diese wird hauptsachlich durch die Ubertragung einer Phos-
phatgruppe realisiert [63]. Kitchen et al. wiesen einen Anstieg der Makrophagenfunktion
nach Deletion des Core—Clock—Proteins Bmal1 in Mausen nach und zeigten somit einen
Mechanismus auf, bei dem Bmal1 als Repressor des Immunsystems wirkt und die Zell-
motilitat und Phagozytose nach einer Infektion reguliert [64]. Im Mausmodell konnte ge-
zeigt werden, dass mannliche Mause, bei denen CLP (Cecal ligation and puncture) um 2
Uhr morgens induziert wurde, schneller eine Sepsis entwickelten, als Mause, bei denen
dies um 14 Uhr am Tag geschah [65]. Unter CLP versteht man ein in der Sepsis—For-
schung etabliertes Verfahren, in welchem das Caecum perforiert wird und somit die Frei-
setzung von Fakalien in die Bauchhohle erfolgt [66]. Auf diese Weise wird eine verstarkte
Immunantwort durch eine polymikrobielle Infektion erzeugt [66]. Der zeitabhangige Un-
terschied wurde bei PER2—mutierten Mausen aufgehoben [65]. Auch das Clock Gene
REV-ERBA spielt eine wichtige Rolle [67]. REV-ERBA inhibiert die Expression des Toll—
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Like Rezeptor 4 Gens in menschlichen Makrophagen, die Expression des REV-ERBA
Gens wird wiederum unter anderem durch den Lipopolysaccharid (LPS)— und Choleste-
ringehalt in Makrophagen reguliert [67, 68]. AuRerdem konnte in menschlichen Makro-
phagen nach einer pharmakologische Aktivierung von REV-ERBA eine verminderte Pro-
duktion des proinflammatorischen Zytokins Interleukin—6 nachgewiesen werden [67]. So-
mit ist REV-ERBA eine wichtige Schnittstelle zwischen Clock Genes und dem Immun-
system, da eine direkte Beeinflussung der proinflammatorischen Genexpression in Mak-

rophagen stattfindet [67].

1.3 Hypothese

Fur die Induktion mehrerer proinflammatorischer Gene ist ein funktionierender zirkadia-
ner Rhythmus wichtig. Es konnten bereits fur verschiedene Krankheitsbilder, welche zu
todlichen Entzindungen und Immunschwache flhrten, veranderte zirkadiane Rhythmen
nachgewiesen werden, der zirkadiane Rhythmus spielt also unter anderem eine wichtige
Rolle bei der Regulation von Entzindungsreaktionen [69]. Im Mausmodell konnte bereits
nachgewiesen werden, dass Mause mit einem, aufgrund der genetischen Deletion des
myeloischen BMAL1-Gens, gestorten zirkadianen Rhythmus, bei experimentell verur-
sachter Sepsis eine erhdhte Entzindungsreaktion und ein erhohtes Risiko eines letalen
Krankheitsverlaufes zeigten [69]. Bei septischen Patienten hangt die Schwere der Inflam-
mation direkt mit dem Grad der Veranderung der Clock Genes BMAL1 und PER2 zusam-
men [70]. Coiffard et al. zeigten gestorte zirkadiane Rhythmen von Zytokinen, Leukozyten
und 3 Clock Genes (BMAL1, PER2 und PERS3) bei Patienten mit schwerem Trauma [71].
Moglicherweise zeigt sich auch bei Patienten mit septischem Schock ein gestorter zirka-
dianer Rhythmus. Bisher gibt es jedoch keine klinischen Studien, in denen die Expression
von Clock Genes bei septischen Patienten untersucht und mit einer gesunden Kontroll-
population verglichen wurden.

Primares Ziel der Arbeit war unter Annahme der Hypothese, dass auch Sepsis—Patienten
einen aufgehobenen zirkadianen Rhythmus zeigen, die Rhythmizitat verschiedener Clock

Genes flur diese Patientengruppe zu untersuchen.
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2. Methodik
2.1 Studiendesign

2.1.1 Studieneinschluss

Die Studie wurde durch die zustandige Ethikkommission unter dem Aktenzeichen
EA1/288/14 vorgelegt und genehmigt und an der Klinik fur Anasthesiologie und Schwer-
punkt operative Intensivmedizin (CCM/CVK) durchgefuhrt. Bei ClinicalTrials wurde die
Studie unter dem Zeichen NCT02044575 registriert. Die Patienten wurden vor Studien-
einschluss Uber den Verlauf der Studie, Nutzen, Risiken und die Moglichkeit des Wider-
rufs der Einwilligung aufgeklart. Die Teilnahme an der Studie war freiwillig. War ein Pati-
ent nicht aufklarungsfahig, erfolgte die Einwilligung uber den zustandigen Betreuer. Die
Dateneingabe der Patienten erfolgte unter Verwendung des Pseudonyms ,CLOCK" so-
wie einer aufsteigenden Nummerierung nach Einschlussdatum. Um eine Kontrolle der
Daten zu ermdoglichen, wurde eine Patientenidentifikationsliste erstellt, die jedem Pseu-
donym den vollstandigen Patientennamen sowie das dazugehorige Geburtsdatum zuord-
net. Die Patientenidentifikationsliste war nur fur Studienpersonal zuganglich.

2.2 Patientenkollektiv

Eingeschlossen wurden 20 Patienten im Zeitraum vom 21.08.2014 bis 21.01.2018 mit
der Diagnose septischer Schock auf den Intensivstationen 8i, 9i und 14i des Campus
Virchow Klinikum der Charité—Universitatsmedizin Berlin, Klinik fir Anasthesiologie mit
Schwerpunkt operative Intensivmedizin. Die Patienten wurden nach folgenden Kriterien

ein— bzw. ausgeschlossen.

2.2.1 Einschlusskriterien
- Mannliche und weibliche intensivpflichtige Patienten
- Septischer Schock laut American College of Chest Physicians/Society of Criti-
cal Care Medicine [72]
- Noradrenalin—Gabe von uber > 0,3 pg/kg/min Uber mindestens 2 Stunden
- Volljahrigkeit

2.2.2 Ausschlusskriterien
- Schwangere oder stillende Patienten
- Akute Leukamie
- Schwere Leukozytose (> 50.000/nl)
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- Schwere Thrombozytopenie (< 5.000/nl),

- Autoimmunerkrankung mit systemischer Medikation 2 10 mg Prednisolo-
naquivalent pro Tag

- Transplantierte Patienten

- Patienten, die innerhalb der letzten 14 Tagen eine Interferontherapie erhielten

- Laufende (begleitende) Chemotherapie oder Strahlentherapie bei malignen Er-
krankungen

- Akute Lungenembolie oder akuter Myokardinfarkt innerhalb der letzten 72
Stunden

- Cardiopulmonale Reanimation innerhalb der letzten 7 Tage

- Sterbender Patient (Lebenserwartung < 72 Stunden)

- Vorhandensein einer Do—Not—Resuscitate oder Do—Not—Intubate Anordnung

- Bekannte HIV-Infektion (Human Immunodeficiency Virus) oder chronische Vi-
rushepatitis

- Mangelnde Bereitschaft, Daten innerhalb der Studie zu speichern und weiter-
zugeben

- Unterbringung in einer Einrichtung aufgrund einer behordlichen oder gerichtli-
chen Anordnung

- Patienten, deren Einwilligung oder die seines gesetzlichen Vertreters nicht
rechtzeitig eingeholt werden kann

- Patienten, welche eine Teilnahme an einer Studie ablehnen

2.3 Studienablauf

Die Studie wurde als prospektive Kohortenstudie durchgefuhrt. Patienten, die die festge-
legten Ein— und Ausschlusskriterien erfullten, wurden nach ausfuhrlicher Aufklarung und
Einwilligung in die Studie eingeschlossen. Die Messung begann um 8:00 Uhr am Folge-
tag. Insgesamt erfolgten 7 Blutentnahmen uber einen Zeitraum von 24 Stunden alle 4
Stunden (Abbildung 4). Die Blutentnahme erfolgte aus dem arteriellen Zugang der Pati-
enten. Es wurden 5 ml Blut in EDTA-Vollblut und 5 ml Serum-Vollblut abgenommen.
Innerhalb einer Stunde nach Blutentnahme wurde die gekuhlte Probe verarbeitet und die
Monozyten isoliert. Nach Monozytenisolierung wurden die Proben bei -80 °C eingefroren
und anschlieBend im Labor der Chronobiologie unter Leitung von Univ.—
Prof. Dr. Achim Kramer analysiert. Dort erfolgte die Multiplex—-Genexpressionsanalyse

von insgesamt 24 Genen mittels NanoString—Technologie [73]. Die Datenerfassung
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erfolgte prospektiv Uber die elektronische Patientenakte SAP sowie das Patientendaten-
managementsystem COPRA. Daten, die fur jeden Patienten erfasst wurden, waren ne-
ben Alter, Geschlecht und Body Mass Index (BMI) auch Letalitat, Dauer des Intensiv-
aufenthalts, Lange des Krankenhausaufenthalts, Beatmungszeit, Laktat, Norepinephrin
und die Temperatur (stindlich am Tag der Messung). Zusatzlich wurden die Scores
SOFA, Simplified Acute Physiology Score Il (SAPS Il), Therapeutic Intervention Scoring
System (TISS-28) und Confusion Assessment Method fur Intensivpatienten (CAM-ICU)

bestimmt.

Einschluss Blutentnahme und Monozytenisolierung Quantifizierung der
| Clock Genes

8:00  12:00  16:00 20:00  0:00  4:00  8:00
Tag 0 Tag 1 Tag 2

Abbildung 4: Graphische Darstellung einer Messreihe, modifiziert nach [74]

2.4 Intensivmedizinische Scores

2.4.1 SOFA Score

Der SOFA Score, ein Akronym fur Sequential Organ Failure Assessment, wurde im Jahr
1994 entwickelt, um einen Score zu erstellen, welcher den Grad der Organfunktionssto-
rung oder des Organversagens im Zeitverlauf quantitativ darstellt [75]. Es werden 6 ver-
schiedene Scores (Atmungs—, Herz—Kreislauf—, Leber—, Gerinnung—, Nieren— und neu-
rologische Systeme), wie Tabelle 1 darstellt, von O bis 4 bewertet [75]. Ein zunehmender
Score spiegelt die Verschlechterung der Organfunktionsstorung wider [75]. Moreno et al.
konnten zeigen, dass eine gute Korrelation zwischen steigendem Score und Letalitat be-
steht [75].

Tabelle 1: SOFA Score modifiziert nach [75]

System | Parameter 0 1 2 3 4
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Atmung | PaO2/FiO2 in|>400 |<400 |<300 <200 und | <100 und
mmHg kunstliche | kunstliche Be-
Beatmung | atmung
Herz— Dosierungenin | MAP | MAP | Dobuta- | Dopamin | Dopamin > 15
Kreislauf | pg/kg/min >70 <70 min oder | > 5 oder | oder Adrena-
mmHg | mmHg | Dopa- Adrenalin | lin > 0,10der
min <5 | < 0,1 oder | Noradrenalin >
Noradre- | 0,1
nalin < 0,1
Leber Bilirubin in >1,2 |1,2- 2,0-5,9 6,0-11,9 >12,0
mg/dl 1,9
Gerin- Thrombozyten | >150 | <150 | <100 <50 <20
nung x 10%/ml
Niere Kreatinin in>12 |1,2- 2,0-3,4 3,5-4,9 >5,0
mg/dl 1,9
Nerven- | Glasgow Coma | 15 13-14 | 10-12 6-9 <6
system Scale
242 SAPS I

In einer Multicenter—Studie wurde 1993 der SAPS Il entwickelt [76]. Dafur wurden 13152
Patienten in 137 Intensivstationen in 12 Landern eingeschlossen [76]. Der Score hilft bei
der Vorhersage der Mortalitat im Krankenhaus, ohne den Grund fur die Aufnahme zu
bertcksichtigen [77]. Dafur werden 17 Variablen bei Aufnahme auf die Intensivstation
bertcksichtigt [77]. Diese bestehen aus dem Aufnahmebefund (Aufnahmestatus, chroni-
sches Leiden, Glasgow Coma Scale, Alter), Messwerte (Herzfrequenz, Korpertempera-
tur, Ausfuhr des Urins, systolischer Blutdruck und bei maschineller Beatmung der Oxyge-
nierungsindex (PaO2/FiOz2) und verschiedenen Laborwerten (Natrium im Serum, Kalium
im Serum, Bicarbonat im Serum, Bilirubin im Serum, Leukozyten und Harnstoff im Serum)
[78]. Der SAPS II-Score kann zwischen 0 und 163 Punkten variieren [78].

2.4.3 TISS-28 Score
Urspruanglich wurde der TISS Score 1974 entwickelt, um die Schwere der Erkrankung zu

messen und die Patientenversorgung anhand der Arbeitsbelastung der Pflegekrafte zu



27

vergleichen [79]. Der TISS—-28 umfasst insgesamt 28 Elemente (siehe Tabelle 2), die in
7 Gruppen (Grundaktivitaten, Beatmungsunterstutzung, Herz—Kreislauf—Unterstutzung,
Nierenunterstutzung, neurologische Unterstutzung, Stoffwechselunterstitzung und spe-
zifische Interventionen) unterteilt sind [79]. Diese werden unterschiedlich gewichtet, ma-

ximal kdnnen 78 Punkte erreicht werden [79].

Tabelle 2: Der TISS—28 Score, modifiziert nach [80]

MaBRnahmen

Punkte

Standard—Monitoring (Vitalzeichenkontrolle, tagliche Bilanz)

Labor (tagliche Erhebung von Laborwerten oder Mikrobiologien)

Medikation: ein Medikament

Medikation: 2 oder mehr Medikamente

Verbandswechsel: 1 bis 2—mal taglich

Verbandswechsel: haufiger als 1 bis 2—mal taglich

Vorhandensein und Pflege von Drainagen

Beatmung (kontrolliert/assistiert, auch Spontanatmung mit PEEP)

Spontanatmung (via Tubus ohne PEEP, O>—Insufflation)

Kanstlicher Atemweg (Tubus, Trachealkanule)

Atemtherapie (Absaugen, Inhalation, Atemgymnastik)

Vasoaktive Medikamente (Katecholamine): ein Medikament

Vasoaktive Medikamente (Katecholamine): > 1 Medikament

Flussigkeitstherapie (> 6 1/24 h oder > 1 | Blutprodukte)

Arterieller Katheter

Pulmonalarterienkatheter

Zentraler Venenkatheter

Kardiopulmonale Reanimation

Dialyse (oder andere Nierenersatzverfahren)

Quantitative Bestimmung der Urinmenge

Aktivierung der Diurese (z. B. Furosemid > 1 mg/kg Korpergewicht/Tag)

Messung des intrakraniellen Drucks

Behandlung einer metabolischen Azidose/Alkalose

Parenterale Ernahrung

Wl B B W W W W DN O O B O W = DN O W W = WDN o
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Enterale Ernahrung 2

Interventionen auf der Station (Intubation, Schrittmacher, Kardioversion, | eine =3

Endoskopie, Notfall-OP, Magenspulung, TEE, Bronchoskopie)
>eine=5

Intervention aufRerhalb der Station (OP, Diagnostik, etc.) 5

(PEEP = positiv end—expiratory pressure, OP = Operation, TEE = Transésophageale Echokar-
diographie)

2.5 Monozytenisolierung

Die Monozytenisolierung erfolgte unter Verwendung des autoMACS® Pro Separators der
Firma Miltenyi Biotec, dessen Funktionsweise im Folgenden dargestellt wird:

Nach Aufnahme der Probe in den autoMACS® Pro Separator wurden die CD 14 positiven
Monozyten mit CD14 MACS MicroBeads gekoppelt. Hierbei handelt es sich um 50 nm
grol3e, superparamagnetische Partikel, die an hochspezifische Antikdrper gegen ein Zel-
loberflachenantigen konjugiert sind [81]. Durch die geringe Grof3e der Beads werden die
Zellen nicht aktiviert [81]. Die Probe mit den durch MicroBeads markierten Monozyten
wurde anschlie3end durch eine im MACS Separator platzierte MACS Saule geleitet [81].
MACS Saulen enthalten eine Matrix aus ferromagnetischen Kugeln [81]. Durch Stahlku-
geln in der Saulenmatrix wird der magnetische Gradient um das 10.000 fache verstarkt,
sodass eine minimale Markierung der Zellen ausreicht und diese ihre volle Zellfunktiona-
litat behalten [81]. Nach der magnetischen Separation der Zellen wurde die negative
Durchflussfraktion gesammelt und verworfen [81]. AnschlieRend wurde die Saule aus
dem MACS Separator entfernt und die markierte, selektierte Zellfraktion eluiert [81].

Die Probe wurde bei 4 °C fur 8 Minuten bei 1200 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert,
der Uberstand abpipettiert und die auf Eis gekiihlte Probe bei -80 °C in einem Eppendorf—

Gel-Rohrchen eingefroren.

2.6 Labor

Unter Verwendung von TRIzol™-Reagenz wurde nach Beendigung der gesamten Zell-
reihe die Gesamt—RNA isoliert. Die Qualitdt und Quantitat wurde mit dem NanoDrop™
2000c, einem Vollspektrum-UV/VIS—-Spektralphotometer der Firma Thermo Fisher Sci-
entific, und dem Qubit RNA BR Assay Kit der gleichen Firma analysiert. Die in dem Qubit
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Assays verwendeten zielselektiven Farbstoffe emittieren Fluoreszenz, wenn sie an RNA
binden [82].

2.6.1 NanoString Datenerfassung— und verarbeitung

Es wurde ein 24-Plex—NanoString—Panel entworfen, das 20 Clock Genes (ARNTL,
ARNTL2, BHLHE40, BHLHE41, CIART, CIPC, CLOCK, CRY1, CRY2, CSNK1D,
CSNK1E, DBP, NFIL3, NPAS2, NR1D1, NR1D2, PER1, PER2, PER3, RORA) und 4
Kontroll-Housekeeping—Gene (GAPDH, HPRT1, PPIA, PSMB2) umfasste. Fur jedes
Zielgen wurde eine 5’ —Fluoreszenz—Barcode—Reportersonde und eine bi

otinylierte 3'-End—Einfangsonde verwendet. Die Hybridisierung der Sonden und der 100
bis 500 ng Monozyten—RNA wurden gemaf} den Anweisungen des Herstellers durchge-
fuhrt. Nachdem rohe Expressionsdaten unter Verwendung eines NanoString nCounter
Digital Analyzers vorlagen, konnte die Normalisierung in 3 Schritten (1. Normalisierung
durch das arithmetische Mittel der positiven Einschaltkontrollen, 2. Subtraktion des Mit-
telwerts der negativen Kontrollen und 3. Normalisierung durch das geometrische Mittel
der 4 Housekeeping—Gene) gemall dem Bioconductor NanostringQCPro durchgefuhrt
werden. Zur weiteren Analytik wurden die Daten logarithmiert. Der endgultige Datensatz
enthielt Zeitreihen von 17 Patienten mit bis zu 15 Clock Genes. Patienten, welche weni-
ger als 8 Clock Genes exprimierten, wurden ausgeschlossen. Zusatzlich wurden in den
Datensatz nur Zeitreihen von Genen eingeschlossen, wenn das Gen zu mehr als 5 Mess-
zeitpunkten nachweisbar war. AnschlieRend erfolgte die Kennzeichnung der Patienten
im septischen Schock mit ,SCXX".

2.7 Vergleichsgruppe

Als Vergleichsgruppe wurden die Zeitreihen von 12 jungen, gesunden, mannlichen Pro-
banden der zwischen Mai 2015 und Januar 2016 durchgefuhrten Studie ,High—accuracy
determination of internal circadian time from a single blood sample® von Wittenbrink et al.
verwendet [83]. Die Studie, als BOTI (BodyTime) bezeichnet, wurde der zustandigen
Ethikkommission unter dem Aktenzeichen EA1/018/15 vorgelegt und genehmigt. Nikotin—
und Drogenkonsum, Schichtarbeit in den letzten 8 Wochen vor Studienteilnahme und
Reisen Uber mehr als eine Zeitzone innerhalb der letzten 3 Monate waren Ausschlusskri-
terien der BOTI-Studie [83]. 7 Tage vor der ersten Messung mussten alle Probanden

einen regelmafligen Schlaf-Wach—Zyklus mit einer Schlafphase von ca. 8 Stunden
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einhalten, welcher mittels Schlaftagebtchern und Aktivitatsuhren Uberpraft wurde [83].
Die Messung der Zeitreihen erfolgte unter Verwendung von Nanostring™ aus CD 14 po-
sitiven Monozyten. Es erfolgte alle 3 Stunden eine Blutentnahme von 8 ml Vollblut, so-
dass 9 Proben innerhalb von 24 Stunden erfasst wurden [83]. Zu besseren Vergleichbar-
keit mit den 7 Proben der Patienten im septischen Schock wurden 2 Messzeitpunkte nicht
bertcksichtigt. Dies war wichtig, da die berechneten Konfidenzintervalle, die zur Schat-
zung der Amplitude zur Verfugung stehen, auch Informationen Uber die Anzahl der Zeit-
punkte enthalten. Die Zeitreihen der BOTI-Studie wurden fur eine sekundare Analyse mit

den Daten der Sepsis—Patienten in einem Datensatz zusammengefuhrt.

2.8. Statistische Analyse

Eine statistische Beratung erfolgte durch Dr. rer. hum. biol. Jochen Kruppa, stellvertre-
tendem Institutsleiter und Leiter der Arbeitsgruppe Statistische Bioinformatik der Charité
— Universitatsmedizin Berlin. Die statistische Auswertung der Patientendaten erfolgte mit-
hilfe der Statistiksoftware SPSS Statistics 26.0 (IBM Corporation, Armonk, NY). Um einen
Uberblick iber die Patientencharakteristika der Sepsis—Patienten zu erhalten, wurde un-
ter Verwendung deskriptiver Statistik Median, Perzentile, Minimum und Maximum von
Alter, BMI, Dauer der mechanischen Beatmung, SAPS Il, SOFA Score, stationarer Auf-
enthalt, Intensivaufenthalt und Laktat zur 1. Messung bestimmt. Um einen Uberblick Gber
die Konstitution des Patientenkollektivs zu bekommen, wurde aufgrund der geringen Pa-
tientenzahl der Median mit Perzentilen genutzt. Zur Darstellung von Korrelationen von
Patientencharakteristika wurde der Pearson Korrelationskoeffizient berechnet.

Die Berechnungen der zirkadianen Rhythmik erfolgten in Zusammenarbeit mit Dr. Bha-
rath Ananthasubramaniam aus dem Institut fur Theoretische Biologie der Charité — Uni-
versitatsmedizin Berlin. Zur Aufarbeitung der zirkadianen Rhythmik wurde die Statis-
tiksoftware R (Version 3.6.2) verwendet. Zur Verarbeitung der Expressionsmuster der

Clock Genes wurde eine harmonische Regressionsanalyse mit einem Zeitintervall von 24
Stunden durchgefiihrt. Um die Daten an die Funktion m + b, cos (Zni) + b, sin(2m --)

(m = mittlere Genexpression, t = Zeitpunkt der Messung, b = Koeffizienten der Sinusfunk-
tion) anzupassen, wurde die Im—Funktion verwendet [74]. Unter Verwendung eines

Bootstrapping—Verfahrens wurden Konfidenzintervalle fur die Genamplituden (A =

Vb% +bZ ) (A = Amplitude, b = Koeffizienten der Sinusfunktion) errechnet [74]. Eine

Amplitude wurde als Ausschlag zwischen Spitzen— und Talwert des Rhythmus definiert.
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Da nur Rhythmen mit ausreichend hohen Amplituden als fur die zirkadiane Uhr relevant
angesehen werden, wurden nur Amplituden, die groRer als das 1,4—fache sind, berutck-
sichtigt. Es erfolgte die Zuordnung der einzelnen Gene in rhythmisch, arrhythmisch und
nicht zuordnungsbar. Das statistische Basisniveau fur die Konfidenzintervalle betrug 0,05
und wurde mit der Bonferroni—Methode korrigiert. Zusatzlich erfolgte die Berechnung ei-

nes Rhythmizitdtsscores zur besseren Ubersicht einzelner Genprofile in Patienten. Die-

ser ist definiert als S, = Z=ramhy (g = Rhythmizitatsscore Patient, Niy = Anzahl der

Ngenes

rhythmischen Gene, Narhy = Anzahl der arrhythmischen Gene, Ngenes = Anzahl der expri-
mierten Gene) [74]. Analog wurde ein Rhythmizitatswert fur einzelne Gene anhand der

Formel S, = “tw—arhy (g = Rhythmizitatsscore Gen, Nimy = Anzahl der rhythmischen

Npatients

Expressionen, Narhy = Anzahl der arrhythmischen Expressionen, Npatients = Anzahl der
Expressionen des Gens in allen Patienten) berechnet [74]. Eine mogliche Korrelation zwi-
schen Patientencharakteristika und dem Rhythmizitatswert wurde durch eine Korrelati-
onsanalyse nach Pearson getestet. Die mittlere Genexpression der beiden Patienten-
gruppen wurde mit dem Wilcoxon—-Mann—-Whitney—Test untersucht. Zusatzlich wurde die
Patientenpopulation in Rhythmizitatswert groRer oder kleiner gleich 0 eingeteilt und die
Patientencharakteristika mittels Mann—Whitney—U Test verglichen. Das Outcome (ver-
storben oder Uberlebt) der Patienten wurde nach Rhythmizitatswert eingeteilt und in einer
Kreuztabelle dargestellt. Die Signifikanz wurde durch einen Chi—Quadrat—Test kontrol-

liert. Ein p—Wert von < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse
3.1. Patienten

3.1.1 Patientenpopulation

Insgesamt wurden 112 Patienten mit einer Noradrenalin—Gabe von Uber > 0,3 pg/kg/min
uber mindestens 2 Stunden im Zeitraum vom 21.08.2014 bis 21.01.2018 gescreent. 107
Patienten erflllten das Kriterium des septischen Schocks. Nach Berucksichtigung der
Ausschlusskriterien erfolgte die Messung der Clock Genes von 20 Patienten, von denen
in 17 Patienten eine ausreichende Clock Genes Expression gemessen werden konnte.

Diese wurden in die statistische Auswertung einbezogen (Abbildung 5).

Patienten mit
Noradrenalin 2 0,3

pg/kg/min
|| n=112 |

septischer Schock

=107

n

aus?DeaSti(;hr:(t);:ene | Studienpopulation BOTI-Studie

ausreichende Kontrollgruppe junger
Expression von mehr gruppe junger,

als 7 Clock Genes gesundorMannicr

[h=17 | [h=12

Abbildung 5: Flussdiagramm der gescreenten Patienten, modifiziert nach [74]

3.1.2 Patientencharakteristika

Tabelle 3 stellt die Baselinecharakteristika der 17 eingeschlossenen Patienten dar. Diese
zeigt, dass der Median des Patientenalters bei 66,5 liegt. Die Altersspanne der Patienten
reicht von 44 bis 85 Jahren. Der mittlere BMI betragt ca. 28 kg/m?. Der Median des SOFA
Scores betragt 17. Nur 25 % der Patienten haben einen SOFA Score von unter 11,25.
Vor dem Hintergrund, dass ein Wert Uber 11 eine Mortalitat von uber 80 % vorhersagen
kann, zeigt dies, wie schwer krank die Mehrheit der eingeschlossenen Patienten sind
[84]. Bei 75 % der Patienten liegt der Score uber 18. Der SAPS |l Score liegt im Median
bei 70, minimal bei 27 und maximal bei 98. Die Lange des Intensivaufenthaltes betragt



33

durchschnittlich ca. 30 Tage, der gesamte stationare Krankenhausaufenthalt im Mittel
ca. 36 Tage. Der Median der maschinellen Beatmungszeit liegt bei 444,5 Stunden. Das
durch eine arterielle Blutgasanalyse bestimmte Laktat lag im Durchschnitt bei 27,1 mg/dl
(Normwert 5,7-22 mg/dl). Der Median des Hamoglobins und der Thrombozyten liegt un-
terhalb des Referenzwertes fur junge, gesunde Erwachsene. Die Leukozyten waren im
Mittel deutlich erhoht.

Tabelle 3: Baselinecharakteristika erhoben zum Zeitpunkt der ersten Blutentnahme der Mess-

reihe

Parameter

Median (25.-75. Perzentile)
| prozentualer Anteil

Alter in Jahren 66 (51,5-74)
BMI in kg/m? 27,7 (23,6-33,4)
Hamoglobin in g/dl 8,6 (7,9-10)

Leukozyten pro nl

14,8 (8,7-19,5)

Thrombozyten pro nl

104 (65-218)

Lactat in mg/dI

15 (12-42,5)

PTT in Sekunden

40,6 (37,5 -57,9)

teil)

INR 1,31 (1,27-1,53)
SOFA Score 17 (11,5-17,5)
SAPS I 69 (57-79,5)
TISS-28 42 (37-49,5)
Anzahl Patienten Hamodialyse (prozentualer An- | 14 (82,4 %)

Anzahl Patienten ECMO (prozentualer Anteil) 3 (17,6 %)

Dauer der invasiven Beatmung in h 471 (331-910)
Intensivaufenthalt in Tagen 25 (15,5-40)
Stationarer Aufenthalt in Tagen 29 (15,5-40)

(BMI = Body Mass Index, PTT = partielle Thromboplastinzeit, INR = International Normalized

Ratio, ECMO = extrakorporale Membranoxygenierung, SOFA = Sequential Organ Failure As-

sessment Score, TISS = Therapeutic Intervention Scoring System, SAPS Il = Simplified Acute
Physiology Score Il)
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3.2 Rhythmizitat der Clock Genes in Patienten mit septischem Schock

3.2.1 Rhythmische und arrhythmische Gene

Abbildung 6 zeigt die Auswertung verschiedener Clock Genes der 17 eingeschlossenen
Sepsis—Patienten. Uber jedem Graphen erfolgt die Zuordnung der eingeschlossenen
Sepsis—Patienten (SC004-SC021), die y—Achse stellt die 15 gemessenen Clock Genes
dar. Auf der x—Achse ist die zur Basis 2 logarithmierte Amplitude dargestellt. Die Amplitu-
den der zirkadianen Rhythmen wurden anhand von Konfidenzintervallen charakterisiert.
Eine vertikal eingezeichnete Linie der einzelnen Graphen zeigt die minimale Amplitude,
die als biologisch relevant angesehen wird [85].

SC004 SC005 SC006 SCo07 SC008 SC009 SCO010 SCo11 SCo12

SC013 SCo14 SC015 SC016 SCo17 SCo18 SCo019 SCo21

rhy

arrhy

- N MO = N ®™cC - N MO = &N ™ - N ®mMO * o MO = N ®™cC -

Log> adjustierte Ma;imal- zu Iviir;imal A}T1pli£ude
Abbildung 6: Quantifizierung der Rhythmizitét von Clock Genes von SeptiClock—Patienten, mo-

difiziert nach [74]

(rhy = rhythmisch, - = nicht zuzuordnen, arrhy = arrhythmisch)

Die Gene konnen in 3 Kategorien eingeteilt werden. Als rhythmische Clock Genes (in
Abbildung 6 orange gekennzeichnet) wurden Gene oberhalb eines flur eine Genreihe er-

rechneten Schwellenwerts mit einem Konfidenzintervall von p<0,05 und einer
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ausreichend grofRen Amplitude (groRer als das 1,4 fache) definiert. Arrhythmische Clock
Genes (in Abbildung 6 lila gekennzeichnet) liegen innerhalb des errechneten Schwellen-
werts und 0. Fir Gene, deren Konfidenzintervalle den Schwellenwert enthalten, konnte
weder Rhythmizitat noch Arrhythmizitat festgelegt werden. Diese sind in Abbildung 6 grau
gekennzeichnet. Einige Gene konnten bei manchen Patienten nicht bestimmt werden und
wurden in der Abbildung nicht dargestellt.

Wie in Abbildung 6 aufgezeigt, fallt die Auswertung der Rhythmizitat fur verschiedene
Patienten sehr unterschiedlich aus. Die meisten als rhythmisch eingestuften Clock Genes
besitzt Patient SC009 mit 8 von 15 orange eingefarbten Genen. Die Daten der 7 anderen
Gene sind bei Patient SC009 nicht beurteilbar. Patient SC006 und SC011 exprimieren
keine schllssig rhythmisch oderarrhythmischen Gene. Uberwiegend arrhythmische
Gene findet man bei 2 Patienten (SC013 und SC016). Die meisten arrhythmischen Gene
exprimiert Patient SC015. Neben 4 als arrhythmisch eingestuften Genen werden bei Pa-
tient SC015 auch 5 Datenreihen mit einem robusten zirkadianen Rhythmus dargestellt.
Insgesamt exprimieren 7 der eingeschlossenen Patienten mit Sepsis arrhythmische
Gene, 8 der eingeschlossenen Patienten (SC004, SC009, SC010, SC012, SC014,
SCO017, SC019, SC021) haben nur rhythmische und nicht beurteilbare Gene. Keiner der
Patienten exprimiert die gleiche Anzahl an rhythmischen und arrhythmischen Genen. Bei
Patient SC019 konnten insgesamt 7 Gene nicht ausreichend bestimmt werden.

3.2.2 Genexpressionsprofile einzelner Clock Genes

Eine Darstellung der Genexpressionsprofile der Clock Genes zeigt Abbildung 7. Jeder
Graph stellt die Genexpression einzelner Clock Genes unterschiedlicher Patienten dar.
Die Zuordnung der 17 Sepsis—Patienten ist Uber den Graphen vermerkt, die gemessenen
Gene sind am rechten Abbildungsrand beschriftet. Die horizontale Achse gibt die Zeit in
Stunden an. Zur Vereinfachung wurde der Tagesrhythmus durch 8 bis 32 h dargestellt,
wobei 8 Uhr die Uhrzeit zu Beginn der Messreihe entspricht und 32 h den letzten Mess-
zeitpunkt, 24 Stunden nach Beginn der Messreihe, darstellt. Die Genexpression befindet
sich auf der vertikalen Achse. Wie in Abbildung 7 sind auch in dieser Darstellung die
rhythmischen Gene orange, die arrhythmischen Gene lila und die auf die Rhythmik nicht
beurteilbaren Gene grau dargestellt. Wird kein Genmuster dargestellt, wurden die Ein-
schlusskriterien der statistischen Analyse nicht erfillt. Die Mehrheit der Graphen ist grau
eingefarbt und spiegelt die nicht beurteilbare Rhythmik wider. Einen robusten Rhythmus
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zeigen 44 der dargestellten Gene. 12 Graphen stellen eine arrhythmische Genexpression

dar.

LUNYY

PIHTHE ZTUNYY

ZAMO LAYO  XMO0170 OdID
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S

Log, Genexpression

d8a FINNSD JUNNSS

LQIEN  ENIN

3d

Zeit (h)
Abbildung 7: Genexpressionsmuster der Clock Genes von SeptiClock—Patienten, modifiziert
nach [74]

(rhy = rhythmisch, - = nicht zuzuordnen, arrhy = arrhythmisch)

3.2.3 Rhythmizitatswerte einzelner Patienten und Clock Genes

Zur besseren Beurteilung der Rhythmizitat einzelner Gene und Genprofile einzelner Pa-
tienten erfolgte die Berechnung eines Rhythmizitatsscores. Die Werte der Patienten sind
in Tabelle 4 dargestellt. Der Definitionsbereich des Scores liegt zwischen -1 und 1. Ein
Wert von 1 entspricht einem rhythmischen Verlauf aller gemessenen Gene eines Patien-
ten, -1 wird erreicht, wenn alle Gene arrhythmisch sind. Patienten mit negativen Werten
haben mehr arrhythmische als rhythmische Clock Genes. Bei 2 Patienten konnten weder
rhythmische noch arrhythmische Gene klassifiziert werden, bei diesen betragt der Score
0. Je groRer der Betrag des Scores, desto mehr rhythmisch oder arrhythmische Gene
konnten identifiziert werden. Der Mittelwert des Rhythmizitatsscores aller Patienten
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betragt 0,14. Minimal wurde ein Wert von -0,2, maximal ein Wert von 0,53 erreicht. Das
spiegelt die deutlich groRere Anzahl an rhythmischen Genen bei Patient SC009 im Ver-
gleich zur Anzahl der arrhythmischen Gene bei Patient SC016 wider. Bei 13 Patienten
liegt der Rhythmizitatswert im positiven Bereich, 4 der SeptiClock—Patienten haben einen
Score zwischen -1 und O.

Tabelle 4: Rhythmizitdtswerte SeptiClock—Patienten

Patient Rhythmizitatswert Sp
SC004 0,27
SC005 0,07
SC006 0
SC007 0,20
SC008 0,20
SC009 0,53
SC010 0,36
SCO011 0
SC012 0,21
SC013 -0,07
SC014 0,07
SC015 0,07
SC016 -0,20
SC017 0,07
SC018 0,20
SC019 0,20
SC021 0,10

Ein weiterer Rhythmizitatsscore wurde fur einzelne Clock Genes berechnet, um diese
uber die Patienten hinweg beurteilen zu konnen. Die einzelnen Werte sind in Tabelle 5
dargestellt. Den kleinsten Rhythmizitatswert hat das Gen CLOCK mit -0,13, das am hau-
figsten rhythmisch exprimierte Gen ist NR1D2. Im Median betragt der Rhythmizitatsscore
der Gene 0,1. Die Gene ARNTL2, BHLHE40, CRY1, CSNK1E, NR1D2, NR1D1, NFL3,
und DBP waren in keinem Patienten als sicher arrhythmisch bestimmbar. Die am hau-
figsten arrhythmisch exprimierten Gene sind CLOCK, CSNK1D und CRY2. CLOCK und
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ARNTL sind die einzigen Clock Genes mit nicht positiven Rhythmizitatsscores. Das Gen
NR1D1 wurde nur in 11 von 17 Patienten zu ausreichend Messzeitpunkten gemessen,
sodass der hohe Rhythmizitatswert vor dem Hintergrund der geringeren Patientenzahl

gewertet werden muss.

Tabelle 5: Rhythmizitdtswerte der hdufigsten Clock Genes in SeptiClock—Patienten

Gen Rhythmizitatswert
ARNTL 0
ARNTL2 0,12
BHLHE40 0,19
CIPC 0,07
CLOCK -0,13
CRY1 0,29
CRY2 0,13
CSNK1D 0,06
CSNK1E 0,18
DBP 0,12
NFIL3 0,12
NR1D1 0,36
NR1D2 0,4
PER1 0,06
PER2 0,12

3.3 Vergleich Sepsis—Patienten mit jungen, gesunden Mannern

Zur ersten Ubersicht der verschiedenen Genexpressionen dient Abbildung 8. Durch
Boxplots wurden die logarithmierten Expressionswerte der 7 Gene in der Sepsis— und
Vergleichsgruppe dargestellt. Die Zuordnung des Gens erfolgt oberhalb des Graphen.
Der Boxplot der Sepsis—Patienten wurde in orange, die Vergleichsgruppe in grin darge-
stellt. Der Median der mittleren Genexpression ist nur in CRY2 und PER1 in septischen
Patienten groRer als in der Vergleichsgruppe. Durch den Wilcoxon—-Mann-Whitney—Test
konnte fur fast alle Gene (bis auf PER1) ein signifikanter Unterschied der mittleren Gen-
expression in SeptiClock—Patienten und BOTI-Probanden bestatigt werden.
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Abbildung 8: Vergleich der mittleren Expression verschiedener Gene in SeptiClock—Patienten

und jungen, gesunden Ménnern, modifiziert nach [74]

(n.s. = nicht signifikant, *** = p < 0,001, ****=p < 0,0001)

Analog zur Auswertung der Clock Genes der SeptiClock—Patienten erfolgte die Analyse
der Vergleichsgruppe. Eine Zuordnung der einzelnen Gene in rhythmisch oder arrhyth-
misch erfolgt in Abbildung 9. A zeigt die Graphen der einzelnen BOTI-Probanden, B die
der SeptiClock—Patienten. In der Vergleichsgruppe wurden die 7 haufigsten Clock Genes
bestimmt, sodass zur besseren Gegenuberstellung die Graphik B auf die 7 gemeinsamen
Gene reduziert wurde. C zeigt einen Vergleich der Rhythmizitatswerte beider Gruppen.

In der Vergleichsgruppe sind alle gemessenen Gene rhythmisch oder nicht zuzuordnen.
Einzelne Gene (NR1D1, NR1D2), die auch bei SeptiClock—Patienten durch einen hohen
Rhythmizitatsscore aufgefallen sind, sind in jedem Probanden der BOTI-Studie rhyth-
misch. Auffallig ist auch, dass nur 29,8 % der Gene nicht zuzuordnen sind. In der Sepsis—
Gruppe konnten 72,2 % der Gene nicht als rhythmisch oder arrhythmisch zugeordnet
werden. Auch fur die jungen, gesunden Manner wurde ein Rhythmizitatsscore (siehe Ta-
belle 6) errechnet, um die Daten besser vergleichen zu kdnnen. Den hochsten Rhythmi-
zitatswert hat Proband B05 mit dem Wert 1, dies entspricht einer rhythmischen Expres-
sion aller gemessenen Gene. Den niedrigsten Wert haben mit 0,43 Proband B04 und
B13. Ein negativer Rhythmizitatswert kommt in der Vergleichsgruppe nicht vor. Der Me-
dian des Rhythmizitatswertes liegt bei der Vergleichsgruppe bei 0,71. Bertcksichtigt man

nur die 7 Gene, welche in der BOTI-Studie bestimmt wurden, liegt der Median bei
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Patienten im septischen Schock bei 0,29. Unter Berucksichtigung der geringeren Genan-
zahl exprimieren Patient SC005 und Patient SC016 mehr arrhythmische als rhythmische
Gene. 3 Patienten der Sepsis—Gruppe besitzen keine Gene, welche als rhythmisch oder
arrhythmisch zuzuordnen sind. Die Rhythmizitatswerte der Patienten im septischen
Schock sind im Vergleich zu den Werten der jungen, gesunden Manner der Kontroll-

gruppe signifikant geringer (einseitiger Wilcoxon—Mann—Whitney—-Test, p < 0,0001).
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Abbildung 9: Vergleich der Rhythmizitdt in SeptiClock-Patienten und jungen, gesunden Mén-

nern, modifiziert nach [74]

(*** = p < 0,001, rhy = rhythmisch, - = nicht zuzuordnen, arrhy = arrythmisch).
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A: Rhythmizitdt Clock Genes in jungen, gesunden Ménnern, B: Rhythmizitét Clock Genes in Pa-
tienten mit septischem Schock, C: Vergleich der Rhythmizitdtswerte von Patienten mit Sepsis

und jungen, gesunden Mé&nnern

Tabelle 6: Rhythmizitatswerte (reduziert auf 7 Gene)

Patient / Proband Rhythmizitatswert
B02 0,86
B03 0,86
B04 0,43
B05 1
B06 0,86
BO7 0,71
B08 0,71
B11 0,71
B12 0,57
B13 0,43
B14 0,71
B16 0,57
SC004 0,43
SC005 -0,14
SC006 0
SC007 0,43
SC008 0,29
SCO009 0,57
SC010 0,33
SCO011 0
SC012 0,33
SC013 0
SC014 0,14
SC015 0,57
SC016 -0,29
SC017 0,17
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SC018 0,14
SC019 0,33
SC021 0,25

3.4 Zusammenhang von Rhythmizitatswerten und Patientencharakteristika
In Patienten mit septischem Schock konnten signifikant veranderte Rhythmizitatswerte
festgestellt werden. Um eine mdgliche Assoziation mit den Patientencharakteristika her-
zustellen, erfolgte eine Korrelationsanalyse nach Pearson. Wie in Tabelle 7 dargestellt
ist, konnte keine signifikante lineare Korrelation zwischen Rhythmizitatswert und Alter,
BMI, SAPS Il, TISS-28, Grolde, Gewicht, oder SOFA Score nachgewiesen werden.

Tabelle 7: Korrelation des Rhythmizitdtswertes und Patientencharakteristika nach Pearson

Alter | BMI | SAPSIlI | TISS | GroRe | Ge- HLA- | SOFA
28 wicht DR

Korrela- 0,172 | 0,229 | -0,341 0,089 | 0,233 | 0,268 0,129 | -0,252

tion nach

Pearson

Signifi- 0,509 | 0,377 | 0,180 0,735| 0,369 | 0,299 0,659 | 0,329
kanz (2-

seitig)

n 17 17 17 17 17 17 14 17

(BMI = Body Mass Index, SAPS Il = Simplified Acute Physiology Score, TISS—28 = Therapeutic

Intervention Scoring System, SOFA = Sequential Organ Failure Assessment)

3.5 Vergleich Basischarakteristika Patienten mit rhythmischen Genen und
arrhythmischen / nicht zuzuordnenden Genen

Ein Vergleich der Basischarakteristika von Patienten mit rhythmischen und arrhythmi-
schen oder nicht zuzuordnenden Genen ist in Tabelle 8 dargestellt. Der Median des In-
tensiv— und stationaren Aufenthaltes ist in der Gruppe mit einem Rhythmizitatswert < 0
mit 37 Tagen deutlich hoher als bei Patienten mit vermehrt rhythmischer Expression. Die-

ser Zusammenhang ist statistisch jedoch nicht signifikant. Der SAPS Il ist in der Gruppe
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von Patienten mit vermehrt arrhythmischen Genen signifikant hoher als in der Vergleichs-
gruppe (p=0,015). Wahrend der TISS-28 bei Patienten mit einem positiven Rhythmizi-
tatsscore im Median bei 44 lag, betragt dieser bei Patienten mit einem Score kleiner
gleich 0 im Median nur 36 (p=0,032).

Tabelle 8: Vergleich Basischarakteristika von Patienten mit rhythmischen und arrhythmischen /
nicht zuzuordnenden Genen (Daten erhoben zum Zeitpunkt der ersten Blutentnahme der Mess-
reihe, dargestellt mittels Median mit den Grenzen des Interquartilbereiches (25.-75. Perzentil),

getestet mittels Mann—-Whitney—U—-Test)

Parameter Patienten mit Rhyth- | Patienten mit Rhythmi- | p—Wert
mizitatsscore < 0 zitatsscore > 0
(n=4) (n=13)
Alter in Jahren 64 (59,8-72,3) 66 (51,5-74,5) 0,871
BMI in kg/m? 30 (24,5-36,3) 28 (23-33) 0,549
Hamoglobin in g/dl | 8,5 (8,0-9,1) 9,1 (7,8-10,6) 0,785
Leukozyten pro nl 14,8 (8,7-19,5) 14,3 (8,6-19,5) 0,703
Thrombozyten pro | 95 (69,5-193,3) 113 (58,5-222,5) 0,624
n
Lactat in mg/dl 14 (7-36,5) 15 (12-46,5) 0,624
PTT in Sekunden 53,3 (39,5 -69,8) 47,1 (37,2-57,5) 0,412
INR 1,3 (1,2-1,4) 1,42 (1,3-1,7) 0,350
SOFA Score 16 (15-17,8) 17 (11-18,5) 0,624
SAPS I 82,5 (73,8-91,3) 67 (52,5-72) 0,015
TISS-28 36 (34-40,3) 44 (38,5-53) 0,032
Anzahl  Patienten | 3 (75 %) 11 (84,6 %) 0,785
Hamodialyse (pro-
zentualer Anteil)
Anzahl  Patienten | 1 (25 %) 2 (15,4 %) 0,785
ECMO (prozentua-
ler Anteil)
Dauer der invasiven | 849 (442-978) 458 (293-748) 0,350
Beatmung in h
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Intensivaufenthalt | 37 (19,3-45) 24 (14-40) 0,477
in Tagen

Stationarer Aufent- | 37 (15,5-40) 25 (14-42,5) 0,703
halt in Tagen

BMI = Body Mass Index, ECMO = extrakorporale Membranoxygenierung, PTT = partielle
Thromboplastinzeit, INR = International Normalized Ratio, SAPS Il = Simplified Acute Physiol-
ogy Score, TISS—-28 = Therapeutic Intervention Scoring System, SOFA = Sequential Organ

Failure Assessment)

3.6 Vergleich Letalitat von Patienten mit rhythmischen Genen und arrhyth-
mischen / nicht zuzuordnenden Genen

Im Verlauf starben 7 der 17 eingeschlossenen Patienten (41 %). Von den Patienten, de-
ren Rhythmizitatswert tber O lag, verstarben 46 %. Bei septischen Patienten mit Uberwie-
gend arrhythmischen Genen verstarben 25 %. Ob ein Zusammenhang zwischen Rhyth-
mizitatswert und Mortalitat bestand, wurde durch den Chi—Quadrat—Test untersucht. Es

konnte kein signifikanter Zusammenhang nachgewiesen werden (p=0,231).

3.5 Temperaturverlauf bei septischen Patienten

Wahrend einer Messreihe erfolgte zusatzlich die Erfassung der Korperkerntemperatur
uber 24 Stunden. Die Graphen in Abbildung 10 stellen die Temperaturkurven einzelner
Patienten dar. Zur besseren Ubersicht wurde auch in dieser Abbildung ein Tagesrhyth-
mus von 8 h bis 32 h gewahlt, der letzte Zeitpunkt entspricht 8 Uhr am Folgetag. Fehlende
Messwerte wurden durch Lucken im Graphen dargestellt. Die Graphik zeigt deutlich, dass
die Korperkerntemperatur der Patienten Uber 24 Stunden sehr unterschiedliche Verlaufe
hat. Die Korperkerntemperatur, welche bei gesunden Menschen Uber den Tagesverlauf
bis zu 0,5 °C variiert, zeigte bei Patienten im septischen Schock eine deutlich gro3ere

Abweichung von bis zu 3 °C.
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4. Diskussion
4.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse

Die Haupthypothese, dass kritisch kranke Patienten im septischem Schock im Vergleich
zu jungen, gesunden Mannern eine aufgehobene zirkadiane Rhythmik der Clock Genes
zeigen, konnte in dieser Arbeit bestatigt werden. Die Rhythmizitatswerte der Patienten—
und Probandengruppe zeigten einen signifikanten Unterschied. Im Median lag der Rhyth-
mizitatswert der Sepsis—Patienten bei 0,07 und zeigt die fehlende Rhythmik. 72,2 % der
gemessenen Gene konnten nicht als rhythmisch oder arrhythmisch zugeordnet werden.
In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass fast alle Clock Genes von septischen Pati-
enten eine verminderte mittlere Genexpression aufwiesen. Das Gen CRY2 war am hau-
figsten rhythmisch exprimiert und bei Sepsis—Patienten hochreguliert.

Der Rhythmizitatswerte der Gene CLOCK und ARNTL waren bei Patienten im septischen
Schock am kleinsten. Es gab keinen Zusammenhang zwischen Patientencharakteristika
und Rhythmizitatswert. Auch konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen Letalitat
und Rhythmizitatsscore der Patienten nachgewiesen werden.

4.2 Clock Genes und das Immunsystem

Es konnte bereits in Studien gezeigt werden, dass Einflusse wie Schichtarbeit oder Jet-
lag, welche zu einer zirkadianen Dysregulation fuhren, die Immunregulation negativ be-
einflussen, indem sie verstarkte Immunantworten initiieren [86].

In dieser Arbeit konnten spezifische Clock Genes der Sepsis—Patienten als rhythmisch
bzw. arrhythmisch klassifiziert werden. Den niedrigsten Rhythmizitatswert hatten die
Gene CLOCK und ARNTL. Pathophysiologisch bildet das Protein Bmal1, welches durch
das ARNTL Gen codiert wird, ein Heterodimer mit CLOCK und bindet an die E-Box der
PER—-und CRY-Gene [62]. Die Folge ist eine vermehrte Transkription [62]. Das Clock
Gene CLOCK stellt eines der essentiellsten Clock Genes dar [87]. Basierend auf den
Mechanismen, durch die CLOCK-BMAL1 die Expression mehrerer Kern—Clock Genes
reguliert, wird allgemein angenommen, dass die rhythmische Bindung dieses Komplexes
an die DNA notwendig und ausreichend ist, um eine rhythmische Transkription der Ziel-
gene zu steuern [87]. Die Arbeitsgruppe um Hergenhan konnte nachweisen, dass
CLOCK proinflammatorische Proteine direkt beeinflusst [88]. PER1 depletierte Mause

zeigten eine erhohte Expression von entzundlichen Zytokinen wie TNF—a, IL-1p3, IL-6
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und CCL2 im Serum [88]. Die M&use zeigten eine verringerte Uberlebensrate nach LPS—
Exposition [88].

Auch Bmal1, welches durch das ARNTL—Gen kodiert wird, reguliert verschiedene Gene
[89]. Eine rhythmische Expression in Makrophagen konnte bereits nachgewiesen werden
[89]. Die genauen Auswirkungen sind jedoch noch unzureichend verstanden. Die zirka-
diane Uhr beeinflusst stark die Immunantwort, wahrend eine Entzindung die Uhr schein-
bar umgekehrt beeinflusst [89]. Wang et al. konnten zeigen, dass LPS in Peritonealmak-
rophagen eine Beeinflussung des PER2-Rhythmus bewirkte und auch vorubergehend
die ARNTL-mRNA-Spiegel senkte [89]. Makrophagen mit niedrigen Bmal1-Spiegeln
zeigten eine hohere Expression mehrerer proinflammatorischer Zytokine [89]. Jedoch ist
die Funktion von Bmal1 komplexer als lediglich als entzindungshemmendes Molekul.
Kitchen et al. wiesen in Pneumokokken infizierten Mausen nach Deletion des Clock—Pro-
teins Bmal1 eine geringere Bakterienbelastung im Blut, eine verbesserte Makrophagen-
phagozytose und somit einen Gewinn der antibakteriellen Funktion nach [64].

In der vorliegenden Arbeit konnte fur Sepsis—Patienten ein geringer Rhythmizitatsscore
der Gene CLOCK und ARNTL gezeigt werden. Wahrend CLOCK in der Literatur als pro-
inflammatorisches Molekdul gilt, konnten fur Bmal1 sowohl pro— als auch antiinflammato-
rische Prozesse nachgewiesen werden. Da die Patienten dieser Studie zu unterschiedli-
chen Zeitpunkten des Krankheitsverlaufs eingeschlossen wurden, ist eine genauere Ein-
ordnung der Erkenntnisse in die komplexe Pathophysiologie der Sepsis nicht moglich.
Der Zusammenhang von aufgehobenen Rhythmen der wichtigen Clock Genes CLOCK
und BMAL1 bei Sepsis—Patienten sollte durch weitere Studien mit grof3eren Fallzahlen
und definierten Zeiten des Krankheitsverlaufs weiter erforscht werden.

In der Auswertung der Ergebnisse dieser Studie fiel auf, dass Gene, welche bei Sepsis—
Patienten haufiger rhythmisch exprimiert wurden, gegenteilige Funktion zu den Clock Ge-
nes CLOCK und ARNTL haben. Die Gene NR1D1, NR1D2 und CRY2 fungieren als ne-
gative Regulatoren der Transkriptions—Translations—Ruckkopplungsschleife [62].
Narasimamurthy et al. untersuchten die Entzundungsreaktion von Saugetierzellen, deren
Cry—Proteine fehlten [90]. In Mausen konnte eine erhohte Aktivierung von TNF—a in Fib-
roblasten und im Hypothalamus nachgewiesen werden [90]. Zusatzlich regulieren Cry—
Proteine die Glukosehomoostase durch mindestens 2 bekannte Mechanismen, indem sie
unter anderem an Glukokortikoidrezeptoren binden und die Transkription glukoneogener
Gene inhibieren [90]. Wu et al. zeigten in mehreren verschiedenen Krebsarten, dass eine
dysregulierte zirkadiane Uhr, gemessen an den 14 haufigsten Clock Genes, mit einer
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globalen Hochregulation von antiinflammatorischen Molekulen und einer Verminderung
der T-Zellen einhergeht [91]. Es konnte gezeigt werden, dass die zirkadiane Uhr 45 Sig-
nalwege, unter anderem den Ras—Signalweg und den T-Zell-Rezeptor stark beeinflusst
[91].

Die aktuelle Datenlage zur Pathophysiologie der Clock Genes NR1D1, NR1D2 und CRY2
in Hinblick auf das Immunsystem wurde bereits in mehreren Krebsarten erforscht [91,
92]. Fur Infektionen ist der aktuelle Stand der Wissenschaft noch unzureichend, es konn-
ten aber auch hier bereits komplexe pathophysiologische Mechanismen gezeigt werden.
Cavadini et al. zeigten in vivo, dass TNF und IL-18 die Expression von bisher nur wenig
erforschten Genen wie DBP inhibieren [93]. Fur BHLHE40 konnte bereits die Repression
von IL-10 wahrend einer Mycobacterium tuberculosis Infektion nachgewiesen werden
[94]. Die Ergebnisse der SeptiClock—Studie zeigen auch eine verminderte Genexpression
von bisher nur wenig erforschten Clock Genes wie DBP und BHLHE40 und liefern neue
Erkenntnisse fur Patienten mit Sepsis.

4.3 Zirkadiane Rhythmik und Infektionen

Auch Coiffard et al. konnten einen aufgehobenen zirkadianen Rhythmus der Clock Genes
BMAL1, PER2 und PER3 nachweisen [71]. BMAL1 entspricht ARNTL unserer Studie.
Zusatzlich wurde ein aufgehobener Rhythmus von Leukozyten, Zytokinen und Cortisol
nachgewiesen [71]. Es wurden 38 Patienten eingeschlossen, von denen 13 mindestens
eine septische Episode entwickelten [71]. Unter anderem wurden die 3 Clock Genes alle
4 Stunden Uber 24 Stunden gemessen und Patienten mit und ohne Sepsis unter Verwen-
dung des Cosinor Modells, einer Methode, welcher der in dieser Arbeit angewendeten
Auswertung sehr ahnlich ist, miteinander verglichen [71]. In der Studie konnte gezeigt
werden, dass der Tagesverlauf von BMAL1 bei allen Patienten ahnlich war, die Genex-
pression von PER2 und PERS3 in septischen Patienten war vermindert [71]. Auch bei
SeptiClock—Patienten konnte eine verminderte Expression von PER2 nachgewiesen wer-
den. Eine valide Aussage zu diesem Zusammenhang konnte in dieser Arbeit jedoch nicht
gemacht werden, da unterschiedliche Messmethoden zur Bestimmung der Genexpres-
sion bei Patienten mit septischem Schock und der Vergleichsgruppe verwendet wurden.
Da PER3 in dieser Arbeit nicht untersucht wurde, 1asst sich zu diesem Clock Gene keine
Aussage treffen. Zusammenfassend konnte in der beschriebenen Studie von Coiffard et
al. statistisch signifikant gezeigt werden, dass alle Traumapatienten einen
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beeintrachtigten zirkadianen Rhythmus von Cortisol, Zytokinen, Leukozyten und Clock
Genes aufwiesen [71]. Interessanterweise war eine frihe zirkadiane Stérung mit dem
Auftreten einer Sepsis verbunden [71].

Die Arbeitsgruppe um Diaz et al. schlossen 11 Patienten von neurologischen Intensivsta-
tionen ein und verglichen die Rhythmen der Clock Genes CLOCK, BMAL1, CRY1 und
PER2 am ersten Tag nach der Aufnahme und nach einer Woche. Messungen erfolgten
alle 6 Stunden [95]. Zur Auswertung des moglichen Rhythmus wurden Fourier—Reihen
verwendet [95]. Es konnte eine rhythmische RNA—Expression am ersten Tag nach der
Aufnahme gezeigt werden [95]. Nach einer Woche beeinflusste der Aufenthalt auf der
Intensivstation die zirkadiane Uhr, sodass die Expression der Clock Genes ohne signifi-
kante Fluktuation zwischen den 4 analysierten Zeitpunkten ahnlich war [95]. Im Vergleich
zu dieser Arbeit konnte auch in neurologischen Patienten, die auf einer Intensivstation
behandelt wurden, eine Beeinflussung des Gens CLOCK gezeigt werden, sodass mog-
licherweise der Aufenthalt auf Intensivstationen auch einen Einfluss auf die zirkadiane
Rhythmik der Clock Genes in septischen Patienten hat [95].

Diesen Zusammenhang untersuchten Solera et al., indem sie die Expression der Clock
Genes BMAL1, PER2, CLOCK und CRY1 in gesunden Freiwilligen, Patienten auf Inten-
sivstationen ohne Sepsis und intensivpflichtigen septischen Patienten verglichen [96]. In
dieser Studie konnte ein verminderter zirkadianer Rhythmus der Clock Genes in septi-
schen Patienten nachgewiesen werden, wahrend der Tagesrhythmus bei nicht septi-
schen Patienten aufrechterhalten wurde [96]. Die Ergebnisse von Solera et al. stimmen
mit den Ergebnissen der SeptiClock—Studie Uberein, da auch bei den eingeschlossenen
SeptiClock—Patienten eine arrhythmische Expression des Gens CLOCK beobachtet wer-
den konnte. Zusatzlich konnte signifikant nachgewiesen werden, dass die Bedingungen
auf der Intensivstation nicht ursachlich fur den gestorten zirkadianen Rhythmus in Pati-
enten mit Sepsis sind, da als Vergleichsgruppe postoperative Patienten der gleichen In-
tensivstation ohne Sepsis eingeschlossen wurden [96]. Diese Beobachtung ist auch fur
die Auswertung der SeptiClock—Daten von gro3em Interesse, da die Vergleichsgruppe
der BOTI-Studie anderen Umwelteinflissen, wie z. B. dem wichtigen zirkadianen Zeitge-
ber Licht, ausgesetzt waren [83]. So konnte bereits gezeigt werden, dass die Sepsis der
ursachliche Faktor eines aufgehobenen zirkadianen Rhythmus ist.

Im Mausmodell wiesen Anderson et al. auch chronische Auswirkungen des septischen
Schocks auf das zirkadiane System nach [97]. Nach der intraperitonealen Injektion von

LPS zeigten Tiere einen Monat nach der Injektion veranderte Expressionsmuster von
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PER1 und PER2 im Hippocampus [97]. Die Daten wurden durch eine Cosinor Analyse
ausgewertet [97]. Eine Auswirkung auf die Expression von CLOCK konnte nicht gezeigt
werden [97].

4.4 Zirkadiane Rhythmik junger, gesunder Manner

Die Vergleichsgruppe der jungen, gesunden Manner exprimiert nur rhythmische und nicht
sicher zuzuordnende Gene, einen negativen Rhythmizitatsscore hat keines der Gene.
Ursachlich konnten die wenigen Messzeitpunkte sein, obwohl Takimoto et al. in einem
Fall bei einem Patienten mit Schlafstorungen eine Variation der Peakphasen der Expres-
sion der Clock Genes PER1, PER2, PER3, CLOCK und BMAL1 nachweisen konnten
[98]. Die Probandengruppe bestand aus 12 gesunden mannlichen Probanden [98].
Ando et al. untersuchten die Zusammenhange von Stoffwechselparametern und Alkohol-
konsum mit der mRNA—-Expression von Clock Genes in 29 gesunden, nicht adipdsen,
alteren Mannern und konnten eine signifikante Korrelation zwischen Taillenumfang und
MRNA-Spiegel von PER1, Plasmaglucosekonzentration und PER2, Alkoholkonsum und
BMAL1 und Serum—Gamma-GTP-Konzentration, einem empfindlichen Marker fur den
Alkoholkonsum, und PER2 nachweisen [99]. Ob diese Zusammenhange auch auf die in
den SeptiClock—und BOTI-Studien untersuchten Patienten und Probanden Ubertragbar
sind, ist fraglich. Jedoch sollten auch diese Parameter in kinftigen Studien untersucht

werden.

4.5 Therapeutische Ansatze zur Beeinflussung der Expression von Clock
Genes

Bunney et al. konnten 2014 durch Schlafentzugstherapie und niedrig dosiertem Ketamin
die Symptomatik bei Patienten mit Major Depression (MDD) innerhalb von Stunden ver-
bessern [100]. Fur dieses Krankheitsbild wurde bereits in mehreren Studien ein signifi-
kant gestortes Expressionsmuster von Clock Genes nachgewiesen [100]. Die schnelle
antidepressive Wirkung fuhrten die Autoren auf die wiederhergestellte und stabilisierte
zirkadiane Rhythmik zurtck [100].

Antoch et al. wiesen eine signifikant modulierte Expression von Clock Genes bei Patien-
ten mit rheumatoider Arthritis nach, welche mit DMARDs (disease modifying antirheuma-
tic drugs) behandelt wurden [101]. Es ist bereits bekannt, dass Clock Genes die Patho-
genese der rheumatoiden Arthritis beeinflussen [101]. Auch die Krankheitsaktivitat
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korreliert signifikant mit der Expression der Clock Genes, sodass auch ein diagnostischer
Wert als Biomarker der Krankheitsaktivitat und therapeutischer Wirksamkeit besteht
[101].

Studien zeigen, dass die Freisetzung von Melatonin bei septischen Patienten stark ge-
stort ist [102]. In klinischen Studien, welche hauptsachlich Neugeborene oder padiatri-
sche Patienten einschlossen, konnten bereits vielversprechende Ergebnisse zur Melato-
ningabe bei Sepsis—Patienten publiziert werden [102]. Melatonin ist nicht nur der hormo-
nelle Hauptregulator des zirkadianen Rhythmus, es besitzt auch antiinflammatorische,
antiapoptotische und stark antioxidative Eigenschaften [102]. Im Mausmodell konnte ge-
zeigt werden, dass die Expression der Gene CLOCK, BMAL1, PER1 und CRY1 in Ab-
wesenheit von Melatonin dramatisch reduziert ist [103].

Die obigen Studien zeigen, dass ein positiver Effekt durch die therapeutische Beeinflus-
sung von Clock Genes bereits in verschiedenen Krankheitsbildern nachgewiesen werden
konnte. Fur das Krankheitsbild der Sepsis sind dringend weitere Studien notwendig, um
die Beeinflussung von Clock Genes zu evaluieren und neue therapeutische Ansatze zu

untersuchen.

4.6 Limitationen der vorliegenden Arbeit

In dieser Arbeit wurden Daten von lediglich 17 Patienten ausgewertet, sodass die geringe
Fallzahl der Sepsis—Patienten eine der groften Limitationen dieser Studie darstellt.

Die Blutentnahmen erfolgten wahrend der Messreihe im 4 Stunden Rhythmus Uber 24
Stunden, in der Auswertung konnten 7 Messzeitpunkte berucksichtigt werden. In einigen
Fallen mussten in der anschlieBenden Analyse einzelne Gene ausgeschlossen werden,
da lediglich die Daten von 6 oder weniger Messzeitpunkten aufgrund von Problemen bei
der Aufbereitung der Proben vorlagen. Die Mehrheit der Clock Genes konnte nicht ein-
deutig als rhythmisch oder arrhythmisch klassifiziert werden, was auf die begrenzte An-
zahl der Messzeitpunkte zurickzufuhren sein kdnnte. Insbesondere bei teilweise gestor-
ten Rhythmen werden deutlich mehr Messzeitpunkte bendtigt, um eine Arrhythmie nach-
zuweisen. Durch langere Messzeitraume konnte die Rhythmik nicht klassifizierbarer
Gene beurteilt werden.

Auch die Vergleichsgruppe junger, gesunder Manner hatte mit nur 12 eingeschlossenen
Probanden eine geringe Fallzahl. Durch die unterschiedliche Konstitution und Umgebung

der Patienten—und Probandengruppen, ist das Ergebnis des veranderten zirkadianen
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Rhythmus einzelner Gene in Sepsis—Patienten nicht eindeutig durch das Krankheitsbild
der Sepsis zu erklaren und kann viele verschiedene Ursachen haben. Beispielsweise
kann der Aufenthalt auf Intensivstationen durch veranderte Umweltfaktoren (z. B. dauer-
haften Lichteinfluss, eine erhdhte Gerauschbelastung und hochfrequentierten personel-
len Kontakt) eine Begrundung fur die aufgehobene zirkadiane Rhythmik einzelner Gene
sein [95]. Zusatzlich wurden die Daten der Vergleichsgruppe durch eine ahnliche, aber
nicht identische Messmethode ausgewertet, sodass quantitativ unterschiedliche Genex-
pressionslevel vorlagen. Ein Einfluss auf die statistische Auswertung durch die verschie-
denen Messmethoden ist denkbar.

Wie in der Einleitung bereits ausfuhrlich dargestellt, ist die Pathogenese der Sepsis sehr
komplex. Die Messungen erfolgten lediglich an einem Tag eines deutlich langeren Krank-
heitsverlaufs. Mehrere Messreihen der eingeschlossenen Sepsis—Patienten, welche zu
definierten Zeitpunkten stattfinden, konnten moglicherweise eindeutigere Ergebnisse
hervorbringen.

Fur diese Studie wurden Monozyten isoliert und die Expression verschiedener Clock Ge-
nes ausgewertet. Wie oben bereits beschrieben, scheinen auch andere Zellreihen des
Immunsystems einen tagesabhangigen Rhythmus zu haben. Die Ergebnisse haben so-
mit keine Aussagekraft bezuglich der gesamten komplexen Immunreaktion bei septi-
schen Patienten.

Andere Laborparameter wie Melatonin und Cortisol, deren Synthese vom Tagesverlauf
abhangig ist, wurden nicht bestimmt. Zur besseren Darstellung der komplexen zirkadia-
nen Rhythmik unterschiedlicher Systeme ware neben der Erhebung der Temperatur auch
eine regelmafige Bestimmung weiterer Werte denkbar gewesen. Auch die Frage, inwie-
weit die Temperatur bei Patienten mit septischem Schock verwertbar ist, sollte kritisch
hinterfragt werden, da nicht nur die durch die Monozyten produzierten Pyrogene, sondern
auch zahlreiche andere Systeme an der Temperaturregulation beteiligt sind.

4.7 Ausblick

Diese Arbeit untersuchte erstmals die Rhythmik von Clock Genes bei Patienten mit sep-
tischem Schock und konnte im Vergleich zu jungen, gesunden Mannern einen statistisch
signifikanten Unterschied in der Rhythmizitat von 7 Clock Genes zeigen. Da die Patho-
physiologie der Sepsis noch nicht vollstandig verstanden und die Letalitat trotz vieler Stu-

dien und unterschiedlichen Therapieansatzen noch immer unzureichend hoch ist,
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konnten neue pathophysiologische Erkenntnisse maoglicherweise auch therapeutische
Konsequenzen haben.

Um weitere Erkenntnisse zu erlangen, sollte fur kuinftige Forschung eine groRRere Fallzahl
an Patienten sowie mehr Gene und Messzeitpunkte bestimmt werden. Zusatzlich sollten
als Vergleichsgruppe Patienten mit ahnlicher Konstitution und gleichen Umwelteinflissen
gewahlt werden. So kdnnte der Einfluss des septischen Schocks auf die Expression der
Clock Genes besser beurteilt kann.

Es konnten bereits fur verschiedene Krankheitsbilder Therapieansatze und eine diagnos-
tische Bedeutung von Clock Genes gezeigt werden [100-103]. Es ist dringend weitere
Forschung notwendig, um dies auch fur das komplexe Krankheitsbild der Sepsis zu eva-

luieren.
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