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Zusammenfassung

Hintergrund: Trotz groRer Fortschritte im Verstandnis der Pathophysiologie von Sepsis
und septischem Schock stagniert deren Letalitdt auf einem konstant hohen Niveau.
Aktuelle Forschungsergebnisse legen einen zirkadianen Einfluss auf die Aktivitat von
Immunzellen nahe. In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss von monozytarer
HLA-DR-Expression auf die Expression von Clock Genes bei Patienten mit septischem

Schock untersucht.

Methoden: In dieser Subgruppenanalyse einer prospektiven, nicht-interventionellen
klinischen Pilotstudie an der Charité — Universitatsmedizin Berlin wurden 20 Patienten
mit septischem Schock zwischen 2014 und 2018 eingeschlossen, denen Uber einen
Zeitraum von 24 Stunden alle vier Stunden Blut zur Messung der Clock Genes
abgenommen wurde. Es wurde ein Rhythmizitatsscore pro Patient (Sp) und Gen (Sg)
errechnet.  Zusatzlich wurden die monozytaren HLA-DR-Werte mit den

Rhythmizitatsscores Sp und Sg Kkorreliert.

Ergebnisse: Von 20 eingeschlossenen Patienten mit septischem Schock wurden drei
Patienten wegen unzureichender Expression von mindestens acht Clock Genes
exkludiert. Bei 14 der 17 Patienten wurde eine mHLA-DR-Expression gemessen. Diese
wurden in Gruppen ohne schwere Immunparalyse (mHLA-DR =5 000 AG/Zelle, n = 9)
und mit schwerer Immunparalyse (mMHLA-DR < 5000 AG/Zelle, n = 5) eingeteilt. 76 %
der gemessenen Gene zeigten einen uneindeutigen Rhythmus. Der errechnete mediane
Rhythmizitatsscore Sp lag bei 0,09 [Quartilen 0,00-0,20]. Die mediane mHLA-DR-
Expression lag bei 5 632 AG/Zelle [Quartilen 3 322—-10 192]. Es liel3 sich keine Korrelation
zwischen Sp und dem mHLA-DR-Wert zeigen. Die Summe der Rhythmizitatsscores Sg
zeigte einen signifikanten Unterschied (p = 0,034) zwischen Patienten ohne schwere und

mit schwerer Immunparalyse.

Schlussfolgerung: Es gibt einen Zusammenhang zwischen Immunparalyse und der
Expression von Clock Genes in Patienten mit septischem Schock. Es bedarf weiterer
Studien, um das Ausmal} und die Wechselwirkung von Immunparalyse und veranderter

zirkadianer Rhythmik zu untersuchen.
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Abstract

Background: The mortality of sepsis and septic shock stagnates on a high level despite
huge progresses in understanding its pathophysiology. Recent results of scientific
research suggest a circadian impact on the activity of immune cells. In this study, the
influence of monocyte HLA-DR expression on the expression of clock genes in patients

with septic shock was investigated.

Methods: In this subgroup analysis of a prospective, non-interventional clinical pilot study
at the Charité — University Hospital Berlin 20 patients with septic shock were included
between 2014 and 2018, to whom every 4 hours blood was drawn to measure the clock
gene expression for 24 hours. A rhythmicity score per patient (Sp) und per gene (Sg) was
calculated. Additionally, mHLA-DR expression was correlated with the rhythmicity scores
Sp and Sc.

Results: Of 20 patients with septic shock, 3 were excluded for not having sufficient
expression in at least 8 clock genes. The mHLA-DR expression was measured in 14 of
the 17 patients. They were divided in groups without severe immune paralysis (mHLA-DR
= 5000 AG/cell, n =9) and with severe immune paralysis (mMHLA-DR <5000 AG/cell,
n=15). 76 % of the measured genes showed an inconclusive rhythm. The calculated
rhythmicity score Sp was 0.09 [quartiles 0.00-0.20]. The median mHLA-DR expression
was 5632 AG/cell [quartiles 3322—10 192]. No correlation between Sp and mHLA-DR
was detected. The sum of rhythmicity scores Sg showed a significant difference between

patients with and without immune paralysis (p = 0.034).
Conclusion: There is an association between immune paralysis and clock gene

expression in patients with septic shock. Further studies are needed to investigate the

extent and interaction of immune paralysis and circadian rhythmicity.
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1. Einleitung
1.1 Sepsis

,o€epsis, ein Syndrom physiologischer, pathologischer und biochemischer
Abnormalitaten, induziert durch eine Infektion, ist eine bedeutende Sorge des
Gesundheitswesens [...]" (1: S. 802) (Ubersetzung durch den Autor) — So beginnt ,The
Third International Consensus Definitions for Sepsis and Septic Shock®, in der 2016 die
dritte Konsensuskonferenz die Definitionen flir Sepsis und septischen Schock
Uberarbeitet hat (1).

Vor gut zweitausend Jahren schrieb schon Hippokrates Uber Sepsis (onyic), ein
Phanomen von faulendem Fleisch und eiternden Wunden, das auch damals die
Menschen sorgte (2). Erst nachdem Robert Koch die Bakterien als krankheitsursachlich
beschrieben hatte, wurde Sepsis als systemische Infektion begriffen (3). Haufig als
,Blutvergiftung“ bezeichnet, vermutete man die Invasion pathogener Organismen, die
sich im Blut vermehrten, in den Korper. Doch mit dem Aufkommen moderner
Antibiotikatherapien konnten die bestehenden Theorien Uber die Pathogenese die
Letalitat der Sepsis nicht mehr erklaren: Trotz erfolgreicher Eradikation der
verantwortlichen Erreger starben viele Patienten. Es wurde gefolgert, dass der Wirt und
sein Immunsystem ursachlich fur die Schwere der Erkrankung seien (4). 1992
beschaftigte sich erstmalig ein internationales Konsensusgremium mit der Definition von
Sepsis und beschrieb diese als systemische inflammatorische Antwort auf eine Infektion
(Sepsis-1) (5). Kamen zu dieser Erkrankung Komplikationen wie akutes Organversagen
hinzu, wurde der Begriff ,severe sepsis” verwendet. Als septischer Schock wurde Sepsis
mit flissigkeitsrefraktarer Hypotonie oder mit Hyperlaktatamie definiert. Zur
Diagnosestellung einer Sepsis mussten mindestens zwei von vier Systemic Inflammatory
Response Syndrom (SIRS)-Kriterien erfullt sein, ein Infektionsnachweis musste jedoch
nicht erbracht werden (Abbildung 1) (5).

SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrome)
Mindestens zwei der folgenden Kriterien:
Korpertemperatur > 38 °C oder < 36 °C
Herzfrequenz > 90/min
+ Atemfrequenz > 20/min oder paCO, < 32 mmHg
Leukozytenzahl > 12.000/mm? oder < 4000/mm3

Abbildung 1: Kriterien des Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS),
modifiziert nach Singer 2016 (1)
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2003 kam ein zweites Gremium zu dem Schluss, dass Zeichen von systemischer
Inflammation wie Tachykardie oder Leukozytose bei vielen Patienten zu beobachten und
daher nicht Sepsis-spezifisch sind (6). Die grundlegenden Konzepte wurden bestatigt und
um mdogliche Symptome und Laborparameter erweitert. Doch trotz der intensiven
Bemuhungen, eine schnelle Diagnostik und frihe, zielfuhrende Therapien zu entwickeln,
fuhrten die bestehenden Kriterien zu keiner Verbesserung der Prognose. In neueren
Studien wurde den induzierten Gewebeschaden immer mehr Bedeutung zugemessen
(7).

Aus diesem Paradigmenwechsel heraus versammelten sich unter Singer und
Deutschmann  Spezialisten verschiedener Disziplinen, um in der dritten
Konsensuskonferenz Uber die Definitionen von Sepsis und septischem Schock zu
diskutieren. Eingeflossen sind Erkenntnisse zum zellularen Metabolismus und zur
Unzulanglichkeit der SIRS-Kriterien. Die Sepsis-3 Definition ist die erste empirische und
evidenzbasierte Beschreibung von Sepsis und wurde 2016 im Journal of the American
Medical Association veroffentlicht (Abbildung 2) (1).

Sepsis-3 Definition

* lebensbedrohliches Organversagen, verursacht durch eine dysregulierte
Immunantwort auf eine Infektion
+ SOFA-Score
»  zur ldentifizierung von Organversagen (SOFA > 2 Punkte)
* QgSOFA
« zur ldentifizierung von Patienten mit vermuteter Infektion, die das Risiko
eines langeren Intensivaufenthaltes haben oder im Krankenhaus sterben
kénnten
» Septischer Schock definiert als:
+ Sepsis inklusive
» Vasopressortherapie zur Gewahrleistung eines MAP > 65 mmHg
und
»  Serumlaktat > 2 mml/L trotz adaquater Volumentherapie

Abbildung 2: Sepsis-3 Definition nach Singer 2016 (1)
(MAP: Mittlerer arterieller Druck; (q)SOFA: (quick) Sequential Organ Failure Assessment)

Was Sepsis — eine Antwort auf ein infektioses Pathogen verstarkt durch endogene
Faktoren — von einer Infektion unterscheidet, ist die dysregulierte Immunantwort und ein
bestehendes Organversagen (Abbildung 3). Zudem schranken zellulare und

metabolische Dysfunktionen das Parenchym funktionell ein.
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Sepsis Definition Sepsis-1:
* mind. 2 von 4 SIRS-Kriterien
SR SEpEE » vermutete Infektion
sl » Organdysfunktion
» Septischer Schock:
* Volumenrefraktare Hypotonie

Infektion

Definition Sepsis-3:
Sepsis + vermutete/bestatigte Infektion
Organ- » Organdysfunktion

Infektion versagen « Septischer Schock:
* Volumenrefraktare Hypotonie

e Serum-Laktat > 2 mmol/l

Abbildung 3: Entwicklung der Sepsisdefinitionen nach Bone 1992 und Singer 2016,
modifiziert nach Weis 2017 (1,5,7)

1.1.1 Epidemiologie und Inzidenz

Ungeachtet der medizinischen Fortschritte in den letzten Jahren gehdéren Sepsis und
septischer Schock weiterhin zu den haufigsten Erkrankungen auf Intensivstationen
weltweit. Die absoluten Zahlen liegen bei 48,9 Millionen Sepsisfallen im Jahr 2017 und
jahrlich etwa 19 Millionen Fallen von schwerer Sepsis weltweit (8—10). Die Inzidenz von
Sepsis wird auf 288 pro 100 000 Personenjahre und von schwerer Sepsis auf 148 pro
100 000 Personenjahre geschatzt (8). Laut Kompetenz-Netzwerk Sepsis (SepNet) liegt
nach der Sepsisdefinition Sepsis-1 die kalkulierte Inzidenz von schwerer Sepsis und von
septischem Schock bei 11,64 pro 1000 Intensivstationstagen (11). 2015 wurde in
Deutschland bei 320 198 Patienten eine Sepsis und bei 136 542 Patienten eine schwere
Sepsis diagnostiziert (12). Dabei lag die Krankenhausletalitat bei 23,1 % respektive
41,2 % (12). Die Letalitat weltweit wird je nach Sepsisdefinition und Region zwischen
20—-40 % angegeben (4,11,12), was zu 5,3—11 Millionen Todesfallen jahrlich flhrt (8,10).
Die grol’e Varianz der Zahlen lasst sich auf die unterschiedlichen Definitionen und
Codierungen von Sepsis und septischem Schock sowie auf die ungleiche weltweite

Verfugbarkeit der intensivmedizinischen Behandlung zurickfuhren.
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Zusatzlich zur ethischen Motivation, die Sepsisinzidenz zu senken, spielen auch
okonomische Faktoren eine Rolle. Sepsis stellt eine hohe finanzielle Belastung fur die
Gesundheitssysteme dar. Pro Patient entstehen Kosten von 40.000-100.000 US-Dollar
(13), was sich in den USA im Jahre 2011 auf Behandlungskosten von mehr als 20
Milliarden US-Dollar summiert hat (1,10). In Deutschland werden jahrlich etwa acht

Milliarden Euro fur die Behandlung von Sepsispatienten ausgegeben (12).

1.1.2 Pathogenese und Einfluss auf das Immunsystem

Die Immunantwort des Korpers auf einen Erreger hangt vom ursachlichen Pathogen
sowie von wirtspezifischen Faktoren ab. Dazu zahlen einerseits die Pathogenmenge und
deren Virulenz, andererseits genetische Charakteristika, Risikofaktoren und
vorbestehende Erkrankungen (4).

Typischerweise dringt ein bakterielles Pathogen in den Korper ein, woraufhin Zellen der
angeborene Immunantwort Uber Pattern Recognition Receptors (PRR) mit
Pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) oder von verletzten Zellen
ausgeschitteten Molekllen (Damage-associated molecular patterns, DAMPSs)
interagieren und eine Immunantwort initiieren (14). Dabei schitten Immunzellen eine
Vielzahl proinflammatorischer (u. a. Tumornekrosefaktor (TNF)-a, Interleukine, Interferon
(IFN)-y) und antiinflammatorischer Zytokine (u. a. Interleukin-10) aus, die Leukozyten und
andere Immunzellen rekrutieren (15). Die resultierende Immunreaktion beinhaltet
Phagozytose, hepatische Synthese von Akut-Phase-Proteinen sowie Chemotaxis von
Leukozyten zum Infektionsort und Aktivierung des Gerinnungssystems (15). Das
Gleichgewicht aus proinflammatorischer und antiinflammatorischer Reaktion reguliert die
Immunantwort und fihrt dazu, dass nach erfolgreicher Pathogenelimination die

Homoostase wiederhergestellt wird und das Gewebe regenerieren kann (16).

Bei einer Sepsis Ubersteigt die proinflammatorische Reaktion auf ein Pathogen die
lokalen Gewebsgrenzen und fuhrt somit zu einer generalisierten Immunantwort, die in der
Sepsis in zwei Phasen unterteilt werden kann, die in jedem Sepsispatienten zu finden

sind — die hyperinflammatorische und die immunsuppressive Phase (Abbildung 4) (17).
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Immunsuppression

Abbildung 4: Immunreaktionen im Verlauf einer Sepsis, modifiziert nach Cao 2019 (18)

Haufig prasentieren sich septische Patienten mit Fieber, Schock und respiratorischem
Versagen, hervorgerufen durch die zu Beginn vorherrschende hyperinflammatorische
Immunantwort. Gro3e Mengen an Zytokinen, vor allem TNF-a und Interleukin-1 (IL-1p)
werden freigesetzt und rufen neben obigen Symptomen eine Leukozytose und
Aktivierung der Blutgerinnung hervor (15). Dass TNF-a eine bedeutende Rolle in der
Pathogenese der Sepsis spielt, ist in zahlreichen Studien belegt worden (15,19). Es
zeigten sich unter anderem erhdhte TNF-a-Konzentrationen in Sepsispatienten (20), was
sich durch Lipopolysaccharid (LPS)-induzierte TNF-a-Produktion von Makrophagen
erklaren lasst (21). Die UberschieBende Immunantwort flhrt sukzessive zu
Gewebeschaden und Organversagen, wobei der genaue Mechanismus noch nicht
vollstandig erschlossen ist. Eine mogliche Erklarung bietet folgende Kaskade
(Abbildung 5) (4): Gesteigerte intravasale Gerinnung (Disseminated intravascular
coagulation, DIC) und verminderte Antikoagulation sind ursachlich fur Thrombosen.
Hinzukommende inflammatorische Vasodilatation, erhdhte Gefalldurchlassigkeit
(capillary leak) und Odembildung im Gewebe filhren zu einer Gewebsminderperfusion.
Zusatzlich verlieren Gewebe durch Apoptose der Gefaltwande ihre Barrierefunktion.

Diese Faktoren fihren zur verminderten Oxygenierung des Gewebes und schlussendlich
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zum Organversagen (4). Die Konstanz der hyperinflammatorischen Phase hangt
entscheidend von Faktoren wie Komorbiditdten, Ernahrungsstatus und Virulenz der
Erreger ab (17).

Tissue hypoperfusion

Increased coagulation Decreased anticoagulation

Vasodilatation and 1 thrombir

with trappe: protein C | Blood pressure

| Red-cell Cell shrinkage
deformability LVE cadhrin and and cell death
] L Tight junctions [
= |
Capillary leak
and i

“‘J" terstitia i
V¢ edema \‘

: z Loss of
Tissue hypoperfusion

barrier function

P ettt > | lTissue oxygenation

!

Organ failure

Abbildung 5: Organversagen in einer schweren Sepsis mit endothelialer und mitochondrialer Dysfunktion,
reproduziert mit Genehmigung von Angus 2013 (4), Copyright Massachusetts Medical Society.

Parallel findet die immunsuppressive Reaktion statt, auch compensatory
anti-inflammatory response syndrome (CARS) genannt, mit der urspringlichen Aufgabe,
lokale und systemische Schaden zu limitieren (4). Viele Mechanismen sind fur die
Immunsuppression verantwortlich (15). Dazu gehdéren die Apoptose von T-, B- und
Dendritischen Zellen und eine zellulare Erschopfung, ein Phanomen, das auch bei
chronischen viralen Infektionen wie dem Humanem Immundefizienz-Virus (HIV) oder
Hepatitis C beobachtet werden konnte (15). Ebenso konnte nachgewiesen werden, dass
Splenozyten  und Monozyten  von  Sepsispatienten  signifikant  weniger
proinflammatorische Zytokine sezernieren (17,22). Jedoch st ihre Fahigkeit,

antiinflammatorische Mediatoren wie IL-10 auszuschutten, uneingeschrankt oder erhoht
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(17,22). Der durch Hyperinflammation vorgeschadigte Korper kann folglich nur
eingeschrankt auf das Primarpathogen reagieren und ist ebenso deutlich anfalliger fur
opportunistische Infektionen, was die hohe Letalitat von Sepsis und septischem Schock

erklart.

1.2 HLA-DR-Expression auf Monozyten

Humane Leukozytenantigene (HLA) sind eine Gruppe von Genen, die Teil des
Haupthistokompatibilitatskomplexes-Il (MHC-11) sind (23). Aufgabe des
MHC-II-Antigenkomplexes ist es, kurze Polypeptid-Sequenzen, die von den
Antigenprasentierenden Zellen (APC) nach Phago- oder Endozytose prozessiert wurden,
auf den APC-Oberflachen CD4-positiven T-Zellen zu prasentieren, um eine
Immunantwort zu initiieren (24). HLA-D-related (DR) stellt dabei einen spezifischen

Isotypen dar.

Etliche Studien konnten zeigen, dass die Expression von HLA-DR auf zirkulierenden
Monozyten bei kritisch Kranken und vor allem Patienten mit Sepsis vermindert ist
(15,25,26). Sowohl Trimmel et al. als auch Drewry et al. stellten eine signifikant hohere
HLA-DR-Expression bei Uberlebenden Sepsispatienten fest im Vergleich zur Gruppe der
Verstorbenen (13,27). Le Tulzo et al. konnten eine Korrelation der HLA-DR-Level mit
Severity Scores (Simplified Acute Physiologic Score Il (SAPS Il), Logistic Organ
Dysfunction Score (LOD)) und hohen Kortisolwerten nachweisen (28). Zurtckzuflhren
sind diese Ergebnisse auf eine Endotoxintoleranz von Monozyten und Makrophagen, die
neben der reduzierten HLA-DR-Expression auch in einem Anstieg der Sekretion von
antiinflammatorischem IL-10 resultiert, was zur Immunsuppression fuhren kann (29). Es
gibt Hinweise dafur, dass IL-10 fur die Reendozytose von HLA-DR-Molekilen
verantwortlich ist, und somit die HLA-DR-Molekule ihrer Funktion nicht mehr
nachkommen koénnen (30). Beides ist fur die Patienten mit einem schlechteren Outcome,
gesteigertem Risiko fur nosokomiale Infektionen und erhohter Letalitéat verbunden (17).
Vor allem in der immunsuppressiven Phase korreliert die Expression von HLA-DR mit der
Sepsisletalitat (31).
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1.3 Clock Genes

Die zirkadiane Rhythmik (aus dem Lateinischen circa diem) beschreibt eine nahezu 24
Stunden lange Periode, die — von internen und externen Informationen beeinflusst —
durch das zirkadiane System generiert wird (32). Dieses System setzt sich aus einem
zentralen Schrittmacher, molekularen Prozessen, den Augen und der Epiphyse sowie
neuralen und humoralen Einflissen zusammen.

Eine kleine hypothalamische Region, der Suprachiasmatische Nukleus (SCN), wurde in
Saugetieren als  Hauptzeitgeber identifiziert (33). Der SCN integriert
Helligkeitsinformationen der Retina in zirkadiane Rhythmen, mit denen physiologische
und metabolische Prozesse reguliert werden (34). Mittels Temperaturanderungen,
sympathischen und parasympathischen sowie hormonellen Signalen steuert der SCN die
peripheren Oszillationen in den unterschiedlichen Geweben. Der fundamentale
Mechanismus des zirkadianen Systems beruht auf molekularen Transkriptions-
Translations-Feedback-Schleifen, beinhaltet Clock Genes und ist hoch konserviert im
SCN und peripheren Zellen (35). Erstmals in den 1980er Jahren konnten diese Gene in
der Fruchtfliege Drosophila nachgewiesen werden, woraus geschlossen werden konnte,
dass intrazellulare Mechanismen flur zirkadiane Rhythmen verantwortlich sein missen
(36,37).

Die Hauptkomponenten der molekularen zirkadianen Rhythmik sind die Gene CLOCK
und BMAL1 (auch als ARNTL bezeichnet) als aktivierende sowie PER und CRY als
inhibierende Regulatoren. Sie codieren jeweils fur die Proteine CLOCK, BMAL1 (bzw.
ARNTL), PER und CRY (Gene in kursiver, Proteine in recter Schreibweise). Die
zugrundeliegende Feedback-Schleife ist in der folgenden Grafik vereinfacht dargestellt
(32):
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Abbildung 6: Zugrundeliegende Feedback-Schleifen in der menschlichen zellularen Uhr,
modifiziert nach Albrecht 2003 (32)

CLOCK und BMAL1 bilden im Zytoplasma ein Heterodimer und wandern in den Nukleus,
wo sie die Transkription von unterschiedlichen Zielgenen aktivieren (38). Dazu gehdren
Gene der molekularen Uhr (PER, CRY, Rev-Erb-a), aber auch zirkadian kontrollierte
Gene, die im Zellzyklus oder Metabolismus wirken (38).

Die negative Schleife entsteht durch die Heterodimerisierung von PER und CRY im
Zytoplasma, die ebenfalls in den Nukleus wandern, um ihre eigene Transkription durch
Inhibition von CLOCK und BMAL1 zu supprimieren (38). Zeitgleich hemmt das Protein
Rev-Erb-a die BMAL1-Transkription, indem es sich an die Promotorregion anlegt (38). In
der Konsequenz fallt die BMAL1-Konzentration, wahrend die von PER und CRY ansteigt
(38). PER/CRY-Heterodimere hemmen durch Bindung an CLOCK/BMAL1 nicht nur die
eigene Transkription, sondern auch die von Rev-Erb-a, sodass in Folge die Transkription
von BMAL1 wieder aktiviert werden kann (38).

Zu den in der klinischen Forschung bisher relevantesten Clock Genes gehdren neben
CLOCK und BMAL1 folgende:
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1.3.1 Period-circadian-regulator-gene 1&2 (PER1/2)

PER1 codiert flr das Period-circadian-regulator-homolog-1 Protein (PER1), PER2 analog
dazu fur das Period-circadian-regulator-homolog-2 Protein (PER2). Diese werden
hauptsachlich im SCN, aber auch in peripheren Geweben exprimiert. Sie sind zentraler
Bestandteil der zirkadianen Feedbackschleife, indem sie als Inhibitoren von CLOCK und
BMAL1 die positive Rlckkopplung unterbrechen (39).

Ein verbreiteter Polymorphismus nahe PER1 ist mit dem Todeszeitpunkt von Menschen
assoziiert (40). Dieser Polymorphismus ist bei Patienten, die am Tage verstorben sind,
mit der PER1-Expression assoziiert, bei Patienten, die nachts verstarben, nicht. Ebenso
wurde nachgewiesen, dass eine Herunterregulierung von PER7 in Tumorzellen zu
gesteigertem Tumorwachstum in vivo durch eine Steigerung der zirkadianen Amplitude
auf zwei Tagesspitzen fuhrt (41). Im Gegensatz dazu hat PER1 zu bestimmten

Tageszeiten auch tumorsupprimierende Funktionen (41).

1.3.2 Cryptochrome-gene 1&2 (CRY1/2)

Die Gene CRY1 und CRY2 codieren fur die Proteine Cryptochrome-1 (CRY1) und
Cryptochrome-2 (CRY2). Diese binden mit PER1/2, dringen in den Nucleus ein und
inhibieren die durch CLOCK/BMAL1 aktivierte Transkription. Ko et al. zeigten, dass es
bei Gendefekten im CRY7- oder CRY2-Gen zu veranderten Schlafmustern beim

Menschen kommt (42).

1.3.3 NR1D1

Das NR1D1-Gen codiert fur den nuklearen Rezeptor Rev-ErbA-a, der unter anderem in
der Leber, im Fettgewebe, im Muskel und Gehirn exprimiert wird. Rev-ErbA-a reguliert
als Gegenspieler vom RAR-related-orphan-rezeptor RORa die Expression von BMAL1
und verbindet die zellularen Timer mit der angeborenen Immunantwort (43). Es
unterdriickt unter anderem die IL-6 und Toll-like-Rezeptor-4-Expression in Makrophagen
(44). AuBerdem vermittelt das Protein multiple zellulare metabolische Pfade, die unter
anderem den hepatischen Lipidmetabolismus und die Glukosehomdostase beeinflussen
(43,45).

1.3.4 NR1D2
Der nukleare Rezeptor Rev-ErbA-3 wird vom NR1D2-Gen codiert. Seine Rolle ahnelt der

des Rev-ErbA-a-Proteins, wobei die genaue Funktion im Rahmen der zirkadianen
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Rhythmik bislang noch wenig untersucht ist. Bekannt ist, dass eine doppelte Depletion
von Rev-ErbA-a und -B in Doppel-Knockout-Mausen die zirkadiane Rhythmik tiefgreifend
stort (46). Im Skelettmuskel dient Rev-ErbA-B der Kontrolle des Lipid- und

Energiestoffwechsels (47).

1.3.5 DBP

Das DBP-Gen codiert fur das Albumin-site-D-binding-Protein (DBP), das als aktivierender
Transkriptionsfaktor in der Promotorregion von PER1 agiert und primar im SCN exprimiert
wird (48). Es wird durch CLOCK/BMAL1 aktiviert und von PER und CRY durch negative
Ruckkopplung inhibiert (48).

1.3.6 BHLHE40

Das Gen Basic-Helix-Loop-Helix-Family Member E40 (BHLHE40) codiert flr das Protein
BHLHE40, das mit BMAL1 interagiert bzw. an der Enhancer-Box mit PER1 kompetitiert,
um die PERT-Aktivierung durch CLOCK/BMAL1 zu unterbinden (49). Es beeinflusst
aulRerdem die Zytokinproduktion und ist somit ein wichtiger Bestandteil der Pathogenese

autoimmuner Neuroinflammation (49).

1.3.7 CIPC

Das Gen CIPC codiert fur den CLOCK-interacting pacemaker (CIPC), der als negativer
Feedbackregulator von CLOCK/BMAL1 fungiert und moglicherweise die
BMAL1-abhangige Phosphorylierung von CLOCK stimuliert. CIPC scheint fur eine
funktionale zirkadiane Rhythmik nicht notwendig zu sein, sodass weitere Funktionen wie

zum Beispiel als Regulator im Zellzyklus diskutiert werden (50).

1.3.8 CSNK1D

Das Gen CSNK1D codiert fur das Protein Casein kinase | isoform delta (CSNK1D).
Dieses inhibiert im Nucleus die durch CLOCK/BMAL1-aktivierte Transkription, indem es
deren Bindung zur DNA vermindert (51). Au3erdem phosphoryliert es PER1/2-Proteine
und fuhrt zu deren Degradation (52). Somit spielt es eine entscheidende Rolle in der
Aufrechterhaltung eines 24-Stunden-Rhythmus (53).
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1.3.9 CSNK1E

Das Gen CSNK1E codiert fur das Protein Casein kinase | isoform epsilon (CSNK1E) und
phosphoryliert ebenso wie CSNK1D PER1/2-Proteine (46,47). Studien zeigten
Assoziationen von CSNK1E mit psychiatrischen Erkrankungen wie z.B. bipolaren

Storungen und Schizophrenie (55,56).

1.3.10 NFIL3

Das Gen NFIL3 codiert fur das Protein Nuclear factor interleukin 3 regulated (NFIL3),
auch E4BP4 genannt, und vermindert unter anderem als negativer Transkriptionsfaktor
die Expression von PER1 und PER2 (57). Die Expression von NFIL3 wird durch den

Transkriptionsfaktor Rev-ErbA-o vermindert (58).

1.4 Einfluss von Clock Genes auf die Inmunfunktion

In der Pathologie vieler Erkrankungen lassen sich zirkadiane Rhythmen erkennen.
Lebensstile, die die innere Uhr unterbrechen, sind mit einem erhdhten Risiko fur
onkologische, metabolische und kardiovaskulare Erkrankungen assoziiert (59,60).
Neben Myokardinfarkten und Asthmaanfallen zeigen vor allem inflammatorische
Erkrankungen eine starke Tag-Nacht-Varianz (33,61). Ursachlich dafir konnte die
zirkadian oszillierende Freisetzung von hamatopoetischen Stammzellen und
Progenitorzellen aus dem Knochenmark und damit zusammenhangend die schwankende
Anzahl an Leukozyten im Blut sein (62). Aber auch die phagozytische Funktion von
Makrophagen und deren Zytokinexpression unterliegt einer zirkadianen Varianz (63). Sie
erreicht wahrend der Lichtperiode ein Maximum und in Dunkelheit ein Minimum (63).
Bellet et al. konnten nachweisen, dass der Zeitpunkt einer Infektion Einfluss auf die
inflammatorische Antwort hat (64). Mause wurden zu zwei Tageszeiten mit Salmonella
enterica infiziet und zu jeweils unterschiedlichen Zeitpunkten nach Infektion
eingeschlafert, um Blut-, Gewebe und mikrobiologische Proben zu entnehmen. Dabei
konnten sie in der Gruppe mit friher Infektion (10:00 Uhr) eine héhere Kolonisation mit
Salmonellen und eine starkere proinflammatorische Antwort feststellen als in der Gruppe
mit spater Infektion (22:00 Uhr). Dies spricht dafur, dass eine funktionierende zirkadiane
Rhythmik far die optimale inflammatorische Reaktion des Koérpers auf ein Pathogen
notwendig ist. Diese These unterstitzt auch eine Studie von Deng et al., in der Mause
mit dezimierter BMAL1-Expression ein hoheres Risiko fur das Versterben aufgrund einer

Sepsis aufwiesen (65). BMAL1 vermittelte zirkadiane Oszillationen sind verantwortlich fur
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den Laktatstoffwechsel, der indirekt das Uberleben von T-Zellen mitbeeinflusst (65).
Ebenso ist bekannt, dass ein unterbrochener Schlaf-Wach-Rhythmus bzw. eine
dauerhafte Wachheit die angeborene Immunantwort verandert bzw. dysreguliert (60,66).
Diese Studienergebnisse legen die Vermutung nahe, dass Clock Genes immunologische
Checkpoints und Pfade beeinflussen und somit einen potenziellen Ansatz fur

therapeutische Malinahmen bieten.

1.5 Aktuelle Datenlage zur zirkadianen Rhythmik bei kritisch kranken Patienten
Neben unserer Arbeitsgruppe beschaftigten sich auch Coiffard et al. mit der Expression
von Clock Genes bei kritisch erkrankten Patienten (67). Sie zeigten, dass
Traumapatienten eine  gestdorte  Rhythmik  der  Cortisol-,  Zytokin-  und
Clock Genes-Expression aufweisen und eine frihe zirkadiane Unterbrechung mit dem
Auftreten von Sepsis assoziiert war (67). Zu ahnlichen Ergebnissen kam auch die
Arbeitsgruppe von Acuna-Fernandez et al., die eine Beziehung zwischen der
Clock Genes-Expression, Immunantwort und oxidativem Stress bei Sepsispatienten
untersuchte (68). Sie konnten nachweisen, dass einerseits die Rhythmik im Vergleich zu
nicht-septischen Patienten gedampft, andererseits jedoch die angeborene Immunantwort
und die Reaktion auf oxidativen Stress erhoht war (68). Diaz et al. schreiben, dass bei
Patienten einer neurologischen Intensivstation die am Tag der Aufnahme vorhandene
zirkadiane Rhythmik nach einer Woche Aufenthalt nicht mehr nachweisbar war (69). Ein
wesentlicher klinischer Parameter, der durch zirkadiane Rhythmik gesteuert und
beeinflusst wird ist die Korperkerntemperatur (33). Eine Veranderung von deren
Tagesverlauf gilt bei Trauma- und Sepsispatienten als Risikofaktor fur ein schlechteres
Outcome (70,71).

1.6 Fragestellung

Obwohl in den vergangenen Jahrzehnten groRRe Fortschritte im Verstandnis zur
Pathophysiologie der Sepsis erzielt werden konnten, befindet sich deren Letalitat
weiterhin auf einem konstant hohen Niveau. Zugleich haben in den letzten Jahren
zahlreiche Studien gezeigt, dass Immunzellen einer zirkadianen Rhythmik unterliegen,
die von Clock Genes gesteuert werden.

Aus dem Bestreben heraus, innovative Ansatze zum Verstandnis und zur Therapie des
septischen Schocks zu entwickeln, wurde 2014 die Pilotstudie ,CLOCK Genes in Patients

with Refractory Septic Shock® (SeptiClock) initiiert. Hierbei sollte primar der
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Zusammenhang von zirkadianer Rhythmik und septischer Immunsuppression erforscht
werden. Da lange bekannt ist, dass bei septischen Patienten die Expression von
monozytarem HLA-DR als Marker fur Immunkompetenz vermindert ist, ergibt sich fur

diese sekundare Analyse folgende Fragestellung:

Gibt es einen Einfluss der monozytaren HLA-DR-Expression auf die Expression von

Clock Genes bei Patienten mit septischem Schock?

Die Primarhypothese lautet, dass bei Patienten mit septischen Schock und mit

verminderter mMHLA-DR-Expression die zirkadiane Rhythmik aufgehoben ist.
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2. Methoden
2.1 Studiendesign

Die vorliegende Studie ist eine Subgruppenanalyse der prospektiven, nicht-
interventionellen  klinischen Pilotstudie ,SeptiClock®, die an der Charité —
Universitatsmedizin Berlin im Zeitraum von April 2014 bis Januar 2018 Patienten
eingeschlossen hat. Die Studie wurde der Ethikkommission der Charité —
Universitatsmedizin Berlin unter dem Aktenzeichen EA1/288/13 vorgelegt und
genehmigt. Die Registrierung erfolgte bei ClinicalTrials.gov unter dem Zeichen
NCT02044575.

Die Studienpopulation wurde in Patienten ohne schwere bzw. mit schwerer
Immunparalyse gemaf in der Literatur diskutierter Grenzwerte eingeteilt (23). Als
Cut-Off-Wert wurden 5000 AG/Zelle gewahlt, was als Grenze zwischen moderater bis
schwerer Immunsuppression und schwerer Immunparalyse angesehen wird (23). Mehr

als 15000 AG/Zelle gelten als Indikator fur Immunkompetenz (23).

2.2 Studienlokalisation und Patientenkollektiv

Fur SeptiClock wurden Patienten auf drei anasthesiologischen und zwei chirurgischen
Intensivstationen gescreent: Auf den zwei Intensivstationen der Klinik fur Anasthesiologie
mit Schwerpunkt operative Intensivmedizin (CCM/CVK) 8i, 14i und der Post Anaesthesia
Care Unit (PACU) werden Patienten mit allgemein-postoperativem Schwerpunkt
behandelt, wobei die Station 8i ein Uberregionales Referenzzentrum fur das Acute
Respiratory Distress Syndrom (ARDS) und die Extrakorporale Membranoxygenierung
(ECMO) ist und die Station 14i vor allem auf neurologische und neurochirurgische
Patienten fokussiert ist. Auf den chirurgischen Intensivstationen 9i und 21i werden
Patienten nach viszeralchirurgischen Eingriffen und Organtransplantationen betreut. Alle
Patienten erhielten eine Therapie nach aktuellen Leitlinien und internen Standard
Operating Procedures (72). Lichtquellen in den Patientenzimmern wurden gemafl
internen Standards nach Einbruch der Dunkelheit auler fur erforderliche

Notfallmallinahmen ausgeschaltet.
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2.3 Ein- und Ausschlusskriterien
Von den oben genannten Intensivstationen wurden 20 Patienten nach folgenden Kriterien

eingeschlossen:

Einschlusskriterien:
e Mannliche und weibliche Patienten ab dem vollendeten 18. Lebensjahr
e Patient in intensivmedizinischer Behandlung
e Septischer Schock

o Noradrenalin-Dosis = 0,3 pg/kg/min fur mind. zwei Stunden

Ausschlusskriterien:

e Schwangere oder stillende Frauen

e Akute Leukamie

e Schwere Leukozytose (> 50 000/nl)

e Schwere Thrombozytopenie (< 5 000/nl)

e Autoimmunerkrankung mit systemischer Gabe von > 10 mg Prednisolon oder
Aquivalent pro Tag

e Zustand nach Transplantation

e Patienten unter Interferontherapie (in den letzten 14 Tagen)

¢ Anhaltende Chemo- oder Radiotherapie wegen maligner Erkrankung

e Akute Lungenembolie oder akuter Myokardinfarkt in den letzten 72 Stunden

e Cardiopulmonale Reanimation in den letzten sieben Tagen

e Sterbender Patient (Lebenserwartung < 72 Stunden)

¢ Bekannte HIV-Infektion oder chronische virale Hepatitis

e Bestehende Do-Not-Resuscitate oder Do-Not-Intubate Anweisung

e Teilnahme an einer anderen Studie (ab 30 Tage vor Einschlussdatum)

e Fehlende Bereitschaft, Daten fur die Studie zu speichern oder auszuhandigen

e Unterbringung in einer Einrichtung durch offizielle oder gerichtliche Anweisung

e Die informierte Einwilligung des Patienten oder seines gesetzlichen Betreuers
kann nicht rechtzeitig eingeholt werden.

e Patient hat eine Vollmacht oder Verfigung, in der er ablehnt an einer Studie

teilzunehmen.
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2.4 Datenerfassung

Nicht unmittelbar personenbezogene Patientendaten zum Screening und zur
statistischen Erfassung wurden dem zentralen Datenverarbeitungssystem (SAP,
Walldorf, Deutschland) und dem intensivmedizinischen Patientendaten-Management-
System (COPRA System GmbH, Sasbachwalden, Deutschland) enthommen.

Es wurden regelmalig die genannten Intensivstationen nach geeigneten Patienten
gescreent. Patienten, die den Einschlusskriterien entsprachen, wurden in einer
Screeningliste protokolliert und nach etwaigen Ausschlusskriterien Uberprtft. Sobald eine
Einwilligung der Patienten oder eines gesetzlichen Betreuers zur Studienteilnahme
vorlag, wurde dem Patienten ein Pseudonym zugeteilt und dieses zusammen mit den
Personalien in die Patientenidentifikationsliste eingetragen. Alle folgenden Proben und
Messungen wurden pseudonymisiert gekennzeichnet. Die Patientenidentifikationsliste ist

nur autorisiertem Studienpersonal zugangig.

2.5 Messung von Clock Genes

Als Quelle fur exprimierte Clock Genes wurden CD14-positive Monozyten aus
peripherem Blut ausgewahlt, da Blut im klinischen Alltag leicht enthommen werden kann
und nachgewiesen ist, dass Monozyten eine hochamplitudige zirkadiane Rhythmik

aufweisen (35).

Blutentnahme: Den Patienten wurden Uber einen liegenden arteriellen Zugang 5 ml
EDTA-Vollblut und 5 ml Serum-Vollblut entnommen und umgehend auf Eis lagernd ins
Labor transportiert. Gemal Studienprotokoll wurden die Blutentnahmen um 8:00 Uhr
morgens begonnen und alle vier Stunden Uber 24 Stunden durchgefuhrt, was pro Patient

sieben Messzeitpunkte ergab (Abbildung 7).

| Einschluss | Blutentnahme & Isolierung der Monozyten Quantifizierung der Clock Genes

v

8:00 12:00 16:00 20:00 0:00 4:00 8:00

Tag 0 Tag 1 Tag 2

Abbildung 7: Studienverlauf

27 von 62



Serum-Rickstellprobe: Das Serumréhrchen wurde zentrifugiert, das Blutserum in ein

1 ml Eppendorfgefald umgefullt und bei -80 °C konserviert.

Monozyten- und RNA-Isolierung: Die CD14-positiven Monozyten wurden aus dem
EDTA-Ro6hrchen mittels Magnetic-Activated Cell Sorting (MACS) isoliert. Dazu wurde ein
Auto-MACS Pro Separator (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland) mit
dazugehorigen whole-blood CD14 Microbeads (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Deutschland) verwendet. Der Vorgang wurde streng nach Protokoll des
Herstellers bei 4 °C durchgeflhrt. Nach vorsichtiger Abzentrifugation der isolierten
Monozyten aus dem Rest des Spulpuffers wurden diese umgehend bei -80 °C gelagert.
Nach dem vollstandigen Aufbereiten aller Proben wurden diese in das Labor der AG
Achim Kramer transportiert, wo die RNA mittels TRIzol Reagenz (Thermo Fisher
Scientific) isoliert wurde. Unter Verwendung des NanoDrop 2000c (Thermo Fisher
Scientific) und des Qubit RNA BR Assay Kits (Thermo Fisher Scientific) wurden die
RNA-Proben auf Qualitat und Quantitat dberpruft.

Gen-Messung: Um 20 Clock Genes (Abbildung 8) und vier Housekeeping Genes
(GAPDH, HPRT1, PPIA, PSMB2) zu bestimmen, wurde ein 24-plex NanoString Panel
entworfen. Fur jedes Ziel-Gen wurden eine 3'-biotinylierte Nachweissonde sowie eine
5'-fluoreszierende Reportersonde entworfen. Die Hybridisierung der Sonden und der
100-500 ng monozytaren RNA wurde strikt nach Protokoll des Herstellers durchgefuhrt.
Zur Weiterverarbeitung der Expressionsrohdaten wurde der NanoString nCounter Digital
Analyzer (NanoString Technologies, Seattle, Washington, USA) verwendet. Die
Normalisierung wurde in drei Schritten, die vom Hersteller des NanostringQCPro
vorgegeben wurden, durchgefuhrt. Ein Gen in einer Probe wurde dann als exprimiert
klassifiziert, sofern die Expressionsrohdaten dreifach groRer als das geometrische Mittel
der Negativkontrollen fur diese Probe waren. Darauf erfolgte eine technische
Normalisierung der Rohexpressionsdaten durch die positiven Spike-in-Kontrollen. Zuletzt
wurde das geometrische Mittel der vier Housekeeping Genes zur Normalisierung der
Expression aller Proben verwendet, gefolgt von der Kalibrierung der Nanostring-Sonden
Uber die Multiplex-Proben hinweg gemal der ,Gene Expression Data Analysis
Guidelines” (Nanostring Technologies, Seattle, Washington, USA). Fur alle weiteren
Analysen wurden die Daten gemald Nanostring Analyseleitfaden binar logarithmisch

transformiert.
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Gen-Analyse: In die Auswertung wurden die Messdaten aller Patienten aufgenommen,
bei denen mindestens acht Gene in ausreichender Zahl an mindestens sechs
Messzeitpunkten exprimiert wurden. Dabei wurden nur Gene in die Analyse
aufgenommen, die bei mindestens sechs Patienten gefunden wurden (Abbildung 8). Die
Gene ARNTL und ARNTLZ2 entsprechen den in der Literatur geldufigeren Bezeichnungen
BMAL1 bzw. BMAL2.

ARNTL (=BMAL1) CSNK1E
ARNTL2 (=BMAL2) DBP

BHLHE40 NFIL3

BHLHE41 NPAS2
CIART NR1D1

CiPC NR1D2
CLOCK PER1
CRY1 PER2
CRY2 PER3
CSNK1D RORA

Abbildung 8: Gemessene Clock Genes (hervorgehoben: in die Auswertung aufgenommene Gene)

2.6 Analyse der Clock Genes-Rhythmik

Um einen Zusammenhang von mHLA-DR-Expression und zirkadianer Rhythmik
herstellen zu kdnnen, mussten zunachst die Expressionsmuster der Clock Genes auf
rhythmische Oszillationen untersucht werden. Hierfur wurde eine harmonische
Regressionsanalyse mit einer festen Oszillationsperiode von 24 Stunden durchgeflhrt.
Um die Amplituden der zirkadianen Rhythmen zu Dbeschreiben, wurden
Konfidenzintervalle anstelle von einzelnen Amplituden genutzt. Das Konfidenzintervall
(Cl) steht fir die Bandbreite der zirkadianen Amplituden der Genexpression, die
konsistent zu der Messung auf dem 95 %-Level mit einem p-Wert von < 0,05 sind. Die
Amplitude wurde als x-fache Anderung der Expression zwischen dem Hoch- und
Tiefpunkt des Rhythmus definiert.

Nur Rhythmen mit einer ausreichend weiten Amplitude gelten als biologisch relevant (73).
Diese Amplitude sollte grolRer als das 1,4-fache bzw. das 0,5-fache bei binar
logarithmischen Skalen sein, was als Schwellenwert definiert wurde (73). Unter
Berucksichtigung dieser Schwellenwerte wurden drei Kategorien von Clock Genes

definiert:
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- Clock Genes mit Cl, das komplett Uber dem Schwellenwert liegt, haben einen
biologisch relevanten Rhythmus mit einem angepassten p-Wert von < 0,05 (74)

- Clock Genes mit Cl, das komplett unter dem Schwellenwert liegt, haben keinen
relevanten Rhythmus mit einem angepassten p-Wert von < 0,05 (74)

- Clock Genes mit Cl, das um den Schwellenwert herum liegt, gelten als uneindeutig

Um das Konfindenzintervall der Amplituden der Genexpression fur jedes Gen und jeden
Probanden zu berechnen, wurden folgende Rechnungen durchgefuhrt: Unter

Verwendung der Im Funktion wurde eine harmonische Regression der Daten mit der
Funktion m + b, cos (Zﬂi) + b, sin(Zni) fur die beste Anpassung und die Residuen

durchzuflhren. Dabei stehen m fur die mittlere Genexpression, t fur den Messzeitpunkt
und b flr Koeffizienten der Sinusfunktion. Durch Hinzufligen der besten Anpassung der
ermittelten Residuen (mit Zurtcklegen) wurden Bootstrapdaten generiert (75). Die

Regression der harmonischen Funktion auf die Bootstrapdaten ergab eine

Bootstrapschatzung der Amplitude (A = m ). 3999 Bootstrapwiederholungen
wurden mittels R-package ,boot* (Version 1.3-24) durchgefihrt. Das 95%-
Konfidenzintervall fur die Amplitude wurde aus der Verteilung der Bootstrapschatzungen
nach der Bonferroni-Korrektur berechnet, um Mehrfachtests innerhalb jedes Patienten zu
berucksichtigen. Die Korrektur fir multiples Testen verbreiterte die Konfidenzintervalle.

Die Berechnung der Clock Genes-Rhythmik wurde in Zusammenarbeit mit Herrn Bharath
Ananthasubramaniam, PhD vom Institut fur Theoretische Biologie der Charité —

Universitatsmedizin Berlin durchgefuhrt (76).

2.7 Rhythmizitatsscore
Um die Expressionsmuster der unterschiedlichen Gene in einem Patienten besser

beurteilen zu kdnnen, wurde ein Rhythmizitatsscore Sp definiert. Dieser Score ist definiert

rhy_N

als Sp = % Des Weiteren wurde ein Rhythmizititsscore Sg fiir die Rhythmik
genes

. . . . . . . . N -N
einzelner Gene in allen Patienten entwickelt. Dieser Score ist definiertals 5, = ——2"

patients
Der jeweilige Score hat den Wert 1, sofern alle Gene rhythmisch sind. Bei einem Wert

von -1 sind alle Gene arrhythmisch. Werte um 0 gelten demnach als uneindeutig.
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2.8 Messung von mHLA-DR

Die mHLA-DR-Expression wurde im Rahmen der klinischen Routine bestimmt. Das
entnommene Blut wurde direkt in das hauseigene Labor (Labor Berlin — Charité Vivantes
GmbH, Berlin, Deutschland) transportiert, wo mittels Durchflusszytometrie die

mHLA-DR-Antigenmenge pro Zelle gemessen wurde.

2.9 Messung der Korperkerntemperatur

Die Korperkerntemperatur wurde mittels vesikaler Temperatursonde am einliegenden
Blasenkatheter gemessen. Die Temperaturdaten wurden fur den Zeitraum der
Probenentnahmen stindlich erfasst. In der Analyse wird die Differenz zwischen
niedrigster und hochster Korperkerntemperatur innerhalb des Beobachtungszeitraumes
als Amplitude bezeichnet. Die Temperaturverlaufskurven wurden visuell auf vorhandene
Rhythmik untersucht (77,78).

2.10 Endpunkte
Primarer Endpunkt:
Vergleich der Rhythmizitat der Clock Genes zwischen Patienten mit schwerer und ohne

schwere Immunparalyse

Sekundare Endpunkte:
Zusammenhange abhangig vom Vorhandensein einer schweren Immunparalyse:
e Rhythmizitatsscores Sg

e Verlauf der Korperkerntemperatur

2.11 Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde mittels IBM SPSS Statistics 26 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) und R statistical software (Version 3.6.2) durchgefthrt.

Stetige Variablen wurden aufgrund der geringen Studienpopulation als Median und
Quartilen dargestellt. Der Vergleich der Basisdaten ebenso wie alle weiteren
nicht-parametrischen Testungen wurden mittels Mann-Whitney-U-Test und bei
kategorialen Variablen mittels Chi-Quadrat-Test nach Pearson durchgefuhrt. Die
Korrelation zwischen absoluten mHLA-DR-Werten und dem Rhythmizitatsscore Sp wurde
nach Spearman-Rho berechnet. Danach wurden die Rhythmizitatsscores Sp abhangig

von einer bestehenden schweren Immunparalyse errechnet und verglichen. Weiterhin
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wurden die Rhythmizitatsscores Sg aller Patienten bzw. abhangig von einer bestehenden
schweren Immunparalyse berechnet. Es folgte die nicht-parametrische Testung der
Summen der Rhythmizitdtsscores Sg zwischen Patienten mit schwerer und ohne
schwere Immunparalyse sowie der einzelnen Rhythmizitatsscores Sg untereinander. In
die letztere Analyse wurden nur Gene aufgenommen werden, die in beiden
Patientengruppen jeweils mindestens einmal als rhythmisch oder arrhythmisch
klassifiziert wurden. Uneindeutig Exprimierungen wurden hierbei nicht bertcksichtigt. Ein
p-Wert <0,05 wurde bei der Bestimmung der Signifikanz als statistisch signifikant
angenommen und der statistische Basiswert des Konfidenzintervalls war 95%. Samtliche
p-Werte haben explorativen Charakter und erlauben keine konfirmatorische
Verallgemeinerung. Es wurde nicht fur multiples Testen adjustiert.

Eine statistische Beratung erfolgte durch Frau Dr. rer. nat. Sophie Piper aus dem Institut

fur Biometrie und Klinische Epidemiologie der Charité — Universitatsmedizin Berlin.
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3. Ergebnisse
3.1 Studienpopulation

Wahrend des Studienzeitraumes wurden insgesamt 112 Patienten (68 mannlich
(60,7 %), Alter 61 Jahre [50-72 Jahre]) mit einer Noradrenalindosierung von
20,3 yg/kg/min fir mindestens zwei Stunden gesichtet, von denen finf nicht das
Einschlusskriterium des septischen Schocks erflllten (Abbildung 9). 87 Patienten
erfullten weitere Ausschlusskriterien. Insgesamt wurden 20 Patienten (11 mannliche und
9 weibliche) mit einem septischen Schock in die Studie eingeschlossen. Drei Patienten
mussten wegen einer nicht ausreichenden Menge an auswertbaren Clock Genes
ausgeschlossen werden. Bei weiteren drei Patienten lag keine mHLA-DR-Messung vor.

Insgesamt wurden Daten von 14 Patienten in der Studie ausgewertet, deren Basisdaten

in Tabelle 1 dargestellt sind.

Patienten mit
Noradrenalin

n=112

Kein septischer

Schock

—

Ausschlusskriterien

Studienpopulation

n=20

Nicht ausreichende

Expression von 2 8
Clock Genes

I =
n=

Fehlende Messung

von mHLA-DR
Patienten mit Patienten mit
mHLA-DR mHLA-DR
>
= 5.000 AG/ZeIIeI p— <5.000 AGIZeIIeI_n= z

Abbildung 9: Einschlussbaum
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Die Studienpopulation bestand zu 71,4 % aus mannlichen Patienten. Das mediane Alter
betrug 66 Jahre [54—74 Jahre]. Die mediane Noradrenalindosis betrug zum Zeitpunkt der
ersten Blutentnahme 0,24 ug/kg/min [0,13-0,45 pg/kg/min]. 78,6 % der Patienten waren
analgosediert, drei (21,4 %) erhielten eine ECMO-Therapie. Alle Patienten wurden
maschinell beatmet. Im Verlauf des Krankenhausaufenthaltes verstarben funf Patienten
(35,7 %).

Zwischen Patienten mit schwerer und ohne schwere Immunparalyse gab es keine
statistisch signifikanten Unterschiede hinsichtlich demografischer Daten, klinischer
Scores, Blut- oder Outcomeparametern. Jedoch ergab sich eine Tendenz zu hdéheren

Thrombozyten bei Patienten ohne schwere Immunparalyse (p = 0,053).

Tabelle 1: Basisdaten der Studienpopulation erhoben zum Zeitpunkt der ersten Blutentnahme zur Clock

Genes Messung

Parameter Gesamtpopulation | Patienten ohne Patienten mit p-Wert
(n=14) schwere schwerer
Immunparalyse Immunparalyse
(n=9) (n=15)
Alter (Jahre) 66 [54-74] 66 [55-74] 66 [51-71] 0,789"
Mannliches 10 (71,4%) 6 (66,7%) 4 (80,0%) 0,5972
Geschlecht, n (%)
BMI (kg/m?) 29,4 [23,6-34,8] 32,5 [25,7-40,5] 23,8 [20,7-29,9] 0,142"
TISS-28 42 [37-51] 40 [36-44] 49 [38-58] 0,316"
CCl 6 [5-8] 6 [4-8] 6 [5-10] 0,686"
SOFA 16 [12-17] 15 [12-17] 17 [12-19] 0,418"
SAPS I 70 [54-82] 69 [53-76] 80 [49-90] 0,423"
Hamoglobin (g/dl) 8,85 9,10 8,40 0,142"
[7,88-10,10] [8,20-11,20] [7,75-9,20]
Leukozyten (/nl) 15,12 14,75 15,48 0,947"
[7,12-18,72] [7,04-20,90] [8,36-20,69]
Thrombozyten (/nl) 102,5 113,0 68,0 0,053"
[66,5-171,0] [99,5-229,5] [51,0-122,0]
INR 1,36 [1,27-1,50] 1,40 [1,29-1,54] 1,30 [1,20-1,59] 0,422"
PTT (s) 50,3 [36,4-58,2] 52,0 [36,2-63,7] 48,6 [38,1-58,6] 1,000"
Laktat (mg/dl) 15,5[12,8-42,3] 18,0 [13,0-42,5] 15,0 [8,5-41,5] 0,463"
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Fortsetzung Tabelle 2

Parameter Gesamtpopulation | Patienten ohne Patienten mit p-Wert
(n=14) schwere schwerer
Immunparalyse Immunparalyse
(n=9) (n=5)
Noradrenalin 0,24 0,25 0,18 0,548"
(Mg/kg/min) [0,13-0,45] [0,17-0,37] [0,07-0,52]
mHLA-DR (AG/Zelle) 5632 7049 2987 0,003"
[3322-10192] [6632-20554] [2073-3508]

Tage zwischen -0,5 -1,0 0,0 0,787"
mHLA-DR-Wert und [-3,3-0,3] [-2,5-0,5] [-11,0-0,5]
1. Messzeitpunkt
Korperkerntemperatur* 37,5 37,5 37,7 0,947"
(°C) [36,4-37,9] [36,4-37,9] [36,5-37,9]
Korperkerntemperatur 1,2 [0,9-1,6] 1,1[0,9-1,7] 1,3 [1,0-1,7] 0,946"
Amplitude (°C)
Analgosedierung, 11 (78,6%) 6 (66,7%) 5 (100,0%) 0,1452
n (%)
Dialyse, n (%) 13 (92,9%) 9 (100,0%) 4 (80,0%) 0,164%2
ECMO, n (%) 3 (21,4%) 1(11,1%) 2 (40,0%) 0,2072
Maschinelle 14 (100%) 9 (100%) 5 (100%) 1,0002
Beatmung, n (%)
Dauer maschineller 473,0 826,0 471,0 (),9471
Beatmung (h) [295,0-949,5] [185,5-952,0] [353,0-744,5]
Dauer des 30,0 35,0 25,0 0,689"
Aufenthaltes auf [13,25-40,25] [9,0-40,5] [17,5-43,5]
Intensivstation (d)
Dauer des 30,0 35,0 25,0 0,549"
Aufenthaltes im [13,25-41,75] [9,0-40,5] [17,5-58,0]
Krankenhaus (d)
Verstorben, n (%) 5 (35,7) 3(33,3) 2 (40) 0,8032

(alle stetigen Variablen als Median und 25.-75. Quartile, Unterschiede zwischen Patienten mit schwerer
und ohne schwere Immunparalyse getestet mittels Mann-Whitney-U-Test (1) bzw. Chi-Quadrat-Test (2);

* Korperkerntemperatur im Median Uber 24 Stunden)
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3.2 Clock Genes-Expression und Rhythmizitatsscores

Von 20 gemessenen Clock Genes wurden 15 in die Auswertung aufgenommen, da funf
Clock Genes nicht ausreichend exprimiert wurden (Abbildung 8). Nach der
Kategorisierung der Genexpression in rhythmisch, arrhythmisch und uneindeutig zeigt
sich ein gemischtes Bild fur die Clock Genes (Abbildung 10). Einige Patienten wiesen
starke Rhythmen (Cl Uber dem 1,4-fachen der Amplitude, siehe 2.6) in mehreren Genen
auf. Bei einer Vielzahl der Gene zeigten sich eher arrhythmische oder uneindeutige
Expressionen. 76 % der gemessenen Gene zeigten einen uneindeutigen Rhythmus. Der
errechnete mediane Rhythmizitatsscore Sp lag bei 0,09 [0,00-0,20]. Durch die breite
Streuung der Scores und die Haufung um den Wert 0 konnte bei den meisten Patienten

keine eindeutige Rhythmik nachgewiesen werden.
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Abbildung 10: Quantifizierung der Rhythmizitat von Clock Genes in Patienten mit septischen Schock,
modifiziert nach Lachmann (76) (Waagerechte Balken: Cl der Rhythmik-Amplituden der Genexpression,
Rhythmus vorhanden (orange), abwesend (violett), Daten uneindeutig (grau); vertikale Linien: minimale
biologisch relevante Amplitude; Balken fehlen bei Clock Genes, die nicht analysiert wurden (siehe 2.5);
Rote Umrandung: Patienten mit schwerer Immunparalyse; ohne Umrandung: Patienten ohne schwere

Immunparalyse)
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3.3 Einfluss der mHLA-DR-Expression auf den Rhythmizitatsscore Sp

Die mediane mHLA-DR-Expression lag bei 5632 AG/Zelle [3 322-10 192], wobei der
Wert im Median 0,5 Tage vor der ersten Probenentnahme [3,3 Tage vor bis 0,3 Tage
nach] erhoben wurde (Tabelle 1).

Es wurden die Rhythmizitatsscores Sp der 14 Patienten mit den absoluten
mHLA-DR-Werten korreliert. Bei einem Korrelationskoeffizienten von 0,440 (p = 0,116)
lieR sich keine statistisch signifikante Korrelation zwischen der Rhythmik der
Clock Genes-Expression und der mHLA-DR-Expression nachweisen.

Der mediane Rhythmizitatsscore Sp lag bei Patienten ohne schwere Immunparalyse bei
0,20 [0,04-0,29] und bei Patienten mit schwerer Immunparalyse bei 0,07 [-0,10-0,14].
Bei Patienten ohne schwere Immunparalyse wurden 77,0 % der Gene als uneindeutig
klassifiziert, bei Patienten mit schwerer Immunparalyse 73,0 %. Die nicht-parametrische
Testung (p = 0,139) zeigte keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den

Rhythmizitatsscores Sp beider Gruppen.
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Abbildung 11: Rhythmizitatsscores Sp abhangig von der mHLA-DR-Expression

3.4 Einfluss der mHLA-DR-Expression auf den Rhythmizitatsscore Sg

Die Rhythmizitatsscores einzelner Gene Sc aller Patienten bzw. aller Patienten mit
schwerer oder ohne schwere Immunparalyse sind in Tabelle 2 dargestellt. Unter allen
Patienten wiesen CRY7 und NR1D2 die hochste Rhythmik auf, wahrend nur CLOCK

arrhythmisch exprimiert wurde. Bei Patienten ohne schwere Immunparalyse waren CRY'1
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und CRY2 am haufigsten rhythmisch exprimiert und es gab keine arrhythmischen Gene.

Bei Patienten mit schwerer Immunparalyse zeigten CRY71 und NR1D2 die hdchsten

Rhythmizitatsscores Sg und CLOCK den niedrigsten. Es zeigte sich ein signifikanter

Unterschied zwischen der Summe der Rhythmizitatsscores Sg zwischen Patienten mit

schwerer und ohne schwere Immunparalyse (p = 0,034) (Tabelle 2).

Die Unterschiede der Rhytmizitatsscores Sc zwischen Patienten mit schwerer und ohne

schwere Immunparalyse ergaben keine statistisch signifikanten Unterschiede (Tabelle 2).
Die Gene ARNTL2, CSNK1E und NFIL3 konnten nicht analysiert werden, da sie nicht in

beiden Patientengruppen mindestens einmal

klassifiziert wurden.

Tabelle 3: Rhythmizitatsscores Sg aller Patienten pro Gen

rhythmisch oder arrhythmisch

Gen Rhythmizitatsscore | Rhythmizititsscore @ Rhythmizititsscore | Asymptotische
Sc aller Patienten Sc bei Patienten Sc bei Patienten mit | Signifikanz (2-
(n=14) ohne schwere schwerer seitig), p-Wert
Immunparalyse Immunparalyse
(n=9) (n=5)
ARNTL 0,00 0,11 -0,20 0,317
ARNTL2 0,14 0,22 0,00 -
BHLHE40 0,21 0,22 0,20 1,00
CIPC 0,07 0,11 0,00 1,00
CLOCK -0,14 0,00 -0,40 0,317
CRY1 0,36 0,33 0,40 1,00
CRY2 0,14 0,33 -0,20 0,114
CSNK1D 0,00 0,11 -0,20 0,317
CSNK1E 0,14 0,22 0,00 -
DBP 0,14 0,11 0,20 1,00
NFIL3 0,07 0,00 0,20 -
NR1D1 0,21 0,22 0,20 0,317
NR1D2 0,29 0,22 0,40 1,00
PER1 0,00 0,11 -0,20 0,317
PER2 0,14 0,22 0,00 0,317
Summe Sc - 2,56 0,4 0,034

(markiert: Gene mit den héchsten bzw. niedrigsten Rhythmizitatsscores Sg; Unterschiede zwischen

Patienten mit schwerer und ohne schwere Immunparalyse getestet mittels Mann-Whitney-U-Test)
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3.5 Zusammenhang zwischen Temperatur und Rhythmik

In Abbildung 12 sind die Korperkerntemperaturverlaufe der einzelnen Patienten Uber den
24-stindigen Verlauf der Probenentnahmen aufgetragen. Im Median betrug die
Korperkerntemperatur 37,5 °C [36,4-37,9] mit einer Amplitude Uber 24 Stunden von
1,2 °C [0,9-1,6] (Tabelle 1). Bei sechs Patienten betrug die Kdrperkerntemperatur
= 38,0 °C far mindestens zwei Stunden. Die Unterschiede der
Kdrperkerntemperaturmediane sowie deren Amplitude zwischen Patienten mit schwerer
und ohne schwere Immunparalyse zeigten keinen statistisch signifikanten Unterschied
(Tabelle 1).

Visuell waren keine Rhythmen im Verlauf der Korperkerntemperatur aller Patienten
erkennbar. Zwischen Patienten mit schwerer und ohne schwere Immunparalyse sind

keine relevanten Unterschiede erkennbar.
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Abbildung 12: Kdrperkerntemperatur der Patienten (Zeitraum von 24 Stunden ab 8 Uhr, 32h entspricht
8 Uhr des Folgetages; Unterbrechungen im Kurvenverlauf entsprechen fehlenden Messwerten;
rote Umrandung: Patienten mit schwerer Immunparalyse; ohne Umrandung: Patienten ohne schwere

Immunparalyse)
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4. Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse

Die Primarhypothese, dass bei Patienten mit septischen Schock und mit verminderter
mHLA-DR-Expression die zirkadiane Rhythmik aufgehoben ist, wurde bestatigt. Die
Summe der Rhythmizitatsscores einzelner Gene Sg zeigte zwischen Patienten mit
schwerer und ohne schwere Immunparalyse einen signifikanten Unterschied. Bei
Patienten ohne schwere Immunparalyse zeigten CRY7 und CRY2 die rhythmischste
Expression und kein Gen wurde als arrhythmisch klassifiziert. Bei schwer
immunparalysierten Patienten hingegen wurden vor allem CRY1 und NR1D2 rhythmisch
und CLOCK arrhythmisch exprimiert. Die einzelnen Gene im direkten Vergleich zeigten
keine signifikanten Unterschiede.

76,12 % der gemessenen Gene konnten weder als rhythmisch noch arrhythmisch
klassifiziert werden und der Rhythmizitatsscore Sp lag bei 0,09, was fur keine
nachweisbare Rhythmik spricht. Zwischen Patienten mit schwerer und ohne schwere
Immunparalyse gab es diesbezlglich keinen statistisch signifikanten Unterschied.
Ebenso konnte keine Korrelation zwischen absolutem mHLA-DR-Wert und
Rhythmizitatsscore Sp nachgewiesen werden.

Es gab keinen signifikanten Unterschied bezuglich der Korperkerntemperatur und deren
Amplituden. Ein typischer zirkadianer Verlauf der Korperkerntemperatur konnte nicht

nachgewiesen werden.

4.2 Zirkadiane Rhythmik und mHLA-DR

Nach aktuellem Stand ist dies die erste Arbeit, in der sowohl die zirkadiane Rhythmik als
auch die Expression von mHLA-DR bei Sepsispatienten untersucht wurde. In der
Literatur werden zahlreiche Zusammenhange von mHLA-DR-Expression und anderen
klinischen Parametern in septischen Patienten beschrieben.

Der Einfluss von Clock Genes auf die mHLA-DR-Expression wurde bisher nicht
untersucht. Deshalb soll zunachst die zirkadiane Rhythmik von Monozyten beleuchtet
werden. Ackermann et al. haben herausgefunden, dass in gesunden mannlichen
Probanden Blutzellen einem taglichen Rhythmus unterliegen (79). Monozyten zeigen
dabei nachts ihre hdchste Konzentration im Blut, haben jedoch von allen ausgewerteten
Zelltypen die geringste Amplitude und den am wenigsten robusten Rhythmus (79). Die

Arbeitsgruppe von Coiffard et al. untersuchte die zirkadiane Rhythmik und das Auftreten
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von Sepsis in Traumapatienten (67). Zusatzlich wurden verschiedene Blutzellen
untersucht. Der Midline Estimating Statistic of Rhythm (Mesor) von Monozyten war in
Patienten mit Sepsis signifikant hoher als in nicht-septischen Patienten, die Amplitude
war jedoch vergleichbar (67). Demnach ist die Blutkonzentration von Monozyten nachts
am hochsten und bei Patienten mit Sepsis hdher als bei nicht-septischen Patienten. In
der hier vorliegenden Studie wurden die mHLA-DR-Werte zu unterschiedlichen
Zeitpunkten und nur einmalig gemessen, sodass wir solch eine Tendenz nicht
beschreiben konnten.

Die Arbeitsgruppe von Nguyen et al. befasste sich mit der Fragestellung, ob Monozyten
eine diurnale Variation der Clock Genes-Expression aufweisen. Es konnte in Monozyten
von Mausen mit einem 12-stiindigen Tag-Nacht-Rhythmus eine ausgepragte Oszillation
von BMAL1 nachgewiesen werden (80). Zusatzlich wurde die Konzentration von
Monozyten im Tagesverlauf in verschiedenen Geweben der Mause untersucht. Es wurde
im Tagesverlauf eine zweifache Differenz zwischen der niedrigsten und hdchsten
Konzentration in Milz und Blut im Vergleich zum Knochenmark gezeigt, was fir eine
ausgepragte zirkadiane Varianz spricht (80). Um den Einfluss von BMAL1 auf die
Monozyten-Oszillation zu untersuchen, wurden myeloidspezifische BMAL 7-Knockout-
Mause herangezogen. Die zirkadiane Rhythmik von Monozyten, nachgewiesen in Milz,
Knochenmark und Blut war im Vergleich zum normalen Rhythmus signifikant aufgehoben
(80). Diese Ergebnisse zeigen, dass BMAL1 die rhythmische Oszillation von Monozyten
im Blut steuert. In unserem Patientenkollektiv zeigte BMAL1 keine Rhythmik. Auch ein
signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit schwerer und ohne schwere
Immunparalyse konnte nicht nachgewiesen werden. In den absoluten Zahlen lasst sich
aber bei Patienten mit schwerer Immunparalyse eine Tendenz zur BMAL1-Arrhythmik
erkennen. Hier kdnnen Studien mit groRerer Patientenzahl Aufschluss darlber bringen,
ob eine aufgehobene BMAL7-Rhythmik mit verminderter mHLA-DR-Expression
einhergeht.

Clock Genes steuern die Konzentration von Monozyten im Blut, sodass sich die Frage
stellt, inwiefern auch die Expression von mHLA-DR auf der Zelloberflache einem
taglichen Rhythmus unterliegt und ob dieser durch eine Infektion verandert werden kann.
Zu diesem Thema sind bisher keine Studien veroéffentlicht worden, sodass unsere Studie
einen ersten Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen monozytarer
HLA-DR-Expression mit einhergehender Immunsuppression und einer unterbrochenen

zirkadianen Rhythmik gibt. Weitere Studien zu dieser Thematik sind erforderlich.
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4.3 Clock Genes und das Immunsystem

Es ist in zahlreichen Studien nachgewiesen worden, dass eine zirkadiane Rhythmik in
den verschiedenen Komponenten des Immunsystems vorliegt. Zudem wird vermutet,
dass der SCN, als Hauptzeitgeber, Einfluss auf die Oszillation von Lymphozyten- und
Zytokinmenge sowie auf die Antigenprasentation nimmt (81). Einige Immunzellen wie
Monozyten oder T- und B-Lymphozyten, und Zytokine wie TNF-a zeigen eine Variation
der Expressionsrate im Tagesverlauf mit einem Peak in der Nacht (35,79,82). Cortisol ist
dabei der Mediator des SCN, da eine Veranderung der Cortisolkonzentration im Blut zu
einer Unterbrechung des Rhythmus von T-Lymphozyten fuhrt (80).

Acuna-Castroviejo et al. beschreiben Hinweise darauf, dass das angeborene
Immunsystem von Clock Genes kontrolliert wird (82). BMAL1 erscheint als zentraler
Mediator, da es unter anderem die NFkB-abhangige Immunantwort reduziert und die
Expression von proinflammatorischen Molekulen und Zytokinen vermindert (82). Es dient
unter Normalbedingungen als antiinflammatorische Komponente des angeborenen
Immunsystems und reduziert die Uberschiel’ende Immunantwort einer Sepsis (43,82).
Dies wird von den Ergebnissen der Arbeitsgruppe um Deng et al. gestiutzt (65). Sie
konnten nachweisen, dass bei BMAL7-Knock-out-Mausen die Produktion des
Immuncheckpoint-Proteins PD-L1  vermindert ist, was zu einer erhohten
Sepsissterblichkeit fuhrt (65). Aulerdem fuhrt eine nicht-letale Dosis Listeria
monocytogenes bei Wildtyp-Mausen zu einer hdheren Sterblichkeit als bei BMAL1-
Knockout-Mausen (80). Demnach agiert BMAL1 als antiinflammatorisches Molekul in
Monozyten und seine Abwesenheit kann zu schweren Entzindungen und Sepsis fuhren.
Wir konnten keine erhohte BMAL7-Expression bei Patienten mit schwerer
Immunparalyse nachweisen. Ebenso gibt es keinen signifikanten Unterschied in der
Anzahl verstorbener Patienten. Ursachlich daflr kann sein, dass Patienten mit jeweils
sehr niedriger mHLA-DR-Expression im immunsupprimierten und -paralysierten Bereich
verglichen wurden. Im Unterschied zu den zitierten Studien fehlt eine
immunkompetentere Vergleichsgruppe. Aktuell sind sich Wissenschaftler nicht einig
darUber, ob die proinflammatorische und antiinflammatorische Phase der Sepsis
aufeinander folgen oder zeitgleich stattfinden. Unklar ist insofern, ob eine
BMAL1-Erhdhung im Sinne der Antiinflammation am Tag unserer Messungen zu
erwarten ist. Da die Probenentnahmen 2zu unterschiedlichen Zeitpunkten im
Krankheitsverlauf stattgefunden haben, kann hier kein interindividueller Vergleich

durchgefuhrt werden. Weitere Studien mit groReren Patientenpopulationen und
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synchronisierten Messzeitpunkten mussen Aufschluss dariber geben, ob in
immunkompetenten  Patienten mit  septischem  Schock eine  geringere

BMAL-1-Expression nachweisbar ist.

CLOCK weist im Gegensatz zu BMAL1 keine signifikante Oszillation in Makrophagen im
Tagesverlauf auf (35). Spengler et al. zeigten jedoch, dass die tageszeitabhangige
Sepsissterblichkeit mit der Aktivierung des NFkB-Komplexes korreliert, dessen Aktivitat
durch erhdhte CLOCK-Expression gesteigert wird (83). In einem Tierexperiment von
Bellet et al. wurde die Zytokinantwort auf eine LPS-Injektion untersucht (64). Bei
Makrophagen aus dem Knochenmark von CLOCK’-Knock-out-Mausen war die
Zytokinkonzentration signifikant geringer im Vergleich zum Wildtyp (64). Demnach hat
CLOCK vor allem eine proinflammatorische Wirkung.

In unserer Studie konnten wir keinen signifikanten Unterschied in der CLOCK-Expression
zwischen Patienten mit schwerer und ohne schwere Immunparalyse feststellen. Jedoch
sind die absoluten Rhythmizitatsscores S von CLOCK bei Patienten mit schwerer
Immunparalyse niedriger und weisen auf eine Tendenz zur Arrhythmik hin, was sich in
die Erkenntnisse zur proinflammatorischen Wirkung von CLOCK einfugt. Auch hier
sollten weitere Studien mit grolRerer Patientenzahl und mit abgestimmten
Messzeitpunkten im Sepsisverlauf durchgefuhrt werden, um einen Einfluss von
verminderter CLOCK-Expression auf eine verminderte mHLA-DR-Expression

nachzuweisen.

Die beiden anderen Hauptkomponenten der zirkadianen Uhr sind PER und CRY. Einige
Studien konnten proinflammatorische Effekte von PER2 zeigen (84—86). Bei einer Sepsis
sind die Zytokine IFNy und IL-1B bei PER2-Verminderung signifikant vermindert (85,87).
Aullerdem bindet PER2 den CLOCK/BMAL1-Komplex und reduziert somit dessen
antiinflammatorische Wirkung (84).

Die Cryptochrome CRY1 und CRY2 sowie PER2 dienen als Inhibitoren des
CLOCK/BMAL1-Komplexes. Es konnte nachgewiesen werden, dass ein Mangel an
CRY1 und CRY2 zu einer erhdhten Produktion von unter anderem TNF-o und IL-6 fUhrt,
was eine proinflammatorische Antwort fordert (82,84). Ebenso unterdriickt CRY1 indirekt
die NFkB-Phosphorylierung und Transkriptionsaktivitat (88). Somit dienen CRY1 und
CRY2 der Antiinflammation.
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Bei Patienten mit schwerer Immunparalyse konnten wir keine signifikant verminderte
PER1- oder PER2-Expression im Vergleich zu Patienten ohne schwere Immunparalyse
zeigen. Ebenso konnte keine signifikant erhdhte Expression von CRY7 oder CRY?2 bei
Patienten mit schwerer Immunsuppression nachgewiesen werden. Im Gegenteil ist der
absolute Rhythmizitatsscore Sg von CRY2 bei Patienten mit schwerer Immunparalyse
niedriger, was fur eine arrhythmische Expression von antiinflammatorischem CRY?2
spricht. Diese Beobachtung koénnte, wie bereits erlautert, an den Messpunkten zu

unterschiedlichen Zeitpunkten der Krankheitsverlaufe liegen.

Clock Genes haben einen Einfluss auf das Immunsystem. Es gibt deutliche Hinweise
darauf, dass andere Komponenten des Immunsystems die zirkadiane Rhythmik
verandern. Okada et al. untersuchten in einer Studie die Auswirkungen von LPS-Gabe
auf die Expression von Clock Gene-mRNA im SCN von Ratten (89). LPS supprimierte
signifikant die Menge an exprimiertem PERZ2 und DBP (89). Die Arbeitsgruppe von
Haimovich et al. fhrte ein ahnliches Experiment an gesunden Menschen durch (90). Sie
injizierten den Probanden Endotoxin und mafien die Expression verschiedener Clock
Genes im Vergleich zu einer Placebogruppe. Die gemessenen Clock Genes CLOCK,
CRY1-2, PER1-3, CSNK1E, Rora und Rev-erb waren um 80-90 % vermindert mit dem
niedrigsten Messwert 3—6 Stunden nach Injektion (90). PER1 und PERZ2 hatten den
niedrigsten Messwert nach 13—-17 Stunden (90). Die Expression der Clock Genes war bis
zu 17 Stunden nach Injektion vermindert (90). Cavadini et al. suchten nach einer
Erklarung fur diese Phanomene und konnten nachweisen, dass TNF-a und IL-13 die
Fahigkeit von CLOCK/BMAL1 inhibieren, Enhancer-Box-abhangige Gene in Leber und
SCN zu aktivieren (91). AulRerdem interagiert eine NFkB-Untereinheit direkt mit BMAL1
und inhibiert somit das Clock Gene DBP (92).

Von der Annahme ausgehend, dass bei Patienten mit stark verminderter
mHLA-DR-Expression die antiinflammatorischen Komponenten des Immunsystems zum
Zeitpunkt unserer Messungen Uberwiegen, mussten den obigen Erkenntnissen nach die
Clock Genes bei Patienten mit schwerer Immunparalyse entsprechend wieder
rhythmischer exprimiert sein. Bisher gibt es keine Studien, die solch einen
Zusammenhang zeigen konnten. Wir konnten keinen signifikanten Unterschied in den
Rhythmizitatsscores aller Clock Genes zwischen Patienten mit schwerer und ohne
schwere Immunparalyse nachweisen. Im Gegenteil sind die Clock Genes bei Patienten

mit schwerer Immunparalyse eher arrhythmischer exprimiert. Zusammenhange von
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verminderter mHLA-DR-Expression und rhythmischer Expression von Clock Genes muss
in Studien mit grofReren Patientenpopulation untersucht werden.

Es konnte nachgewiesen werden, dass das Auslosen einer Immunantwort zu einer
starken Veranderung unserer zirkadianen Rhythmik fuhrt. Ob die Einflisse von
Immunsystem und zirkadianer Rhythmik gerichtet sind und inwiefern sie sich Uberlappen,

bleibt Gegenstand kunftiger Forschung.

4.4 Zirkadiane Rhythmik und Sepsis

Neben den experimentellen Studien zum Einfluss von Endotoxinen und LPS auf die
zirkadiane Rhythmik wurden in den letzten Jahren einige klinische Studien zu dieser
Fragestellung durchgefuhrt (67—69).

Acuna-Fernandez et al. untersuchten bei gesunden Probanden sowie septischen und
nicht-septischen Intensivpatienten die Expression von Clock Genes und die Menge an
ausgeschutteten pro- und antiinflammatorischen Zytokinen an vier Messzeitpunkten (68).
Gezeigt wurde, dass der zirkadiane Rhythmus von BMAL1 bei Sepsispatienten
aufgehoben war und es keinen erkennbaren Rhythmus bei CLOCK gab. AulRerdem
wurden deutlich erhdhte Mengen an pro- und antiinflammatorischen Zytokinen bei
Patienten mit Sepsis gemessen. Es wurde gefolgert, dass eine Inflammation Clock
Genes unterdruckt, was eine systemische Infektion begulnstigt (68). Die auferen
Umstande einer Intensivstation erscheinen nicht verantwortlich fur die veranderte
Genexpression, da in nicht-septischen Intensivpatienten rhythmische Clock Genes
nachgewiesen wurden (68). Die Arbeitsgruppe von Coiffard et al. untersuchte die
zirkadiane Rhythmik und das Auftreten von Sepsis bei Traumapatienten (67). Bei 38
Patienten, von denen 13 im Verlauf eine Sepsis entwickelten, wurden Uber 24 Stunden
hinweg alle vier Stunden Blutproben zur Messung der Clock Gene Expression
entnommen, sowohl am Tag nach Aufnahme auf die Intensivstation als auch vier Tage
danach. Es konnte kein Unterschied der Expressionsmuster von BMAL1 zwischen
septischen und nicht-septischen Patienten dargestellt werden. PER2 und PER3 waren
herunterreguliert. Dass Clock Genes bei Intensivpatienten vermindert exprimiert werden
und somit die zirkadiane Rhythmik gestort wird, ist hinreichend untersucht (93-96). Dies
konnten Diaz et al. nochmals fur elf Patienten mit Subarachnoidalblutung oder
intrazerebraler Blutung nachweisen (69). CLOCK war nach einer Woche

intensivmedizinischen Aufenthalts vermindert exprimiert (69).

45 von 62



Diese Arbeiten zeigten ein inhomogenes Bild bezuglich aufgehobener zirkadianer
Rhythmik bei Intensivpatienten. In der Regel sind jedoch positive Regulatoren wie
CLOCK und BMAL1 herunterreguliert, und Proteine des negativen Feedbackloops
werden weiterhin rhythmisch exprimiert. Dies konnte in unserer Analyse ebenfalls sowohl
bei Patienten mit schwerer als auch ohne schwere Immunparalyse dargestellt werden.

Papaioannou et al. formulierten die Hypothese, dass nicht nur die Umgebung einer
Intensivstation sondern auch intensivmedizinische Behandlungen zur Disruption
zirkadianer Rhythmik fuhren kénnen (81). So scheint diese unter anderem von
Katecholaminen und Sedierung sowie maschineller Beatmung beeinflusst zu sein
(81,96,97). AuRerdem beeinflusst Noradrenalin die Immunantwort negativ bei Patienten
mit septischem Schock (98). Gerade auch bei Patienten mit septischem Schock, die eine
intensivierte Vasopressortherapie, maschinelle Beatmung inklusive Sedierung und
weitere intensivmedizinische Malnahmen bendtigen, sollten diese Einflisse nicht
unbeachtet gelassen werden. Jedoch sind weitere Studien notwendig, um einen sicheren
Zusammenhang feststellen zu konnen. In unserer Studie wurden alle Patienten
maschinell beatmet mit Bedarf an hohen Noradrenalindosen, sodass hier kein Nachweis

einer Korrelation mit veranderter zirkadianer Rhythmik moglich war.

4.5 Einfluss von mHLA-DR auf die Kérperkerntemperatur

Die Kdrpertemperatur unterliegt einem strengen zirkadianen Rhythmus gesteuert durch
den Zeitgeber im SCN sowie durch interne und externe Reize. Die normale
Kdrperkerntemperatur liegt bei 37 °C variierend um 0,5—-1 °C mit dem tiefsten Wert in den
frihen Morgenstunden und dem hochsten am spaten Nachmittag (71,99). Es wurde
gezeigt, dass die Temperatur als Marker fur die zirkadiane Rhythmik dienen kann
(70,100). Gazendam et al. untersuchten Temperaturrhythmen von Patienten auf der
Intensivstation und stellten fest, dass zwar eine Rhythmik vorhanden, diese jedoch im
Vergleich zu Gesunden stark verandert war (100). In die Studie wurden keine Patienten
mit Fieber aufgenommen. Jedoch haben etwa 90 % aller Patienten mit Sepsis Fieber,
also eine Korperkerntemperatur von = 38,0 °C (101-103). Bisher gibt es wenige Studien
zur Temperaturrhythmik in Sepsispatienten. Papaioannou et al. zeigten, dass eine
héhere  Temperaturrhythmizitdt bei Intensivpatienten mit einem  milderen
Krankheitsverlauf und einem besseren klinischen Outcome assoziiert ist (70). Patienten
mit schweren Sepsisverlaufen hatten eine geringere Rhythmizitat in der

Korperkerntemperatur (70). Zudem ist Hypothermie mit einer erhdhten Letalitat
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assoziiert (75). Culver et al. untersuchten die Temperaturverlaufe von kritisch kranken
Traumapatienten. Im Median lagen der Mesor bei 37,5 °C, die Amplitude bei 0,35 °C und
die Periode bei 24 Stunden (71). Nur 29 % der Patienten zeigten eine Periode von 22—
26 Stunden, wahrend 30 % der Patienten eine Periode von 48 Stunden oder langer
aufwiesen (71). Ein Mesor unter 36,9 °C und eine Amplitude > 0,6 °C galten als
Risikofaktoren fur Letalitat (71).

Die beschriebenen Studien konnten nachweisen, dass die Rhythmik der
Kdrperkerntemperatur durch Trauma und Sepsis eingeschrankt werden kann. Hohe
Amplituden im Tagesverlauf und geringere Durchschnittstemperaturen sind mit einem
schlechteren Outcome assoziiert. In unserer Studie wurde im Median eine
Korperkerntemperatur von 37,5 °C und eine Amplitude von 1,2 °C gemessen. Die
Definition von Amplitude unterschied sich jedoch von obigen Studien, sodass diese Werte
nicht vergleichbar sind. Temperaturrhythmen waren aufgrund der geringen
Beobachtungsdauer von 24 Stunden nicht kalkulierbar. Korrelationen zur Letalitat waren
aufgrund der geringen Grole der Studienpopulation nicht zu berechnen. Die visuelle
Beurteilung der Temperaturkurven legen nahe, dass weder Sterblichkeit noch schwere

Immunparalyse einen Einfluss auf den Verlauf der Kérperkerntemperatur haben.

4.6 Limitationen

Mit 14 Patienten war die Fallzahl der Studie gering und mHLA-DR wurde im Rahmen der
klinischen Routine erhoben, was zum Fehlen von drei Messwerten fuhrte. Die
vorhandenen Messwerte wurden jedoch zeitnah zur Messung der Clock Genes erhoben.
Durch den Messzeitraum von sieben Messzeitpunkten Uber 24 Stunden war die
Aussagekraft zur Rhythmik in der Genexpression begrenzt, jedoch gelten
Beobachtungszeitraume von 24 Stunden allgemeinhin als ausreichend (73,77,81,105).
Bei teilweise unterbrochenen oder veranderten Rhythmen sind langere Zeitraume
erforderlich, um eine etwaige Arrhythmik nachzuweisen. Dies gilt auch fir den Nachweis
einer Rhythmik der Temperaturverlaufe.

Ein gerichteter Zusammenhang von Sepsis und abgeschwachter Rhythmik der
Genexpression lasst sich ohne weiterflhrende Studien mit angemessenen
Vergleichsgruppen nicht darstellen. Ebenso kann ein Zusammenhang sekundarer
Outcomeparameter mit der zirkadianen Rhythmik ohne den Vergleich mit anderen
Patienten auf der Intensivstation nicht beurteilt werden. Die Messung der monozytaren

HLA-DR-Expression erfolgte punktuell und nicht parallel zu denen der Clock Genes, was
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die Aussagekraft erhdht hatte. Die eingeschlossenen Patienten hatten einen Infektfokus
sowie einen Noradrenalinbedarf von > 0,3 ug/kg/min fir mindestens zwei Stunden, was
der Definition des septischen Schocks nach ACCP-Leitlinie entspricht (5). Die aktuellen
Leitlinien geben zusatzlich eine Hyperlaktatamie von > 2 mmol/l vor, was die

Vergleichbarkeit mit daran orientierten Studien erschwert.

4.7 Perspektiven

Mit der vorliegenden Arbeit wurde erstmals der Zusammenhang von zirkadianer
Rhythmik und Immunsuppression im Sinne der mHLA-DR-Expression bei Patienten mit
septischem Schock untersucht. Etliche ahnliche Studienansatze zeigen das grofRe
Interesse daran, den Zusammenhang von Sepsis und der Expression von Clock Genes
sowie deren Einfluss auf das Immunsystem zu verstehen. GroRe Ubersichtsarbeiten
beschreiben zukunftsweisende Ansatze zur Verbesserung des Outcomes von
Sepsispatienten. Dabei zielt die Aufrechterhaltung des Tag-Nacht-Rhythmus auf
Intensivstationen nicht nur auf die Vermeidung des Delirs ab, sondern soll sich auch
positiv auf das Immunsystem auswirken (106). Zusatzlich ist es dringend erforderlich,
Erkenntnisse Uber die immunopathologischen Vorgange wahrend einer Sepsis besser zu
verstehen und welche intrinsischen und extrinsischen Faktoren sich darauf auswirken
konnen (25). Beides dient sowohl der Entwicklung neuer diagnostischer Verfahren und
therapeutischer Ansatze als auch der Individualisierung bisheriger

Behandlungsstrategien.
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