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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Sepsis ist charakterisiert durch hochgradige Inflammation und eine gleichzeitig auftretende
akute Dysregulation des Glukosemetabolismus. Im Rahmen dieser metabolischen
Dysregulation kommt es hdufig zur Stresshyperglykdmie, die mit erhohter
Krankheitsschwere und Mortalitdt assoziiert ist. Neben der gesteigerten hepatischen
Glukoneogenese, einer peripheren Insulinresistenz mit konsekutiv verminderter
Glukoseaufnahme und der Wirkung von Glukokortikoiden, Katecholaminen und
proinflammatorischen Mediatoren werden Adipokine zunehmend als an der Regulation des
Glukosemetabolismus bei Sepsis beteiligt angesehen. Das Adipokin Chemerin ist fiir
verschiedene Erkrankungen, insbesondere den Typ 2 Diabetes mellitus (T2D), als mit
Inflammation und  Glukosemetabolismus  assoziiert — beschrieben.  Wichtigster
Chemerinrezeptor ist der chemokine-like receptor 1 (CMKLR1). Als weitere Rezeptoren
sind C-C chemokine receptor-like 2 (CCRL2) und G protein-coupled receptor 1 (GPR1)
beschrieben. Bislang ist vollkommen unklar, ob und wenn ja in welchem Mafle Chemerin

in die Wirtsreaktion bei Sepsis involviert ist.

Ziel dieser Arbeit ist es, erstmals eine mogliche Beteiligung von Chemerin an der
Wirtsreaktion bei Sepsis nachzuweisen und zudem weitere Erkenntnisse tiber die
Verkniipfung von Chemerin mit Vorgingen der hochgradigen Inflammation und der
metabolischen Dysregulation im Allgemeinen zu gewinnen. Zunéchst soll nachgewiesen
werden, inwieweit es zu Verdnderungen des zirkulierenden Chemerins kommt und in
welchem Ausmall das viszerale Fettgewebe hiermit im Zusammenhang steht. Zur
Herausarbeitung mdglicher pathophysiologischer und klinischer Funktionen des
Chemerins soll zudem die Assoziation von Chemerin mit Parametern der systemischen
Inflammation, der Stresshyperglykdmie, der Fettgewebsinflammation sowie der

Krankheitsschwere und der Mortalitit untersucht werden.

Hierzu verkniipft diese Arbeit Untersuchungen am Menschen im Rahmen zweier
Querschnittsstudien und eine tierexperimentelle Studie am PCI-Modell der peritonealen
Sepsis bei der Maus. Zum Vergleich mit der Regulation des Chemerins bei chronischer
Inflammation und Glukosedysregulation wurden, neben Kontrollen, Patienten mit T2D
sowie ein T2D-Modell der Maus eingeschlossen. Es wurden Blutproben und
Gewebeproben des viszeralen Fettgewebes (VAT) gewonnen und hinsichtlich der
Chemerinexpression untersucht. Aus der tierexperimentellen Studie stand auch

Lebergewebe zur Verfiigung. Die Konzentration des zirkulierenden Chemerins im

v
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humanen Serum und murinen Plasma wurde mittels ELISA bestimmt, die Genexpression
im VAT und in der murinen Leber mit quantitativer Reverse-Transkriptase PCR. Im VAT
wurden histologisch die AdipozytengroBe und die Zahl CD68" Makrophagen in der
Immunhistochemie untersucht. Zur Korrelation mit klinischen Parametern wurden

Routinelabordaten hinzugezogen.

Chemerin scheint an der Wirtsreaktion bei Sepsis beteiligt zu sein, da es erhdhte
Serumspiegel bei diesem Krankheitsbild im Vergleich zu Kontroll- und T2D-Patienten
aufwies. Im viszeralen Fettgewebe und in der murinen Leber war seine Expression jedoch
herabgesetzt.  Bei  Sepsispatienten =~ war  eine  positive  Korrelation  der
Fettgewebsmakrophagenzahl mit dem zirkulierenden Chemerin zu finden, was eine
Beteiligung des VAT an der Regulation der Chemerinsynthese demnach wahrscheinlich
macht. Die Expression von CMKLR1 und GPRI im viszeralen Fettgewebe war bei
Sepsispatienten nicht signifikant verdndert, die CCRL2-Expression jedoch signifikant
erhoht. Die wesentlichen Daten zum Chemerin hinsichtlich der Gruppenunterschiede
lieBen sich im Mausmodell reproduzieren und waren auch im murinen Lebergewebe

vergleichbar.

Es war eine positive Korrelation mit der Leukozytenzahl in der Sepsis und hohere
Chemerinspiegel bei erhohtem C-reaktiven Protein (CRP) beim T2D nachweisbar. Bei
Sepsispatienten war Chemerin nach Adjustierung fiir das Geschlecht im Trend negativ mit
dem CRP assoziiert. Die Chemerin mRNA im VAT war negativ mit der CD68 mRNA im
VAT und dem CRP assoziiert. Zudem bestand ein Zusammenhang des Chemerins mit
erhohter Plasmaglukose und Insulinresistenz, der in der zweiten Studiengruppe bestitigt
werden konnte. Uber die Assoziation mit Parametern der dysregulierten
Glukosehomdostase und der systemischen Inflammation scheint eine Beteiligung des
Chemerins an diesen Prozessen wahrscheinlich. AuBerdem war Chemerin iiber den
APACHEII Score mit einer hoheren Krankheitsschwere assoziiert. In einer zweiten
Patientenkohorte konnte eine Assoziation mit der Prognose, in Abhingigkeit vom

glykdmischen Status, aufgezeigt werden.

Somit scheint das erh6hte Chemerin an der Dysregulation der Glukosehomdoostase und der
systemischen Inflammation bei Sepsis beteiligt zu sein und konnte sogar prognostische
Relevanz besitzen. Damit bietet sich Chemerin zur weiteren Evaluation als diagnostische

oder sogar therapeutische Zielstruktur an.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Wirtsantwort bei Sepsis — Systemische Inflammation und Stresshyperglykimie

1.1.1. Definition und Pathophysiologie der Sepsis

Tagtdglich muss sich der menschliche Korper mit eindringenden Fremdorganismen
auseinandersetzen. Durch die konzertierte Abfolge der lokalisierten Immunantwort kommt
es im Normalfall zur Begrenzung und Beseitigung der Infektion. Durchdringt ein solcher
Keim — Bakterium, Virus oder Pilz — die Korperbarriere, so werden mikrobielle
Bestandteile freigesetzt. Diese, auch als pathogen associated molecular pattern (PAMPs)
bezeichneten Molekiile binden an sogenannte pattern recognition receptors (PRRs), unter
anderem Toll-like-Rezeptoren (TLR). Dadurch wird eine intrazelluldre Signalkaskade in
Gang gesetzt, in deren Folge pro- und antiinflammatorische Zytokine (z.B.
Tumornekrosefaktor a, Interleukin (Il)-1, I1l1-6, Interferon y (IFN vy), 114, 11-10) und
Chemokine freigesetzt werden. Zusammen mit einer lokalen endothelialen Aktivierung
fiihrt dies zur FEinwanderung von Leukozyten, insbesondere von neutrophilen
Granulozyten, Makrophagen und Lymphozyten, welche lokal die Infektion begrenzen und
die eingedrungenen Keime beseitigen. Begleitet wird dies durch eine lokale
Gerinnungsaktivierung mit dem Ziel den Gewebedefekt zu verschlieen (Bauer et al. 2006,
Wiersinga et al. 2014). Diese lokalisierte Entziindungsreaktion ist gekennzeichnet durch

Roétung, Uberwirmung, Schwellung, Schmerzen und Funktionsverlust.

Gelingt die lokale Begrenzung der Infektion nicht, koénnen erhebliche Mengen von
Erregerbestandteilen (PAMPs) und vitalen Erregern in die Blutzirkulation eindringen, was
eine systemische Entzlindungsreaktion zur Folge hat. Die Abwehrmechanismen, die lokal
zu einer Bekdmpfung der Infektion fiihren, treten nun im gesamten Organismus auf und
schidigen den Wirt (Seeley et al. 2012). Diese systemische Inflammationsreaktion duf3ert
sich als Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS) und kann auch durch
verschiedene andere Ursachen, etwa Trauma oder Ischdmie, ausgeldst werden. Das SIRS
umfasst Verdnderungen der Korpertemperatur (Hyper- oder Hypothermie), Tachykardie,
Tachypnoe und Leukozytose oder Leukozytopenie und kann diagnostiziert werden, wenn 2
der vorgenannten Kriterien erfiillt sind. Tritt dieses SIRS als Folge einer mikrobiologisch
oder klinisch nachgewiesenen Infektion auf, wird die klinische Diagnose einer Sepsis

gestellt.  Treten  Organdysfunktionen (z.B.  Nierenversagen, Enzephalopathie,
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Thrombozytopenie, Leberversagen) hinzu, spricht man von einer schweren Sepsis, beim
Auftreten von anhaltender arterieller Hypotension trotz adidquater Volumentherapie oder
einem anhaltenden Bedarf an vasoaktiven Medikamenten zur Aufrechterhaltung einer
Normotonie vom septischen Schock. Die Kriterien zur Diagnose einer Sepsis, einer
schweren Sepsis und des septischen Schocks der deutschen S2k-Leitline sind im Anhang

(8.1) beigefiigt (Reinhart et al. 2010).

Lange Zeit galt das Dogma, dass es in der Wirtsantwort bei Sepsis zunédchst zu einer Phase
der Hyperinflammation im Sinne eines Zytokinsturms kommt, die dann von einer
immunsuppressiven Phase der Hypoinflammation gefolgt ist (Hotchkiss und Karl 2003).
Nach diesem Konzept wurde vor allem die proinflammatorische Immunantwort als den
Organismus schiddigend angesehen. Allerdings laufen vom Beginn der systemischen
Inflammationsantwort an pro- und antiinflammatorische Prozesse gleichzeitig ab.
Vergleichbar kommt es zeitgleich zur Aktivierung und Hemmung des Gerinnungssystems
und des Komplementsystems. Schédlich ist in der Wirtsantwort bei Sepsis also eher die
Storung der Immun-Homoostase. Diese These wird dadurch gestiitzt, dass reine
antiinflammatorische supportive Therapieregime in Studien bisher nicht nachhaltig

erfolgreich waren (Deutschman und Tracey 2014, Hotchkiss et al. 2013).

1.1.2.Stresshyperglykémie als klinisches Problem

Begleitend zur systemischen Inflammation, mit ihren potentiellen Organschdden, sind
Storungen des Glukosemetabolismus ein hiufiges Phanomen bei Patienten mit Sepsis. Es
kommt hierbei sowohl zu Hypoglykédmien als auch zu Hyperglykédmien, wobei in diesem
Kontext von Stresshypoglykdmie und Stresshyperglykédmie gesprochen wird. Diese
Storungen treten jedoch nicht isoliert bei Patienten mit Sepsis auf, sondern kénnen auch
andere kritisch Kranke betreffen, z.B. Patienten mit Polytrauma oder mit postoperativem
SIRS (Dungan et al. 2009). Die Stresshyperglykdmie wird in der Literatur uneinheitlich
definiert. Daher wird ihre Inzidenz in verschiedenen Studien auch sehr verschieden
angegeben. Nimmt man den einmaligen Anstieg der Plasmaglukose iiber 7,0 mmol/L als
ausreichendes Kriterium — dies entspricht dem Grenzwert fiir die Diagnose eines Diabetes
mellitus anhand der Niichternglukose — so betrdgt die Prdvalenz bei kritisch Kranken
wihrend des gesamten Aufenthaltes auf der Intensivstation bis zu 98% (Finfer 2014).

Schliefit man Patienten mit vorbestehendem Diabetes mellitus aus und nur solche ein, die
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an mindestens zwei aufeinanderfolgenden Tagen die Hyperglykdmie-Kriterien der
American Diabetes Association erfiillt haben (American Diabetes Association 2010), wird
bei Sepsispatienten eine Inzidenz von 12,0 bis 17,7% angegeben (Leonidou et al. 2008,
Umpierrez et al. 2002). Nach diesen Kriterien wird von einer Stresshyperglykdmie
gesprochen, wenn im venosen Plasma der Niichternglukosespiegel tiber 7,0 mmol/l oder

der Zufallsglukosespiegel {iber 11,1 mmol/l liegt (American Diabetes Association 2010).

Patienten mit Stresshyperglykdmie weisen eine hohere Mortalitdit im Vergleich zu
Patienten ohne Stresshyperglykédmie auf (Badawi et al. 2012, Leonidou et al. 2008). Die
Senkung der Glukosespiegel durch Insulintherapie kann zu einer Reduktion der Mortalitét
fiihren, wobei die intensivierte Insulintherapie mit dem Ziel einer Plasmaglukose zwischen
4,4 — 6,1 mmol/l jedoch zu einem hoheren Risiko unerwiinschter Hypoglykdmien fiihrt
(Brunkhorst et al. 2008). Als Erkldrungen fiir die erh6hte Mortalitit werden diskutiert, dass
die Hyperglykdmie Ausdruck einer schwerwiegenden zelluldren Dysfunktion ist (Losser et
al. 2010) oder auch Ausdruck vorbestehender metabolischer Erkrankungen (Dungan et al.
2009). Hinzu kommen die schidlichen Auswirkungen der erhdhten Glukosespiegel selbst
(Marik und Raghavan 2004). Einige Autoren weisen auch auf die adaptive Funktion einer
milden bis miBigen Stresshyperglykdmie hin, welche die zelluldre Glukoseversorgung im
Rahmen der Hypozirkulation und Diffusionsstorung bei Sepsis sicherstellt (Marik und
Bellomo 2013).

1.1.3. Pathophysiologie der Stresshyperglykimie

Es werden verschiedenste Mechanismen in der Entstehung der Stresshyperglykdmie, bei
kritisch kranken Patienten im Allgemeinen und bei Sepsispatienten im Speziellen,
diskutiert. Direkte Daten zur Pathophysiologie liegen jedoch in aller Regel nicht vor,
sodass meist von bekannten Mechanismen des Typ 2 Diabetes mellitus auf Verdnderungen
des Glukosestoffwechsels bei hochgradiger systemischer Inflammation riickgeschlossen
werden muss (Marik und Raghavan 2004). Die wesentlichen bekannten intrazelluldren
Mechanismen, die zur Stresshyperglykémie beitragen sind zusammengefasst in Abbildung

1 stark vereinfacht dargestellt.

In der Wirtsantwort bei Sepsis kommt es zu einer massiven endogenen Freisetzung von
Katecholaminen, Glukokortikoiden, Zytokinen (z.B. IL-1, IL-6, TNFa) und Glukagon

(Dungan et al. 2009). Hinzu kommen exogene Einflussfaktoren, wie etwa die
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therapeutische Gabe von Katecholaminen und Glukokortikoiden oder die parenterale

Erndhrungstherapie (Whitcomb et al. 2005).

Glucagon I-PS
Katecholamine Zytokine — Insulin
* 4, IR — . Glukoseanfnahme 1
_ _—:& n - ) (—
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i L
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Abbildung 1: Mechanismen der Stresshyperglykimie bei SIRS und Sepsis. (verindert nach
Marik und Raghavan 2004)

Die Bindung von Insulin an den Insulinrezeptor (IR) fiihrt zur Autophosphorylierung des IR und
anschlieBend zur Tyrosinphosphorylierung des Insulinrezeptorsubstrats 1 (IRS-1). Uber
verschiedene Zwischenschritte bedingt dies die Translokation des insulinabhidngigen
Glukosetransporters 4 (GLUT4) in die Zellmembran und somit eine gesteigerte Glukoseaufnahme.
Auflerdem kommt es zur Steigerung der Glykogensynthese und einer Hemmung der
Glukoneogenese. Verschiedene Faktoren der Stressantwort filhren zu einer Hemmung dieser
Mechanismen. Katecholamine und Cortisol verhindern die Tyrosinphosphorylierung von IRS-1.
Lipopolysaccharide (LPS) und verschiedene Zytokine fiithren iiber Aktivierung der Inhibitor kB
Kinase (IKK) und der c-Jun-N-terminale Kinase (JNK) zur hemmenden Serinphosphorylierung
vom IRS-1. Die IKK aktiviert zudem den nukledren Faktor kB (NFkB ), der darauthin im Zellkern
als Transkriptionsfaktor aktiv wird. Glukagon fiihrt iiber die Bildung von cyklischem
Adenosinmonophosphat (cAMP) aus Adenosintriphosphat (ATP) zur Aktivierung der
Proteinkinase A (PKA), die iiber Zwischenschritte die Glykogensynthese hemmt und die
Glukoneogenese aktiviert.

Wesentlicher Mechanismus in der Entstehung der Stresshyperglykémie ist eine Steigerung
der hepatischen Glukoseproduktion (Jeevanandam et al. 1990). Glukagon wird als
wesentlicher Mediator hierfiir angesehen (Lang et al. 1989), wobei die

Glukagonfreisetzung unter anderem durch proinflammatorische Zytokine wie TNFa

4



Einleitung

vermittelt wird (Blumberg et al. 1995). Zusitzlich sind Adrenalin und Glukokortikoide
auch direkt und unabhéngig an der gesteigerten hepatischen Glukoneogenese beteiligt

(Fujiwara et al. 1996, McGuinness et al. 1997).

Weiterhin kann es in der Sepsis infolge der massiven Insulinresistenz zu einer
verminderten zelluldren Glukoseaufnahme vor allem in der Skelettmuskulatur kommen
(Lang et al. 1990). Normalerweise fiihrt die Aktivierung des Insulinrezeptors zur
Aktivierung des Insulin-Rezeptorsubstrats-1 (IRS-1) durch Tyrosinphosphorylierung.
Daraufhin resultiert, vermittelt durch verschiedene Zwischenschritte, eine GLUT4-
Translokation in die Zellmembran und eine Steigerung der Glukoseoxidation und
Glykogensynthese (Marik und Raghavan 2004). Dies fiihrt zur vermehrten
Glukoseaufnahme in die Zellen und zum vermehrten Verbrauch. Proinflammatorische
Signalkaskaden fithren zur Reduktion der Aktivitit des Insulinrezeptors und des IRS-1
durch Serinphosphorylierung. Eine wesentliche Beteiligung proinflammatorischer
Zytokine unter Vermittlung des NFxB-Signalwegs wird angenommen (Shoelson et al.

2006).

1.2. Adipositas-induzierte Insulinresistenz und Fettgewebsinflammation

Zur Pathophysiologie der Insulinresistenz liegen fiir den Adipositas-induzierte Typ 2
Diabetes mellitus (T2D) bisher die meisten Daten vor. Hierbei fiihrt die chronische
Hyperalimentation iiber verschiedene Mechanismen zur Insulinresistenz und darauf

folgend zur Hyperglykédmie.

Durch Hyperalimentation kommt es auch beim Stoffwechselgesunden zur postprandialen
Erhohung der Glukosespiegel mit entsprechend darauf folgender Insulinfreisetzung. Die
resultierende Hyperinsulindmie hat eine Insulindesensitiverung zur Folge, die zum Teil
durch Rezeptorinternalisierung bedingt ist (Di Guglielmo et al. 1998). Des Weiteren
kommt es durch die postprandialen Hyperglykdmieepisoden zur Glykierung von Proteinen.
Diese glykierten Proteine konnen nun auch zur Insulinresistenz beitragen (Nowotny et al.
2015). Bei einem dieser glykierten Proteine handelt es sich um das Hamoglobin A, das
bei einem Anteil > 6,5% vom Gesamthdmoglobin die Diagnose des T2D erlaubt
(American Diabetes Association 2010). Infolge der vermehrten Zufuhr von Fetten und der

Fettgewebshypertrophie mit gesteigerter Lipolyse kommt es weiterhin zu erhShten
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Plasmaspiegeln freier gesittigter Fettsduren, die an Leber und Skelettmuskulatur eine

Insulinresistenz hervorrufen (Capurso und Capurso 2012).

Ein wesentlicher Faktor in der Pathogenese des Adipositas-induzierten T2D ist die
Fettgewebshypertrophie. Das hypertrophierte Fettgewebe setzt  vermehrt
proinflammatorische Zytokine, etwa IL-1B, IL-6 und TNFa frei (Maury und Brichard
2010), deren Insulin-desensitivierende Wirkung bereits unter 1.1.3 besprochen wurde.
Neben diesen setzen hypertrophierte Adipozyten weitere chemotaktische Peptide frei, die
eine Infiltration und Vermehrung fettgewebsstindiger Makrophagen bewirken (Olefsky
und Glass 2010). Zudem kommt es bei extremer Adipozytenhypertrophie zur Instabilitét
der Zytoplasmamembran mit folgendem Adipozytenuntergang. Diese untergehenden
Zellen locken wiederum phagozytierende Makrophagen an, die sich dann in Form von
Crown-like structures (CLS) um die Adipozyten anordnen koénnen (Cinti et al. 2005).
Somit sind diese CLS Ausdruck einer schwerwiegenden, Adipositas-induzierten
Fettgewebsinflammation. Die genannten Prozesse der Fettgewebsinflammation spielen
sich vorwiegend bei viszeraler Adipositas im viszeralen Fettgewebe ab, was auf
verschiedene Mechanismen, unter anderem den erhohten intraabdominellen Druck,
zurlickgefithrt wird. (Matsuzawa 2008). Diese Infiltration des Fettgewebes durch
proinflammatorische Makrophagen korreliert mit Insulinresistenz und dem Auftreten des
T2D (Olefsky und Glass 2010). Eine erhohte Zahl von Fettgewebsmakrophagen im
viszeralen Fettgewebe ist auch fiir die Sepsis beschrieben, wobei diese vorwiegend dem
eher antiinflammatorischen M2-Phéinotyp zugeordnet werden (Langouche et al. 2011) und

deren Bedeutung in der Pathophysiologie der Sepsis bisher weitestgehend unverstanden ist.

Im Rahmen der Fettgewebshypertrophie und —inflammation kommt es neben der
Freisetzung der oben genannten Zytokine auch zur Freisetzung weiterer Adipokine, das
heiflt von Zytokinen, die vom Fettgewebe gebildet werden. Eine Vielzahl von Adipokinen
wurde bisher in der Literatur beschrieben, wobei die prominentesten Vertreter Leptin,
Adiponectin, Resistin und Visfatin sind. Adipokine unterhalten zum einen die chronisch-
niedriggradige Inflammation bei Patienten mit Adipositas-induziertem T2D und sind auch
an der metabolischen Regulation direkt iiber Insulin-desensitivierende und —sensitivierende

Wirkungen beteiligt (Conde et al. 2011).
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1.3. Chemerin

Adipokine sind zunehmend Gegenstand aktueller Forschung auf dem Gebiet der Sepsis, da
sie funktionell mit Inflammation und gestortem Glukosemetabolismus assoziiert sind
(Hillenbrand et al. 2012). Insbesondere fiir Adiponectin und Leptin sind Zusammenhinge
mit der Krankheitsschwere bei Sepsis beschrieben (Chen et al. 2014a, Vassiliadi et al.
2012). Chemerin (Genname retinoic acid receptor responder 2, RARRES2; auch
Tazarotene inducible gene 2, TIG2 genannt) ist ein Adipokin, fiir das eine Rolle in der
Sepsis postuliert wurde, das aber bisher fiir dieses Krankheitsbild nicht beschrieben ist
(Hillenbrand et al. 2012). Es wird hauptsidchlich im Fettgewebe sowie in Leber und
Pankreas gebildet (Bozaoglu et al. 2007, Chamberland et al. 2013, Wittamer et al. 2003).
Unter  physiologischen  Bedingungen  fungiert =~ Chemerin  als  wichtiger
Adipozytendifferenzierungsfaktor (Goralski et al. 2007), ist antibakteriell wirksam (Banas
et al. 2013, Kulig et al. 2011) und an der Chemoattraktion bestimmter
Leukozytenpopulationen beteiligt (Wittamer et al. 2003). Fiir verschiedene metabolische,
inflammatorische und autoimmune Erkrankungen zeigen Studien eine Beteiligung von
Chemerin. Hierzu zdhlen unter anderem das Metabolische Syndrom und der T2D
(Bozaoglu et al. 2007, Bozaoglu et al. 2009), die Nichtalkoholische Steatohepatitis (Ddcke
et al. 2013, Krautbauer et al. 2013), die Rheumatoide Arthritis (Scotece et al. 2011),
chronisch-entziindliche Darmerkrankungen (Weigert et al. 2010a) und die chronische
Pankreatitis (Adrych et al. 2012). Die pathophysiologische Bedeutung des Chemerins und
die zugrundeliegenden Mechanismen fiir diese Krankheitsbilder sind bisher nur

unzureichend bekannt.

Da die vorliegende Arbeit auf das Verhalten von Chemerin bei Patienten mit Sepsis
fokussiert, soll im Folgenden die Physiologie und Pathophysiologie von Chemerin néher

erldautert werden.

1.3.1. Struktur, Synthese und posttranslationale Modifikation

Chemerin ist ein Proteinhormon, das strukturell der Cathelicidin/Cystatin-Proteinfamilie
zugeordnet wird (Wittamer et al. 2003). Das Prdprochemerin, bestehend aus 163
Aminoséduren, wird im rauen endoplasmatischen Retikulum synthetisiert. Hieraus entsteht
durch intrazellulire Abspaltung des N-terminalen Signalpeptides, welches als

Lokalisierungssequenz fiir die Bildung im rauen endoplasmatischen Retikulum fungiert,
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Prochemerin (Chemerin-163) (Nagpal et al. 1997, Wittamer et al. 2003). Ob die
Abspaltung des Signalpeptids co- oder posttranslational erfolgt, ist in der Literatur bisher
nicht bekannt (Zabel et al. 2014). Das Prochemerin wird dann, iiber bislang nicht
ausreichend verstandene Mechanismen sezerniert (Zabel et al. 2014). Im Plasma liegt dann
im Wesentlichen das inaktive, unprozessierte Prochemerin vor (Zabel et al. 2005, Zhao et
al. 2011). In der Zirkulation und im Interstitium erfolgt die Abspaltung C-terminaler
Peptide durch Serin-, Cystein- und Carboxypeptidasen, wodurch Chemerin-Isoformen mit
unterschiedlicher Aktivitdt und spatiotemporaler Verteilung resultieren (siche Abbildung
2) (Mattern et al. 2014). Diese Isoformen werden als eigentliches Chemerin bezeichnet.
Durch C-terminale Abspaltung von 5 Aminosdureresten durch beispielsweise Plasmin
entsteht das Chemerin-158 (Du et al. 2009), das durch Carboxypeptidase N/B in Chemerin-
157 umgewandelt werden kann (Du et al. 2009, Wittamer et al. 2003), welches auch durch
direkte Proteolyse durch Elastase entsteht und die aktivste Isoform ist (Zabel et al. 2005).
Cathepsin G und Kallikrein 7 sind in der Lage, sieben Aminosdurereste vom Prochemerin
abzuspalten, sodass das ebenfalls aktive Chemerin-156 resultiert (Schultz et al. 2013, Zabel
et al. 2005). Chemerin-156 und Chemerin-157 konnen dann durch Proteolyse zum
Chemerin-154 inaktiviert werden, wobei im Wesentliches das Enzym Chymase als
ursdchlich beschrieben ist (Guillabert et al. 2008). Durch Proteinase 3 kann Prochemerin
zudem direkt in das inaktive Chemerin-155 umgewandelt werden (Guillabert et al. 2008).
Inaktive Chemerin-Isoformen sind auch in der Lage, zumindest wenn sie in sehr hoher
Konzentration vorliegen, als Chemerin-Antagonisten am Rezeptor zu wirken (Yamaguchi

etal. 2011).

In der Wirtsreaktion bei Sepsis kommt es zur Aktivierung von neutrophilen Granulozyten
und der Gerinnungskaskade (Hotchkiss und Karl 2003). Elastase, Cathepsin G und
Proteinase 3 werden unter anderem von aktivierten neutrophilen Granulozyten freigesetzt,
wihrend es bei der Gerinnungsaktivierung zeitgleich auch zur Aktivierung von Plasmin
kommt (Borregaard 2010, Levi und van der Poll 2010). Fiir die Sepsis ist ebenfalls die
Carboxypeptidase N als im Plasma erhoht beschrieben (Jiao et al. 2014). Somit liegen bei
Sepsis verschiedene aktive Proteasen im Plasma vor, welche in der Lage sind die

Chemerinaktivitit zu modulieren.
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Abbildung 2: Prozessierung und Rezeptorwirkung von Chemerin (modifiziert nach Mattern
et al. 2014 und Bondue et al. 2011a)

Chemerin wird als Priaprochemerin im endoplasmatischen Retikulum gebildet. AnschlieBend
entsteht durch Abspaltung eines N-terminalen Signalpeptids das Prochemerin (Chemerin-163),
das von der Zelle sezerniert wird. Gewebeschiddigung und Infektion fiihren zur Freisetzung und
Aktivierung verschiedener Proteasen, die Chemerin entweder aktivieren oder deaktivieren. Die
aktivierten Chemerinisoformen Chemerin-156, Chemerin-157 und Chemerin-158 binden an die
Chemerinrezeptoren chemokine-like receptor 1 (CMKLR1) C-C chemokine receptor-like 2
(CCRL2) und G protein-coupled receptor 1 (GPR1) mit den daraus folgenden
rezeptorabhéngigen Effekten. Die aktivierten Chemerinisoformen kdnnen zudem durch das
Enzym Chymase zum Chemerin-154 inaktiviert werden. Auflerdem entsteht das inaktive
Chemerin-155 direkt durch Proteolyse des Prochemerins durch die Proteinase 3 (nicht
dargestellt).
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1.3.2.Chemerin-Rezeptoren und ihre Funktion

Fiir Chemerin sind drei verschiedene Rezeptoren bekannt, die alle in etwa die gleiche
Bindungsaffinitit zum Chemerin aufweisen (Barnea et al. 2008, Zabel et al. 2008). Der
Hauptrezeptor ist das Protein chemokine-like receptor 1 (CMKLRI1). Dieser wird
hauptsédchlich auf verschiedenen leukozytdren Zellpopulationen exprimiert, unter anderem
Zellen der monozytiren Zellreihe, Mikroglia und Natiirlichen Killer-Zellen. Nicht
exprimiert wird der CMKLRI1 auf B- und T-Lymphozyten, Granulozyten und
Thrombozyten. Fiir eine Reihe nicht-leukozytirer Zellen, namentlich vor allem
Adipozyten, Hepatozyten, Myozyten, Chondrozyten, Osteoklasten und Endothelzellen ist
ebenfalls eine CMKLR 1-Expression beschrieben (Docke et al. 2013, Mattern et al. 2014).
Eine wesentliche Funktion des CMKLRI1 ist die Vermittlung des chemoattrahierenden
Chemerin-Effektes auf Leukozyten (Bondue et al. 2011a). Auflerdem werden einige
metabolische Effekte des Chemerins in Adipozyten und Skelettmuskelzellen {iiber

CMKLRI1 vermittelt (Ernst und Sinal 2010).

C-C chemokine receptor-like 2 (CCRL2) und G protein-coupled receptor 1 (GPRI) sind
ebenfalls Chemerinrezeptoren, von denen angenommen wird, dass sie die lokale
Chemerin-Aktivitdt modulieren (Bondue et al. 2011a). CCRL2 wird auf Endothelzellen
exprimiert und bindet Chemerin, ohne dieses zu internalisieren und kann damit Chemerin
nach auflen prisentieren (Gonzalvo-Feo et al. 2014, Monnier et al. 2012). Es wird
postuliert, dass hierdurch eine Verstiarkung der lokalen Chemerinaktivitit resultiert (Zabel
et al. 2014). AuBlerdem ist CCRL2 noch auf Mastzellen, aktivierten Makrophagen und
dendritischen Zellen exprimiert und ist auch an der Immunregulation und Chemoattraktion
dieser Zellen beteiligt (Otero et al. 2010, Zabel et al. 2008). GPR1 bindet ebenfalls
Chemerin, internalisiert allerdings nach Bindung und ist daher wahrscheinlich am Abbau
von Chemerin beteiligt, wobei es die lokale Chemerinaktivitit vermindert (Zabel et al.
2014). Der Rezeptor wird in der Stroma-Fraktion des weilen Fettgewebes, in der
Skelettmuskulatur, Plazenta, Genitalorganen und im Gehirn exprimiert (Rourke et al. 2014,
Zabel et al. 2014). Aktuelle Studien zeigen, dass GPR1 auch wesentlich an der Vermittlung
metabolischer Effekte des Chemerins beteiligt ist (Rourke et al. 2014).
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1.3.3.Chemerin und metabolische Regulation

Chemerin kommt eine wesentliche Rolle in der metabolischen Regulation zu. Die
Zusammenhdnge mit dem Glukosestoffwechsel sind komplex und unterscheiden sich je

nach untersuchtem Zelltyp oder Gewebe und je nach untersuchtem Modell.

In vitro ist Chemerin in der Lage, sowohl Insulin-sensitivierend als auch die
Insulinresistenz fordernd zu wirken. In einer murinen immortalisierten Adipozytenzelllinie
(3T3-L1-Zellen) fiihrt etwa die Zugabe von Chemerin zu einer Steigerung der
Glukoseaufnahme und der Phosphorylierung des IRS-1 (Takahashi et al. 2008). In
Skelettmuskelzellen wird jedoch die Entwicklung von Insulinresistenz nach Behandlung
mit Chemerin beobachtet (Sell et al. 2009). Die adenovirale Herabregulation der
CMKLRI1-Expression und damit die Reduktion der CMKLRI-abhingigen
Chemerinwirkung in Myozyten fiihrt ebenfalls zu einer gesteigerten Glukoseaufnahme
(Issa et al. 2012). Die Leber ist ein weiteres entscheidendes metabolisch aktives Organ,
wenn es um die Glukoseaufnahmekapazitit des Gesamtorganismus geht. Zur Leber, im
Speziellen den Hepatozyten, liegen jedoch keine Untersuchungen zu einer direkten

Wirkung von Chemerin auf die Insulinsensitivitidt und Glukoseaufnahme vor.

Murine in vivo-Diabetes-Modelle mit systemischer Applikation von rekombinantem
Chemerin oder adenoviraler Chemeriniiberexpression fiihren zu einer diabetischen
Stoffwechsellage, gemessen mittels Insulin- und Glukosetoleranztest (Becker et al. 2010,
Ernst et al. 2010). Gleichzeitig fiihrt der Verlust von CMKLR1 in vivo durch Knockout im
Mausmodell jedoch nicht zu einer Insulinsensitivierung. Dieser Knockout bedingt dennoch
eine Glukoseintoleranz im Glukosetoleranztest, wobei dieser Effekt im Wesentlichen durch

eine verminderte Insulinfreisetzung hervorgerufen zu sein scheint (Issa et al. 2012).

Die klinischen Daten zum Chemerin in Bezug auf die metabolische Regulation
beschranken sich im Wesentlichen auf reine Korrelation- und Regressionsanalysen.
Funktionelle Daten zum Chemerin im Menschen sind derzeit in der Literatur nicht
verfiigbar. Chemerin ist assoziiert mit Komponenten des metabolischen Syndroms wie
Adipositas, Insulinresistenz und Dyslipoproteindmie (Fatima et al. 2013). Durch
Lebensstilinterventionen (Kim et al. 2014) und bariatrische Chirurgie (Ress et al. 2010)
kann die Chemerinkonzentration im Blut ebenso reduziert werden, wie durch eine
medikamentdse Behandlung mit Thiazolidindionen oder Biguaniden (Esteghamati et al.

2014).

11
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1.3.4.Chemerin und Inflammation

Ebenso wie das Zusammenspiel von Chemerin und Regulation des Glukosemetabolismus
sind auch die Zusammenhidnge zwischen Inflammation und Chemerinwirkung komplex

und abhédngig vom untersuchten System.

Der postulierte Hauptmechanismus der Chemerinwirkung auf die Inflammationsantwort
beinhaltet, dass das im Plasma zirkulierende Prochemerin am Ort von Inflammation und
Gewebeschadigung durch Proteolyse aktiviert wird (Mattern et al. 2014) und dann eine
Attrahierung CMKLR1-positiver Leukozyten bewirkt (Wittamer et al. 2003). Dies fiihrt
dann zur Einwanderung dieser Leukozyten (Parolini et al. 2007, Vermi et al. 2005). Damit
tibereinstimmend wurde in klinischen Studien bisher insbesondere iiber eine positive
Assoziation von Chemerin mit Inflammation berichtet. Chemerin ist assoziiert mit der
Rekrutierung von Leukozyten in entziindete Hautldsionen (Parolini et al. 2007) und
lymphatische Gewebe (Vermi et al. 2005), mit Inflammation bei T2D (Weigert et al.
2010b) und mit der Entziindungsaktivitit und Krankheitsschwere bei Osteoarthritis,
rheumatoider Arthritis und chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (Buechler 2014,
Ha et al. 2014, Huang et al. 2012). AuBerdem finden sich erhdhte Chemerinspiegel bei
Patienten mit chronischer Pankreatitis (Adrych et al. 2012). Nichtsdestotrotz ist Chemerin
in in vivo Inflammationsmodellen eher mit antiinflammatorischen Effekten verkniipft: Die
Gabe von C-terminalen Chemerinpeptiden im Modell der Zymosan-induzierten Peritonitis
(Cash et al. 2008) und die Chemerinapplikation im LPS-Modell der akuten Pneumonie
(Luangsay et al. 2009) fiihren zu einer Reduktion sowohl der Inflammationsantwort als
auch der Einwanderung proinflammatorischer Zellen in das geschiadigte Gewebe. Im
viralen Pneumonie-Modell der Maus fiihrt der Knockout von CMKLR1 zu einer
verminderten Entziindungsreaktion, gleichzeitig jedoch auch zu einer erhdhten Viruslast
(Bondue et al. 2011b). Die antiinflammatorischen Chemerin-Effekte in diesem Modell
scheinen hierbei im Wesentlichen durch nicht-leukozytire CMKLR1-positive Zellen
vermittelt zu sein (Bondue et al. 2011b). Somit kann Chemerin nicht per se als pro- oder
antiinflammatorisches Agenz in der Inflammationsantwort betrachtet werden. Chemerin
kommt wahrscheinlich eher eine immunmodulatorische Funktion 2zu, wobei die
Begleitumstinde, z.B. ob eine sterile Entziindung oder eine bakterielle Infektion vorliegen,
iiber die genaue Immunantwort entscheiden (Zabel et al. 2014). Die Beteiligung nicht-
leukozytérer Zellen und metabolischer Mechanismen an den Inflammations-modulierenden

Effekten von Chemerin sind weitgehend unbekannt (Zabel et al. 2014).
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2. Ziele und Hypothesen

Im Rahmen der Wirtsantwort bei Sepsis kommt es zu einer massiven
Inflammationsreaktion und einer Dysregulation der Glukosehomoostase. Einige
Adipokine, wie etwa Adiponektin oder Leptin, gelten als hieran beteiligt. Chemerin ist bei
Patienten mit metabolischem Syndrom sowohl mit Inflammation als auch Insulinresistenz
und Hyperglykdmie assoziiert. Daher ist es wahrscheinlich, dass diesem neuen Adipokin

auch eine Rolle bei der Modulation der Wirtsantwort bei Sepsis zukommt.

Ziel dieser Arbeit war es daher, eine erste Beschreibung des Verhaltens von Chemerin,
sowohl seiner Serumkonzentration als auch der Expression in Fettgewebe und Leber, fiir
das Krankheitsbild Sepsis vorzunehmen. Zur Einordnung der Befunde sollten diese mit
Daten von Patienten mit T2D und Kontrollpatienten verglichen und tierexperimentellen

Befunden gegeniibergestellt werden. Es wurde folgende Arbeitshypothese formuliert:

Chemerin ist in die Wirtsreaktion bei Sepsis involviert. Hierbei ist es mit der
systemischen Inflammationsantwort, der gestorten Glukosehomoostase der

Krankheitsschwere und der Prognose assoziiert.
Um diese Hypothese zu iiberpriifen wurden folgende Fragestellungen formuliert:

L. Ist die Konzentration des zirkulierenden Chemerins bei Patienten mit Sepsis

gegeniiber Kontrollpatienten und Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 erhoht?

II. Besteht eine gesteigerte Expression von Chemerin im viszeralen Fettgewebe?
I1I. Ist die Konzentration des zirkulierenden Chemerins mit klinischen Parametern
der  systemischen  Inflammation, Insulinresistenz ~ und  gestorten

Glukosehomdostase assoziiert?

IV.  Besteht ein Zusammenhang zwischen Fettgewebsinflammation und
zirkulierendem Chemerin?

V. Besteht eine Assoziation des zirkulierenden Chemerins mit Krankheitsschwere
und Prognose?

VI.  Lassen sich die Befunde aus I. und II. im murinen polymikrobiellen Modell der

peritonealen Sepsis reproduzieren?
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3. Material und Methoden

3.1. Studiendesign

Diese Arbeit beinhaltet eine klinische Querschnittstudie, die Chemerin und seine
Assoziationen mit Parametern der Inflammation und metabolischen Dysregulation bei
Patienten mit Sepsis, Typ 2 Diabetes mellitus (T2D) oder Kontrollen ohne diese beiden
Erkrankungen untersucht. Es wurden Blut- und viszerale Fettgewebsproben von Patienten,
die sich einer therapeutischen Laparotomie unterzogen, entnommen und Routinelabordaten
erhoben. Die Spiegel des zirkulierenden Chemerins wurden mittels Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) quantifiziert und die Genexpression von Chemerin und
seinen Rezeptoren im viszeralen Fettgewebe mittels quantitativer Reverse Transkriptase-
Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR) erfasst. Ergdnzend wurden Daten und Blutproben
eines grofleren zweiten unabhingigen klinischen Studienkollektivs hinzugezogen, um eine
Aussage liber die mogliche prognostische Bedeutung des Chemerins bei Patienten mit

Sepsis treffen zu konnen.

Verkniipft wurden diese klinischen Studien mit Untersuchungen am Mausmodell der
polymikrobiellen peritonealen Sepsis, um die Eignung des Tiermodells zum Studium des
Chemerins bei Sepsis zu iiberpriifen. Um dem Studiendesign der klinischen Studie zu
entsprechen wurde des Weiteren ein Mausmodell des Adipositas-induzierten T2D mittels

hochkalorischer fettreicher Diét integriert.

3.2. Patientencharakterisierung und Ethikvotum
3.2.1.INSIGHT-Studienkollektiv

Alle Patienten der ersten Querschnittsstudie wurden im Rahmen der INSIGHT-Studie
eingeschlossen, welche im Deutschen Register Klinischer Studien registriert ist
(Registriernummer DRKS00005450). Ein positives Votum der Ethikkommission der
Medizinischen Fakultit des Universitétsklinikums Jena liegt vor (Registriernummer 3247-
09/11). Bei den Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit handelt es sich um die
Auswertung nachtriglich durchgefiihrter Messungen, die im Studienprotokoll nicht als
Endpunkte aufgefiihrt sind. Alle Patienten oder deren gesetzliche Betreuer haben ihr
informiertes Einverstindnis in die MaBBnahmen dieser Studie gegeben. Die Erhebung der

Basisdaten erfolgte mit Hilfe eines standardisierten Interviews mit einem standardisierten
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Fragebogen, der im Anhang hinterlegt ist (siche 8.2). Bei den Sepsispatienten wurden der
APACHE II-, SOFA- und SAPS II-Score am ersten postoperativen Tag berechnet (Knaus
etal. 1985, Le Gall et al. 1993, Vincent et al. 1996).

Es wurden Patienten eingeschlossen, die sich einer therapeutischen Laparotomie
unterzogen haben, mindestens 18 Jahre alt waren und in den letzten fiinf Tagen keine
weitere chirurgische Intervention hatten. Die Patienten der Sepsis-Gruppe haben die
Kriterien der aktuell giiltigen deutschen S2k Leitlinie der Deutschen Sepsis-Gesellschaft
e.V. und der Deutschen Interdisziplindren Vereinigung fiir Intensiv- und Notfallmedizin
(Reinhart et al. 2010) erfiillt (siche 8.1). Patienten der Typ 2 Diabetes mellitus Gruppe
(T2D) erfiillten die American Diabetes Association (ADA) Kriterien beziiglich
Niichternglukose oder HbA|. zur Diagnose des T2D (American Diabetes Association
2010) oder hatten einen bereits diagnostizierten T2D mit aktueller oraler antidiabetischer
Therapie. Die Kontrollgruppe bestand aus Patienten, die weder die Kriterien zur Diagnose
einer Sepsis noch zur Diagnose eines T2D oder eines metabolischen Syndroms

entsprechend der NCEP-ATPIII Panel Kriterien erfiillt haben (NCEP-ATPIII 2002).

Ausschlusskriterien waren: Typ 1 Diabetes mellitus, Chemotherapie innerhalb der letzten
zwei Monate, Langzeittherapie mit immunsuppressiven Medikamenten, Zustand nach
Organtransplantation, Behandlung chronischer oder akuter rheumatoid-inflammatorischer
Erkrankungen, Drogen- oder Alkoholabusus (definiert als tdglicher Ethanolkonsum von
mehr als 20g bei Frauen und mehr als 40 g bei Méannern (Brunt und Tiniakos 2005)),
vorbestehende  chronische  Niereninsuffizienz mit der  Notwendigkeit der

Nierenersatztherapie oder Leberzirrhose.

3.2.2. HMOX-Studienkollektiv

Zur Untersuchung der Assoziation von Chemerin mit der Stresshyperglykdmie (SHG) und
der 28-Tage-Mortalitdt an einem zusitzlichen unabhéngigen Datensatz, wurden Proben der
HMOX-Studie hinzugezogen und hinsichtlich der Chemerinspiegel im Plasma untersucht.
In dieser Studie wurden Patienten ausgewéhlt, die in den letzten 24 Stunden die Diagnose
einer Sepsis erhielten und élter als 18 Jahre waren. Weitere Ein- oder Ausschlusskriterien
bestanden nicht. Von diesen Patienten wurden 37 mit abdominellem Fokus ausgewihlt und
in drei Subgruppen eingeteilt: Patienten ohne SHG, Patienten mit SHG bei bereits
bekanntem T2D und Patienten mit echter SHG ohne vorbekannten Diabetes mellitus Typ 1
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oder 2. Die Einteilung erfolgte retrospektiv anhand der im COPRA-Dokumentationssystem
hinterlegten Patientenkurven. Eine Stresshyperglykdmie wurde in dieser Arbeit definiert
als das Auftreten eines Niichternglukosewertes > 7,0 mmol/l, einer Zufallsglukose > 11,1
mmol/l oder der Notwendigkeit einer Insulintherapie zur Aufrechterhaltung nahe-
normoglykdmer Glukosespiegel (American Diabetes Association 2010, Dungan et al.
2009). Auch fiir diese Studie liegen entsprechende positive Voten der zustdndigen
Ethikkommission des UKJ vor (Registrier-Nummern: 3624-11/12, 2712-12/09, 2160-
11/07).

3.3. Blut- und Gewebeentnahme am Menschen

Bei den Kontroll- und T2D-Patienten wurde nach einer Niichternphase von mindestens 8
Stunden morgens praoperativ EDTA-Blut (S-Monovette 9ml K3E, Sarstedt, Deutschland)
und Serum (S-Monovette 9ml Z, Sarstedt, Deutschland) abgenommen. Die Blutentnahme
bei den Sepsispatienten erfolgte ebenfalls morgens nach 8 Stunden Niichternheit,
allerdings erst am ersten postoperativen Tag. Orale Antidiabetika wurden mindestens 24
Stunden préoperativ abgesetzt. Die viszeralen Fettgewebsproben wurden bei allen
Patienten nach Er6ffnung der Bauchhohle und peritonealer Adhdsiolyse moglichst frith im
operativen Verlauf aus dem Omentum majus entnommen und anschlieBend entsprechend

fiir die RNA-Isolation und Histologie aufgearbeitet (siche 3.8 und 3.9).

Die Blutproben wurden bis zur Zentrifugation auf Eis gelagert. Anschlieend wurden
Serum und EDTA-Plasma durch Zentrifugation (Biofuge Stratos, Heraeus, Deutschland)
mit 3.000xg fiir 10 Minuten bei 4°C abgetrennt, aliquotiert und bei -80°C gelagert.

3.4. Klinische Chemie

Das Blutbild sowie CRP- und Kreatininwerte, wurden aus der
Routinepatientendokumentation entnommen. Nachtriglich erfolgte die Bestimmung der
Niichternglukose, des HbA ¢, des Seruminsulins und des I1-6 aus den gewonnenen Proben.
Diese Messungen erfolgten im Institut fiir Klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik

des Universititsklinikums Jena mit den ortsiiblichen Methoden der Routinediagnostik.

Das Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance (HOMA-IR) als Mal} fiir die

Insulinresistenz wurde, wie in der Literatur beschrieben (Matthews et al. 1985), aus den
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Werten fiir die Niichternglukose und das Niichterninsulin nach folgender Formel

berechnet:

Glukose [mmol/l] x Insulin [mU /]
22,5

HOMA — IR =

3.5. Konfirmatorische Tierstudie

Alle Tierexperimente wurden entsprechend den Vorgaben der deutschen Gesetzgebung
zum Tierschutz durchgefiihrt. Das experimentelle Protokoll wurde durch die
Tierschutzkommission der Universitit Jena genehmigt (Geschéftszeichen 02-038/12). Die
hier genannten Tierexperimente wurden im Rahmen des Masterarbeitsprojektes des
Promovenden durchgefiihrt. Die in der vorliegenden Promotionsschrift présentierten Daten

wurden nicht fiir andere Qualifikationsvorhaben verwendet.

Minnliche, sechs Wochen alte C57BL/6] Maiuse wurden in der Serviceeinheit
Kleintierhaltung am Forschungszentrum Lobeda unter standardisierten Laborbedingungen
gehalten. Die Mause erhielten fiir zwolf Wochen entweder das hausinterne Standardfutter
(control diet, KD) oder eine hochkalorische, fettreiche Diét (high fat diet, HFD; ssniff,
Deutschland, EF R/M D12492 mod.) welche einen Fettanteil von 34% enthielt. Die HFD
diente als Modell des Adipositas-induzierten Typ 2 Diabetes mellitus (Surwit et al. 1988).
Alle Versuchstiere wurden in zweiwdchigen Abstinden gewogen, um die adédquate
Gewichtszunahme durch die Fiitterung zu iberpriifen. Das HFD-Modell rief eine
Adipositas und eine gestorte Glukosetoleranz hervor und spiegelt somit einen Typ 2

Diabetes mellitus dhnlichen Phinotyp wieder (Horn et al. 2016).

Nach zwolfwochigem Fiittern wurden die Tiere in die Sepsis- und die Kontrollgruppe
randomisiert, sodass sich folgende Gruppen ergaben: KDxon(trolle)y HFDkon(trolie), KDsep(sis)
und HFDsepsis). Die  Sepsisinduktion erfolgte mit dem Modell der peritonealen
Kontamination und Infektion (peritoneal contamination and infection, PCI) (Gonnert et al.
2011). Es handelt sich hierbei um das Modell einer kotigen Peritonitis, bei welchem 1,25
ul/g Korpergewicht verdiinnte humane Stuhlsuspension intraperitoneal mit einer
Hohlnadel instilliert wurden. Die Krankheitsschwere wurde mithilfe des Clinical Severity
Score (CSS) eingeschétzt (Gonnert et al. 2011). Nach 12 Stunden wurde bei sichtbar
kranken Tieren (CSS > 1) eine subkutane Volumenersatztherapie mit 20 pl/g

Korpergewicht physiologischer Kochsalzlosung (NaCl 0,9%, B. Braun Melsungen AG,
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Deutschland) durch Injektion mit einer diinnen Hohlnadel in die Nackenfalte durchgefiihrt.
24 Stunden nach Sepsisinduktion oder im Zustand ohne Sepsis (Kontrollen) wurden die
Tiere in tiefe Isoflurannarkose versetzt. In Narkose erfolgte anschlieBend die Entnahme
von Citrat-antikoaguliertem Blut (S-Monovette 3ml 9NC, Sarstedt, Deutschland) durch
Herzpunktion, wodurch die Tiere verstarben. Durch Zentrifugation (Biofuge Stratos,
Heraeus, Deutschland) fiir 10 Minuten bei 2.500xg und 4°C wurde das Plasma gewonnen
und anschlieBend bei -80°C gelagert. Das epididymale Fettgewebe wurde als murines

Aquivalent des humanen viszeralen Fettgewebes entnommen.

3.6. Inflammationsmodell in der Zellkultur an HepaRG-Zellen

Zur Uberpriifung der Auswirkung von proinflammatorischen Stimuli auf die
hepatozelluldre Chemerinexpression wurde die HepaRG-Zelllinie verwendet. Hierbei
handelt es sich um eine humane Hepatocholangiokarzinom-Zelllinie, die unter
entsprechenden Kulturbedingungen in Hepatozyten und Gallengangsepithel differenziert

(Kanebratt und Andersson 2008).

Die Zellkultivierung, Stimulation und Gewinnung der Proben wurde freundlicherweise
durch Frau Esther Frohlich durchgefiihrt und die Proben fiir die Auswertung in der
vorliegenden Arbeit zur Verfiigung gestellt. Im Folgenden sollen die Kultur- und
Stimulationsbedingungen kurz zusammengefasst dargestellt werden. Samtliche Stimulatien
und Einzelkomponenten wurden von den Firmen Sigma-Aldrich (USA), Gibco (USA),
PAA Laboratories (Deutschland), Octapharma (Deutschland), Calbiochem (Deutschland)
oder Carl Roth (Deutschland) bezogen.

Zunidchst erfolgte die Kultivierung von HepaRG-Zellen der Passage 19 im
Wachstumsmedium (Tabelle 1) fiir zwei Wochen, anschlieBend zur Induktion der
Zellausdifferenzierung in Hepatozyten und Gallengangsepithel im

Differenzierungsmedium (Tabelle 1) fiir drei weitere Wochen.

Die ausdifferenzierten Zellen wurden anschlieend im Stimulationsmedium (Tabelle 2)
equilibriert und nach Zusatz der entsprechenden Stimulantien fiir 6 bzw. 24 Stunden
stimuliert. Die Stimulation erfolgte mit Zytokinmix (ZM) in nativer, 10fach oder 100fach
Verdiinnter Losung sowie mit den Einzelkomponenten des ZM Lipopolysaccarid (LPS,
Endotoxin 4B), Tumornekrosefaktor a (TNFa), Interferon y (IFNy) und Interleukin 1 (IL-

1B) in gleicher Konzentration (Tabelle 3). Zusétzlich erfolgte eine Simulation mit 5%igem
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septischen Serum im Stimulationsmedium iiber einen Zeitraum von 24 Stunden. Als

Kontrolle wurde dem Stimulationsmedium hier humanes Serum gesunder Probanden

hinzugefiigt.
Tabelle 1: Zusammensetzung von Grundmedium, Wachstumsmedium und
Differenzierungsmedium fiir die HepaRG-Zellkultur.
Medium
Williams-Medium E
+ Fetales Kélberserum 10 %
+ Insulin 5 pg/ml
+ L-Glutamin 2 mM
+ Penicillin 100 IE/ml
+ Streptomycin 100 pg/ml
Wachstumsmedium
+ Hydrocortison 24,7 ng/ml

Differenzierungsmedium

+ DMSO 2%

Tabelle 2: Zusammensetzung des Stimulationsmediums
Williams-Medium E

+ L-Alanyl-L-Glutamin 2 mM

+ Insulin 5 pg/ml

+ Humanes Serumalbumin 0,2 %

+ Hydrocortison 24,7 ng/ml
+ DMSO 1%
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Tabelle 3: Zusammensetzung von Zytokinmix und Konzentration der Einzelkomponenten
Zytokinmix

LPS (Endotoxin B4) 100 ng/ml
TNFa 50 ng/ml
IFNy 10 ng/ml
IL-1PB 10ng/ml

Die mRNA-Isolation und PCR erfolgten anschlieBend dquivalent zur unter 3.8 genannten

Methode unter Verwendung des RNeasy Mini Kits (QIAgen, Deutschland).

3.7. Quantifizierung des zirkulierenden Chemerins

Die Konzentration des zirkulierenden Chemerins wurde in humanem Serum oder murinem
Citrat-Plasma gemessen. Die Messungen erfolgten mittels ELISA mit folgenden
kommerziell erhiltlichen ELISA-Kits: Human Chemerin ELISA kit (Biovendor,
Deutschland) und Mouse Chemerin Quantikine ELISA Kit (R&D systems, USA). Die
ELISAs wurden den Herstellerangaben entsprechend durchgefiihrt. Die Waschungen mit
dem Waschpuffer erfolgten mithilfe des ELISA-Platewasher Hydroflex (Tecan, Schweiz).
Am Plattenlesegerit (Thermo max, MWG Biotech, Deutschland) konnte die Absorbanz
jeder Probe bei den vorgegebenen Wellenlingen gemessen werden. Die Messung und
Auswertung aller Proben erfolgte hierbei in Duplikaten, wobei jeweils der Mittelwert
beider Messungen gebildet wurde. Zur Spezifitit der in den ELISA Kits enthaltenen
Antikorper fiir bestimme Chemerin-Isoformen gibt die Produktinformation der Hersteller

keine Auskunft.

3.8. Genexpressionsanalysen
3.8.1. Gewebeaufarbeitung, RNA-Isolation und cDNA-Synthese

Das humane und murine viszerale Fettgewebe sowie das murine Lebergewebe wurden zum
Zweck der Genexpressionsanalyse unmittelbar nach Entnahme in fliissigem Stickstoff mit
der Methode nach Wollenberger et al. (1960) schockgefroren, um Hypoxie-bedingte
Artefakte zu vermeiden. Die Gesamt-Ribonukleinsdure (RNA) des viszeralen Fettgewebes

wurde mit dem RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (QIAgen, Deutschland) den
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Herstellerinstruktionen entsprechend nach Homogenisierung der Proben mit dem
TissueLyser (QIAgen, Deutschland) am QIAcube, (QIAgen, Deutschland) isoliert. Die
RNA-Isolation aus murinem Lebergewebe erfolgte dquivalent mit dem RNeasy Tissue
Mini Kit (QIAgen, Deutschland). Die Messung der resultierenden RNA-Konzentration
erfolgte spektrophotometrisch am NanoDrop 1000 (PeqlLab, Deutschland). Zur
Uberpriifung der RNA-Integritit wurde eine automatisierte Kapillargelelektrophorese am
Experion Automated Electrophoresis System (Bio-Rad Laboratories, USA) durchgefiihrt.
Als Qualititskriterium fiir die RNA-Integritdt wurde vom Programm der RNA quality
indicator (RQI; Skala von 0 bis 10) anhand des Verhéltnisses von 28S-, 18S- und pra-18S-
RNA berechnet. Es wurden nur RNA-Proben verwendet, die einen RQI > 7 aufwiesen, was
einer guten bis sehr guten RNA-Integritt entspricht. AnschlieBend wurde die mRNA mit
Hilfe des RevertAid first Strand cDNA Synthesis Kits (Fermentas, USA) entsprechend den
Herstellerangaben revers in codogene Desoxyribonukleinsdure (cDNA) umgeschrieben.
Diese PCR-Reaktion wurde mit dem Peltier Thermal Cycler 200 (Bio-Rad Laboratories,
USA) durchgefiihrt.

3.8.2. Primerdesign und —etablierung

Die bei der qRT-PCR verwendeten Primer wurden mit Hilfe der NCBI Primer BLAST-
Datenbank erstellt (Ye et al. 2012). Folgende Kriterien mussten durch die Primer erfiillt

sein:
PrimergroBe: 18 — 22 Basenpaare
GC-Gehalt: 45 - 55%
Max Self Complementarity: any: 4,00; 3": 2,00
ProduktgroBe: 70 — 125 Basenpaare
Primer-Schmelztemperatur: 59 — 61°C
Exon-iiberspannend: falls moglich

Die somit vorhergesagten Sequenzen der PCR-Produkte wurden anschlieBend mithilfe des
Browser-basierten Programms OligoAnalyzer 3.1 (Integrated DNA Technologies, USA)
hinsichtlich der moglichen Bildung von Haarnadelstrukturen und Homo- oder Hetero-
Dimeren untersucht. Als akzeptabel wurde eine freie Bindungsenthalpie von jeweils AG >

-10 kcal/mol angesehen.
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Ausgenommen von diesen Regeln waren folgende Primer: ACTB, GAPDH, HMBS,
PBGD, RARRES2, CD68, Actb, Gapdh, Gusb und Hmbs. Fiir diese lagen in der
Arbeitsgruppe bereits Primer vor, die mit dem genutzten PCR-Protokoll hinlidnglich

etabliert waren.

Zur Uberpriifung der Primerspezifitit wurde zunichst mit einer Probe eine
Amplifizierungs-PCR nach unten genanntem Protokoll (3.8.3) durchgefiihrt. Der Primer
wurde als ausreichend spezifisch angesehen, wenn die Schmelzkurve des PCR-Produktes
nur ein einziges Maximum besall und die Schmelztemperatur um maximal 2 Kelvin von
der vorhergesagten Schmelztemperatur abwich. Anschliefend wurde die Primereffizienz
(E) anhand einer Verdiinnungsreihe des PCR-Produktes berechnet. Hierzu wurde eine
Vorverdiinnung des PCR-Produktes (1:1.000 bis 1:100.000, abhéngig vom Ct-Wert in der
Amplifizierungs-PCR) in Triplikaten in logio-Stufen weiterverdiinnt. Die Verdiinnungen
wurden dann ebenfalls dem unten genanntem PCR-Protokoll unterzogen. Anhand der
Steigung (m) der resultierenden Standardreihe wurde anschlieend die Effizienz berechnet

(Abbildung 3). Es wurden nur Primer verwendet, die eine Effizienz > 1,90 besalen.
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Abbildung 3: Exemplarische Darstellung einer Standardkurve zur Berechnung der Primereffizienz.

Die Sequenzen der in dieser Arbeit genutzten Primer konnen der Tabelle 4 entnommen

werden.

22



Material und Methoden

Tabelle 4: Liste der in dieser Arbeit genutzten Primersequenzen (Biomers)

Gen-Symbol 5" -3 Primer-Sequenz Produktgrofie (bp)
ACTB (hum) fw: ggc atg ggt cag aag gat t 133
rv: agg tgt ggt gcc aga ttt tc
GAPDH (hum) fw: cte tge tee tee tgt teg ac 116
Iv: caa tac gac caa atc cg ttg ac

HMBS (hum) fw: cct gge gtc gtg att agt gat 131
rv: aga cgt tca gtc ctg tcc ata a

PBGD (hum) fw: atg tct ggt aac ggc aat gc 105
rv: cgt ctg tat gcg agc aag ¢

RARRES2 (hum)  fw: aga caa gct gcc gga aga gg 252
rv: tgg aga agg cga act gtc ca

CMKLR1 (hum) fw: agc tgc atg aac ccc att ct 90
rv: tag agc att gac cag gcg ag

CCRL2 (hum) fw: tag caa ata cct ctg ccg ct 113
rv: aca ctt cgg tgg aat ggt ca

GPR1 (hum) fw: ttg gtt cac ggg gtt caa gt 100
rv: gta cag ggg cag aaa gag aag a

CD68 (hum) fw: gct aca tgg cgg tgg agt aca a 262
rv: atg atg aga ggc agc aag atg g

Actb (mur) fw: gct ctt ttc cag cct tee tt 95
rv: cgg atg tca acg tca cac tt

Gapdh (mur) fw: caa cag caa ctc cca ctc ttc 164
rv: ggt cca ggg ttt ctt act cct t

Gusb (mur) fw: gaa acc cgc cge ata tta ¢ 109
Iv: ccc cag gtc tge atc ata tt

Hmbs (mur) fw: gaa atc att gct atg tcc acc a 98
rv: geg ttt tct age tee ttg gta a

Rarres2 (mur) fw: aga cca act gcc cca aga ag 72
rv: att tcc gec tte tee cgt tt

Cmklrl (mur) fw: gce aac att cat ggg aag at 110
rv: tgt ctg ctg tac cct gtg ga

Cerl2 (mur) fw: gcce tec atc ttc acg aca gt 101
rv: ggc tca taa aac aca gac tcg g

Gprl (mur) fw: ctc ctg cta ctt gtg cct ca 123

rv: agg tga taa ggg gtc cag ca
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3.8.3. Durchfiihrung und Auswertung der PCR-Reaktion

Die eigentlichen PCR-Reaktionsansdtze wurden folgendermallen mit einem

Pipettierroboter (CAS-1200, Corbett Life Science, UK) pipettiert:

Tabelle 5: Reagenzien fiir den qRT-PCR-Ansatz

Brilliant IT SYBR Green qPCR Master Mix (Stratagene, USA) 10 pl

5 uM Vorwirts- und Riickwirtsprimer (Biomers, Deutschland) Sul
cDNA 5ng/ml Sul
Gesamtreaktionsvolumen: 20 ul

Die RT-gPCR-Reaktion und —Vermessung erfolgte dann mittels Rotor-Gene Q (QIAgen,
Deutschland). Der Ct-Wert gibt den Zyklus an, bei dem die Fluoreszenzintensitit
exponentiell zu steigen beginnt. In dieser Arbeit wurde dies definiert als Uberschreiten der

normalisierten Fluoreszenz von 0,05.

Die Expression jedes Gens wurde anhand der Ct-Werte der Transkripte und Referenzgene
sowie der entsprechenden Primer-Effizienzen mit der Methode nach Pfaffl, (Pfaffl 2001)
bestimmt. Hierfiir war es notwendig, die Expression auf entsprechende Referenzgene zu
normalisieren. Hierzu wurde das bestmdgliche Referenzgen oder die bestmdgliche
Kombination von Referenzgenen mit dem Programm Normfinder (Andersen et al. 2004)
evaluiert. Diese Analyse ergab fiir die humanen VAT-Proben die Kombination von ACTB,
GAPDH, HPRT und PBGD als am besten geeignet. In der Mausstudie ergab sich Gapdh
allein als das am besten geeignete Referenzgen im VAT. In der murinen Leber waren
Gapdh und Hprt zusammengenommen die am besten geeigneten Referenzgene, in den
humanen HepaRG-Zellen PBGD. Der Mittelwert der relativen Expressionen der jeweils
ausgewdhlten Referenzgene wurde fiir die weitere Auswertung als Normalisierungsfaktor
genutzt (Vandesompele et al. 2002). Durch Division der relativen Expression des Zielgens
durch den Normalisierungsfaktor ergab sich dann die normalisierte Genexpression des
Zielgens, die nochmals log;-transformiert wurde. Alle Genexpressionsdaten werden als
log>-fache Expression in Bezug auf den Median der jeweiligen Kontrollgruppe dargestellt

(Pfaffl 2001).
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3.9. Histologische Aufarbeitung des humanen viszeralen Fettgewebes

Von den Fettgewebsproben wurden unmittelbar Teile fiir die weitere histologische
Aufarbeitung abgetrennt und fiir 24 Stunden in 4,5%igem Formalin (Roti Histofix 4,5%,
Carl Roth, Deutschland) fixiert. AnschlieBend erfolgte die Auswaschung des Formalins mit
Aqua dest II fiir eine Stunde und die Entwisserung in einer aufsteigenden Ethanol- und
Xylolreihe (Carl Roth, Deutschland) iiber Nacht (TP 1020 Tissue Processor, Leica,
Deutschland). Darauthin wurden die Gewebestiicke in Paraffin eingebettet (EG 1160
Tissue Embedding Station, Leica, Deutschland). Aus den entstandenen Paraffinblocken
wurden mittels Rotationsmikrotom (RM 2165, Leica, Deutschland) 4 pm diinne
Gewebeschnitte gewonnen, die dann, wie untenstehend beschrieben, weiterverarbeitet

wurden.

3.9.1. Quantifizierung der Fettgewebsmakrophagen

Im Institut fiir Pathologie des Universitétsklinikums Jena, Labor Immunhistologie, wurde
in diesen Schnitten immunhistochemisch CD68 als Oberfldchenantigen fiir Makrophagen
angefarbt. Die Farbung erfolgte mit dem anti-CD68 Antikdrper PG-M1 (Dako cytomation,
Deutschland) und wurde mit dem Dako REAL™ Detection System (LSAB+) AP/RED
(Dako cytomation, Deutschland) entwickelt. Beide Schritte wurden entsprechend den
Angaben des Herstellers und dem Standardféarbeprotokoll der diagnostischen Routine des
Instituts durchgefiihrt. Dies resultierte in einer roten Farbung der Makrophagen (Abbildung
4). Die Gegenfiarbung erfolgte mit Hématoxylin. Am Mikroskop Olympus Provis
(Olympus, Deutschland) wurden dann Aufnahmen in 400facher VergroBerung angefertigt.

Fiir die Quantifizierung der Fettgewebsmakrophagen wurde folgendermal3en vorgegangen:
In einer Fliche von 200 Adipozyten wurden mithilfe des Programms ImageJ (Wayne
Rasband, National Institutes of Health) alle rot gefiarbten CD68" Zellen in diesem Areal
ausgezihlt (Abbildung 5). Es wurden hierbei nur Zellen beriicksichtigt, die in diesem Areal
lagen und nicht an die AuBenzone dieses Areals heranreichten. Die resultierende
Fettgewebsmakrophagenzahl wurde dann durch 200 geteilt und das Ergebnis fiir die
statistische Auswertung genutzt. Falls es nicht moglich war 200 Adipozyten auszuzihlen,
wurde ein entsprechend kleineres Areal vermessen und mit der dementsprechend kleineren

Adipozytenzahl dividiert. Préparate, die durch starke Artefakte, etwa durch intraoperative
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Kauterisierung des Gewebes, nicht beurteilbar waren, wurden von den Analysen

ausgeschlossen.

Abbildung 4: Reprisentative Darstellung der CD68-Fiarbung im viszeralen Fettgewebe eines
Sepsispatienten. Die CD68" Zellen kénnen an ihrer roten Farbung erkannt werden (#7).
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Abbildung 5: Représentative Darstellung der Auszihlung rot gefirbter CD68" Zellen im viszeralen
Fettgewebe eines Sepsispatienten. Dargestellt ist ein Ausschnitt des tatsdchlich ausgezihlten
Bereiches. A: Histologische Aufnahme vor Zdhlung, B: Es wurden 200 Adipozyten ausgezihlt und
markiert (1) und anschlieBend die in diesem Bereich gelegenen CD68" Zellen gezdhlt (2).

3.9.2. Adipozytenmorphometrie

Zur Abschétzung der mittleren Adipozytengrole wurde eine morphometrische Messung
der Adipozytenflachen im Gewebeschnitt mit dem Programm ImageJ durchgefiihrt. Hierzu
wurden zundchst Fotos mit 40facher VergroBerung mittels Phasenkontrastmikroskopie

erstellt (Abbildung 6A). Fir das Programm Image] wurde eine Befehlsabfolge
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programmiert, welche es ermoglichte, die folgenden Bildverarbeitungs- und -messschritte
reproduzierbar durchzufithren. Zundchst wurde das Bild in ein 8-bit-Graustufenbild
transformiert und dann der Bildhintergrund subtrahiert (Abbildung 6B). AnschlieBend
erfolgte die Binarisierung des Bildes, wonach die bildmorphologischen Liicken zwischen
den Adipozyten geschlossen werden mussten (Abbildung 6C). Dies wurde durch
Anwendung von Rangordnungsfiltern (Minimumfilter und Maximumfilter) erzielt, wobei
anschliefend trotzdem einzelne Adipozytengrenzen per Hand nachgezeichnet werden
mussten (Abbildung 6D). Es erfolgte eine abschlieBende Sichtkontrolle des resultierenden
Bildes, in der nicht auswertbare Bildabschnitte ausradiert wurden, damit diese die Messung
nicht beeinflussen (Abbildung 6E). Die Messung der mittleren Adipozytengrofie erfolgte
dann mit der Funktion ,,Measure particle”, wobei eingestellt wurde, dass nur Objekte
vermessen werden, die in gewisser Ndherung kreisformig sind (,,circularity®, s.u.) und von
der GroBle zwischen der vorgegebenen Mindest- und MaximalgroBe liegen (,,size, s.u.)

(Abbildung 6F).

Die Befehls-Abfolge der Adipozytenmorphometrie lautete wie folgt:

run("8-bit");

run("Subtract Background...", "rolling=50");
run("Window/Level...");

setMinAndMax(5, 17);

run("Apply LUT");

setThreshold(0, 31);

run("Convert to Mask");

run("Minimum...", "radius=5");
run("Maximum...", "radius=5");

run("Analyze Particles...", "size=1000-25000 circularity=0.30-1.00 show=Outlines
display summarize")
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Abbildung 6: Dargestellt ist eine reprasentative Bildfolge der Vermessung der Adipozytengrofe.
A: Phasenkontrastbild, B: Nach Subtraktion des Hintergrundes und Umwandlung in Graustufen,
C: Nach Binarisierung, D: Nach Schlieen der Liicken mit Rangordnungsfiltern und Nachzeichnen
per Hand, E: Nach Radierung nicht auswertbarer Bereiche, F: Kontrollbild zur Uberpriifung des
Ergebnisses.

3.10. Statistik

Fiir alle statistischen Analysen wurde die Software SPSS 22.0 (SPSS Inc, USA) genutzt.
Die Alternativhypothese wurde akzeptiert, wenn der zweiseitige p-Wert kleiner war als
0,05. Alle statistischen Diagramme wurden mit dem Programm Origin 9G (OriginLab,

USA) erstellt.

Alle Daten sind, soweit nicht anders genannt, als Mittelwert + Standardfehler (SEM)
angegeben. Die Daten der Gruppenvergleiche sind jeweils als Box-Plots dargestellt, wobei
die Whisker die gesamte Spannbreite der Gruppenwerte umfassen und die Box von der 25.

Perzentile zur 75. Perzentile reicht. Es wurde mit dem Shapiro-Wilks-Test auf
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Normalverteilung getestet und, falls ndtig und mdglich, die Daten mittels dekadischen
Logarithmierens transformiert, um die Normalverteilung zu erreichen. Zum Testen auf
Varianzhomogenitidt wurde die Lévenne-Prozedur angewendet. In Abhédngigkeit von der
Datenverteilung wurden fiir Gruppenvergleiche folgende statistische Test durchgefiihrt:
Ein-Weg Analyse der Varianz (ANOVA) mit post-hoc Bonferroni-Korrektur, der Kruskall-
Wallis-Test oder Mann-Whitney-U-Test. Der Post-hoc-Test nach Kruskall-Wallis-Test
wurde héndisch im Programm Excel nach Bonferroni-Holm durchgefiihrt. Der Vergleich
von Gruppen hinsichtlich nominaler Variablen erfolgte mit y?-Test. Zur Testung auf
signifikante Korrelation wurden der Pearson-Korrelationskoeffizient flir parametrische
oder der Spearmans-Rangkorrelationskoeffizient flir nichtparametrische Daten
angewendet. Um auf unabhingige lineare Assoziationen zu testen wurden multivariate
lineare Regressionsanalysen, mit zirkulierendem Chemerin als abhingiger Variable,
berechnet. Die Adjustierung der Chemerinspiegel fiir die Variabilitdt klinischer Parameter
erfolgte durch Division der Chemerinkonzentration durch den jeweiligen Wert des

entsprechenden Parameters.
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4. Ergebnisse

4.1. Charakterisierung der Studienpopulation

Die Basisdaten der Studienpatienten des ersten Studienkollektivs (INSIGHT) werden in
Tabelle 6 wiedergegeben. Es konnten insgesamt 52 Patienten eingeschlossen werden,
wobei 17 Patienten in die Kontrollgruppe, 21 Patienten in die T2D-Gruppe und 14
Patienten in die Sepsisgruppe eingeschlossen wurden. Die Gruppen unterschieden sich
hinsichtlich Alter, Body Mass Index (BMI), Leukozytenzahl, Himoglobin Aic (HbA1¢) und
HOMA-IR (jeweils p<0,05), wobei die Sepsispatienten zu T2D-Patienten vergleichbar
beziiglich Alter, BMI und HOMA-IR waren. Sepsispatienten waren vergleichbar zu
Kontroll-Patienten beziiglich des HbA . (jeweils p>0,05). Wie zu erwarten war, wiesen die
Sepsispatienten signifikant hohere Werte fiir das C-reaktive Protein (CRP) und die
Leukozytenzahl auf, verglichen mit Kontroll- und T2D-Patienten (p<0,05). Die meisten
Patienten wiesen eine maligne Grunderkrankung auf, wobei jedoch alle Gruppen in dieser
Hinsicht vergleichbar waren (p=0.736). Beziiglich der OP-Indikation waren die Patienten
der Kontroll- und T2D-Gruppe vergleichbar, mit numerisch hdherer Zahl primérer
hepatobilidrer Malignome (p=0,432; Anhang 8.3; Tabelle 15). Die Patienten der
Sepsisgruppe wiesen ein anderes Indikationsspektrum zur OP auf (Anhang 8.3; Tabelle

15).

Zum Zweck der statistischen Vergleiche zwischen den Gruppen, wurden Subgruppen mit
jeweils zehn Patienten beziiglich Alter und BMI gematcht, um die Gruppen vergleichbarer

zu gestalten. Die Subgruppencharakteristika sind in Tabelle 7 dargestellt.
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Tabelle 6: Demographische und klinische Charakterisierung der INSIGHT-Studiengruppen

Kontrolle T2D Sepsis p-Wert
n (Yoménnlich) 17 (30) 21 (81) 14 (57) 0,06*
Alter [a] 56+3° 68+1° 69+3° <0,001
BMI [kg/m?] 24,8+1,0° 28,9+0,9° 29,5+1,2° 0,003
CRP [mg/1] 3,5+0,5° 15,9+9,5° 220,5+26,8°¢ <0,001
IL6 [pg/ml] 5,6+1,3% 6,8+1,4° 680,0+198,6° <0,001
Leukozyten [x103/ul] 6,1+0,4° 6,9+0,5° 16,7+1,6° <0,001
Thrombozyten [x10%/pl] 235,8+17,0% 232,3+13,6% 327,4+49,1° 0,239
HbA,  [%] 5,5+0,1% 7,8+0,4° 5,9+0,3% <0,001
HOMA-IR [AU] 1,5+0,3° 5,6+1,4° 4,3+1,3° 0,022
Kreatinin [umol/1] 65,4+1,8° 91,4+4,3° 213,2+32,3°¢ <0,001
Albumin [g/1] 37,9+0,8° 37,5+0,9% 21,4+2.2° <0,001
Bilirubin [umol/1] 9,7+1,4% 9,6+0,9* 20,4+3,7° 0,011
ALAT [umol/1] 0,6+0,4% 0,7+0,1* 0,7+0,2° 0,355
yGT [umol/1] 0,8+0,1% 1,6+0,5° 2,9+0,8? 0,067
Quick [%] 109,4+2,7% 95,1+5,5% 76,4+3,0° <0,001
Maligne Erkrankung 11/17 16/21 9/14 0,736*

Die Daten sind angegeben als Mittelwert = SEM oder als absolute Zahlen. Zum Gruppenvergleich

wurde der Kruskall-Wallis-Test und multiple Mann-Whitney-U-Test mit post-hoc Bonferroni-
Holm a-Fehlerkorrektur genutzt. Unterschiedliche hochgestellte Buchstaben zeigen signifikante

Unterschiede zwischen den Gruppen an. *y>-Test
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Tabelle 7: Demographische und Klinische Charakterisierung nach Matching

Kontrolle T2D Sepsis p-Wert
n (%minnlich) 10 (30) 10 (90) 10 (80) 0,01%*
Alter [a] 61+2° 67+2° 66+2° 0,094
BMI [kg/m?] 24,4+0,9° 27,9+0,6" 29,0+1,6° 0,024
CRP [mg/1] 3,4+0,7° 8,7+2,1° 221,1£33,3°  <0,001
IL6 [pg/ml] 7,6£1,9° 4,7+1,1° 791,2+£254,9°  <0,001
Leukozyten [x10%/pl] 6,0+0,4° 6,3+0,5° 18,8+1,8° <0,001
Thrombozyten [x10%/ul]  242,1£252%  214,7+£24,5*  382,9+43,8° 0,016
HbA, [%] 5,5+0,1° 8,2+0,6" 5,7+0,3% <0,002
HOMA-IR [AU] 1,4+0,3° 7,5+2,4° 5,0+1,7° 0,089
Kreatinin [pmol/1] 66,2+2,6° 92,5+7,0 232,7+40,3¢ 0,003
Albumin [g/1] 37,6+1,2° 37,1+1,0° 20,3+1,8° 0,001
Bilirubin [pumol/1] 10,5+2,32 9,2+1,3% 17,7+4,6° 0,174
ALAT [pmol/1] 0,5+0,1* 0,6+0,1° 0,5+0,1? 0,728
yGT [umol/1] 0,8+0,1° 2,6+1,1° 2,9+1,0° 0,378
Quick [%] 110,6+4,2° 105,2+4,7° 76,4+2,4° <0,001
Maligne Erkrankung 7/10 8/10 7/10 0,861*

Die Daten sind angegeben als Mittelwert = SEM oder als absolute Zahlen. Zum Gruppenvergleich
wurde der Kruskall-Wallis-Test und multiple Mann-Whitney-U-Test mit post-hoc Bonferroni-
Holm a-Fehlerkorrektur genutzt. Unterschiedliche hochgestellte Buchstaben zeigen signifikante

Unterschiede zwischen den Gruppen an. *y>-Test
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4.2. Zirkulierendes Chemerin bei humaner und muriner peritonealer Sepsis

Die Spiegel des zirkulierenden Chemerins waren bei den Patienten mit Sepsis im Vergleich
zu T2D- und Kontrollpatienten signifikant erhoht (p<0,05) (Abbildung 7A). Zwischen den
Kontroll- und T2D-Patienten war diesbeziiglich kein Unterschied nachweisbar (p>0,05)
(Abbildung 7A). Diese Ergebnisse lieBen sich groftenteils im Mausmodell der
peritonealen Sepsis reproduzieren. Hier waren die Spiegel des zirkulierenden Chemerin
zwischen den Studiengruppen signifikant verschieden, mit den hochsten Werten in KDsep

und HFDsep (p<0,05) (Abbildung 7B).
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Abbildung 7: Dargestellt sind die Spiegel des zirkulierenden Chemerins in den
Studienpatienten und Méusen. A: Die zirkulierenden Chemerinspiegel waren signifikant
hoher bei Sepsispatienten verglichen sowohl mit der Kontrollgruppe (p=0,003) als auch
mit T2D (p=0,024). B: Das zirkulierende Chemerin in der Maus war nach Sepsisinduktion
signifikant erh6ht (p=0,028). *p<0,05; One-Way-ANOVA oder Kruskall-Wallis-Test und
multiple Mann-Whitney-U-Tests mit post-hoc Bonferroni-Holm a-Fehlerkorrektur

Mit Bezug auf das Geschlecht wiesen weibliche Sepsispatienten signifikant niedrigere
Chemerinspiegel auf als méannliche Sepsispatienten (p<0,05) (Abbildung 8). Dieser
Unterschied verschwand nach Adjustierung fiir entweder Seruminsulin oder CRP (p>0,05)
(Abbildung 9) und war fiir Kontroll- und T2D-Patienten nicht nachweisbar (p>0,05)
(Abbildung 8). Die weiteren demographischen und klinischen Charakteristika der

Sepsispatienten, getrennt nach Geschlecht, sind im Anhang wiedergegeben (siehe 8.3;
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Tabelle 16). In der zweiten untersuchten unabhéngigen Studienkohorte war kein
Unterschied der Chemerinspiegel zwischen den Geschlechtern nachweisbar (sieche Anhang

8.3; Abbildung 37).
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Abbildung 8: Gezeigt sind die Unterschiede beziiglich des zirkulierenden Chemerins zwischen
Maénnern (O) und Frauen (O). Diese waren signifikant niedriger in weiblichen, verglichen zu den
mannlichen Sepsispatienten (p=0,001). Solch ein Unterschied war bei den Kontroll- und T2D-
Patienten nicht vorhanden (jeweils p>0,05). *p<0,05; n.s. = nicht signifikant; Mann-Whitney-U-
Test

Beim Vergleich von Patienten mit benigner oder maligner Grunderkrankung bestanden
beziiglich des zirkulierenden Chemerins keine signifikanten Unterschiede in den drei

Studiengruppen (p>0,05) (Abbildung 10).
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Abbildung 9: Verdnderung des Geschlechtsunterschieds beziiglich Serum-Chemerin nach
Adjustierung fiir verschiedene klinische Parameter. Nach Adjustierung fiir CRP und Insulin
verschwindet der Unterschied (p=0,534 und p=0,202), wihrend das Serum-Chemerin nach
Adjustierung fiir Alter, BMI oder HbA . signifikant unterschiedlich blieb (p=0,001, p=0,001 und
p=0,005).*p<0,05; n.s. = nicht signifikant; Mann-Whitney-U-Test
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Abbildung 10: Dargestellt sind die Unterschiede beziiglich des zirkulierenden Chemerins
zwischen Patienten mit benigner (O) oder maligner (O) Grunderkrankung. Fiir keine der
Studiengruppen konnte ein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. n.s.=nicht signifikant;
Mann-Whitney-U-Test
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Univariate Korrelationen des Serumchemerins mit verschiedenen demografischen und
klinischen Parametern sind, getrennt fiir die jeweiligen Gruppen der ersten Studienkohorte,
in Tabelle 8 dargestellt. Bei Patienten mit Sepsis konnte eine positive Korrelation des
Chemerins mit der Leukozyten- sowie der Thrombozytenzahl im peripheren Blut
nachgewiesen werden (jeweils p<0.05). Eine solche Korrelation fehlte bei Kontroll- und
T2D-Patienten. Die Albuminkonzentration war bei T2D-Patienten deutlich und signifikant
negativ mit den Chemerinspiegeln korreliert (p<0.05); ein Zusammenhang, der in den
anderen Studiengruppen nicht nachzuweisen war (p>0.05). Mit weiteren erhobenen
Parametern, insbesondere mit Alter, BMI, CRP, IL6, HbA;., HOMA-IR oder der

glomeruléren Filtrationsrate (GFR) war keine signifikante Korrelation zu erkennen.

Tabelle 8: Univariate Korrelationsanalysen zwischen zirkulierendem Chemerin und
anthropometrischen, klinischen sowie laborchemischen Patientendaten

Kontrolle T2D Sepsis
R P R p R p
Alter 0,020 0,940 0,017 0,942 -0,454 0,103
BMI 0,231 0,372 0,407 0,075 -0,083 0,777
CRP -0,119 0,649 0,327 0,160 -0,049 0,867
IL6 -0,031 0,906 0,206 0,397 -0,193 0,507
Leukozyten 0,259 0,316 0,186 0,433 0,628 0,016
Thrombozyten 0,363 0,152 0,415 0,069 0,585 0,028
HbA, 0,016 0,951 0,341 0,153 0,065 0,825
HOMA-IR 0,061 0,815 -0,233 0,337 0,193 0,508
GFR 0,034 0,898 0,105 0,670 0,058 0,850
Albumin -0,365 0,149 -0,545 0,013 -0,463 0,177
Bilirubin -0,250 0,332 -0,307 0,188 -0,335 0,264
ALAT 0,149 0,567 -0,305 0,191 -0,391 0,235
vGT 0,443 0,075 -0,210 0,374 0,041 0,904
Quick 0,261 0,311 -0,115 0,629 0,031 0,920

BMI, Body Mass Index; CRP, C-reaktives Protein; IL6, Interleukin 6; HbAlc, Himoglobin Alc; HOMA-IR,
Homeostasis Model Assessement: GFR, glomerulére Filtrationsrate; ALAT, Alanin-Aminotransferase; yGT,
gamma Glutamyltransferase

4.3. Genexpression von Chemerin und seinen Rezeptoren im viszeralen Fettgewebe

Die mRNA-Expression von Chemerin war im VAT deutlich und signifikant herabgesetzt
(p<0,05) (Abbildung 11) und erreichte mit Uberschreiten einer log2-fachen Verinderung

auch ein biologisch relevantes Niveau. Unterschiede zwischen den Kontrollen und T2D
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waren diesbeziiglich nicht nachweisbar. Im PCI-Mausmodell war die Chemerin mRNA im
VAT in HFDse, und KDsep nach Sepsisinduktion im Vergleich zu HFDkon signifikant
herabgesetzt (p<0,05), nicht jedoch im Vergleich zu KDkon (p>0,05) (Abbildung 12).
Diese Verdnderungen bei der Maus waren jedoch nur gering und konnten das Niveau der

biologischen Bedeutsamkeit nicht erreichen.

Die mRNA-Expression von CMKLR1 zeigte sich bei T2D im Vergleich zu den Kontrollen
erhoht (p>0,05), war jedoch bei Sepsis nicht signifikant verdndert (p>0,05) (Abbildung
11). Demgegeniiber war die CCRL2 mRNA-Expression im VAT in der Sepsis-Gruppe im
Vergleich zu Kontrollen und T2D erhoht (jeweils p<0,05) (Abbildung 11), wihrend sich
hier fiir die Genexpression von GPR1 kein signifikanter Gruppenunterschied zeigte
(p>0,05) (Abbildung 11). Diese Verdnderungen waren jeweils geringer als das

vordefinierte biologische Signifikanzniveau.
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Abbildung 11: log;-fache mRNA Expression von Chemerin und seinen Rezeptoren im humanen
VAT. Die Chemerin VAT mRNA war bei Sepsispatienten gegeniiber den Kontroll- (p=0,010) und
den T2D-Patienten (p=0,041) signifikant vermindert. Die CMKLRI mRNA war bei T2D-Patienten
gegeniiber Kontrollen signifikant erhoht (p=0,029). Die CCRL2 mRNA war signifikant erhoht bei
Sepsispatienten gegeniiber Kontrollen (p=0,031) und im Trend gegeniiber T2D (p=0,082). Fiir die
GPR1 mRNA-Expression konnte kein Gruppenunterschied gefunden werden. *p<0,05; n.s. = nicht
signifikant; Kruskall-Wallis-Test und multiple Mann-Whitney-U-Tests mit post-hoc Bonferroni-
Holm a-Fehlerkorrektur
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Im Mausmodell der Sepsis war in KDsep und HFDsep die Cmklrl mRNA-Expression im
VAT signifikant herabgesetzt (p<0,05) und die Ccrl2 mRNA im VAT signifikant erhoht
(p<0,05) (Abbildung 12). Zusétzlich zur statistischen Signifikanz fielen die Verdnderungen
fiir die Cmkirl und Ccrl2 mRNA auch grof3 genug aus, um von einer biologisch relevanten
Verdnderung zu sprechen. Die Gprl/ mRNA-Expression im VAT war durch die
Sepsisinduktion nicht signifikant beeinflusst (p>0,05) (Abbildung 12).
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Abbildung 12: log,-fache mRNA Expression von Chemerin und seinen Rezeptoren im murinen
VAT. Die Chemerin VAT mRNA war sowohl bei KDsep- als auch HFDse,-Médusen gegentiber
HFDkon-Méusen (p=0,01 und p=0,003) nicht jedoch gegeniiber KDxkon.-Méusen (jeweils p>0,05)
vermindert. Die Cmklrl mRNA war bei sowohl KDsep- als auch HFDse,-Mausen im Vergleich zu
KDkon- (p=0,001 und p<0,001) und HFDkon-Mausen (p =0,017 und p<0,001) signifikant
vermindert. Die Ccrl2 mRNA war bei KDsep- und HFDsep,-Méusen im Vergleich zu KDgon-
(p=0,024, beide) und HFDkon-Méusen (p=0,012, beide) signifikant erhoht. Fiir die Gprl mRNA-
Expression konnte kein signifikanter Gruppenunterschied gefunden werden. *p<0,05; n.s. = nicht
signifikant;Kruskall-Wallis-Test und multiple Mann-Whitney-U-Tests mit post-hoc Bonferroni-
Holm a-Fehlerkorrektur

4.4. Genexpression von Chemerin und seinen Rezeptoren in der murinen Leber

Ebenso wie im VAT kam es in der Leber im PCI-Sepsismodell zu einer statistisch
signifikanten Verminderung der Chemerin mRNA-Expression gegeniiber den Kontrollen
nach Sepsisinduktion (p<0,05) (Abbildung 13), welche fiir die HFD24n-Gruppe auch ein
biologisch relevantes Niveau erreichte. Aulerdem war, wie schon im VAT, die Ccri2

mRNA-Expression signifikant — und bei HFD24n biologisch relevant — erhoht (p<0,05)
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(Abbildung 13). Fiir die Cmklrl- und die Gpri-Expression war kein signifikanter
Gruppenunterschied nachweisbar (p>0,05) (Abbildung 13).
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Abbildung 13: log,-fache mRNA Expression von Chemerin und seinen Rezeptoren in der murinen
Leber. Die Chemerin mRNA war sowohl bei KDse- als auch HFDse,-Méusen gegeniiber den
Fiitterungskontrollen vermindert (p=0,012 und p=0,008). Die Ccri2-Expression war sowohl bei
KDsep- als auch HFDse,-Mausen gegeniiber den Fiitterungskontrollen signifikant erhoht (p=0,008
und p=0,03) als auch bei HFDs., gegeniiber KDsep (p=0,008). Fiir die Cmkirl- und die Gprl-
Expression fanden sich keine signifikanten Unterschiede. *p<0,05; n.s. = nicht signifikant;
Kruskall-Wallis-Test und multiple Mann-Whitney-U-Tests mit post-hoc Bonferroni-Holm a-
Fehlerkorrektur

Um einen Eindruck von der Expressionsstdrke der einzelnen untersuchten Transkripte zu
vermitteln, sind die mittleren Ct-Werte der jeweiligen Kontrollgruppe fiir die einzelnen
Organe in der Tabelle 9 aufgelistet. Hierbei waren die Ct-Werte fiir die
Chemerinrezeptoren im humanen VAT deutlich hoher als im murinen VAT, was auf eine
geringere Expression beim Menschen hindeutet. Die Chemerinexpression erscheint hier

zwischen den Spezies in etwa vergleichbar.

Beim direkten Vergleich der Chemerinexpression zwischen muriner Leber und murinem
VAT konnte in keiner der experimentellen Tiergruppen ein signifikanter Unterschied
festgestellt werden (p>0,05) (Abbildung 14), wobei jedoch die Streuung in der HFDsep-
Gruppe sehr hoch ausfiel.
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Tabelle 9: Ct-Werte fiir die einzelnen untersuchten Transkripte in den jeweiligen Organen bei
Menschen und Méusen

Ct Chemerin Ct cMKLR1 Ct ccri2 Ct gpri
VAT human 13,63 19,91 21,66 23,84
VAT murin 13,30 15,06 19,49 20,82
Leber murin 14,60 23,87 23,44 28,51
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Abbildung 14: Dargestellt ist die Chemerinexpression in der murinen Leber im Vergleich zum
murinen VAT, aufgetrennt nach den jeweiligen experimentellen Gruppen. In allen Gruppen war
keine signifikant unterschiedliche Expression nachweisbar (p>0,05). n.s. = nicht signifikant; Mann-
Whitney-U-Test

4.5. Chemerinexpression im Inflammationsmodell der HepaRG-Zellen

Da fiir diese Arbeit keine humanen Leberproben von Patienten mit Sepsis zur Verfligung
standen, wurden Zellen einer humanen Hepatozyten- und Gallengangsepithel-Zelllinie mit
verschiedenen proinflammatorischen Stimulantien behandelt und hinsichtlich der
Auswirkung auf die Chemerin mRNA Expression untersucht. Sowohl nach 6 stiindiger als
auch nach 24 stiindiger Stimulation mit dem Zytokinmix kam es zu einer statistisch
signifikanten Steigerung der Chemerinexpression im Vergleich zur Kontrollbehandlung
(Abbildung 15). Diese fiel nach 24 Stunden deutlich hoher aus und erreichte mit einer im
Median mehr als Verdopplung der Transkriptmenge im Vergleich zur Kontrolle auch ein

biologisch bedeutsames Niveau (Abbildung 15). Bei Stimulation mit einem Zehntel oder
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Hundertstel Konzentration des Zytokinmix (ZM 1/10 und ZM 1/100) fiel der Effekt
dosisabhingig geringer aus als nach Stimulation mit dem nativen Zytokinmix (Abbildung
15). Nach Stimulation mit humanem septischem Serum liel sich nach 24 Stunden kein
Effekt auf die Chemerin mRNA-Expression nachweisen (Abbildung 15). Ebenso war, trotz
teilweise statistisch signifikanter Unterschiede (p<0,05), kein biologisch relevanter Effekt
der Einzelkomponenten des Zytokinmixes auf die Chemerin mRNA-Expression nach 6

oder 24 Stunden festzustellen (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Relative Chemerinexpression nach Stimulation zu den Zeitpunkten 6 (A) und 24
Stunden (B). Signifikante Hochregulation der Chemerinexpression zum 6h-Zeitpunkt mit ZM,
LPS, TNFa und IL1p, jedoch ohne biologische Signifikanz (A). Signifikante Hochregulation der
Chemerinexpression zum 24h-Zeitpunkt mit ZM pur, 1/10 verdiinnt und IFNy. Nur ZM ergab eine
biologisch relevante Expressionsdnderung. Die Stimulation mit septischem Serum ergab keinen
Effekt (B). *p<0,05. IFNy, Interferon y; IL1P, Interleukin 1B; Kon, Kontrolle; Kon-Serum,
Kontroll-Serum;  LPS,  Lipopolysaccharid;  Sep-Serum,  septisches = Serum;  TNFa,
Tumornekrosefaktor a; ZM, Zytokinmix.
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4.6. Assoziation mit Parametern der systemischen Inflammation

Um tiefere Einblicke in eine vermutete pathophysiologische Funktion des Chemerins in
der Wirtsreaktion bei Sepsis zu erhalten, wurde die Assoziation des zirkulierenden
Chemerins und der Chemerin mRNA-Expression im VAT mit Parametern der

systemischen und lokalen Inflammation untersucht.

Die Chemerinspiegel korrelierten bei den Sepsispatienten signifikant positiv mit der
zirkulierenden Leukozytenzahl (r=0,628, p<0,05) (Abbildung 16). Solch ein
Zusammenhang fand sich nicht fiir Kontroll- und T2D-Patienten (s. Tabelle 8). In
Quantilenanalysen zeigte sich zudem ein Zusammenhang der Chemerinspiegel mit dem
CRP. Hierzu wurden in den jeweiligen Gruppen Patienten mit hohen und niedrigen CRP-
Werten beziiglich Chemerin und Chemerin VAT mRNA verglichen. Fiir die Kontroll- und
T2D-Patienten waren dies Werte unterhalb 2 mg/dl versus Werte oberhalb 2 mg/dl,
entsprechend dem im Institut fiir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin Jena
iblichen Grenzwert fiir ein normales CRP, und fiir die Sepsispatienten Werte unterhalb der
50%-Perzentile und Werte oberhalb der 50%-Perzentile (siche Anhang 8.4, Tabelle 17).
Bei T2D-Patienten war Chemerin bei erhohten CRP-Werten ebenfalls signifikant erhoht
(p<0,05) (Abbildung 17). Solch ein Unterschied fand sich jedoch nicht in den beiden
anderen Patientengruppen. Wenn man diesen Zusammenhang jedoch bei den
Sepsispatienten nach dem Geschlecht getrennt betrachtete, ergaben sich bei den
ménnlichen Patienten niedrigere Chemerinspiegel bei hoherem CRP. Dieser
Zusammenhang erreichte jedoch keine statistische Signifikanz (p=0,083) und war fiir die
weiblichen Sepsispatienten nicht nachweisbar (Abbildung 18). Hohere CRP-Werte waren
bei Sepsispatienten zudem signifikant negativ mit der Chemerin mRNA-Expression im
VAT assoziiert (p<0,05) (Abbildung 19). Eine solche Assoziation war bei Kontroll- und
T2D-Patienten nicht festzustellen (Abbildung 19).
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Abbildung 16: Die zirkulierenden Chemerinspiegel korrelieren bei Sepsispatienten mit der
logarithmierten Blut-Leukozytenzahl (r,~0,628; p=0,016; n=14).
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Abbildung 17: Vergleich der zirkulierenden Chemerinspiegel zwischen Patienten mit hohem (O)
oder niedrigem (O) Serum-CRP. T2D-Patienten wiesen signifikant hohere Chemerinspiegel auf,
wenn das CRP > 2 mg/L (p=0,013). Kein signifikanter Unterschied wurde fiir Kontroll- (CRP > 2
mg/L; p>0,05) oder Sepsispatienten (CRP > 50%-Perzentile; p>0,05) gefunden. *p<0,05; n.s. =
nicht signifikant; Mann-Whitney-U-Test

43



Ergebnisse

800 CRP

700 4 p=0,083

o3
S
S

|
—

th

=

=
]

n.s.

|

L]

o

=
|

b

[

(=
]

Serum-Chemerin [ng/ml]
S
=
|
|—
—|

i

]

o
]

n=4 n=4 n=3 n=3

minnlich ! weiblich
Abbildung 18: Geschlechtsbezogener Vergleich der Chemerinspiegel zwischen Sepsispatienten
mit einem CRP < 50% Perzentile (O0) und solchen mit CRP > 50% Perzentile (d). Hoheres CRP

war im Trend mit niedrigerem Chemerinspiegel bei ménnlichen (p=0,083) nicht jedoch bei
weiblichen Patienten assoziiert (p>0,10). *p<0,05; n.s. = nicht signifikant; Mann-Whitney-U-Test
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Abbildung 19: Vergleich der VAT mRNA-Expression von Chemerin zwischen Patienten mit
niedrigem (O) oder hohem (O) Serum-CRP. Sepsispatienten hatten niedrigere Chemerin-mRNA,
wenn Serum-CRP > 230 mg/L (p=0,022). Kein Unterschied bestand diesbeziiglich bei den
Kontroll- oder Diabetespatienten (jeweils CRP > 2 mg/L; p>0,05). *p<0,05; n.s. = nicht
signifikant; Mann-Whitney-U-Test
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4.7. Assoziation mit Parametern des Glukosemetabolismus

Bei den Sepsispatienten war in der Perzentilenanalyse eine Assoziation von hohen
Niichternglukosespiegeln mit hoheren Chemerinspiegeln festzustellen (p<0,05) (Abbildung
20). Fir die Kontroll- und T2D-Gruppen war solch eine Assoziation mit der
Niichternglukose nicht zu finden (p>0,05) (Abbildung 20). Mit der Niichtern- und der OP-
Glukose bestand in der Kontrollgruppe jedoch eine signifikante positive lineare
Korrelation (jeweils p<0,05) (Abbildung 21). Bei den Sepsispatienten bestand eine
signifikante  positive  logarithmische Korrelation der OP-Glukose mit den
Chemerinspiegeln (p<0,05) sowie im Trend eine positive lineare Korrelation der
Niichternglukose mit den Chemerinspiegeln (p<0,10) (Abbildung 21). Ein solcher
Zusammenhang war fiir T2D-Patienten nicht nachweisbar (Abbildung 21). Ein hoher BMI
war bei den T2D-Patienten mit hoheren zirkulierenden Chemerinspiegeln assoziiert
(p<0,05), nicht jedoch bei Kontroll- oder Sepsis-Patienten (Abbildung 22). Fiir den
HOMA-IR und Chemerin war eine solche Assoziation in der Perzentilenanalyse in keiner
der drei Studiengruppen nachweisbar (Abbildung 23). Fiir die Grenzwerte der
Perzentilenanalysen siche Anhang 8.4, Tabelle 17.
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Abbildung 20: Vergleich der zirkulierenden Chemerinspiegel zwischen Patienten mit niedriger (O)
oder hoher (O) Niichternglukose. Sepsispatienten hatten hohere Chemerinspiegel, wenn die
Niichternglukose > 6 mmol/l betrug (p=0,016). Fiir Kontroll- (FG > 5,1 mmol/l) oder T2D-
Patienten (FG > 8,0 mmol/l) war diesbeziiglich kein signifikanter —Unterschied
nachweisbar.*p<0,05; n.s. = nicht signifikant; Mann-Whitney-U-Test
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Abbildung 21: Dargestellt ist das Serum-Chemerin in Abhéngigkeit von Niichternglukose und OP-
Glukose fiir die drei Studiengruppen. Bei den Kontrollpatienten (n=17) korrelierte das Chemerin
signifikant positiv mit Niichtern- (A) und OP-Glukose (B) (Spearman-Korrelation). Bei den T2D-
Patienten (n=20) korrelierte das Serum-Chemerin nicht mit der Niichtern- (C) oder OP-
Glukose(D). Eine positive lineare Korrelation konnte bei den Sepsispatienten (n=14) fiir die
Niichternglukose nachgewiesen werden (E, Pearson-Korrelation). Eine logarithmische Korrelation
war bei den Sepsispatienten fiir die OP-Glukose nachweisbar (F).
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Abbildung 22: Vergleich der zirkulierenden Chemerinspiegel zwischen Patienten mit niedrigem
(O) oder hohem (O) BMI. Die Chemerinspiegel waren signifikant hoéher bei T2D-Patienten
(p=0,043) und im Trend erhoht bei Kontrollpatienten (p=0,099), wenn der BMI > 50%-Perzentile
war. Bei den Sepsispatienten war kein diesbeziiglicher Unterschied nachweisbar. *p<0,05; n.s. =
nicht signifikant; Mann-Whitney-U-Test
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Abbildung 23: Vergleich der zirkulierenden Chemerinspiegel zwischen Patienten mit einem
HOMA-IR < 50%-Perzentile (O0) und HOMA-IR > 50%-Perzentile (O). Die Chemerinspiegel
waren bei Kontroll-, T2D- und Sepsispatienten diesbeziiglich nicht signifikant unterschiedlich. n.s.
= nicht signifikant; Mann-Whitney-U-Test
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Im untersuchten Mausmodell konnte ebenfalls eine positive Assoziation des zirkulierenden
Chemerins mit den Glukosespiegeln gezeigt werden. Zum Zeitpunkt Oh und 6h nach
Sepsisinduktion waren hohe Chemerinspiegel mit hoheren Plasma-Glukosespiegeln
assoziiert (p<0,05) (Abbildung 24A und B). Diese Assoziation war jedoch deckungsgleich
mit den Fiitterungsgruppen und 24h nach Sepsisinduktion nicht mehr nachweisbar

(p=0,70) (Abbildung 24C).
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Abbildung 24: Dargestellt ist die Assoziation der Plasma-Chemerinspiegel mit der Plasmaglukose
im Mausmodell zu den verschiedenen Zeitpunkten. Die gestrichelten Linien zeigen den jeweiligen
Median fiir Plasma-Chemerin oder Plasma-Glukose an. Zum Zeitpunkt Oh (A) und 6h (B) waren
hohe Chemerinspiegel mit hohen Glukosewerten assoziiert (p=0,021), wéhrend eine solche
Assoziation zum 24h Zeitpunkt nicht mehr nachweisbar war (C) (p=0,70). y>-Test

4.8. Identifikation unabhiingiger Variablen

Um herauszufinden, ob die mit Chemerin assoziierten Parameter der systemischen
Inflammation und metabolischen Dysregulation auch unabhéngige Variablen darstellen,
wurden multivariate lineare Regressionsmodelle mit Chemerin als abhédngiger Variable
gerechnet (Tabelle 10). In diesen Regressionsanalysen blieb das Geschlecht unabhingig
mit den Chemerinspiegeln assoziiert. Bei den Sepsispatienten war hierbei das ménnliche
Geschlecht mit hoheren Chemerinspiegeln verbunden, wihrend ménnliche T2D-Patienten
niedrigere Chemerinspiegel aufwiesen als weibliche (Modell Sepsis A, B und C, Modell
Diabetes, Tabelle 10). Auch die Assoziationen mit Parametern der systemischen
Inflammation konnten mit dieser zweiten statistischen Methode nochmals bestétigt werden.
Bei

Sepsispatienten war das CRP unabhdngig negativ mit den zirkulierenden

Chemerinspiegeln assoziiert, wobei die statistische Signifikanz knapp verfehlt wurde
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(p=0,079) (Modell Sepsis C; Tabelle 10). Bei den T2D-Patienten war das CRP wiederum
positiv und signifikant unabhéngig mit Chemerin assoziiert (p<0,05; Modell Diabetes;
Tabelle 10). Als Parameter der Dysregulation des Glukosemetabolismus waren der
HOMA-IR oder die intraoperativen Glukosespiegel bei Sepsispatienten signifikant und
unabhingig mit dem zirkulierenden Chemerin assoziiert (Modell Sepsis A und B; Tabelle
10). Der BMI war in der T2D-Gruppe positiv mit Chemerin assoziiert, jedoch ohne das
Signifikanzniveau zu erreichen (Modell Diabetes; Tabelle 10; p=0,097).

Tabelle 10: Multivariate lineare Regression mit Chemerin als abhidngiger Variable

Modell Sepsis  Modell Sepsis  Modell Sepsis Modell
A B C Diabetes
B-Koeffizient B-Koeffizient B-Koeffizient B-Koeffizient
(p-Wert) (p-Wert) (p-Wert) (p-Wert)
Unabhéngige R=0,915; R=0,897; R=0,843; R=0,799;
Variablen R?=0,837; R%=0,805; R%=0,711; R%=0,638;
adj. R=0,765;  adj. R>=0,693;  adj. R*=0,582;  adj. R*>=0,535;
p=0,001 p=0,013 p=0,016 p=0,004
Geschlecht -0,495 (0,017)  -0,749 (0,005)  -0,849 (0,004) 0,359 (0,049)
Alter -0,220 (0,213)  -0,033 (0,867)  -0,110 (0,617) 0,174 (0,324)
BMI 0,116 (0,427) 0,217 (0,248) 0,070 (0,717) 0,292 (0,097)
Log OP Glukose 0,559 (0,005) - - -
Log HOMA-IR - 0,426 (0,042) - -
CRP - - -0,394 (0,079) -
Log CRP - - - 0,552 (0,006)

4.9. Assoziation mit Fettgewebsmakrophagen und Adipozytengrofie

Da das Fettgewebe in der Literatur als wichtiger Ort der Chemerinsynthese beschrieben ist,

sollte eine Untersuchung des Zusammenhangs zwischen VAT-Inflammation,
Adipozytengrofle und Serum-Chemerin bei Patienten mit Sepsis erfolgen. Histologische
Fettgewebsschnitte zweier Sepsispatienten waren aufgrund Entnahme-bedingter Artefakte

leider nicht fiir die Makrophagenzdhlung auswertbar.

Auf mRNA-Ebene war die Chemerin-Expression im VAT deutlich signifikant negativ mit
der CD68 mRNA-Expression in allen Gruppen korreliert (rkontrolie=-0,926, r12p=-0,848 und
I'sepsis—0,646, jeweils p<0,05) (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Die VAT mRNA Expression von Chemerin war in allen Gruppen negativ mit der
CD68 VAT mRNA-Expression korreliert (Kontrollen(0): 1.,=-0,926; p<0,001; n=16; T2D(»):
rr2p=-0,848; p<0,001; n=20; Sepsis(®): r~=-0,646; p=0,017; n=13).

Eine Korrelation zwischen Adipozytengrofle oder VAT-Makrophagenzahl und Serum-
Chemerinspiegeln konnte zundchst nicht nachgewiesen werden (Abbildung 26 A und B,
p>0,05). Bei der Betrachtung der CD68-gefiarbten VAT-Schnitte fiel jedoch auf, dass
unterschiedliche Verteilungsmuster der Makrophagen im VAT zu beobachten waren. Diese
Verteilungsmuster waren: diffus, wobei die Makrophagen gleichméBig zwischen den
Adipozyten verteilt waren; perivasal, wobei sich die Makrophagen um kleine Blutgefille
gruppiert angeordnet zeigten; koronar, wobei einzelne Adipozyten oder

Adipozytengruppen massiv von Makrophagen eingeschlossen wurden (Abbildung 27).
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Abbildung 26: Korrelation des Serum-Chemerins mit der Makrophagendichte (n=12) (A) und der
Adipozytengrofie (n=14) (B) im VAT von Sepsispatienten.
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Abbildung 27: Darstellung der Makrophagenverteilungsmuster im VAT. Einzelne Makrophagen
sind exemplarisch mit einem Pfeil (#7) gekennzeichnet. A: diffuses Verteilungsmuster. B:
perivasales Verteilungsmuster. C: koronares Verteilungsmuster mit Crown-like-structures (CLS).

Zwischen diesen Verteilungsmustern konnte ein signifikanter Unterschied des
Serumchemerins, mit den hochsten Werten bei diffuser Verteilung, festgestellt werden
(Abbildung 28A, p<0,05). Fiihrte man die oben genannte Korrelationsanalyse nun nur bei
solchen Patienten durch, die ein diffuses oder perivasales Makrophagenverteilungsmuster
oder hinsichtlich der so korrelierten die

aufwiesen, Farbung negativ waren,

Serumchemerinspiegel signifikant mit der Makrophagenzahl (p<0,05) (Abbildung 28B).
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Abbildung 28: A: Unterschiede des Serum-Chemerins bei verschiedenen Verteilungsmustern der
Makrophagen im VAT (p=0,036). B: Bei Sepsispatienten mit diffusem und perivasalem
Makrophagenverteilungstyp korreliert das Serum-Chemerin signifikant mit der Makrophagendichte
im VAT (n=10). *p<0,05; Kruskall-Wallis-Test

4.10. Assoziation mit der Krankheitsschwere und —prognose

Neben der Evidenz fiir eine mogliche Beteiligung von Chemerin in der Wirtsreaktion bei
Sepsis, wurde Chemerin hinsichtlich seines moglichen diagnostischen Nutzens in Patienten
mit Sepsis untersucht. Eine direkte Assoziation der Serumchemerinspiegel mit dem 28-
Tage-Uberleben nach Studieneinschluss (Abbildung 29) sowie mit dem SOFA- und SAPS
II-Score am Tag nach OP (Tabelle 18) konnte nicht gefunden werden. Allerdings
bestanden hohere Serumchemerinspiegel bei Patienten mit einem APACHE II Score
grofer als 24 Punkten (p<0,05) (Abbildung 30A), was einer prognostizierten Mortalitdt von
mehr als 40% entspricht (Knaus et al. 1985). Dieser Unterschied war nach Adjustierung fiir
CRP oder die Niichterninsulinspiegel nicht mehr nachweisbar (p>0,05), bestand jedoch
nach Adjustierung fiir Alter, BMI oder den HbA . fort (p<0,05) (Abbildung 31).

Ein erhohter Clinical Severity Score (CSS) (Gonnert et al. 2011) als Mall der
Krankheitsschwere der Sepsis in Nagern war signifikant mit erhohten zirkulierenden

Chemerinspiegeln im PCI-Modell der Maus verbunden (p<0,05) (Abbildung 30B).
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Abbildung 29: Das Serum-Chemerin war nicht signifikant unterschiedlich zwischen im
Krankheitsverlauf nach 28 Tagen iiberlebenden und verstorbenen Sepsispatienten der INSIGHT-
Gruppe (p=0,371). n.s. = nicht signifikant; Mann-Whitney-U-Test
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Abbildung 30: Assoziation des zirkulierenden Chemerins mit Parametern der Prognose und
Krankheitsschwere bei Sepsis. A: Das zirkulierende Chemerin war bei Patienten mit einem
APACHE II Score > 24 Punkten signifikant erhoht (p=0,036). B: Bei septischen Miusen, war das
zirkulierende Chemerin signifikant erhoht, wenn der Clinical Severity Score (CSS) ebenfalls erhoht
war (p=0.031).*p<0,05; Mann-Whitney-U-Test (A) und Kruskall-Wallis-Test (B)
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Abbildung 31: Verdnderung des Unterschieds zwischen Patienten mit APACHE II Score <24 und
>24 Punkten durch Adjustierung fiir verschiedene klinische Parameter. Nach Adjustierung fiir CRP
und Insulin verschwindet der Unterschied (p=0,414 und p=0,864), wihrend das Serum-Chemerin
nach Adjustierung fiir Alter, BMI oder HbA . signifikant unterschiedlich bleibt (p=0,034, p=0,036
und p=0,024).*p<0,05; n.s. = nicht signifikant; Mann-Whitney-U-Test

4.11. Validierung in einer zweiten Studienkohorte

Um den Zusammenhang zwischen zirkulierendem Chemerin, der Stresshyperglykémie
(SHG) und der 28-Tage-Mortalitdt genauer untersuchen zu kdnnen, wurde ein zweites
klinisches Studienkollektiv evaluiert. Hierbei handelt es sich um 37 Patienten, die alle eine
peritoneale Sepsis aufwiesen (s. 3.2.2). Entsprechend ihres klinischen Krankheitsverlaufes
auf der Intensivstation konnten hinsichtlich des Auftretens einer Hyperglykdmie drei
Subgruppen gebildet werden: Patienten ohne SHG, Patienten mit SHG bei bereits
bekanntem T2D und Patienten mit echter SHG ohne vorbekannten Diabetes mellitus Typ 1
oder 2. Diese drei Gruppen unterschieden sich einerseits signifikant hinsichtlich des Alters
(p=0,002), mit den jlingsten Patienten in der Gruppe mit echter SHG, und andererseits
hinsichtlich der Pravalenz von T2D (p<0,001) und Leberversagen (p=0,008) (Tabelle 11).
In der Gruppe mit echter SHG wies fast die Hilfte ein Leberversagen auf, wihrend in der
Gruppe ohne SHG nur ein Patient ein Leberversagen entwickelte und kein Patient in der

Gruppe mit SHG bei bekanntem T2D (Tabelle 11).
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Tabelle 11: Demographische und klinische Charakterisierung der HMOX-Studiengruppen

Glykémischer Status auf ITS

Variable Alle Keine SHG SHG bei Echte SHG p-Wert
Patienten T2D

n (%ménnlich) 37(65) 11(64) 11(64) 15(67) 0,982

Alter [a] 6312 68+3° 70+£2% 54+4° 0,002

BMI [kg/m?] 27,8+1,0 28,0+2,2% 31,242,0° 25,2+1,1° 0,064

CRP [mg/1] 142,0+18,8 149,4+39,3* 170,7£37,4* 115,6+95,8* 0,477

Leukozyten 12,2+1,2 9,4+1,7° 11,7£1,6° 14,72 47 0,210

[x10%/pul]

Thrombozyten 233,6+22,1 270,3+55,4* 209,8+31,0* 224,1£29,7* 0,785

[x10%/ul]

Glukose [mmol/1] 6,8+0,3 6,6+0,3 6,5+0,6 7,2+0,4 0,264

Kreatinin 176,1+29,5 184,0+70,4* 194,0+32,6° 155,7+48,4* 0,104

[wmol/1]

Bilirubin [umol/I]  29,8+6,7 18,0+3,3? 14,4+1,6° 49,7+15,0* 0,097

Quick [%] 65+3 69+4° 60+5° 65+7° 0,457

Diabetes 12/37 0/11 11/11 0/15 <0,001*

Leberversagen 8/37 1/11 0/11 7/15 0,008*

Nierenersatz- 3/37 1/11 1/11 1/15 0,965%*

therapie

APACHE 11 21,0 20,0° 27,0° 21,0° 0,185
(18,0-28,0)  (18,0-25,0) (20-33) (15,0-26,0)

SAPS 49,0 48° 63,0° 45,0° 0,112
(37,0-64,5) (42,0-65,0) (48,0-71,0)  (31,0-54,0)

Mortalitét 28d 10/37 4/11 2/11 4/15 0,628*

Die Daten sind angegeben als Mittelwert + SEM oder als absolute Zahlen, auler APACHEII und
SAPS als Median und Interquartilsbereich. Zum Gruppenvergleich wurde der Kruskall-Wallis-Test
und multiple Mann-Whitney-U-Test mit post-hoc Bonferroni-Holm a-Fehlerkorrektur genutzt.
Unterschiedliche hochgestellte Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen an. *y>-Test
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Um zu iberpriifen, ob das Vorliegen eines Leberversagens die Chemerinspiegel
beeinflusst, wurden diese zwischen Patienten mit und ohne Leberversagen verglichen.
Sowohl bei Betrachtung der Chemerinspiegel aller Patienten als auch bei der
Subgruppenanalyse der Patienten mit echter SHG konnte kein signifikant unterschiedliches
Chemerin bei Patienten mit Leberversagen nachgewiesen werden (p=0,651 und p=0,536)
(Abbildung 32). Beim Vergleich der Chemerinspiegel zwischen den Subgruppen ergab
sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied (p>0,05) (Abbildung 33). Univariate
Korrelationsanalysen des zirkulierenden Chemerins mit verschiedenen erhobenen
Parametern sind in Tabelle 12 wiedergegeben und =zeigten keine signifikanten

Assoziationen auf.

500 — Leberversagen
[_Jkein Leberversagen
1 []Leberversagen
400 n.s. n.s.
300

o]
=]
o
|
—

—_

(=

[=]
|

Plasma-Chemerin [ng/ml]

alle Patienten ! echte SHG

Abbildung 32: Dargestellt der Vergleich der Chemerinspiegel bei Patienten mit und ohne
Leberversagen. Sowohl fiir alle Patienten betrachtet, als auch bei alleiniger Untersuchung der
Patienten mit echter SHG, konnte kein signifikant verdndertes Chemerin bei Leberversagen
nachgewiesen werden (p=0,651 und p=0,536). n.s. = nicht signifikant; Mann-Whitney-U-Test
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Abbildung 33: Dargestellt sind die Chemerinspiegel in den einzelnen Subgruppen des HMOX-
Studienkollektivs. Zwischen den Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied der
Chemerinspiegel nachgewiesen werden (p=0,512). n.s. = nicht signifikant; Einfaktorielle ANOVA

Tabelle 12: Univariate Korrelationsanalysen zwischen zirkulierendem Chemerin und
anthropometrischen, klinischen sowie laborchemischen Patientendaten in der Validierungskohorte.

r P
Alter 0,072 0,681
BMI 0,247 0,158
CRP 0,127 0,455
Leukozyten -0,012 0,945
Thrombozyten 0,056 0,744
Glukose 0,253 0,131
GFR -0,255 0,133
Harnstoff 0,299 0,073
Bilirubin -0,080 0,639
Quick 0,021 0,900

Zudem sollte noch iiberpriift werden, ob sich die positive Assoziation der zirkulierenden
Chemerinspiegel mit den Glukosespiegeln in dieser zweiten unabhédngigen Studiengruppe
reproduzieren lassen. Bei der gemeinsamen Betrachtung aller Sepsispatienten dieser
Gruppe war zunichst keine Korrelation erkennbar (p>0,05; Tabelle 12). Nach Ausschluss

von Patienten mit SHG zeigte sich jedoch eine signifikante starke positive Korrelation mit
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der Vollblutglukose am Tag 1 (p<0,05; Abbildung 34A), die bei Patienten mit SHG nicht
nachweisbar war (p>0,05; Abbildung 34B). Es bestand keine Assoziation der
Chemerinkonzentration mit der Vollblutglukosekonzentration am Tag 5 nach Ausschluss
von Patienten mit SHG (p>0,05; Abbildung 34C), jedoch eine starke negative Korrelation
bei Patienten mit SHG (p<0,05; Abbildung 34D).

Ausschluss von SHG-Patienten SHG-Patienten
A B
400-_ r=0,438 3001 r=—0,063
% 350 1 P0,041 o 050 P85 . *
2 397 200- ’
1 N [ ]
g 250 - ] L PR
g 200 - 150 - —_—
= 1 1
G 1507 100 - .o
g 100 - : ¢
2 50 50 *
Ay | 1 °
0 T T T T T T T T 0 T T T T T T v T
2 4 6 8 10 2 4 6 8 10
Vollblutglukose [mmol/l] Tagl Vollblutglukose [mmol/1] Tag 1
C D
3007 r=0,185 3007 — 0,641
—% 550 ] P06 °* . . 550 P0:014%
§ 150 1 A | . . 150
6 100 - ¢ 100 -
o ] . ]
% 50 50 1
- ] ] .
0 v 1 . L] v L) d 1 v 1 0 v L] v Ll v T v 1 v 1
4 6 8 10 12 14 5 6 7 8 9 10
Vollblutglukose [mmol/1] Tag 5 Vollblutglukose [mmol/1] Tag 5

Abbildung 34: Dargestellt ist das Plasma-Chemerin in Abhéngigkeit von der Vollblutglukose-
Konzentration am Tag 1 bei Patienten der HMOX-Studiengruppe nach Ausschluss von Patienten
mit SHG (A) und bei Patienten mit SHG (B) und am Tag 5 bei Patienten der HMOX-
Studiengruppe nach Ausschluss von Patienten mit SHG (C) und bei Patienten mit SHG (D)
(Pearson-Korrelation).
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Nach Ausschluss der SHG-Patienten lieB sich Chemerin, neben Serum-Harnstoff und
Laktat, als signifikante unabhdngige Variable in einem multivariaten linearen
Regressionsmodell mit der Vollblutglukose als abhdngiger Variable identifizieren
(p<0,05). In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus Abbildung 34A war wieder ein

starker positiver Zusammenhang erkennbar.

Tabelle 13: Multivariate lineare Regressionsanalyse mit der Vollblutglukose als abhéingiger
Variable

Model Sepsis D Abhingige
Variable: Vollblutglukose Tag 1

B-Koeffizient (p-Wert)

Unabhéngige R=0,800; R%=0.640;
Variablen adj. R>=0,431, p=0,043
Geschlecht -0,023 (0,920)
Alter 0,118 (0,549)
Log BMI -0,506 (0,096)
Plasma-Chemerin 0,556 (0,013)
Harnstoff -0,773 (0,004)
Log Bilirubin 0,104 (0,618)
Log Laktat -0,449 (0,048)

4.12. Prognostischer Wert des Chemerins in Abhingigkeit vom glykimischen Status

Bei der gemeinsamen Betrachtung aller untersuchten HMOX-Studienpatienten war auch
kein signifikanter Unterschied der Chemerinspiegel zwischen iiberlebenden und nicht-
iberlebenden Patienten nachweisbar (p>0,05) (Abbildung 35). Bei getrennter Betrachtung
der Studiengruppen bestand jedoch in zwei Subgruppen ein entsprechender Unterschied. In
der Gruppe mit echter SHG wiesen die iiberlebenden Patienten signifikant hdhere
Chemerinspiegel auf als die Patienten, die innerhalb der ersten 28 Tage verstorben waren
(p<0,05) (Abbildung 36). Fiir die Patienten, die wihrend des intensivmedizinischen
Verlaufes keine Stresshyperglykdmie entwickelten, konnte eine inverse, jedoch nicht-
signifikante Assoziation, mit niedrigeren Werten bei {iiberlebenden Patienten,
nachgewiesen werden (p=0,089) (Abbildung 36). Bei Patienten mit vorbekanntem T2D

war solch eine Assoziation nicht sichtbar.
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Abbildung 35: Dargestellt ist der Vergleich der Chemerinspiegel zwischen Patienten, die die
ersten 28 Tage nach Studieneinschluss iiberlebt haben (n=27) oder in dieser Zeit verstorben sind
(n=10). Es konnte bei Betrachtung aller Patienten kein signifikanter Unterschied nachgewiesen
werden (p=0,216). n.s. = nicht signifikant; Mann-Whitney-U-Test

500 — 28d Outcome
|:| iiberlebt
1 [ ]verstorben

% 400 — p=0,089
= -
E 300 — .|- ,L, — %
£
g | I
&5 200 -
[+
g - l I — )
< _
=100 ]

0 | I

keine SHG ! SHG bei T2D ' echte SHG

Abbildung 36: Dargestellt ist die Subgruppenanalyse des Vergleichs der Chemerinspiegel bei nach
28 Tagen iiberlebenden und verstorbenen Patienten. Uberlebende Patienten in der Gruppe mit
echter SHG wiesen signifikant hohere Chemerinspiegel auf, als die Patienten, die innerhalb von 28
Tagen verstorben waren (p=0,0006). Bei den Patienten ohne SHG konnte im Trend eine umgekehrte
Assoziation nachgewiesen werden, mit niedrigeren Chemerinspiegeln bei iiberlebenden Patienten
(p=0,089). Fiir die Patienten mit SHG bei T2D konnte kein signifikanter Unterschied nachgewiesen
werden (p=0,436). *p<0,05; n.s. = nicht signifikant; Mann-Whitney-U-Test
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Anhand der vorliegenden Daten wurden anschlieBend, unter Ausschluss der Patienten mit
vorbestehendem T2D, nachtraglich zwei Risikogruppen definiert: Zum einen Patienten
ohne Stresshyperglykdmie mit einem Chemerin > 200 ng/ml und zum anderen Patienten
mit echter Stresshyperglykdmie und einem Chemerin < 100 ng/ml. Bei Auftragung gegen
den 28-Tage-Uberlebensstatus ergab sich die in Tabelle 14 dargestellte Kontingenztafel.
Die Eingruppierung in eine Risikogruppe hatte fiir die Vorhersage des Versterbens eine
Sensitivitidt von 75% und eine Spezifitit von 89,5%. Der positive priadiktive Wert hierfiir
erreichte in der untersuchten Population 85,7%, der negative pradiktive Wert 94,4%. Die
Patienten in den Risikogruppen wiesen somit eine 8,1-fach erhohte Inzidenz des

Versterbens innerhalb von 28 Tagen auf (95% Konfidenzintervall 2,1 - 31,5; p<0,05).

Tabelle 14: Kontingenztafel fiir den Uberlebensstatus der Studienpatienten bei positiven
Risikofaktoren (i.e. Chemerin > 200 ng/ml ohne SHG bzw. echte SHG und Chemerin < 100 ng/ml)
28d-Uberlebensstatus

Uberlebt Verstorben )
Positiv 1 6
Risikofaktoren ‘
Negativ 17 2 19
p) 18 8 26
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5. Diskussion

In dieser retrospektiven Querschnittsstudie konnten erhohte Spiegel des zirkulierenden
Chemerins bei Sepsispatienten nachgewiesen werden, wihrend die Chemerin mRNA-
Expression im viszeralen Fettgewebe bei diesen Patienten vermindert war. Zusétzlich
bestanden  starke  unabhdngige  Assoziationen des Chemerins mit dem
Glukosemetabolismus sowie inkonsistente Assoziationen mit Parametern der systemischen
Inflammation, Fettgewebsinflammation und der Prognose. Die wesentlichen Ergebnisse
der Humanstudien konnten im Mausmodell des Typ 2 Diabetes und der peritonealen Sepsis

reproduziert werden.

5.1 Studiendesign

Wichtiges Merkmal dieser Arbeit ist die detaillierte Charakterisierung der Studienpatienten
und die Verfligbarkeit von Fettgewebsproben zur Genexpressionsanalyse bei
Sepsispatienten in Verbindung mit Untersuchungen am Tiermodell. Um viszerale
Fettgewebsproben zu erhalten standen in der ersten Patientenkohorte nur Studienpatienten
zur Verfiigung, die eine Indikation zur Laparotomie besallen, wodurch die Anzahl der
Patienten in dieser Kohorte begrenzt ist. Die Studienpatienten sind reprédsentativ fiir
allgemein- und viszeralchirurgische Patienten, die sich einer offenen Abdominalchirurgie
unterziehen, einschlieBlich einer hohen Privalenz maligner Erkrankungen. Wie gezeigt,
waren die Studiengruppen in dieser Hinsicht vergleichbar, weshalb eine
Verallgemeinerbarkeit der Daten dieser Studie auf eine breite Patientengruppe mdoglich
erscheint. AuBBerdem waren Patienten mit und ohne maligne Grunderkrankung in Bezug
auf das Serumchemerin nicht signifikant unterschiedlich, was einen Einfluss der
Krebsdiagnose in dieser Studie unwahrscheinlich macht. Wéhrend die OP-Indikationen
zwischen Kontroll- und T2D-Gruppe vergleichbar waren, unterschieden sich diese
naturgemal ginzlich von den Indikationen in der Sepsisgruppe. Da nur Sepsispatienten mit
peritonealer Sepsis untersucht wurden, konnen sédmtliche Ergebnisse nicht ohne weiteres

auf andere Entitdten dieser Erkrankung iibertragen werden.

Der Einschluss von Diabetespatienten in die Untersuchungen hat es erlaubt Patienten mit
akut-hochgradiger Inflammation und akuter Insulinresistenz, also Sepsispatienten, mit
solchen zu vergleichen, die eine chronisch-niedriggradige Inflammation und chronische

Insulinresistenz aufwiesen, hier Typ 2 Diabetes-Patienten. Dies wurde abgebildet durch ein
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hohes CRP, ein niedriges HbAc und einen hohen HOMA-IR bei den Sepsispatienten und
ein niedrigeres CRP, ein hohes HbA|c und einen hohen HOMA-IR bei den
Diabetespatienten. Alter und Adipositas stellen Risikofaktoren sowohl fiir die Entstehung
einer Sepsis (Mayr et al. 2014), als auch fiir die Entstehung eines Typ 2 Diabetes dar
(American Diabetes Association 2010). Dies erklart das hohere Alter und den hdoheren

BMI in diesen beiden Gruppen im Vergleich zu den Kontrollpatienten.

5.2 Erhohtes zirkulierendes Chemerin bei peritonealer Sepsis

Die Daten zu erhohtem zirkulierendem Chemerin bei Sepsispatienten erginzen die
Literatur, in der erhohte Chemerinspiegel bei Erkrankungen mit niedriggradiger oder
hochgradiger Inflammation ohne Sepsis beschrieben wurden. Dies ist gezeigt fiir das
metabolische Syndrom (Bozaoglu et al. 2007) und den Typ 2 Diabetes mellitus (Weigert et
al. 2010b), chronisch entziindliche Darmerkrankungen (Weigert et al. 2010a), die
chronische Pankreatitis (Adrych et al. 2012) und die rheumatoide Arthritis (Ha et al. 2014).
Es handelt sich hier um die erste Studie, die iiber erhohte zirkulierende Chemerinspiegel in
der Wirtsreaktion bei Sepsis berichtet. Diese Daten werden durch die Ergebnisse aus dem
Mausmodell bestétigt. Hier konnten wir einen schrittweisen Anstieg der Chemerinspiegel,
zunehmend mit metabolischer Erkrankung, induziert durch HFD, hochgradiger
Entziindung, induziert durch PCI und der Kombination beider Zustinde beobachten. Da
sowohl die diabetische Stoffwechsellage als auch die Inflammation als mit zirkulierenden
Chemerinspiegeln assoziiert beschrieben sind (Becker et al. 2010, Bondue et al. 2011a,
Bondue et al. 2011b, Ernst et al. 2010, Luangsay et al. 2009, Sell et al. 2009, Takahashi et
al. 2008), interpretieren wir die Ergebnisse als eine Art dosisabhéngigen Effekt auf die
Chemerinspiegel. Die zweite Studiengruppe (HMOX) war nicht fiir Vergleiche von
Sepsispatienten mit Kontrollen vorgesehen, sodass hier eine entsprechende geeignete
Kontrollgruppe fehlt und eine Bestitigung der Ergebnisse des erhohten Chemerin der
INSIGHT-Kohorte nicht moglich ist.

Da erhohte Chemerinspiegel bei Patienten mit T2D in der Literatur beschrieben sind (El-
Mesallamy et al. 2011, Tonjes et al. 2010), beabsichtigten wir T2D Patienten als
Positivkontrollen einzuschlieBen. Diese Ergebnisse konnten wir jedoch nicht
reproduzieren; die Chemerinspiegel waren vergleichbar zwischen T2D- und

Kontrollpatienten. Es wurden bereits wesentlich niedrigere zirkulierende Chemerinspiegel
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bei gesunden Probanden beschrieben (Chamberland et al. 2013) als in der vorliegenden
Arbeit beobachtet wurden. Da es sich bei unserer Kontrollgruppe nicht um junge und
gesunde Probanden handelte, sondern um allgemein- und viszeralchirurgische Patienten
mit entsprechendem Alter und Komorbiditdten, ist der fehlende Unterschied am ehesten
hierauf zuriickzufiihren. Die weiteren Nebenerkrankungen in der Kontrollgruppe kommen
durchaus als weitere Einflussfaktoren in Frage, die einen moglichen Unterschied verwischt
haben konnten. AuBBerdem standen viele T2D-Patienten vor Studieneinschluss bereits unter
Langzeitbehandlung mit oralen Antidiabetika. Auch wenn diese mindestens 24 Stunden
vor Probenentnahme abgesetzt wurden, ist ein Einfluss auf die Studienergebnisse
wahrscheinlich. Insbesondere fiir Biguanide und Thiazolidindione ist ein Chemerin-

senkender Effekt beschrieben (Esteghamati et al. 2014)

Die Hersteller der verwendeten Chemerin-ELISA machten keine Aussage iiber die
Spezifitdit der Antikorper fiir verschiedene Chemerinisoformen. Deshalb muss
angenommen werden, dass diese nicht zwischen Prochemerin und aktiviertem Chemerin
unterscheiden. Eine Aussage dariiber, inwieweit diese erhohten Chemerinspiegel bei
Sepsis einer erhdhten Chemerinaktivitit entsprechen, kann daher nicht getroffen werden.
Chemerin wird durch Serin- und Cysteinproteasen von neutrophilen Granulozyten, der
Gerinnungskaskade und des Fibrinolysesystems aktiviert (Mattern et al. 2014). Da es als
Teil der Wirtsreaktion in der Sepsis zu einer Aktivierung von neutrophilen Granulozyten
(Sriskandan und Altmann 2008) und der Gerinnungskaskade (Semeraro et al. 2012)
kommt, ist es wahrscheinlich, dass in einer Nebenreaktion auch Chemerin proteolytisch

modifiziert wird..

Fiir Patienten mit Sepsis sind Geschlechtsunterschiede beschrieben, wobei einige Studien
eine erhohte Krankheitsschwere und Mortalitdt bei ménnlichen Patienten zeigen (Angele et
al. 2014). Zusitzlich sind Geschlechtsdimorphismen fiir Chemerin beschrieben (Alfadda et
al. 2012, Lee et al. 2013, Takahashi et al. 2013), die aber in den Ergebnissen dieser Studie
prima vista wohl aufgrund der beschriankten GruppengroBe nicht konsistent sind. Daher
konnte der Unterschied der zirkulierenden Chemerinspiegeln zwischen méannlichen und
weiblichen Sepsispatienten auch in den Unterschieden beziiglich der Krankheitsschwere
begriindet sein. Dies ist insbesondere zu iiberlegen, da dieser Unterschied zwischen den
Geschlechtern nach Adjustierung fiir CRP oder Niichterninsulin nicht mehr nachweisbar
war. Die These, dass es sich hierbei nicht um einen echten Geschlechtsunterschied handelt,

wird dadurch gestiitzt, dass im zweiten, groBeren Studienkollektiv von Sepsispatienten
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ebenfalls kein Geschlechtsunterschied hinsichtlich des zirkulierenden Chemerins

nachweisbar war.

5.3 Der Bildungsort von Chemerin in der Sepsis bleibt unbekannt

Die mRNA-Expression von Chemerin wurde in dieser Arbeit im VAT untersucht, da
dieses als ein Hauptbildungsort fiir Chemerin beschrieben ist (Bozaoglu et al. 2007).
Uberraschenderweise war die Chemerin-mRNA-Expression im VAT bei Sepsis
vermindert, wofiir verschiedene Erkldrungen in Frage kdmen: Die Chemerin mRNA wird
positiv durch PPARYy reguliert (Zabel et al. 2014), welches seinerseits durch Inflammation
in Adipozyten herunterreguliert wird (Zingarelli und Cook 2005). GleichermaBlen steigert
Insulin die Chemerin-mRNA-Expression in Adipozyten (Zabel et al. 2014), wobei bei
Sepsis der Insulineffekt infolge Insulinresistenz herabgesetzt oder sogar aufgehoben sein
konnte. Zwar impliziert die verminderte Chemerin mRNA Expression im viszeralen
Fettgewebe, dass dieses nicht an der Bildung von Chemerin in diesem Kontext beteiligt ist.
Jedoch ist die Messung der mRNA Expression allein nicht ausreichend, um auf die
Chemerinproduktion zu schlie8en. Dies wird insbesondere deutlich, wenn Beobachtungen,
dass in Zellkulturexperimenten die Chemerinsekretion erhoht sein kann, ohne dass es zu
Verdanderungen der mRNA Spiegel kommt (Parlee et al. 2010) mit in Betracht gezogen
werden. Zudem muss bedacht werden, dass Fettgewebe nicht nur aus Adipozyten besteht,
sondern eine Reihe weiterer Zellarten besitzt. Dies beinhaltet insbesondere Endothelzellen,
Fibroblasten, Makrophagen und Lymphozyten (Wensveen et al. 2015). Bei Durchfiihrung
von RT-qPCR in Gewebehomogenaten, wie in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt,
konnten daher Verdnderungen der mRNA-Expression in einem Zelltyp durch
gegensitzliche Verdnderungen in einem anderen Zelltyp verschleiert werden. Dies trifft
insbesondere fiir Endothelzellen zu, die in der Lage wiren, Chemerin direkt in die
Zirkulation zu sezernieren. Eine Steigerung der Chemerin mRNA infolge endothelialer
Aktivierung ist beschrieben (Gonzalvo-Feo et al. 2014) und konnte durch verminderte

mRNA Expression in anderen Zellen, beispielsweise Adipozyten, verschleiert sein.

Limitationen in der vorliegenden Arbeit sind diesbeziiglich, dass nur Patienten und Mause
mit peritonealer Sepsis untersucht wurden und dass nur Daten fiir das viszerale Fettgewebe
vorliegen. Die peritoneale Infektion konnte die Chemerinexpression im VAT anderweitig

beeinflussen als bei einer Mitreaktion des Fettgewebes bei einem anderen Infektfokus.
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Zudem ist eine Fettgewebsdepot-spezifische Expression des Chemerins beschrieben,
sodass die Untersuchung von subkutanem oder mesenterialem Fettgewebe zu anderen
Ergebnissen hitte fiihren konnen (Alfadda et al. 2012). Eine wesentliche Beteiligung des
viszeralen Fettgewebes liegt jedoch nahe, wenn man die in dieser Arbeit gefundene
Assoziation des Serumchemerins mit dem Grad der Makrophageninfiltration in das VAT
betrachtet. Ein sicherer Nachweis der Chemerin-Synthese im VAT ist nur mdglich durch
Blutentnahmen und vergleichende Messung in den efferenten und afferenten versorgenden
Blutgefdflen. Dies wiirde jedoch ein sehr komplexes Studiendesign erforderlich machen
und konnte, auch aus ethischen Erwdgungen heraus, in dieser Studie nicht durchgefiihrt

werden.

Frithere Arbeiten weisen auf die Leber als einen wesentlichen Bildungsort fiir Chemerin
hin, da dieses in der Leber hoch exprimiert wird (Chamberland et al. 2013, Krautbauer et
al. 2013) und im hepatovendsen im Vergleich zum portalvendsen Serum leicht erhoht ist
(Weigert et al. 2010b). Die letztgenannte Untersuchung wurde jedoch an Patienten mit
Leberzirrhose durchgefiihrt, sodass man hieraus nur eingeschrankt auf Sepsispatienten oder
gesunde Probanden riickschlieBen kann. Gegen eine wesentliche Beteiligung der Leber an
der Erhohung des zirkulierenden Chemerins in der Sepsis spricht zudem, dass primire
murine Hepatozyten auf die Behandlung mit TNFa in vitro nicht mit einer Steigerung der
Chemerinsynthese reagieren (Parlee et al. 2010) und die Behandlung mit IL-6 ebenfalls
nicht zu einer Steigerung der Chemerinexpression fithrt (Docke et al. 2013). In der
vorliegenden tierexperimentellen Studie war in der Leber ebenfalls keine erhdhte
Chemerinexpression nach Sepsisinduktion nachweisbar und die Chemerinexpression in der
Leber war vergleichbar mit der Chemerinexpression im VAT. Im Zellkulturversuch an
humanen HepaRG-Zellen konnte jedoch durch Inkubation mit Zytokinmix eine biologisch
relevante und statistisch signifikante Steigerung der Chemerinexpression erreicht werden.
Dieser Effekt blieb aber bei Stimulation mit humanem septischem Serum aus, was auf
weitere Serumfaktoren in der Sepsis riickschlieBen lédsst, die eine Herabregulation der
Chemerinexpression bewirken. Dass die Leber in der Sepsis kein Hauptbildungsort fiir
Chemerin ist, wird durch die Daten zum Chemerin bei Patienten mit Leberversagen in der
HMOX-Studiengruppe gestiitzt. Hier waren keine signifikant unterschiedlichen
Chemerinspiegel im Vergleich zu Patienten ohne Leberversagen nachzuweisen. Wire die
Leber ein Hauptbildungsort des Chemerins in der Sepsis, so wére zu erwarten, dass die

zirkulierenden Chemerinspiegel infolge des Versagens dieses Organs vermindert sind, wie
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es fiir Patienten mit dekompensierter Leberzirrhose in der Literatur bereits gezeigt werden

konnte (Eisinger et al. 2015).

Des Weiteren ist denkbar, dass die erhhten Chemerinspiegel nicht durch eine gesteigerte
Synthese, sondern durch einen verminderten Abbau oder eine verminderte Ausscheidung
zustande gekommen sind, wobei die Mechanismen des Chemerinabbaus bisher weitgehend
unverstanden sind. Die untersuchten Sepsis-Patienten wiesen eine deutlich verminderte
Nierenfunktion mit erhdhten Kreatininspiegeln auf. Uber eine negative Korrelation der
Chemerinspiegel mit der glomeruldren Filtrationsrate, unabhdngig von der
Chemerinexpression im Fettgewebe, wurde in der Literatur bereits berichtet (Blaszak et al.
2015), sodass die Niereninsuffizienz der untersuchten Patienten zum beobachteten Effekt
beigetragen haben konnte. Allerdings wurden in der Arbeit von Blaszak et al. (2015) nur
Expressionsdaten aus dem subkutanen Fettgewebe herangezogen. Bei den in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Patienten beider Studienkollektive bestand jedoch keine

Korrelation des Chemerins mit der GFR.

Zudem sind Verdnderungen der Chemerinrezeptorexpression mit dem zirkulierenden
Chemerin assoziiert. Bei einem knockout von Cmklrl oder Ccrl2 kommt es in vivo in der
Maus zu erhohten Chemerinspiegeln (Gruben et al. 2014, Monnier et al. 2012). Wihrend
die Expression von Cmklrl im VAT im Mausmodell herabgesetzt war, war dies in der
murinen Leber und im humanen VAT nicht der Fall. Somit konnte die verédnderte Cmkiri
Expression, zumindest im Mausmodell, zur Steigerung der Chemerinspiegel beigetragen
haben. Die Ccrl2 mRNA war bei Sepsis in allen untersuchten Geweben, murin wie human,
signifikant gesteigert, sodass hieraus eher eine Verminderung des zirkulierenden
Chemerins zu erwarten wire. Obwohl das Rezeptorprotein GPR1 Chemerin internalisiert
(Mattern et al. 2014), fiihrt der knockout nicht zu verdnderten Chemerinspiegeln (Rourke
et al. 2014). In den untersuchten Gewebeproben konnte zudem keine signifikante
Regulation von GPRI auf mRNA-Ebene beobachtet werden, womit ist Beteiligung des
GPRI1 an der Entstehung der erhdhten Chemerinspiegel eher unwahrscheinlich ist. Daten
zur Proteinmenge der einzelnen Rezeptoren wéren jedoch notwendig, um nihere Aussagen

treffen zu konnen.
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5.4 Chemerin ist assoziiert mit systemischer Inflammation

Die Wirtsreaktion in der Sepsis ist durch hochgradige Inflammation und einen gestorten
Glukosemetabolismus mit Insulinresistenz charakterisiert (Marik und Raghavan 2004),
wobei beide in dieser Arbeit mit den zirkulierenden Chemerinspiegeln assoziiert waren.
Die Daten zur Assoziation von Chemerin mit Parametern der Inflammation weisen in zwei
verschiedene Richtungen. Zum ersten war das zirkulierende Chemerin positiv mit den
zirkulierenden Leukozytenzahlen korreliert. Dies konnte durch die leukozytenattrahierende
Funktion des Chemerins fiir antigenpriasentierende Zellen erkliart werden (Wittamer et al.
2003). Jedoch scheint dies vor allem der Attrahierung von Leukozyten in geschadigtes
oder entziindetes Gewebe zu dienen, was eher eine Reduktion zirkulierender Leukozyten
bedeuten wiirde. Bisher gibt es keine Studie, die eine Korrelation von Chemerin mit der
zirkulierenden Leukozytenzahl untersucht hat. Zusétzlich zur Attrahierung CMKLRI-
positiver Zellen reduziert Chemerin die Infiltration von neutrophilen Granulozyten in zwei
verschiedenen murinen Lungeninflammationsmodellen (Bondue et al. 2011b, Luangsay et
al. 2009). Ein mogliche Erklarung fiir die vorliegende Beobachtung konnte daher sein, dass
erhohte Chemerinspiegel in der Wirtsreaktion der Sepsis die Einwanderung aktivierter
neutrophiler Granulozyten vermindert und damit diese Zellen im peripheren Blut
zuriickhélt, was schlussendlich eine Erhhung der Leukozytenzahl zur Folge hitte. Leider
sind zu den untersuchten Patienten keine Informationen iiber das Differentialblutbild
verfligbar gewesen, wodurch eine Assoziationsanalyse des Chemerins mit den
Leukozytensubpopulationen nicht moglich war. In der HMOX-Studiengruppe war keine
Assoziation von Chemerin mit der Leukozytenzahl festzustellen, sodass Ergebnisse

weiterer diesbeziiglicher Untersuchungen bei Sepsis in der Zukunft abzuwarten sind.

Uberraschenderweise war Chemerin bei den Sepsispatienten der INSIGHT-Studiengruppe
im Trend negativ mit einem wesentlichen klinischen Parameter der systemischen
Inflammation, dem CRP, assoziiert. In der zweiten Studiengruppe war ein solcher
Zusammenhang jedoch nicht reproduzierbar, sodass eine tatsdchliche Assoziation des
Chemerins mit dem CRP bei Sepsis fraglich bleibt. Die meisten verdffentlichten Studien
weisen auf eine positive Assoziation mit Inflammation hin. So konnte in in vitro-Studien
gezeigt werden, dass die Chemerinexpression in verschiedenen Zelllinien durch
proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-1B (Kralisch et al. 2009) oder
Tumornekrosefaktor oo (TNF o) (Parlee et al. 2010) stimuliert werden kann. AuB3erdem
fiihrt eine Blockade der Signaltransduktion von Interleukin-6 (Makrilakis et al. 2014) oder
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TNFa (Herenius et al. 2013) in vivo zu reduzierten zirkulierenden Chemerinspiegeln im
Krankheitsbild der rheumatoiden Arthritis. Allerdings zeigt der TNFa-Effekt auf die
Chemerin-Freisetzung in 3T3-L1-Adipozyten einen Glocken-formigen Verlauf (Parlee et
al. 2010), wobei nicht bekannt ist, ob auBerordentlich hohe Zytokinspiegel sogar die
Chemerinfreisetzung unter das Ausgangsniveau herabsetzen konnten. Weitere aktuelle
Berichte zeigen, dass Chemerin auch iiber klare antiinflammatorische Eigenschaften
verfiigt (Bondue et al. 2011b, Cash et al. 2008, Luangsay et al. 2009). Das Gleichgewicht
zwischen pro- und antiinflammatorischen Chemerineffekten ist aber bisher noch nicht

ausreichend bekannt, insbesondere nicht fiir das Krankheitsbild Sepsis.

Fiigt man die Ergebnisse fiir die Sepsispatienten zusammen mit der positiven Assoziation
des Chemerins mit dem CRP in den T2D Patienten, so scheint die Regulation von
Chemerin verschieden zu sein, je nachdem, ob man die niedriggradige oder die
hochgradige Inflammation betrachtet. Wodurch dieser Unterschied hervorgerufen wird
kann mit den vorliegenden Daten und anhand der Literatur lediglich spekuliert werden.
Eine Moglichkeit wire, dass ein negativer Riickkopplungsmechanismus besteht, wodurch
Chemerin seine eigene Synthese bei hoher Konzentration inhibiert. Ein CMKLRI-
Knockout fithrt im Mausmodell jedoch nicht zur Steigerung der Chemerinspiegel (Issa et
al. 2012), was diese Erkldrung unwahrscheinlich erscheinen ldsst. Eine weitere
Moglichkeit wére, dass die Chemerinproduktion durch den Effekt hochkonzentrierter
proinflammatorischer Mediatoren supprimiert wird. Dieser Erkldrungsansatz wird,
zumindest in Teilen, durch in vitro Daten in der Literatur gestiitzt (Parlee et al. 2010).
Weiterhin ist denkbar, dass bei den Sepsis-Patienten mit sehr hohen CRP-Spiegeln auch
vermehrt antiinflammatorische Mediatoren vorliegen, im Sinne eines Uberwiegens
immunsuppressiver Mediatoren beim SIRS (Hotchkiss et al. 2013). Jedoch ist in der
Literatur die Auswirkung antiinflammatorischer Mediatoren auf die Chemerin-Synthese

und -Freisetzung bisher nicht beschrieben.

5.5 Chemerin ist assoziiert mit dysreguliertem Glukosemetabolismus

Die vorliegenden Daten dieser Arbeit zeigen auf, dass Chemerin bei Patienten mit Sepsis
mit Parametern der gestérten Glukosehomoostase und Insulinresistenz assoziiert ist. Aus
der Literatur sind Assoziationen mit dem BMI (Bozaoglu et al. 2007), mit
Hyperinsulindmie (Tan et al. 2009), Insulinresistenz (Fatima et al. 2013, Lee et al. 2013)
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und Dyslipiddmie (Bozaoglu et al. 2010) bei Erkrankungen, welche mit dem
metabolischen Syndrom assoziiert sind, bekannt. Chemerin induziert Insulinresistenz in
quergestreiften Muskelzellen (Becker et al. 2010, Sell et al. 2009) und erhoht die
Insulinsensitivitdt in Adipozyten (Takahashi et al. 2008) in vitro. Die systemische Gabe
von Chemerin (Ernst et al. 2010) oder die adenovirale Uberexpression von Chemerin
(Becker et al. 2010) in vivo fihren im Mausmodell zu Insulinresistenz und
Glukoseintoleranz. Daher ist es wahrscheinlich, dass erhohte Chemerinspiegel in der
Wirtsreaktion der Sepsis tatsdchlich zur gestorten Glukosehomdostase und Insulinresistenz
beitragen. Diese Daten konnten, zumindest bei Sepsispatienten ohne neue
Stresshyperglykdmie, reproduziert werden und auch im Mausmodell bestand eine
Assoziation hoher Chemerinspiegel mit hoher Plasmaglukose. Es scheint sich somit um
eine sehr starke und reliable Assoziation des zirkulierenden Chemerins mit der Blutglukose
bei Sepsis zu handeln, insbesondere unter Beriicksichtigung dessen, dass in beiden
klinischen  Studienkollektiven eine unabhidngige Korrelation in multivariaten
Regressionsmodellen bestand. Bei den Patienten der HMOX-Studiengruppe konnten keine
unterschiedlichen Chemerinspiegel zwischen den einzelnen Glykdmie-Subgruppen
gefunden werden, was nur auf den ersten Blick einen Widerspruch darstellt. Die Einteilung
in die Glykdmie-Subgruppen erfolgte nicht anhand der Blutzuckerspiegel zum Zeitpunkt
der Blutentnahme, sondern anhand des Verlaufs des Blutzuckerprofils wéhrend des
gesamten intensivmedizinischen Aufenthaltes, entsprechend vorgegebener Kriterien
(American Diabetes Association 2010, Dungan et al. 2009). Unter Beriicksichtigung der
starken Assoziation mit der Blutglukose diirften zum Zeitpunkt der hyperglykdmen
Entgleisung durchaus Gruppenunterschiede nachzuweisen sein, sodass die Blutentnahme
zum Zeitpunkt dieser Entgleisung erfolgen miisste. Da jedoch keine sequentiellen
Blutproben zur Untersuchung des Chemerins vorlagen, lie sich dieser Punkt in der
vorliegenden Arbeit nicht bearbeiten. Zieht man auflerdem mit in Betracht, dass sich die
Assoziation mit dem 28-Tage-Uberlebensstatus signifikant unterschied, je nachdem welche
dieser Glykdmie-Subgruppen betrachtet wurde, ist eine funktionelle Beteiligung des
Chemerins an der Regulation der Glukosehomoostase bei Sepsis sehr wahrscheinlich. Dies
wird insbesondere deutlich, da bei den Patienten mit neuer SHG eine starke negative
Korrelation mit der Blutglukose am Tag 5 nach Studieneinschluss bestand. Dies ist die
einzige Gruppe, bei der in dieser Arbeit eine negative Assoziation mit der Blutglukose
nachgewiesen werden konnte, sodass eine mogliche differentielle Regulation von

Chemerin und Glukose in dieser Gruppe denkbar wire. Um mogliche Mechanismen dieser
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Regulation zu finden, werden Kkiinftig Untersuchungen an verschiedenen
Inflammationsmodellen in der Zellkultur und im Tierversuch notwendig sein, bei denen in

das Chemerin-System eingegriffen wird.

Im Gegensatz zu den Sepsispatienten war bei T2D keine Assoziation mit Insulinresistenz
(HOMA-IR) oder Niichternglukose nachweisbar. Wie bereits diskutiert, stand ein GroBteil
der T2D-Patienten im Vorfeld der Studie unter oraler antidiabetischer Therapie, was die
Aussagekraft der Daten diesbeziiglich deutlich einschrinkt (Esteghamati et al. 2014).
Allerdings wiesen T2D-Patienten mit einem hoheren BMI auch hohere Chemerinspiegel
auf. Dieser Zusammenhang mit dem BMI lésst sich auch in der Literatur finden (Bozaoglu
et al. 2007, Bozaoglu et al. 2009), wobei beschrieben wird, dass er auch wesentlich durch

Inflammation vermittelt sein konnte (Weigert et al. 2010b).

5.6 Chemerin ist assoziiert mit Fettgewebsinflammation

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass der Chemerinspiegel mit der Makrophagenzahl,
als Parameter der Fettgewebsinflammation, bei Sepsispatienten korreliert ist. Diese
Assoziation wurde jedoch erst sichtbar, nachdem Patienten mit einem koronaren
Makrophagenverteilungsmuster im VAT von der Analyse ausgeschlossen wurden. Als
Grund hierfiir kommt zum einen infrage, dass der Chemerinspiegel vom Verteilungsmuster
der Makrophagen im Fettgewebe als Ausdruck einer unterschiedlichen zugrunde liegenden
Pathophysiologie abhingig sein konnte. Koronar verteilte Makrophagen (CLS) weisen
beim Adipositaspatienten eher einen proinflammatorischen M1-Phénotyp auf, wobei es
sich bei diffus im Gewebe verteilten Makrophagen eher um den M2-Phénotyp handelt,
dem eine antiinflammatorische Funktion zugeschrieben wird (Morris et al. 2011). Zum
anderen konnte es sich auch um einen Probensammlungsartefakt handeln, sodass der
betrachtete histologische Ausschnitt nicht der durchschnittlichen Situation im Gewebe
entspricht. Zur Validierung der Ergebnisse im Fettgewebe wire daher eine weitere
Untersuchung an einem gréferen Patientenkollektiv nétig. Aufgrund des komplexen
Studiendesigns und den ethischen Anforderungen eines solchen Vorhabens wird sich die
Generierung  groflerer  Fettgewebs-Probenbanken  bei  Sepsispatienten  jedoch

voraussichtlich schwierig gestalten.

Auch fiir die Sepsis ist bereits eine Makrophageninfiltration in das Fettgewebe beschrieben

(Langouche et al. 2010), wobei hier scheinbar vor allem eine antiinflammatorische M2-
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Differenzierung vorliegt (Langouche et al. 2011). Diese Daten wurden jedoch im
Wesentlichen in der Spétphase der Sepsis erhoben und nicht, wie in dieser Arbeit, in der
Akutphase. Dennoch kann angenommen werden, dass die meisten Fettgewebs-
Makrophagen in den untersuchten Patienten eine solche Differenzierung aufweisen. Diesen
Makrophagen wird in der Literatur eher eine adaptive und protektive Funktion in der
Sepsis zugeschrieben (Marques et al. 2013). Denkbar ist auch, dass die Makrophagenzahl
bei den  untersuchten  Sepsispatienten = Ausdruck  einer  vorbestehenden
Fettgewebsinflammation ist. Aufgrund des Querschnitts-Charakters der Studie konnen

hierzu jedoch keine validen Aussagen getroffen werden.

5.7 Chemerin ist assoziiert mit Mortalitit und Erkrankungsschwere

Die Assoziation der zirkulierenden Chemerinspiegel mit dem APACHE II Score in der
klinischen Studie und mit dem CSS im Mausmodell lie8 darauf schliefen, dass Chemerin
als moglicher Prognose- oder Verlaufsparameter in der Sepsis evaluiert werden sollte. Da
hierzu nur Querschnittsdaten vorlagen, kann nicht auf Kausalitdt geschlossen werden. Dass
die genannte Assoziation jedoch nach statistischer Adjustierung fiir CRP oder das
Niichterninsulin verschwand, weist darauf hin, dass diese durch Mechanismen der
systemischen Inflammation und der metabolischen Regulation des Glukosestoffwechsels
vermittelt wurde. Beim Erkrankungsbild der rheumatoiden Arthritis wird berichtet, dass
hier die Chemerinspiegel mit der Krankheitsaktivitdt und nicht mit Adipositas assoziiert
sind (Ha et al. 2014). Neuere Daten unterstiitzen das Konzept, dass Chemerin nicht per se
eine pro- oder antiinflammatorische Funktion zukommt, sondern dass es Infiltration
immunomodulatorischer CMKLR1" Zellen initiiert, welche dann, abhingig vom lokalen
Milieu, eine pro- oder antiinflammatorische Immunantwort erzeugen (Zabel et al. 2014).
AuBerdem sind Chemerinpeptide in der Lage, vor Entziindungen der Lunge und vor
Zymosan-induzierter Peritonitis CMKLR1-abhéngig zu schiitzen (Bondue et al. 2011b,
Cash et al. 2008, Luangsay et al. 2009) und direkte antibakterielle Effekte sind beschrieben
(Banas et al. 2013, Kulig et al. 2011). Allerdings ist Chemerin auch mit erhéhten
Glukosespiegeln assoziiert (Becker et al. 2010, Ernst et al. 2010), unter anderem auch in
der vorliegenden Arbeit, was wieder eine schlechtere prognostische Assoziation
implizieren wiirde. Daher sind sowohl eine adaptive als auch maladaptive Funktion des
Chemerins in der Wirtsreaktion bei Sepsis denkbar. Diese Hypothese wird dadurch

gestiitzt, dass in der HMOX-Studiengruppe die Assoziation mit der Mortalitét
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unterschiedlich war, je nachdem welche Subgruppe entsprechend des glykdmischen Status
betrachtet wurde. FEine unterschiedliche Chemerinfunktion bei verschiedenen
Krankheitsverldufen kann daher hypothetisiert werden. Ein moglicher, wiederum
hypothetischer, Erkldrungsansatz hierfir wére eine unterschiedliche proteolytische
Prozessierung mit resultierenden verschiedenen Chemerinisoformen, bei denen aufgrund
teilweise entgegengesetzter Wirkung auf die Chemerinrezeptoren (Zabel et al. 2014) eine
unterschiedliche prognostische Assoziation denkbar wire. Jedoch waren die SHG-
Patienten deutlich jlinger und schlanker als die Patienten der anderen Gruppen, was
mogliche weitere zugrunde liegende pathologische Zustdnde und Krankheiten impliziert,
die nicht im Fokus der vorliegenden Arbeit lagen. Einschrinkend muss beachtet werden,
dass aus der HMOX-Studiengruppe keine Daten zum HbAic vorlagen. Daher ist es
durchaus moglich, dass Patienten mit einem vorher unentdeckten T2D oder einem
metabolischen Syndrom in die Stresshyperglykdmie-Gruppe eingestuft wurden. Dies
wiirde auch die ungewohnlich hohe Priavalenz der Stresshyperglykédmie von circa 40 % bei
den untersuchten Patienten erkldren, verglichen mit iiblicherweise in der Literatur
berichteten Privalenzen von 12 bis 17,7 % (Leonidou et al. 2008, Umpierrez et al. 2002).
Zusammenfassend gesagt ist Chemerin nicht nur ein interessanter Kandidat als
diagnostischer oder prognostischer Parameter, sondern sollte auBlerdem zukiinftig als
therapeutische Zielstruktur evaluiert werden. Aus den genannten Griinden sollte der
glykdmische Status der Sepsis-Patienten immer mit in zukiinftige Studiendesigns
einbezogen werden. Zur Bestitigung der Assoziation von Chemerin mit der

Krankheitsprognose bei Sepsis werden zukiinftig prospektive Studien notwendig sein.

5.8 Eignung des Mausmodells zum Studium von Chemerin bei Sepsis

Zum weiteren detaillierten Studium der Funktion von Chemerin und seinen Rezeptoren
unter verschiedenen pathologischen Bedingungen miissen reliable Tiermodelle fiir
verschiedene Erkrankungen zur Verfligung stehen. Das reproduzierbare PCI-Modell der
Sepsis bildet die Hauptcharakteristiken der Sepsis des Menschen ab (Gonnert et al. 2011,
Lambeck et al. 2012). Allerdings handelt es sich um ein Modell der hochakuten Sepsis.
Diese Krankheitsphase wird durch die meisten Patienten {berstanden, sodass sich
Todesfdlle in aller Regel erst nach mehreren Tagen Krankheitsverlauf ereignen. Diese
Phase ist durch das genutzte Modell nicht abgebildet (Chen et al. 2014b), Langzeitmodelle
der PCI sind jedoch moglich und werden in der Arbeitsgruppe durchgefiihrt (Otto et al.
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2015). Problematisch fiir weitere Untersuchungen ist, dass es in Modellen der
abdominellen Sepsis bei der Maus nicht zur Stresshyperglykdmie kommt (Drechsler et al.
2015). Die Insulinsensitivitit und Glukosetoleranz in der murinen Sepsis ist jedoch
herabgesetzt (Matsuda et al. 2009). Die Moglichkeit zum Studium des Einflusses von
Chemerin auf die Dysregulation der Glukosehomoostase in der Wirtsreaktion ist mit
diesem Modell somit deutlich eingeschriankt. Die Untersuchung des Einflusses auf
Insulinsensitivitit und Glukosetoleranz sowie auf molekulare Parameter der
Insulinresistenz, etwa Phosphorylierung von Insulinrezeptor, IRS-1 oder Akt, ist jedoch
trotzdem moglich. Die wesentlichen Ergebnisse aus der klinischen Studie beziiglich
zirkulierendem Chemerin und der Fettgewebsexpression konnten im Mausmodell
reproduziert werden. Des Weiteren waren die zirkulierenden Chemerinspiegel mit der
Krankheitsschwere im Tiermodell assoziiert, was der Assoziation mit dem APACHEII-

Score in der humanen Studie entspricht.

In der Literatur wurde jedoch iiber wichtige Speziesunterschiede zwischen humanem und
murinem Chemerin berichtet. In der Maus besteht ein ausgeprégter diurnaler Rhythmus der
Hoéhe der zirkulierenden Chemerinspiegel (Parlee et al. 2010), der beim Menschen nicht
bestdtigt werden konnte (Chamberland et al. 2013). AuBBerdem wurden Unterschiede im
Chemerin mRNA Expressionsmuster beschrieben, mit hoher Fettgewebsexpression in der
Maus (Goralski et al. 2007) und niedriger Fettgewebsexpression im Menschen
(Chamberland et al. 2013). Die Arbeitsgruppe Chamberland et al. (2013) legt in ihrer
Arbeit aber keine Informationen iiber die Herkunft der untersuchten Fettgewebsproben vor,
sodass unklar bleibt, ob es sich um subkutanes oder viszerales Fettgewebe handelt. In der
vorliegenden Arbeit war die Expression im humanen und murinen viszeralen Fettgewebe
auch in etwa vergleichbar. Diese Speziesunterschiede werden des Weiteren durch
offentlich einsehbare Micro Array-Daten infrage gestellt, welche im Expressions-Atlas des
European Bioinformatics Institute des European Molecular Biology Laboratory einsehbar
sind. Diese zeigen, dass Chemerin auch im humanen Fettgewebe moderat bis hoch
exprimiert wird (EMBL-EBI 2015, Uhlen et al. 2015). Auch wenn die Ubertragung von
Ergebnissen aus tierexperimentellen Studien immer mit duBlerster Vorsicht erfolgen sollte,
erscheint das genutzte Modell der peritonealen Sepsis und des Adipositas-induzierten T2D
geeignet zur weiteren funktionellen Untersuchung von Chemerin bei diesen

Krankheitsbildern.
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6. Schlussfolgerungen und Ausblick

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle von Chemerin in der Wirtsantwort bei
Sepsis zu charakterisieren. Hierzu wurde die Hypothese iiberpriift, dass Chemerin in diese
Wirtsantwort involviert und mit der systemischen Inflammationsantwort sowie der

gestorten Glukosehomdoostase assoziiert ist.

Die erhohten Chemerinspiegel bei Sepsispatienten konnten zeigen, dass Chemerin in die
Wirtsreaktion bei Sepsis involviert ist. Da es zudem auch mit Parametern der systemischen
Inflammation und der gestorten Glukosehomdoostase assoziiert ist, legt eine funktionelle
Beteiligung von Chemerin an diesen Prozessen nahe. Dass sich sowohl positive als auch
negative Assoziationen mit Parametern der systemischen Inflammation, namentlich CRP
und Leukozytenzahl, nachweisen lieen, weist auf eine mogliche adaptive Funktion von
Chemerin hin, die in der Literatur bereits flir verschiedene andere Erkrankungen
kontrovers diskutiert wird. Unterstrichen wird dies durch die Assoziation mit der
Makrophagenzahl im viszeralen Fettgewebe, denen in aktuellen Verdffentlichungen
ebenfalls eine adaptive Rolle in der Sepsis zugeschrieben wird sowie durch die
verschiedene Assoziation der Chemerinspiegel mit der Mortalitidt in unterschiedlichen

Patientensubgruppen.

Nachdem diese Arbeit aufzeigen konnte, dass Chemerin und seine Rezeptoren an der
Wirtsantwort bei Sepsis beteiligt sind, miissen zukiinftig die beteiligten Mechanismen
ndher untersucht und der Kausalititsnachweis gefiihrt werden. Hierfiir werden
Untersuchungen in Inflammationsmodellen in der Zellkultur verschiedener Zelllinien
sowie tierexperimentelle Studien notwendig sein. Dabei sollte untersucht werden,
inwieweit die Gabe von Chemerin, die Hemmung der Chemerinaktivitit oder die
Modulation des Chemerin-Stoffwechsels einen Einfluss auf die Wirtsantwort und die
Mortalitdt haben. Dies kann beispielsweise im in dieser Arbeit untersuchten PCI-Modell
der Sepsis erfolgen, welches sich als prinzipiell hierfiir geeignet gezeigt hat. Hierdurch
lieBe sich auch eine genauere Aussage liber mogliche negative oder adaptive Funktionen

des Chemerins in der Wirtsantwort bei Sepsis treffen.

AuBlerdem werden weitere klinische Untersuchungen von Noten sein, mit dem. Ziel, an
grofBeren Patientenkohorten Daten zum Zusammenhang von Chemerin mit Mortalitét,
Krankheitsschwere und —verlauf sowie Organversagen zu gewinnen. Wichtig ist des

Weiteren die Untersuchung der Kinetik der Chemerinkonzentration im Verlauf der Sepsis.
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Schlussfolgerungen und Ausblick

Beachtet werden muss in zukiinftigen Studien insbesondere der glykdmische Status der
Sepsispatienten, da dieser wahrscheinlich einen groen Einfluss auf die Regulation des
Chemerinsystems hat. Eine Einbeziehung von Untersuchungen der verschiedenen
Chemerin-Isoformen sowie der Chemerinaktivitdt wird in Zukunft ebenfalls unerlisslich

sein, da diese funktionell von auflerordentlicher Bedeutung sind.

Die vorliegende Arbeit konnte daher der Ausgangspunkt fiir die Evaluation von Chemerin
als diagnostischer Marker oder sogar als therapeutische Zielstruktur bei Patienten mit

Sepsis sein.
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8. Anhang

8.1 Diagnosekriterien Sepsis

I. Nachweis der Infektion

Diagnose einer Infektion iiber den mikrobiologischen Nachweis oder durch klinische

Kriterien

I1. Systemic inflammatory host response (SIRS) (mind. 2 Kriterien)

Fieber (>38°C) oder Hypothermie (<36°C) bestitigt durch eine rektale oder intravasale
oder -vesikaleMessung

Tachykardie: Herzfrequenz >90 /min

Tachypnoe (Frequenz >20/min) o. Hyperventilation (PaCO2 <4.3 kPa/ <33 mmHg)
Leukozytose (>12000/mm3) oder Leukopenie (<4000/mms3) oder >10% unreife
Neutrophile im Differentialblutbild

IT1. Akute Organdysfunktion (mind. 1 Kriterium)

Akute Enzephalopathie: eingeschrankte Vigilanz, Desorientiertheit, Unruhe, Delirium
Relative oder absolute Thrombozytopenie: Abfall der Thrombozyten um mehr als 30%
innerhalb von 24 Stunden oder Thrombozytenzahl <100.000/mms. Eine
Thrombozytopenie durch akute Blutung oder immunologische Ursachen muss
ausgeschlossen sein

Arterielle Hypoxdmie: PaO2<10 kPa (<75 mmHg) unter Raumluft oder ein PaO2/FiO2-
Verhiltnis von <33 kPa (<250 mmHg) unter Sauerstoffapplikation. Eine manifeste Herz-
oder Lungenerkrankung muss als Ursache der Hypoxdmie ausgeschlossen sein.

Renale Dysfunktion: Eine Diurese von <0.5 ml/kg/h flir wenigstens 2 Stunden trotz
ausreichender Volumensubstitution und/oder ein Anstieg des Serumkreatinins > 2%
oberhalb des lokal iiblichen Referenzbereiches.

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

oberhalb des lokal iiblichen Referenzbereiches.

Sepsis: Kriterien [ und II,

Schwere Sepsis: Kriterien [, Il und III

Septischer Schock: Kriterien I und II sowie fiir wenigstens 1 Stunde ein systolischer arterieller

Blutdruck <90 mmHg bzw. ein mittlerer arterieller Blutdruck <65 mmHg oder notwendiger

Vasopressoreinsatz, um den systolischen arteriellen Blutdruck >90 mmHg oder den arteriellen

Mitteldruck >65mmHg zu halten. Die Hypotonie besteht trotz addquater Volumengabe und ist

nicht durch andere Ursachen zu erkléren.

Quelle: Reinhart et al. (2010)
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8.2 Anamnesebogen

Anamnesebogen INSIGHT-Studie

Priifung von Ein- und Ausschlusskriterien

JEinschlusskriteran:

D Schriftliche Einwilligung zur Studienteilnahme
D OP-Indikation fir eine offene Laparatomie

Dﬁulber 2 18 lahre

JAusschlusskriterien;

D Typ 1 Diabetes mellitus

D Einnahme von Immunsuppressiva >3 Monate
D Chemotherapie innerhalb der letzten 2 Monate

D Aktive chron. rheumatoid-entzindliche Erkrankung

D Aktueller Drogenabusus

D Leberzirrhose

D vorbestehende chronische dialysepflichtige Niereninsuffizienz

Diabetesgruppe: D Sepsis/septisches Schockgeschehen
Kontrollgruppe: D Sepsis/septisches Schockgeschehen
D T2DM/MeSy

Seite 1 von 4

87



Anhang

Anamnesebogen INSIGHT-Studie

Imam.' [eseudonvmisierung: oo x|

x1merster Buchstabe des Vormamens
 [4 rupp.e: x2= rweiter Buchstabe des Familiennamens
x3= rweite Ziffer des Geburtstages

xd= rweite Ziffer des Geburtsmonats
x5=Patientengruppe (K=Kontrolle, D=DM/MeSy, S=Sepsis)

jallgemeine Patientendaten
Alter: Karpergroie [m):
Geschlecht: Gewicht [kg]:

bekannter Diabetes mellitus Typ Il

J0perationsindikation:

P Erhalt von Blutprodukten in den letzten & Monaten

HF [1,/min]: RRye [MmHE]:
RR gy /mmHg]:
|alctue|le Medikamenteneinnahmen
1. 11.
2. 12,
3. 13.
d. 14.
5. 15.
16. 16.
7. 17.
18. 18.
9. 19.
10. 20.
Seite 2 von 4
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Anamnesebogen INSIGHT-Studie

Jaktuelle Erkrankungen vorherige Erkrankungen
1. 1.
2. 2.
3. 3.
d. d.
5. 5.

16 [
7. 7.

18 18
9. 9
10. 10.

JAlkoholkonsum

Anzahl der konsumierten Drinks in der Woche:

JEin Drink entspricht einer Flasche Bler, sinam Gl Wiein oder sinem Glas Schnaps (2d)

Lailleoymfangioml,
JHautfaltenmessung

[Trizeps: 1. R 3. h
Ricken: 1. S EN h
Hiifte: 1 L 3. h

Seite Ivon 4

89



Anhang

Anamnesebogen INSIGHT-Studie

Zusatzblatt fiir Sepsispatienten
Pseudonym:

SCOres
[APACHE Il
SAPS 11
SOFA respiratorisch:

Mervensystem:

Kardiovaskular:

Leber:

Gerinnung:

Miere: i=

D Abdomen

Knochen oder Weichgewebe D Operationswunde

Lunge

rogenitaltrakt D Primadre Bakteridmie

Andere

Spezielle Therapieverfahren:

Insulintherapie

MAP [mmHg]:

zentralvendse O, Sattigung [%):

HbAlc [%Hb):

Serumkreatinin:

Seite 4 von 4
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8.3 Vergleich der OP-Indikationen

Tabelle 15: Vergleich der OP-Indikationen zwischen den Studiengruppen der INSIGHT-Kohorte

Kontrolle T2D Sepsis p-Wert

Leberresektion

Benigne Lebererkrankung 4 1 -

Priméres hepatisches oder bilidres 1 6 -

Malignom

Sekundéres hepatisches Malignom 6 5 0.432%
Gastrointestinale (GI) Chirurgie

Benigne GI-Erkrankung 2 3 -

GI-Malignom 3 3 -
Pankreaschirurgie

Pankreaskarzinom 1 2 -

Septische Operationen
GI-Anastomoseninsuftizienz - -
GI-Perforation - -
Gl-Ischdmie - -
Pankreasanastomoseninsuffizienz - -
Nekrotisierende Pankreatitis - -

Abszess - -

— e e Qe W N

Fistel - -

*y2-Test
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8.4 Geschlechtsunterschied Sepsispatienten

Tabelle 16: Demographische und klinische Charakteristika der INSIGHT-Studiengruppe, getrennt
nach Geschlecht

Minner Frauen p-Wert
N 8 6 -
Alter [a] 64+3 75+4 0,051?
BMI [kg/m?] 28,1+1,4 29,9+2.0 0,793?
CRP [mg/dL] 233,8+32,1 180,9+43,0 0,213%
Kreatinin [umol/L] 247,6+49,4 173,0+37,7 0,268
Leukozyten [x103/uL] 20.1+2,5 13.3+1,5 0,071*
HbAlc [%] 5.9+0,4 6+0,6 0,679?
Niichtern-Glukose [mmol/I] 6,5+0,4 5,3+1,0 0,311%
HOMA IR [AU] 5,4+2,2 3,6+1,6 0,654%
APACHEII [AU] 22,5(7,5-29,25] 18,5 [15,75-21,75] 0,606°

“ungepaarter zweiseitiger t-test; > Mann-Whitney-U-Test

400

n.s
E
300
2
g ||
g 00 -
o=
Ll) i
<
'c_% 1004 1
m -
0 | 1
minnlich weiblich

Abbildung 37: Dargestellt ist der Vergleich der Plasma-Chemerinspiegel zwischen méannlichen
(n=24) und weiblichen (n=13) Sepsispatienten der HMOX-Studiengruppe. Es konnte kein
signifikanter Unterschied beobachtet werden (p=0,394). n.s. = nicht signifikant; ungepaarter
zweiseitiger t-Test
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8.5 Grenzwerte Perzentilenanalysen

Tabelle 17: Grenzwerte fiir die Perzentilenanalysen unter 4.5 und 4.7

Kontrolle T2D Sepsis
CRP [mg/1] 2,0 2,0 229.,5
Niichternglukose [mmol/l] 5,15 7,95 5,65
BMI [kg/m?] 23,0 28,9 30,1
HOMA-IR [AU] 1,35 3,00 2,86

8.6 Assoziation mit SAPS und SOFA

Tabelle 18: Nicht-parametrische Korrelation von SOFA und SAPS II mit dem zirkulierenden
Chemerin in der ersten Studienkohorte (Spearman

R p
SOFA 0,253 0,453
SAPS II 0,305 0,361
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