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1. EINLEITUNG UND HINTERGRUND

Die Versorgung schwer verletzter Patienten stellt nicht nur eine medizinische, sondern in zu-
nehmendem MafRe eine sozio-6konomische Herausforderung dar. Auf Grund optimierten so-
wohl priklinischen als auch chirurgischen und intensivmedizinischen Therapieregimes konnte
insbesondere die Friihletalitdt nach schwerem Trauma in den vergangenen Dekaden kontinu-
ierlich reduziert werden. Dabei ist in Deutschland beispielsweise die Anzahl der im Stral3en-
verkehr verstorbenen Patienten im Jahr 2006 auf das Rekord-Tief von 5020 gesunken, wobei
die Anzahl der iiberlebenden Schwerstverletzten kontinuierlich steigt (1).

Das Polytrauma ist definiert als Mehrfachverletzung mehrerer Organe oder Kdrperregionen,
wovon mindestens eine oder die Summe der Verletzungen lebensbedrohlich ist (2;3). Inner-
halb der ersten 60 Minuten versterben etwa 30% der schwer verletzten Patienten auf Grund
nicht mit dem Leben vereinbarer schwerster Verletzungen (4).

Innerhalb der ersten 24 Stunden versterben etwa weitere 30% der schwer verletzten Patienten.
Diese frithe Letalitit nach Polytrauma innerhalb der ersten 24 Stunden wird vor allem durch
das schwere Schidel-Hirn-Trauma, Amputationsverletzungen mit lebensbedrohlichen Blutun-
gen, sowie ausgedehnte Massenblutungen rupturierter groer Gefdlle oder Defekte gut durch-
bluteter parenchymatdser Organe determiniert (5;6).

Dagegen versterben etwa 40% der schwer Verletzten im Laufe von Tagen bis mehreren Mo-
naten auf Grund eines posttraumatischen Multiorganversagens. Dieser Spétletalitdt nach
Trauma liegen Inflammations- oder Ischdmie-bedingte schwerwiegende Funktionsausfille
lebenswichtiger Organe zu Grunde (7). Umfangreiche Untersuchungen der vergangenen Jahre
haben klar herausgestellt, dass eine Entziindungsreaktion dabei die gemeinsame Endstrecke
eines pathophysiologischen Phdnomens darstellt, welches als Ausldser unterschiedliche Ursa-
chen haben kann wie etwa Verkehrsunfille, Schussverletzungen oder Verbrennungen (8-12).
In initial verletzten Organen werden inflammatorische Kaskaden in Gang gesetzt, die vor-
nehmlich der Reparatur der verletzten Gewebe dienen. In der frithen posttraumatischen Phase
sind dies insbesondere proinflammatorische Mediatoren wie IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNFa und
toxische Sauerstoffmetabolite (13-16), die entscheidende Voraussetzungen mittels Vasodilata-
tion, Angioneogenese und Makrophagenimmigration liefern, um das geschidigte Gewebe
wieder in Stand zu setzen. Die Freisetzung dieser Entziindungsmediatoren kann jedoch zu
einer generalisierten, systemischen Entziindungsreaktion fiihren, die auch Organe und Gewe-
be in Mitleidenschaft ziehen kann, die von der initialen Verletzung nicht betroffen waren.
Diese iiberschielende Entziindungsreaktion in der frithen posttraumatischen Phase wurde als

Systemic Inflammatory Response Syndrome, SIRS, beschrieben (17-19).



Klinisch ist das SIRS definiert als das zeitgleiche Auftreten von mindestens 2 der folgenden
Symptome bei fehlendem Nachweis eines infektiosen Fokus: Atemfrequenz > 20/min oder
paCO, < 4,3kPa, Herzfrequenz > 90/°, Hyperthermie ( > 38°C) oder Hypothermie (< 36°C),
sowie vorhandene Leukozytose oder Leukopenie (20).

Das posttraumatische SIRS kann zu initial noch reversiblen funktionellen Organaustfillen fiih-
ren (21-23). Ist der Organismus jedoch nicht in der Lage, diese Inflammation zu modulieren,
entsteht ein flieBender Ubergang zur Entwicklung eines friilhen Multiple Organ Dysfunction
Syndrome, MODS, dessen Irreparabilitit in ein strukturelles Multiple Organ Failure, MOF,
miinden kann und das noch immer mit einer hohen Morbiditéts- und Mortalitdtsrate einher-
geht (24;25). Auf Grund insbesondere kontinuierlich optimierter intensivmedizinischer The-
rapieregime konnte die Hiufigkeit schwerer Organfunktionsstérungen kontinuierlich reduziert
werden.

Trotzdem bleibt die Manifestation eines MOF nach schwerem Trauma der determinierende
Faktor fiir die Spit-Letalitdt (26). Andererseits wurde unldngst eine auf das frithe hyper-
inflammatorische SIRS induzierte Kompensationsphase des Organismus beschrieben, das
Compensatory Antiinflammatory Response Syndrome, CARS, das insbesondere durch ver-
mehrte Freisetzung anti-inflammatorischer Mediatoren, wie IL-1RA und IL-10 charakterisiert
ist (27). Im Rahmen der Ausbildung eines CARS ist der humane Organismus durch eine ver-
ringerte Immunabwehr gekennzeichnet, mit konsekutiv erhohtem Risiko, bakteriellen oder
viralen, sowie korpereignen Pathogenen anheim zu fallen und seinerseits durch die Immunde-

fizienz einem spiaten MODS Vorschub zu leisten (28).
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Abb.1: Schematische Darstellung des posttraumatischen Organversagens. Dynamik des initialen
Systemic Inflammatory Response Syndrome, SIRS, das ebenso wie das mit einiger zeitlicher Latenz
entstehende Compensatory Antiinflammatory Response Syndrome, CARS, in ein Multiple Organ
Dysfunction Syndrome, MODS, bzw strukturelles Multiple Organ Failure minden kann. Modifiziert
nach E.E. Moore et al. (29)
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Eine entscheidende Rolle fiir das frithe immunmodulatorische Geschehen nach Trauma wird
in diesem Zusammenhang den Effektorzellen der frithen unspezifischen Immunantwort, wie
dem Monozyten-Makrophagen-System und den polymorphkernigen (PMN-) Granulozyten
zugeschrieben (11;30-32) durch die Fahigkeit, proinflammatorische Zytokine wie IL-1, IL-2,
IL-6, IL-8, TNFa und toxische Sauerstoffmetabolite zu synthetisieren und freizusetzen (33-
36). Somit induzieren diese Effektorzellen des frithen, angeborenen Immunsystems entschei-
dende Voraussetzungen fiir die Reparation der verletzten Gewebe mittels Vasodilatation, An-
gioneogenese und Makrophagenimmigration.

GroBere traumatische Defekte gut durchbluteter Gewebe sind mit der Ausbildung von Hama-
tomen verbunden, etwa bei Frakturen oder Weichteilschidden. Derartige Himatome bewirken
vornehmlich die Immigration immunologisch aktiver Zellen (37;38), wie PMN-Granulozyten
und Monozyten/Makrophagen aus dem Blut. Neben der in Gang gesetzten Gerinnungskaska-
de sind es vor allem diese Zellen der unspezifischen Immunabwehr, die die initiale Freiset-

zung von toxischen Sauerstoffradikalen, Wachstumsfaktoren, Proteasen und Zytokinen be-

wirken (39-41).



1.1  Posttraumatische Induktion inflammatorische Mediatoren

Diese Induktion dient in erster Linie der Abwehr eingedrungener Pathogene, der Phagozytose
geschidigter Gewebe, sowie der Vasodilatation zur Revaskularisierung ischdmischer Areale.
Es sind jedoch auch insbesondere diese frithen Mediatoren, die eine systemische Entziin-
dungsreaktion mit den verbundenen schwerwiegenden Folgen induzieren. In Endothelzellen
verletzter Gewebe konnten gesteigerte tissue factor-, TF-, Konzentrationen nachgewiesen
werden in Zusammenhang mit gesteigerter Induktion der pro-inflammatorischen Transkripti-
onsfaktoren NF-kB und AP1 (42). In zahlreichen Studien wurde versucht, die ausldsenden
Mechanismen filir die Generalisierung der urspriinglich regionalen Entziindungsreaktion zu
identifizieren (11;43-48), was bislang nur unzureichend gelang. Als gesichert gilt, dass es sich
um kaskadenartige Aktivierungsmechanismen handelt. Der rein mechanische Zellschaden
induziert die Immigration von Monozyten und Makrophagen aus dem Blut, zur Beseitigung
zu Grunde gegangener Zellverbiande und Gewebetriimmer (49;50).

Diese Mediatoren spielen zum einen eine bedeutende Rolle bei der Heilung des verletzten
Gewebes, zum anderen bilden sie aber auch die Grundlage der Pathogenese von Kreislaufver-
sagen und Zelldsionen, infolge derer u.a. die Granulozytenadhésion am Endothel, das capilla-

ry leakage syndrome, und die Verbrauchskoagulopathie auftreten (51;52).

1.2 Pathophysiologie des posttraumatischen Schocks

Die passagere Ischdmie mit anschlieBender Reperfusion fiihrt zur Freisetzung toxischer Sau-
erstoffmetabolite (53) der betroffenen Regionen mit konsekutiver Aktivierung von Granulo-
zyten und Makrophagen (54-61). Im Rahmen der sympathoadrenerg bedingten Kreislaufzent-
ralisation, wie im traumatischen hamorrhargischen Schock, resultieren Minderperfusion und
somit Ischdmie der dezentralen Organe, sowie der Extremititen (62).

In diesem Zusammenhang wurden insbesondere die Lunge (63-65), sowie die Niere (66;67)
als besonders vulnerabel gegeniiber traumatischer passagerer Ischdmie identifiziert. Auf
Grund dieser ausgepragten Anfilligkeit des respiratorischen und glomeruldren Endothels
wurden diese Organbereiche als primére Schockorgane identifiziert. In Folge einer traumati-
schen Minderperfusion sind insbesondere die Entstehung eines akuten Nierenversagens, ANV
(68-71), bzw. eines Adult Respiratory Distress Syndrome, ARDS (63;72-75), die ebenfalls
eine Generalisierung initial lokaler inflammatorischer Geschehen bewirken oder verstirken
konnen. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass der Gastrointestinaltrakt sensibel auf
ischdmische Zustinde reagiert (76;77). Dadurch konnen durch Minderperfusion bedingte Mu-

cosaschdden des Darmes zu vermehrter Translokation bakterieller Endotoxine aus der ge-
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schiadigten Mucosa in die systemische Zirkulation (78;79), sowie liber den Pfortaderkreislauf
zur Aktivierung von Lebermakrophagen, den Kupfferschen Sternzellen mit konsekutiver Ak-
tivierung des Immunsystems fiihren (80;81). Eine direkte Minderperfusion der Leber ist ne-
ben der verzogert symptomatischen, verminderten Metabolisierung insbesondere fiir die Frei-
setzung immunmodulatorischer Mediatoren wie Akut-Phase- und Anti-Akut-Phase-Proteinen
verantwortlich, die das entziindliche Geschehen nach Trauma mitgestalten (82;83). Aus jedem
Mono-Organversagen kann durch iiberschieBende Aktivierung inflammatorischer Mediatoren

ein MODS, bzw. MOF resultieren.

1.3 Immunsystem

Das humane Immunsystem wird in einen spezifischen und unspezifischen Anteil unterteilt.
Wihrend an der Ausbildung eines SIRS primir die Zellen des unspezifischen Immunsystems
beteiligt zu sein scheinen, wird die Ausbildung eines CARS eher als Effekt der spezifischen
Immunzellen anzusehen ist (37). In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass beide
Systeme im Rahmen der posttraumatischen Entziindungsreaktionen eng miteinander inter-
agieren (84). Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung des unspezifischen

Immunsystems mit einiger Latenz zur Induktion des spezifischen Systems fiihrt (85;86).

1.3.1 Unspezifisches Immunsystem

Das unspezifische Immunsystem umfasst sowohl humorale Faktoren wie Lysozym, Komple-
mentfaktoren, sekretorische Immunglobuline der Schleimhéute als primdre Abwehrbarriere,
als auch zur Phagozytose befdhigte Zellen, wie das Monozyten-Makrophagen-System und
PMN-Granulozyten. Diese sind in der Lage, eine schnelle, daher weniger spezifische Immun-
antwort auf eingedrungene Erreger zu gewihrleisten, sowie zu Grunde gegangene Zellen,
Detritus aufzunehmen und abzubauen.

Insbesondere neutrophile Granulozyten spielen eine zentrale Rolle bei der Beseitigung kor-
perfremder Pathogene, wie auch zu Grunde gegangener kdrpereigener Bestandteile (87). Dies
ist in erster Linie auf ihre Féhigkeit zuriickzufiihren, reaktive Sauerstoffmetabolite, (ROI), zu
bilden. Des weiteren konnten NO (Stickstoffmonoxid), sowie Eikosanoide im Rahmen dieser
frithen unspezifischen Aktivierungsphase nachgewiesen werden (88-90). Die daran anbinden-
den neutrophilen Granulozyten setzen ihrerseits ebenfalls aktivierende Zytokine, wie Sauer-
stoffradikale frei. Anhand von Messungen der posttraumatischen Respiratory Burst-Aktivitit
konnte gezeigt werden, dass eine Verminderung der neutrophiler Granulozyten-Funktion mit

einem vermindertem Risiko flir die Entstehung eines posttraumatischen Multiorganversagens
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einhergeht (91). Dennoch stellt die granulozytire Funktion einen essentiellen Mechanismus
der ersten inflammatorischen Abwehrreaktion des Organismus in Folge eines Traumas dar.
Im Rahmen einer Gewebehypoxie und -ischdmie, wie sie nach Trauma auftreten (92), kommt
es initial durch die Expression von hypoxiesentitiven Transskriptionsfaktoren, wie des nukleé-
ren Faktors, NF-xB mit konsekutiver Freisetzung von inflammatorischen Mediatoren und
Adhisionsmolekiilen (93). Phagozytierende Zellen der Monozyten/Makrophagenreihe, wel-
che sich zu 95% ortsstindig im retikuloendothelialen System, RES, insbesondere in Leber
und Milz befinden, tragen wichtige Funktionen zur Befreiung des Blutes von pathogenen Be-
standteilen. Dariiber hinaus wird die Aktivierung des Komplementsystems auf dem klassi-
schen oder alternativen Weg dem unspezifischen Immunsystem zugeordnet (94-96). Die so-
mit freigesetzten Komplementfaktoren verstdrken ihrerseits die inflammatorische Reaktion,
indem sie die Opsonierung und Phagozytose apoptotischer oder nekrotischer Zellen unterstiit-

zen.

Polytrauma
Aktivierung des Ge- TNF
rinnungs- und Kom- | — IL-1 Metabolismus
plementsystems IL-6 der Arachidon-
l / IL-8 \ sdure, Freiset-
l zung von
Aktivierung Thromboxan A,
von O,- Endothelschidigung und Prostaglan-
Radikalen und dinen
Proteasen ‘
— Gewebeschidigung /
y
MODS

Abb. 2: F. Hildebrand et al Unfallchirurg 2005 10.1007 Diese Darstellung aus Hildebrand et al (97)
zeigt schematisch die Inflammationskaskade nach Polytrauma unter Aktivierung der unspezifischen
humoralen Faktoren bis zur Ausbildung eines MODS.
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1.3.2 Spezifisches Inmunsystem

Das spezifische Immunsystem beinhaltet weiter differenzierte Zellen, wie die im Thymus
gepriagten T-Lymphozyten, sowie die sog. B-Lymphozyten, die erstmals bei Vogeln entdeckt
und dort in der Bursa Fabricii gepragte werden, deren Prigung im humanen Organismus im
Knochenmark stattfindet. B-Lymphozyten sind zur Synthese und Sekretion spezifischer Anti-
korper befdhigt, werden jedoch auf Grund der Latenz von Stunden bis Tagen, erst als zweite,
spezifische Barriere wirksam im Sinne einer adaptierten Immunabwehr (98). Monozy-
ten/Makrophagen stellen somit eine wichtige Schnittstelle zwischen dem unspezifischen Im-
munsystem zur Aktivierung des spezifischen Systems dar. Neben der Beseitigung von Mikro-
organismen und zu Grunde gegangener Gewebe sind Makrophagen in der Lage, die Aktivie-
rung von Lymphozyten als Effektoren des spezifischen Immunsystems iiber die Antigen-
Préisentation zu modulieren. Diese spezifische Adaptation geschieht mittels des MHC (major
histocompatibility complex), welcher die Immunzellen zu spezifischer Merkmalsdetektion
befdhigt. Das Monozyten-Makrophagen-System ist in der Lage, das spezifischen Immunsys-
tem unter Zuhilfenahme von T-Helferzellen zu aktivieren und stellt somit eine wichtige

Schnittstelle der priméren zur adaptierten Immunantwort dar (99).

1.4  Pathophysiologie des posttraumatischen SIRS

Das posttraumatische Systemic Inflammatory Response Syndrome, SIRS ist insbesondere
durch erhohte Konzentrationen pro-inflammatorischer Mediatoren gekennzeichnet (100). In
den vergangenen Dekaden wurden zahlreiche Studien zur Detektion, sowie Quantifizierung
der freigesetzten Chemo- und Zytokine durchgefiihrt (101). Insbesondere TNFa, IL-18, IL-6
und IL-8 zdhlen zu den nach schwerem Trauma in der systemischen Zirkulation signifikant
erhohten pro-inflammatorischen Mediatoren. Als Quelle gelten Endothelzellen verletzter Ge-
webe, ebenso wie aktivierte Monozyten und Makrophagen, Granulozyten, sowie T- und B-
Lymphozyten (102;103). In Abhéngigkeit von der Verletzungsschwere werden sie nach
Trauma ins Blut sezerniert mit individuellen Maximalwerten in der frithen posttraumatischen
Phase, um dann mit einiger Latenz im Sinne eines sich entwickelnden CARS von anti-
inflammatorischen Mediatoren abgelost zu werden. Insbesondere IL-1RA, TGF- und IL-10
zahlen zu den anti-inflammatorisch wirksamen Mediatoren (104), die in deutlich erhohter
Konzentration in der systemischen Zirkulation schwer verletzter Patienten nachweisbar sind.
Wihrend des posttraumatischen CARS ist das Individuum zusétzlich durch eine deutlich er-

hohte Infektanfilligkeit gefihrdet, wodurch sowohl ein flieBender Ubergang zu einem spiten
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MODS bzw. MOF entstehen kann als auch die Voraussetzung fiir septische Komplikationen
erhoht ist.

1.5  Entziindungsmediatoren

In den vergangenen Dekaden wurden zahlreiche Studien durchgefiihrt, mit der Zielsetzung,
die posttraumatische Freisetzung pro-inflammatorischer Mediatoren zu identifizieren und zu
quantifizieren (11;105-110). Dabei ist die Wirkungsweise der beteiligten Transmitter und in-
flammatorischen Mediatoren duBlerst komplex. Viele Studien der vergangenen Jahrzehnte
hatten zur Zielsetzung, die initialen Mechanismen, die fiir die Generalisation der urspriinglich
lokal begrenzten inflammatorischen Reaktion zu identifizieren, was bisher nur unzureichend
gelang. Unklar ist bisher, welche transkriptionale Signaltransduktion der Freisetzung dieser
Mediatoren vorausgeht. Insbesondere der Transkriptionsfaktor NF-kB konnte als essentieller
Induktor einer Vielzahl pro-inflammatorischer Zielgene identifiziert werden (111-114).

Im Rahmen vielzéhliger Studien wurde die Expression der bislang bekannten Mediatoren in
Abhingigkeit vom ausldsenden Trauma analysiert. Uber bislang noch unzureichend charakte-
risierte transmembranédre Rezeptoren induziert schweres Trauma die Aktivierung latent vor-
handener zytoplasmatischer Mediatoren, die nach der Aktivierung befdhigt sind, in den Zell-
kern zu translozieren. Nach Bindung an die DNA-Promotorregion angesteuerter Zielgene
wird die Transkription der betreffenden inflammatorischen Gene ausgeldst mit konsekutiver
Freisetzung der angesprochenen inflammatorischen Mediatoren nach posttranslationaler Mo-

difikation (115).

1.6  Transkritptionsfaktoren

Transkriptionsfaktoren sind induzierbare, in inaktiver Form im Zytoplasma maskierte DNA-
Bindungsproteine die iiber mehrere Dominen verfiigen: Eine Doméne fungiert als sog. Er-
kennungsbereich, die der Bindung des aktiven Liganden dient, eine Doméne zur Bindung an
die zu transkribierende Promotor-Region der DNA, die sog. cis-Region, sowie mindestens
eine Doméne, die der Stabilisierung dient. Nach Aktivierung translozieren sie in den Zellkern,
um dort an die zugehorige Promoterregion der DNA zu binden und die Transkription spezifi-

scher Zielgene zu induzieren (116).
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1.6.1 NF-kB

Erstmalig wurde NF-kB 1986 von R. Sen und D. Baltimore beschrieben. Dabei konnte NF-
kB-Induktion mittels posttranslationaler Aktivierung durch Phorbolester oder bakteriellem
Lipopolysaccharid, LPS in transkribierenden Zellen der Immunglobulin-Leichtkette K, sowie
in Pra-B- und T-Zellen nachgewiesen werden (117). Initial gelang es nicht, NF-kB in anderen
Zellarten nachzuweisen. Daraus resultierte die Erkenntnis, dass NF-kB im Zytoplasma von I-
kB maskiert wird und nur intranukleér in der aktiven Form nachweisbar ist. Mittlerweile ist
bekannt, dass NF-kB ein ubiquitir vorkommender, induzierbarer Transkriptionsfaktor ist, der
essentiell an der Regulation einer Reihe von Zytokinen, Chemokinen und Zelladhisionsmole-
kiilen beteiligt ist (118;119). NF-kB ist ein zentraler inflammatorischer Transkriptionsfaktor,
der die Expression einer Vielzahl von Genen reguliert, insbesondere pro-inflammatorische
Zielgene, wie beispielsweise IL-1, IL-8, TNF-a, GM-CSF, in deren Enhancer- bzw. Promo-
torregion die NF-kB-Sequenz enthalten ist (120-123). Somit kommt diesem nukledrem Faktor
substantielle regulatorische Bedeutung im Rahmen der posttraumatischen inflammatorischen

Reaktion zu.
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Abb. 3 illustriert schematisch die up-stream transzellulare Aktivation von NF-kB durch I-kB-
Phosphorylierung und konsekutiver nuklearer Translokation J. Fan et al. (124).
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1.6.2 Rel-Familie

Bislang wurden fiinf Mitglieder der NF-kB/Rel-Familie identifiziert und sequenziert: p50
(NF-xB1), p52 (NF-kB2), p65 (RelA), c-Rel und RelB (125). Die Rel/ NF-kB-Familie ist so-
mit auf transkriptionaler Ebene in immunologische Prozesse wie Akut-Phase-Reaktionen in-
volviert (11;126). Rel-Proteine bestehen aus Sequenzen von etwa 300 Aminoséduren, besitzen
die Féahigkeit an DNA zu binden und kénnen auf Grund struktureller und funktioneller Eigen-
schaften in zwei Gruppen unterteilt werden. Die erste Gruppe beinhaltet p65 (RelA), und
RelB, welche mindestens eine transkriptions-aktivierende Doméne besitzen. Die zweite
Gruppe stellen die Priakursoren p105 und p100 dar, welche durch proteolytische Prozessie-
rung zu den aktiven Untereinheiten p50 und p52 werden. Untereinheiten beider Gruppen kon-
nen Homo- oder Hetero-Dimere formieren. Die hiufigste Form reprédsentiert das Heterodimer
p50/p65. In ruhenden Zellen wird NF-kB im Zytoplasma durch Assoziation mit inhibitori-
schen Proteinen, I-xB gehalten. Diese inhibitorischen Proteine beinhalten verschiedene Iso-
formen [-xBa, [-kBB und I-xBe, wovon [-kBa bislang am besten untersucht ist (11;127). Bei
Stimulation, beispielsweise durch TNFa wird I-kBa an zwei N-terminalen spezifischen Serin-
resten, Seryl32 und 36, durch einen grofen zytoplasmatischen I-kBa-Kinase-Komplex
phosphoryliert, welcher aus zwei katalytischen Einheiten IKKa und IKKB, sowie der regula-
torischen Untereinheit NEMO/IKKYy besteht (128;129). I-kBa wird nach Polyubiquitinierung
durch die E3-SCEB™" am 26S-Proteasom degradiert. Mit der Degradation von I-kBa kann
das aktive NF-kB-Dimer in den Zellkern translozieren. Unter der Vielzahl transkribierter Ge-
ne befindet sich ebenfalls der Inhibitor I-kBa. Neu synthetisiertes I-kBa gelangt in den Zell-
kern, um NF-kB von der DNA zu losen und in das Zytoplasma zuriickzutransportieren
(11;130;131). Nach Aktivierung und Translokation in den Zellkern wird die regulierte
Transkription pro- oder antiapoptotischer Zielgene ausgeldst in Abhingigkeit vom Signalty-
pus und der spezifischen Zellart (132).

Die NF-kB-Aktivitit wird klassischerweise durch induzierbare Phosphorylierung und Degra-
dation der Inhibitorproteine I-kB kontrolliert. Andererseits wird die Aktivation auch termi-
niert durch die Bindung von p100 und p105, die nicht nur an NF-kB binden, sondern auch die

Prikursoren von p50 und p52 représentieren (11).
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Abb. 4: Schematische Darstellung der DNA-Bindung von NF-kB mit Darstellung der cytoplasmati-
schen Prozessierung und konsekutiven transnukledaren Aktivierung aus A. Wullaert et al. (133).

1.6.3 Inflammatorische Wirkung von NF-kB

Nicht nur in akut verdnderten Geweben (134), sondern auch in malignen und chronisch ent-
ziindlichen Geweben (135;136), wie etwa im Rahmen eines M. Crohn oder der Sarkoidose,
jedoch auch im Rahmen degenerativer Erkrankungen konnte dieses System der pro-
inflammatorischen Aktivierung und selbst-induzierten Deaktivierung von NF-kB als dekom-
pensiert nachgewiesen werden (137-139). Eine Vielzahl insbesondere pro-inflammatorischer
Zyto- und Chemokine wie IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, der IL-2-Rezeptor, die p40-Untereinheit von
IL-12, IFN-y, sowie Adhédsionsmolekiile wie [ICAM-1, VCAM-1 unterliegen der transkriptio-
nalen Regulation durch NF-kB (11;140). An den Zytokinrezeptor CD14 gebundenes bakteri-
elles Lipopolysaccharid, induziert vornehmlich iiber die Toll-Like-Rezeptoren, TLR2 und 4
NF-kB-Translokation (141). Im Tiermodell konnte zeitabhidngig signifikant gesteigerte neu-

17



ronale NF-xkB-Translokation nach Schidel-Hirn-Trauma nachgewiesen werden (142-146). In
traumatisch geschéddigten Axonen, die sekundir atrophierten, fand sich die Aktivitdt bis zu
einem Jahr erhoht. Nach experimentellem Thoraxtrauma, ebenso wie im Verbrennungsmodell
(147;148) konnte prolongierte NF-xB-Aktivitit nachgewiesen werden. Somit konnte in der
vergangenen Zeit anhand verschiedener Modelle gezeigt werden, dass sowohl Inflammation
nach Trauma als auch Infektion zu NF-kB-Aktivierung fiihren. Die NF-kB-Translokation und
Aktivitdt in immunkompetenten Zellen des humanen Organismus nach Trauma konnte bis

dato nicht bzw. nur unzureichend nachgewiesen werden (149).
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2. Fragestellung

In den vergangenen Jahrzehnten konnte insbesondere durch verkiirzte Rettungszeiten, opti-
mierte Primérversorgung und Stabilisierung (150), standardisiertes Schockraum-Management
(151), sowie kontinuierlich verbesserter bildgebender Verfahren und anschlieBender inten-
sivmedizinischer Versorgung eine signifikante Reduktion der frithen Mortalitétsrate po-
lytraumatisierter Patienten erreicht werden (152). Somit versterben immer weniger Patienten
an den unmittelbaren Traumafolgen. Durch die Reduktion der Frithmortalitit, stellt das post-
traumatische Multiorganversagen, MOV, beim polytraumatisierten Patienten weithin die
schwerwiegendste Komplikation dar, an der etwa ein Drittel der polytraumatisierten Patienten
verstirbt.

Zahlreiche Studien der vergangenen Dekaden befassten sich mit der Analyse der posttrauma-
tischen Zytokinfreisetzung (153-157).

Bislang ist es jedoch nicht gelungen, die Mediatoren oder Mechanismen zu identifizieren, die
zur Generalisation und somit Dekompensation der initial begrenzten inflammatorischen Reak-
tion fiihren. NF-kB scheint als essentieller Transkriptionsfaktor einer Vielzahl pro-
inflammatorischer Gene wesentlich an der Induktion der frithen inflammatorischen Immun-
antwort nach Trauma involviert zu sein (11;158;159). Anhand von tierexperimentellen Unter-
suchungen konnte die Induktion von NF-kB im hdmorrhargischen Schockmodell nachgewie-
sen werden. Anhand von Zellkultur-Untersuchungen konnte eine schnelle Induktion von NF-
kB durch pro-inflammatorische Substanzen wie TNFa gezeigt werden. Untersuchungen an
humanen Monozyten zeigten in Vvitro signifikant gesteigerte NF-kB-Aktivierung nach LPS-
Stimulation (160-162).

Im Gegensatz dazu zeigte eine monozytire Analyse anhand von schwer verletzten Patienten
bereits am ersten posttraumatischen Tag deutlich reduzierte NF-xB-Aktivitdt (163). Insbeson-
dere die granulozytdre NF-kB-Aktivierung nach Trauma ist bis dato unzureichend charakteri-
siert. Hingegen ist bekannt, dass reaktive Sauerstoffspezies (ROI) aus neutrophilen Granulo-
zyten NF-kB induzieren konnen mit konsekutiver posttranslationaler Expression pro-
inflammatorischer Mediatoren (11;164-166).

Daher war es Ziel dieser Studie, die nukledre Translokation von NF-kB in CD-14-positiven
Monozyten und CD15-positiven PMN-Granulozyten polytraumatisierter Patienten in der un-
mittelbar posttraumatischen Phase, d. h. unmittelbar bei Aufnahme im Schockraum innerhalb
von 90 Minuten nach Trauma, sowie standardisiert zum Traumazeitpunkt nach 6h, 12h, 24h,

48h und 72h zu analysieren.
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Abb 5: Schematische Darstellung des Signaltransduktionsweges der traumatischen immunologischen Aktivie-
rung von NF-kB. Dabei fUhrt das Agens Trauma zur Aktivierung und Freisetzung von Mediatoren, welche zur
transmembranéaren Aktivierung flihren. Somit kommt es zur Signaltransduktion von extra- nach intrazellular. Nach
Aktivierung, ist der Transkriptionsfaktor NF-kB befahigt, in den Zellkern zu translozieren und dort an die Promotor-
region der DNA zu binden. Konsekutiv werden pro-inflammatorische Zielgene transkribiert, post-translational
modifiziert und die pro-inflammatorischen Mediatoren in die systemische Zirkulation sezerniert.

Um diese Ziele zu kldren, wurden in der vorliegenden Arbeit folgende Teilziele erarbeitet:

1) Lisst sich in humanen Immunzellen der angeborenen Immunabwehr (Monozyten,
PMN-Granulozyten) gesunder Probanden unter Nativbedingungen nukledre Trans-
lokation von NF-kB mittels Electrophoretic Mobility Shift Assay, EMSA detektie-
ren bzw. ist durch artifizielle Stimulation mittels bakteriellem Lipopolysaccharid

(LPS aus E. coli) NF- kB-Translokation induzierbar in gesunden Probanden?
i) Gibt es Verdnderungen der transkriptionalen NF-kB-Aktivitét in den spezifischen
Zellreihen der primdren, unspezifischen Immunabwehr in der posttraumatischen

Phase bis 72 Stunden nach Trauma?

iii) Gibt es gemeinsame klinische Kriterien, die einer Anderung der nukleéren Trans-

lokation von NF-kB in humanen Monozyten und Granulozyten entsprechen?
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3. Patienten und Methoden

3.1  Studiendesign

Nach Genehmigung durch die lokale Ethikkommission (AZ: 012/00) wurde diese prospektive
Studie von 01/2001 bis 06/2004 an der Chirurgischen Klinik und Poliklinik-Innenstadt der
Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen durchgefiihrt. Diese Studie wurde durch die ortli-
che Stiftung Forderung der Forschung und Lehre (FOEFOLE 117) der Ludwig-Maximilians-
Universitdt Miinchen unterstiitzt, sowie das Forschungsprojekt SFB 469 der Deutschen For-

schungsgemeinschaft.

3.2 Patienten

In unsere prospektiven Studie wurden polytraumatisierte Patienten im Alter von 18 bis 75
Jahren mit einem New Injury severity Score (NISS) von mindestens 16 Punkten eingeschlos-
sen, die innerhalb von 90 Minuten nach Trauma den Schockraum unseres universitiren Trau-
ma Level I Centers erreichten. Eine schriftliche Einverstdndniserkldrung entsprechend den
Richtlinien der Ethikkommission lag von allen Patienten nach Wiedererlangung des Bewusst-
seins, oder falls nicht moglich, von gesetzlichen Vertretern oder nahen Verwandten vor. Aus-
geschlossen wurden Patienten mit isoliertem Schidel-Hirn-Trauma, chronischen, malignen
Erkrankungen, immunsuppressiver Therapie, sowie Patienten, die innerhalb der ersten 48
Stunden nach Trauma verstarben. Nach initialer Stabilisierung, Diagnostik und ggf. Primér-
versorgung gemall den Polytrauma-Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fir Unfallchirurgie
(167) im Schockraum wurden die Patienten zur Weiterbehandlung auf die chirurgische Inten-

sivstation aufgenommen.
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3.3  Schweregradeinteilung der Mehrfachverletzungen

.9,

Injury Severity Score, ISS =
a [AIS]® + b [AIS] *+ ¢ [AIS]

Die Schweregradeinteilung erfolgte geméfl dem Injury Severity Score (ISS)
nach Greenspan (168): Zur Klassifikation der Traumaschwere wird hierbei der Korper in
sechs Regionen eingeteilt (Oberfliche, Kopf und Gesicht, Hals, Thorax, Abdomen und Be-
cken, Wirbelsdule und Extremitdten), die jeweils in ihrem Verletzungsschweregrad auf einer
Skala zwischen 1 (unwesentliche Verletzungen) und 5 (maximal kritische Verletzung mit un-
sicherer Uberlebenswahrscheinlichkeit) bewertet werden.

Der ISS wird definiert als die Summe der Quadrate des Punktescores der drei schwersten Ver-
letzungen. Es stellt eine etablierte und seit vielen Jahren anerkannte Moglichkeit zur Klassifi-
kation der Traumaschwere dar und erlaubt eine Aussage liber voraussichtliche Morbiditdt und
Mortalitit (169). Die Dokumentation erfolgte anhand des NISS in der Modifikation nach Os-
ler (170).

Wihrend der konventionelle ISS die strikte Untertrennung nach Korperregionen vorsah und
somit nur jeweils eine Verletzung derselben Region beriicksichtigt werden konnte, repriasen-
tiert der NISS die anatomische Verletzungsschwere exakter bei Erfassung der drei schwersten

Verletzungen unabhéngig von der Region.

3.4  Dokumentation und epidemiologische Daten

In diesem Zusammenhang erfolgten die Erfassung der Vitalparameter, (Temperatur, Herzfre-
quenz, systolischer, diastolischer und arterieller Mitteldruck), sowie der serologischen, und
hidmatologischen Parameter (Gerinnungs-, Infektparameter, Blutbild, organspezifische Ver-
laufsparameter), dariiber hinaus der Beatmungsparameter (Atemfrequenz, Beatmungsmodi,
Druckunterstiitzung bzw. positiver endexspiratorischer Druck, PEEP, pH-Wert und Basen-
iiberschuss an Hand von Blutgasanalysen), sowie des therapeutischen Regimes tiaglich fortlau-
fend iiber den gesamten Studienzeitraum gemif den Vorgaben des Trauma-Registers der Ar-

beitsgemeinschaft Polytrauma der Deutschen Gesellschaft fur Unfallchirurgie (167).

22



3.5 MOF-Score

Um das posttraumatische Organversagen quantitativ erfassen zu konnen, wurden zu jedem
Blutabnahmezeitpunkt zusétzlich die Parameter zur Berechnung des MOF-Scores nach Goris
in der Modifikation nach Lefering dokumentiert (171). Die Mortalitit der Patienten wurde
iber einen Zeitraum von 80 Tagen nach Trauma dokumentiert.

Im Rahmen des MOF-Scores werden die vitalen Funktionen der Organe Lunge,
Herz/Kreislauf, Leber, Niere und Blut mit einem Einzelpunktwert von 0 bis 2 Punkten verse-
hen. 0 Punkte werden fiir uneingeschriankte Funktion bzw. minimale Organdysfunktionen
vergeben.

Ein Punkt wird jeweils fiir maschinelle Beatmung bis zu einem positiven end-exspiratorischen
Druck, PEEP < 10mmHg und inspiratorischen Sauerstoffpartialdruck, FiO, < 0.4, bei beste-
hendem systolischen RR > 100mmHg mit Hilfe geringer Dosen vasoaktiver Substanzen, so-
wie bei Serumkreatininwerten > 2mg/dl; SGOT > 25U/1, Bilirubin > 2mg/dl; bestehender
Leukozytose > 30.000/ul, Thrombozyten < 50.000/pl.

Das Maximum von 2 Punkten wird vergeben, wenn hochgradige Organdysfunktionen beste-
hen, wie maschinelle Beatmung mit einem PEEP > 10mmHg und FiO, > 0,4; RR <
100mmHg und/oder notwendigen hohen Dosen vasoaktiver Substanzen, Hamofiltration oder
Hamodialyse; SGOT > 50U/1, Bilirubin > 6mg/dl; Leukozytose > 60.000/ul oder Leukopenie
< 2.500/ul. Der MOF-Score wurde zu jedem Abnahmezeitpunkt neu berechnet, nach Ablauf
der 72-stiindigen Detektion einmal téglich.

Als unabhéngige klinische Parameter flir die Entwicklung eines MOF wurden in verschiede-
nen Studien die initiale Transfusionsrate, sowie der initiale Basen-Uberschuss und die Laktat-
Konzentration identifiziert (172-176). Daher wurden der initiale Basen-Uberschuss, die
Transfusionsrate, sowie die Laktatkonzentrazionen in der frithen posttraumatischen Phase,

d.h. initial im Schockraum, sowie nach 12 und 24 Stunden dokumentiert.

3.6  Protokoll

Diese Grafik zeigt schematisch das Zeitfenster der experimentellen Blutentnahmen mit kon-
sekutiver Zellisolation und im Weiteren aufgefiihrten Materialgewinnung. Schwer verletzte
Patienten mit einem New Injury Severity Score, NISS (177;178) von mindestens 16 Punkten
wurden eingeschlossen. Gemif3 unten dargestelltem Protokoll wurden jeweils initial bei Auf-
nahme [A] im Schockraum der Klinik innerhalb von 90 Minuten nach Trauma, sowie stan-
dardisiert 6, 12, 24, 48 und 72 Stunden nach Trauma 30ml Blut (EDTA-BIut, Citrat-Blut, Se-

rum) entnommen.
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Diese Grafik zeigt schematisch die konsekutiven Zeitpunkte der Probengewinnung; dabei
bezeichnet [A] die initiale Blutentnahme zum Zeitpunkt der Aufnahme in unsere Klinik, wel-
che innerhalb von 90 Minuten nach Trauma erfolgen muss. Die folgenden Blutentnahmen
erfolgten standardisiert zum Traumazeitpunkt nach 6h, 12h, 24h, 48h und 72h auf der chirur-

gischen Intensivstation.

Trauma

Zeitachse

}

h 1

N

h 24h 48h 72h

Abb. 6: Schematische Darstellung der Zeitachse der Probengewinnung. Die initiale Blutentnahme erfolgte im
Schockraum innerhalb von 90 Minuten nach Trauma, sowie die weiteren Abnahmen standardisiert zum Unfall-
zeitpunkt nach 6h, 12h, 24h, 48h und 72h.

24



Bei Aufnahme < 90 Mi-
nuten, 6h, 12h, 24h, 48h,
72h nach Trauma

Trauma

v

Einschlulkriterien:
Alter 18-75]
NISS > 16 Punkte
Schockraum < 90 Minuten

|

Blutentnahme

e

AusschluB3kriterien:
Alter < 18;>75]
NISS <16 Punkte, isolier-
tes SHT, chronische Infek-
tion (HBV, HCV, HIV);
Autoimmunerkrankungen

Zellseparation mittels
mikro-magnetischer
Antikorper

/\

A

CD-14-+
Monozyten

\

CD-15-+ Granu-
lozyten

/

Zellulare Lyse

— |

I ™~

Zytoplasmati-
sches Protein

Nukleares
Protein

Nukleares
Protein

N\

N\

ELISA

EMSA

Zytoplasmati-
sches Protein

Abb.7 :

Schematische Darstellung des experimentellen Studienprotokolls bestehend aus zeitlich

eng gestaffelten Blutentnahmen, sowie Isolierung des nukledaren und zytoplasmatischen Proteins,
Analyse mittels EMSA- und ELISA-Experimenten, sowie Ein- und Ausschlusskriterien
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3.7  Zellseparation

Zunéchst wurden die Erythrozyten von je 7,5ml entnommenen EDTA-Vollblutes einer chemi-
schen Lyse mittels jeweils 42,5ml Lysepuffers [155mM NH4Cl, 10mM KHCO; und 0,1M
EDTA-Puffer, pH 7,2] durch 15-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur unterzogen. Dieser
Vorgang wurde zweifach wiederholt, um eine komplette Lyse der Erythrozyten zu gewihr-
leisten. Das Zell-Pellet wurde in 500ul PBS/EDTA-Puffer 2mM EDTA-haltiger phosphate
buffered saline) resuspendiert. AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation der Zellsuspension
bei 250¢g fiir 10 Minuten. Hierauf wurde das Volumen mittels PBS/EDTA-Puffer auf 15ml
justiert und die Zellen erneut zentrifugiert (450g, 10 Minuten, 20°C). Anhand einer Verdiin-
nungsreihe wurde mikroskopisch die Gesamtzellzahl der verbleibenden Leukozyten unter
Beriicksichtigung des Gesamtvolumens der Zellsuspension bestimmt (Neugebauer-
Zihlkammer, VergroBerung 10x10). Mittels magnetischer Zellisolierung durch CD14-/
CD15-Antikdrper-beschichtete micro-magnetic-beads (Miltenyi Biotech, Auburn, CA, USA)
wurden nach 15-miniitiger Inkubation bei 4°C mit Hilfe des magnetischen Separationssystems
MiniMACS (Miltenyi Biotech, Auburn, CA, USA) CD14-positive Monozyten, sowie CD15-
positive Granulozyten aus der Zellsuspension isoliert. Fiir 1x10° Monozyten wurde laut Emp-
fehlung des Herstellers ein Volumen von 20ul, bzw. 0,5x10® Granulozyten ein Volumen von
200ul der micro-magnetic beads eingesetzt. Das Zell-Pellet wurde in 500ul PBS/EDTA-
Puffer resuspendiert und auf einer Hochgradienten-Magnet-Zellseparationssdule aufgetragen
(Miltenyi Biotech). Die Sdule wurde dreimal mittels PBS/EDTA-Puffer gespiilt und dann aus
dem Magnetfeld entfernt. Die Zelleluation erfolgte mittels 1ml PBS/EDTA-Puffer. Die Rein-
heit der isolierten Proben wurde anhand von Blutproben dreier gesunder Probanden mittels
Durchflusszytometrie, FACS, (Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland) kontrolliert. Zu je-
dem Abnahmezeitpunkt wurden standardisiert Blutausstriche, sowie Differentialblutanalysen

der polytraumatisierten Patienten im Labor der klinischen Chemie unserer Klinik angefertigt.

3.8 Kontrollen

Acht gesunde, junge Probanden, im Alter zwischen 23 und 37 Jahren denen in analoger Weise
Blut entnommen wurde, dienten als Kontrollen. Aus der Hilfte des entnommenen EDTA-
Vollblutes wurden auf beschriebene Weise nativ mittels magnetischer Zellseparation Mono-
zyten und Granulozyten isoliert, sowie Zytoplasma und nukledres Protein gewonnen. Die an-
dere Hilfte fungierte als Positivkontrolle, indem das entnommene Blut mit 1%-igem Lipopo-
lysaccharid, LPS aus E.coli 026:B6, Lipopolysaccharid 10ul (LPS, 100 ng/ml: aus Escheri-
chia coli, Serotyp 055:B5, Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland) fiir 2,5h inkubiert wurde
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(179). Die zu stimulierenden Zellen wurden bei 37°C auf einem Zellschiittler in stdndiger Be-
wegung gehalten, um Zelladhdsion an den GefiaBwinden der Reagenzrohrchen zu vermeiden.
Nach Inkubation wurden die Erythrozyten lysiert, CD14-positive Monozyten und CDI15-

positive PMN-Granulozyten isoliert, sowie nukledres Protein extrahiert.

3.9 Nukleiire Extraktion

1x10° Monozyten bzw. 0,5x10° Granulozyten der Patienten- und Probandenproben wurden in
eiskaltem Lysepuffer B [(10mM HEPES, pH 7,9, 10mM KCI , 0,1mM EDTA, ImM Dithi-
othreitol, DTT, 1ImM Phenylmethylsulfonylfluorid, PMSF, 1% Proteaseinhibitor-Komplex
der pro ml enthaltenen Komponenten: Smg Antipain, 12,5mg Aprotinin, 12,5mg Leupeptin,
8mg Pepstatin, 10mg Bestatin, 4mg Phosphoamidon, Smg Trypsininhibitor, 0,4% NP40)]
suspendiert und 15 Minuten auf Eis inkubiert, wodurch eine Lyse der Zellmembranen herbei-
gefiihrt wurde. Die Suspension wurde anschlieBend 10 Minuten bei 2000g und 4°C zentrifu-
giert. Der Uberstand der Suspension entspricht der freigesetzten zytosolischen Fraktion der
lysierten Zellen, der anschlieBend in sterilen Eppendorf-Reaktionsgefaf3e iiberfiihrt und bei -
80°C eingefroren wurde. Dieser Vorgang wurde bedarfsweise wiederholt, um eine hohere
Ausbeute zu erhalten, bzw. um die Reinheit der Isolierung zu verbessern. Die Pellets wurden
wiederum mit eiskaltem Lysepuffer C [(20 mM HEPES, pH 7,9, 0,4M NaCl, ImM EDTA,
ImM Dithiothreitol, DTT, 1mM Phenylmethylsulfonylfluorid, PMSF, 1% Proteaseinhibitor-
Komplex (pro ml: 5Smg Antipain, 12,5mg Aprotinin, 12,5mg Leupeptin, 8mg Pepstatin, 10mg
Bestatin, 4mg Phosphoamidon, 5Smg Trypsininhibitor, 0,4% NP40)] resuspendiert, 15 Minu-
ten auf Eis inkubiert und anschlieBend 15 Minuten kréftig geschiittelt. Dadurch erfolgte so-
wohl eine chemische, als auch mechanische Lyse der Kernmembranen zur Freisetzung von
nukledrem Protein. Es folgte ein erneuter Zentrifugationsschritt (450g, 10 Minuten, 4°C). Das
nukledre Protein der beiden Zellreihen wurde ebenfalls in sterile Eppendorf-Gefilie tiberfiihrt
und bei -80°C aufbewahrt. Die Effizienz der nukledren Lyse erfolgte mikroskopisch an Hand
von Ausstrichpraparaten. Waren mikroskopisch noch intakte Zellkerne nachweisbar, wurden
die nukledren Lyse-Vorgidnge mittels chemischer und mechanischer Lyse bei 4°C wiederholt

und erneut mikroskopisch kontrolliert.
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3.10 Protein-Quantifizierung

Die quantitative Gesamt-Proteinbestimmung in den nukleédren, sowie den zytosolischen Ex-
trakten erfolgte mittels Bradford-Protein-Assays photometrisch laut den Maf3gaben des Her-

stellers bei 260nm.

3.11 EMSA

Die EMSA-Methodik wurde durch diese Arbeit im Labor fiir Experimentelle Chirurgische
Forschung der Chirurgischen Klinik und Poliklinik der LMU Campus Innenstadt etabliert.

3.11.1 Etablierungsversuche

Zunichst erfolgten Versuchsreihen mittels Proben freiwilliger Probanden zur Protokoll-
Etablierung. Dafiir wurde nukledres Protein (0,5 — 8ug) der Probanden in aufsteigender Rei-
henfolge des EMSA-Verfahrens gel-elektrophoretisch aufgetrennt. Die Kontrollreihen wurden
in verschiedenen Konzentrationen der zugehdrigen Substanzen, bei verschiedener Tempera-
tur, sowie zu verschiedenen Inkubationszeiten getestet. Anhand von Probandenproben wurde
das Verfahren etabliert, wobei sich ein Optimum bei 2ug nukledren Proteins nachweisen lieB3.
Auf der Grundlage dieser Versuchsreihen erfolgte im Anschluss die Analyse der Polytrau-
maproben nach standardisiertem Protokoll. Die Etablierungsreihe ist im Folgenden grafisch

dargestellt.
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EMSA-Etablierungsprotokoll

Nukledre Extrakte: Etablie- \

rung der addquaten Menge Etablierung des
nukledren Proteins Kontrollstandards:
l Negativ-, Positiv-
kontrollen, unspe-
Etablierung der optimalen zifische und spezi-
Zusammensetzung der Bin- fische Kompetition
dungsreaktion

|

Etablierung der addquaten radioaktiven Phosphorylierungsreakti-
on: Radioaktivitdt der Sonde (t1/2), Sondenmenge, Inkubations-
zeit, Pufferzusatz

|

Inkubationsbedingungen:
Dauer, Temperatur

|

Diinnschichtchromatographie

}

Etablierung der optimalen gel-
elektrophoretischen Auftren-
nung: Spannung, Laufzeit, Puf-
ferkonditionen

|

Densitometrie

Abb.8 : Diese Grafik gibt schematisch das Protokoll der EMSA-Etablierungsversuchsreihe wieder.
Zunachst erfolgte die Optimierung der quantitativen Menge nuklearen Proteins anhand von Proban-
denproben. Anhand von Versuchsreihen wurden die optimalen Pufferzusammensetzungen etabliert.
Das Optimum der Phosphorylierungsreaktion inclusive Milieuoptimierung (pH-Wert, Temperatur,

Bindungszeiten) mittels radioaktiv markierter Sonde erfolgte anhand von Probandenmaterial mit
anschlieBender densitometrischer Analyse.
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3.11.2 EMSA-Protokoll

Pro Versuchsansatz wurden 1pl Ts-Polynukleotidkinase (5-10u/ pul), 1pl Ts-
Polynukleotidkinasepuffer, 1ul der nachzuweisenden konsensuellen Oligonukleotide mit 1ul
y-*P-ATP (10.000 MBq) bei Raumtemperatur fiir 20 Minuten inkubiert. Nach Zugabe von
1ul 0,5M EDTA-L6sung, um die Phosphorylierungsreaktion zu stoppen wurde das Gesamtvo-
lumen durch Zugabe von 89ul Tris-EDTA-Puffers erhoht. Die radioaktiv markierten Oligo-
nukleotid-Sonde wurde mittels Diinnschichtchromatographie (Sephadex, G50 Quick spin co-
lumns for radiolabeled oligonucleotides, Roche, Mannheim, Germany) aufgereinigt. Die Ra-
dioaktivitit der Sduleneluate wurde mittels -Counters gemessen. Pro Zellart und Abnahme-
zeitpunkt wurden 2pg des extrahierten nukledren Proteins eingesetzt und 15 Minuten mit Sul
Lysepuffer C [(20 mM HEPES, pH 7,9, 0,4M NaCl, ]| mM EDTA, 1mM Dithiothreitol, DTT,
ImM Phenylmethylsulfonylfluorid, PMSF, 1% Proteaseinhibitor-Komplex (s.0.))] und 2pul
Binding Buffer [(40% Glyzerin, 10 mM MgCI2, 5 mM EDTA, 500 mM NaCl, 100mM
TrisHCL, pH 7,5, vorher auf 45°C erwiarmten poly(dI-dC) (Roche, Mannheim, Deutschland)]
inkubiert. AnschlieBend wurde der nukledre Extrakt mit den nachzuweisenden, radioaktiv

markierten Oligonukleotiden 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

3.11.3 EMSA

Die transkriptionale Aktivitit von NF-kB in Monozyten und Granulozyten der polytraumati-
sierten Patienten wurde mittels Electophoretic Mobility Shift Assay, EMSA analysiert. Dabei
wurden doppelstringige Oligonukleotide der konsensuellen Oligonukleotidsequenz von NF-
kB (sense: 5’-AGT TGA GGG GAC TTT CCC AGG, antisense: 3° -TCA ACT CCC CTG
AAA GGG TCC G-5’, Promega, Madison, WI, USA) wurden mit Hilfe von Polynukleotid-
T4-Kinase, in Ts-Polynukleotidkinase-10xPuffer (Promega, Madison, WI, USA) am 5’-Ende
einer radioaktiven Phosphorylierungsreaktion mit [y->*P-ATP], [HWZ 14,3d (Hartmann Ana-

lytik, Braunschweig, Deutschland)] unterzogen.

3.11.4 EMSA-Kontrollen

In jedem Testansatz wurden standardisiert Positiv-, Negativkontrollen, sowie Kompetitionen
mittels spezifischer und unspezifischer Oligonukleotide mit Hilfe kommerzieller, syntheti-
scher Komponenten durchgefiihrt.

Als Negativkontrolle wurden pro Ansatz 7ul nukleasefreies H,O, 1ul Gel Shift 5xBinding
Buffer (Promega, Madison, WI, USA), als Positivkontrolle 5ul nukleasefreies H,O, 2ul Gel
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Shift 5xBinding Buffer, 2ul HeLa Nuclear Extract (Promega, Madison, WI, USA) mit 1ul
Sonde (sense: 5’-AGT TGA GGG GAC TTT CCC AGG, antisense: 3° —-TCA ACT CCC
CTG AAA GGG TCC G-5’, Promega, Madison, WI, USA) versetzt und 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Fiir die spezifische Kompetition wurden 4pul nukleasefreies H,O,
2ul Gel Shift 5xBinding Buffer, 2ul HeLa Nuclear Extract, sowie 1ul der ungelabelten, nach-
zuweisenden konsensuellen NF-kB-Oligonukleotide 20 Minuten bei Raumtemperatur inku-
biert und anschliefend mit 1pl der radioaktiven Sonde fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Die unspezifische Kompetition erfolgte durch Zugabe von 2ul Gel Shift 5xBinding
Buffer, 2ul HeLa Nuclear Extract und 1pul unspezifischer Oligonukleotide, z.B. SP1, (sense:
5’-ATT CGA TGC GGG CGG GGC GAG C-3’, antisense: 3° -TAA GCT AGC CCC GCC
CCG CTC G-5’, Promega, Madison, WI, USA), oder AP2, (sense: 5’-GAT CGA ACT GAC
CGC CCG CGG CCC GT-3’, antisense: 3’-CTA GCT TGA CTG GCC GGC GCC GGG CA-
5°, Promega, Madison, WI, USA) in 4ul nukleasefreies H,O, die fiir 20 Minuten bei Raum-
temperatur inkubierten. Anschlieend wurde 1pl der radioaktiv markierten DNA-Sonde zuge-
geben und einer erneuten 20-mintitigen Inkubation bei Raumtemperatur unterzogen. Die spe-
zifische Kompetition erfolgte mittels 1ul NF-kB (sense: 5’-AGT TGA GGG GAC TTT CCC
AGG, antisense: 3° -TCA ACT CCC CTG AAA GGG TCC G-5’°, Promega, Madison, WI,
USA) ohne anschlieBende Sondenzugabe. Jeder Probe wurden 1-2pl Bromphenolblau-
Glyzerin-1xTBE-Losung zugegeben.

3.11.5 Elektrophoretische Auftrennung

Mittels Electrophoretic mobility shift assays, EMSA erfolgte die Auftrennung der radioaktiv
markierten, nukledren Proben. Dazu wurden 5%-igen Acrylamidgele [(AabAa 40%, Sigma-
Aldrich, Miinchen, Deutschland), 1xTris-Borat-EDTA, 10%APS, Ammoniumpersulfat (Sig-
ma-Aldrich, Miinchen, Deutschland), TEMED, N,N,N,N’-Tetraecthylendiamin (Sigma-
Aldrich, Miinchen, Deutschland)] hergestellt. Polymerisation erfolgte innerhalb einer Stunde.
Wihrenddessen erfolgte ein Vorlauf der nativen Gele bei 20V fiir eine Stunde. Die Gele-
lektrophorese (Penguin Doppelgelsystem P9DS, Peqlab, Erlangen, Deutschland) wurde bei
80V fiir 2,5h in 50mM Tris, 45mM Borsédure, 0,5M EDTA bei pH 8,4 und 4°C durchgefiihrt.

Nach erfolgter Auftrennung, die mittels der nach distal gewanderten Bromphenolblau-Bande
kontrolliert wurde, wurden die Acrylamidgele auf Filterpapier (Whatman, Maidstone, UK)
aufgebracht und fiir 30-60 Minuten vakuum-getrocknet. Unter Verwendung von Verstérkerfo-
lien (Amersham pharmacia biotech, Buckinghamshire, UK) wurden die Gele in Rontgenkas-

setten auf Rontgenfilme (Biomax MS1, 18x24 Kodak, Rochester, NY, USA) aufgelegt. Durch
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die Kernzerfille des inkorporierten **Phosphor wurden die Rontgenfilme an den relevanten
Stellen transkriptionaler Aktivitit belichtet. Die Exposition erfolgte fiir ein bis sieben Tage
bei -70°C, um Artefakte zu vermeiden, sodann nach Abschluss der Validierungsversuche

standardisiert fiir 48h bei -70°C.

3.11.6 Quantitative Analyse

Die Filme wurden mittels eines kommerziellen Scanners (Epson GT-10000, SEIKO EPSON
Corp., Diisseldorf, Germany) unter der Auflosung von 200 dots per inch (d.p.i.) digitalisiert
und als TIF-files gespeichert. Die Quantifizierung der geschwirzten Areale auf den Rontgen-
filmen erfolgte Computer-gestiitzt mittels eines densitometrischen Verfahrens und die Ergeb-
nisse wurden als Quotient der jeweiligen Probe im Verhiltnis zur Baseline der unstimulierten

Negativkontrollen in [arbitrary units] angegeben.

3.12.1 Enzym-linked-immuno-sorbent-assay

Parallel zu den gelelektrophoretischen Analysen der transkriptionalen Aktivitit von NF-xB
wurden kommerziell erhéltliche enzym-linked immuno sorbant assays, ELISA (BD Mercury
TransFactor Kit, BD Biosciensces Clontech, Palo Alto, CA, USA) zum Nachweis der relevan-
ten p50-Untereinheit von NF-«xB in nukledren Proben nach Maligaben des Herstellers durch-

gefiihrt.

3.12.2 Sandwich-ELISA

Dabei wurden die einzelnen Vertiefungen (wells) einer Mikrotiterplatte mit einem spezifi-
schen gegen das Antigen gerichteten, monoklonalen Antikorper beschichtet. Die Antigen ent-
haltenden Proben (nukleédres Protein), verschiedene Verdiinnungen des bekannten Standards
wurden in die einzelnen Vertiefungen pipettiert. Wihrend der Inkubationszeit wurden die
vorhandenen Proteinmolekiile an den immobilisierten Antikdrper gebunden. Nach einem
Waschvorgang, in dem alle ungebundenen Proteine entfernt wurden, folgte die Zugabe eines
zweiten, enzymkonjugierten, polyklonalen Antikorpers, der gegen ein anderes Epitop auf der
Molekiiloberfliche gerichtet war (,,Sandwich®). Nach einem erneuten Waschvorgang erfolgte
die Zugabe einer chromogengebundenen Substratlosung. Die daraufhin auftretende Farbent-
wicklung wurde sodann gestoppt und die optische Dichte aller Proben in einem Spektropho-

tometer (ELISA Reader) definierter Wellenldnge (260nm) gemessen.
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Dazu wurden 5ug des isolierten nukledren Proteins mit 1xTransFactor/ Blocking Buffer in
einem Gesamtvolumen von 50ul auf 96-well Mikrotiterplatten (BD Biosciensces Clontech)
aufgetragen und iiber Nacht bei Raumtemperatur auf der Schiittler-Plattform inkubiert. Die
Mikrotiterplatten wurden anschlieBend dreimal mit jeweils 150ul 1xTransFactor/ Blocking
Buffer gewaschen. Hierauf erfolgte ein Absattigungsschritt mittels in Waschpuffer verdiinnter
5%-iger boviner Serumalbumin-Losung, (BSA, Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland) fiir
eine Stunde auf dem Zellschiittler, um Artefakte zu vermeiden. Anschlieend erfolgte die
Inkubation von 100ul/well des Erstantikorpers (BD Biosciensces Clontech) in einer Endkon-
zentration von 1:5.000 fiir eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem Zellschiittler. Die Platten
wurden dreimal gewaschen und darauthin mit jeweils 100ul/well des Zweitantikorpers (goat-
against-rabbit-IgG-HRP, BD Biosciensces Clontech) in einer Konzentration von 1:1.000 un-
ter den beschriebenen Konditionen fiir eine Stunde inkubiert.

Die Platten wurden viermaliger Waschschritte unterzogen mit reinem 1xTransFactorBuffer
ohne Blocking reagent, um den Hintergrund zur Detektion der photometrischen Signale mog-
lichst gering zu halten. AnschlieBend wurden pro well 100ul 3,3°,5,5’-Tetramethylbenzidin,
TMB (BD Biosciensces Clontech) als Substrat zur photometrischen Detektion zugegeben und
10 Minuten unter Lichtabschluss bei Raumtemperatur inkubiert. Die eintretende Blaufdarbung
durch enzymatische Reaktion wurde kontrolliert, gegebenenfalls, bei schwacher Reaktion,
wurde die Inkubationszeit bis zu maximal 30 Minuten verldngert.

Die Werte wurden anschlieBend mit Hilfe des integrierten Computerprogramms analysiert,
indem zunéchst aus den Antigenkonzentrationen der Standardlosungen eine Standardkurve
erzeugt wurde und anschliefend die unbekannten Konzentrationen der Proben durch Interpo-
lation bestimmt wurden. Die Absorptionsmessung des umgesetzten Substrates erfolgte bei

655nm im ELISA-Reader.

3.12.3 ELISA-Kontrollen

Bei jeder Messung wurden standardisiert Negativkontrollen, in Form von dquivalenten Volu-
mina IxTransFactor/Blocking Buffer mitgefiihrt. Als Positivkontrollen fungierten LPS-
stimulierte Probanden-Proben (s.o.). Standardisiert erfolgte in jedem ELISA die Messung
einer Kontrollreihe, indem konsekutiv jeweils ein Inkubationsschritt des ELISA-Protokolls
ausgelassen wurde, um unspezifische Bindungen oder falsch-positive Detektion auszuschlie-
Ben. Die erste Kontrolle dieser Reihe, die kein nukledres Protein enthielt, diente der Hinter-
grundmessung, verursacht durch die Pufferzugabe. Anhand der zweiten Kontrolle wurde die

Detektion des eingesetzten bovinen Serumalbumins kontrolliert. Aus diesem Grund entfiel bei
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dieser der Absittigungsschritt mit 5-%BSA. Die dritte Kontrolle erfolgte ohne Zugabe des
Erstantikorpers, um unspezifische Bindungen des Zweitantikorpers an die ELISA-Platte aus-
zuschlieBen. Bei der vierten Standardkontrolle wurde kein Zweit-Antikdrper zugegeben, um
unspezifische Bindungen des verwendeten Erstantikorpers mit TMB erfassen zu kdnnen. Um
die Qualitdt der enzymatischen Umsetzungsreaktion zu validieren, wurde bei der flinften Kon-

trolle die Zugabe des TMB-Substrates unterlassen.

3.12.4 Statistische Auswertung

Die EMSA-Ergebnisse der intranukledren DNA-Proteinbildungskapazitit von NF-xB, sowie
der nukledren NF-kB-Proteinkonzentrationen der durchgefiihrten ELISAs sind jeweils als
MittelwertexSEM in Abhingigkeit vom Zeitpunkt nach Trauma angegeben. Zur Detektion
statistisch signifikanter Unterschiede der NF-kB-Bindung, bzw. —Expression mit der Trau-
maschwere, repriasentiert durch den initialen ISS, dem pathophysiologischen Status der einge-
schlossenen Patienten, reprisentiert durch den MOF-Score, zu vergleichen, wurde zusétzlich
der Pearson’s Korrelationskoeffizient berechnet. Die Werte wurden mittels ANOVA on ranks
gegeniiber den Kontrollgruppen, sowie dem initialen Wert bei Aufnahme in die Klinik vergli-
chen und mittels Student-Newman-Keuls (SNK), innerhalb der Gruppe entlang der Zeitachse
analysiert. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen einzelnen Gruppen wurde mittels
unabhingigem t-Test, ANOVA on ranks und Kruskal-Wallis—Test tiberpriift. Klinische Daten
beziiglich der Traumaschwere, repréisentiert durch den initialen NISS, sowie des pathophysio-
logischen Status der eingeschlossenen Patienten, reprisentiert durch den MOF-Score, Anzahl
transfundierter Erythrozytenkonzentrate oder Fresh Frozen Plasma-Einheiten, wie auch die
ergebnisse der EMSAs und ELISAs sind als MWXSEM angegeben. Als post-hoc Verfahren
kam jeweils Dunn’s Methode zur Anwendung bei einem Signifikanzniveau von p<0,05. Fiir
alle statistischen Berechnungen wurde Sigma Stat” 3.0 Software package (SPSS® Inc., Chica-
go, USA) verwendet.
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4.

Ergebnisse

4.1 Epidemiologische Daten

In unsere prospektive Studie wurden 15 polytraumatisierte Patienten eingeschlossen. Das
mittlere Alter der Patienten betrug 48+12 Jahre [MW=SEM], 11 der eingeschlossenen Patien-
ten waren ménnlich, 4 weiblich. 11 Patienten iiberlebten ihre Verletzungen, vier Patienten
verstarben im posttraumatischen Verlauf auf Grund eines Multiorganversagens im Zeitraum

von 22 - 80 Tagen, im Mittel nach 26,3+11,2d.

4.2 Schweregrad der Verletzungen

Der NISS der eingeschlossenen Patienten betrug 24 bis 57 Punkte, der Mittelwert 34+8 Punk-
te. Das Verletzungsmuster, sowie der NISS-Score der einzelnen Patienten sind in Tabelle 1

wiedergegeben (s.u.).

35



Tabelle 1: Epidemiologische Daten beziglich Alter, Geschlecht, NISS-Score, Transfusionsrate und

klinischem outcome

Alter Geschlecht
I 18 M
I 38 M
11 59 M
v 33 M
\% 74 A\
VI 44 W
vl 33 M
VIII 45 M
IX 34 M
X 57 W
XI 78
XII 75 M
X111 33 W
X1v 74 M
XV 29 M

Verletzungsmuster

SHT®III, Lungenkontusionen bds.,
Herzkontusion, Rippenserienfraktur,
HWK-Frakturen, Leberruptur®Il
SHT®III, Lungenkontusion, subtotal
Amputation der unteren Extremitit
Rippenserienfraktur, Himatopneu-
mothorax, Lungenkontusion,
Zwerchfellruptur, Herzkontusion,
Milzruptur, A. mesenterica Ruptur,
Frakturen der Scapula, Ulna, Tibia,
des Femurs und Becken
Lungenkontusion, Herzkontusion
Rippenserienfraktur links, LWK-III
Fraktur, Nierenkontusion,
Milzhdmatom
SHT®III, Frakturen des Humerus,
Becken und Sacrum
SHT°III, Spinalkanalblutung, Rip-
penserienfraktur, Himatopneumotho-
rax, Lungenkontusion, subkapsuldres
Milzhédmatom °I

SHT®I, Lungenkontusion, multiple
Frakturen der unteren Extremitét
SHT°II, SDH, Rippenserienfraktur,
Scapulafraktur, Lungenkontusion, °II
offene Frakturen der unteren Extre-
mitat
Thoraxtrauma, Herzkontusion,
stumpfes Bauchtrauma, Leberruptur,
Nierenkontusion rechts, HWK-
Fraktur, untere Extremitdtenfrakturen
SHT®I, Lungenkontusion, BWK-
Frakturen, Beckenfraktur, multiple
Frakturen der unteren Extremitét
SHT®III, SDH, Frakturen der Tibia,
Fibula und des Becken
SHT®II, Schédellazeration, Lungen-
kontusion, Rippenserienfraktur
rechts, Himatopneumothorax, C-
Fraktur des Becken
SHT®III, SAB, Lungenkontusion,
Rippenserienfraktur, Scapulafraktur,
°II-ig offene OSG-Fraktur
SHT®I, °III offene Humerusfraktur,
schweres Beckentrauma mit retrope-
ritonealem Hadmatom
SHT®II, Le Fort II/III N. opticus
Laceration, Lungenkontusion, Hdma-
topneumothorax, Rippenserienfrak-
tur, schweres Beckentrauma, OSG-
Fraktur, Sacrum-, Metacarpusfrakur
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57

29

50

34

43

16

29

34

27

38

24

29

25

41

17

25

50

16

26

11

34

12

18

19

19

22

55

38

22

32

49

10

12

12

Klinisches outcome
(90d)
Neurologisches
Defizit

T
T

Restitutio ad inte-
grum

T

Restitutio ad inte-
grum

Restitutio ad inte-
grum
Restitutio ad inte-
grum

Restitutio ad inte-
grum

Motorisches und
sensibles Defizit der
unteren Extremitét
Neurologisches
Defizit nach SHT
Restitutio ad
integrum

Neurologisches
Defizit nach SHT

T

Restitutio ad
integrum



43 SIRS

Alle eingeschlossenen Patienten zeigten die Symptome eines posttraumatischen SIRS. Die
Herzfrequenz bei Aufnahme betrug 98+28/min, der mittlere arterielle Druck, MAP, 744+21. 10
Patienten (77%) benétigten Katecholamine bei posttraumatischer Kreislaufinsuffizienz. Die
Atemfrequenz bei Aufnahme betrug 28+10/min, alle waren initial iiber mindestens 48h ma-
schinell beatmet. Neun Patienten wurden initial massentransfundiert mit durchschnittlich
15,3+5,1 Erythrozytenkonzentraten (etwa 300ml) und 14,2+4,7 Frischplasmapréparaten, FFP,
(ca. 250ml) innerhalb der ersten 12h bei initialem H&moglobingehalt des Blutes von
10,242,9mg/dl. Der Transfusionsbedarf innerhalb der ersten 72h nach Trauma betrug 1945
Erythrozyten-Konzentraten, EK, 19,8+5,5 Fresh Frozen Plasma, FFP, 1,6+0,4 Thrombozy-
ten-Konzentraten, TK. Der Einzelscore des NISS, sowie der Transfusionsbedarf an Erythrozy-
ten-Konzentraten, FFP und Thrombozyten-Konzentraten, TK, der einzelnen Patienten inner-
halb der ersten 72h nach Trauma, sowie das klinische Outcome der Patienten sind in Tabelle
1 zusammengefasst.

Die Temperatur bei Aufnahme betrug 35,5+1,3°C. 6 Stunden nach Trauma war die durch-
schnittliche Leukozytenzahl 12.700+3.700/ul. Fiinf Patienten entwickelten eine posttraumati-
sche Leukopenie (1.200+£340/ul), vier eine Leukozytose (18.300+5.283/ul). Der Baseniiber-
schuss (base excess, BE) bei Aufnahme betrug -4,4+1,3mmol/l (s. Tabelle 2).

44  MOF
Der MOF-Score bei Aufnahme betrug 3,6+0,8, nach 6 Stunden 4+1,1, nach 12 Stunden

3,8+0,3, nach 24 Stunden 3,5+1, nach 48 Stunden 3,7+1 und nach 72 Stunden 3,4+0,7 Punk-

te. Elf Patienten entwickelten ein MODS, vier der polytraumatisierten Patienten verstarben
auf Grund eines posttraumatischen pulmonalen, renalen, hepatischen und/oder kardialen Mul-
tiorganversagens nach 26,3+11,2 Tagen.

Als Parameter fir die Entstehung eines posttraumatischen MOF wurden die Laktat-
Konzentrazionen bei Aufnahme, sowie nach 12 und 24h analysiert. Bereits bei Aufnahme
(4,6+£0,8 vs. 3,2+1,3mmol/l), sowie nach 6h (4,8+0,9 vs. 2,4+0,5mmol/l) und 12h (4,8+1,5 vs.
2,0+0,3mmol/l) zeigten im posttraumatischen Verlauf Verstorbene signifikant erhohte Laktat-
Konzentrazionen gegeniiber iiberlebenden Patienten.

Hinsichtlich des klinischen Outcomes der Polytrauma-Patienten zeigte das Laktat als unab-
hiangiger Parameter fiir die Entwicklung eines MOF hochsignifikante Unterschiede zwischen
Uberlebenden und Verstorbenen in der posttraumatischen Phase. Die Laktatkonzentrationen

betrugen bei Aufnahme 3,8+1,Immol/l, nach 12 Stunden 7,3+2,1mmol/l, sowie nach 24 Stun-
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den 2,7+0,7mmol/l. Die MOF-Kriterien hinsichtlich der Laktat-Konzentrationen zum Zeit-
punkt der Aufnahme, nach 12h und 24h sind in Tabelle 2 zusammengefasst, sowie in u.a.
Abb. 9 dargestellt. Dabei zeigten sich zu allen untersuchten Zeitpunkten hochsignifikante
Unterschiede (p=0,002) zwischen den Laktat-Konzentrationen in iiberlebenden Patienten im
Vergleich zu Patienten, die in der posttraumatischen Phase auf Grund eines MOF verstorben

waren.
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Abb. 9 : Die abgebildeten Laktatkonzentration zum Zeitpunkt der Aufnahme, sowie 12h und 24h nach
Trauma zeigen signifikante Unterschiede zwischen Patienten, die ihre Verletzungen Uberlebten und
Patienten, die in der posttraumatischen Phase auf Grund eines MOF verstarben;* p=0,002.
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Tabelle 2: MOF-Kriterien

Alter Geschlecht NISS MOF Initialer Leuko- Laktat Laktat Laktat  Initialer
Hb zyten bei Initial nach nach BE
[mg/dl] Aufnahme [mmol/l] 12h 24h [mmol/l]
[10°/u1] [mmol/l] [mmol/]
18 M 57 4 9.9 1.2 13.2 3 1.8 -7.2
38 M 33 4 4.4 13.4 3.5 5.8 6.3 -7.6
59 M 57 5 8.7 53 6.2 5.7 6.2 -3.4
33 M 34 4 10.4 3.8 3.2 4.4 2.6 -3
74 F 38 5 8.6 3.6 4.1 3.1 2.7 -10.8
44 F 48 5 11.6 21.4 1.7 3.5 2.6 -6.6
33 M 24 2 11.4 10.3 1.9 0.9 0.7 -2
45 M 29 4 12.4 11.1 1.3 0.9 0.8 -2.9
34 M 34 3 8.6 3.9 4.2 3.7 3.5 -8.3
57 F 27 5 7.3 14.5 3.7 3,7 34 -7.6
78 F 38 3 9.0 6.0 1.1 0.9 1.1 -6.4
75 M 24 2 11.9 8.2 1.8 0.8 0.9 -1.3
33 M 29 4 11.1 8.6 0.8 0.7 0.5 -0.8
74 M 27 3 6.5 11.0 3.1 34 3.7 -23
29 M 41 4 10.4 8.5 0.8 0.9 0.4 1.2

In Tabelle 2 sind die sog. MOF-Kriterien zusammengefasst nach Alter, Geschlecht, NISS und MOF-
Score der eingeschlossenen Patienten, der initiale Hdmoglobingehalt des Blutes bei Aufnahme, die
initiale Leukozytenkonzentration, der Basenliberschuss (base excess, BE), sowie die Laktatkon-
zentration bei Aufnahme, nach 12h und 24h zusammengefasst.
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4.5 Kontrollen

Die Reinheit der mittels magnetischer Zellseparation durch CD14-/ CDI15-Antikorper-
beschichtete micro-magnetic-beads isolierten Zellreihen wurde mittels DurchfluBzytometrie
anhand von Blutproben dreier gesunder Probanden kontrolliert. In der Analyse zeigte sich
eine Reinheit der isolierten CD14-posistiven Monozyten von 92+4%, der CD-15-positiven

Granulozyten von 94+3%.

4.6  Protein-Quantifizierung

Die nukleédre Extraktion erbrachte 2-8ug nukledren Proteins pro Abnahmezeitpunkt und Zell-

art. Pro Versuchsansatz wurden standardisiert 2ug nukledren Proteins eingesetzt.
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Abb. 10: Diese reprasentative Abbildung eines EMSA-Filmes zeigt keine Signalgebung der nuklea-
ren NF-kB-Translokation der aufgebrachten unspezifischen Kontrolle (SP1), hingegen deutliche
Signalgebung der spezifischen (SP) und Positivkontrolle (+Ko), sowie zum Aufnahmezeitpunkt.
Nach 6h zeigt sich bereits deutlich reduziertes Signal, um nach 12h fast nicht mehr vorhanden zu
sein.

Diese o.a. Abbildung reprédsentiert exemplarisch einen reprisentativen EMSA-Film mit deut-
licher Translokationsbande der mittels Pfeil markierten p50-Untereinheit von NF-kB in Mo-
nozyten eines polytraumatisierten Patienten. Er zeigt deutliche Signale der Positivkontrolle
und der spezifischen Kontrolle. Hingegen keine Signalgebung ist in Bande 1 zu verzeichnen,
die die mittels SP1 durchgefiihrte unspezifische Kontrolle représentiert. In der mit ,A’ mar-
kierten Bande ist eine deutliche Signalgebung bei Aufnahme zu verzeichnen, welche die initi-
ale NF-kB-Translokation des betreffenden Patienten zum Zeitpunkt der Aufnahme widerspie-

gelt. Ein deutliches Signal der transkriptionalen NF-kB-Aktivitdt weist auch die mit 6h be-
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zeichnete Bande auf. Die 12h-Bande weist nur noch geringe Aktivitit auf, um nach 24h, 48h

und 72h radioaktive Markierung mehr hervorzurufen.

4.7.1 Monozytire NF-kB-Translokation mittels EMSA

Die basale NF-kB-Translokation in nativ isolierten Monozyten gesunder Probanden (n=S8),
welche als Negativkontrollen fungierten, betrug 7,1£1,6[AU]. In LPS-stimulierten Proben
(Positivkontrolle) dieser gesunden Probanden stieg die Translokation signifikant (p=0,001)
auf 485,8+20,3[AU]; (Abb. 11).
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Abb. 11: In dieser Grafik ist monozytdare NF-kB-Translokation in Negativ- und Positivkontrollen
dargestellt. Dabei ist deutlich die Induktion der nukledaren NF-kB-Aktivitat nach LPS-Stimulation in
Positivkontrollen zu erkennen (SNK; ANOVA on ranks; *p=0,001).
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Die Translokation von NF-kB zeigte sich initial (163,0£16,9[AU]), sowie nach 6h
(68,0+£10,8[AU]) und 12h (21,3+2,9[AU]) in Monozyten signifikant erh6ht im Vergleich zur
Negativkontrolle gesunder Probanden und nahm im Verlauf kontinuierlich ab, um sich nach
24 Stunden (11,2+2,1[AU]), sowie den spéteren Detektionszeitpunkten nicht vom Transloka-
tionsniveau nicht-stimulierter Probanden zu unterscheiden (ANOVA on ranks, SNK; p<0,05).
In Abb. 12 ist monozytdre NF-kB-Translokation im Vergleich zu Negativ- und Positivkon-

trollen grafisch dargestellt.
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Abb. 12: Die Abbildung zeigt die nukleare NF-kB-Translokation in Monozyten polytraumatisierter
Patienten. Dabei zeigte die Aktivitat im Gesamtkollektiv polytraumatisierter Patienten innerhalb von
90 Minuten nach Trauma, sowie nach 6h und 12h signifikant erhéht gegenliber gesunden Proban-
den. Ebenso zeigte die LPS-stimulierte Positivkontrolle signifikant erhdhtes Translokationsniveau
gegenlber der Negativkontrolle gesunder Probanden (t-Test; ANOVA on ranks, SNK;*p<0,05).
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In u.a. Abb. 13 ist die geschlechtsspezifische NF-kB-Translokation in Monozyten dargestellt.
Dabei zeigten weibliche Polytrauma-Patienten unmittelbar nach Trauma ein h6heres initiales
nukledres Translokationsniveau (203,5+32,8[ AU]) als ménnliche (125,5+14,5[AU]), um nach
6 Stunden signifikant erniedrigt zu sein gegeniiber minnlichen Patienten (64,6+10,9 vs.
24,2+6,7[AU]). Im weiteren Verlauf blieb die weibliche NF-xkB-Aktivitit unter der ménnli-
cher Polytrauma-Patienten.

Interessanterweise zeigten die ménnlichen Polytrauma-Patienten in der spéteren posttraumati-
schen Phase ein hoheres Aktivationsniveau, welches jedoch 72 Stunden nach Trauma signifi-

kant reduziert war gegeniiber weiblichen Patienten (21,8+2,9 vs. 3,5+0,9[AU]) (s. Abb. 13).
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Abb. 13: Die monozytare NF-kB-Aktivitat nach Geschlechtsspezifitat zeigt bei Aufnahme niedrigere
Translokation in mannlichen Patienten, die nach 6h und 24h jedoch gegenilber weiblichen Patienten
erhoéht ist, um nach 72h signifikant reduziert zu sein (t-Test; SNK; ANOVA on ranks p<0,05).

Die u.a. Grafik (Abb. 14) reprasentiert die Unterscheidung der monozytaren nukledren NF-
kB-Translokation in Abhéngigkeit von der Auspragung eines Multiple Organ Failure, gemaf3
des MOF-Scores der polytraumatisierten Patienten. In Patienten, die bereits initial bei Auf-
nahme in die Klinik einen MOF-Score von iiber 4 Punkten aufwiesen (schwarz unterlegt), die
also bereits unmittelbar posttraumatisch ein Multiorganversagen, MOF, aufwiesen, zeigten
geringere NF-kB-Translokation (88,4+13,3 vs. 282,4+36,1[AU]). Die geringere Translokation
war konsekutiv riickldufig, (6h: 41,9+7,5 vs. 105+£26,8[ AU]), um nach 12h jedoch in Patien-
ten, die einen hoheren MOF-Score aufwiesen, auf hoherem Niveau zu stagnieren (26,1+4,6

vs. 13,6£2,6[AU]) und nach 24h auf das Niveau gesunder Normalprobanden abzusinken
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(0,8+0,2 vs. 8,4+0,9[AU]). In Patienten, die geringere Organdysfunktionen aufwiesen, fand
sich ein zweiter diskreter Anstieg nach 72h (19,6+5,4 vs. 1+0,2[AU]).
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Abb. 14: Die Grafik zeigt die monozytdare NF-kB-Translokation in Abhdngigkeit vom MOF-Scores
der eingeschlossenen Polytrauma-Patienten. Dabei zeigten Patienten mit einem geringerem MOF-
Score (<4 Punkte) zum Zeitpunkt der Aufnahme in die Klinik, sowie 6h nach Trauma signifikant
héhere NF-kB-Translokation, die hingegen nach 72h signifikant gesteigert war gegeniber Patienten
mit einem héherem MOF-Score (»4); (*SNK; ANOVA on ranks; p<0,05).
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In Abb. 15 ist die monozytire nukledre NF-kB-Translokation in Abhidngigkeit von der ana-
tomischen Verletzungsschwere gemal3 des New Injury Severity Scores, NISS dargestellt. Un-
geachtet der Region wurden die Summen der Quadrate der drei schwersten Verletzungen zu
einem Punktewert zusammengefasst.

Dabei zeigten leicht verletzte Patienten mit einem NISS unter 24 Punkten signifikant vermin-
derte NF-xB-Translokation (24,3+3,4 vs. 30,8+1,4; vs. 44,2+3 2[AU]; p<0,001) gegeniiber
schwerer Verletzten, wahrend in schwer Verletzten mit einem NISS gréBer 34 Punkten die
Aktivitdt signifikant erhoht war gegeniiber mittelgradig und leicht Verletzten. Ungeachtet der
Traumaschwere zeigten alle Gruppen 6 Stunden nach dem Unfall deutlich erhohte Aktivitit,
welche sich nicht signifikant unterschied. 12h nach Trauma war die NF-kB-Aktivitit in der
Gruppe schwer verletzter Patienten mit einem NISS>34 signifikant gegeniiber den leichter
Verletzten erhoht (p<0,002). Interessanterweise zeigten die leicht gradig Verletzten
(NISS<16) nach 72h signifikant hoheres Aktivitdtsniveau (6712 vs. 6+2[AU]; p=0,028) als
die schwerer Verletzten (NISS>24).
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Abb. 15: Diese Grafik reprasentiert die monozytdare NF-kB-Aktivitdt in Abhangigkeit von der ana-
tomischen Verletzungsschwere gemaB des NISS. Dabei zeigten sich in allen Patienten nach 6h ge-
steigerte Aktivitdt, wahrend nach 12h die hohe NISS-Gruppe erhdhte Aktivitat zeigte, zeigten die
Patienten mit niedriger Verletzungsschwere (NISS<24) nach 72h gesteigerte Aktivitat; (t-Test;
SNK; ANOVA on ranks; p=0,028).s
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In Patienten, die ihre Vielfachverletzungen tiberlebten, war die initiale monozytire NF-kB-
Translokation innerhalb von maximal 90 Minuten nach Trauma gegeniiber verstorbenen Pati-
enten erhoht. Uberlebende Patienten zeigten 6 Stunden (75,9+11,8 vs. 399.3+86[AU]J;
p=0,001) und 12 Stunden nach Trauma (13,7+1,8 vs. 114,8+32[AU]; p=0,001) signifikant
reduzierte NF-xB-Aktivitdt gegeniiber den verstorbenen Patienten. Interessanterweise nahm
die Aktivitiit in den Verstorbenen kontinuierlich ab, um gegeniiber den Uberlebenden nach 24
Stunden signifikant reduziert zu sein (2,3+0,4 vs. 12,1+2,3[AU]; p=0,003). Im weiteren post-
traumatischen Verlauf fanden sich keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu nicht-

traumatisierten Normalprobanden, (s. Abb. 16).
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Abb. 16: : Diese Grafik zeigt die monozytare NF-kB-Aktivitat hinsichtlich des klinischen Outcomes der Patienten,
welche initial in Gberlebenden Patienten erhéht war gegeniliber den Verstorbenen. Nach 6h und 12h war die NF-
kB-Aktivitat in Uberlebenden signifikant reduziert gegeniiber den verstorbenen Patienten. Nach 24h unterschied
sich die NF-kB-Aktivitat in Verstorbenen nicht mehr wesentlich von der unstimulierten Negativkontrolle und war
somit signifikant reduziert gegeniiber den Gberlebenden Patienten; (*t-Test; SNK; p=0,003).
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4.7.2 NF-kB-AKktivitiat mittels ELISA

Die analog durchgefiihrten ELISA-Versuche ergaben eine geringe Sensitivitit der verwende-
ten industriell konfektionierten Assays. Dabei zeigte sich die NF-kB-Aktivitdt in der post-
traumatischen Phase relativ konstant und unterschied sich nicht von der durchgefiihrten Nega-
tivkontrolle gesunder Probanden. Lediglich die LPS-stimulierte Kontrolle zeigte sich signifi-

kant gegeniiber sowohl der Negativkontrolle, als auch den Patientenproben {iber 72h erho6ht.

0,25

MWiSEM

0,20 -
0,15 - T

0,10 1

NF-kB-Aktivitit [AU]

0,05 1

o,oo v v v v v L] L] L]
A 6h 12h 24h 48h 72h -Ko +Ko

Abb. 17: Diese Grafik zeigt die monozytare NF-kB-Aktivitat mittels ELISA im Gesamtkollektiv der
eingeschlossenen Polytrauma-Patienten, welche sich nicht von der Negativkontrolle gesunder Pro-
banden unterschied; (SNK; t-Test; ANOVA on ranks *p=0,02).

In Zusammenschau mit den durchgefiihrten EMSA-Analysen wurde auf Grund der geringen
Sensitivitdt im Weiteren auf die Unterscheidung nach den o. a. Kriterien der anatomischen,
wie physiologischen Verletzungsschwere, sowie die Geschlechtsdifferenzierung verzichtet.

Der Vollstiandigkeit halber ist ergdnzend das klinische Outcome der polytraumatisierten Pati-

enten dargestellt.
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In analoger Weise zeigte sich die NF-kB-Aktivitit in Abhéngigkeit vom klinischen Outcome
der polytraumatisierten Patienten (Uberleben/Versterben) relativ konstant und unterschied
sich nicht von der Negativkontrolle gesunder Probanden. AusschlieBlich die durchgefiihrte
LPS-stimulierte Positivkontrolle zeigte sich gegeniiber den Patienten, sowie der Negativkon-

trolle signifikant erhoht (s. Abb. 17).
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Abb. 17: Diese Grafik reprasentiert die monozytare NF-kB-Aktivitat hinsichtlich des klinischen Out-
comes der Patienten mittels photometrischer ELISA-Analyse; (*ANOVA; SNK; p<0,05)
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4.8.1 Granulozytire NF- kB-Aktivitit mittels ELISA

In Granulozyten nicht-traumatisierter Probanden ohne Zeichen einer akuten oder chronischen
Infektion wurde lediglich basale NF-kB-Translokation (6,3+0,7[AU]) nachgewiesen. Nach
LPS-Stimulation war die Translokation signifikant auf 485,8+20,3[AU] erhoht.
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Abb. 18: Diese Abbildung reprasentiert die granulozytéare NF-kB-Translokation in LPS-stimulierten
Positiv- und nativ isolierten Probandenproben, welche als Negativkontrollen fungierten. (ANOVA,
SNK; p=0,001)
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In Abbildung 19 ist die NF-kB-Translokation in CD-15-positiven Granulozyten polytrauma-
tisierter Patienten in Abhédngigkeit vom Zeitpunkt nach Trauma dargestellt. Dabei war die
initiale NF-kB-Aktivitdit bei Aufnahme (72,5£9,6[AU]), sowie nach 6 Stunden
(94,5+14,3[AU]) signifikant gegeniiber nativen Probandenproben erhdht und zeigte sich 12
Stunden nach Trauma (4,9+0,9[AU]) vermindert, um 24 Stunden nach Trauma erneut signifi-
kant (51,0£10,4[AU]) anzusteigen. Nach 48 (2+0,2[AU]) und 72 Stunden (3,8+0,2[AU]) wa-

ren keine Unterschiede zu gesunden Probanden mehr nachweisbar.
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Abb. 19: Diese Grafik reprasentiert die granulozytare NF-kB-Aktivitdt in Polytrauma-Patienten,
welche initial innerhalb von 90 Minuten nach Trauma, sowie nach 6h signifikant gegeniiber gesun-
den Probanden erhéht ist, um rapide abzunehmen und ein weiteres Mal 24h nach Trauma signifi-
kant erhéht zu sein (ANOVA; SNK; p=0,03)
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Bei Aufnahme im Schockraum zeigten mannliche Polytrauma-Patienten signifikant niedrige-
res Translokationsniveau als weibliche Patienten (37,3+3,6 vs. 151,8+4,9[AU]), das nach 6h
(99,8+20,1 vs. 82,3+14,8[AU]) und 12h (7,1+1,4 vs. 4,3+0,6[AU]) iiber dem weiblicher Pati-
enten lag. Nach 24h zeigten weibliche Patienten dagegen starkere Translokation (119,3+33,1
vs. 20,7+4,6[ AU]). In analoger Weise zu den untersuchten Monozyten konnte keine Verénde-
rung der granulozytdren NF-kB-Translokation in Zusammenhang mit den primir bzw. sekun-

dér durchgefiihrten operativen Eingriffen nach Trauma nachgewiesen werden (Abb. 20).
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Abb. 20: Diese Abbildung zeigt die geschlechtsspezifische NF-kB-Translokation in Granulozyten
polytraumatisierter Patienten in Abhdngigkeit vom Zeitpunkt nach Trauma, wobei sich lediglich die
initiale Translokation signifikant in reduzierten Werten mannlicher Patienten unterscheidet;
(*p<0,05; t-Test; SNK; ANOVA).
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Hinsichtlich des Multiple Organ Failure Scores zeigten Patienten, die bereits bei Aufnahme
in die Klinik einen MOF-Score von mindestens 4 Punkten aufwiesen (schwarz unterlegt), die
also bereits unmittelbar posttraumatisch an erheblichen Organbeeintriachtigungen litten, initial
signifikant geringere NF-kB-Translokation (19,7+2,4 vs. 54,5£7,2[AU]) gegeniiber Patienten
mit geringerer Organdysfunktion. Dagegen war die NF-kB-Translokation 6 Stunden nach
Trauma in Patienten mit einem hoherem MOF-Score gesteigert (128,4+£19,9 wvs.
54,5+7,2[AU]). Nach 12h zeigten beide Gruppen reduzierte nukledre Translokation (10,7£2,3
vs. 3,5+0,9[AU]). Interessanterweise zeigten Patienten mit geringerer Organdysfunktion nach
24 Stunden einen erneuten signifikanten Anstieg im Vergleich zu schwerer beeintrichtigten

Patienten (104,7+21,8 vs. 2,1+0,2[ AU]), sowie nach 72h (55,9£13,9 vs. 2,4+0,2[AU]).
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Abb. 21: Diese Grafik zeigt die granulozytare NF-kB-Aktivitat in Abhangigkeit vom MOF-Score der
eingeschlossenen Patienten. Dabei war in Patienten, die bereits bei Aufnahme unter schweren Or-
ganbeeitrachtigungen litten, die NF-kB-Aktivitdt vermindert. Nach 6h zeigten diejenigen Patienten
gesteigerte NF-kB-Translokation, um im weiteren posttraumatischen Verlauf reduzierte Transloka-
tion gegenliber weniger beeintrachtigten Patienten aufzuweisen (SNK, t-Test; ANOVA on ranks
*p<0,05).
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Die Grafik (Abb.22) reprisentiert die granulozytire NF-kB-Aktivitdt nach der Verletzungs-
schwere gemall NISS in polytraumatisierten Patienten. Patienten mit einer geringeren anato-
mischen Verletzungsschwere gemial3 eines NISS kleiner als 24 Punkte zeigten initial bei Auf-
nahme (72,3+11,3 vs. 140,7+16,7 vs. 95,2+13,2[AU]), sowie nach 6 Stunden (62,3+18,3 vs.
147,2428,1 vs. 168,1+32,4[AU]) reduzierte nukledre NF-kB-Translokation, die nach 12h ge-
geniiber den mittelgradig Verletzten erniedrigt war (22,4+4,8 vs. 27,8+6,7[AU]), um nach 24h
signifikant anzusteigen gegeniiber den schwerer verletzten Patienten (108,3+21,8 vs. 3,8+1,2

vs. 77,6£19,6[AU]; p=0,014).
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Abb. 22: In dieser Grafik ist die NF-kB-Aktivitat in Abhangigkeit von der anatomischen Verlet-
zungsschwere gemaB NISS in Granulozyten polytraumatisierter Patienten dargestellt. Dabei zeigten
die Patienten mit einem niedrigem NISS innerhalb der ersten 12h reduzierte Translokation, die 24h
nach Trauma signifikant erhéht war gegenliber den schwer Verletzten (t-Test; SNK; ANOVA on
ranks *p<0,014).
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Diese Grafik (Abb.23) reprisentiert die nukledre NF-kB-Translokation in Granulozyten in
Abhingigkeit vom klinischen Outcome der Patienten. Patienten, die in der posttraumatischen
Phase verstorben waren, zeigten initial signifikant gesteigerte NF-kB-Aktivitit (392,7+11,1
vs. 45,3+4,6[AU]) im Vergleich zu Uberlebenden (p=0,001). Nach 6 Stunden war die Trans-
lokationsrate in iiberlebenden Patienten gegeniiber dem Aufnahmewert signifikant erhoht
(212,4+15,6[ AU]), wéhrend sie in Verstorbenen abnahm (194,6+5,2[AU]) und somit fiir den
weiteren Zeitraum der Untersuchung unter dem Niveau Uberlebender lag. Interessanterweise
zeigten iberlebende Patienten nach 24 Stunden einen erneuten Anstieg der NF-kB-

Translokation (66,3+13,3 vs. 3,4+0,2[AU]; p=0,002).
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Abb. 23: Diese Grafik reprasentiert die NF-kB-Aktivitat in Granulozyten in Abhangigkeit vom klini-
schen Outcome der Patienten. Dabei war die initiale Aktivitat von NF-kB in Uberlebenden Patienten
zum Zeitpunkt der Aufnahme signifikant gegentliber Verstorbenen (*p=0,002) reduziert, um rasch
anzusteigen und nach 6h signifikant gegentiber dem Aufnahmewert (#p=0,001) anzusteigen. Nach
24h zeigten Uberlebende Patienten einen signifikanten Anstieg der nukledren NF-kB-Translokation.
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4.8.2 NF- kB-Aktivitit mittels ELISA

Im Folgenden sind die Ergebnisse der ELISA-Versuchsreihe wiedergegeben. Die u. a. Grafik
(Abb. 24) zeigt die photometrisch mittels ELISA detektierte NF-kB-Aktivitdt in polytrauma-
tisierten Patienten in Abhédngigkeit vom Isolierungszeitpunkt nach Trauma. Dabei zeigte sich
die Aktivitdt insgesamt auf relativ konstantem Niveau mit tendentiellem Anstieg nach 24 und
72 Stunden und unterschied sich lediglich signifikant von der LPS-stimulierten Positivkon-

trolle.
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Abb. 24: Die ELISA-Analyse der granulozytdare NF-kB-Aktivitat in Abhangigkeit vom Zeitpunkt nach
Trauma zeigt relativ konstantes Aktivitatsniveau mit tendentiellem Anstieg nach 24h und 72h;
b 3

p<0,05.
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Hinsichtlich des klinischen Outcomes der eingeschlossenen Patienten ergab sich in den
durchgefiihrten photometrischen Analysen mittels ELISA lediglich ein signifikanter Unter-
schied der LPS-stimulierten Positivkontrollen. Zwischen iiberlebenden und verstorbenen Pati-
enten konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede ermittelt werden. Es besteht ledig-

lich ein steigender Trend der Uberlebenden nach 24 Stunden.
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Abb.25 : NF-kB Aktivitat nach klinischem outcome in Abhéngigkeit vom Detektionszeitpunkt nach
Trauma zeigt einen tendentiellen Anstieg der NF-kB-Aktivitat in Uberlebenden nach 24h; (*p<0,05;
t-Test; ANOVA, SNK)
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5. Diskussion

Die vorliegende Untersuchung présentiert erstmalig die Ergebnisse einer sequentiellen Analy-
se initialer intrazelluldrer Aktivierungsmechanismen in humanen Immunzellen polytraumati-
sierter Patienten in der direkt posttraumatischen Phase. Der Schwerpunkt dieser Studie lag
dabei auf der Analyse der nukledren Translokationsdynamik des nukledren Faktors kB in Mo-
nozyten und Granulozyten unmittelbar nach schwerem Polytrauma.

Zudem konnte im Rahmen dieser Studie die fiir den Translokationsnachweis zytoplasmati-
scher Transkriptionsproteine bestens geeignete Technik des Electrophoretic Mobility Shift
Assay, EMSA in den klinischen Forschungslaboren der Chirurgischen Klinik und Poliklinik
der LMU Miinchen Innenstadt etabliert werden. Dabei konnte ein Anstieg der Translokations-
rate von NF-xB in Monozyten und Granulozyten in der friihen Phase nach schwerem Trauma
gezeigt werden, der somit der in der Literatur beschriebenen Reduktion der NF-kB-Aktivitit
in schwer verletzten Patienten vorausgeht (180;181).

Die essentiell neuen Erkenntnisse dieser Arbeit sind auf der Analyse der nukleéren Transloka-
tion von NF-kB in immunkompetenten Zellen des unspezifischen Immunsystems polytrauma-

tisierter Patienten in der unmittelbar posttraumatischen Phase begriindet.

5.1  Methodische Aspekte

5.1.1 Studiendesign

Das Studiendesign der mdglichst friihen Probengewinnung ergibt sich aus den Erkenntnissen
vorangegangener Studien zur posttraumatischen Dysfunktion humaner Immunzellen des un-
spezifischen Immunsystems (182;183). Diese Arbeiten haben klar aufgezeigt, dass der initia-
len posttraumatischen Phase grof3te Bedeutung fiir die Ausbildung und Auspriagung von Or-
ganfunktionsstérungen zukommt. So konnten Botha et al. an polytraumatisierten Patienten
zeigen, dass es bereits innerhalb der ersten 6 Stunden nach Trauma zu einer signifikanter Ak-
tivierung von Immunzellen des angeboren Immunsystems kommt (184). Daher wurde der
Schwerpunkt der experimentellen Blutentnahme auf den initialen Zeitpunkt innerhalb von
maximal 90 Minuten nach Trauma bei Aufnahme in unsere Klinik gelegt, sowie die konseku-
tiven Blutentnahmen zeitlich eng gestaffelt und standardisiert zum Traumazeitpunkt nach 6,
12, 24, 48 und 72 Stunden durchgefiihrt wurden. Auf Grund kurzer Rettungswege in der Lan-
deshauptstadt Miinchen war ein sehr frither Zugang zu den schwer verletzten Patienten, die
mittels Rettungshubschrauber oder bodengebunden iiber den Schockraum der Klinik aufge-
nommen wurden, mdglich. Unmittelbar nach Erfassung und Stabilisierung der Vitalfunktio-

nen der polytraumatisierten Patienten im Schockraum (185-187) konnte im Rahmen von dia-
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gnostisch notwendigen Blutentnahmen oder notwendigen Zugingen (ZVK-Anlage) die expe-
rimentelle Blutentnahme zu diesem Studienzweck angeschlossen werden (188). Die zeitlich
eng gestaffelten, konsekutiven Blutentnahmen erfolgten sodann entsprechend der Zeitachse
des Studienprotokolls bereits auf der chirurgischen Intensivstation oder im Falle anschlie3en-

der Primérversorgung lebensbedrohlicher Verletzungen im Operationssaal.

5.1.2 Patientenkollektiv

In diese Studie wurden lediglich Patienten mit stumpfem Polytrauma im Alter von mindestens
18 Jahren eingeschlossen, die innerhalb von 90 Minuten nach Trauma den Schockraum unse-
rer Klinik erreichten. Bei einer Vielzahl immunsuppressiver, maligner und chronisch entziind-
licher Erkrankungen, wie Diabetes mellitus, rheumatoider Arthritis und AIDS konnten per-
manent erhohte Expressionswerte von NF-kB nachgewiesen werden (189). Daher wurden
Patienten, die an malignen und chronisch entziindlichen Erkrankungen litten, sowie eine im-
munsuppressive Therapie erhielten, von dieser Studie ausgeschlossen.

Die epidemiologische Verteilung in dem eingeschlossenen Kollektiv schwer verletzter Patien-
ten stimmt weitgehend mit der Literatur iiberein. So waren 63% ménnlichen Geschlechtes,
was in etwa dem beschriebenen Geschlechterverhdltnis 2:1 méannlicher Polytrauma-Patienten
entspricht (190). In der nordamerikanischen Literatur findet sich ein groBerer Anteil penetrie-
render Verletzungen im Gegensatz zu vornehmlichen stumpfen Verletzungen verursacht
durch Stiirze und Rasanztraumen. (191). So waren nach Angaben des Traumaregisters der
Arbeitsgemeinschaft Polytrauma der Deutschen Gesellschaft fir Unfallchirurgie 5,1%
(n=1.255) der gesamt dokumentierten Verletzungen (n=23.390) durch penetrierende Verlet-
zungen verursacht worden. In der vorliegenden Studie wurden jedoch nur stumpfe Traumen
berticksichtigt. Die Dokumentation der priklinischen und klinischen Daten erfolgte entspre-
chend den Richtlinien der Europaischen Konsensuskonferenz zur Aufnahme von Daten po-

lytraumatisierter Patienten (167).

5.1.3 Zellisolation

Zur Zellseparation wurde die Methode des positiven cell sortings mittels micro-magnetischer
Antikorper, MACS verwendet. So wurden fiir die Monozytenisolation CD-14, fiir die Isolati-
on polymorphkerniger Granulozyten CD-15-micro-magnetic beads verwendet. Zahler et al
konnten anhand von Granulozytenseparation mittels micro-magnetischer Antikdrpermarkie-
rung zeigen, dass die separationsbedingte Stimulation der Zellen gering ist, jedoch die Spezi-

fitdt konventioneller Isolierungsmethoden tiberwiegt (192). Im Gegensatz zu der héufig ver-
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wendeten Ficoll-Methode weist die Zellseparation mittels MACS eine grofere Spezifitdt und
Reinheit der Probe auf (193). Dariiber hinaus bietet sie gegeniiber der Methode der negativen
Zellseparation neben kosten- und zeitsparenden Aspekten den Vorteil der geringeren artifi-
ziellen Stimulation der zu isolierenden Zellen (194;195). Einen weiteren Vorteil der Zellisola-
tion mittels MACS stellt die geringere Menge bendtigten Materials dar, welches insbesondere
bei schwer verletzten Patienten mit oftmals schon erheblichem Blutverlust bis hin zum ha-
morrhargischen Schock von wesentlicher Bedeutung ist.

Zur Kontrolle der Isolierungsspezifitit wurden FACS-Analysen anhand von Probandenisola-
ten durchgefiihrt, welche eine Reinheit von 92+4% der isolierten Monozyten, von 88+6% der
isolierten Granulozyten zeigten.

Zur Analyse der nukledren Translokation wurde die EMSA-Methode (196) verwendet, welche
hierbei in der Chirurgischen Klinik Innenstadt in Kooperation mit Herrn Prof. Dr. K. Brandt
des Institutes fiir Klinische Chemie und Klinische Biochemie des Klinikums Rechts-der-Isar
der Technischen Universitdt Miinchen etabliert wurde. Die EMSA-Methodik bietet eine her-
vorragende Moglichkeit des spezifischen Nachweises in geringer Konzentration vorhandener
DNA-bindender Proteine, wie Transkriptionsfaktoren (197;198). Auf Grund héherer Sensiti-
vitdt wurde die auf radioaktiver Phosphorylierung basierende Methodik verwendet (199). Die
zelluldre Lyse wurde sowohl mechanisch als auch chemisch mittels NP40 herbeigefiihrt
(200). Basierend auf Voruntersuchungen von Adib-Conquy et al, welche keine Unterschiede
der Aktivitdt in p50/p65-Hetereodimeren im Vergleich zu p65-Homodimeren erbrachten
(201), wurde NF-kB1, die relevante p50-Untereinheit von NF-kB, fiir die EMSA-Technik
verwendet. Auf Grund ausgeprigter Storanfélligkeit des Systems wurde auf kontinuierliche
Kiihlung des Proteins und schnelle Prozessierung der isolierten Proteine geachtet, sowie wie-
derholtes Auftauen und Einfrieren vermieden (202). Um Degradation des isolierten Proteins
zu vermeiden, die von Laniel et al insbesondere durch Proteasen und Deacetylasen gezeigt
werden konnte, erfolgte die standardisierte Verwendung von Proteaseinhibitoren, um unkon-

trolliertem enzymatischem Proteinabbau vorzubeugen (203).

5.1.5 ELISA

Die ELISA-Technik stellt eine seit Jahrzehnten gebrduchliche Methode des quantitiativen
Proteinnachweises dar (204-206). Ergdanzend zum Nachweis der intranukledren Translokation
diente die ELISA-Methodik (207-209) dem Nachweis DNA-gebundenen NF-kB-Proteins,
welche eine quantitative Bestimmung mittels photometrischer Analyse gestattet (210-212). Im

Rahmen dieser Studie wurden industriell konfektionierte ELISAs zum Nachweis der mittels

59



EMSA detektierten p50-Untereinheit von NF-kB verwendet. Zum Zwecke der Etablierung
wurden konsekutiv gesteigerte Mengen nukledren Proteins, sowie des verwendeten monoklo-
nalen Erstantikorpers mit spezifischem p50-Epitop, sowie des IgG-HRP-Zweitantikorpers
(anti-rabbit) verwendet. Als Eichkurve diente reines, synthetisches p50, welches somit eine
standardisierte Bestimmung der nukledren Proben gestattete. Diese industriellen ELISAs ges-
tatteten begrenzte Kapazitit der Kontrolldurchfiihrung. Zum Zwecke der Etablierung wurden
konsekutiv gesteigerte Mengen nukleédren Proteins, sowie des verwendeten Erst- und Zweitan-
tikdrpers verwendet.

Hierbei erscheinen insbesondere die fehlende Ubereinstimmung der im Rahmen der EMSA-
Versuche gezeigten Unterschiede und zeitlichen Dynamik der NF-kB-Aktivitit nicht mittels
ELISA reproduzierbar, sowie die fehlende Differenzierung zwischen den Proben Verletzter
und Gesunder als fragwiirdig. Die Hypothese dabei war, es ldge eine zu hohe Hintergrund-
Detektion vor. Selbst der Verzicht auf das verwendete Humanalbumin brachte keine Detekti-
onsidnderung. Die Sensitivitdt, wie auch die Spezifitdt der durchgefiihrten Versuche waren
duBerst gering, so dass generell und in Anbetracht des Preises industriell hergestellter Assays
von deren Verwendung abzuraten ist, sowie die Ergebnisse als fragwiirdig zu erachten sind.
Von Osawa et al wurde die Induzierbarkeit der pS0 und p65-Untereinheiten von NF-kB durch
IFN-a und Chemokine in dendritischen Zellen untersucht. Beziiglich der dabei verwendeten

kommerziellen ELISA-Assays wurden keine methodischen Einschrankungen berichtet (213).

5.2 Posttraumatische Immunreaktion

In traumatisch verletzten Organen werden inflammatorische Kaskaden in Gang gesetzt, die
vornehmlich der Reparatur verletzter Gewebe dienen. In der frithen posttraumatischen Phase
werden insbesondere proinflammatorische Mediatoren wie IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNFo und
toxische Sauerstoffmetabolite (214-217), die entscheidende Voraussetzungen mittels Vasodi-
latation, Angioneogenese und Makrophagenimmigration liefern, um die geschadigten Gewebe
wiederherzustellen. Die Freisetzung dieser Entziindungsmediatoren kann jedoch zu einer ge-
neralisierten, systemischen Entziindungsreaktion fiihren, die auch Organe und Gewebe beein-
trachtigen kann, die initial nicht betroffen waren. Diese liberschieBende Entziindungsreaktion
in der frithen posttraumatischen Phase wurde als Systemic Inflammatory Response Syndrome,
SIRS, beschrieben (19;218;219).
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5.2.1 SIRS

Das posttraumatische SIRS kann zu initial noch reversiblen funktionellen Organaustfillen fiih-
ren (220-222). Ist der Organismus jedoch nicht in der Lage, diese Inflammation zu modulie-
ren, entsteht ein flieBender Ubergang zur Entwicklung eines friihen Multiple Organ Dysfunc-
tion Syndrome, MODS, dessen Irreparabilitit in ein strukturelles Multiple Organ Failure,
MOF, miinden kann und das noch immer mit einer hohen Morbiditits- und Mortalititsrate
einhergeht (25;223). Durch kontinuierliche Optimierung préiklinischer Rettungsregime, sowie
chirurgischer und intensivmedizinischer Therapie polytraumatisierter Patienten konnte die
Haufigkeit schwerer Organfunktionsstorungen kontinuierlich reduziert werden. Trotzdem
bleibt die Manifestation eines MOF nach schwerem Trauma der determinierende Faktor der
Spét-Letalitét.

Andererseits wurde unldngst eine auf das frithe hyper-inflammatorische SIRS induzierte
Kompensationsphase des Organismus beschrieben, das Compensatory Antiinflammatory Res-
ponse Syndrome, CARS, das insbesondere durch vermehrte Freisetzung anti-
inflammatorischer Mediatoren, wie IL-1RA und IL-10 charakterisiert ist (224). Im Rahmen
der Ausbildung eines CARS ist der humane Organismus durch eine verringerte Immunabwehr
mit erhdhtem Infektionsrisiko und erhohter Inzidenz eines spiten MODS gekennzeichnet
(225). Die Entwicklung eines CARS ist dabei eher als Effekt des spezifischen Immunsystems
anzusechen (37). Unldngst wurde von Keel et al ein Mixed Antagonist Response Syndrom,
MARS als Mittelweg der inflammatorischen Reparaturinduktion und Autoaggression be-

schrieben (226).

5.2.2 Angeborene Immunitit

Eine entscheidende Rolle fiir das frithe immunmodulatorische Geschehen nach Trauma wird
in diesem Zusammenhang den Effektorzellen der frithen unspezifischen Immunantwort, wie
dem Monozyten-Makrophagen-System und den polymorphkernigen (PMN-) Granulozyten
zugeschrieben (11;227-229) durch die Fahigkeit, proinflammatorische Zytokine wie IL-1, IL-
2, IL-6, IL-8, TNFa und toxische Sauerstoffmetabolite zu synthetisieren und freizusetzen
(230-233). Die in der frithen posttraumatischen Phase freigesetzten Mediatoren spielen eine
bedeutende Rolle bei der Wundheilung des verletzten Gewebes, zum anderen bilden sie aber
auch die Grundlage der Pathogenese von Kreislaufversagen und Zelldsionen, infolge derer
u.a. die Granulozytenadhdsion am Endothel, das capillary leakage syndrome, und die

Verbrauchskoagulopathie auftreten (51;52).
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Somit induzieren diese Effektorzellen des frithen, angeborenen Immunsystems entscheidende
Voraussetzungen fiir die Reparation der verletzten Gewebe mittels Vasodilatation, Angioneo-
genese und Makrophagenimmigration. Traumatische Himatome bewirken zusitzliche Immig-
ration immunologisch aktiver Zellen (37;234), wie PMN-Granulozyten und Monozy-
ten/Makrophagen aus dem Blut. Neben der Aktivierung der Gerinnungskaskade sind es in der
frilhen Phase nach Trauma vor allem diese Zellen der unspezifischen Immunabwehr, die die
initiale Freisetzung von toxischen Sauerstoffradikalen, Wachstumsfaktoren, Proteasen und
Zytokinen bewirken (40;235;236). Auf Grund hoher kinetischer Energie wie im Rahmen von
Hochrasanztraumen oder Stiirzen aus grof3er Hohe entstehen mechanisch bedingte Zellschidi-
gungen, die eine Immigration von Monozyten und Makrophagen aus dem Blut induzieren und
in erster Linie der Reparation und Restitution der verletzten Gewebe dienen (237;238). In
Endothelzellen verletzter Gewebe konnten gesteigerte tissue factor-, TF-, Konzentrationen
nachgewiesen werden in Zusammenhang mit gesteigerter NF-kB-Translokation (239).

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die angeborene und erworbene Immun-
abwehr im Rahmen der posttraumatischen Entziindungsreaktionen eng miteinander interagie-
ren (240). Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung des unspezifischen
Immunsystems mit einiger Latenz zur Induktion des spezifischen Systems flihrt (241;242).
Trotz zahlreicher Studien konnten bisher die auslosenden Mechanismen der Generalisation
urspriinglich lokal begrenzter Entziindungsreaktionen nach Trauma identifiziert werden
(11;243-248). Als gesichert gilt, dass es sich um kaskadenartige Aktivierungsmechanismen
handelt.

5.3  NF-kB-Translokation

Im Rahmen von in-vitro Untersuchungen anderer Autoren konnte NF-kB-Aktivitit bereits
nach 10-miniitiger Stimulation mittels bakteriellem Lipopolysaccharid, LPS induziert werden,
die bis 2,5h post stimulationem anhielt (249-251). LPS ist der Hauptbestandteil der Auflen-
membran gramnegativer Bakterien. Monozyten/Makrophagen modulieren die unspezifische
Immunantwort auf LPS, indem sie eine Vielzahl an inflammatorischen Zytokinen exprimieren
(252). Sowohl LPS als auch LPS-enthaltende Partikel, bilden Komplexe mit LPS-binding-
Protein (LPB), einem Plasmaprotein. Unter physiologischen Konditionen konnte LBP im
humanen Organismus in geringer Plasmakonzentration nachgewiesen werden (3+10mg/ml),
wobei ein signifikanter Anstieg des Plasmaspiegels im Rahmen von Akutphase-Reaktionen

verzeichnet werden konnte (253).
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Auf Grund der frithen pro-inflammatorischen Wirkung nach LPS-Stimulation wurde im Rah-
men der ersten Phase dieser Studie eine 90-miniitige Stimulation der Monozyten und Granu-
lozyten mittels 10ul einer 100ng/ml LPS-Losung durchgefiihrt. Dabei konnte signifikant ge-
steigerte NF-kB-Translokation nach artifizieller Stimulation mittels LPS gezeigt werden. Die
nativ isolierten Proben gesunder Probanden dienten im klinisch-experimentellen Teil dieser
Studie als Negativkontrollen, die LPS-stimulierten Proben als Positivkontrollen.

In der Phase II dieser Studie konnte in immunkompetenten Zellen polytraumatisierter Patien-
ten innerhalb von 90 Minuten nach Trauma signifikant gegeniiber der baseline unverletzter
Probanden gesteigerte NF-kB-Aktivitdt nachgewiesen werden. Den vorliegenden Analysen zu
Folge kehrte die nukledre Signaltransduktion 12 Stunden nach Trauma auf das Niveau gesun-
der Probanden zuriick, um nach 24 Stunden erneut signifikant erhoht zu sein. In Patienten, die
im posttraumatischen Verlauf auf Grund eines Multiorganversagens verstorben waren, zeigte
sich das Aktivationsniveau innerhalb von 6 Stunden nach Trauma gegeniiber Patienten, die
die Verletzungen iiberlebten, signifikant gesteigert. Interessanterweise zeigten Patienten mit
einem guten klinischen Outcome 24 Stunden nach Trauma einen erneuten Translokation-

sanstieg der granulozytiren Fraktion.

5.4  Monozyten

Monozyten sind als im peripheren Blut zirkulierende immunkompetente Zellen in der Lage,
nach Permeation der GefiaBwand in entziindlich verdnderte Gewebe zu immigrieren und dort
als Gewebemakrophagen zu fungieren (37;254). Quantitativ stellen sie eher einen geringen
Anteil der Blutmakrophagen dar. Durch Schiadigung der Zellmembranen in verletzten Regio-
nen wird die Immigration von Monozyten und Makrophagen aus dem Blut zur Beseitigung zu
Grunde gegangener Zellverbdnde und Gewebetriimmer induziert (255;256). Insbesondere in
der frithen posttraumatischen Phase konnte gezeigt werden, dass Monozyten/Makrophagen
eine wichtige Funktion in der inflammatorischen Phase nach schwerem Trauma zukommt
(257-262). CD14 ist ein Oberflichenantigen, das auf der Zelloberfliche myeloider Zellen
exprimiert wird. CD14 konnte in 16slicher, freier Form im Plasma nachgewiesen werden und
vermittelt die LPS-Aktivierung CD14-negativer Zellen, wie z.B. von Endo- und Epithelzellen
(263). Sowohl auf biochemischer als auch auf genetischer Ebene konnte die Rolle von CD14
beziiglich der LPS-Aktivierung von Monozyten und Makrophagen bewiesen werden
(264;265). In transgenen Miusen konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von CD-

14 mit einer Hypersensitivitit gegen LPS einhergeht. Im Gegensatz dazu erweisen sich Méuse
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mit defizitirem CD14 hyporeaktiv gegen LPS und sind 10-fach weniger empfindlich gegen-

iiber LPS im Vergleich zu normalen Méausen (266).

5.5 Monozytire NF-kB-Aktivitit

Mittels artifizieller Stimulation durch bakterielles Lipopolysaccharid (LPS aus E. coli) konnte
in nativ isolierten CD-14 positiven Monozyten gesunder Probanden ein signifikanter Anstieg
der nukledren NF-kB-Translokation induziert werden. Wie aus Zellkulturexperimenten be-
kannt ist, ist die nukledre Translokation von NF-kB artifiziell mittels IL-6, TNFa oder LPS
(267-269) induzierbar. Belge et al konnten mittels FACS-Analysen CDI14"-CDI16"-
Monozyten als Hauptquelle von TNFa nachweisen (270). Maass et al wiesen im Verbren-
nungsmodell der Ratte erhdhte NF-kB und TNFa-Konzentrationen in Kardiomyozyten nach.
Dabei konnte durch ex vivo Untersuchungen von Alveolarmakrophagen konstante NF-kB-
DNA-Bindung bei konstanter [-kBa und 3-Konzentration nach artifizieller Stimulation nach-
gewiesen werden.

Unseren Untersuchungen zufolge zeigten polytraumatisierte Patienten initial nach Polytrauma
eine signifikante Steigerung der monozytiren NF-kB-Translokation, die kontinuierlich ab-
nahm, um sich 24 Stunden nach Trauma nicht vom Niveau nicht-stimulierter Kontrollen zu
unterscheiden. In verstorbenen Patienten konnte anhand unserer Analysen signifikant gestei-
gerte NF-kB-Aktivitit nach 12 und 24 Stunden gezeigt werden. Dies stimmt iiberein mit der
von Arnalich et al demonstrierten erhohten monozytdren NF-kB-Aktivitdt in Patienten, die
auf Grund einer posttraumatischen Sepsis verstorbenen waren (271).

Adib-Conquy et al zeigten reduzierte NF-kB-Expression in Monozyten polytraumatisierter
und septischer Patienten, wobei die initiale Detektion am ersten Tag erfolgte (272). Der von
Volk et al beschriebenen Immunoparalyse (273), mit konsekutiv verminderter Reagibilitit des
unspezifischen und spezifischen Immunsystems geht unseren Erkenntnissen zufolge eine ini-
tiale Aktivierung des NF-kB-Pathways voraus, die anhand von strikt zum Traumazeitpunkt
standardisierten, sequentiellen Analysen der vorliegenden Arbeit erstmalig nachgewiesen
werden konnte. Anhand der vorliegenden Studie konnte somit gezeigt werden, dass der postu-
lierten Reduktion der NF-kB-Aktivitdt in monozytiren Zellen eine signifikante Steigerung in

der unmittelbar posttraumatischen Phase vorangeht (274).
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5.6  Granulozyten

Neutrophile Granulozyten reprédsentieren etwa 50-70% der weillen Blutzellen und stellen eine
heterogene Zellgruppe des angeborenen Immunsystems dar, welche aus jungen und ilteren,
davon segmentierten und hyper-segmentierten Zellen bestehen. Dabei befinden sich etwa 90%
des vorhandenen Zellpools im Knochenmark, ca. 5% befinden sich im Bereich der Gefal3-
winde, sowie weitere 5% in der systemischen Zirkulation. Granulozyten unterliegen einem
hohen turn-over, der insbesondere durch Apoptose reguliert wird (275). Granulozyten weisen
eine Reihe von Oberflichenepitopen auf wie CD3, CD11a/b/c, CD15 und CD18. Dabei konn-
te von Zahler et al eine spezifische positive Zellseparation mittels micro-magnetischer Anti-
korper gezeigt werden. Wiahrend CD11a auf allen Leukozyten exprimiert wird, CD11b neben
Granuloyzten auf Eosinophilen, Monozyten und NK-Zellen exprimiert wird, ist das CD15-
Oberflachenantigen spezifisch fiir aktivierte neutrophile Granulozyten (276). Daher erfolgten
die Zellisolationen aus den entnommenen Vollblutproben mittels CD-15-micro-magnetic
beads. Die diesbeziiglich durchgefiihrten FACS-Analysen der Zellseparationen wiesen fiir
neutrophile Granulozyten eine Reinheit von 88+6% auf.

Es wurde angenommen, ausdifferenzierte Granulozyten seien nicht zur Synthese inflammato-
rischer Mediatoren befdhigt, abgesehen von sogenannten respiratory burst Funktionen. Un-
langst zeigten McDonald et al, dass PMN in der Lage sind, nach externer Stimulation und
konsekutiver NF-kB-Induktion inflammatorische Mediatoren zu synthetisieren (277). Somit
kommt diesen Zellen eine weitere wichtige immun-regulative Funktion zu. Anhand standardi-
sierter, parallel zu den experimentellen Blutentnahmen durchgefiihrter Differtialblutanalysen
der polytraumatisierten Patienten konnte in der 84% der iiberlebenden Patienten, jedoch in
keinem der Verstorbenen ein Left-shift zu jiingeren Formen von Granulozyten nachgewiesen

werden.

5.7  Granulozytire NF-kB-Translokation

In Uberstimmung mit CD-14-positiven Monozyten zeigte sich die NF-kB-Translokation in
polymorphkernigen Granulozyten (PMN) gesunder Probanden signifikant gesteigert nach
LPS-Stimulation (Abb. 10). In PMN polytraumatisierter Patienten konnte initial posttrauma-
tisch signifikant gesteigerte NF-kB-Aktivitit gezeigt werden, die auf das Niveau gesunder
Probanden zuriickging, um ein weiteres Mal 24 Stunden nach Trauma signifikant erh6ht zu
sein (278). Dabei war der beschriebene biphasische Anstieg 24 Stunden nach Trauma insbe-
sondere in Patienten mit besserem Outcome, insbesondere in Patienten mit weniger ausge-

prigten Verletzungen (NISS<24), ohne manifestes Organversagen (MOF<4), sowie iiberle-
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benden Patienten. Interessanterweise zeigte die Subanalyse der anatomischen Verletzungs-
schwere auch in schwerst verletzten Patienten (NISS>34) den beschriebenen Anstieg der
nukledren xB-Translokation. Dies liegt in zwei Patienten mit hoher Translokation nach 24
Stunden begriindet, die ein schweres Verletzungsmuster aufwiesen, jedoch nicht ihren Verlet-
zungen erlagen.

Li et al wiesen in nekrotischen Zellen im Gegensatz zu apoptotischen Zellen, die dem pro-
grammierten Zelltod anheimfallen und weiterhin Membranintegritit behalten, vermehrte NF-
kB-induzierte Genexpression pro-inflammtorischer Mediatoren in Fibroblasten und
Makrophagen nach. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass Rel A eine essentielle Be-
deutung der Apoptosesteuerung zukommt. In Rel A-defizierten Mausen wurde massive Apop-
tose, sowie signifikant gesteigerte embryonale Letalitit gefunden (279).

Martins et al demonstrierten erhohte ROS in Zusammenhang mit erhShter Apoptoserate in
PMN septischer Patienten, sowie in Patienten im septischen Schock (280). Baichwal et al
zeigten zellspezifische Apoptoseinduktion oder Inhibition (281).So konnte in B-Lymphozyten
anti-apoptotische Wirkung von RelA nachgewiesen werden. Wéhrend TNFa direkt intrazel-
lultér apoptosefordernd wirkt, induziert die RelA-Translokation nach TNFa-Rezeptorbindung
die Apoptoseaktivitdt der Zelle. Anhand von in vitro-Stimulation durch Serum polytraumati-
sierter Patienten konnten McDonald et al NK-kB-abhéngige Inhibition der posttraumatischen
Apoptose nachweisen. Somit scheint in Patienten mit gutem klinischem Outcome geringere
Apoptose vorzuherrschen mit konsekutiver Stimulation des Knochenmarkes zu vermehrter

Granulopoese (282).

5.8  Klinisches Outcome

5.8.1 Anatomische Verletzungsschwere

Die Schweregrad-Einteilung des Polytraumas erfolgte geméfl dem Injury Severity Score (ISS)
nach Greenspan in der Modifikation nach Osler et al (283): Zur Klassifikation der Trauma-
Schwere wird hierbei der Korper in sechs Regionen eingeteilt (Oberflache, Kopf und Gesicht,
Hals, Thorax, Abdomen und Becken, Wirbelsdule und Extremitéten), die jeweils in ihrem
Verletzungsschweregrad auf einer Skala zwischen 1 (unwesentliche Verletzungen) und 5
(maximal kritische Verletzung mit unsicherer Uberlebenswahrscheinlichkeit) bewertet wer-
den. Der ISS wird definiert als die Summe der Quadrate der drei schwersten Verletzungen. Er
stellt eine etablierte und seit vielen Jahren anerkannte Moglichkeit zur Klassifikation der
Trauma-Schwere dar und erlaubt eine Aussage iiber voraussichtliche Morbiditdt und Mortali-

tat (284). Im Gegensatz dazu erlaubt der New Injury Severity Score in der Modifikation nach
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Osler et al die Bewertung der drei schwersten Verletzungen unabhéngig von der anatomi-
schen Region und stellt somit eine exaktere Abbildung der Gesamt-Verletzungsschwere dar
(285). Durch das EinschluBkriterium des hohen ISS (>16) wurde ein Patientenkollektiv analy-
siert, welches aufgrund seiner hohen Inzidenz fiir ein MOF (>25%) ein relevantes Problem in
der Polytraumaversorgung darstellt (286;287). So konnten Ertel et al. an einem retrospektiv
analysierten Kollektiv von 1278 polytraumatisierten Patienten bei hohem ISS eine Inzidenz
fiir die Entwicklung eines SIRS mit 80%, sowie fiir die Entwicklung eines posttraumatischen
MODS mit 85% (288). Zur Bestimmung eines vorliegenden MOF wurden ebenfalls die initia-
len Organfunktionen bestimmt.

Zur Unterteilung unseres Patientenkollektivs in zwei relevante Gruppen wurde ein zweiter
Cutoff von ISS =34 Punkten basierend auf den Vorarbeiten von Laird et al., Rutledge et al.
und Schinkel et al. gewéhlt, die mit steigendem ISS iiber 34 Punkten {iberproportional abneh-
mende Uberlebenswahrscheinlichkeit zeigen konnten (289-291). Der Mittelwert des NISS der
eingeschlossenen Patienten lag bei 34+8 Punkten.

Unseren Analysen zufolge wiesen schwer verletzte Patienten mit einem NISS-Wert > 34
Punkten bereits initial signifikante Steigerung der monozytiren NF-kxB-Translokation auf,
welche im posttraumatischen Verlauf zunahm, um nach 24 Stunden signifikant reduziert zu
sein gegeniiber leicht Verletzten. In Granulozyten zeigten leicht verletzte Patienten
(NISS<24) zunichst abnehmende NF-kB-Aktivitidt wihrend der ersten 12 Stunden, um nach

24 Stunden signifikant gegeniiber schwerer Verletzten (NISS>24«34) erh6ht zu sein.

5.8.2 MOF

Zur Dokumentation der physiologischen Verletzungsschwere wurde der Multiple Organ Fai-
lure Score nach Goris in der Modifikation nach Lefering verwendet (292). Um eine dichoto-
me Unterteilung in klinisch relevante Gruppen vorzunehmen, werden diese quantitativen kon-
tinuierlichen Daten anhand von Score-Systemen gruppiert, wie beispielsweise dem MOF-
Score (293). Uberschreitet die Summe der Punkte dabei einen bestimmten Wert, erfolgt die
entsprechende Einteilung in eine klinische Gruppe (z.B. MOF<4 Punkte: kein relevantes Mul-
tiorganversagen, MOF>4 Punkte: relevantes, manifestes Multi-Organversagen).Unseren Ana-
lysen zufolge zeigten Patienten mit einem niedrigen MOF-Wert (<4 Punkte) zum Zeitpunkt
der Aufnahme in unsere Klinik, sowie nach 6 Stunden und 24 Stunden signifikant gesteigerte
NF-kB-Aktivitdt im Vergleich zu Patienten mit einem hohen MOF-Score. Dabei wurde der
Punktewert der MOF-Scores tdglich simultan zu den durchgefiihrten experimentellen Blutent-

nahmen dokumentiert.
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Als unabhéngige Faktoren fiir die Entwicklung eines Multiorganversagens wurden insbeson-
dere der Baseniiberschuss, base excess, BE, sowie die Laktat-Konzentrationen in den ersten
Stunden nach Trauma analysiert. Wahrend die Analyse des BE keine signifikanten Unter-
schiede ergab, zeigten sich beziiglich des Uberlebens hochsignifikante Unterschiede zwischen
den Laktat-Konzentrationen der untersuchten Patienten. In der Literatur konnten sowohl das
initiale Vorliegen eines Azidose, als auch insbesondere der Laktatazidose als Risikofaktoren
hinsichtlich der Entwicklung eines MOF, sowie einer erhohten Letalitidt gezeigt werden (294-
298).

Das frithe posttraumatische Priming von Monozyten und Makrophagen konnten von ver-
schiedenen Autoren als Induktor relevanter Verdnderungen des angeborenen Immunsystems
nach Trauma auf den klinischen Verlauf identifiziert werden (299-301). In gesunden Indivi-
duen zirkulieren Monozyten und Makrophagen in ruhendem, inaktivem Zustand, wihrend
durch Exposition von platelet activating factor, PAF, TNFa oder IL-1 das sog. Priming ru-
hender Monozyten oder PMN erfolgt mit konsekutiver Aktivierung. Bis dato liegen geringe
Erkenntnisse beziiglich der posttraumatischen Aktivierung auf transkriptionaler Ebene vor.
Bhatia et al konnten PMN-Priming durch gesteigerte Elastasefreisetzng, sowie IL-8 und IL-
11b-Freisetzung aus PMN traumatisierter Patienten als Risikofaktoren fiir die Entwicklung
eines posttraumatischen MOF identifizieren (302). Wir fanden lediglich inkonstante Elastase-

Erhohung in einem Teil der Patienten mit einem hohen MOF-Wert nachgewiesen werden.

5.8.3 Uberleben

Anhand der monozytiren Analyse konnte in iiberlebenden Patienten signifikante Steigerung
der NF-xB-Aktivitdt innerhalb von 90 Minuten nach Trauma gezeigt werden, die hingegen zu
spéteren Zeitpunkten (6h, 12h) signifikant reduziert war gegeniiber Patienten, die im post-
traumatischen Verlauf verstarben.

Die granulozytire Analyse zeigte initial hochsignifikant erhohte NF-kB-Aktivitét in verstor-
benen Patienten, die sich rasch dquilibrierte, um sich im spiteren posttraumatischen Verlauf
nicht mehr von der gesunder Probanden zu unterscheiden. Interessanterweise zeigten Patien-
ten, die ihre Verletzungen iiberlebten, in der granulozytiren Fraktion einen signifikanten NF-
kB-Anstieg nach 6 Stunden gegeniiber dem Aufnahmewert, sowie nach temporirer Reduktion
einen erneuten signifikanten NF-kB-Anstieg nach 24 Stunden, welcher in keinem der verstor-
benen Patienten nachzuweisen war.

In Patienten mit hohen Punktescores fiir anatomische (NISS) oder physiologische Verlet-

zungschwere (MOF), sowie in Patienten mit schlechtem klinischem Outcome, konnten von
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Nolan et al erhohte Apoptoseraten nachgewiesen werden (303). Somit scheint insbesondere
ein zweiter Anstieg der granulozytiren nukledren NF-kB-Aktivitit mit einer besseren klini-
schen Outcome einherzugehen. Diese erneut gesteigerte NF-kB-Induktion kdnnte moglicher-
weise in einer verminderten Apoptoseaktivitit begriindet sein. Zudem konnte von Cogswell et
al auch die Existenz mitochondrialer NF-kB-Aktivitit nachgewiesen werden, welcher sub-

stantielle apoptotische Regulation zukommt (304).

5.9 Geschlechtsspezifiche Analyse

Im Rahmen der vorliegenden Studie konnten gesteigerte monozytire und granulozytire NF-
kB-Translokation weiblicher Patienten innerhalb von 90 Minuten, sowie 24 Stunden nach
Trauma im Vergleich zu ménnlichen Patienten gezeigt werden. Im spéteren posttraumatischen
Verlauf nicht mehr von der Aktivitét gesunder Probanden zu unterscheiden.

Im Rahmen tierexperimenteller Sepsis-Untersuchungen konnten Geschlechtsunterschiede in
Bezug auf die Anfilligkeit bzw das Reaktionsniveau nach Exposition nachgewiesen werden.
Aus tierexperimentellen Untersuchungen ist bekannt, dass weibliche Individuen ldnger anhal-
tender Freisetzung pro-inflammatorischer Mediatoren nach Trauma zeigen.

Im Gegensatz zeigten ovariektomierte Individuen erhohte Kupfferzellaktivierung nach TNFa-
Stimulation (305). Im humanen Organismus nach schwerem Trauma konnten zudem geneti-
sche Unterschiede in Bezug auf die Zytokin-Antwort nach LPS-Stimulation gezeigt werden,
die pradisponierend fiir die Entwicklung eines SIRS und konsekutivem MODS und MOF an-
gesehen werden miissen (306;307). Choudhry et al zeigten anhand von Tierexperimenten ho-
here Uberlebensraten in weiblichen Individuen nach Trauma (308). Nach Verbrennung und
Sepsis konnte in weiblichen Patienten besseres Outcome gezeigt werden (309;310). Obwohl
die eingeschlossenen Polytrauma-Patientinnen im Alter von 63+31 Jahren waren, zeigten sie
initial erhohte NF-kB-Aktivitdt, die rasch abnahm, um nach 72 Stunden signifikant gegeniiber
mannlichen Patienten erniedrigt zu sein. Diesbeziigliche Hormonbestimmungen wurden nicht

durchgefiihrt.

5.10 NF-kB unter potentiell therapeutischem Aspekt

Als ubiquitér vorhandener, essentieller Induktor einer Vielzahl pro-inflammatorischer Gene
schien NF-kB ein reizvolles Ziel potentieller therapeutischer Beeinflussung. Unter der Hypo-
these, iiberschieende pro-inflammatorische Prozesse effektiv liber den NF-kB-Pathways in-

hibieren zu kénnen, wurde eine Vielzahl von Studien durchgefiihrt.

69



Wihrend Islam et al dosisabhidngige NF-kB-Inhibition durch a-Tocopherol (311) in vitro de-
monstrierten, zeigten Bowie et al N-Acetylcystein, NAC, als direktor Inhibitor von NF-kB.
Dabei ist NAC durch Erh6hung der intrazelluldren Glutathion-Konzentrationen direkt in der
Lage, H,0,, sowie HO’, Hydroxylradikale, abzufangen. Andererseits wurde auch ein NAC-
unabhéngiger NF-kB-Aktivierungsweg beschrieben (312). Von Roth et al konnte Homo-
zystein-abhéngige Inhibition der LPS-induzierten NF-kB-Aktivierung in Endothelzellen ge-
zeigt werden (313). Pyrrolidindithiocarbamat, PDTC konnte von Schreck et al als Inhibitor
der H,O,, IL-1, TNFa und LPS-vermittelten NF-kB-Aktivierung in Fibroblasten und Lym-
phozyten gezeigt werden (314).

Scheinman et al zeigten gesteigerte Glucocorticoidrezeptor-vermittelte NF-kB-Bindung an I-
kB durch Dexamethason (315). Auf Grund der Komplexitit der NF-kB-Wirkungsweisen mit
insbesondere unmittelbar nach Trauma wiinschenswerter NF-kB-Aktivierung scheint in Zu-
sammenschau mit der demonstrierten zellspezifischen Inhibition eine generelle Blockade des
NF-kB-Pathways wenig sinnvoll, bzw. auf allgemein immunsuppressivem Niveau vergleich-
bar der NF-kB-Inhibition durch NSAR und Glucocorticoide.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass NF-kB in einer zellspezifischen und dosis-
abhingigen Weise reversibel durch eine Vielzahl antioxidativ bzw. antiphlogistisch wirksa-
mer Substanzen inhibiert werden kann (316). Dabei geht die jeweilige Wirkungsweise nicht
iber bekannte antiphlogistische Prinzipien wie etwa durch NSAR oder Glucocorticoide hin-
aus, so dass insbesondere die Komplexitidt pro- und anti-inflammatorischer Prozesse nach
schwerem Trauma mit konsekutiver Immunreaktion nicht durch derartige Substanzen thera-
pierbar erscheint. Insbesondere ist nach unseren Erkenntnissen die pro-inflammatorische post-
traumatische NF-kB-Wirkung wiinschenswert, so dass eine therapeutische Wirkungsreduktion

nicht sinnvoll erscheint.
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6. Zusammenfassung

Die Destabilisierung des humanen Immunsystems nach schwerem Trauma stellt auf Grund
steigender Zahlen das Unfallereignis primér iiberlebender Patienten ein wachsendes Problem
polytraumatisierter Patienten dar. Nach jahrzehntelanger Optimierung der priklinischen Ret-
tung, sowie der klinischen Therapieregime konnte eine konsekutive Reduktion der Priméir-
sterblichkeit schwer verletztere Patienten erreicht werden. Somit reprédsentiert die Entwick-
lung eines posttraumatischen Multiorganversagens die Hauptursache der Spitletalitit nach
schwerem Trauma.

Im Rahmen umfangreicher Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass frithen immunologi-
schen Verdnderungen nach Trauma eine essentielle Rolle im posttraumatischen Verlauf zu-
kommt. Den Zellen des angeborenen Immunsystems, Monozyten und Granulozyten kommt
dabei eine Schliisselposition der friihen posttraumatischen Immunregulation zu. Zahlreiche
Studien der Vergangenheit hatten zur Zielsetzung, pro- und anti-inflammatorische Mediatoren
nach Trauma zu identifizieren und zu quantifizieren.

Die vorangehende, iibergeordnete transkriptionale Steuerung dieser Effektorzellen ist dabei
bis dato weitgehend unbekannt. Als ein essentieller, mittlerweile ubiquitdr nachgewiesener
Transkriptionsfaktor konnte der nukledre Faktor kB identifiziert werden. Dieser ist befdhigt,
nach traumatischer wie anders gearteter inflammatorischer Aktivierung, in den Zellkern zu
translozieren und die Transkription einer Vielzahl pro-inflammatorischer Zielgene zu induzie-

ren. Diese posttraumatische Translokation von NF-kB ist bis dato nur unzureichend bekannt.

Ziel dieser vorliegenden Untersuchung war es daher:

1) In humanen Immunzellen der angeborenen Immunabwehr (Monozyten, PMN-
Granulozyten) gesunder Probanden unter Nativbedingungen nukleédre Translokati-
on von NF-kB mittels Electrophoretic Mobility Shift Assay, EMSA zu detektieren,
sowie nach artifizieller Stimulation mittels bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS

aus E.coli) NF- kB-Translokation zu induzieren.
i1) Die Dynamik der transkriptionalen NF-kB-Aktivitdt in der posttraumatischen Pha-

se bis 72 Stunden nach Trauma in den spezifischen Zellreihen zu analysieren so-

wie
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iii) Gemeinsame klinische Kriterien, die einer Anderung der nukleiren Translokation
von NF-kB in humanen Monozyten und Granulozyten entsprechen, zu identifizie-

ren.

Ad 1) Da bis dato keine validen Protokolle der nukledren Translokationsanalyse existierten,
wurden in einem ersten Schritt dieser Studie die optimalen Konditionen etabliert, einen nukle-
aren Translokationsnachweis zytoplasmatischer Proteine aus humanen Monozyten und Gra-
nulozyten gesunder Probanden unter Nativbedingungen, sowie nach artifizieller Stimulation
mittels bakteriellem Lipopolysaccharid zu fiihren.

Dabei konnte in humanen Monozyten gesunder Probanden lediglich geringe NF-kB-Aktivitét
nachgewiesen werden. Die Aktivitdt unter Nativkonditionen betrug 7,1+1,6 [AU]. Nach arti-
fizieller LPS-Stimulation war ein hochsignifikanter (p=0,001) Anstieg der kB—Translokation
auf 485,8+20,3[AU] zu verzeichnen.

In dhnlicher Weise konnte fiir PMN-Granulozyten eine basale NF-kB-Translokation von
6,3+0,7 nachgewiesen werden, welche nach Stimulation der Proben gesunder Probanden mit-
tels LPS eine hochsignifikante Induktion der nukledren Translokation auf 492+20,1[AU]
(p=0,001) ergab. Somit konnte gezeigt werden, dass das etablierte Protokoll zu validen Mess-
ergebnissen flihrt, welche sowohl unter Exposition mit bakteriellen Lipopolysacchariden, als
auch sogar unter Nativkonditionen mit der etablierten EMSA-Technik detektierbar sind.

Ad ii) Nach Etablierung eines Protokolles fiir Electrophoretic Mobility Shift Assay, EMSA-
wurde in einer zweiten Stufe dieser Studie die nukledre Translokation von NF-kB in Monozy-
ten und Granulozyten polytraumatisierter Patienten initial bei Aufnahme in die Klinik (< 90
Minuten nach Trauma), sowie standardisiert 6, 12, 24, 48 und 72 Stunden nach Trauma unter-
sucht. Durch sehr frilhen Zugang polytraumatisierter Patienten mit konsekutiv zeitlich eng
zum Unfallzeitpunkt korrelierten Analysen konnte in den ersten posttraumatischen Stunden
ein signifikanter Anstieg der nukledren NF-kB-Translokation in schwer verletzten Patienten
gezeigt werden.

Interessanterweise konnte in Monozyten polytraumatisierter Patienten unmittelbar nach
Trauma signifikant gesteigerte NF-kB-Translokation nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich
die Aktivitét initial innerhalb von 90 Minuten nach Trauma signifikant auf 163,0+16,9 [AU]
erhoht, die im Verlauf kontinuierlich auf 68,0+10,8 [AU] nach 6h, sowie 21,3+2,9 [AU] nach
12 Stunden abnahm. Bis 12 Stunden nach Trauma war die nukledre Aktivitit nach schwerem

Polytrauma somit signifikant gegeniiber der Negativkontrolle nativ isolierter Probandenpro-
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ben erhoht. Ab 24 Stunden nach Trauma war kein signifikanter Unterschied gegeniiber ge-
sunden Probanden mehr nachweisbar.

In Granulozyten konnte eine signifikante Aktivierung unmittelbar nach Trauma auf 72,5+9,6
[AU] identifiziert werden, welche nach 6 Stunden auf 94,5+14,3 [AU] anstieg. Interessanter-
weise kam es nach einer Reduktion 12 Stunden nach Trauma (4,9+0,9[AU]) zu einem erneu-
ten, signifikanten Anstieg der nukledren kB-Translokation auf 51,0+10,4 [AU] nach 24h.
Nach 48 und 72 Stunden waren keine signifikanten Unterschiede zu unverletzten Probanden
mehr nachweisbar.

Somit konnte eine sehr frithe Aktivierung der Zellen des unspezifischen Immunsystems nach
schwerem Polytrauma gezeigt werden, welcher eine rasche Reduktion folgt. Im Rahmen die-
ser vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass der in der Literatur beschriebenen Im-
munparalyse mit der postulierten, bereits initial bestehenden Reduktion des NF-kB-Pathways
ein signifikanter Anstieg in den Zellen des unspezifischen, angeborenen Immunsystems vo-
rausgeht. Ebenso konnte hierbei die in der Literatur postulierte bereits initial vorherrschende
Depletion des angeborenen Immunsystems in Monozyten widerlegt und eine initiale pro-
inflammatorische Signalinduktion identifiziert werden, welche der posttraumatischen Paralyse
des humanen Immunsystems vorausgeht.

Ad ii1) Die Analyse der polytraumatisierten Patienten ergab geschlechtsspezifische, wie zell-
spezifische Unterschiede: In Monozyten weiblicher Patienten konnte initial signifikant erhéh-
te NF-xkB-Translokation (203,54+32,8 vs. 125,5+14,5 [AU]) gezeigt werden, welche nach 6
Stunden signifikant reduziert war (64,6+10,9 vs. 24,2+6,7 [AU]; p<0,05) und bis 48 Stunden
unter dem Niveau ménnlicher Patienten bleib. Interessanterweise zeigten die ménnlichen Po-
lytrauma-Patienten in der spiteren posttraumatischen Phase ein hoheres Aktivationsniveau,
welches jedoch 72 Stunden nach Trauma signifikant reduziert war gegeniiber weiblichen Pati-
enten (21,8+2,9 vs. 3,5+0,9 [AU]).

In Granulozyten zeigten weibliche Patienten zundchst signifikant gesteigerte NF-xB-
Translokation (37,3+£3,6 vs. 151,844,9 [AU]), die nach 6 Stunden (99,8+20,1 vs. 82,3+14,8
[AU]) und 12 Stunden (7,1+1,4 vs. 4,3£0,6 [AU]) gegeniiber ménnlichen Patienten reduziert
war. Nach 24h zeigten weibliche Patienten dagegen stirkere Translokation (119,3+£33,1 vs.
20,7+4,6 [AU]), um sich nach 72 Stunden weder voneinander noch vom Niveau der Proban-
den zu unterscheiden.

Weder die Analyse der monozytiren, noch der granulozytiren NF-kB-Aktivitit ergab einen

statistischen Zusammenhang mit den posttraumatisch durchgefiihrten operativen Eingriffen.
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Hinsichtlich der Auspriagung eines posttraumatischen Multiorganversagens konnten zellspezi-
fische Translokationsmuster identifiziert werden: In Monozyten von Patienten, die bereits
initial ein Multiorganversagen (MOF > 4) aufwiesen, war die NF-kB-Translokation bei Auf-
nahme (88,4+13,3 vs. 282,4+£36,1 [AU]), sowie nach 6 Stunden (41,9+7,5 vs. 105£26,8), sig-
nifikant erniedrigt, um sich im weiteren Verlauf anzugleichen (12h: 26,1+4,6 vs. 13,6+2,6;
24h: 0,8+0,2 vs. 8,4+0,9; 48h: 0,8+0,2 vs. 8,4+0,9[AU]). In Patienten, die geringere Organ-
dysfunktionen aufwiesen, fand sich ein erneuter signifikanter NF-kB Anstieg nach 72 Stunden
(19,6+5,4 vs. 1+0,2 [AU)).

In Ubereinstimmung zeigte ebenso die granulozytire Analyse signifikant erniedrigte Translo-
kation in Patienten mit bereits initial ausgeprdgtem Multiorganversagen (19,7424 vs.
54,5£7,2 [AU]) gegeniiber Patienten mit geringerer Organdysfunktion, um nach 6h
(128,4+19,9 vs. 54,5+7,2 [AU]) erhoht zu sein. Nach 12 Stunden zeigten beide Gruppen redu-
zierte nukledre Translokation (10,7£2,3 vs. 3,5+0,9 [AU]). Patienten mit geringerer Organ-
dysfunktion zeigten nach 24h (104,7+21,8 vs. 2,1+0,2 [AU]), sowie nach 72 Stunden
(55,9£13.9 vs. 2,4+0,2 [AU]) einen erneuten signifikanten Anstieg im Vergleich zu schwerer
beeintriachtigten Patienten.

Hinsichtlich der anatomischen Verletzungsschwere gemall des New Injury Severity Scores,
NISS, war in Monozyten von Patienten mit einem NISS zwischen 16 und 24 Punkten die NF-
kB-Translokation bei Aufnahme signifikant vermindert (24,3+£3,4 vs. 30,8+1,4; vs. 44,2+3.2
[AU]; p<0,001) gegeniiber schwerer Verletzten, wihrend in schwer Verletzten mit einem
NISS groBer 34 Punkten die Aktivitdt signifikant erhoht war gegeniiber mittelgradig und
leicht Verletzten.

Ungeachtet der Traumaschwere zeigten alle Gruppen 6 Stunden nach dem Unfall deutlich
erhohte Aktivitit, welche sich nicht signifikant unterschied. 12 Stunden nach Trauma war die
NF-kB-Aktivitdt in der Gruppe schwer verletzter Patienten mit einem NISS>34 signifikant
gegeniiber den leichter Verletzten erhoht (p<0,002). Interessanterweise zeigten die leicht gra-
dig Verletzten (NISS<16) nach 72h signifikant hoheres Aktivititsniveau (6712 vs. 612
[AU]; p=0,028) als die schwerer Verletzten (NISS>24).

Hinsichtlich der granulozytiren NF-xB-Aktivitdt zeigten Patienten mit einem NISS kleiner als
24 Punkte bei Aufnahme (72,3+11,3 vs. 140,7+16,7 vs. 95,2+13,2 [AU]), sowie nach 6 Stun-
den (62,3+18,3 vs. 147,2+£28,1 vs. 168,1+32,4 [AU]) reduzierte nukleire NF-xB-
Translokation, die nach 12h gegeniiber den mittelgradig Verletzten erniedrigt war (22,4+4,8
vs. 27,8+6,7 [AU]), um nach 24h signifikant anzusteigen gegeniiber den schwerer verletzten

Patienten (108,3+21,8 vs. 3,8+1,2 vs. 77,6£19,6 [AU]; p=0,014).
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In Patienten, die ihre Vielfachverletzungen iiberlebten, war die monozytire NF-kB-
Translokation innerhalb von maximal 90 Minuten nach Trauma gegeniiber verstorbenen Pati-
enten erhdht. Uberlebende Patienten zeigten 6 Stunden (75,9£11,8 vs. 399,3£86 [AUJ;
p=0,001) und 12 Stunden nach Trauma (13,7+1,8 vs. 114,8+32 [AU]; p=0,001) signifikant
reduzierte NF-kB-Aktivitdt gegeniiber den verstorbenen Patienten. Interessanterweise nahm
die Aktivitit in den Verstorbenen kontinuierlich ab, um gegeniiber den Uberlebenden nach 24
Stunden signifikant reduziert zu sein (2,3+0,4 vs. 12,1£2,3 [AU]; p=0,003).

Im Gegensatz zu Monozyten war in Granulozyten verstorbener Patienten die initiale NF-kB-
Aktivitét signifikant gesteigert (392,7+11,1 vs. 45,3+4,6 [AU]; p=0,001). Wihrend die Trans-
lokation in Uberlebenden nach 6h gegeniiber dem Aufnahmewert signifikant erhoht war
(212,4+£15,6), war sie in Verstorbenen reduziert (194,6+5,2 [AU]) und lag fiir den weiteren
Zeitraum der Untersuchung unter dem Niveau Uberlebender. Interessanterweise zeigten iiber-
lebende Patienten nach 24 Stunden einen erneuten signifikanten Anstieg der NF-xB-
Translokation (66,3+13,3 vs. 3,4+0,2 [AU]; p=0,002).

Somit konnte im Rahmen dieser Studie erstmalig ein Zusammenhang der nukledren xB-
Translokation in Zellen der angeborenen Immunabwehr polytraumatisierter Patienten mit in
der Literatur als préadiktiv identifizierten Scores der Organdysfunktion, sowie der Verlet-
zungsschwere und dem Uberleben der eingeschlossenen Patienten nachgewiesen werden. Da-
bei zeigte sich prinzipiell ein biphasischer Verlauf als giinstig, der in Patienten mit niedrige-
rem MOF, niedrigerer Verletzungsschwere, sowie in iiberlebenden Patienten gezeigt werden

konnte.
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ARDS

ANV

CARS

DNA

DTT

EDTA

ELISA

EMSA

IxB

IKK

IL

ISS

8.

Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

Adult Respiratory Distress Syndrome, akutes Lungenver-
sagen

Akutes, als posttraumatisches zumeist pri-renales Nie-
renversagen

Compensatory Antiinflammatory Response Syndrome,
auch als second hit bezeichnete kompensatorische, post-
traumatischen Entziindungsreaktion

Die Gesamtheit der genetischen Information eines Orga-
nismus enthaltende Desoxyribonukleinsdure, desoxyribo
nucleic acids

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraessigsiure

Enzyme linkes Immuno Sorbent Assay, auf Antikorper-
bindung basierende Methode zur (semi-) quantitativen
Proteinnachweises

Electrophoretic Mobility Shift Assay, auf radioaktiver
Phosphorylierung basierende experimentelle Nachweis-
methode der nukledren translokation zytoplasmatischer
Proteine

Inhibitor kB, inhibitorisch auf NF-kB wirkendes Protein
IxBa-Kinase-Komplex

Interleukin

Injury Severity Score, Ausmal} der anatomischen Verlet-

zungsschwere
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LPS

MHC

MODS

MOF

MW

NF-xB

NK

NISS

PMN

PMSF

RES

ROI

SEM

SIRS

TEMED

T™MB

Auf der Oberfldche gram-negativer Bakterien exprimier-
tes Lipopolysaccharid

Major Histocompatibility Complex

Multiple Organ Dysfunction Syndrome, Multioorgan-
Dysfunktionssyndrom

Multiple Organ Failure, Multiorganversagen

Mittelwert

Nukledrer Faktor kB

Natiirliche Killerzellen

New Injury Severity Score, T. Osler, (167)
Polymorphonucleére neutrophile Granulozyten
Phenylmethylsulfonylfluorid

Retikulo-Endotheliales System, Gesamtheit aller zur
Phagozytose befdhigten Zellen

Reaktive Sauerstoffmetabolite

Standard error of the means, Standardabweichung der
Mittelwerte

Systemic Inflammatory Response Syndrome, posttraums-
tische, systemische Entziindungsreaktion
N,N,N,N’-Tetraethylendiamin

Tetramethylbenzidin
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