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Abstrakt (deutsch)

Humane Chitotriosidase 1 (Chit1) ist ein hochkonserviertes Enzym, das Chitin
hydrolysieren kann und dessen physiologische Funktion im Menschen bislang nicht
bekannt ist. Ein funktioneller Zusammenhang mit dem angeborenen Immunsystem gilt
als naheliegend. Ziel dieser Studie war es, zu zeigen, ob bei schwerstkranken Intensiv-
Patienten ein alternierter Krankheitsverlauf auftritt, falls ein Chit 1-Polymorphismus zur
Aktivitatsreduktion oder sogar Inaktivierung des codierten Enzyms fuhrt.

Methodik: prospektive, kontrollierte, nicht interventionelle, klinische Observationsstudie
auf 5 anasthesiologischen Intensivstationen der Charité - Universitatsmedizin Berlin. In
zwei Beobachtungszeitraumen (02-05/2007, 09-11/2008) wurden 200 Patienten mit
hoher Krankheitsschwere (SAPS Il 2 65) eingeschlossen und deren intensivstationarer
Krankheitsverlauf taglich dokumentiert. Nach Abschluss der Beobachtung wurde die
Kohorte bezlglich einer Chit 1-Mutation genotypisiert und in Trager und Nicht-Trager
des Chit 1-inaktivierenden Polymorphismus unterteilt. Primarer Endpunkt war der
Verlauf der Krankheitsschwere anhand von validierten Scores (SAPS Il, SOFA, TISS-
28). Sekundar wurden Infektionen und Erregernachweise, die Inzidenz von SIRS und
Sepsis und Parameter der Behandlungsqualitat verglichen. Die Untersuchung erfolgte
mit Zustimmung der Ethikkommission der Charité - Universitatsmedizin Berlin zur
Studie EA1/117/06. Ein positives Datenschutzvotum wurde erteilt.

Ergebnisse: Es wurden 129 Nichttrager und 71 hetero- bzw. homozygote Trager des
Chit 1-Polymorphismus in die Studie eingeschlossen. Basischarakteristika und
Vorerkrankungen waren homogen verteilt. Am Aufnahmetag unterschieden sich die
Werte des Krankheitsschwerescores SAPS Il; zwischen beiden Gruppen nicht
signifikant [Median 53 vs 55, p = 0,178], dagegen bestand eine signifikant geringere
Krankheitsschwere fur die Trager der Mutation beim SOFA; [Median 8 vs. 7, p = 0,004]
und TISS - 281 [Median 44 vs 38, p = 0,008]. Im Verlauf zeigten sich bei SAPS Il, SOFA
und TISS-28 signifikante Unterschiede der Krankheitsschwere [p = 0,04749,
p =0,01361, p=0,04889]: Wahrend bei Patienten mit intakter Enzymfunktion die
Krankheitsschwere sukzessive abnahm, stagnierte bei Mutationstragern die hohe
Krankheitsschwere. Auftreten und Dynamik von SIRS, Sepsis, Behandlungsdauer und
Mortalitat zeigten keinerlei signifikante Unterschiede. Die Suszeptibilitat fur gram-

negative Erreger zeigte eine Tendenz zulasten der Trager der Mutation.



Schlussfolgerung: Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen im Vergleich zwischen beiden
untersuchten Populationen einen signifikanten Unterschied 2zu Lasten der
Mutationstrager bezulglich der Krankheitsschwere im Verlauf anhand der Scores SAPS
[I, SOFA und TISS-28. Kein statistisch signifikanter Unterschied war darstellbar bei
Basischarakteristika, Infektionsverteilung, Erregern, dem Vorkommen bzw. der Dynamik
im Auftreten von SIRS bzw. Sepsis, der intensivstationaren Behandlungsdauer und der
Mortalitat.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in dieser Untersuchung ein Polymorphismus
der Chit1 einen Einfluss auf die Krankheitsschwere hatte, nicht jedoch auf den

Behandlungsverlauf. Ein ursachlicher Zusammenhang konnte nicht gefunden werden.



Abstract (English)

Human Chitotriosidase 1 (Chit 1) is a chitinolytic enzyme whose physiological function
in humans is widely unknown. A relation to the congenital immunosystem is assumed.
Purpose of this study was to detect, whether critically ill patients’ course of disease in
intensive care was altered, if a polymorphism of Chit 1 was reducing or inactivating this
enzyme’s activity.

Methodology: Prospective, controlled, non interventional, clinical, observational trial
involving 5 anesthesiological Intensive Care Units (ICU) of the Department of
Anesthesiology and Intensive Care Medicine, Charité - University Medicine Berlin.

200 critically ill patients (SAPS Il 265) were selected (02-05/2007, 09-11/2008). Their
course of disease was studied daily. After collecting this data the cohort was genotyped
concerning a mutation in Chit 1-gene and divided into carriers and non-carriers of this
inactivating polymorphism. Primary endpoint was the course of disease and its severity
measured by validated scores (SAPS Il, SOFA, TISS-28). Secondary infections and
correlation with causative organisms were inspected. This study was approved by the
Ethical Committee of Charité - University Medicine Berlin with study EA1/117/06. A vote
of data privacy protection has been issued.

Results: 129 non-carriers and 71 hetero-/homozygote carriers of a Chit 1-polymorphism
were accepted. Basic characteristics and comorbidities were distributed
homogeneously. On the day of admission no significant difference between groups was
seen concerning SAPS lli-values [median 53 vs. 55, p = 0,178], but SOFA; [median
8vs.7, p=0,004] and TISS-284 [median 44 vs. 38, p = 0,008] showed significantly
lower values for carriers of the Polymorphism.

In contrast during ICU-stay SAPS Il, SOFA and TISS-28 showed a significant difference
concerning the severity of disease [p = 0,04749, p = 0,01361, p = 0,04889]: while in
non-carriers severity of disease gradually decreased, this stayed on high levels in
carriers of the polymorphism.

Incidence and dynamics of SIRS and sepsis, duration of stay and mortality showed no
significant difference. Concerning susceptibility for gram-negative organisms a tendency
to be at risk was seen for carriers of the mutation.

Conclusion: The results of this trial showed a significant difference concerning severity

of disease during ICU-stay with a disadvantage for carriers of the Chit 1-polymorphism.



No statistically significant difference could be proved concerning basic characteristics,
infections, causative organisms, incidence and dynamics of SIRS or sepsis, duration of
stay and mortality.

In short: in this trial a polymorphism of Chit 1 did influence the severity of disease but
not the course of stay. A causative relation could not be detected.



1. Einleitung

Die vorliegende Untersuchung beschaftigt sich damit, ob bei schwerstkranken Patienten
unter intensivstationarer Behandlung ein alternierter Krankheitsverlauf auftritt, falls ein
Polymorphismus am humanen Chitotriosidase 1-Gen zur Aktivitatsreduktion oder sogar
Inaktivierung des betreffenden Enzyms fuhrt. Diese Defizienz tritt homozygot bei ca.
6%, heterozygot bei ca. 40% der kaukasischen Bevdlkerung auf, ohne dass es im Alltag
zu klinischen Auffalligkeiten kommt'. Die Chitotriosidase 1 gehért zur Familie der
Chitinasen; diese sind in der Lage, Chitin zu hydrolysieren.

Die Sekretion der Chitotriosidase 1 (Chit 1) findet in Phagozyten, speziell in
Makrophagen und Neutrophilen, statt. Gleichzeitig lasst sich im Plasma im Zuge
chronischer oder akuter Aktivierung von Makrophagen eine erhdohte Enzymaktivitat

messen, sodass ein Zusammenhang mit dem angeborenen Immunsystem naheliegt.
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1.1. Chitinasen

Chitinasen sind genetisch hochkonservierte Enzyme, die in
einer gro3en Reihe von Spezies vorkommen, unter anderem
in Bakterien, Pilzen, Nematoden, Pflanzen, Insekten und
Vertebraten ° ©.

Chitotriosidase 1 (Chit 1) ist eines der beiden bekannten

humanen Analoga, als deren naturliches Substrat Chitin gilt.

Im Menschen ist keine systemeigene Chitin-Produktion

Abb. 1: kristalline Struktur  bekannt ”.
der Chitotriosidase 1 * o o

Chitotriosidase 1 (s. Abb. 1) existiert in 2 Formen: als 50-kDa
und als 39-kDa Protein, welches aus ersterem durch proteolytische Prozesse in den
Lysosomen von Phagozyten entsteht und dort gespeichert wird. In der Zirkulation ist nur
die 50-kDa-Form prasent®. Das 50-kDa Protein enthalt eine C-terminale Chitin-
Bindungsdomane, eine Hinge-Region und die 39 kDa N-terminale Domane, an der sich

die Hydrolaseaktivitat befindet ° '°.

1.2. Chitin

Chitin selbst ist ein vielfach natiurlich vorkommendes, farbloses, wasserunlosliches
Polysaccharid, bestehend aus einer Kette von f (1—4)-verbundenen
Zuckeruntereinheiten (N-Acetylglucosaminen, s. Abb. 2). Synthetisiert wird es von einer
grollen Zahl von Organismen, unter anderem als strukturelle Komponente von
Arthropoden inklusive Insekten und Arachnoiden, Krustentieren, niedrigen Wirbellosen
und Einzellern ''. Weiterhin kommt es vor in Pilzen, Plankton, Algen, Parasiten wie
Protozoen und Filarien, aber auch als Barriere gegen die Invasion von Parasiten in

Form einer Schicht, die den Intestinaltrakt eines Wirtes auskleidet 12,

1 1 OH
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nor—Ae o o M IS o
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OH
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Abb. 2: Strukturformel Chitin ? (8 (1—4)-Verbindungen markiert)
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1.3. Bedeutung der humanen Chitotriosidase 1

Im Menschen wird Chitin nicht synthetisiert und die Frage nach der physiologischen
Aufgabe der Chit 1 im Menschen konnte trotz umfangreicher Forschung noch nicht
suffizient beantwortet werden. Da dieses Enzym von aktivierten Phagozyten sezerniert
wird und die Aktivierung durch immunmodulatorische Zytokine, bakterielle
Polysaccharide und chitinhaltige Pathogene beeinflusst wird, scheint eine Rolle im
angeborenen Immunsystem naheliegend ' " 16,

Als Beispiel fur eine mogliche Rolle in der Verteidigung gegen chitinhaltige Pathogene
kann der Nachweis signifikant erhohter Chit 1-Aktivitat im Serum akut an Plasmodium
falciparium-Malaria erkrankter Kinder gesehen werden .

Weitere Krankheiten, bei denen ein erhdhter Plasmaspiegel auffallt, stehen jeweils in
Zusammenhang mit entzindlicher Aktivitat bzw. aktivierten Makrophagen, z. B. bei
Infektionen, Autoimmunkrankheiten wie Sarkoidose und bei Artherosklerose '8 19 20 21 22
23 Die exakte Kausalitit der Aktivierung ist dabei noch nicht geklart.

Daruber hinaus konnten bei zwei neuroinflammativen Erkrankungen, die mit
unphysiologischen Ablagerungen einhergehen (Alzheimer-Krankheit, Multiple Sklerose),
erhdhte Chit 1-Aktivitatsspiegel in Liquor bzw. Serum nachgewiesen werden .
Klinische Relevanz erlangt das humane Enzym durch die Entdeckung, dass der
Plasmaspiegel bei vorliegendem Morbus Gaucher Typ | massiv erhoht ist, abhangig
vom Schweregrad der Erkrankung. Diese Erhohung ist sekundar im Zuge einer
angeborenen Defizienz der Glucocerebrosidase, wodurch es zur Akkumulation von
Glycosylceramid in Lysosomen von Makrophagen kommt, die dadurch chronisch
aktiviert werden. Es finden sich grole Mengen aktivierter, lipiduberladener
Makrophagen in Milz, Leber wund anderen Geweben. Bei suffizienter
Enzymersatztherapie sind die Plasmaspiegel der Chit1 rucklaufig. Eine

bedarfsgerechte Anpassung der Enzymersatztherapie wird dadurch méglich 7 8.

1.4. Mogliche Funktionen

Zur physiologischen Funktion der Chit1 gibt es wenig Wissen. In Studien konnte
gezeigt werden, dass in Anwesenheit von Chit 1 der Aufbau der fungalen Zellwand
beeintrachtigt war 2°. Bei A. fumigatus-Mykose war ein Anstieg der Serum-Chitinase-
Aktivitat nachweisbar 2’ und mit Hilfe rekombinanter Chitotriosidase war in vitro das
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Hyphenwachstum chitinhaltiger Pilze gehindert bzw. in vivo die
Uberlebenswahrscheinlichkeit neutropener Mause mit Mykosen verbesserbar '°.
Erhohte Chitotriosidase-Aktivitat konnte auch in Plasma und Urin von Neonaten mit
schweren Mykosen und bakteriellen Infektionen nachgewiesen wurden ?%. Eine erhéhte
Empfindlichkeit gegenuber Infektionen mit gramnegativen Erregern zeigte sich bei
chemotherapie-belasteten Kindern mit zusatzlich eingeschrankter Chit 1-Aktivitat .
2005 konnte im Mausmodell durch die Injektion von bakteriellen Chitinasen eine
selektive Lyse von Mamma-Karzinom-Zellen in vitro und in vivo erreicht werden. Im

1-jahrigen Follow-up-Intervall blieben diese Mause tumorfrei *°.

1.5. Genetische Codierung der Chitotriosidase 1 und Defizienz

Das Chit 1-Gen ist auf Chromosom 1931-q32 lokalisiert. Es besteht aus 12 Exons und
umfasst etwa 20 kB genomischer DNA 7 2 3,

Im Rahmen der Erforschung der Chit 1 wurde gezeigt, dass aus einer 24 bp-Duplikation
des codierenden Gens in Exon 10 die Aktivierung einer kryptischen mRNA mit einer
Inframe-Deletion von 87 Nucleotiden resultiert. Diese fehlgespleite mRNA codiert ein
Chitotriosidase-Protein, dem 29 Aminosauren fehlen 3 ('s. Abb. 3).

Dies fuhrt in homozygoter Form zur volligen und in heterozygoter Form zur teilweisen
Inaktivierung der enzymatischen Aktivitat > *'. Dabei sind sowohl heterozygote als auch

homozygote Trager dieses Polymorphismus im taglichen Alltag klinisch unauffallig.

24 bp
Exon 9 Exon 10 Exon 11 Exon 12

... AAG GGA CTG GGC GGG GCC ATG GTC ...

48 bp
Exon 9 |: Exon 10 Exon 11 Exon 12

... AAG GGA CTG GGC GGG GCC ATG GTC TAG GGA CTG GGC GGG GCC ATG GTC ...

Abb. 3: Schematische Darstellung der Mutation im Chitotriosidase 1-Gen mit resultierender
reduzierter bis aufgehobener Enzymaktivitat - entsprechend Genotypen Wildtyp (wt/wt),
heterozygoter Trager des Polymorphismus (wt/mt) oder homozygoter Trager (mt/mt) des
Polymorphismus [nach’?].
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1.6. Vorkommen

Die Allelhaufigkeit der beschriebenen Mutation liegt in unterschiedlichen Populationen
und auf verschiedenen Kontinenten mit variablen Frequenzen vor. Das Auftreten einer
Heterozygotie reichte in Studien von 0-2 % in Subsahara Afrika Uber 30-40 % in Mittel-,
Sudeuropa, Nordafrika und Island bis zu 58 % in Taiwan. Auch das Auftreten der
Homozygotie variierte von 0 % in Subsahara Afrika Uber 4 bis 6 % in Mittel-und
Siideuropa, Nordafrika respektive Island und bis zu 30,8 % in Taiwan 32 * 34, Zu den
Ursachen dieser ungleichen Verteilung bestehen bislang nur Hypothesen

1.7. Fragestellung

Ziel dieser Studie war es, herauszufinden, ob sich bei intensivstationar behandelten
Patienten, mit der dort regelhaft auftretenden Infektionsbelastung und stressinduzierten
Immunsupprimierung eine Folge der Aktivititsdefizienz der Chit 1 darstellen lasst *° %,

Frage war auch, welche Folgen ein teilweiser oder volliger Ausfall des Enzyms
Chitotriosidase 1 bei diesen Patienten hatte in Bezug auf die Krankheitsschwere, ob
signifikante Unterschiede bei der Dynamik des Verlaufs von SIRS und Sepsis und ggf.
eine veranderte Suszeptibilitdt gegenuber Erregern von Infektionen zu erkennen war.
Insbesondere bei schwerstkranken Patienten konnte dieser Enzymausfall einen
zusatzlichen Risikofaktor bedeuten, der sich durch DNA-Analyse vorab erkennen lief3e.
Um einen Zusammenhang zwischen einer aktivitatsreduzierten Chit1 und dem
Outcome der untersuchten Patienten zu finden, wurde ein pradefiniertes Spektrum
klinischer Effekte und Laborparameter bei eingeschlossenen Patienten erfasst und

ausgewertet.
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2. Methodik
2.1. Patienten
2.1.1. Erfassungszeitraum und Ort

Die vorliegende Untersuchung erfolgte in zwei Observationszeitraumen: vom 12. 02. —
13.05.2007 und vom 02.09. — 30.11.2008. Durchgefuhrt wurde sie auf funf
Intensivtherapiestationen (ITS) der Charité - Universitatsmedizin Berlin: am Campus
Virchow Klinikum (CVK) wurden Patienten der Stationen 8i, 14i und 1i, am Campus
Charité Mitte (CCM) Patienten der Stationen 101i und 103i eingeschlossen. Alle funf
Stationen gehdren zur Universitatsklinik fur Anasthesiologie mit Schwerpunkt operative
Intensivmedizin der Charité — Universitatsmedizin Berlin, wobei eine der Stationen
(Station 1i) einen deutlichen Schwerpunkt bei neurologischen und neurochirurgischen
Krankheitsbildern hat.

Es handelt sich um eine prospektive, kontrollierte, nicht-interventionelle, klinische
Observationsstudie.

2.1.2. Einwilligung

Die Untersuchung erfolgte mit Zustimmung der Ethikkommission der Charité -
Universitatsmedizin Berlin zur Studie EA1/117/06. Ein positives Datenschutzvotum
wurde erteilt.

Alle Patienten, bzw. deren gesetzliche Betreuer wurden vom Studienarzt oder den
vertretenden Stationsarzten aufgeklart und stimmten der Teilnahme schriftlich zu.

2.1.3. Patientenauswahl

Um einen Zusammenhang zwischen einer aktivitatsreduzierten Chitotriosidase 1 und
dem Outcome der untersuchten Patienten zu finden, wurde eine Kohorte von 200
Individuen eingeschlossen, die eine vorab definierte Krankheitsschwere erreicht hatten
(SAPS Il 265). Deren intensivstationarer Krankheitsverlauf wurde anhand von
Krankheitsschwere-Scores und Parametern, die das Behandlungsergebnis
beschreiben, dokumentiert und qualitativ bewertet.

Eingeschlossen wurden volljahrige Patienten, die innerhalb der Beobachtungszeitraume
auf einer der funf unter 2.1.1. genannten ITS stationar behandelt wurden. Ein
Mindestaufenthalt von 36 h wurde vorgegeben, um Patienten, die im Rahmen ihrer
Grunderkrankung langfristiger intensivpflichtig waren auszusuchen. Patienten, die nach



chirurgischen Eingriffen lediglich kurzfristig Uberwacht werden mussten, wurden
dagegen dadurch ausgeschlossen.

Um schwer erkrankte Studienteilnehmer herauszufinden, sollten die aufgenommenen
Patienten zusatzlich in der Schweregradklassifikation SAPS |l (Simplified Acute
Physiology Score, s. Punkt 2.3.2.) einen Score von Uber 65 erreichen. Minderjahrigkeit,
Schwangerschaft, nicht einwilligungsfahiger Zustand ohne existierende Betreuung oder
die Teilnahme an einer anderen Studie galten als Ausschlusskriterium. Einschlussbaum
s. Abb. 4, Basischarakteristika der Patienten sind im Uberblick in Tab. 4

zusammengefasst.

15

Erfassungszeitraum 1
n =379

Erfassungszeitraum 2
n =363

primares Screening
n=742

Ausschluss: SAPS < 65, minderjahrig,
schwanger, andere Studienteilnahme

Genotypisierung
n =200

Chit 1 Wildtyp Chit 1 Polymorphismus
wt/wt n =129 n=71
wt/mt mt/mt
n =64 n=7

Abb. 4: Einschlussbaum (wt/wt = homozygoter Wildtyp, mt/mt = homozygoter Trager des Chit1-
Polymorphismus, wt/mt = heterozygoter Trager des Chit1-Polymorphismus)
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2.2. Datenerhebung
2.2.1 Uberblick

Das Chitotriosidase 1-Gen der 200 endgultig eingeschlossenen Patienten wurde via
PCR analysiert bezuglich einer inaktivierenden 24 bp-Insertion (s.u.). Dabei wurde die
Gesamtheit geteilt in zwei zu vergleichende Kohorten: Wildtyp (Nichttrager dieses
Polymorphismus) gegenuber hetero- bzw. homozygoten Tragern.

Parallel wurden die individuellen Krankheitsverlaufe in den Untersuchungszeitraumen
dokumentiert und nach Abschluss der Datendokumentation ein eventueller
Zusammenhang mit der genetischen Zugehorigkeit statistisch untersucht.

Diese Observation und Dokumentation der Kohorte erfolgte in den genannten
Zeitraumen (2007 und 2008) taglich prospektiv aus den elektronischen Patientenakten
in den Programmen COPRA und MedVision und den konventionellen Akten der
Patienten. Verlaufsdaten von Uberhangtagen der Aufenthalte, die vor einem der
Beobachtungszeitraume begonnen hatten oder deren Behandlung sich danach weiter
fortsetzte, wurden nachtraglich dokumentiert.

2.2.2. Patientendaten aus COPRA

Das Programm COPRA ist ein Patienten-Daten-Management-System, welches 1993 an
der Universitat Leipzig entwickelt wurde. Beim Einsatz von COPRA werden die
uberwiegende Zahl der Formulare und Patientendaten elektronisch gefuhrt. Daten
werden von medizinischen Geraten (Monitore, Beatmungsgerate etc.) generiert, einem
bestimmten Patienten zugeordnet, und automatisiert in die jeweilige digitale
intensivmedizinische Patientenakte eingepflegt. In Form eines elektronischen
Kurvenblattes werden Anordnungen, Vitalwerte, Laborwerte, Blutgasanalysen,
Medikamentenapplikationen, Infusionstherapiedaten, Bilanzen und durchgefihrte
MaRnahmen dokumentiert. Diese digitalen Patientenakten werden zusatzlich
engmaschig von den Arzten und Pflegekraften im Freitext ergdnzt. Dokumentiert wird
dabei auch mehrmals taglich der klinische Status eines Patienten. Die Frequenz der
Dokumentation geschieht nach einem Standard jeweils 3 x taglich von Arzten und
3 x taglich von Pflegekraften.

Das zur Zeit der Datenerhebung installierte Programm lief in der Version 5.24. %
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2.2.3. Patientendaten aus MedVision

Das Programm MedVision ist eine weitere Form der elektronischen Krankenakte. Bei
Aufnahme in die Charité - Universitatsmedizin Berlin wurden bis 12/2010 fur jeden
Patienten alle relevanten Daten in MedVision dokumentiert. Eine Auswahl der
Funktionen, die zur Verfugung stehen und dokumentiert werden, sind die
Patientenverwaltung (Stationsbuch mit Stammdaten), Formulardruck, medizinische
Textverarbeitung, Dialyseregime und Arztbrieferstellung. Die Krankenakte dokumentiert
Anamnesen, Diagnosen, Befunde aus anderen Fachbereichen (Mikrobiologie, Hygiene,
Chirurgie, Konsile und Laborwerte (per Datenfernubertragung aus den der Charité
angeschlossenen Laboratorien). Bei der genutzten Version handelte es sich um
MedVision 3.40.3. *

2.2.4. Patienten-Parameter

Die von uns erfassten Parameter waren:

* Patienten-Kenndaten und Verblindungs-ID

* Aufnahmetag und Herkunft der Ubernahme (z.B. Aufnahme aus OP, von Extern,
aus der Rettungsstelle, von anderer Intensivstation etc.)

* Aufnahmediagnosen, Aufnahmestatus mit Vorerkrankungen, eventuelle
antibiotische Vorbehandlung, vorhandene Bildgebung

* Lange des intensivstationaren Aufenthaltes, Verlegungszeitpunkt und -ziel

o Status Uberleben oder Versterben auf der ITS und im gesamten
Krankenhausaufenthalt

* Krankheitsschwere-Scores (SAPS II; SOFA; TISS-28), Vigilanzscores

* Vitalparameter, Hamodynamik, Blutgaswerte, Beatmungsparameter und -dauer

* Vaskulare Zugange, Drainagen, Beatmungsdevices, Einfuhr, Ausscheidung und
Bilanz

* Laborwerte, mikrobiologische Befunde

* Bildgebung und dazu gehorige Befundungen

* Infektions-Zeichen, Infektions-Diagnosen, Infektions-Fokusse, antimikrobielle
Behandlung

Bei den Aufnahmediagnosen wurde nach Infektion, maligner, kardiovaskularer,

abdominaler bzw. renaler, respiratorischer, muskuloskeletaler oder neurologischer
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Grunderkrankung unterschieden. Bei den chirurgischen Patienten wurde zusatzlich
nach chirurgischer Disziplin (muskuloskeletal, neurochirurgisch, kardial- bzw.
intrathorakal-chirurgisch, allgemein- und abdominal-chirurgisch) differenziert.

Von Interesse waren auch ggf. vorhandene Komorbiditaten. Dabei wurden Hypertonus,
chronische Lebererkrankungen, chronische Nierenerkrankungen, metabolische oder
diabetische  Grunderkrankungen,  chronische  Lungen-Erkrankungen,  neuro-
psychiatrische Erkrankungen, schadlicher Alkoholgebrauch und bei Aufnahme
vorhandene, nicht als Aufnahmegrund gewertete Infektionen dokumentiert und
ausgewertet.

Bei mehreren Aufenthalten eines Patienten (Verlegung mit Wiederaufnahme), wurde
nur dessen letzter Aufenthalt mit SAPS || =65 beobachtet und ausgewertet. Zwei

Aufenthalte mit einer Unterbrechung von weniger als 24 Stunden wurden als ein

Aufenthalt gewertet.
g abx : Formular u[g]%
¥ . Aufnahme-Datum Charite:  IT5-Aufnahme: [35505. [
Station [CVK8 <] Aufnahme-ICD [iz.zs8 =] verlegt [mcu 1 Verlegungsdatum: [ 14.05.2007
[12926 Datum: [ 12.05.2007  Bett: | T Liegedavergesamt: | 59  LiegedauerCharte: | 59 Liegedauernis [ 58 af:;f;ha’ite‘ % [3s505° [
Labor \EaatmunglKve!slaufl Scaves] Keime ] Bildg. Diagnostik] sonst, ] SOP ] Katheter] Medikamente l verlegt [IMCU <] Verlegungsdatum: [ 14.05.2007
#8x | aligemein | Blutbild { Gerinnung | Urin | Immunologie | sonstiges | BGA | [ 56 Liegedauer Charite: | 56 LiegedauerITs [ 55
Medikamente |
Leukozyten: 12,7 fnl Kreatinin: | 0,42 ma/dl vet: [ upl

Thrombo: 405 fnl Kreatinin_Clearance: [ mifmin lpase: [ uj sl Dosts S 2IES
@ majdl Harnstoff: [ 15 ma/d I t Eaj| [ Ell |
o an [ Be [ mmol mol =1 | [ J | —
Moy [ %0 ast [ uM fin = | I T |
T [ <[ | [ =1
o [—— o, - =] | 5 —
e Gucose [ 1 [ 19 =] | I = || -
" 57 kst [ 5 [ & mod =1 [ T |
s [ SBE 77 59 g [ T |
TPZ_INR: 1,14 =1 J =i
PIT: 3 =[] [ =1
=1 | =l |
2] [ T || -
= =11 [ T ||
=1 | = || -
=1 I = || -

=]

I
Datensatz: 14| 4 [ 4708 b |01

Datensatz: 14| 4 4 » M von 59

taalicher Datensatz zum Patienten: neuen Datensatz fir diesen Patienten anfigen

Abb. 5: Beispielhafte Seiten der Datenbank zur Outcome-Studie (Patientenkennung unkenntlich
gemacht)

Die genannten Parameter wurden anonymisiert in die MySQL-Datenbank, Version 5.0
(Sun Microsystems, Santa Clara, CA, USA) der Outcome-Studie eingepflegt und
gespeichert. Die benutzte Oberflache war Access 2002 (Microsoft Corp., Richmond,
VA, USA) (siehe Abb. 5) 39404,
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2.3. Krankheitsschwere-Scores

2.3.1. Scores zur Bestimmung des Krankheitsschweregrades und zur

Risikoeinschatzung

Taglich dokumentiert wurden die Krankheitsschwere-Scores SAPS Il, SOFA und
TISS-28, die auf den Stationen von Arzten bzw. Pflegekréaften im Zuge der Tages- und

Nachtroutine erhoben werden.

2.3.2. SAPSIII

Die Abkurzung SAPS Il steht fur 'Simplified Acute Physiology Score II' und dient der
Erfassung der Erkrankungsschwere eines Patienten. Es handelt sich um die auf 17
Punkte vereinfachte Form des ursprunglichen SAPS-Scores.
Der Wert wird einmal zur Aufnahme und danach, ab einer Liegedauer von mindestens
24 Stunden, taglich erhoben. Als Berechnungsgrundlage dienen:
1. Alter [Jahre]
. Herzfrequenz [1/min]
. systolischer Blutdruck [mmHg]
. Korperkerntemperatur [°C]
. Oxygenierungsindex: PaO,/FiO, [mmHg]
. Urinmenge [I/Tag]
. Serum-Harnstoff [g/I]

0o N o o0~ ODN

. Leukozytenzahl [10*/mm?]
9. Serum-Kalium [mmol/l]
10. Serum-Natrium [mmol/I]
11. Serum-Bicarbonat [mmol/I]
12. Serum-Bilirubin [umol/l]
13. Vigilanz nach Glasgow Coma Scale [3-15 mdgliche Punkte]*? **:
- Augenoffnung [1-4 Punkte]
- verbale Kommunikation [1-5 Punkte]
- motorische Reaktion [1-6 Punkte]'®
14. Art der Aufnahme:
- geplante chirurgische Aufnahme: Operationstermin mindestens 24 Stunden
praoperativ oder postoperative ITS-Aufnahme geplant
- ungeplante chirurgische Aufnahme: Operationstermin <24 Stunden geplant

oder postoperativ ungeplante Aufnahme auf Intensivstation erforderlich
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- medizinische Aufnahme: keine Operation innerhalb einer Woche vor ITS-
Aufnahme erfolgt oder ITS-Aufnahme aus nichtoperativen Grinden
15. chronisches Grundleiden: metastasierende Neoplasie
16. chronisches Grundleiden: maligne hamatologische Erkrankung
17. chronisches Grundleiden: HIV mit AIDS-Symptomatik

Die einzelnen Unterscores addiert ergeben einen Gesamtscore von 0 bis maximal 163
Punkte (als schlechtester moglicher Wert).

Als bedeutsam fur die Prognose, unabhangig von der Diagnose des Patienten, gilt der
erste innerhalb von 24 Stunden erhobene Wert (SAPS Il;) 44 4° 46 47,

2.3.4. SOFA

Der SOFA (Sequential Organ Failure Assessment) wurde von Experten der European
Society for Intensive Care Medicine (ESICM) validiert zur objektiven Beschreibung der
Organfunktion bzw. -dysfunktion im Falle einer Sepsis und anderer kritischer Zustande.
Grundlage der 24-stindlichen Erhebung sind die jeweils schlechtesten Werte fur sechs
Organsysteme, d.h.: respiratorisches System, Koagulation, Leber, Niere,
kardiovaskulares System, ZNS (Glasgow Coma Scale, s.0.); es erfolgt also eine
tagliche Einstufung des Krankheitsverlaufs.
Dabei wird im einzelnen bewertet und 4 Schweregradstufen zugeordnet:
- das respiratorische System nach Oxygenierungsindex:
[PaO,/FiO2: <400 mmHg, < 300 mmHg, < 200 mmHg und beatmet,
<100 mmHg und beatmet]
- die Koagulation nach Thrombozytenzahl:
[> 150 x 10/pl, < 100 x 10/pl, < 50 x 10/ul, < 20 x 10/l]
- die Leberfunktion nach Erhohung des Serum-Bilirubinwertes:
[1,2-1,9,2,0-5,9,6,0-11,9, > 12,0 mg/dl]
- die Nierenfunktion nach Serum-Creatininwert:
[1,2-1,9,2,0-3,4, 3,5-4,9, >5,0 mg/dl] oder Urinproduktion
- das kardiovaskulare System nach MAP bzw. der Notwendigkeit des Einsatzes
von Katecholaminen zur Stabilisierung der Hamodynamik
- das ZNS nach Glasgow Coma Scale (s.0.) in 4 Stufen:
[GCS <6,6-9,10-12, 13 - 14]
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Jedes Organsystem wird bewertet mit Punkten von 0-4, zunehmend mit dem
Schweregrad der Dysfunktion. Insgesamt sind maximal 24 Punkte erreichbar. Hohe

SOFA-Score-Werte sind prognostisch verbunden mit signifikant erhdhter Letalitat *4 48 4°

2.3.4. TISS-28

Das Therapeutic Intervention Scoring System in der Form von 1996 hat den Ansatz, die
Schwere der Erkrankung am therapeutischen Aufwand zu messen, den ein einzelner
Patienten erfordert. Der TISS-28 wird ebenfalls 24-stindlich erhoben. Erfasst werden
die jeweils schlechtesten Zustande in diesem Zeitraum. Der Score errechnet sich aus 7
Gruppen von Parametern in denen die notwendigen therapeutischen Malinahmen
dokumentiert werden:

- Basisaktivitaten (Standardmonitoring, Labor, einmalige Medikation, mehrfache
Medikation, Routine-Verbandswechsel, haufiger Verbandswechsel, Drainage-
Pflege)

- Beatmung (apparative Beatmung, Atemunterstitzung, Tubus- bzw. Stoma-
Pflege, Atemtherapie)

- renaler Support (Nierenersatztherapie, Harnbilanzierung, aktive Diurese)

- kardiovaskularer Support (einmalige vasoaktive Medikation, mehrfache
vasoaktive Medikation, massiver Flussigkeitsersatz, arterieller Katheter,
Pulmonaliskatheter, zentralvendser Katheter, kardiopulmonale Reanimation)

- neurologischer Support (Hirndruckmessung)

- metabolischer Support (Behandlung metabolischer Entgleisungen, parenterale
Ernahrung, enterale Ernahrung)

- spezielle Interventionen (einmalige Intervention innerhalb der ITS, mehrfache
Intervention innerhalb der ITS, Diagnose und Therapie/Operation aul3erhalb der
ITS)

Die maximal erreichbare Punktesumme betragt 75 und lasst sich in notwendige
Pflegezeit umrechnen. Diese Summe ist entsprechend ein Mal fur den pflegerischen

Aufwand eines Patienten und daraus abgeleitet dessen Erkrankungsschwere #* 4650 *1
°2_ Als besonders aussagekraftig fiir die Prognose des Patienten gilt der 1. Wert des

TISS-28 erhoben 24 h nach Aufnahme auf der ITS (TISS-28) s
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2.4. Infektion und mikrobiologische Befunde

Mikrobiologische Befunde, die bei den einzelnen Patienten zur Verfugung standen,
wurden taglich gescreent und sobald verfugbar, dem Tag der Materialentnahme
zugeordnet, dokumentiert und bewertet (Materialien siehe Tabelle 1).

2.4.1. Mikrobiologische Befunde

Der Nachweis eines Erregers wurde mitgeteilt als

- mikroskopischer Befund (morphologische Beurteilung)

- Kulturergebnis, ggf. mit Resistogramm

- Antigen- oder Antikorper-Nachweise oder/ und

- PCR-Ergebnis.
Als Erregernachweis gewertet wurde das Wachstum einer zur positiven Diagnose
ausreichenden Menge Kolonie bildender Einheiten (KBE) oder histologischer Nachweis

von Erregerwachstum aus den entsprechenden Proben (siehe Tabelle 1).

Erregerwachstum, das als am ehesten ,durch Verunreinigung entstanden’ beurteilt
worden war, wurde nicht als positiver Nachweis gewertet. Ebenso ein Nachweis von

Erregern, die am Fundort als nichtpathogene Besiedelung gelten.

Abstriche z.B. Wunden, Haut, Nasopharynx, Perineum, intraabdominell
intravasale Proben Blutkulturen, Katheterspitzen

Gewebeproben z.B. Herzklappen, Abszessgewebe

Bioptate z.B. aus Bronchien, Trachea, Darm, Synovia, Leber, Niere,

Lunge, Knochenmark

Punktate z.B. Liquor, Pleura-, Perikard-Erguss, Aszites,
Gelenkflussigkeit, Urin, Abszessinhalt

Proben aus Lavagen z.B. Bronchial-Lavagen, Wundspulungen, intraabdominelle
Lavagen
weitere Korperflissigkeiten z.B. Katheter-Urin, spontan-Urin, Sputum, Magensaft,

Trachealsekret, Bronchialsekret

Tab. 1: mikrobiologisch untersuchte Materialien

Dokumentiert wurde die Art des Erregers, Einfach- und Mehrfachinfektionen notiert und
dies ausgewertet in Zusammenschau mit klinischen und laborparametrischen Zeichen

in Hinblick auf das Auftreten von SIRS und Sepsis.
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2.4.2. Entzindungsparameter

Die beobachteten Entzindungsparameter aus Vollblut waren Leukozyten, CRP und
PCT. Die Korpertemperatur wurde kontinuierlich gemessen. Entsprechende Werte
entnahmen wir aus den elektronischen Patientenakten Copra und MedVision. Bei
mehreren Werten pro Tag wurde der jeweils schlechteste Wert innerhalb von 24
Stunden dokumentiert. Zusatzlich wurden die freitextlichen Eintragungen der taglichen
Arzt- und Pflegedokumentation zur Beurteilung eines moglichen Infektionsstatus’

hinzugezogen.

2.4.3. SIRS und Sepsis

Zur Klassifizierung des Zustandes SIRS oder Sepsis dienten die Parameter der S-2k
Leitlinien der Deutschen Sepsis-Gesellschaft e.V. (DSG) und der Deutschen
Interdisziplindren Vereinigung fur Intensiv- und Notfallmedizin (DIVI) 3

Zur Diagnosestellung eines SIRS oder einer Sepsis herangezogene Parameter sind in
der folgenden Tabelle 2 aufgefuhrt.

. Nachweis einer Infektion:

(Diagnose durch mikrobiologischen Nachweis oder klinische Kriterien)

Il. SIRS (Severe Inflammatory Response Syndrome):

(mindestens 2 Kriterien aus)

- Fieber (= 38°C) oder Hypothermie (< 36°C); rektal, intravasal oder vesikal gemessen
- Tachykardie = 90/min

- Tachypnoe = 20/min oder Hyperventilation PaCO2 < 33mmHg (< 4,3 kPa)

- Leukozytose (= 12/nl) oder Leukopenie (< 4/nl) oder = 10% unreife Neutrophile im
Differentialblutbild.

Fortsetzung Tabelle 2 siehe nachste Seite
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lll. akute Organdysfunktion:

(mindestens 1 Kriterium aus)

- Akute Enzephalopathie: Vigilanzeinschréankung, Desorientiertheit, Unruhe, Delirium

- Relative oder absolute Thrombozytopenie: Thrombozyten-Abfall um mehr als 30 % innerhalb
von 24 Stunden oder Thrombozytenzahl < 100/nl (akute Blutung oder immunologische
Ursachen ausgeschlossen)

- Arterielle Hypoxamie: PaO2 < 75 mmHg (< 10 kPa) (Raumluft) oder PaO2/FiO2-Verhaltnis von
< 250 mmHg (= 33 kPa) (mit Sauerstoffapplikation), (manifeste Herz-oder Lungenerkrankung
als Ursache der Hypoxamie ausgeschlossen).

- Renale Dysfunktion: Diurese von < 0.5 ml/kg/h fur 2 2 Stunden trotz ausreichender
Volumensubstitution und/oder Anstieg des Serumkreatinins > 2 x oberhalb des lokal Gblichen
Referenzbereiches.

- Metabolische Azidose: Base Excess < -5 mmol/l oder Laktatkonzentration > 1,5 x oberhalb des lokal

Ublichen Referenzbereiches.

- Sepsis: Kriterien | und I

- Schwere Sepsis: Kriterien |, [l und Il

- Septischer Schock: Kriterien | und Il sowie fiir 2 1 Stunde systolischer
arterieller Blutdruck < 90 mmHg bzw. mittlerer arterieller Blutdruck < 65 mmHg

oder Vasopressoreinsatz notwendig, um diese Blutdruckkriterien zu halten

(Hypotonie bestehend trotz adaquater Volumengabe und nicht durch andere Ursachen erklarbar).

Tab. 2: Diagnosekriterien flr Sepsis, schwere Sepsis und septischen Schock entsprechend
den ACCP/SCCM Konsensus- Konferenz Kriterien 11 (mod. nach *°)

2.5. Material und Methoden zur DNA-Analyse und Messung der Enzymaktivitat

Die Probengewinnung erfolgte im Rahmen der Routine-Blutentnahme durch Arzte oder
Pflegekrafte der funf beteiligten Intensivstationen. Eine gesonderte Punktion zu
Studienzwecken fand nicht statt. Nach Einschluss der Patienten erfolgte die Analyse
der Proben am Institut fur Laboratoriumsmedizin, klinische Chemie und Patho-
Biochemie (dem heutigen Labor Berlin), Campus Virchow-Klinikum, Augustenburger
Platz 1, 13353 Berlin.

2.5.1. Probengewinnung und Bestimmung des Chit 1-Genotyps

Die Abnahme von 2ml Blut wurde im Rahmen der Routine-Blutentnahme in
Vacutainer® der Firma Becton-Dickinson (Franklin Lakes, NJ, USA) vorgenommen. Die
DNA-Isolierung erfolgte aus diesem Vollblut nach dem 'Blood and Body Fluid Spin
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Protokoll' mit dem 'QlAamp ® DNA Blood Mini Kit' der Firma QIAGEN (Hilden,
Deutschland).

Die anschlieliende PCR zur Analyse der DNA auf den untersuchten Chitotriosidase 1-
Polymorphismus fand statt in einem Mastermix aus AquaDest plus 10-fach-Puffer. Als
Tag-Polymerase diente AmpliTaq ® Gold. Beide Bestandteile stammten von Applied
Biosystems (Heidelberg, Deutschland). Als Basenbausteine wurde GeneAmp ® dNTPs
verwendet, ebenfalls von Applied Biosystems.

Die verwendeten Forward- und Reverse-Primer, gewahlt nach dem Protokoll von
Boot et al. 3, waren Chas9, 5-~AGCTATCTGAAGCAGAAG-3' und

Chas8, 5-GGAGAAGCCGGCAAAGTC-3'.

Temperaturen und Zeiten der PCR sind aufgelistet in Tabelle 3.

Zeit Vorgang Temperatur
10 Minuten Aufschmelzen bei Tag-Gold Temperatur 95°C
20 Sekunden Denaturierung 95°C
20 Sekunden Annealing 58°C
30 Sekunden Extension 72°C

34-malige Wiederholung dieses Zyklus'

5 Minuten Stabilisierung 72°C

10 Minuten Pause Kuhlung

Tab. 3: Temperaturen und Zeiten der PCR

Die Elektrophorese der PCR-Produkte (jeweils 4-5 pl in die Taschen des Gels pipettiert)
erfolgte in 40 % (w/v) Accugel 29:1 Acrylamid: Bis-Acrylamid der Firma National
Diagnostics (Atlanta, Georgia, USA) als Horizontal-Gelelektrophorese fur 30 Minuten,
Laufbedingungen 500 V - 50 mA - 15 W. Anschliel3end wurden die aufgetrennten PCR-
Produkte zur Sichtbarmachung im Silbernitratbad angefarbt.

Anhand der Banden stellte sich die Trennung in Chit 1-Wildtyp (wt) oder -Mutation (mt)
und homo- (wt/wt, mt/mt)) oder heterozygot (wt/mt) deutlich dar (siehe Abb. 6).
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Abb. 6: Banden des Chit1 Gens nach Gel-Elektrophorese: Wildtyp (wt/wt) = 75 bp, heterozygote
Trager (mt/wt) = 99 bp+75 bp, homozygoter Trager der Mutation (mt/mt) = 99 bp

2.5.2. Bestimmung der Chit 1-Aktivitat

Die Messung der Enzymaktivitat (in nmol/l/h) geschah nach einem Protokoll von Hollak
et al."®: sie erfolgte nach Inkubation von 5 pl EDTA-Plasma mit 100 pl 0.022 mM 4-
Methylumbelliferyl-B-D-N,N‘,N“-triacetylchitotriose (4-MU-Chitotriose, Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA) als Substrat in Citrat/Phosphat-Puffer (0,1/0,2 M), pH 5,2 bei
37 C°. Nach 15 Minuten wurde die Reaktion mit 2 ml 0,3 M Glycine/NaOH-Puffer,
pH 10,6 gestoppt.

Die Intensitat des entstandenen Flourescent-4-Methyliumbelliferone wurde mit einem
Fluorimeter der Firma Perkin-Elmer-Corp. (Norwalk, CT, USA) bei einer Wellenlange

von 445 nm gemessen.

2.6. Statistik

Die Datenanalyse erfolgte mit SPSS (IBM© SPSSO© Statistics, Version 20, © Copyright
1989, 2010 SPSS Inc., an IBM Company, Chicago, lllinois, USA) sowie mit SAS
(Version 9.1, Copyright© by SAS Institute Inc. 2003, Cary, NC, USA).

2.6.1. Aufteilung der Kohorte nach Genotyp

Die Kohorte wurde hinsichtlich ihres Chit 1-Genotyps in zwei Gruppen geteilt:
1. Nichttrager der Mutation bzw. Wildtyp (wt/wt)
2. heterozygote und homozygote Trager der Mutation (wt/mt bzw. mt/mt)

Anhand dieser disjunkten Grundaufteilung wurde die weitere Analyse vorgenommen.
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2.6.2. Statistische Berechnungen - Charakterisierung, Signifikanz und Bewertung

Die Charakterisierung der Daten erfolgte mit Hilfe deskriptiver Statistik durch SPSS.
Binare kategoriale Daten wurden dabei als absolute Anzahl und in Prozent (%)
angegeben. Bei kontinuierlichen Grolien erfolgte fur normalverteilte Variablen eine
Zusammenfassung als Mittelwert und Standardabweichung (SD). Bei fehlender
Normalverteilung oder ordinalem Skalenniveau erfolgte die Zusammenfassung als
Median mit zugehdrigen 25 % und 75 % Quartilen (25 % - 75 %).

Die Signifikanztestung kategorialer Werte wurde Uber den exakten Chi-Quadrat Test
nach Fisher durchgefuhrt. FUr normalverteilte Variablen erfolgte dagegen ein t-Test fur
unabhangige Stichproben. Als nichtparametrischer Test fur nicht-normalverteilte
kontinuierliche Parameter wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Fur die Analyse
des Verlaufs ordinaler Parameter der Krankheitsschwerescores SAPS Il, SOFA und
TISS-28 erfolgte eine nichtparametrische longitudinale Datenanalyse in einem
zweifaktoriellen Design [1. Faktor (unabhangig): Gruppe (Trager vs. Nichttrager der
Mutation), 2. Faktor (abhangig): Zeit (Zeitraum der ersten 20 Tage des jeweiligen
stationdren Aufenthalts)] nach Brunner et al. (2002) **.

Zur Prufung mehrerer unabhangiger Variablen im Sinne einer Konfounderanalyse in
Bezug auf die Zielgrofle Mortalitat erfolgte eine weitere Signifikanztestung mittels
multivariater, logistischer Regression. Hierbei wurden jene Faktoren in das Modell
integriert, die einen signifikanten Unterschied (p < 0,05) zwischen den Gruppen in den
Basischarakteristika aufwiesen.

Alle Signifikanztestungen erfolgten zweiseitig mit einem Fehler erster Art alpha = 0,05,
jedoch im Sinne einer explorativen Analyse nicht fur multiples Testen adjustiert.

Zur Bewertung des Intervalls bis zum Beginn und zum Vergleich der Dynamik im
Verlauf von SIRS und Sepsis in beiden Kohorten wurde eine Kaplan-Meyer-Analyse
durchgefuhrt. Bei dieser Analyse erfolgte neben der Signifikanztestung der Gruppen
mittels des Log-Rang-Tests (zweiseitiges alpha = 0,05) auch die grafische Darstellung
der Uberlebenskurven zum Vergleich der SIRS- und Sepsis-Verlaufe Uber 20 Tage
nach stationarer Aufnahme.

Die 20 Tage Grenze wurde gewahlt, weil bis zu diesem Zeitpunkt jeweils noch 50 % der

ursprunglich eingeschlossenen Individuen zur Beobachtung standen.
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3. Ergebnisse
3.1. Basischarakteristika

Es wurden 200 Patienten in die Untersuchung eingeschlossen. Diese wurden nach
Abschluss der Datenerhebung entsprechend ihres Genotyps in zwei Gruppen aufgeteilt.
Dabei ergab sich eine Gruppe von n = 129 (64,5 %) Patienten mit Chitotriosidase 1 Gen
vom Wildtyp. Die anderen 71 Individuen waren entweder heterozygote (n = 64 [32 %])
oder homozygote (n =7 [3,5 %]) Trager des untersuchten Polymorphismus.

Zwischen den beiden Gruppen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede

hinsichtlich der Basischarakteristika Geschlecht und Alter (s. Tabelle 4).

Chit 1 Chit 1
Variable Wildtyp, Polymorphismus p-Wert
n=129 n=71
weibliche Patienten n (%) 53 (41.1) 29 (40.8) > 0,999
Alter Median (25-75 % 70 (60-77) 71 (64 -78) 0.490
Quartile) Jahre

Tab. 4: Basischarakteristika

3.2. Enzymaktivitat

Im ersten Untersuchungszeitraum der Studie wurde zusatzlich die Enzymaktivitat
untersucht. Hierbei zeigte sich deutlich eine verminderte Aktivitat bzw. ein vollige
Inaktivitat des Enzyms Chit 1 bei heterozygoten bzw. homozygoten Tragern der

Mutation gegenuber Nichttragern der Mutation (siehe Abbildung 7).
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Abb. 7: Box Plots der Chit 1-Enzymaktivitat beztglich der Genotypisierung

3.3. Vorerkrankungen

Bei den Vorerkrankungen zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den zwei
Gruppen. Lediglich bei neurologischen Erkrankungen als Aufnahmediagnose zeigte
sich ein signifikant haufigeres Vorkommen in der Gruppe der vom untersuchten

Polymorphismus betroffenen Individuen (s. Tabelle 5).

Chit 1 Chit 1
Variable Wildtyp Polymorphismus p-Wert
n=129 n=71
Diagnosen bei Aufnahme, (n = 200), Angaben in n (%)
Infektion 17 (13.2) 12 (16.9) 0,531
Malignom/Neoplasie 17 (13.2) 9(12.7) > 0,999
Kardiovaskulare Erkrankung 43 (33.3) 17 (23.9) 0,198
abdominelle und renale 13 (10.1) 5 (7.0) 0,609
Erkrankung
respiratorische Erkrankung 15 (11.6) 8 (11.3) > 0,999
muskuloskeletale Erkrankung
(Traumatologie + Orthopéadie) 4o (9.3) 6 (8,5) > 0,999
neurologische Erkrankung 12 (9.3) 14 (19.7) 0.048

Fortsetzung Tabelle 5: folgende Seite
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Chirurgische Patienten Chit 1 Chit 1 o-Wert
(n=164), Angabeninn (%)  Wildtyp Polymorphismus
Muskuloskeletale VE 19 (17.4) 11 (20.0) 0,675
Neurochirurgische VE 11 (10.1) 9(16.4) 0,312
Kardiovaskulare und 50 (45.9) 17 (30.9) 0,092
intrathorakale VE

Abdominelle VE 29 (26.6) 18 (32.7) 0,466
Co-Morbiditaten

n (%)*

Gefallerkrankung 56 (43.4) 31 (43.7) > 0,999
Hypertonus 51 (39.5) 37 (52.1) 0,102
Chronische Lebererkrankung 14 (10.9) 8 (11.3) > 0,999
Chronische Nierenerkrankung 35 (27.1) 19 (26.8) > 0,999
Metabolische und diabetische 51 (39.5) 23 (32.4) 0,360
VE

Chronische Lungenerkrankung 40 (31.0) 21 (29.6) 0,874
Neuropsychatrische VE 39 (30.2) 18 (25.4) 0,515
schadlicher Alkoholkonsum 16 (12.4) 4 (5.6) 0,147
Infektionen 37 (28.7) 24 (33.8) 0,521

Tab. 5: Vorerkrankungen (VE) - Aufnahmediagnosen und Co-Morbiditaten, * mehrere moglich

3.4. Erkrankungen wahrend des intensivstationaren Aufenthaltes
3.4.1. Auftreten von Infektionen in Hinsicht auf Infektionsfokusse

In der Annahme, dass die Funktion der Chitotriosidase 1 in Zusammenhang mit dem
Immunsystem stehe, wurde auch der mdogliche Einfluss reduzierter Chitotriosidase-
Aktivitat auf das Auftreten von Infektionen betrachtet. Dabei gruppierten wir in Bezug
auf den Fokus. Es lie® sich jedoch nicht nachweisen, dass eine inaktivierende Mutation
im Chit 1-Gen zu einer signifikanten Haufung im Auftreten einzelner Infektionsfokusse
fuhrt (siehe Tabelle 6).
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. Chit 1 Chit 1

Variable bzw. .

Wildtyp Polymorphismus  p-Wert
Fokus der Infektion

n=129 n=71
Pulmonal, n (%) 52 (40,3) 37 (52,1) 0,137
Abdomen, Weichteilgewebe, 27 (20,9) 13 (18,3) 0,715
Wundinfektionen, n (%)
Harnwege, n (%) 6 (4,7) 5(7,0) 0,525
Katheter oder Bakteridmie, n (%) 10 (7,8) 5(7,0) > 0,999
Andere Infektionen, n (%) 12 (9,3) 5(7,0) 0,792
keine Infektion, n (%) 22 (17,1) 6 (8,5) 0,135

Tab. 6: Infektionen nach Fokussen

3.4.2. Auftreten von Infektionen in Hinsicht auf Erregertypen

Die lytische Aktivitdt der Chitotriosidase 1 bezieht sich auf B(1—4)-glycosidische
Bindungen von Polysacchariden aus N-Acetyl-D-Glucosamin. Unterschieden wurde bei
Nachweis eines Erregers deshalb auch hinsichtlich der unterschiedlichen Oberflachen

dieser Erreger, welche in Anteilen aus verschiedenen Polysaccharidketten bestehen.

Chit 1 Chit 1
Variable Wildtyp Polymorphismus p-Wert
n=129 n=71
Infektion mit Biofilm- 87 (67,4) 53 (74,6) 0,335
Bildner, n (%)
gram-positive Erreger, 76 (58,9) 41 (57,7) 0,882
n (%)
gram-negative Erreger, 57 (44,2) 40 (56,3) 0,106
n (%)
Pilzinfektion, n (%) 10 (7,8) 7(9,9) 0,606
multiresistente Erreger, 58 (45,0) 35 (49,3) 0,657
n (%)

Tab. 7: Infektionen nach Erregergruppen
Speziell die Zellwande von Spross- und Fadenpilzen beinhalten Chitin, sodass hier das

Augenmerk auf einer erhohten Empfindlichkeit von Tragern des untersuchten

Polymorphismus fur Mykosen lag. In unserer Untersuchung liel3 sich keine Signifikanz
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zugunsten eines Genotyps nachweisen (siehe Tabelle 7). Auch bei Infektionen mit

multiresistenten Erregern sah man keine Tendenz zugunsten eines der Genotypen.

3.5. Krankheitsschwere wahrend des intensivstationaren Aufenthaltes
3.5.1. Krankheitsschwere-Scores am Aufnahmetag

Als Malistab fur die Schweregradklassifikation der Erkrankung der untersuchten
Patienten wurden die bereits oben beschriebenen Krankheitsschwere-Scores SAPS I,
SOFA und TISS-28, verwendet. Zur Bemessung des Erkrankungsgrades bei Aufnahme
verglichen wir die Mediane der Aufnahme-Scores (SAPS Il1, SOFA, TISS-281) der
beiden Kohorten (siehe Tabelle 8).

Hier zeigten sich beim SAPS Il; des Aufnahmetages keine signifikanten Unterschiede.
Beim SOFA; und beim TISS-284 zeigten sich bei Patienten mit Mutation im Median
signifikant  niedrigere  Werte, also per definitionem weniger gravierende
Krankheitszustande am Aufnahmetag, als bei Patienten mit intakter Enzymfunktion der
Chitinase (SOFA+: p = 0,004; TISS-284: p = 0,008).

Chit 1 Chit 1
Variable Wildtyp Polymorphismus p-Wert

n=129 n=71
SAPS Il4, median

53 (43.5-65 50 (40-63 17
(25-75 % Quartilen) ( ) ( ) 0.178
SOFA;, median

8 (6-11) 7 (5-9) 0.004
(25-75 % Quartilen)
TISS-284, median

44 (35-51.5) 38 (32-46) 0,008
(25-75 % Quartilen)

Tab. 8: Mediane der Krankheitsschwere-Scores am Aufnahmetag

3.5.2. Krankheitsschwere-Scores im Verlauf

Um die Krankheitsschwere-Scores von Tragern und Nichttragern der Chit 1-Mutation im
Verlauf der intensivstationaren Aufenthalte vergleichen zu konnen, wurde eine
longitudinale Analyse erstellt >,
erhobenen Krankheitsschwere-Scores SAPS I, SOFA und TISS-28 im Zeitraum der

ersten 20 Tage des individuellen Beobachtungszeitraums der einzelnen Patienten Uber

Verglichen wurden die Zeitverlaufe der taglich

die betrachteten Gruppen (Trager vs. Nichttrager).
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Bis zum 20.Tag des jeweiligen Beobachtungsfensters waren noch 50 % der
ursprunglich eingeschlossenen Patienten in intensivstationarer Behandlung auf den
beobachteten Stationen, weshalb der Analysezeitraum bis dorthin begrenzt wurde.

Uber dieses Intervall ergibt sich bei allen drei Scores ein signifikanter Unterschied
zwischen Tragern und Nichttragern der Chit 1-Mutation (SAPS Il p = 0,047049, SOFA
p =0,01361, TISS-28 p = 0,04889).

Die grafische Umsetzung der longitudinalen Analysen (Grafiken A, B, C) zeigt, dass
sich am Aufnahmetag bei allen Scores bei den Nichttragern des Polymorphismus
(Wildtyp) schwerere Krankheitszustande darstellen. Verfolgt man dies uber 20 Tage, so
sieht man, dass Individuen mit intakter Enzymfunktion eine Entwicklung in Richtung
geringere Krankheitsschwere durchmachen. Im Gegensatz dazu scheint sich bei
Individuen mit eingeschrankter Funktion der Chit1 (Polymorphismus) die
Krankheitsschwere nicht zu verbessern, sondern mit Schwankungen auf hohen Niveau

ZU sistieren.
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Grafik A: : Longitudinale Analyse zum Krankheitsschwere-Score SAPS Il im Verlauf der ersten
20 Tage ITS-Aufenthalt (die Grafik zeigt die Mediane mit 25%-75% Quartilen).
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Grafik B: Longitudinale Analyse zum Krankheitsschwere-Score SOFA im Verlauf der ersten
20 Tage ITS-Aufenthalt (die Grafik zeigt die Mediane mit 25%-75% Quartilen).
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Grafik C: Longitudinale Analyse zum Krankheitsschwere-Score TISS-28 im Verlauf der ersten
20 Tage ITS-Aufenthalt (die Grafik zeigt die Mediane mit 25%-75% Quartilen).
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3.6. Parameter der Behandlungsqualitat
3.6.1. Liegedauer und Mortalitat als Parameter fur die Behandlungsqualitat

Ein wichtiger Faktor zur Bemessung des Verlaufs eines Krankenhaus-Aufenthaltes ist
die Zahl der Liegetage. Es wurde unterschieden zwischen Aufenthaltsdauer in
intensivstationarer Behandlung und der Dauer des Gesamtaufenthaltes im
Krankenhaus (letzteres als Zeitraum zwischen initialer Aufnahme in die Charité und
Entlassung nach extern).

Ein weiterer wichtiger Parameter des Behandlungserfolges ist die Mortalitat wahrend
des ITS-Aufenthaltes. Trager der beobachteten Chit 1-Mutation bendtigten zwar einen
im Median langeren stationaren Aufenthalt auf einer der Intensivstationen (25 Tage vs.
22 Tage) und zeigten eine prozentual hohere Sterblichkeit im Rahmen ihres
intensivstationaren Aufenthaltes (42,9 % vs 34,9 %) als Nichttrager. Die Verlangerung,

respektive Erhdhung war jedoch nicht signifikant (siehe Tabelle 10).

Chit 1 Chit 1
Variable Wildtyp Polymorphismus p-Wert
n=129 n=71
ITS-Aufenthalt, 22 (10,0-39,0) 25 (10,0-37,0) 0,979
n Tage (25-75 %)
Krankenhausaufenthalt, 39 (18,0-60,5) 36 (18,0-62,0) 0,764
n Tage (25-75 %)
ITS-Sterblichkeit, n (%) 45 (34,9) 28 (42,9) 0,542

Tab. 9: Dauer des stationaren Aufenthaltes, Mortalitat wahrend ITS-Aufenthalt.

3.6.2. Konfounderanalyse zur Beurteilung des Einflusses neurologischer
Vorerkrankung und Krankheitsschwere auf den Endpunkt Mortalitat

Zur weiteren Beurteilung eines moglichen Einflusses des inaktivierenden
Polymorphismus der Chit1 flhrten wir eine Konfounderanalyse in Form der
multivariaten logistischen Regression durch. Als ZielgroRRe diente die Mortalitat wahrend
des ITS-Aufenthaltes.

Eine schrittweise logistische Regression unter Einbeziehung sowohl neurologischer
Vorerkrankungen, als auch der Krankheitsschwere-Scores SOFA; und TISS-28;,
(Scores jeweils am ersten Tag erhoben), zeigte, dass kein signifikanter Einfluss dieser
Parameter auf den Endpunkt Mortalitat (siehe Tabelle 10) nachweisbar war.
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95 % Konfidenzintervall fiir

Regressions- | = Odds die Odds Ratio
. Signiftkanz .
koeffizient Ratio
Unterer Wert | Oberer Wert
Schritt 1 Chit 1-Mutation | - 0,226 0,473 0,798 0,430 1,480
neurologische
0,074 0,872 1,077 0,436 2,661
Vorerkrankung
TISS-28; 0,010 0,525 1,010 0,980 1,040
SOFA; - 0,017 0,697 0,983 0,901 1,072
Schritt2 | Chit 1-Mutation |- 0,221 0,481 0,802 0,434 1,483
TISS-28;4 0,010 0,489 1,010 0,982 1,040
SOFA; - 0,018 0,691 0,982 0,900 1,072
Schritt 3 | Chit 1-Mutation |- 0,232 0,457 0,793 0,430 1,462
TISS-28; 0,007 0,569 1,007 0,982 1,033
Schritt4 | Chit 1-Mutation |- 0,195 0,522 0,823 0,452 1,496

Tab. 10: Logistische Regression, Endpunkt Mortalitat

3.6.3. Auftreten von SIRS oder Sepsis

In der Annahme, dass die Aktivitat der Chitotriosidase 1 in Zusammenhang mit der
Aktivitdt des Immunsystems steht '3 14151617
Funktionseinschrankung oder sogar eines Ausfalls des Enzyms die Inzidenz von SIRS
oder Sepsis zunahmen. Im Falle eines Auftretens dieser Zustande, definiert nach der

S2k-Leitlinie der AWMF von 2010 53, war von Interesse, ob es Unterschiede in der Zeit

, interessierte auch, ob im Falle einer

bis zum Auftreten von SIRS oder Sepsis, also der Dynamik im Verlauf gab.

In der vorliegenden Untersuchung zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen
Individuen mit unauffalliger Chit 1-Funktion und solchen mit eingeschrankter Funktion

(siehe Tabelle 11).
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Chit 1 Chit 1

Wildtyp Polymorphismus p-Wert

n=129 n=71
Inzidenz SIRS n (%) 119 (92,2) 66 (93,0) > 0,999
Inzidenz Sepsis n (%) 105 (81,4) 57 (80,3) 0,852
Mediane Zeit bis SIRS in Tagen

1(1-2) 1(1-2) 0,815
(25-75 % Quartile)
Mediane Zeit bis Sepsis in Tagen

3 (2-6) 3 (2-6) 0,409

(25-75 % Quartile)

Tab. 11: Inzidenz und Zeitraum bis zum Auftreten von SIRS oder Sepsis

Die folgenden Kaplan-Meier-Darstellungen zeigen den intensivstationaren Verlauf bis
zum Auftreten eines SIRS bzw. einer Sepsis Uber einen Zeitraum der jeweils ersten 20
Tage. Die Kurven der beiden Endpunkte SIRS und Sepsis in der Uberlebensanalyse
verlaufen annahernd parallel (SIRS siehe Tabelle 12 und Abbildung 8, Sepsis siehe

Tabelle 13 und Abbildung 9).
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Test Chi-Quadrat Freiheitsgrade Signifikanz

Log Rank (Mantel-Cox) 0,055 1 0,815

Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fiir die verschiedenen Stufen des Chit 1-
Polymorphismus

Tab. 12: Uberlebensanalyse Kaplan-Meier zum Onset von SIRS (Gesamtvergleiche)
Signifikanzprufungen der Intervalle bis zum Auftreten von SIRS innerhalb der ersten 20
Tage des Beobachtungszeitraums. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen
den beobachteten Kohorten.

07 | Chit1 wt
o |_— Chit1 Polymorphismus
L+ Chit1 wt, zensiert
0.8 |+ Chit1 Polymorphismus, zensiert

©
»n
[0}
° 0,67
‘©
X
<
0
=
% o %47
3o
cwm
©
=5

> 9o
Oy
=2 c
T2
R
ES Log RankTest: p = 0,815
X <€ 007 —

T T T T T
0 10 20 30 40

Abb. 8: Kaplan-Meier Analyse zum Onset SIRS, grafische Darstellung der kumulativen
Wahrscheinlichkeiten flr das Auftreten von SIRS innerhalb der ersten 20 Tage des
Beobachtungszeitraums. (wt = Wildtyp)
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Test Chi-Quadrat Freiheitsgrade Signifikanz

Log Rank (Mantel-Cox) 0,683 1 0,409

Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fiir die verschiedenen Stufen des Chit 1-
Polymorphismus

Tab. 13: Uberlebensanalyse Kaplan-Meier zum Onset einer Sepsis (Gesamtvergleiche)
Signifikanzprufungen der Intervalle bis zum Auftreten einer Sepsis innerhalb der ersten 20
Tage des Beobachtungszeitraums. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen
den beobachteten Kohorten.
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Abb. 9: Kaplan-Meier Analyse zum Onset einer Sepsis, grafische Darstellung der kumulativen
Wahrscheinlichkeiten fiir das Auftreten einer Sepsis innerhalb der ersten 20 Tage des
Beobachtungszeitraums. (wt = Wildtyp)
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4. Diskussion
4.1. Hauptergebnis

Das Hauptergebnis dieser Studie ist, dass sich in der vorliegenden Untersuchung ein
signifikanter Einfluss eines inaktivierenden Chitotriosidase 1-Polymorphismus auf die
Krankheitsschwere im Verlauf der ersten 20 Tage darstellte. FUr den Verlauf oder das
Behandlungsergebnis von intensivstationaren Patienten war kein signifikanter
Unterschied erkennbar.

Die vorliegende Arbeit entstand unter der Hypothese, dass Patienten, bei denen eine
Indikation zur intensivmedizinischen Behandlung besteht, insbesondere nach erfolgtem
operativem Eingriff, unter erhdhtem Stress stehen, welcher auch ihre Immunkompetenz
beeinflusst ** *°> °® 57 Daraus lieRBe sich ableiten, dass unter dieser reduzierten
Immunkompetenz, bei zusatzlich eingeschrankter Funktion der Chitotriosidase 1, ggf.
deren physiologische Funktion demaskiert und der Krankheitsverlauf modifiziert wurde.
Trotz signifikant unterschiedlicher Krankheitsschwere im Verlauf liel3 sich kein Hinweis
auf die physiologische Funktion des Enzyms darstellen.

4.2. Voraussetzungen

Die Erstbeschreibung der Chitotriosidase 1 in humanmedizinischem Kontext findet sich
1994 "8 Darin wird bei Patienten mit M. Gaucher der Zusammenhang hergestellt
zwischen sekundar erhOhter Aktivitat der Chitotriosidase im Plasma und dem Status der
Erkrankung. Schon vorher existierten Studien zum Vorkommen einer humanen
Chitotriosidase °® *°. Purifikation, Decodierung und Cloning des Enzyms gelangen 1995.
Als Produktionsort werden aktivierte Phagozyten, insbesondere neutrophile
Granulozyten beschrieben 7 ° ®°. Funktionen verwandter Chitinasen in Pflanzen, Fungi,
Bakterien, Insekten, wirbellosen Kleinlebewesen, einigen Fischen und Protozoen sind
bekannt. Bei lhnen ist Chitinase Teil eines endogenen Kreislaufs, dient dem Eindringen
in einen Wirt oder der Verdauung von chitinhaltigen Ernahrungsbestandteilen. Aber sie
dient auch dem Schutz vor pathogenen Eindringlingen ® . Bei der in dieser Arbeit
untersuchten Inaktivierung der humanen Chit 1 durch eine 24-bp-Duplikation scheinen
die betroffenen Individuen klinisch unbeeintrachtigt zu sein. Eine physiologische
Funktion im humanen Serum konnte bislang noch nicht suffizient nachgewiesen

werden 1314 15 16.
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4.3. Basischarakteristika und Pravalenz

Bezlglich der Basischarakteristika ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich Geschlecht und Alter der eingeschlossenen Teilnehmer. Das Verhaltnis von
Tragern (n=71) zu Nichttragern des Polymorphismus der Chit1 (n=129) war der
vorbeschriebenen Pravalenz entsprechend unausgewogen. Der Anteil heterozygot
betroffener Individuen war konform zu anderen Daten fur mitteleuropaische
Bevdlkerungsgruppen ' 3 17 22 32 61 jedoch betrug der Anteil homozygoter Trager in
unserer Gruppe nur wenig mehr als die Halfte des vorbeschriebenen Anteils. Dies kann
eine zufallige Konstellation sein. Als Interpretationen muss man aber auch zwei
Maglichkeiten in Betracht ziehen:

1. Es besteht die Moglichkeit, dass homozygote Polymorphismustrager einen
Selektionsvorteil und insgesamt positiveren Krankheitsverlauf hatten, ergo
maoglicherweise seltener einen Krankheitsschwere-Scores von SAPS Il = 65 erreichten.
2. ist es umgekehrt moglich, dass Individuen mit vollstandig inaktivierter Chit 1-Aktivitat
so sehr benachteiligt waren, dass sie einen Einschluss in unsere Studie nicht erreichten

und schon vorher ausschieden.

4.4. Enzymaktivitat

Die gemessene Enzymaktivitat der Chit 1 war wie vorbeschrieben, auch in den
vorliegenden Ergebnissen korreliert mit dem Genotyp, d.h. bei heterozygot
aufgetretenem Polymorphismus war die Enzymaktivitit im Median etwa halbiert ' ®2. Bei
homozygoter Auspragung des Polymorphismus war die Enzymaktivitat annahernd null,
d.h. eine kompensatorisch erhohte Aktivitat bei Heterozygotie fand nicht statt.

4.5. Vorerkrankungen

Bei den Aufnahmediagnosen der eingeschlossenen Patienten zeigte sich keine
signifikante Korrelation zur Enzymaktivitat. Lediglich neurologische Vor- oder
Grunderkrankungen fanden sich signifikant haufiger bei Tragern des untersuchten
Polymorphismus.

Da von den funf beobachteten Stationen eine der ITS vorwiegend neurologische bzw.
neurochirurgische Patienten behandelt, gibt es in der Untersuchung ein relativ haufiges
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Auftreten dieser Erkrankungen, was einen Selektionsbias erzeugt. D. h. ein relativ
haufigeres Auftreten dieser Erkrankungen entspricht einem allgemein hoheren Anteil
dieser Erkrankungen am untersuchten Patientenkollektiv, der sich im Rahmen des
Verhaltnisses Trager zu Nichttragern des Polymorphismus auf das Ergebnis auswirken
kann.

Zusatzlich spiegelt sich dieses haufigere Auftreten als Aufnahmediagnose nicht bei den
Nebendiagnosen wieder: dort kommen bei den Tragern des Polymorphismus
neurologische Vorerkrankungen relativ weniger vor. Die scheinbar signifikant erhohte
Anzahl an neurologischen Aufnahmediagnosen muss also vorrangig als Einschluss-
Bias bzw. Zufallsbefund gewertet werden.

Dennoch gibt es Untersuchungen, die einen Zusammenhang zwischen erhdhter Chit 1-
Aktivitat und cerebralen, bzw. neurologischen Erkrankungen wie M. Alzheimer, Non-
Alzheimer-Demenz und Multipler Sklerose herstellen 2* ° 3 %485 |n einer Untersuchung
wurden chitinartige Polymere im Gehirn von an M. Alzheimer Erkrankten nachgewiesen.
Diese lief3en sich in vitro durch die Zugabe einer Chitinase degradieren % Weitere
gezielte Untersuchungen zum Zusammenhang eines Chit 1-Polymorphismus mit
neurologischen bzw. cerebralen Erkrankungen sind erforderlich, um pathogenetische
Zusammenhange und eventuelle Therapieansatze zu ergrianden.

Es ergab sich in der vorliegenden Arbeit auch kein Anhalt fur ein gehauftes Auftreten
von malignen Erkrankungen bei Tragern der Chit 1-Defizienz. Im Gegensatz dazu steht
eine einzelne Studie, in der im Mausmodell gezeigt werden konnte, dass durch Gabe

von bakteriellen Chitinasen die Lyse von Mamma-Karzinom-Zellen induziert wurde *.

4.6. Infektion und Immunabwehr

Bezuglich Chit 1 existieren in der Literatur Hinweise auf einen funktionellen
Zusammenhang mit dem Immunsystem, insbesondere mit der unspezifischen
Immunabwehr ?° 2" 28 Weltweite genetische Untersuchungen haben gezeigt, dass unter
mikrobiologisch unterschiedlichen Lebensbedingungen die Pravalenz des Chit 1-
Polymorphismus variiert. Eine hohe Pravalenz von chitinhaltigen Pathogenen (z.B.
Plasmodien), scheint zu einem erhohten Selektionsdruck gegen eine Chit 1-Defizienz
zu fuhren. Andererseits ist unklar, ob das haufigere Auftreten der Chit 1-Defizienz in
Mitteleuropa durch geringeren Selektionsdruck entsteht oder ein unbekannter

Mechanismus umgekehrt zu positiver Selektion der Trager gefiihrt hat 23 24 32 33 34 61 67,



43

Eine signifikant erhohte Suszeptibilitat gegenuber Infektionen konnte in dieser Arbeit

nicht nachgewiesen werden.

4.6.1. Fokus

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich kein signifikanter Unterschied bei den Fokussen
(Lunge, Abdomen- mit Weichteil- und Wund-Infektionen, Harnwege, Bakteriamie oder
andere, d.h. nicht eindeutig zuzuordnende Fokusse). Auch in der Unterscheidung
zwischen ,Infektion’ und ,keine Infektion’ zeigte sich kein signifikant erhohtes Risiko fur
Trager oder Nichttrager des Chit 1-Polymorphismus.

4.6.2. Gram-negative und gram-positive Erreger, Biofilmbildner

Weiterhin wurden die nachgewiesenen Infektionen nach den Untergruppen Infektion
durch 'Biofilm-Bildner’, ’gram-positive’ und 'gram-negative Erreger’ untersucht:

Chitin ist ein Polysaccharid, welches aus einer Kette von p (1—4)-verbundenen N-
Acetylglucosaminen besteht (dem Ort, an dem die Hydrolyse durch Chit 1 ansetzt).
Gram-positive und gram-negative Erreger besitzen eine — unterschiedlich dicke — Hulle
aus Strangen von ebenfalls [ (1—4) glycosidisch miteinander verknupften
Zuckerderivatmolekiilen 8. Auch bei Kapselbildnern besteht die Biofilm-Hidille aus einer
wiederholten, B (1—4) glycosidisch verkniipften Disaccharideinheit ® °°. Es handelt sich
also um dem Chitin verwandte Strukturen, und somit besteht die Moglichkeit, dass die
hydrolytische Wirkung der Chit 1 auch hier angreift.

Bei Clusterung der nachweisbaren Infektionen nach gram-positiven, gram-negativen
Erregern oder nach Kapselbildnern als Verursacher zeigte sich bei den Infektionen mit
gram-positiven Erregern bei Nichttragern bzw. Tragern des untersuchten
Polymorphismus prozentual ein annahernder Gleichstand.

Anders sah es aus bei Infektionen mit gram-negativen Erregern: Hier war die Inzidenz
bei Tragern der Chit 1-Defizienz 12,1 % hoher, als bei Nichttragern. Auch bei
Infektionen mit Biofilmbildnern betrug der prozentuale Unterschied 7,2 % zum Nachtell
der Trager. Dennoch liel3 sich statistisch kein signifikanter Unterschied zwischen
Tragern und Nichttragern des untersuchten Polymorphismus darstellen.

Dieses statistische Ergebnis ist zwar formal konform mit dem Ergebnis einer Studie,
welche zeigt, dass rekombinante Chit 1 bakterielles Wachstum in Tranenflissigkeit
nicht inhibierten konnte "°. Der prozentuale Unterschied deckt sich jedoch in seiner

Tendenz vor allem mit der Arbeit von Lehrnbecher et. al., die bei iatrogener
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Immundefizienz ein signifikant erhohtes Risiko fur gram-negative Bakteriamien bei
Tragern des Chit 1-Gen-Polymorphismus nachweisen konnte 29,

Miteinzubeziehen ist auch ein Einschluss-Bias in der vorliegenden Arbeit: das relativ
seltene Vorkommen der Mutation in unserer Kohorte bewirkt moglicherweise, dass sich
statistisch keine signifikante Benachteiligung durch die Chit 1-Defizienz darstellen lasst.
Bei den nicht unbetrachtlichen Unterschieden von 7,2 % bzw. sogar 12,1 % ist es
durchaus maoglich, dass sich bei einer groeren Fallzahl ein signifikanter Nachteil fur die
Trager des Chit 1-Polymorphismus nachweisen liel3e.

4.6.3. Mykosen

Von besonderem Interesse waren Mykosen, da Chitin, das Substrat der Chit 1,
Baustein der Zellwénde von Pilzen ist %°.

Innerhalb unserer Kohorte liel sich kein signifikanter Vor- oder Nachteil fur Inzidenz
und Verlauf manifester Mykosen fur die unterschiedlichen Chit 1-Genotypen
nachweisen. Bei diesen Ergebnissen ist zu bertcksichtigen, dass auch bei vorhandener
Infektion oft kein mikrobiologischer Nachweis moglich ist. Insbesondere der Nachweis
von Mykosen ist nicht stets eindeutig moglich und davon abhangig, dass gezielt und
wiederholt danach gesucht wird. Bei Nachweis eines entsprechenden Erregers ist die
Trennung zwischen Besiedelung und Infektion schwierig, sodass auch hier das
Ergebnis verzerrt werden kann. Man muss also falsch-negative bzw. falsch-positive
Nachweise oder fehlende Diagnostik in seine Uberlegungen mit einbeziehen.

In der Literatur gibt es dazu widerspruchliche Untersuchungsergebnisse: einerseits
konnten im Zuge von Aspergilleninfektionen signifikant erhdohte Chit 1-Spiegel
nachgewiesen werden 22 . Auch eine Assoziation zwischen Chit 1-Defizienz und dem
Nachweis von Aspergillus-Antigen bei Cystische Fibrose-Patienten wird beschrieben,
allerdings ohne Nachweis eines kausalen Zusammenhangs 2.

In einem In-Vitro Versuch gelang es, das Wachstum chitinhaltiger Fungi, das Knospen
der Hyphen und den Hyphen-Hefe-Switch durch Applikation von rekombinanter Chit 1
einzuschranken. Im In-Vivo-Modell lieR sich sogar die Uberlebenswahrscheinlichkeit
neutropener Mausen, die an systemischer Candidiasis oder Aspergillosis litten, durch
die mehrfache Applikation rekombinanter Chit 1 verbessern '°.

Andererseits war retrospektiv bei den Uberlebenden einer Candidasepsis kein Vorteil
zugunsten von Tragern oder Nichttragern des hier untersuchten Polymorphismus zu

sehen "3,
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Letztendlich sind weitere Untersuchungen mit systematischer Suche nach Mykosen

notwendig, um zu einem eindeutigeren Ergebnis zu gelangen.

4.6.4. Multiresistente Erreger

Bei 45 % der Nicht-Trager der Chit 1-Inaktivierung liel3 sich eine Infektion oder
Besiedelung mit multiresistenten Erregern nachweisen, im Gegensatz zu 49,3 % der
Trager. Allerdings waren ohnehin nur bei 60 von 200 der eingeschlossenen Patienten
multiresistente Erreger nachweisbar (entsprechend 30 %), sodass sich auch hier
rechnerisch kein signifikanter Unterschied zu Gunsten oder Nachteil der
Polymorphismus-Trager darstellen liel3. Eine vergleichbare Studie war im Rahmen der
Literaturrecherche fur diese Arbeit nicht auffindbar. Zusatzlich besitzen multiresistente
Erreger nicht zwingend eine erhohte Virulenz, sondern die namengebenden
Resistenzmechanismen beziehen sich auf das Verhalten der entsprechenden Erreger
gegenuber einer antimikrobiellen Therapie unabhangig vom Immunstatus des

betroffenen Patienten.

4.6.5. Krankheitsschwere

Zur Beurteilung der Krankheitsschwere waren die Mediane der Scores SAPS Il, SOFA
und TISS-28 am Aufnahmetag und im Verlauf ermittelt worden. Beim SAPS Il gilt die
Annahme, dass bei erhdhten Werten am Aufnahmetag, das Mortalitatsrisiko ansteigt **
% Ahnlich zeigt der SOFA-Score bei erhdhten Werten eine Korrelation mit erhohter
Letalitat der Patienten an ** *®. Der TISS-28 ist validiert, die Krankheitsschwere eines
Patienten anhand der Pflegeintensitét einordnen zu kénnen .

In der vorliegenden Beobachtung zeigte sich bei SOFAund TISS-281 (erhoben jeweils
am ersten intensivstationaren Tag) signifikant geringere Werte bei den Tragern - also im
Median eine rechnerisch geringere Krankheitsschwere bzw. geringeres Letalitatsrisiko
bei Patienten mit Chit 1-Defizienz. Beim SAPS |l war am Aufnahmetag kein signifikanter
Unterschied zwischen Chit 1-Polymorphismus-Tragern und Nicht-Tragern nachweisbar.
Aber auch hier zeigten die Trager des Polymorphismus rechnerisch eine geringere
Krankheitsschwere.

Im Gegensatz dazu zeigt sich bei allen drei Scores in einer longitudinalen
Verlaufsanalyse ** wahrend der ersten 20 Tage nach Aufnahme ein signifikanter
Unterschied der Krankheitsschwere zu Lasten der Trager des Polymorphismus.
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In der grafischen Umsetzung der Analyse kann man beobachten, wie die Scores, als
Surrogatparameter der Krankheitsschwere, bei Tragern des Polymorphismus
annahernd gleich hoch bleiben, wahrend bei Patienten mit intakter Enzymfunktion die
Krankheitsschwere sukzessive abnimmt. Allerdings liel sich dieser Verlauf mangels
ausreichender Falle nach Tag 20 nicht weiter verfolgen.

Interessant ist hierbei die Umkehr der Situation im Verlauf besonders beim SAPS II, da
vor allem der erste Wert nach Aufnahme als prognoserelevant gilt **.

Ein kausaler Hintergrund fur schlechtere oder bessere Scores liel sich, abgesehen von
der Tendenz zu erhohter Empfindlichkeit gegenuber gram-negativen Erregern und
Kapselbildnern in dieser Arbeit nicht darstellen.

In einer Konfounderanalyse zur Beurteilung des Zusammenhangs der
Krankheitsschwere (nach Scores) und einer neurologischen Aufnahmediagnose in
Bezug auf den Endpunkt Mortalitat zeigte sich kein signifikanter Unterschied der
Kohorten unabhangig von dieser Form der Erkrankung. Es gibt zwar vielfaltige Hinweise
fur den Zusammenhang einer erhohten Chit 1-Aktivitat mit zentraldegenerativen
Erkrankungen, eine  Veroffentlichung  bezlglich eines  kausal-funktionellen

Zusammenhangs war in der zugénglichen Literatur nicht auffindbar ' ©3 ¢° .

4.7. Behandlungsqualtitat

Als ein moglicher Parameter fur die generelle Behandlungsqualitat und das
Behandlungsergebnis betrachteten wir die Liegedauer auf den funf beobachteten
Intensivstationen, die Liegedauer innerhalb der Charité und die Mortalitat im Zuge des
ITS-Aufenthaltes. Dabei waren die Aufenthaltsdauern der von einer Chit 1-Defizienz
Betroffenen und Nichtbetroffenen annahernd gleich. Jedoch zeigten in der
beobachteten Kohorte die Nichttrager des Polymorphismus wahrend ihres ITS-
Aufenthaltes eine Mortalitatsrate von 34,9 % wahrend bei Tragern des Polymorphismus
die Rate um 8 % hoher war.

Doch auch hier ergab sich, womoglich auf Grund der niedrigen Pravalenz und der
entsprechend geringen Fallzahlen (Trager n = 71, Nichttrager n = 129), kein rechnerisch
signifikanter Unterschied. Ein Auswahl-Bias analog zur Pravalenz der Mutation in der
vorliegenden Arbeit und zu den Ergebnissen der Infektionsraten ist auch hier nicht
ausschlieRbar.

Die Mortalitat wahrend des gesamten Krankenhausaufenthaltes liel3 sich nicht
nachverfolgen, da die Verlegungsziele der einzelnen Patienten keine vergleichbaren
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Bedingungen boten (Normalstation, Intensivstation anderer Disziplin oder nach Extern

(Rehabilitations-Einrichtungen, Intensivrehabilitationen, andere Krankenhauser etc.).

4.8. SIRS, Sepsis

Im Gegensatz zum dichotomen Outcomeparameter Versterben vs. Nichtversterben
interessierte uns als kontinuierlicher Wert das Auftreten und die Dynamik im Verlauf von
SIRS und Sepsis und dies in Bezug auf eine mogliche Funktion der Chit1 in der
Immunabwehr.

Wieder zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Betroffenen einer
Chit 1-Defizienz und Patienten mit intakter Enzymfunktion. Der Zustand SIRS trat im
allgemeinen am 1. Tag nach Ubernahme auf eine der Intensivstationen auf. Dies ist
auch in Zusammenhang damit zu sehen, dass der Uberwiegende Teil der Patienten auf
den hier beobachteten Intensivstationen postoperativ Ubernommen wurde oder eine
operative Anamnese in der jungsten Vergangenheit hatte. Es ist deshalb nicht zu
trennen, ob die Veranderungen im Sinne eines SIRS infektioser oder rein reaktiver
Genese waren. Aber auch ein formell septischer Zustand trat, wenn er vorlag (bei
81,4 % der Nicht-Trager bzw. 80,3 % der Trager des Chit 1-Polymorphismus), in der
Regel am dritten Tag nach Ubernahme auf, unabhangig von der Funktion der Chit 1. In
einer Kaplan-Meier-Analyse " zeigt sich besonders in der grafischen Darstellung ein
fast paralleles Verlaufen der Kurven von Polymorphismus-Tragern und -Nichttragern
zum Auftreten von SIRS und Sepsis. In dieser Darstellung wird deutlich, dass es in der
vorliegenden Studie innerhalb der ersten 20 Tage nach Aufnahme eines Patienten
keine Unterschiede in der Dynamik des Auftretens von SIRS und Sepsis gab.

Dies spiegelt sich in verschiedenen Publikationen mit widerspruchlichen Ergebnissen
zum Behandlungsergebnis von Patienten mit Infektionen bei defizitarem Chit 1-Gen
wieder: Masoud et al. konnten 2002 keinen signifikanten Unterschied nachweisen in der
Pravalenz von Chit 1-defizienten und Chit 1-intakten Uberlebenden einer Candida-
Sepsis . Demgegeniiber konnten Choi et al. 2001 den hier untersuchten
Polymorphismus von Chit 1 identifizieren, als assoziiert mit erhdhter Suszeptibilitat fur
eine  humane Filarieninfektion durch Wucheria bancrofti und systemischer
Inflammation. Dies wiederum war von Hise et al. 2003 in einer differenten Population
nicht nachweisbar > "°. Van Eijk etal. zeigten 2005, dass neutropene Mause mit
systemischer Mykose ein dosisabhéngiges verbessertes Uberleben zeigten nach
Applikation von rekombinanter humaner Chitotriosidase *°.
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Eine Aussage zum Einfluss des Chit 1-Polymorphismus auf eine Suszeptibilitat
gegenuber Infektionen und deren Verlauf ist entsprechend den variierenden
Ergebnissen der Literatur nicht sicher moglich.

Bei allen statistischen Ergebnissen in der vorliegenden Arbeit ist zu bedenken, dass bei
einer Fallzahl von n =200, nur n =71 Patienten (64 heterozygote und 7 homozygote
Trager) von der Mutation betroffen waren. Insofern sind die Berechnungen bei der
vergleichsweise geringen Fallzahl Betroffener insgesamt mit einem eher hohen
Zufallseffekt versehen. Auch zeigt sich trotz der grolen Breite der untersuchten
Parameter kein deutlicher Trend dahingehend, worin die Ursache fur Unterschiede
zwischen Individuen mit intakter oder defizitarer Funktion der Chit1 zum Vor- oder

Nachteil fur eine der beiden Populationen besteht.

4.9. Ausblick

In der vorliegenden Arbeit lield sich zwischen Tragern eines inaktivierenden
Polymorphismus des Chit 1-Gens und nichtbetroffenen Individuen ein signifikanter
Unterschied der Krankheitsschwerescores bei Aufnahme und im intensivstationaren
Verlauf darstellen. Eine erhdhte Empfindlichkeit von Individuen mit defizitarer Chit 1-
Funktion gegenuber gram-negativen und kapselbildenden Erregern war manifest, aber
nicht signifikant.

Maogliche Ursachen bei Diagnosen, Infektionen, Inzidenz und Dynamik von SIRS und
Sepsis, Liegedauer und Mortalitat liel3en sich nicht mit statistischer Signifikanz belegen.
Dennoch gibt es in der Literatur und der vorliegenden Studie Hinweise darauf, dass
eine erhohte Empfindlichkeit gegenuber gramnegativen Erregern und Biofilmbildnern
bestehen konnte. Welche Rolle eine defiziente Funktion von Chitinasen fur die erhohte
Suszeptibilitat gegenuber diesen Erregern und Mykosen spielt, sollte weiter untersucht
werden. Gerade die schwierig diagnostizier- und therapierbaren invasiven Mykosen
eroffnen ein weites Feld, sowohl was eine mogliche Prophylaxe bei Chit 1-Defizienz, als
auch was eventuelle Therapieoption durch die Gabe rekombinanter Chit 1 angeht.

Auch der Zusammenhang zwischen neurodegenerativen Erkrankungen und einer
erhohten Chit 1-Aktivitat ist auffallig, aber noch wenig erforscht. Besonders der
Nachweis von chitinartigen Polysaccharid-Strukturen in Amyloid-Plaques in Gehirnen

6

von an Morbus Alzheimer erkrankten Individuen ® erdffnet die Maoglichkeit weiterer

fokussierter Forschungsansatze.
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Eine Beurteilung welche Ursachen und Therapieoptionen bestehen, ist zu diesem

Zeitpunkt und Stand der Forschung jeweils nicht moglich.
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4.10. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, herauszufinden, ob ein aktivitatsreduzierender
Polymorphismus des Chit 1-Gens bei Patienten in intensivmedizinischer Behandlung
eine qualitative Veranderung der Behandlungsergebnisse zur Folge hat.

Die Hypothese war, dass sich unter erhohtem Stress, damit reduzierter
Immunkompetenz und bei zusatzlich eingeschrankter Funktion der Chit 1 ggf. deren
physiologische Funktion demaskiert und der Krankheitsverlauf modifiziert wirde.
Weiteres Ziel diesbezlglich war es, den Krankheitsverlauf anhand von
Krankheitsschwere-Scores und Parametern, die das Behandlungsergebnis
beschreiben, qualitativ zu bewerten, sowie das Auftreten und die Dynamik des Verlaufs
von SIRS und Sepsis und eine moglicherweise veranderte Infektanfalligkeit zu
erkennen.

Dazu wurden 200 Patienten von 5 Intensivstationen am Campus Virchow Klinikum und
Campus Mitte in die Untersuchung eingeschlossen. Diese wurden nach Abschluss der
Datenerhebung entsprechend ihres Genotyps in 2 Gruppen aufgeteilt. Die Verteilung
betrug n = 129 Patienten mit regularem Chit 1-Gen zu n = 71 Tragern des untersuchten
Polymorphismus.

Es handelt sich um eine prospektive, kontrollierte, nicht-interventionelle, klinische
Observationsstudie.

Die einzelnen Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass im Vergleich zwischen den beiden
untersuchten Populationen, kein statistisch signifikanter Unterschied darstellbar war
bezlglich Basischarakteristika, Infektionsverteilung, Fokussen, Erregern, Vorkommen
bzw. Dynamik im Auftreten von SIRS und Sepsis, der intensivstationaren
Behandlungsdauer und der Mortalitat.

Die Krankheitsschwere-Scores SOFA und TISS-28 zeigten bei Aufnahme signifikant
hohere Werte bei Individuen, die nicht von einer Chit 1-Mutation betroffen waren. Im
Verlauf lield sich im Gegensatz dazu fur SAPS Il;, SOFA und TISS-28 darstellen, dass
ein signifikanter Unterschied in der Krankheitsschwere bestand: Wahrend unter intakter
Enzymfunktion die Score-Werte sanken, blieben bei Polymorphismus-Betroffenen diese
Werte gleich hoch. Ursachen hierfur lie3en sich nicht darstellen.

AbschlielRend lasst sich sagen, dass aus der vorliegenden Untersuchung trotz
signifikanter Unterschiede der Krankheitsschwere im Verlauf keine mdgliche Funktion
der Chitotriosidase 1 oder Folgen des Chitotriosidase 1-Polymorphismus ableitbar

waren.
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