Aus der chirurgischen Klinik und Poliklinik Innenstadt der
Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen

Direktor: Professor Dr. med. Wolf E. Mutschler

ANALYSE DER NUKLEAREN TRANSLOKATION
UND DNA-BINDUNGSAKTIVITAT VON STAT1 UND
STAT3 IN POLYTRAUMATISIERTEN PATIENTEN IN
DER FRUHEN POSTTRAUMATISCHEN PHASE

Dissertation zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultit der

Ludwig-Maximilians-Universitdt zu Miinchen

vorgelegt von
Helen Vester
aus

Ravensburg

2008



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat

der Universitit Minchen

Berichterstatter:

Mitberichterstatter:

Mitbetreuung durch den

promovierten Mitarbeiter:

Dekan:

Tag der miindlichen Priifung:

PD Dr. Peter Biberthaler

Prof. Dr. Christopher Heeschen

Prof. Dr. Peter Lohse

PD. Dr. Peter Biberthaler

Prof. Dr. med. Dr. h.c. M. Reiser,
FACR, FRCR

11.12.2008



In Liebe fiir die beste Mutter der Welt



INHALTSVERZEICHNIS

L EINLEITUNG ..ottt ettt ettt bt et b e st e e e b et e st eme s 6
1.1 Posttraumatische Immunreaktion ............coeieeiiirierieneee et 8
1.2 Pathophysiologie des posttraumatischen SChocks ...........cccovvviiiiiiiiiiciiiiece e, 11
1.3 Mechanismen der posttraumatischen Entzindungsreaktion .............cccecvevvieveeneeneennenenenn, 12
1.3.1 Endothelzell-Granulozyten- Interaktion............cceceerienienieniiiieeie e 13
1.3.2 Monozyten/MakrophagenSyStem ..........cc.veevveeerveercrieeiiieenreeereeeseeeesveesreeeeneesenes 14
1.4 EntzindungSmediatoren .........c.uevieriiiiieiieiiiesiieseesteereereesseesieesssesssessseesseesseessessssesssessseenes 15
1.5 Die Signal Transducer and Activator of Transcription Proteine............cccceceevereevencncennnne. 17
1.5.1 Die inflammatorische Wirkung von STAT .......ccccooiiiiiiiiiieeeeee e 20
1.5.2 Die Rolle von STAT-Mutationen bei Erkrankungen des Menschen................. 21
20 ZIELSETZUNG ...ttt ettt st sttt st b e st b e e e eaeennes 28
3. MATERIAL UND METHODEN .......ccocoiiiiiieieieee ettt 30
3.1 VOTDEMETKUNG ...oooviiiiiiiiciii ettt et e st e e ae e st e estaeesebeeensaeenssaesnseeenes 30
I o1 31 L) o USRS 30
3.3 BIUtPTODENZEWINIUIZ .....eeuvvevieeeieeiieeieeieesieeseesteeseeteesseesseesssessseesseesseesseesssesssesnsessseesseennes 31
3.4 ZellISOLAtION. ....cutieieitie ittt et ettt st et ettt sh e e e nae 31
3.4.1 VErarDOItUNG ......cccuveeeieeiieiieieetesieeste e et e et esteeseaeseaessbeesseesseessaesseesssesssessseessenns 31
3.4.2 ISOLAtiONSPIINZIP ...veuvenviriieniieiieierteet ettt ettt sttt ettt sbe et bt et e e saeens 32
3.4.3 MONOZYLENISOLALION ....eutietieiiiiiieeie ettt ettt st e e 33
3.4.4 GranulozyteniSOIatioN ..........ccceeecuiieriieiiieeieerree e ete et e e e saeesbeeeeaeesnseeenns 33
345 ZEIIZAN ..ottt sttt beenee e 34
3.5 Trennung von nukledrem und zytosolischem Protein ............cccceveeniniiniiiiiiiieeeeee 34
3.0 VaAlIQICIUNGEN .....eeieiiiieiiieciie ettt ettt e et e ettt e et ee et e e ssbeesstae e sseeessaeessseessseeessseenssessnsseenes 35
3.6.1 SHMUIALION «eutitiiiieiieiee ettt et ettt et e b sae e e sneeneenee 36
3.7 Proteinbestimmung nach Bradford............ccccovieniiiiiiiieiieceeeee e 36
3.8 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) ......ccoiioiiiecieeieeciee ettt s e 37
3.8.1 EtablierungSVerSUCHE. ......ccverieriiiiieiieieerieesieesetesveeteeteesteestessaesesessseenseeseessnens 37
3.8.2 Radioaktive Markierung des Oligonukleotids..........ccceeveeririinininiiencncinenenene 38
3.8.3 KONIOIIEN. ...ttt ettt et ettt et e st saeeeaeeeneeens 39
3.8.4 EMSA — ReaktionSgemiSCh.........cccuiiiiiiiiiiieiiesiiecite e ere e e sreeseeesenesaneenne e 40
3.8.5 FIlMVEIarbEItUNG .......eevuverieiiiiiieieeieesieesieeseeseteeaeereebeesseessaessaessaesssesnseesseenseenns 41
3.9 KHNISChE DIAEN.....eiiieiiieiiiieeete ettt ettt bttt 41
3.10 Score BereChNUNGEN. ......ccviiiiiiiciieiiecie ettt ettt strestbeeabeesbeesreesenessnenens 42
3.10.1 DEr MOF SCOTE .....eeiuviiiiiiiinitiiieee ettt sttt e s 42
3.10.2 Der Injury Severity Score, ISS .........ccooiriiimiininiiietctce e 43
3,11 StatiStiSChe ANALYSE......ccccviiiiiieeiie ettt ettt e et e s b e e e beeeseveesabeeeaaeessseeenseeenes 44
4. ERGEBNISSE ...ttt sttt sttt 45
4.1 PatientenKOIEKEIV . ....cccuieiieierie ettt sttt et 45
4.2 Schweregrad der VErletZUNZEN .........cccvieiiiiiiiiiiiiieciee ettt et vee e e s ve e e eaeeebaeeneae s 45
8 T80V () PSR 49
4.4 Zellisolation ProteinvValidiCrUng ..........cceevverieriieriieeiiieiiesieeseeseeeseeseesreesseeseesseesseessnesssennns 50
4.5 Electrophoretic MObBility SHift ASSAY.........cccooiieiiiiiiiiiiiieese et 51
4.6 KONLIOIKOIEKLIV ..ottt ettt eee e 52
4.7 STAT1 Aktivitit in Monozyten polytraumatisierter Patienten............ccceccvevvervencvenneenennn, 55
4.7.1 GesamMEKOIIEKEIV ....ocueiriiiiiieiieeeee e e 55
4.7.2 Einteilung nach Massentransfusion..........cccveeeveeeriieiiieeiieeieeecreeeeeesveeevee s 57
4.77.3 Einteilung nach OUICOME ..............c..cceeviiiiiiciieciiecieceeeie e 58
4.7.4 Einteilung nach NISS ... 59
4.7.5 Einteilung nach MOF .........ccciiiiiiiiiccie ettt e 60
4.8 STAT3 Aktivitdt in Monozyten polytraumatisierter Patienten............cccoecvevvervenieeneennennn, 61
4.8.1 GeSAMEKOIIEKEIV......eiuiiiiiiieiieieiieee ettt s 61



4.8.2 Einteilung nach Massentransfusion...........ccceecueeeiierieerienienie e 63

4.8.3 Einteilung NaCh OUICOME ..........c..ccvevuieciieciiciieieeteee ettt ees 64
4.8.4 Einteilung nach NISS ...ttt ees 65
4.8.5 Einteilung nach MOF ........cooiiiiiiiiii et 67
4.9 STAT1 Aktivitit in Granulozyten polytraumatisierter Patienten ...........ccccocevvevveeecnveennnnn. 68
4.9.1 GeSAMEKOIICKEIV.......euieiiiiieiieieeeee ettt 68
4.9.2 Einteilung nach Massentransfusion............coeceevieeiieiiiesieeieeeeeeee e 69
4.9.3 Einteilung Nach OUICOME .............cccceiivviiiciiiecii ettt n 71
4.9.4 Einteilung nach NISS ...t ere e s e e e 72
4.9.5 Einteilung nach MOF ........coociiiiiiiiiiiieiieeeteeee et 73
4.10 STAT3 Aktivitit in Granulozyten polytraumatisierter Patienten ..............cccocceeveeneenenns 74
4.10.1 GesamtKOIIEKEIV. ....c.eiiiiiiiee et 74
4.10.2 Einteilung nach Massentransfusion............cccvevvierierierrenieeieeieesieeseeseesnesneeens 77
4.10.3 Einteilung nach oufCOmMe ...........ccoovieiiiiiiiieeeeeeeee et 78
4.10.4 Einteilung nach NISS ........cciiiiiiee et e 79
4.10.5 Einteilung nach MOF ..........cc.oooiiiiiiiiiiiiieee e 81
S.DISKIUSSION L.ttt et ettt et s h et e st sbe et e sbe e st et ebe et e beeaeenees 83
R 1 (531 1 Vo a1 USRS 83
S5.1.1 StUAIENACSIZN ..c.vveenvieiieeiieeiie ettt et seeste et e et esbe e teesseessaessseasseessaesseesseesssesssesssenssensseesens 83
5.1.2 PatientenkolleKtiV......cooueiiiiiiiiieieeete et 84
5.1.3 ZRIISOIAtION. ....c.uviiiiiieciie ettt ettt et e et eestveeeabeeetaeessbeeeraeenes 85
5.1.4 Electrophoretic Mobility SHift ASSAY..........ccccoovvueeeeiiieiiiieeiiiieeie e 86
5.2 Posttraumatische InflammationSreaktion ............ccecverieriiriiieiieeiieeeesee et 87
5.3 ImmunKompetente ZEIIEn ..........c.eieiuiiieiiieiie ettt e 88
ST 0 Y 10751071 2 £33 RS R 88
5.3.2 GranUIOZYLON ......ecvieireiieiiesreeteete et eteesseesteestaeseressseasseesseesseesseesssesssesssessseesseens 89
5.4 STAT TransloKation......c..coeerieiiiiiriinieeeet ettt sttt 90
5.4.1 Transkriptionsfaktor STAT ......oooviiioiiieeeeee e 90
5.4.2 Die Bedeutung der STAT-Mutationen bei Erkrankungen des Menschen............ 91
5.5 Die STAT1 und STAT3 Aktivitdt im KontrollkolleKtiv..........cccovevienieniieniieiieieeeieeen, 93
5.6 PatientenKOIIEKtIV....cc.eeiiiiiiiie ettt s 94
5.6.1 Translokation von STATT ...cc.ooiiiiiiii e 94
5.6.2 Translokation von STAT3 ..ottt 96
5.7 Einteilungen des PatientenKollEKtiVS. ........ccovviiriiiiiiieie et e 98
5.7.1 Anatomische VerletZungSSCAWETIe ........cccvevvieiiiiieiieiecie e 98
ST2MOF .o e ettt sttt h s 100
5.7.3 UDCIIEDEN ...ttt 101
5.7.4 MasSENITANSTUSION ..ccuveetiiiiiiiiiieie ettt ettt ettt ettt et e sttt e st e et e et e sbe e b e ns 102
6. SCHLUSSFOLGERUNG . .......cooiiiiiii ettt ettt eenae e 104
7. ZUSAMMENFASSUNG ...ttt ettt ettt aeseeeeenneas 105
8. LITERATURVERZEICHNIS. ..., 111
9. VERWENDETE ABKURZUNGEN..........coooiiiiiiiiiiiiii e, 124
10. MATERIALIEN. . ..o e 127
10.1 Gerdte und Material....... ..o 127
10.2 ChemiKalIen ......coveruiiiiieieiese ettt et b ettt st enee s 128
T1. DANKSAGUNG. ..o e 130
12. LEBENSLAUF ... ..o e 132



1. EINLEITUNG

In der Bundesrepublik Deutschland verstarben im Jahr 2006 so wenig Verkehrsteilnehmer im
Rahmen von Unfillen wie nie zuvor '. So wurden 2006 nur halb so viele tddlich Verungliickte
gezahlt (insgesamt 5091 Tote) im Vergleich zum Jahr 1992 (insgesamt 10631 Tote). Die
Ursache fiir den erheblichen Riickgang von Verkehrstoten in der BRD ist von zahlreichen
Faktoren beeinflusst. Im Vordergrund stehen hierbei aktive und passive Sicherheitssysteme in
modernen Fahrzeugen, wie zum Beispiel Gurt-Systeme, Airbags, Fahrgastzellen schiitzende
Konstruktionen, etc., sowie die zunehmende Verbesserung priklinischer und klinischer
medizinischer Versorgung. Hierzu zdhlen die Optimierung der Schockraumversorgung und
Ausschopfung der intensivmedizinischen Mdoglichkeiten, sowie iiberarbeitete chirurgische

14,152 .
22 In diesem

Therapiekonzepte (zum Beispiel. das Konzept des ,,damage control®)
Zusammenhang konnte die posttraumatische Letalitdt schwerstverletzter Patienten im Verlauf
der letzten Jahrzehnte um etwa 60% reduziert werden '*°.

Im Gegensatz dazu ist die Anzahl der schwerst verletzten Patientinnen und Patienten in der
jiingsten Vergangenheit kontinuierlich angestiegen '% Die Ursache hierfiir liegt zum einen
darin, dass die Sicherheitssysteme der Fahrzeuge zwar tddliche Verletzungen reduzieren
konnen, aber Betroffene dennoch erheblichen Gewalteinwirkungen ausgesetzt sind und somit
an ihren Verletzungen nicht unmittelbar versterben, sondern durch die hervorragend
verzahnten Rettungssysteme schwerstverletzt in Kliniken gebracht werden. Dies bedeutet,
dass ein erheblicher Anteil derjenigen Patienten, die schwerstverletzt in eine Klinik
eingeliefert werden, vor kurzer Zeit noch in der Priklinik verstorben wire.

Zum anderen schiitzen die Fahrzeugsicherungssysteme zwar die Insassen mehr und mehr,

jedoch sind ca. 20% der im Stralenverkehr polytraumatisierten Patienten primér nicht in

einem Fahrzeug unterwegs, sondern zum Beispiel als Fullgdnger, Fahrradfahrer oder



Motorradfahrer und profitieren somit nicht in gleichem MaBle von der kontinuierlichen
Verbesserung der Sicherheitskonzepte moderner Fahrzeuge.

Dariiber hinaus wird ein erheblicher Anteil polytraumatisierter Patienten auBerhalb des
Stralenverkehrs, beispielsweise im Rahmen von Arbeitsunfillen, von Verletzungen betroffen
oder verunfallt im Zusammenhang mit der zunehmenden Héufigkeit von risikoreichen Trend-
Sport-Arten, wie beispielsweise Gleitschirmfliegen, Bungeejumping, etc.

In der Bevdlkerungsgruppe der Menschen bis zum 45. Lebensjahr stellt das Polytrauma somit

. . . e 12,52
nach wie vor die hiufigste primédre Todesursache dar '*°

. Ein Polytrauma ist die Summe
mehrerer Verletzungen verschiedener Korperregionen oder Organsysteme, die in ihrer
Kombination, unter Umstidnden aber auch bereits einzeln, lebensbedrohlich sind '*°.

Innerhalb der ersten 24 Stunden nach Unfallereignis versterben bis zu 30% der schwerst

176 Wihrend diese frithe Letalitiit meist durch das schwere Schidel-Hirn-

verletzten Patienten
Trauma und ausgedehnte Massenblutungen nach Verletzungen von gro3en Gefdflen oder stark
durchbluteten parenchymatdsen Organen determiniert ist, wird die Spétletalitdt durch schwere

Funktionsstdrungen von lebenswichtigen Organen bestimmt **'"!

. Zahlreiche Untersuchungen
haben deutlich gemacht, dass diese Funktionsstorungen Organsysteme betreffen konnen, die
durch das eigentliche Trauma nicht direkt in Mitleidenschaft gezogen wurden. Somit ist der
klinische Verlauf der Patienten weitgehend durch die Entwicklung auf der Intensivstation
geprigt **. Weitere 40% der aufgrund eines Polytraumas verstorbenen Patienten, versterben
innerhalb von Tagen bis Monaten nach Unfallereignis aufgrund eines Multiorganversagens.
Die Spitletalitit ist weitgehend auf den Ausfall lebenswichtiger Organe zuriickzufiihren'®,

Umfangreiche Untersuchungen haben klar aufgezeigt, dass dieser Immunreaktion des Korpers
ein pathophysiologisches Phdnomen zugrunde liegt, dessen Ausldser unterschiedliche
Ursachen, wie zum Beispiel Unfille, Schussverletzungen, Verbrennung oder Ahnliches haben

4,10,164

kann . Die initial betroffenen Organe induzieren eine Reihe von inflammatorischen

Kaskaden, die primir der sofortigen Reparatur des verletzten Gewebes dienen *°. Zu diesem



Zweck werden vermehrt proinflammatorisch wirksame Metabolite, wie beispielsweise IL-1,
IL-2, TNF-o, IL-6, IL-8 oder toxische Sauerstoffmetabolite (ROI) und Stickstoff NO

. 4,10,170,174
ausgeschiittet 1170174,

Diese liefern die Grundvoraussetzungen fiir eine schnelle
Rekonvaleszenz des betroffenen Gewebes in Form von Angiogenese, Vasodilatation und
Makrophagenimmigration. Diese, auf die initial betroffenen Organe begrenzte,
Entziindungsreaktion kann jedoch auch zu einer iiberschieBenden generalisierten
Inflammationsreaktion fiihren, die Organe und Gewebe in Mitleidenschaft zieht, welche durch
das eigentliche Trauma nicht angegriffen waren. Solch eine iiberschieBende, das gesamte
System betreffende, Entziindungsreaktion in der posttraumatischen Phase wird als Systemic
Inflammatory Response Syndrom (SIRS) bezeichnet '*'3>13%.

Der zeitliche Ablauf, sowie die zugrunde liegende Pathophysiologie dieser posttraumatischen

Immunphénomene werden im nichsten Kapitel niher erldutert.

1.1 Posttraumatische Immunreaktion

Als urséchlich fiir die Induktion und Aufrechterhaltung der posttraumatischen Organstorung
wurde die initiale Ausbildung einer Stressreaktion des Organismus identifiziert. Dabei kommt
es nach einem Unfall in Abhingigkeit von der Verletzungsschwere zundchst zu einer
generalisierten Entziindungsreaktion, die als Systemic Inflammatory Response Syndrome
(SIRS) beschrieben wurde. Fiir die klinische Definition des SIRS miissen mindestens 2 der
folgenden Parameter zeitgleich auftreten, bei jedoch fehlendem Nachweis eines infektidsen
Fokus: 1) Herzfrequenz >90/min, 2) Atemfrequenz >20/min bzw. Hyperventilation mit
konsekutivem P,CO, <32mmHg, 3) Temperatur >38°C oder <36°C und 4) Leukozyten
>12000/mm’ oder <4000/ mm® oder >10% juvenile neutrophile Granulozyten '>*'2":170,

In dieser Phase kommt es zu einer gesteigerten Aktivierung des Immunsystems. Dadurch

kann das posttraumatische SIRS primér noch reversible funktionelle Organaustfille bewirken.

Ist der Organismus nicht fahig, diese Entziindungsreaktion zu kontrollieren, kann sich daraus



ein Multiorgandsysfunktionssyndrom (MODS) entwickeln, welches konsekutiv in einem

37,55,137

irreversiblen Multiorganversagen (MOF) miinden kann . Dieses posttraumatische

Phinomen geht noch immer mit einer hohen Mortalitits- und Morbidititsrate einher '®**>12!,
Rodney et al. konnten beispielsweise zeigen, dass die Mortalitidt bei mehr als 3 betroffenen

55 Weiterhin konnten Nast-Kolb et al. in einer

Organsystemen bereits bei 67% liegt
aufwindigen Studie zwar nachweisen, dass die Mortalitdt des MOF von noch 18% im Jahre
1975 auf schlieBlich 4% im Jahre 1999 gesenkt werden konnte, die Inzidenz von MODS bzw.
MOF hingegen stieg in diesem Zeitraum von 26% (1975) auf 33% (1999) an '*'. Ferner
versterben noch immer bis zu 50% der Patienten im Behandlungsverlauf, die ein manifestes
MODS entwickeln >*'*!. Im internationalen Vergleich finden sich, zumindest fiir alle
westlichen Industrienationen, vergleichbare Zahlen beziiglich der Haufigkeit dieser
posttraumatischen Komplikation '"*'"?,

Als kompensatorische Reaktion des Organismus auf das hyperinflammatorische Intervall des
SIRS, kann es zu einer hypoinflammatorischen Phase kommen, die in der Literatur als Com-
pensatory Antiinflammatory Response Syndrome (CARS) beschrieben ist '*°. Sie zeichnet sich
durch Immunsuppression, begleitet von einer Uberproduktion antiinflammatorischer Zytoki-

121 In dieser Phase ist das Individuum erheb-

ne, wie beispielsweise IL-1RA oder IL-10 aus
lich infektgefdhrdet, das Immunsystem weist schwere Funktionsstérungen auf, und die kor-
pereigene Abwehr bietet keinen ausreichenden Schutz. Es kommt folglich zur Ausbildung
von nosokomialen Infektionen, Pneumonien und im schlimmsten Fall zu einer manifesten
Sepsis. Durch die Infektneigung und Abwehrschwiche kann das Individuum sehr leicht eine
spite Form des Multiorganversagens, das so genannte ,,late onset MOF*, entwickeln '’'. Die
Entstehung der Infektionen fiihrt ihrerseits erneut zu Phasen der Inflammation mit konsekuti-
ver Immunsuppression was letztlich in einem circulus vitiosus aus posttraumatischer Inflam-
mation> Immunsuppression> Infektion> Inflammation> Immunsuppression enden

194

kann . Das zeitliche Geschehen ist noch einmal genauer in Abb. I verdeutlicht.



Abb.1: Die Dynamik der Immunantwort nach Polytrauma

Immunantwort nach Polytrauma
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Abb.1: Diese Graphik stellt schematisch die zeitliche Abfolge der posttraumatischen
Immunsystemdysfunktionssyndrome dar. Initial nach Trauma kommt es zu einer generalisierten
Entziindungsreaktion, dem SIRS, welches zu einer friihen funktionellen Dysfunktion verschiedener
Organsysteme fiihren kann (MOF friih). Als kompensatorische Gegenregulation des Korpers kann es
im Folgenden zu einer hypoinflammatorischen Phase kommen, dem CARS. Hier ist der Organismus
durch sehr geringe Immunabwehr gekennzeichnet, was ein spdtes MOF zur Folge haben kann.

In diesem Zusammenhang hat man bereits Ende der 80er Jahre erkannt, dass die zu frithe
Exposition eines polytraumatisierten Patienten gegeniiber einem weiteren, das Immunsystem
beeinflussenden Ereignis, wie beispielsweise einer lang dauernden Operation oder

Bluttransfusionen, zu einer zusitzlichen Freisetzung von inflammatorisch aktiven Metaboliten

10



fiilrt ', Dieses Kklinisch relevante Problem wurde als ,second-hit“ Phidnomen

. 121,137,196
bezeichnet =7 """,

1.2 Pathophysiologie des posttraumatischen Schocks

Im Rahmen des traumatischen Ereignisses kommt es zu einer temporiren Ischdmie mit darauf
folgender Reperfusion der betroffenen Region, wobei toxische Sauerstoffmetabolite
freigesetzt werden °. Dies fiihrt zur Aktivierung von Granulozyten und Makrophagen. Die
sympathoadrenerge Zentralisierung des Kreislaufs, wie beispielsweise beim traumatischen
hdmorrhagischen Schock, bewirkt eine Ischimie der zentralen Organe und der
Extremititen®%!%+19.

Hierbei zeigte sich das Lungen- und Nierengewebe als besonders empfindlich gegeniiber

386018 1 diesem Zusammenhang kann es zur Ausbildung eines

passageren Ischdmiephasen
akuten Nierenversagens (ANV)’’, bzw. eines Acute Respiratory Distress Syndrome
(ARDS)'*1%1% kommen. Aufgrund der ausgepridgten Sensibilitit des respiratorischen und
glomeruliren Epithels, wurden diese Organe als primére Schockorgane identifiziert **'*21°,
Des Weiteren erorterten mehrere Studien der vergangenen Jahre, dass der
Gastrointestinaltrakt ebenfalls empfindlich auf ischdmische Passagen reagiert 7388,

Die Ischimie-Reperfusion des Gastrointestinaltrakts kann sowohl durch direkte Schidigung
der Darmwand als auch indirekt durch Zentralisation im Volumenmangelschock induziert
werden. Durch die Minderperfusion kénnen Mucosaschidden induziert werden, die pathogenen
Keimen die Translokation in das Gewebe und die systemische Zirkulation erleichtern.
Dadurch kann es zur Aktivierung des Immunsystems mit konsekutiver Induktion einer

430 Ferner induziert die Minderperfusion der

generalisierten Inflammationsreaktion kommen
Leber eine vermehrte Freisetzung immunmodulatorischer Mediatoren, wie beispielsweise den

Akut-Phase-Proteinen oder Anti-Akut-Phase-Proteinen. Diese sind stark beteiligt an der

11



posttraumatischen Inflammationsreaktion **”°. Durch solch eine Induktion verschiedener

Inflammationsfaktoren kann aus dem Mono-Organversagen folglich ein MOF resultieren.

1.3 Mechanismen der posttraumatischen Entziindungsreaktion

Die Entwicklung von Entziindungsreaktionen nach hdmorrhagisch-traumatischem Schock ist
ein komplexer Prozess, der im Folgenden nédher erldutert werden soll. Die
Inflammationsreaktion wird getragen vom humanen Immunsystem, welches primir zum
Schutz des Organismus vor Gefahr von auBen konzipiert ist '>.

Die verantwortlichen Mechanismen, welche dieses sorgfiltig austarierte System dazu bringen,
von seiner urspriinglichen Rolle als Schutzmechanismus umzuschwenken in ein
autoaggressives System, das in der letzten Konsequenz das eigene, tragende Individuum
zerstort, sind nur hochst unzureichend verstanden. Jiingste Untersuchungen weisen darauf hin,
dass sowohl das unspezifische wie auch das spezifische Immunsystem hierbei substantiell
beteiligt sind **'”’. Bestandteile des unspezifischen Immunsystems sind physiologische
Barrieren, wie beispielsweise Haut- und Schleimhiute, sowie Granulozyten,
Monozyten/Makrophagen, dendritische Zellen und das Komplementsystem. Durch die
unspezifische Aktivierung humoraler Kaskadensysteme werden Produkte aus dem
Komplementsystem, der Gerinnung, der Fibrinolyse und dem Prékallikrein/Kallikreinsystem
stimuliert. Diese aktivieren Granulozyten, Makrophagen und Monozyten zur Diapedese ins

Gewebe und zur Synthese inflammatorischer Zytokine >

. Das aktivierte Komplementsystem,
das als Bestandteil des unspezifischen Immunsystems gilt, setzt Komplement-Spaltprodukte
wie beispielsweise C5a und Platelet Activating Factor (PAF) '® frei. Diese aktivieren
ihrerseits zellulire Bestandteile des Immunsystems °*. Zu den Produkten der zelluliren

Mediatoren zdhlt man Produkte aus dem Arachidonsduremetabolismus und Zytokine, die von

Phagozyten, Lymphozyten und Endothelzellen gebildet werden. IThnen gemeinsam ist, dass sie

12



sowohl direkt als auch indirekt, d.h. durch Stimulation von polymorphkernigen neutrophilen

Lymphozyten (PMN) und Endothelzellen zu einer Schidigung der Mikrozirkulation fithren'®,

1.3.1 Endothelzell-Granulozyten- Interaktion

Die aktivierten polymorphkernigen neutrophilen Lymphozyten adhérieren am Endothel
postkapilldrer Venolen und setzen ihre toxischen Produkte, wie beispielsweise
Sauerstoffradikale, Proteasen, Zytokine und Arachidonséduremetabolite (Leukotrien B 4) frei.
Das relative Versagen inhibitorischer Gegenregulatoren fithrt dabei zu einer generalisierten
Storung der Mikrozirkulation und der Permeabilitit, was wiederum die Ausbildung einer
Organdysfunktion bis hin zum Multiorganversagen zur Folge hat '**. Fiir die Adhision
notwendige Voraussetzung ist die Expression von Selektinen (P-Selektin, E-Selektin) in
Endothelzellen und L-Selektin auf Lymphozyten. Ferner noch Integrine und
immunglobulindhnliche Adhéisionsmolekiile (/CAM-1, PECAM-1, VCAM-1, etc.). Hierbei
scheint insbesondere das ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1) von Bedeutung zu sein.
Eine erhohte Expression dieses Molekiils auf Endothelzellen in Interaktion mit
polymorphkernigen neutrophilen Lymphozyten ist mit einer inflammatorischen
Fehlregulation assoziiert '*'”7. Es zeigte sich im posttraumatischen Verlauf auch hier ein
signifikanter Unterschied zwischen Patienten, die ein MOF entwickelten, und solchen, die
ohne diese Komplikation blieben '**.

Ferner ist die endotheliale Stickstoffmonoxid-Freisetzung (NO-Freisetzung) ausschlaggebend
fiir die GefdBpermeabilitdit. Nach Trauma kommt es deshalb durch unterdriickte NO-
Freisetzung zu einer Permeabilitdtssteigerung, die bis hin zum capillary leak syndrom fiihren
kann *7!,

Die Beteiligung der polymorphkernigen neutrophilen Lymphozyten an der posttraumatischen
Entziindungsreaktion wird anhand der Dynamik ersichtlich. Botha et al. konnten

beispielsweise bei polytraumatisierten Patienten nachweisen, dass bereits 3 Stunden nach
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Unfallereignis die zirkulierenden polymorphkernigen neutrophilen Lymphozyten signifikant
erhoht waren gegeniiber der Vergleichsgruppe. 6 Stunden post trauma jedoch konnten sie
einen dramatischen Einsturz verzeichnen. Bei den Patienten, die im posttraumatischen
Verlauf ein MOF entwickelten, war der Abfall der zirkulierenden polymorphkernigen
neutrophilen Lymphozyten nach 12 Stunden signifikant groBer als bei den Patienten ohne
Organsystemdysfunktionen .

Die potentiell zytotoxischen Produkte und Reaktionen der polymorphkernigen neutrophilen
Lymphozyten dienen unter physiologischen Bedingungen nicht der Schiadigung von Organen,
sondern der Elimination eingedrungener Mikroorganismen. Dies erfolgt in der Regel durch
eine Kooperation zwischen Phagozyten der unspezifischen Abwehr mit den Zellen und
Produkten der spezifischen Immunitdt. Diese Kommunikation wird durch Botenstoffe, den

Zytokinen, vermittelt ''*'*%,

1.3.2 Monozyten /Makrophagensystem

Das unspezifische zellulire Immunsystem nimmt eine bedeutende Rolle in der
posttraumatischen Inflammationsreaktion ein °“'*'. Dabei kommt insbesondere dem
Monozyten/Makrophagen System grofle Bedeutung zu. Physiologischerweise differenzieren
Monozyten unter Zytokineinfluss zu dendritischen Zellen, die Antigene prisentieren konnen
und somit einflussreiche immunmodulatorische Mediatoren darstellen **. Sie kénnen naive T-
Zellen stimulieren und Gedéchtniszellen akquirieren. Unter dem Einfluss diverser Stimuli
konnen Monozyten aber auch zu Makrophagen differenzieren. Diese besitzen zwar ein
grofleres Potential zur Expression proinflammatorischer Zytokine, haben aber auch die
Féhigkeit verloren T-Zellen zu aktivieren. Ferner exprimieren sie auf ihrer Oberfliche
weniger Major Histocompatibiliy Complex der Klasse II (MHC 1II), und die

. ; . . 51,160
Antigenprisentation ist ineffizient 47",
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Die Antigenprisentation ist eine Voraussetzung fiir die Aktivierung der T-Lymphozyten.
Diese wiederum konnen Zytokine freisetzen (Lymphokine), welche eine erneute Stimulation
der antigenprisentierenden Zellen, sowie die Proliferation der T-Lymphozyten
induzieren'***".

Eine Auswirkung der posttraumatischen Fehlregulation des Monozyten/Makrophagen
Systems kann man an der Unfahigkeit erkennen, Antigene zu prisentieren, was zu einem

kompletten Versagen des eben erlduterten Kreislaufs fithrt "%,

1.4 Entziindungsmediatoren

Besondere Bedeutung bei der posttraumatischen Inflammationsreaktion kommen dabei vor
allem den Zytokinen IL-6 (Interleukin 6) und IL-8 (Interleukin 8) und IL-10, sowie TNF-a
oder IFN-y zu "**. Zum einen konnten in multiplen Studien Korrelationen zwischen den
Plasmaspiegeln von IL-6 und IL-8 und dem Verletzungsmuster der Patienten' der
Verletzungsschwere®, der Ausbildung eines MOFs'**, sowie der Ausbildung eines septischen

Schocks (IL-6)"*° und sogar dem outcome der Patienten nachgewiesene werden MLIS2ZISS 7

um
anderen liben IL-6 und IL-8 aber auch einen Primingeffekt auf zirkulierende Granulozyten
aus. Darunter versteht man, dass bereits geringe Konzentrationen dieser Zytokine die
Reagibilitdt der polymorphkernigen neutrophilen Lymphozyten auf andere inflammatorische
Stimuli erheblich potenziert. Dieses Phédnomen fiihrt unter anderem zu einer vermehrten
Freisetzung von zytotoxischen Stoffen wie Superoxidanionen, Elastase oder
Adhisionsmolekiilen >,

Eine Quelle proinflammatorischer Zytokine (IL-8, TNF, IL-6), sowie antiinflammatorischer
Mediatoren wie Z. B. IL-1ra sind die Granulozyten und das
Monozyten/Makrophagensystem®®®-!4,

Tierversuche konnten zeigen, dass IL-10 durch Unterdriickung und Deaktivierung anderer

proinflammatorischer Mediatoren essentiell fiir die Ausbildung einer adiquaten
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Inflammationsreaktion ist '***. In der Literatur wurde auch fiir IL-10 eine Korrelation
zwischen dessen Expression und Verletzungsschwere, outcome, Sepsis und Entwicklung eines
ARDS beschrieben **'*,

Aus diesen Darlegungen geht hervor, dass sowohl das Monozyten/Makrophagen System als
auch die polymorphkernigen neutrophilen Lymphozyten von essentieller Bedeutung fiir die
Ausbildung der posttraumatischen Dysregulation sind. Es konnte vielfach nachgewiesen
werden, dass die Konzentrationen von pro- und antiinflammatorischen Mediatoren in der
systemischen Zirkulation von polytraumatisierten Patienten dabei eine tragende Rolle
spiclen®*121:140,
Weitgehend  ungekldrt hingegen ist jedoch die Frage, welche initialen
Steuerungsmechanismen mithilfe welcher Schliisselmediatoren zur Synthese von biologischen
Effektorproteinen wie Zytokinen, Chemokinen, Proteasen, Inhibitoren,
Zelloberflichenmolekiile, etc. fiihren, um somit die posttraumatische Destabilisierung des
humanen Immunsystems zu initileren. In diesem Zusammenhang haben jiingste
Verdffentlichungen Hinweise darauf gegeben, dass nukleédre Transkriptionsfaktoren, wie z. B.
NF«B, eine substantielle Bedeutung fiir die Ausbildung und Ausprigung posttraumatischer
Organfunktionsstorungen aufweisen kénnen *2"%.

Die Bedeutung scheint sich aus der Schliisselposition von Transkriptionsfaktoren fiir die
Fihigkeit eines Organismus auf externe Anderungen der Bedingungen zu reagieren, zu
ergeben. Aufgrund der potentiellen Toxizitdt der korpereigenen Abwehrstoffe, wie z. B. IL-6,
TNF-a, etc. ist es flir das Individuum riskant, diese Botenstoffe in priformierter Form in
seinen Zellen zu lagern. Andere Beispiele aus diesem Zusammenhang, wie z. B. Histamin,
verdeutlichen eindrucksvoll die pathologische Konsequenz bei potentieller Fehlfunktion,
ausgedriickt im anaphylaktischen Schock. Daher speichert der Organismus die Information

iiber die Bildung dieser Abwehrstoffe auf der DNA und ordert deren Produktion an, wenn

eine externe Bedrohung entsteht. Diese Anforderung wird iiber Transkriptionsfaktoren
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vermittelt, die im Zellkern die Bildung von mRNA induzieren kdnnen. Somit steuern
Transkriptionsfaktoren das inflammatorische Orchester in ganz erheblicher Weise. Um die
Frage der intrazelluldren Initialmechanismen zu kliren, bietet es sich deshalb an, Mediatoren
auf der Transkriptions- / Translationsebene zu untersuchen.

In diesem Zusammenhang sind in jiingster Vergangenheit Faktoren identifiziert worden, die
direkt auf pro- und antiinflammatorische Faktoren Einfluss zu nehmen scheinen, die Gruppe

der Signal Transducer and Activator of Transcription Proteine (STAT) *>-112-165:185

1.5 Die Signal Transducer and Activator of Transcription Proteine

Diese zum ersten Mal in den spédten 90er Jahren des letzten Jahrhunderts charakterisierte
Familie setzt sich aus 7 Mitgliedern zusammen (STAT 1, 2, 3, 4,5a, 5b, 6), die an Zellzyklus,
Apoptose, Wachstum und der Immunmodulation beteiligt sind **''%16%1%5.

Die STAT Proteine liegen inaktiv im Zytoplasma der Zelle, bis sie durch einen extrazelluldren
Stimulus, wie beispielsweise Zytokine, Wachstumsfaktoren oder Peptide, aktiviert

44,54

werden™"”". Dies erfolgt durch die Bindung des jeweiligen extrazelluldren Mediators an den

entsprechenden Rezeptor *, wie beispielsweise IL-6 an den gpl30 Zytokinrezeptor (siche
Abb.2). Die Bindung an den Rezeptor fiihrt zu einer Phosphorylierung der Januskinase (JAK),
die wiederum das betreffende STAT-Protein am  Tyrosin- oder Serinrest

85,116,131

phosphoryliert . Der somit aktivierte Transkriptionsfaktor bildet nun Homo- oder auch

Heterodimere, transloziert in den Zellkern und induziert dort letztlich die Transkription

33,58,78,79
entsprechender Reportergene *>~*"%".
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Abb. 2: Die Aktivierung der STAT Proteine
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Abb.2: Diese Graphik stellt die zelluldren Regelkreise dar, welche nach Induktion der STAT Aktivie-
rung ablaufen. Das entsprechende Zytokin dockt an den korrespondierenden Zytokinrezeptor an und
induziert die Bindung der Januskinase (JAK). Das STAT Protein wird durch diese phosphoryliert, um
sich dann vom Rezeptor zu l6sen und im Zytoplasma Homo- oder Heterodimeren zu bilden. Das akti-
vierte STAT Dimer transloziert in den Zellkern und bindet dort an die doppelstringige DNA, um so die

Induktion von Reportergenen zu steuern. Ebenfalls abgebildet sind die Inhibitoren SOCS1 und SOCS3
welche diesen Vorgang regulieren.

Dieser Vorgang wird durch hemmende Proteine im Sinne eines negativen Feedback
Mechanismus reguliert, wie zum Beispiel durch die Suppressors of Cytokine Signaling 1-7
(SOCS), die Cytokine-Inducible SH2 Proteins (CIS), die Protein Inhibitors of Activated STAT
(PIAS) und andere. Hierbei sind insbesondere die SOCS Proteine in den Fokus des
wissenschaftlichen Interesses geriickt, da sie nicht nur die STAT Aktivitit hemmend
regulieren, sondern durch Bindung an den entsprechenden Rezeptor in gleichem Mafe den
initiierenden Mediator unterdriicken. SOCS1 wird beispielsweise durch STAT1 aktiviert und

unterdriickt folglich die IFN-y Signaltransduktionskaskade. SOCS3 hingegen wird durch
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STAT3 aktiviert, bindet an den gpl30 Zytokinrezeptor und wirkt dort als hemmendes
Moment'®. Studien haben jedoch gezeigt, dass aktiviertes SOCS3 auch eine Hemmung von
STAT1 bewirkt, und SOCS1 im Gegenzug die Unterdriickung der STATI Aktivitét
induzieren kann * (siche 4bb.3).

Ferner sind sowohl SOCS1 als auch SOCS3 an der T-Zell Differenzierung beteiligt. SOCS1
stimuliert dariiber hinaus ebenfalls die Differenzierung von Makrophagen und dendritischen
Zellen, wobei auch hier die Interaktion mit den STAT Proteinen eine notwendige

Voraussetzung fiir die adiquate Immunreaktion darstellt >'*'.

Abb.3: Die Hemmung der STAT Aktivierung durch SOCS
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Abb.3: Diese Graphik stellt die Hemmung der STAT Aktivitit mit den beteiligten Mediatoren
dar. Das STAT Dimer induziert die Transkription der gewiinschten Reportergene und fiihrt da-
durch wiederum tiber einen negativern Feedback Mechanismus zur Aktivierung der SOCS Pro-
teine und konsekutiver Hemmung der STAT Aktivitit. Hierbei kénnen die SOCS Proteine zum
einen, durch Bindung an den Rezeptor STAT direkt hemmen, zum anderen aber ebenso die Bin-
dung der initiierenden Mediatoren an den Rezeptor unterdriicken.
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1.5.1 Die inflammatorische Wirkung von STAT

Die Bandbreite der vom STAT Pathway abhidngigen Reportergene ist immens. Zahlreiche
Studien wurden bereits durchgefiihrt, um das biologische Potential der Aktivierung, die
physiologische Bedeutung und die Aufgaben dieser Transkriptionsfaktoren niher erlautern zu
konnen. Dabei zeigten sich insbesondere STAT1 und STAT3 an Inflammationsreaktionen, an
Abwehrmechanismen und an der Immunmodulation beteiligt.

So wird STAT]1 beispielsweise vorwiegend durch die I[FN Familie aktiviert. Es zeigte sich in
Ischdamie/Reperfusionsmodellen bereits nach 4 Stunden eine erhohte STAT1 Aktivierung, die

bis zu 16 Stunden auf diesem Level blieb %61

. Mehrere Arbeitsgruppen haben versucht die
physiologische Bedeutung von STATI mittels knock-out Modellen zu erforschen. Hierbei
zeigten Mduse mit selektivem Knock-out fiir STAT1 in immunkompetenten Zellen eine
erhohte Anfalligkeit fiir virale und bakterielle Infektionen. Solche Méuse waren um das 10
fache anfilliger fiir pulmonale Infiltrationen und letale Infektionen als die Vergleichsgruppe™,
zeigten kein Ansprechen auf IFN Stimulation, und die Induktion einer Lungenfibrose fiihrte

200

zu einer signifikanten Vermehrung der Entziindungszellen im gesamten Lungengewebe “. In

Anbetracht der Tatsache, dass der Lunge bei der Entwicklung der gefiirchteten
posttraumatischen Komplikationen wie SIRS und MOF eine fiihrende Bedeutung zukommt

3319 Kumar et al. konnten mittels

sind diese Befunde durchaus von besonderer Bedeutung
EMSA zeigen, dass die artifizielle Induktion einer Sepsis mittels LPS zu einem signifikanten
Anstieg der STAT1 DNA-Bindungsaktivitit fihrt '®. STAT3 wird vorwiegend durch die
proinflammatorische Gruppe der IL-6 Zytokine aktiviert und interagiert eng mit IL-10. Der
Transkriptionsfaktor zeigte sich in Studien von essentieller Bedeutung fiir die Ausbildung und
Auspriagung von chronisch inflammatorischen Prozessen, wie Colitis Ulcerosa oder Morbus

6

Crohn 138, der Akut-Phase —Reaktion initiiert durch die Leber ° und der Induktion und

Aufrechterhaltung einer Sepsis '. Mause mit komplettem Knock-out fiir STAT3 iiberlebten

192

die Embryogenese nicht °. Das selektive Knock-out fiir STAT3 in immunkompetenten
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Zellen jedoch fiihrte zu einer erhdhten Zytokinproduktion (signifikant erhohte Level von
TNF-a, IL-12, IFN-y, IL-6, IL-10) bei erniedrigter Abwehrfunktion gegeniiber Bakterien 124,
Takeda et al. konnten mittels selektivem Knock-out fiir STAT3 in Makrophagen und
Granulozyten den Ausbruch einer chronischen Colitis bei den Versuchsméusen
provozieren'”'. Bei dieser chronischen Entziindungsreaktion zeigte sich in mehreren Studien
bereits eine zeitliche Korrelation zwischen IL-6, STAT3 und SOCS **'”. Die Arbeitsgruppe
um Gao et al. konnte zeigen, dass die Antigen-Antikorper vermittelte Entziindungsreaktion
der Rattenlunge bereits nach 30 Minuten eine Aktivierung von STAT3 bewirkt, die wiederum
die erhohte Expression von IL-6, IL-10 und SOCS3 im gesamten Lungengewebe zur Folge
hat ®. Auch andere Arbeitsgruppen fanden STAT3 signifikant beteiligt an der Induktion und
Aufrechterhaltung  diverser Inflammationsreaktionen nach  Entziindung, Trauma,

96,100,156,178

Verbrennung, etc. . Ferner ist der Transkriptionsfaktor ein Schliisselmediator bei

der T-Zell Antwort und bei der Interaktion zwischen spezifischem — und unspezifischem

128 Des Weiteren ist STAT3 jedoch auch eine notwendige Voraussetzung fiir

Immunsystem
die durch IL-10 induzierten antiinflammatorischen Effekte in immunkompetenten
Zellen' 893209

STAT!1 und STAT3 sind befdhigt miteinander Homo- und Heterodimere zu bilden wodurch
sich die einzelnen Effekte erginzen, aufheben oder potenzieren kénnen "'>°,

Da die Rolle von STAT1 und STAT3 in immunkompetenten Zellen polytraumatisierter

Patienten bislang unklar ist, war das Ziel dieser Arbeit die hierbei verantwortlichen

Mechanismen nidher aufzukliren.

1.5.2 Die Rolle von STAT-Mutationen bei Erkrankungen des Menschen

Sowohl STATI1 als auch STAT3 sind fiir viele Erkrankungen des Menschen von grof3er
Bedeutung. Erst in den vergangenen Jahren konnten Mutationen des STAT Pathways als

ausschlaggebend  fiir die Entwicklung und Entstehung von  beispielsweise

21



Immunsystemdefektsyndromen, myeloproliferativen = Krankheiten oder Karzinomen
charakterisiert werden. Im Folgenden soll eine Auswahl an Krankheitsbildern und die Rolle

der Transkriptionsfaktoren bei deren Pathogenese niher erldutert werden.

Die Rolle von STAT3 bei dem Hyper-IgE Syndrom

Ein Beispiel fiir seltene primdre Immundefekte sind die Hyper-IgE Syndrome (auch Job's,
Hiob-, oder Buckley Syndrom genannt). Sie sind durch die klinische Trias (1) Ekzem mit
exzessiv erhohtem Serum-IgE (>2000 IU/ml), (2) rezidivierende Staphylokokken-Infekte der
Haut mit Abszessbildungen und (3) Pneumonien mit Pneumatozelenbildung charakterisiert.
Aufgrund der Assoziation der immunologischen Symptome mit der Uberstreckbarkeit der
Gelenke, Skoliose, erhohter Knochenbriichigkeit, Persistenz der  Milchzéhne,
Craniosynostosen und auffilliger Fazies gilt das Hyper-IgE Syndrom als
Multisystemerkrankung. Ferner bestehen oft mukokutane Candidosen.

Das klassischerweise autosomal dominant vererbte IgE Syndrom (die autosomal rezessive
Form unterscheidet sich durch das Fehlen der skelettalen Symptome) weist eine Mutation in
den STAT3 codierenden Genen auf. Die T-Zellen erkrankter Personen sind nicht befdhigt, in
IL-17 produzierende (Tyl7) T-Helfer Zellen zu proliferieren und exprimieren weniger

4132 Diesem Rezeptor kommt eine bedeutende

retinoid-related orphan receptor (ROR)-yt
Rolle bei der Induktion der Ty17 Entwicklung durch STAT3 zu ?'?. Ty17 Zellen sind eine
durchaus bedeutende Untergruppe der T-Helferzellen, die unabkommlich ist bei der
Bewiltigung von bakteriellen Infektionen und von solchen, die durch Pilze hervorgerufen
werden.

Minegishi et al. konnten nachweisen, dass auch die sporadische Form des Hyper-IgE
Syndroms eine dominant-negative Mutation in dem STAT3 Gen aufweist. Die Arbeitsgruppe

konnte 5 verschiedene Mutationen nachweisen, die alle in der STAT3 DNA-Bindungsdoméne

lokalisiert waren. Die peripheren Blutzellen dieser Patienten wiesen eine defekte STAT3
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Bindung an die DNA auf und waren nicht in der Lage, adiquat auf Zytokine, wie z. B. IL-6

und IL-10 zu reagieren *

. Die Arbeitsgruppe um Renner konnte ebenfalls Mutationen von
STAT3 in Patienten mit Hyper-IgE Syndrom feststellen. Hierbei fanden sie gleichfalls
Mutationen in der DNA-Bindungsdomine, sowie in de Src homology 2 domain (SH2
Doméne). 34 der 35 untersuchten, nicht verwandten Patienten wiesen diese Mutationen auf.
Ferner konnte neben einer verminderten Entwicklung von Ty17 Zellen auch eine reduzierte
Aktivierung von STAT3 beobachtet werden '®',

Eine weitere Rolle kommt dem TYK2 Protein zu, das zu der Familie der Januskinasen (JAK)
gehort. Diese werden bendtigt, um die STAT Proteine mittels Phosphorylierung zu aktivieren.
In einem, an dem Hyper-IgE Syndrom erkrankten Patienten, konnte das Fehlen von TYK2
und damit verbunden eine pathologische Reaktion der Zellen auf Zytokinausschiittungen (IL-
6, IL-12, IL-10, IL-23, IFN) nachgewiesen werden. Durch Induktion des gesunden TYK2

Gens konnte die physiologische Antwort der Zellen auf die Zytokinausschiittung wieder

hergestellt werden .

Die Rolle von STAT3 und STAT1 bei Immunsystemdefekten

Des Weiteren spielen STAT Proteine eine bedeutende Rolle fiir die Immunabwehr bei viralen
und bakteriellen Infektionen. So zeigen beispielsweise Patienten mit einer dominant-
negativen Mutation im STAT3 Gen eine erhohte Anfalligkeit fiir rezidivierende Pneumonien.
In diesem Zusammenhang konnten Quinton et al. zeigen, dass Miause mit selektivem
knockout fiir STAT3 bei induzierter E.coli Pneumonie in den Alveolarzellen eine verminderte
Neutrophilenimmigration und erhdhte Bakterienzahlen aufwiesen als gesunde Tiere. Ferner
wiesen die Méduse ohne aktiviertes STAT3 in der histologischen Untersuchung eine vermehrte
Schidigung des Lungengewebes auf '’

Primédr genetische Defekte in der Immunabwehr, die zur erhohten Anfilligkeit fiir

Erkrankungen mit beispielsweise Salmonella, Mycobakterien oder auch Viren wie z. B.
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Herpes simplex Virus fithren, sind fiir die betroffenen Patienten oft lebensgefdhrlich. So
konnen diese Individuen aufgrund eines Defekts in der Zellabwehr, den T-Zellen oder der
Zytokinantwort nicht addquat auf diese Keime reagieren und iiberstehen ihre Krankheiten
oftmals selbst unter Therapie nur langsam. Hierbei spielt die Mutation von STAT1 und der
STAT1 Pathway unter anderem eine bedeutende Rolle . Bei einer homozygoten Mutation
fiir STATI, die zu einem kompletten Verlust des Proteins fiihrt, konnen die Zellen jegliche
Signale der Interferone (IFN-o, IFN-y, etc.) nicht mehr verarbeiten *%. Die gefiirchtete Herpes
Simplex Encephalitis zeigt ebenfalls einen Zusammenhang mit der fehlenden STATI
Funktion bzw. einer kompletten Mutation in dem STATI Gen '®*. Ferner gibt es weitere
Mutationen der IFN Rezeptoren, sowie homo- und heterozygote Mutationen des STATI

Gens, die das Individuum ebenfalls hochst anfillig fiir schwere Infektionen machen ',

Die Rolle von STAT3 bei myeloproliferativen Neoplasien

Die myeloproliferativen Syndrome, die laut WHO seit 2008 als myeloproliferative Neoplasien
bezeichnet werden, beruhen auf der klonalen Expansion einer oder mehrerer
hédmatopoetischer Zellreihen im Knochenmark. Die Proliferation ist effektiv, d.h. die vermehrt
gebildeten Zellen konnen ihre physiologische Funktion wahrnehmen, im Gegensatz. zu
myelodysplastischen Syndromen, bei denen die Zellen in ihrer Funktion gestort sind. Hierzu
zahlen Chronische myeloische Leukdmie (CML), Polycythaemia vera (PV), Essentielle
Thrombozythdmie (ET), Primidre Myelofibrose (Osteomyelofibrose/-sklerose) (PMF, OMF,
OMS), Chronische Neutrophilenleukdmie (CNL), Chronische Eosinophilenleukdmie (CEL),
Hypereosinophiles Syndrom (HES), Mastzellleukimie (MCD), unklassifizierbare
Myeloproliferative Neoplasien '**. Typisch sind Blutbildverinderungen sowie eine Hepato-
und Splenomegalie. Bisherige therapeutische Ansidtze sind -mit Ausnahme der allogenen

Blutstammzell-transplantation, die jedoch nur fiir wenige Patienten in Frage kommt- nicht kurativ
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und zielen lediglich auf die Kontrolle der Blutbildparameter und damit auf eine
Symptomkontrolle ab ''°.

Es konnte gezeigt werden, dass der JAK-STAT Pathway fiir die Pathogenese insbesondere
von Polycythaemia vera, der essentieller Thrombozythdmie und der idiopathischen
Myelofibrose von grofler Bedeutung ist. Hierbei zeigte sich, dass mehr als 90% der Patienten
mit Polycythaemia vera, und jeweils etwa 50% der Patienten mit essentieller
Thrombozythidmie oder idiopathischer Myelofibrose die JAK2V617F-Mutation tragen '''. Die
Tyrosinkinase JAK?2 aktiviert den STAT Pathway und indiziert damit die Differenzierung und
Ausreifung der Zellen. Daneben sind inzwischen weitere aktivierende Mutationen sowohl im
JAK2-Gen (Exon 12 Mutationen, JAK2D620E) als auch im MPL-Gen (MPLWS515-
Mutationen), einem Proto-Onkogen, das eine Reihe von Zytokinrezeptoren kodiert,
beschrieben. Auch fiir diese konnte ein pathogenetischer Zusammenhang mit

myeloproliferativen Syndromen gezeigt werden '

Die Rolle von STAT bei der Tumorgenese

In den vergangenen Jahren konnten diverse Mutationen von sowohl den STAT Proteinen
selbst, als auch von denen am STAT Pathway beteiligten Rezeptoren (z. B.Erythropoietin
Rezeptor [EpoR], Thrombopoietin Rezeptor [TpoR], gpl30 Zytokinrezeptor oder
Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor Rezeptor [G-CSFR]), hemmenden Proteinen (z.
B. SOCS, PIAS) und Tyrosinkinasen (z. B. JAKI1-3, TYK2) bei der Entstehung von
Neoplasien identifiziert werden. Diese sind ausschlaggebend fiir die STAT Aktivierung und
den Ablauf der Signaltransduktionskaskade. Stérungen in diesem komplexen Zusammenspiel
von aktivierenden und hemmenden Faktoren sind eindeutig mit einer Fehlsteuerung der Zelle
verbunden, die je nach Auspridgung zu Apoptose, gestortem Wachstum oder auch zu einer

klonaler Expansion maligner Zellverbédnde fiihren kann.
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So konnte ein Zusammenhang zwischen Mutationen in der DNA Bindungsdoméne von
STAT!1 und dem Mamma Karzinom hergestellt werden. Ferner ist der Transkriptionsfaktor an
der Pathogenese colorektaler Karzinome ebenfalls beteiligt '">'*.

STAT3 wird beispielsweise durch Bindung an den gpl130 Rezeptor aktiviert. Miuse mit
homozygotem knock—in fiir gp130 Y757F ((Y757F/Y757F) Maiuse), einer Mutation des gp
130 Rezeptors, die zur Hyperaktivitit von STAT3 fiihrte, entwickelten eine Splenomegalie,
iiberschieBende Akute-Phase-Reaktionen der Leber und zahlreiche Adenome im Antrum des
Magens. Diese Pathologien bildeten sich in gpl30 (Y757F/Y757F) STAT3"" Miusen
vollstindig zuriick, was die Rolle von STAT3 bei der Bildung von Neoplasien unterstreicht .
Auch die SOCS Proteine als negative Regulatoren der STAT Aktivierung spielen eine
bedeutende Rolle bei der Entstehung von Neoplasien. So konnten Melzner et al. eine
Mutation in beiden, die SOCS1 Box codierenden Allelen bei dem priméren mediastinalen B-
Zell Lymphom nachweisen. Diese Zellen zeigten ein erhohtes Level von aktivierter JAK2 ',
Mutationen von SOCS1 konnten auch im Hodgkin Lymphom nachgewiesen werden. Hierbei
zeigte sich eine nukleire Akkumulation von STATS .

Wie bereits vorangehend beschrieben, ist die Tyrosinkinase JAK2 maligeblich an der
Pathogenese myeloproliferativer Erkrankungen wie beispielsweise der Polycythaemia vera
oder der essentiellen Thromozythdmie beteiligt. Studien konnten zeigen, dass auch die
Entstehung anderer maligner hdmatopoetischer Erkrankungen an die Dysfunktion dieser
Tyrosinkinasenfamilie gekoppelt ist. Die Arbeitsgruppe um Walters entdeckte, dass
verschiedene Mutationen der Tyrosinkinase JAK3 erheblich an der Pathogenese der Akuten
Megakaryoblastenleukéimie (AML-M7) beteiligt sind '*’. Eine Deletion im JAK2 Gen spielt
eine entscheidende Rolle bei der Akuten lymphatischen Leukdmie (ALL) und eine Mutation

von JAK1 konnte bei dem Leiomyosarkom des Uterus gefunden werden. Tab.1 stellt die

Mutationen und Erkrankungen nochmals zusammen.
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Tabelle 1: TAK Mutationen und daraus entstehende Krankheitshilder

Tyrosinkinase Mutation Erkrankung Referenz

V617F Myeloproliferative Neoplasien HOHI
T875N Akute Megakaryoblastenleukdmie | °

JAK2 Deletion von IREED, Akute lymphatische Leukidmie 120
(Position 682-686)
AS572V Akute Megakaryoblastenleukdmie | °

JAK3 V7221 Akute Megakaryoblastenleukédmie
P132T Akute Megakaryoblastenleukédmie

JAK1 G871E (inaktivierend) Leiomyosarkom Uterus "

Die Rolle des STAT Pathways bei der Entstehung von Neoplasien und den
Immunsystemdefektsyndromen  bestitigt abermals die Bedeutung der zelluldren
Signaltransduktionskaskaden und die Auswirkungen dieser auf das Leben des Individuums.

Bislang liegen jedoch keine Daten {iiber die Aktivierung von STATI und STAT3 in
polytraumatisierten Patienten vor. In Anbetracht der Folgen, die eine Fehlfunktion dieser
Mediatoren mit sich bringt, ist es von grofiter Wichtigkeit die Rolle dieser

Transkriptionsfaktoren in solch einem Patientengut zu ermitteln.
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2. ZIELSETZUNG

In den vergangenen Jahren ist es gelungen mittels verbesserter Fahrzeugtechniken, verkiirzten
Rettungszeiten und verbesserten Primirversorgungskonzepten, sowie standardisiertem
Schockraum-Management und kontinuierlich optimierter intensivmedizinischer Behandlung,
etc. die frithe Mortalitit nach schwerem Polytrauma zu senken **'>°. Immer weniger Patienten
versterben somit an den direkten Traumafolgen. Im weiteren Verlauf jedoch versterben noch
immer bis zu 30 % an den Folgen eines posttraumatischen MOF. Somit stellt dieses
immunologische Phdnomen die schwerwiegendste Komplikation nach Polytrauma dar.

In diesem Zusammenhang haben verschiedene Autoren versucht, jene Faktoren und
Mechanismen zu identifizieren, die den Organismus dazu bewegen, seine eigenen, von dem
initialen Trauma nicht betroffenen Organe zu zerstoren.

Jingste Veroffentlichungen geben starke Hinweise darauf, dass der gefiirchteten Ausbildung
einer posttraumatischen Immunsystemdysfunktion mit konsekutivem Organversagen die
Fehlfunktion immunkompetenter Zellen (Monozyten, Granulozyten) vorausgeht. Ferner sind
intrazelluldre Netzwerke zahlreicher pro- und antiinflammatorischer Mediatoren, die in
komplexen Verkettungen miteinander interagieren, daran beteiligt. Die intrazelluldren
Steuerungsmechanismen, die diese Fehlfunktion induzieren und regulieren, sind bislang
jedoch weitgehend unerforscht. Zahlreiche Studien belegen, dass insbesondere Zytokine und

94,108,113,121
d 7" Deren

ihre Signaltransduktionskaskaden an der Immunantwort beteiligt sin
initilerende Steuerung ist jedoch weitgehend unbekannt. Von besonderer Bedeutung sind in
diesem Zusammenhang die Transkriptionsfaktoren, da diese iiber die Expression von
Reporter- und Effektorgenen entscheiden und sowohl hemmende als auch aktivierende
Effekte ausiiben konnen. Zahlreiche Untersuchungen weisen auf die Bedeutung der STAT

L . . . 18,178,185
Proteine in Inflammationsreaktionen hin '*!7®

. Eine vorausgegangene Pilotstudie an einem
Kollektiv Traumapatienten konnte mittels eines genomweiten Microarray Screenings die

signifikante Verdnderung des Transkriptionsfaktors durch den Stimulus ,,Trauma‘“
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nachweisen »'. Bislang liegen jedoch noch keine Daten iiber die Aktivierung von STAT1 und
STAT3 in immunkompetenten Zellen polytraumatisierter Patienten vor. Kenntnisse dieser
Aktivitdit wéren jedoch klinisch von essentieller Bedeutung fiir das Verstindnis der
posttraumatischen Immunreaktion und fiir die Entwicklung potentieller innovativer
Therapiestrategien ',

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die DNA-Bindungsaktivitit dieser
Transkriptionsfaktoren in Monozyten und Granulozyten von schwerst verletzten Patienten in
der initialen Phase nach Polytrauma, d.h. unmittelbar nach Aufnahme im Schockraum
innerhalb von 90min nach Trauma, sowie standardisiert zum Traumazeitpunkt nach 6h, 12h,
24h, 48h und72h zu analysieren.

Im Detail wurden dabei folgende Fragestellungen untersucht:

1. Wie verhilt sich die DNA-Bindungsaktivitit von STATI] und STAT3 in den Zellen der
angeborenen Immunabwehr (Monozyten und PMN-Granulozyten) von gesunden
Probanden, sowohl nativ als auch nach artifizieller Stimulation mittels bakteriellem

Lipopolysaccharid (LPS aus E.coli)?

2. Laésst sich die DNA-Bindungsaktivitit von STATI und STAT3 in Monozyten und
Granulozyten polytraumatisierter Patienten mittels Electrophoretic Mobility Shift Assay
(EMSA) nachweisen, und wie verhélt sich deren Dynamik innerhalb der frithen

posttraumatischen Phase bis 72 Stunden nach Trauma?

3. Lassen sich dabei Ergebnisse der transkriptionalen Aktivitit von STAT1 und STAT3 mit

dem klinischen Verlauf, der Verletzungsschwere, sowie dem Uberleben der Patienten und

der Anzahl der erhaltenen Blutkonserven in Verbindung setzen?
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Vorbemerkung:

Die vorliegende Arbeit wurde im Zeitraum von 03/2004 bis 08/2006 an der Chirurgische
Klinik und Poliklinik-Innenstadt der Ludwig-Maximilians-Universitidt Miinchen durchgefiihrt.
Die Genehmigung dieser prospektiven Studie erfolgte durch die lokale Ethikkomission (AZ:
012/00). Die Arbeit wurde durch die ortliche Stiftung Forderer der Forschung und Lehre
(FOEFOLE 117) der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen unterstiitzt, sowie das

Forschungsprojekt SFB 469 der Deutschen Forschungsgemeinschatft.

3.2 Patienten

In diese Studie wurden polytraumatisierte Patienten eingeschlossen, die innerhalb der ersten
90 min nach Unfallereignis den Schockraum unseres universitiren Trauma Level I Centers
erreichten. Ein weiteres Einschlusskriterium war ein New Injury Severity Score (NISS) von
mindestens 16 Punkten.

Ausgeschlossen wurden Patienten, die aufgrund langer Bergungszeiten oder Rettungswege
das vorgegebene Zeitfenster von 90 min iiberschritten. Ebenso ausgeschlossen wurden
Patienten, deren Zustand bei Eintreffen in der Klinik als so kritisch zu bewerten war, dass
selbst durch die kardiozirkulatorisch relativ unbelastende MaBnahme einer Blutentnahme eine
moglich negative Auswirkung auf den weiteren Verlauf nicht ausgeschlossen werden konnte.
Dariiber hinaus wurden, entsprechend den Vorgaben der Ethikkomission, Strafgefangene,
Schwangere und Kinder nicht in die Studie miteinbezogen.

Eine schriftliche Einverstdndniserkldrung entsprechend den Richtlinien der Ethikkomission
lag von allen Patienten nach Wiedererlangung des Bewusstseins, oder falls nicht moglich, von

gesetzlichen Vertretern oder nahen Verwandten, vor.
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3.3 Blutprobengewinnung

Die Blutprobengewinnung erfolgte standardisiert bei Aufnahme des Patienten im Schockraum
(innerhalb der ersten 90min nach Trauma), sowie zum Traumazeitpunkt nach 6, 12, 24,48 und
nach 72 Stunden auf der chirurgischen Intensivstation oder im Operationssaal (siche Abb.4).

Fiir die hier dargelegte Studie wurden 30ml EDTA Blut benétigt.

Abb.4: Blutabnahmezeitpunkte nach Polytrauma

12h  24h 48h

A: <90 min. nach Trauma

Abb.4: Diese Grafik zeigt die Blutabnahmezeitpunkte nach Unfallereignis. Hierbei steht [A] fiir die ini-
tiale Abnahme innerhalb 90 min nach Trauma noch im Schockraum. Die folgenden Blutprobengewin-
nungen wurden standardisiert zum Traumazeitpunkt nach 6,12,24,48 und 72 Stunden durchgefiihrt.

3.4 Zellisolation

3.4.1 Verarbeitung

Das gewonnene EDTA Blut wurde mit einem Erythrozyten Lysepuffer (155mM NH4CL;
10mM KHCOs; 0,1mM EDTA; pH 7,2) 10 Minuten inkubiert, dann bei 450g und 20°C fiir 10

Minuten zentrifugiert, anschlieBend wurden die Uberstéinde verworfen und die Pellets mit Sml
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PBS-Puffer (phosphat buffered saline) (2,7mM KCL; 137mM NaCL; 0,01M Phosphatpuffer,
pH7,4; 2ml 500mM EDTA; pH 7,4) resuspendiert und mit dem selben Programm erneut
zentrifugiert. Der 0,1 M Phosphatpuffer setzt sich zusammen aus Na,HPO4 und NaH,POy,
wobei man 800ml 0,1 M Na,HPO, vorlegt und dieses dann mit NaH,POy bis auf einen pH
von 7,4 titriert.

Wiederum wurden die Uberstinde verworfen und die Pellets mit 500ul PBS-Puffer
resuspendiert. Das Volumen der gesamten Suspension wurde bestimmt, und es erfolgte die
Zellzdhlung mithilfe einer 1:1000 Verdiinnung. Dazu wurde eine Neubauer-Zéhlkammer mit
der materialspezifischen Hohe von 2,5 verwendet. Dabei wurden jeweils beidseits 4
Gesichtsfelder ausgezidhlt und der Mittelwert notiert. Aus dieser Zellzahl errechnete sich die

Gesamtzellzahl. Hier einmal beispielhaft dargestellt:

Tab.2: Errechnung der Gesamtzellzahl mittels Neubauer-Zihlkammer
Verdiinnung: 1:1000
Volumen 800ul

Gezéhlte Zellen (MW beider | 125 links / 140 rechts > MW = 137,5
Gesichtsfelder)
Zellen pro pl der Suspension MW  ZellzahlxVerdiinnungsfaktorxZahlkammerquotient
(2,5)

137,5 X 1000 X 2,5 =3,375X10° /ul

Gesamtzellzahl in der Suspension | Zellen pro pl X gemessenes Volumen

3,375X10° /ul X 800 pul = 2,75X10*

Tab.2 ist ein Beispiel fiir eine Gesamtzellzahl >1,5X10® Zellen. Die Zellisolation wurde nach
den Angaben der Firma durchgefiihrt.

3.4.2 Isolationsprinzip

Periphere Blutzellen exprimieren auf ihrer Oberfliche spezifische Antigene. Monozyten
typischerweise CD14 und Granulozyten CD15 7. Durch Zugabe von CD14 bzw. CD15

MicroBeads kommt es zu einer magnetischen Antikorpermarkierung. Die Separation der
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markierten Zellen von den unmarkierten erfolgt in einem Magnetfeld (MACS® MultiStand)
mittels eines magnetischen Separators (MiniMACS™ Separator, MidiMACS™ Separator)
und einer darin eingeklemmten Separationssiule (MACS® MS Columns, MACS® LS
Columns). In dieser werden die magnetisch markierten Zellen festgehalten und kénnen nach

Entfernung der Saule aus dem Magnetfeld herausgespiilt werden.

3.4.3 Monozytenisolation

Die errechneten Suspensions-, MicroBeads- und PBS-Volumina wurden vermischt und 15
min bei 4°C inkubiert. Danach wurde die Suspension mit PBS-Puffer auf 15ml aufgefiillt, und
es erfolgt eine erneute 10 miniitige Zentrifugation bei 450g und anschliefend Verwerfen des
Uberstandes. Danach wurden die Pellets mit 1000ul PBS-Puffer resuspendiert. Davon wurde
die Hilfte auf die mit 500ul PBS befeuchtete Saule (MACS® MS Columns) gegeben. Danach
wurde die Sdule dreimal mit jeweils 500ul PBS gespiilt und anschlieBend aus dem
Magnetfeld genommen, sodass die darin haftenden Monozyten mit 2X 1000ul PBS-Puffer in
ein Falcon gespiilt werden konnten. Bei mehr als 1X10® Zellen wurde dies mit zwei
Separation Columns durchgefiihrt, da eine Siule nur Kapazititen fiir 1X10’ magnetisch

markierte Zellen aufweist.

3.4.4 Granulozytenisolation

Zu der Zellsuspension, die bei der Monozytenisolation als Rest entstanden ist, wurden CD15
MicroBeads dazugegeben und das Gemisch 15 Minuten bei 4°C inkubiert. Danach erfolgte
die Auffiillung des Falcons mit PBS auf ein Gesamtvolumen von 15ml und Zentrifugation bei
450g fiir 10 Minuten. Die Uberstinde wurden verworfen und das Pellet mit 1000ul PBS
resuspendiert. Die Hilfte der Suspension wurde auf die vorher mit 500ul PBS befeuchtete
Saule (MACS® LS Columns) gegeben. Nach dreimaliger Spiilung mit jeweils 3ml PBS

konnte die Sdule aus dem Magnetfeld genommen werden und die Granulozyten wurden mit
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2X5ml PBS rausgespiilt. Bei mehr als 1X10® Zellen wurde dies mit zwei Separation Columns
durchgefiihrt, da eine Siule nur Kapazititen fiir knapp 1X10® magnetisch markierte Zellen
aufweist.

Zellisolationspraparate: MACS Magnetic Cell Sorting of Human Leukocytes (Miltenyi Biotec

GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland)

3.4.5 Zellzahl

Mithilfe einer PBS-Verdiinnung wurde die Zellzahl der Monozyten und Granulozyten
bestimmt. Hierbei zeigte sich in Voruntersuchungen (Daten nicht gezeigt) eine 1:10
Verdiinnung fiir die Monozyten sowie eine 1:100 Verdiinnung fiir die Granulozyten als
besonders geeignet. Es wurde wieder die Neubauer-Zadhlkammer benutzt und der Mittelwert

aus den beiden Auszihlungen genommen (zwei Felder zu je 4 Gesichtsfelder).

3.5 Trennung von nukledrem und zytosolischem Protein

Die gewonnenen Monozyten- und Granulozytenlésungen wurden dann 10 Minuten bei 450g
und 20°C zentrifugiert, und die Uberstinde verworfen. Es erfolgte eine Inkubation fiir 15
Minuten auf Eis mit 250ul Puffer B, wodurch eine Lyse der Zellmembranen herbeigefiihrt
wurde. Danach erfolgte eine erneute Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 4°C und 1400 rpm. Der
dabei sichtbar werdende Uberstand entspricht der freigesetzten zytosolischen Fraktion der
lysierten Zellen. In einem folgenden Schritt wurde diese Fraktion, jeweils monozytir und
granulozytér, von dem nukledren Extrakt getrennt und in ein Eppendorf Reaktionsgefd3e auf
Eis gestellt. Dieser Vorgang wurde nochmals wiederholt, um eine hohere Ausbeute zu
erhalten, bzw. um die Reinheit der Isolation zu verbessern. Das cytosolische Extrakt weist
eine fliissige Konsistenz auf wihrend das nukledre Extrakt eher zéhfliissig ist. Nach erfolgter
Trennung wurde das zytosolische Extrakt bei -80 Grad eingefroren. Die verbleibenden Pellets

wurden mit eiskaltem Lysepuffer C resuspendiert, 15 Minuten auf Eis inkubiert und
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anschlieBend 15 Minuten kréftig geschiittelt. Dies fithrte {iber eine chemische und
mechanische Lyse der Kernmembranen zur Freisetzung von nukledrem Protein. Das nukledre
Protein der Monozyten und Granulozyten wurde ebenfalls in Eppendorf Reaktionsgefil3e
iiberfiihrt und bei -80° eingefroren.

Die Effizienz der Lyse konnte anhand von Ausstrichpridparaten mikroskopisch kontrolliert
werden. Waren hierbei noch intakte Kernmembranen sichtbar, wurden die chemischen und
mechanischen Lysevorginge wiederholt, und das Ergebnis wurde erneut mittels Mikroskop
kontrolliert.

Die fiir die Proteinextraktion verwendeten Lysepuffer enthalten:

Puffer B: 10ml Puffer A, 10ul 10mM DTT, 40ul 1mM PMSF, 100ul PIC, 40ul 0,4%NP40
auf 10ml H,O

Puffer C: 10ml 20mM HEPES pH 7,9; 8ml 0,4M NaCL; 0,2ml 1mM EDTA

Puffer A: 5ml 10mM HEPES pH 7,9; 1ml 10mM KCL; 10 ml 0,1 mM EDTA, mit H,O
bidest auf 100ml auffiillen.

PIC: 2 ml Antipain (10 mg in 2 ml H20); 0,8 ml Aprotinin (10 mg in 0,8 ml H20);0,8ml
Leupeptin (10 mg in 0,8 ml MeOea); 125ul Pepstatin (2 mg in 250 ul MeOH); 1.5 ml Bestatin
(20mg in 2 ml MeOH); 2 ml Phosphoramidon (10 mg in 2,5 ml MeOea); 2 ml Trypsin
Inhibitor (50 mg in 10 ml 50% MeOH)

. . . . 21.23
Wie bereits in der Literatur vorbeschrieben = .

3.6 Validierungen

Als Vergleichsgruppen dienten gesunde Normalprobanden, deren Geschlecht und Alter in
etwa mit den eingeschlossenen Patienten iibereinstimmte. Thnen wurden ebenfalls 30ml
EDTA Blut abgenommen. Die Zellisolation erfolgte nach demselben Isolationsprotokoll.
Dabei wurden pro Proband mindestens drei Blutproben gewonnen, und die Ergebnisse dieser

Daten als Mittelwert aus allen drei Messungen ermittelt. Diese Nativproben dienten als
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Negativkontrolle um die Dynamik der transkriptionalen Aktivitdtsdnderung nach Trauma

gegeniiber der Ausgangsaktivitdt zu verdeutlichen.

3.6.1 Stimulation

Um eine Aussage Uber die Ausprigung und den Schweregrad der Verdnderung
transkriptionaler Aktivitdt von STAT nach einem schweren Polytrauma treffen zu konnen,
bendtigt man auBer der nativen Kontrollgruppe noch eine positive Kontrollgruppe. Hierfiir
erfolgte die Inkubation der Zellen mittels bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS aus E.coli,
Sigma), wie bereits mehrfach in der Literatur vorbeschrieben ®'”®. Deshalb wurden zusitzlich
zu den Nativkontrollen weitere 30 ml EDTA Blut von denselben Normalprobanden mit
10%igem LPS (Img pro ml) fiir 3h lang unter stetigem Drehen im Brutschrank bei 37°C
inkubiert. Danach erfolgte die Zellisolation nach oben beschriebenem Protokoll. Auch hierbei
wurden Mehrfachmessungen (n=3) durchgefiihrt und jeweils die Mittelwerte (MW=SEM)

bestimmt.

3.7 Proteinbestimmung nach Bradford

Mithilfe des Eppendorf BioPhotometers (Eppendorf, Deutschland) erfolgte die
Proteinbestimmung anhand einer BSA-Standardkurve. Absorptionsmessungen wurden bei
260, 280 und 320 nm durchgefiihrt. Zur Gewinnung der BSA Standardkurve wurde eine
Verdiinnungsreihe ausgehend von 2mg/ml BSA mit 1.953pug/ml BSA als Konzentration mit
der héchsten Verdiinnung angefertigt 22, Aus der entstehenden Standardparabel wurde die
Gleichung X = (Y + 0,0021) / 0,0007 abgeleitet, wobei X fiir die Proteinkonzentration in
ug/ml und Y fiir die gemessene Extinktion stehen. Mithilfe dieser konnten die

Proteinkonzentrationen bestimmt werden 27%1:%2,

Zur Extinktionsbestimmung wurden
Verdiinnungen von den einzelnen Proteingemischen mit Puffer C (nukleédr) oder Puffer B

(cytosol) von 1:50 oder 1:10 angefertigt, die bei der Konzentrationsberechnung beriicksichtigt
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wurden. Fiir jede Messung wurde eine neue Eppendorf Kiivette (Eppendorf, Deutschland)

verwendet um Verunreinigungen zu vermeiden.

3.8 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Die Trauma induzierte Aktivierung proinflammatorischer Mediatoren fiihrt zur
Phosphorylierung und Translokation der Signal Transducer And Activator of Transcription
(STAT) Proteine. Im Zellkern binden diese aktivierten Transkriptionsfaktoren an die DNA
und induzieren dadurch die Transkription diverser Reportergene.

Mittels EMSA kann die Aktivierung von STAT durch dessen Bindung an sequenzspezifische
DNA-Bindungsstellen untersucht werden: Die Proteinlysate wurden zusammen mit einem
P3,- radioaktiv markierten Oligonukleotid (DNA-Sonde) aus einer konservierten, fiir STATI
bzw. STAT3 spezifischen Promotorsequenz inkubiert. Befindet sich aktives STAT3/1 im
Proteinextrakt so bilden sich DNA-Proteinkomplexe mit dem Oligonukleotid. Um Proteine
abzufangen, die wunspezifisch an die DNA binden wurde ein Poly-[dIldC]
(Polydesoxyinosindesoxycytidinsdure, =~ Roche, = Mannheim) hinzugefiigt. Bei der
anschlieBenden Auftrennung mittels Polyacrylamid Gelelektrophorese unter nativen, nicht-
denaturierenden  Bedingungen haben die = DNA-Proteinkomplexe ein  hoheres
Molekulargewicht als die freie Sonde und laufen deshalb langsamer im Gel. Sie bilden eine

retardierte Bande, welche autoradiographisch visualisiert wird.

3.8.1 Etablierungsversuche

Zundchst erfolgten Versuchsreihen mittels Proben freiwilliger Probanden zur
Protokolletablierung. Dafiir wurde nukledres Protein (0,5 — 8 pg) der Probanden in
aufsteigender Reihenfolge des EMSA-Verfahrens gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die
Kontrollreihen wurden in verschiedenen Konzentrationen der zugehorigen Substanzen, bei

verschiedener Temperatur, sowie zu verschiedenen Inkubationszeiten getestet. Anhand von

37



Probandenproben wurde das Verfahren etabliert, wobei sich das Optimum bei 4ug nukledrem
Protein nachweisen lieS. Auf der Grundlage dieser Versuchsreihe erfolgte im Anschluss die

Analyse der Polytraumaproben nach standardisiertem Protokoll.

3.8.2 Radioaktive Markierung des Oligonukleotids

Es wurden folgende doppelstringige Oligonukleotide einer fiir STAT1/3 spezifischen
Konsensussequenz verwendet *°~>%1%%;
(Santa Cruz Biotechnology, USA)

Die core Sequenz ist jeweils hervorgehoben.

SIE sense: 5’ -GTG CAT TTC CCG TAA ATCTTGTCT ACA --3°
antisense: 3’ -- CAC GTA AAG GGC ATT TAG AAC AGA TGT --5°

STAT3 sense: 5'--GATCCTTCT GGG AAT TCC TAG ATC --3'
antisense: 3' -- CTA GGA AGA CCC TTA AGG ATC TAG --5'

STATI1 sense:  5'-- CAT GTT ATG CAT ATT CCT GTA AGT G -- 3'

antisense: 3' -- GTA CAA TAC GTA TAA GGA CAT TCA C--5'
STAT! und STAT3 interagieren miteinander und bilden vor der Translokation in den
Zellkern gemeinsame Komplexe, so genannte Homo-oder Heterodimere. Um die DNA-
Bindungsaktivitdt der heterogeneren Komplexe, wie beispielsweise einem STATI1/STAT3
Heterodimer, detektieren zu konnen, eignet sich das sis-inducible element  (SIE
Oligonukleotid), da STATI und STAT3 nachgewiesenerweise mit gleich starker Affinitdt an
diese bestimmte DNA Sequenz binden '*.
Um gezielt nur die Aktivitit der spezifischen homogenen STATI1- oder STAT3- DNA-
Komplexe zu untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit die oben genannten STAT3
bzw. STAT1 Oligonukleotide verwendet.
Die doppelstrangigen Oligonukleotide der konsensuellen Oligonukleotidsequenz wurden mit

Hilfe von Polynukleotid-T4-Kinase, in Ts-Polynukleotid-10x Puffer (Promega, Mannheim)
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am 5’-Ende einer radioaktiven Phosphorylierungsreaktion unterzogen. Der Markierungsansatz
enthielt 39ul Tris-EDTA Puffer pH 8,0, Sul H,0 bidest, 1ul 10X Polynukleotidkinase Puffer
(Promega, Mannheim), 1l Polynukleotidkinase T4, 2ul STAT1/3 spezifisches Oligonukleotid
und 2pl radioaktives y-(*P)-dATP (~50000 cpm) (HWZ: 14,3d, Hartmann Analytik,
Braunschweig, Deutschland).

Dieser Ansatz wurde 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

10X TE-Puffer pH 8,0: Es wurden 100mM Tris-CL und 10mM EDTA pH 8,0 vorgelegt und
mit konzentrierter Salzsdure bis zum gewiinschten pH titriert. Diese Methode wurde bereits

mehrfach von anderen Arbeitsgruppen durchgefiihrt *'*,

3.8.3 Kontrollen

Um die Validitit der Methodik zu iiberpriifen, wurden standardisiert in jedem Testansatz
Positiv-, Negativkontrollen, sowie Kompetitionen mittels spezifischer und unspezifischer
Oligonukleotide mit Hilfe kommerzieller, synthetischer Komponenten durchgefiihrt.

Die Positivkontrolle enthielt Sul H,0 bidest, 2ul BindingSXBuffer, 2ul Sonde und 2pl
HelaNuclear Extrakt (Promega, Miinchen). Dabei diente der HelaNuclear Extrakt als
synthetisch hergestellter Proteinersatz. Die Negativkontrolle enthielt nur 7ul H,0 bidest, 2ul
Binding5XBuffer und 2ul Sonde, sodass flir die Sonde kein komplementdres Protein zur
Verfiigung stand, und folglich keine Bande entstehen konnte. Fiir die spezifische Kompetition
wurden 4pl H,0 bidest, 2ul Binding5XBuffer, 2ul HelaNuclear Extrakt (Promega, Miinchen)
sowie 1ul der ungelabelten, nachzuweisenden konsensuellen STATI- bzw.STAT3-
Oligonukleotide fiir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dem Ansatz wurden 2ul Sonde
zugefiigt und erneut fir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Hierbei erfolgt die
Komplexbildung zwischen Protein und dem unmarkierten Oligonukleotid, sodass keine

Bande entstehen kann.
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Fiir die unspezifische Kompetition wurden 2ul Binding5XBuffer, 2ul HelaNuclear Extrakt
(Promega, Miinchen), sowie 1ul unspezifischer Oligonukleotide, z. B. 4AP-2 (Promega,
Mannheim, Deutschland) (sense: 5’- GAT CGA ACT GAC CGC CCG CGG CCC GT-3°,
antisense: 3° — CTA GCT TGA CTG GCC GGC GCC GGG CA — 5’) mit 4ul nukleasefreiem
H,0 fiir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde dem Ansatz 1ul Sonde
beigefiigt und es erfolgte erneut eine Inkubation fiir 20 min bei Raumtemperatur. Da das
unspezifische Oligonukleotid nicht mit derselben DNA- Bindungsdomine interagiert, bleibt

die Komplexbildung unbeeinflusst (vgl. Abb.5 page 44).

3.8.4 EMSA — Reaktionsgemisch

Zur Bildung der DNA-Protein-Komplexe wurde ein Reaktionsgemisch aus insgesamt Sul
Puffer C und 4pg nukledrem Protein jeweils monozytir und granulozytir mit 2ul H,0 bidest,
2ul Binding5XBuffer und 2ul Sonde fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
wurden 15ul eines Bromphenolfarbstoffes (1/3 Bromphenolblau; 1/3 TBE — Puffer; 1/3
Glycerin; mit H,O auf 10 ml auffiillen)

Hinzugefiigt, und die Proben in die Taschen eines 4%igen Polyacrylamidgels pipettiert.

Der Binding 5X Buffer setzt sich zusammen aus:

5X Precursor 500 pl

H,O 250 pl

Poly(dI-dC) 250 ul

Precursor pH 7.5

40% Glycerin 20 ml
10mM MgCL2 102 mg
5SmM EDTA 93 mg
500mM NaCL 1,46 g
100mM Tris HCL 788 mg
a.d. 50 ml H,0

Zur Herstellung dieses Gels wurden 26 ml H,0 vorgelegt und unter stindigem Riihren 7,5ml
5XTBE, 4ml 38%iges Acrylamid, 225ul 10%iges frisches Ammoniumperoxodidsulfat (APS,

Sigma, Taufkirchen) als Radikalstarter sowie 37,5ul Tetramethylendiamin (TEMED, Sigma,
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Taufkirchen) als Radikalstabilisator hinzugegeben '*’. Vor der Probenzugabe wurde das Gel
eine halbe Stunde lang bei 100V in der Gelkammer (peqLab) aktiviert. Als Kammerpuffer
diente 0,5XTBE. Die Proben wurden schlieBlich bei 135V eine Stunde lang aufgetrennt bis
die freien Oligonukleotide, sichtbar als blaue Bromphenolbande den Boden des Gels erreicht
hatten, um eine mdoglichst gute Auftrennung zu erzielen. Das Gel wurde anschlieBend auf
3MM Whatman-Papier (Schubert & Weiss, Miinchen) fiir 45 bis 60 Minuten bei 80°C
vakuumgetrocknet (Bio-Rad, Miinchen) und in einer Rontgenkassette (Amersham,

Braunschweig) mit einem Rontgenfilm (Kodak,BioMax) bei -20°C fiir 24h exponiert.

3.8.5 Filmverarbeitung

Die Rontgenfilme wurden nach genau 24h entwickelt (Maschine: Kodak) und eingescannt (hp
psc 1210). Mittels Adobe Photoshop (Adobe Photo Deluxe, Edition 3.0) erfolgte die
densitometrische Auswertung. Dabei wurden von den gewonnenen Banden die
unterschiedlichen Flichen markiert, und deren Pixelanzahl bestimmt. Die so gewonnenen
quantitativen Pixel wurden als [Arbitrary Units] gezdhlt und als MW+SEM dargestellt. Die
graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit Sigma Plot 8.0 (Jandel Corporation, St.

Rafael, CA, USA).

3.9 Klinische Daten

Das klinische Management der Patienten erfolgte wihrend dieser Studie sowohl pré- als auch
innerklinisch nach den derzeit giiltigen Richtlinien der Deutschen Gesellschaft fiir
Unfallchirurgie (DGU) '2. Die klinischen Daten wurden zu den entsprechenden Zeitpunkten der
Blutabnahmen erfasst. Hierbei wurden die Initialdaten der Patienten dem standardisiert
angefertigten Schockraumprotokoll '*! und dem Notarztbericht entnommen. Die weiteren Daten
entstammen den Intensivbogen, OP- Protokollen, Anédsthesieberichten, Radiologiebefundungen,

etc..
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Erfasst wurden insbesondere Parameter, die bendtigt wurden, um fiir jeden Patienten sowohl
MOF als auch NISS- Score berechnen zu konnen. Dies waren insbesondere Vitalparameter,
sowie serologische und hidmatologische Parameter und Beatmungsparameter. Diese werden in
den folgenden Kapiteln zur Berechnung der klinischen Scores noch einmal niher erldutert. Des
Weiteren wurden Geschlecht, Alter, das 90-Tage-Uberleben auf der Intensivstation, sowie die

Dauer der Beatmung notiert.

3.10 Score Berechnungen

3.10.1 Der MOF Score

Der modifizierte MOF Score dient der Einteilung der Patienten hinsichtlich ihrer
funktionellen Verletzungsschwere. Dies bietet eine Moglichkeit, das posttraumatische
Organversagen quantitativ zu erfassen. Somit wurden zu jedem Blutabnahmezeitpunkt
zusitzlich die Parameter zur Berechnung des MOF Scores nach Goris in der Modifikation

nach Lefering dokumentiert '*

. In ihn flieBen die vitalen Funktionen der Organe Lunge,
Herz/Kreislauf, Leber, Niere und Blut ein, wobei Einzelpunktzahlen von 0 bis 2 Punkten fiir
das jeweilige Organsystem vergeben werden. 0 Punkte bedeuten eine uneingeschrinkte bzw.

nur minimal eingeschrinkte Funktion, 2. Punkte stehen fiir ein Organversagen. Die genaue

Berechnung ist in 7Tab.3 niher erldutert.
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Tab.3: Daten zur Berechnung des MOF Scores.

Organsystem Organdysfunktion Organversagen
1 Punkt 2 Punkte

Pulmonal PEEP<10 und F10,<0,4 PEEP>10 und Fi0,>0,4
BPsyst>100mmHg, Dopamin BPsyst<100mmHg,  Suprarenin,

kardiozirkulatorisch als Sedierung Noradrenalin als Sedierung
Serumkreatinin>2mg/dl

Renal (=150umol/1) Dialyse
GOT=25 units/1 GOT=50 units/1

Hepat. Billirubin>2mg/dl(>34pmol/l) Billirubin>6mg/d1(>100pmol/1)
Leukozyten>30000

Blut Thrombozyten<50000 Leukozyten>60000 oder<2500

Tab.3: Mit dem modifizierten MOF Score kann das posttraumatische Organversagen quantitativ er-
fasst werden. Die einzelnen Organsysteme werden je nach Funktionseinschrdnkung jeweils mit 0 bis 2
Punkten versehen, und die Summe aller Punkte ergibt den MOF Score. 0 Punkte bedeuten eine unein-
geschrdnkte bzw. nur minimal eingeschrinkte Funktion.

3.10.2 Der Injury Severity Score, ISS

Der Injury Severity Score (ISS) ist eine Einteilung des Verletzten hinsichtlich der
anatomischen Verletzungsschwere. Bei der klassischen ISS Berechnung nach Greenspan
wird der Patient in 6 Korperregionen eingeteilt (1. Hals/Kopf, 2. Gesicht, 3. Thorax, 4.
Abdomen/innere Organe, 5. Extremitidten und Becken, 6. ,,External®). Fiir jede Verletzung
gibt es einen vorgegebenen Punktwert, der sich auf einer Skala zwischen 1 (unwesentliche
Verletzung) und 5 (maximal kritische Verletzung mit geringer Uberlebenswahrscheinlichkeit)
befindet. Der Wert, der jeweils hochstdotierten Verletzung aus den drei schwerst verletzten
Regionen wird potenziert, und die Summe aus den dreien ergibt den ISS. Dieser Scorewert
stellt eine seit vielen Jahren etablierte Methode dar, um die Traumaschwere zu klassifizieren
und erlaubt Aussagen iiber voraussichtliche Mortalitit und Morbiditit '*’.

Die Dokumentation erfolgt im Folgenden anhand des New Injury Severity Score (NISS) in der

Modifikation nach Osler "!. Der NISS ist eine iiberarbeitete Version des ISS und

beriicksichtigt im Vergleich zum klassischen ISS die drei schwersten Verletzungen
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ungeachtet der betroffenen Korperregion. Die anatomische Verletzungsschwere wird somit

weitaus realistischer betrachtet 2.

3.11 Statistische Analyse

Die Ergebnisse sind als [Arbitrary Units, AU] gemil3 ihrem Mittelwert (MW) £ Standardfehler
des Mittelwertes (SEM) angegeben. Samtliche statistischen Analysen wurden unter Verwendung
des Software Pakets Sigma Stat '™, Version 3.0 (Jandel Corporation, St. Rafael, CA, USA)
durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden mittels ANOVA on Ranks gefolgt vom Student-Newman-
Keuls (SNK) oder vom Kruskal-Wallis test und dem Mann-Whitney U test( rank-sum test) auf

statistische Unterschiede tliberpriift. Unterschiede wurden bei p<0,05 als signifikant angesehen.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Patientenkollektiv

Insgesamt konnten 26 polytraumatisierte Patienten in diese Studie eingeschlossen werden.
Das Alter reichte von 18 bis 71 Jahren, das mittlere Alter lag bei 41,5+2,6 (MW=+SEM). 16
Patienten waren ménnlichen und 10 weiblichen Geschlechts.

Eingeschlossen wurden alle Patienten mit einem NISS>16 Punkten, die innerhalb der ersten
90 Minuten nach Unfallgeschehen die Klinik erreichten. Hierbei lag das mittlere Zeitintervall
zwischen Unfall und initialer Blutabnahme bei 80,4+6,6 min.

Es handelte sich meist um Hochrasanztraumen auf Landstrasse/Autobahn mit PKW und
Motorrad oder um Kollisionen von Fahrradfahrer/Fufiginger mit PKW oder LKW. Der
posttraumatische Verlauf wurde mittels MOF Score '*” beschrieben. 8 Patienten, 5 Frauen und

3 Minner, erlagen den Folgen des Traumas innerhalb der ersten 90 Tage.

4.2 Schweregrad der Verletzungen

Untenstehende Tabelle fiihrt die Patienten im Einzelnen mit zugehdrigem Verletzungsmuster,
Alter, erhaltenen Transfusionen wihrend des 72 stiindigen Blutabnahmezeitraumes und New

Injury Severity Score auf.
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Tabelle 4: Verletzungsmuster des Patientenkollektivs mit zugehorigem NISS und erhaltenen Blutprodukten

PT Nummer Geschlecht Alter Verletzungsmuster NISS EK FFP TK
PT1 M 34 Intrakranielles und  subdurales Hidmatom  bilateral, 57 53 65 11
Lungenkontusion, Hé&matopneumothorax bds. , A.iliaca
Ruptur, retroperitoneales Hématom, Organquetschungen,
Skapulafraktur, Beckenfrakturen, multiple
Extremititentriimmerfrakturen
PT 2 W 39 Skalpierungsverletzung, multiple HWK und BWK Frakturen, 50 9 18 2
Lungenkontusionen bds., Augenverletzung
PT 3 \Y 32 Intrakranielles und subdurales Hamatom, Lungenkontusion, 66 6 10 0

Pneumothorax, Rippenserienfraktur, Nasenfraktur, Milzriss,
multiple Beckenfrakturen, multiple Weichteilschdden

PT 4 \VY% 63 Multiple Extremitdtentrimmerfrakturen, offen, 27 14 15 8
Femoralvenenabriss

PT S5 M 62 Lungenkontusion, Rippenserienfraktur, Milzruptur, 27 9 12 3
intraabdominelle Blutungen, Darmquetschungen,
Femurfraktur

PT6 M 45 Thoraxtrauma, Amputationsverletzung untere Extremitit, 19 30 20 5
dislozierte Femurfraktur

PT 7 M 51 Epidurales- und subarachnoidales Hamatom, Schadelfraktur, 29 9 4 2
Lungenkontusion, Rippenserienfraktur, LWK Frakturen,
Skapulafraktur

PTS8 A% 48 Gehirnddem, Dens  Axis  Fraktur, Lungenkontusion, 57 32 35 4
Rippenserienfraktur Zwerchfellriss,  Nierenriss  mit
Gefalstielabriss, Milzruptur, multiple Beckenfrakturen,
multiple LWK Frakturen

PTO M 40 subdurales Hdamatom, Le Fort IT Fraktur, Lungenkontusion, 50 18 13 0

Rippenserienfraktur, multiple Beckenfrakturen, Tibiafraktur
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PT Nummer Geschlecht Alter Verletzungsmuster NISS EK FFP TK

PT 10 \VY% 25 Epidurales Hé&matom, SAB, Schidelbasisfraktur, HWK 57 9 20 3
Fraktur, N. opticus Einklemmung, Rippenserienfraktur,
Lungenkontusion, = Pneumothorax, = Pankreasquetschung,
Milzruptur, Frakturen an den oberen Extremititen,
Beckenfrakturen
PT 11 M 57 intracerebrales Héamatom frontotemporal, 57 29 38 7
Gesichtsschédelfrakturen, Rippenserienfraktur,
Héamatothorax, Sternumfraktur, Ileumdevaskularisation,
Femur- und Tibiafraktur
PT 12 A\ 51 Subdurales Héamatom, SAB, Rippenserienfraktur, 57 17 12 0
Héamatopneumothorax, Leberriss, Hochspannungsverbrennung
PT 13 M 39 Rippenserienfraktur, LWK Fraktur, Amputation Unterschenkel 17 23 22 6
PT 14 \Y 42 SAB, Gehirnédem, subdurales Himatom, Nasenseptumfraktur, 41 5 10 2
Radius- und Ulna Triimmerfraktur
PT 15 M 40 HWK Fraktur, multiple LWK Frakturen, dislozierte, 41 2 2 0

fragmentierte Scham- und Sitzbeinfrakturen, Pilonfraktur,
OSG-und Talusfraktur

PT 16 \%% 71 Beckenfraktur, retroperitoneales Hidmatom, Femurfraktur, 29 28 29 6
massivste Weichteilverletzungen an Extremitéten

PT 17 M 18 Schéadelkontusion mit Mittelllinienverlagerung, subdurales 48 6 18 1
Hamatom, Lungenkontusion bds., Klavikulafraktur

PT 18 M 32 Spannungspneumothorax, Lungeneinriss, Femur-und offene 43 9 11 1
Tibiafraktur

PT 19 \\Y 51 SHT 1II°, SAB, cerebrales Odem, Hématopneumothorax, 50 15 18 0
Femurfraktur offen bds.

PT 20 M 49 Rippenserienfraktur, Himatopneumothorax, Lungenkontusion, 33 38 35 8
Unterschenkelamputation unterhalb des Knies, Femurfraktur

PT 21 M 32 Orbitafraktur, A. posterior Verschluss, Pneumothorax, 48 58 85 10

Mesenteriumverletzungen,  Aortendissektion  Leberruptur
>3Segmente, Sigmaruptur, Femur-und Tibiafraktur
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PT Nummer Geschlecht Alter Verletzungsmuster NISS EK FFP TK

PT 22 \\% 28 Rippenserienfraktur, = Pneumothorax,  Vaginalquetschung, 34 39 42 7
offene Femurfraktur, Beckenfraktur mit retroperitonealem
Héamatom, Decollement beider Oberschenkel und Becken

PT 23 39 Rippenserienfraktur, Pneumothorax, subkapsuldres 24 2 0 0
Milzhdmatom, subkapitale Humerusfraktur

PT 24 33 Rippenserienfraktur, Lungenkontusion, Mesenteriariss 34 13 9 2
Humerusfraktur, offene Tibiafraktur

PT 25 37 Rippenfraktur, Milzruptur, A.Mesenterica Ruptur, 50 44 42 5
Urethraabriss, V.iliaca Ruptur, open book Fraktur, Femur
Triimmerfraktur, Radiusluxation

PT 26 M 23 Schadelkontusion frontal, Lungenkontusion, Pneumothorax, 24 1 0 0

multiple BWK Frakturen
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4.3 MOF

Der MOF Score wurde zu jedem Blutabnahmezeitpunkt neu bestimmt. Die objektive

Bestimmung eines Multiorganversagens wurde bei >4Punkten festgelegt. Eine Ubersicht der

Patienten mit den MOF Scores zu jedem Abnahmezeitpunkt, sowie das outcome innerhalb

von 90 Tagen nach Traumaereignis sind in Tab.5 dargestellt.

Tabelle 5: MOF Score und Mortalitit

11:I£mmer A 6h 12h 24h 48h 72h verstorben
PT1 3 4 7 6 5 6 nein
PT 2 5 6 4 5 5 4 nein
PT3 6 5 5 5 5 5 nein
PT 4 4 5 6 8 5 5 ja
PTS 1 6 5 5 4 4 nein
PT 6 4 5 5 5 5 5 nein
PT 7 nein
PT 8 6 6 6 5 5 Il Ja
PT9 6 6 5 5 T Il Ja
PT 10 4 6 5 5 5 5 Nein
PT 11 6 7 8 8 6 6 Nein
PT 12 3 6 5 5 5 3 Ja
PT 13 4 4 3 3 5 5 Nein
PT 14 2 4 5 3 3 3 Nein
PT 15 5 4 5 5 4 2 Nein
PT 16 6 8 8 3 T T Ja
PT 17 5 7 7 5 4 3 Nein
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PT A 6h 12h 24h 48h T2h verstorben
Nummer

PT 18 2 4 6 5 5 5 Nein
PT 19 5 3 5 4 5 T Ja
PT 20 4 4 6 6 6 6 Ja
PT 21 6 7 7 7 6 6 Ja
PT 22 6 6 7 7 5 5 Nein
PT 23 4 5 5 5 6 4 Nein
PT 24 5 5 7 5 6 6 Nein
PT 25 6 6 7 5 5 5 Nein
PT 26 4 6 6 5 5 5 Nein

Tab.5: Uberblick iiber die Patienten mit entsprechenden MOF Werten zu den jeweiligen Abnahmezeit-
punkten sowie deren outcome innerhalb von 90 Tagen posttraumatisch. Polytrauma Nr.7 konnte bei die-
ser Einteilung nicht miteinbezogen werden, da die klinischen Daten nur fragmentdir vorhanden waren,
und eine Scoreberechnung nicht komplett moglich war.

4.4 Zellisolation und Proteinvalidierung

Aus den 30ml entnommenem EDTA-Vollblut wurden, wie bereits im Material und Methoden
Teil beschrieben, die Monozyten und Granulozyten isoliert. Daraus wiederum erfolgte die
Separation des zytosolischen und nukledren Proteins. Zur Untersuchung der DNA-
Bindungsaktivitdt mittels EMSA diente der nukledre Extrakt. Zur Festlegung der eingesetzten
Proteinmenge wurden diverse Validierungsversuche durchgefiihrt. Untenstehendes Bild zeigt
ein EMSA Film mit verschiedenen Mengen an Protein. Die eingesetzte Menge Protein wurde

anhand dieses Ergebnisses auf 4 pg festgelegt.
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Abb.5: Ergebnis des Validierungsversuchs zur Proteinmengenbestimmung

Abb.5:Validierungsversuch zur Detektion der idealen Proteinmenge, die, wie deutlich zu
erkennen ist, bei 4ug eingesetztem Protein lag (—). Standardisiert wurden bei jedem Ver-
such die auf der linken Hilfte des Gels abgebildeten Kontrollen durchgefiihrt. Dies sind
im Einzelnen (von links nach rechts) die Positiv- und Negativkontrolle, sowie die spezifi-
sche Kompetition und die unspezifische Kompetition (siche auch Kapitel 3.8.3.). Die Vali-
dierungsversuche wurden jeweils mit nativen (-)Proben und mit LPS stimulierten (+)Pro-
ben durchgefiihrt.

4.5 Electrophoretic Mobility Shift Assay

Die Auswertung der EMSA Ergebnisse ermoglichte eine sehr anschauliche Darstellung der
Dynamik dieser Transkriptionsfaktoren innerhalb der frithen posttraumatischen Phase. Des
Weiteren wurde die transkriptionale Aktivitit der Patienten mit der des Kontrollkollektivs
verglichen. So konnte eine Aussage iiber die Quantitit des Stimulus Trauma zu den
verschiedenen Abnahmezeitpunkten gemacht werden. SchlieBlich erfolgte noch die
Untersuchung auf Unterschiede im Traumakollektiv bei Einteilungen nach anatomischer und
funktioneller Verletzungsschwere, outcome und Massentransfusion.

Alle Ergebnisse sind in [Arbitrary Units] gemdl Mittelwert und Standardfehler des
Mittelwertes angegeben. Sie sind im Folgenden immer zu den jeweiligen
Abnahmezeitpunkten bestimmt, wobei ,,A* fiir die Initialabnahme bei Aufnahme steht. Bei
dem Kollektiv der Normalprobanden gilt: KO+ ist die mit LPS stimulierte Positivkontrolle

und KO- die Nativkontrolle.
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Die EMSA-Bilder wurden alle standardisiert 24h lang belichtet. Danach erfolgte das

Einscannen und die quantitative Auswertung mittels Computer gestiitzter Pixelzédhlung.

4.6 Kontrollkollektiv

Als Kontrollen dienten 6 freiwillige junge Probanden, 3 weibliche und 3 méannliche, die sich
aus freien Stiicken zur Blutabnahme bereit erklarten. Alle Probanden waren gesund und hatten
kein Trauma erlitten. Blutabnahmen erfolgten mindestens dreimal, sodass die Ergebnisse den
Mittelwerten aus den drei Messungen entsprechen.

Zusitzlich zu den Nativuntersuchungen erfolgte eine 4 stiindige Stimulation mit
Lipopolysaccharid (LPS), gewonnen aus E.coli Bakterien, (siche Material und Methoden
Teil). Zahlreiche Untersuchungen in der Vergangenheit haben aufgezeigt, dass LPS ein
maximaler Stimulus fiir das Immunsystem ist ©'"%,

Abb.6 zeigt exemplarisch der EMSA Film zweier Kontrollprobanden sowohl nativ, als auch
nach 4-stiindiger LPS Stimulation. Ebenso mit auf dem Bild sind die Negativ- und
Positivkontrolle, die bereits in Abschnitt 3.8.3 ausfiihrlich besprochen wurden.

Die stimulierten Proben weisen im Gegensatz zu den nativen deutlich stirkere Banden auf,

was hier mit zwei Pfeilen gekennzeichnet ist.

Abb.6: Darstellung der stimulierten und unstimulierten Kontrollen

kol+ ko2- ® ko2+

Abb.6: Dies ist beispielhaft der EMSA Film von 2 Kontrollprobanden (kol und ko2). Man
kann deutlich erkennen, dass die Stimulation mittels LPS (kol+ bzw. ko2+) stirker ge-
schwidrzte Banden hervorruft (—) als die nativen (kol- bzw. ko2-) Proben. Ebenfalls wieder
mit abgebildet sind die Negativ- und die Positivkontrollen (siehe Anschnitt 3.8.3)

neg kol-
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Die Ergebnisse der quantitativen Auswertung mittels densitometrischer Vermessung der
Schwirzung des Rontgenfilms sind in den folgenden Graphen dargestellt.

Untenstehende Graphik zeigt die Auswertung der Kontrollprobanden in Monozyten und
Granulozyten sowohl nativ als auch stimuliert. In Tabelle 6 sind die Ergebnisse der Computer

gestiitzten quantitativen Pixelauswertung.

Abb.7: STAT3 und STAT1 Aktivitit in Monozyten von Normalprobanden
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MW+SEM * . STAT3, Monozyten
Normalprobanden n=6
STAT1, Monozyten
40001 Normalprobanden n=6
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DNA Bindungsaktivitit in Monozyten *=p<0,05, U-test

Abb.7:Dies ist die graphische Darstellung der STAT3 bzw.STATI DNA Bindungsaktivitit in Mono-
zyten von Normalprobanden(KO), jeweils nativ (KO-), als auch LPS stimuliert (KO+). Man kann
deutlich erkennen, dass die Aktivitit der Transkriptionsfaktoren nach Stimulation deutlich zunimmt.
Sowohl bei STAT3 als auch bei STATI waren dieser Unterschied signifikant (*=p<0,05 Mann-
Whitney U test, KO-STATI vs. KO+STATI und KO-STAT3 vs. KO+STAT3). Auf der Y-Achse
sind die Ergebnisse in [Arbitrary Units] gemdfs MWESEM angegeben.
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Abb.8: STAT3 und STAT1 Aktivitit in Granulozyten von Normalprobanden
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*=p<0,05, U-test

DNA Bindungsaktivitit in Granulozyten

Abb.8: Diese Graphik zeigt die STAT3 bzw.STATI DNA Bindungsaktivitit in Granulozyten von
Normalprobanden (KO). Auch hier einmal nativ (KO-), als auch LPS stimuliert (KO+). Man kann
auch bei den Granulozyten deutlich erkennen, dass die Aktivitit der Transkriptionsfaktoren nach
Stimulation deutlich zunimmt. Dieser Aktivititsunterschied war bei STAT3 signifikant (*=p<0,05
Mann-Whitney U test, KO-STAT3 vs. KO+STAT3). Auf der Ordinate sind die Ergebnisse in
[Arbitrary Units] gemdfp MW+SEM angegeben.

Tab.6: densitometrische Auswertung der STAT3 und STAT1 Aktivitit in den Normalprobanden

Arbitrary
Units AU .
Probanden natiy LPS
n=6

STATI STAT3 STATI STAT3
Monozyten 259434 1243+420 517+70* 3258+1094%
Granulozyten 692+120 1511+174 1164+204 24854340 *

*=p<0,05 in U-test nativ vs. LPS

Aus Abb.8 geht hervor, dass die LPS Stimulation in beiden Zellpopulationen eine signifikante

Erhohung der nukledren STAT Translokation gegeniiber der Nativkontrolle bewirkt.

54



Lediglich bei STATI in den Granulozyten konnte keine Signifikanz verzeichnet werden. Die

korrespondierenden Daten zu den Graphen sind in Tab.6 dargestellt.

4.7 STAT1 Aktivitit in Monozyten polytraumatisierter Patienten

4.7.1 STAT1 Aktivitit in Monozyten anhand des Gesamtkollektivs

Zur Veranschaulichung ist hier der EMSA Film eines polytraumatisierten Patienten
abgebildet. Deutlich darauf zu erkennen sind die Positivkontrolle zur Kontrolle der Methode,
sowie die Banden zu allen Abnahmezeitpunkten. Abb.9 zeigt exemplarisch, dass die Aktivitéit

des Transkriptionsfaktors nach 48 und 72 Stunden hoher ist im Vergleich zur Aufnahme (—).

Abb.9: Exemplarischer EMSA Film eines Patienten

Abb.9: Dies ist exemplarisch der EMSA Film eines polytraumatisierten Patienten. Man kann deut-
lich eine stirkere Bandenschwdrzung nach 48 und 72 Stunden (siehe —) erkennen, was die gestei-
gerte Aktivitdt von STATI zu diesen Zeitpunkten ausdriickt. Links auf dem Gel ist die Positivkon-
trolle abgebildet und daneben die Blutabnahmezeitpunkte A (bei Aufnahme), sowie zum Trauma-
zeitpunkt nach 6h, 12h, 24h, 48h und 72h.

Von den abgebildeten Banden wurden die unterschiedlichen Flichen markiert, und deren
Pixelanzahl bestimmt. Diese wurden als [Arbitrary Units] gezdhlt und als MW=SEM
dargestellt (7ab.7). Die unten abgebildete Graphik (Abb.10) zeigt die quantitative

Auswertung.
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Tab.7: densitometrische Auswertung der Bandenschwirzung

KO- A 6h 12h 24h 48h 72h
[AU] n=26 259434 397+£78 494+109 478+120 416+87 474+84 493+115

Tab.7: Diese Tabelle zeigt das Ergebnis der densitometrischen Auswertung der Aktivitdt von STATI
in Monozyten polytraumatisierter Patienten (n=26).

Die Translokation von STATI1 in das nukledre Kompartiment der Monozyten fand sich im
gesamten Beobachtungszeitraum signifikant erhoht gegeniiber der Nicht-Stimulierten-

Kontrolle.

Abb.10: STAT1 Aktivitit in Monozyten polytraumatisierter Patienten

- STAT1 Monozyten, n=26 MW+SEM
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%
5’_ %
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<
c
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Ko- Ko+ A 6h 12h 24h 48h 72h
STAT1 DNA-Bindungsaktivitit in Monozyten ~ *=p<0,05, SNK test

Abb. 10: Nukledre Translokation von STATI in Monozyten des Gesamtkollektivs, sowie in den
Normalprobanden nativ (KO-) und LPS stimuliert (KO+).Die STATI DNA-Bindungsaktivitit war
wihrend des gesamten Beobachtungszeitraumes signifikant erhéht gegeniiber der Nativkontrolle:
*=p<0,05 im Student-Newman- Keuls (SNK) test, STATI A-72h vs. KO-.
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4.7.2 Aktivitdit von STATI in Monozyten von Patienten: Patienten mit/ohne

Massentransfusion

Diese Graphik veranschaulicht die STAT1 DNA-Bindungsaktivitit in Patienten mit einem
erhohten Transfusionsbedarf in der Initialphase wund in denen, die weniger
Erythrozytenkonzentrate erhielten. Es ist klar erkennbar, dass eine Massentransfusion,
festgelegt als >10 Erythrozytenkonzentrate in den ersten 24 Stunden, im gesamten
Beobachtungszeitraum mit einer reduzierten Aktivitdt des Transkriptionsfaktors STATI

einhergeht.

Abb.11: Einteilung der Patienten hinsichtlich Massentransfusion
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. STAT1 <10EKS, n=11
. STAT1,Normalprobandenf
n=6
750 1
=
S
=
o
<
500 1
5
@
250 1
0

Ko- Ko+ A 6h 12h 24h  48h  72h
STAT1 DNA-Bindungsaktivitit in Monozyten

Abb.11: Diese Graphik zeigt die Einteilung des Patientenkollektivs nach dem Kriterium der
Massentransfusion. Es ist deutlich zu erkennen, dass Patienten, die mehr als 10
Erythrozytenkonzentrate erhalten haben, wdhrend des gesamten Beobachtungszeitraumes eine
verminderte Aktivitit von STATI in den Monozyten vorweisen. Diese Unterschiede waren jedoch
nicht signifikant.
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Tab.8: densitometrische Auswertung der STAT1 Aktivitit in Monozyten:Einteilung
nach Massentransfusion

[AU]
Patienten: n=26 A 6h 12h 24h 48h 72h

>]0EKs/24 h  316+102 398+96 441+178 323+73 388+118 426+151
<IOEKS/24 h 508+119 625+223 528+154 544+177 576117 561+178

4.7.3 Aktivitit von STATI in Monozyten von Patienten: Einteilung nach outcome

In der Abb.12 ist die Einteilung der Patienten nach ihrem Uberleben innerhalb von 90 Tagen
post trauma dargestellt. Man kann deutlich erkennen, dass die verstorbenen Patienten eine
reduzierte Aktivitit von STAT1 wéhrend des gesamten Beobachtungszeitraumes aufweisen.

Dieser Unterschied war zum Zeitpunkt 12 Stunden nach Trauma signifikant.

Tab.9: densitometrische Auswertung der STAT1 Aktivitit in Monozyten: Einteilung nach

outcome
[AU]
Patienten: n=26 A 6h 12h 24h 48h 72h
iiberlebt 466451 594+150 612+164 495+119 523+108 517+136
verstorben 238+61  268+68 177+23*% 241452 327471  387+183

*=p<0,05, Anova on Ranks; iiberlebt vs. verstorben
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Abb.12: Einteilung der Patienten hinsichtlich ihres outcomes
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Abb.12: Diese Graphik zeigt die Aktivitit von STATI in den Monozyten verstorbener Patienten im
Vergleich zu der Aktivitdit von Patienten, die tiberlebt haben. Man kann deutlich erkennen, dass die
Verstorbenen gegeniiber den Uberlebenden eine reduzierte DNA-Bindungsaktivitiit aufweisen. Die-
ser Unterschied war zum Zeitpunkt 12 Stunden nach Traumaereignis signifikant (*= p= 0,009 im
SNK test 12 h Uberlebende vs. 12h Verstorbene)

4.7.4 Aktivitit von STAT1 in Monozyten von Patienten: Einteilung nach NISS

Die Abb.13 stellt die Auswertung des Patientenkollektivs nach anatomischer
Verletzungsschwere, ausgedriickt mittels New Injury Severity Score, dar. Das
Gesamtkollektiv wurde aufgeteilt in Patienten mit einem NISS grofer 41 Punkten und
Patienten mit niedrigeren Punktwerten. Hierbei war 41 der Median.

Dabei ist kein Unterschied zwischen den Patienten mit einem NISS>41 Punkten und denen
mit einem kleineren Scorewert auszumachen. Die entsprechende densitometrische

Auswertung der Bandenschwirze in Arbitrary Units [AU] ist in Tab. 10 abgebildet.
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Abb.13: STAT1 in Monozyten: Einteilung der Patienten nach NISS
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Abb.13: Diese Graphik zeigt die Aktivitit von STATI in den Monozyten von Patienten mit einem
NISS gréfier 41 Punkten im Vergleich zu der Aktivitit von Patienten, die einen niedriegeren NISS
aufwiesen. Hierbei konnten keine deutlichen Unterschiede festgestellt werden.

Tab.10: densitometrische Auswertung der STAT1 Aktivitiat in Monozyten:Einteilung nach NVISS

[AU]
Patienten: n=26 A 6h 12h 24h 48h 72h
NISS>41 378+83  340+83 511£176 523+151 453+104 453+121
NISS<41 416+135 588+203 445+169 310+187 495+135 527+189

4.7.5 Aktivitit von STAT1 in Monozyten von Patienten: Einteilung nach MOF

Die Einteilung der Patienten hinsichtlich ihrer MOF Werte ist graphisch in Abb. 14 dargestellt.
In Tab. 11 finden sich die dazugehdrigen Daten in Arbitrary Units gemidl Mittelwert und
Standardabweichung. Es fanden sich in den Monozyten bei STATI keine wesentlichen

Unterschiede in den beiden Patientensubgruppen.

60



Abb.14: STATI1 in Monozyten: Einteilung der Patienten nach MOF
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Abb.14: Diese Graphik zeigt die Einteilung der Patienten nach ihrem MOF Score. Hierbei konnte
kein deutlicher Unterschied zwischen Patienten mit einem MOF Score gréfier 4 und denen mit ei-
nem MOF Score kleiner 4 Punkten festgestellt werden.

Tab:11: densitometrische Auswertung der STAT1 Aktivitit in Monozyten:Einteilung nach MOF

[AU] A 6h 12h 24h 48h 72h
Patienten: n=26

MOF<4 369+83  567+204 409+169 385490 488+134 401+137
MOF>4 354+125 377+77 485+177 4224162 411497  461+£127

4.8 STAT3 Aktivitit in Monozyten polytraumatisierter Patienten

4.8.1 STAT3 Aktivitit in Monozyten anhand des Gesamtkollektivs

Abb.15 ist das Ergebnis eines EMSA Versuches mit Monozyten eines polytraumatisierten
Patienten und einem STAT3 spezifischen Oligonukleotid. Wie gewiinscht kann man deutliche

Banden bei der Positiv- und der unspezifischen Kontrolle erkennen. Ferner fallen eindeutig

schwiéchere Signale bei den Abnahmen 12 und 72 Stunden post trauma (siche —) auf.
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Abb.15: Exemplarischer EMSA Film zur Detektion der STAT3 Aktivitat in Monozyten

|
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ADbb. 15:Diese Abbildung zeigt exemplarisch den EMSA Film eines polytraumatisierten Patienten
nach 24stiindiger Belichtung. Deutlich zu erkennen sind die Signalintensitditsunterschiede anhand
der schwicheren Bandenschwdrzung bei 12 und 72h post trauma (siche —) im Vergleich zu den
anderen Zeitpunkten der Probengewinnung. Ebenfalls mit abgebildet sind die Positv- und Nega-
tivkontrolle, sowie die spezifische und unspezifische Kompetition.

Nach densitometrischer Auswertung dieses EMSA Films wurden die Ergebnisse (Tab.12) zur

Veranschaulichung in eine Graphik iibertragen. Diese ist in Abb. 16 abgebildet.

Tabelle 12: densitometrische Auswertung der STAT3 Aktivitit in Monozyten (n=26)

KO- A 6h 12h 24h 48h 72h
MW+SEM 12434420 2640+447 27464544 2513+462 29534528 2846+484 22614556

Wie bereits bei dem Transkriptionsfaktor STATI kann man deutlich den

Aktivitatsunterschied zwischen der Nativkontrolle und dem Patientenergebnis erkennen.

62



Abb.16: STAT3 Aktivitiit in Monozyten polytraumatisierter Patienten
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Abb.16: Diese Graphik stellt die nukledre Translokation von STAT3 in den Monozyten des Ge-
samtkollektivs dar. Ebenfalls mit aufgefiihrt sind die Kontrollprobanden, nativ (-Ko) und LPS

stimuliert (+Ko). Es ist klar zu erkennen, dass die Nativkontrolle die geringste Aktivitdit von
STAT3 aufweist.

4.8.2 Aktivitdit von STAT3 in Monozyten von Patienten: Patienten mit/ohne

Massentransfusion

Wie bereits bei dem Transkriptionsfaktor STAT1 kann man auch hier ein
Aktivitatsunterschied des Transkriptionsfaktors zwischen massentransfundierten Patienten
und denen, die weniger Erythrozytenkonzentrate erhalten haben, erkennen. Die Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen waren jeweils gegeneinander von der Initialabnahme bis zum
48 Stunden Wert signifikant. In 7ab.13 sind nochmals die Auswertungen der

Bandenschwirze dargestellt.
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Abb.17: STAT3 in Monozyten:Einteilung der Patienten nach Massentransfusion
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Abb.17: Diese Graphik zeigt die DNA-Bindungsaktivitit von STAT3 in Monozyten von Patienten, die
mehr als 10 Erythrozytenkonzentrate wdhrend des Beobachtungszeitraumes erhalten haben und von
denen, fiir die weniger Blutprodukte bendtigt wurden. Bei diesem Vergleich zeigt sich die Aktivitdt von
STAT3 bei den Massentransfundierten bestindig erniedrigt. Bis auf den Zeitpunkt 72 Stunden post
trauma ist dieser Unterschied signifikant (*= p<0,001 im Anova on Ranks followed by Kruskal-Wallis
test, >10EKs vs. <I0EKs).

Tab.13: densitometrische Auswertung der STAT3 Aktivitit in Monozyten: Einteilung nach

Massentransfusion
[AU] A 6h 12h 24h 48h 72h
Patienten:
n=26

>10EKs/24 h  1808+543  2135+783 18134562  2073£703 18574573  1924+966

<IOEKs/24 h 3776+629*% 3580+674*% 3466+709% 4153+674% 4015+675% 2598+587

*=p<0,001 Anova on Ranks; <10EKs vs.>10EKs

4.8.3 Aktivitit von STAT3 in Monozyten von Patienten: Einteilung nach outcome

Die Einteilung des Kollektivs nach dem outcome, innerhalb von 90 Tagen post trauma, zeigt

deutlich, dass die verstorbenen Patienten eine wesentlich reduzierte STAT3 Aktivitét

64



aufweisen. Der Unterschied zu den iiberlebenden Patienten war nach 6, 12, 24 und 48 Stunden

signifikant.

Abb.18: STAT3 in Monozyten: Einteilung der Patienten nach outcome
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Abb.18: Diese Graphik zeigt die nukledre STAT3 Translokation in Monozyten von Patienten, die
tiberlebt haben und denen, die verstorben sind. Dabei ist klar zu erkennen, dass die Aktivitdt des
Transktiptionsfaktors bei den verstorbenen Patienten erniedrigt ist. Dieser Unterschied war zu
den Zeitpunkten 6, 12, 24 und 48 Stunden post trauma signifikant (*= p<0,001 im Anova on Ranks
followed by Kruskal-Wallis test, Uberlebende vs. Verstorbene).

Tab.14: densitometrische Auswertung der STAT3 Aktivitidt in Monozyten: Einteilung nach outcome

[AU]
Patienten: A 6h 12h 24h 48h 72h
n=26
itberlebt 3243+573 3432+£719 30641614  3762+657 35554551 2638+649
verstorben 12844384 12044345% 1272+321% 1133+444% 719494%  565+126

*=p<0,001, Anova on Ranks; {iberlebt vs. verstorben

4.8.4 Aktivitit von STAT3 in Monozyten von Patienten: Einteilung nach NISS

Diese Graphik stellt die Auswertung des Patientenkollektivs nach anatomischer

Verletzungsschwere, ausgedriickt mittels New Injury Severity Score, dar. Das
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Gesamtkollektiv wurde aufgeteilt in Patienten mit einem NISS groer 41 Punkten und
Patienten mit niedrigeren Punktwerten. Hierbei war 41 der Median.

Man kann ganz deutlich erkennen, dass die schwerer verletzten Patienten iiber den gesamten
Beobachtungszeitraum eine niedrigere STAT3 Aktivitdt aufweisen als Patienten mit einem
NISS kleiner 41 Punkten. In Tabelle 15 sind die Daten der Bandenschwérzung in Arbitrary
Units [AU] gemal Mittelwert und Standardabweichung des Mittelwertes angegeben.

Tab.15: densitometrische Auswertung der STAT3 Aktivitidt in Monozyten: Einteilung nach NISS

[AU] A 6h 12h 24h 48h 72h
Patienten: n=26
NISS>41 19504521 17114429 2130+£615 18194458 22424506 1687+601
NISS<41 3331+694 37814932 2895+698 4087+859 3450+810 2740+890

Abb.19: STAT3 in Monozyten:Einteilung der Patienten nach NISS
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Abb.19: Dies ist die Auswertung der Patienten hinsichtlich ihrer Verletzungsschwere, ausgedriickt in dem
NISS. Hierbei wird ersichtlich, dass die Aktivitit von STAT3 in Patienten mit einem NISS grofier 41 Punkten
innerhalb des gesamten Beobachtungszeitraumes reduziert ist im Vergleich zu der Aktivitdt in den leichter

verletzten Patenten. Diese Unterschiede waren knapp nicht signifikant (p= 0,208 im Anova on Ranks followed
by Kruskal-Wallis test, NISS<41 vs. NISS>41).
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4.8.5 Aktivitit von STAT3 in Monozyten von Patienten: Einteilung nach MOF

Untenstehende Graphik veranschaulicht die STAT3 DNA-Bindungsaktivitdt in Monozyten
von Patienten mit einem MOF Wert grofer 4 Punkten und solchen, die weniger schwer

verletzt waren (MOF<4). Die densitometrische Auswertung der Bandenschwirzung ist in

Tab. 16 zu sechen.

Abb.20: STAT3 in Monozyten:Einteilung der Patienten nach MOF
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Abb.20: Dies ist die Auswertung der Patienten hinsichtlich ihrer MOF Werte. Es zeigt sich, dass Patienten
mit einer geringeren Verletzungsschwere, ausgedriickt in einem MOF <4, eine geringereAktivitdit von
STAT3 aufweisen als schwerer verletzte Patienten. Die Unterschiede sind jedoch nur gering.

Tab.16: densitometrische Auswertung der STAT3 Aktivitiit in Monozyten: Einteilung nach MOF

[AU] Patienten: A 6h 12h 24h 48h 72h
n=25
MOF<4 2290+447 23114530 1679+321 2668+553 2076+415 1459+374
MOF>4 2640+£761 2831+£970 3253+885 2847+903 3466+921 4013+1450
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4.9 STAT1 Aktivitit in Granulozyten polytraumatisierter Patienten

4.9.1 STAT1 Aktivitit in Granulozyten anhand des Gesamtkollektivs

Bei Aufnahme zeigt sich die STAT1 DNA-Bindungsaktivitit in den Granulozyten bereits
niedriger als bei der Nativkontrolle und nimmt dann bis zum 12h Wert noch weiter ab. Erst ab
der 24h Abnahme beginnt die Aktivitit wieder rapide zu steigen, und die 72h Abnahme
erreicht sogar fast das Niveau der stimulierten Kontrolle. Diese ist signifikant erhoht
gegeniiber der Initialabnahme, sowie dem 6 und 12 Stunden Wert (p<0,05 im Anova on
Ranks test followed by Kruskal-Wallis, KO+ vs. A-12h). Die Aktivitidt nach 72 Stunden ist
sogar so angestiegen, dass sie signifikant erhoht ist gegeniiber allen Abnahmen bis zu einem
Tag nach Unfallereignis (p<0,05 im Anova on Ranks followed by SNK test, 72h vs. A-24h).

Die densitometrische Auswertung der Bandenschwirze ist in Tab. 17 wiedergegeben.

Tab.17: densitometrische Auswertung der STAT1 Aktivitit in Granulozyten: Patientenkollektiv

[AU]

Patienten: KO- KO+ A 6h 12h 24h 48h 72h
n=26

STAT1  692+120 1164+204# 618+139%# 460+81%# 464+106*%# 673+£133*% 943150 1137+212%*
GN

*=p<0,05 SNK test, STAT1 Granulozyten 72h vs. A-24h
#=p<0,05 Anova on Ranks, KO+ vs. A-12h STATI1 Granulozyten
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Abb.21: STATI1 in Granulozyten:Gesamtkollektiv
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Abb.21:Diese Graphik zeigt die nukledre Translokation von STATI in Granulozyten des Gesamtkollektivs.
Es ist deutlich zu erkennen, dass die Aktivitit des Transkriptionsfaktors zu dem Zeitpunkt 72h nach Trau-
ma am hochsten ist. Dieser Unterschied ist signifikant gegeniiber der Aktivitit bei Aufnahme (A), sowie
nach 6,12 und 24Stunden (*= p<0,05 im Anova on Ranks followed by SNK test, 72h vs. A-24h). Des Wei-
teren zeigt sich die DNA Bindungsaktivitdt von STATI reduziert gegeniiber der stimulierten Kontrolle
(Ko+). Auch dieser Unterschied ist signifikant bis zum Zeitpunkt 12 Stunden post trauma (#= p<0,05 im
Anova on Ranks test followed by Kruskal-Wallis, KO+ vs. A-12h).

4.9.2 STAT1 Aktivitit in Granulozyten: von Patienten: Patienten mit/ohne Massentransfusion

Diese Graphik zeigt die Auswertung der Patienten hinsichtlich der initialen
Massentransfusion. Man kann klar erkennen, dass die Aktivitit des Transkriptionsfaktors
STATI in den mehr transfundierten Patienten deutlich reduziert ist gegeniiber Patienten, bei
deren Behandlung weniger Erythrozytenkonzentrate ausreichend waren. Dieser Unterschied

war von Aufnahme bis zu 12 Stunden nach Unfallgeschehen signifikant.
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Abb.22: STATI in Granulozyten:Einteilung der Patienten nach Massentransfusion
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Abb.22: Diese Graphik zeigt die Einteilung des Kollekivs nach Massentransfusion in der Inititalphase. Es
zeigt sich, dass die Aktivitdt von STATI in den Patienten, die mehr als 10 Erythroyztenkonzentrate erhalten
haben, reduziert ist im Vergleich zu der Aktivitit in den Patienten, die nicht massentransfundiert worden
sind. Dieser Unterschied war bei Aufnahme (4), sowie zum Zeitpunkt 6 und 12 Stunden nach Trauma signi-
fikant (*= p<0,05 im Anova on Ranks test followed by Kruskal-Wallis, <10EKs vs. >10EKs).

Untenstehende Tabelle zeigt die Auswertung der Bandenschwérze auf den entsprechenden

Filmen.

Tab.18: densitometrische Auswertung der STAT1 Aktivitiit in Granulozyten: Einteilung nach
Massentransfusion

[AU] A 6h 12h 24h 48h 72h
Patienten: n=26

>10EKs/ 24 h 444+151 293456 269466  559+144 8224222  802+207
<I0EKS/ 24 h 8544245% 688+155% 730+213% 8274248 1012+193 1420+343

*=p<0,05 Anova on Ranks; <10EKs vs.>10EKs
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4.9.3 STAT1 Aktivitit in Granulozyten: Einteilung der Patienten nach outcome

Es erfolgte eine Einteilung der Patienten hinsichtlich ihres Uberlebens oder Versterbens
innerhalb von 90 Tagen post trauma. In Abb.23 sind diese Ergebnisse mittels einer Graphik

veranschaulicht.

Abb.23: STATI in Granulozyten:Einteilung der Patienten nach outcome
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Abb.23: Diese Graphik zeigt die nukledre Translokation von STATI in Granulozyten von verstorbenen Pati-
enten und von solchen, die iiberlebt haben. Es ist klar zu erkennen, dass die Aktivitit des Transkriptionsfak-
tors in den verstorbenen Patienten wihrend des gesamten Beobachtungszeitraums reduziert ist, sogar bis
unter das Niveau der unstimulierten Normalprobanden (Ko-). Der Unterschied zwischen den zwei Gruppen
war zum Zeitpunkt 72 Stunden post trauma signifikant (¥*= p=0,031 im Anova on Ranks followed by SNK
test, 72h iiberlebt vs. 72h verstorben).

Es konnte gezeigt werden, dass die verstorbenen Patienten im Vergleich zu denen, die
iberlebt haben, eine reduzierte STAT1 DNA-Bindungsaktivitdt aufweisen. Die Aktivitét des
Transkriptionsfaktors fillt in diesem Kollektiv sogar bis unter das Niveau der unstimulierten

Normalprobanden (Ko-). Die nukledre Translokation von STATI1 in den Granulozyten
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verstorbener Patienten war im Vergleich zu der Aktivitit der Uberlebenden zum Zeitpunkt 72

Stunden post trauma signifikant.
Tabelle 19 zeigt die densitometrische Auswertung der Filmschwérzung in Arbitrary Units

[AU] gemiB Mittelwert und Standardfehler des Mittelwertes.

Tab.19: densitometrische Auswertung der STAT1 Aktivitit in Granulozyten: Einteilung nach outcome

[AU] A 6h 12h 24h 48h 72h
Patienten: n=26

iiberlebt 755+190 545+£109 5244145 832+178 1048+£190 12904243
verstorben 309+72  270+£62 329+102 313+£86  539+150 471+172%

*=p=0,031, SNK test; 72h tiberlebt vs. 72h verstorben

4.9.4 STAT1 Aktivitit in Granulozyten: Einteilung der Patienten nach NISS

In Abb.24 ist die Auswertung des Patientenkollektivs nach anatomischer Verletzungsschwere,
ausgedriickt mittels New Injury Severity Score, dargestellt. Wie schon bei den Monozyten
gezeigt, wurde das Gesamtkollektiv aufgeteilt in Patienten mit einem NISS gréfer 41 Punkten
und Patienten mit niedrigeren Punktwerten. Die korrespondierenden Werte sind in Tab.20
dargestellt.

Es zeigten sich hierbei keine eindriicklichen Unterschiede zwischen den beiden Subgruppen.

Tab.20: densitometrische Auswertung der STAT1 Aktivitit in Granulozyten: Einteilung nach NISS

[AU] A 6h 12h 24h 48h 72h
Patienten: n=26
NISS>41 19504521 17114429 2130+£615 18194458 22424506 1687+601
NISS<41 3331+£694 3781+932 2895+698 4087+859 3450+810 27404890
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Abb.24: STATI in Granulozyten:Einteilung der Patienten nach NISS
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Abb.24: Diese Graphik zeigt die nukledre Translokation von STATI in Granulozyten von Patienten mit ei-
nem NISS grofier als 41 Punkte und im Vergleich dazu die Translokation von STATI in Patienten mit einem
NISS von weniger als 41 Punkten. Hierbei zeigten sich keine deutlichen Unterschiede.

4.9.5 STAT1 Aktivitit in Granulozyten: Einteilung der Patienten nach MOF

Die Einteilung der Patienten nach ihrem Multiple Organ Failure, MOF, Score ergab keine
eindriicklichen Unterschiede der STAT1 DNA-Bindungsaktivitit in Patienten mit einem
MOF<4 und solchen mit einem MOF>4 Punkten. Tab.21 veranschaulicht die Zahlenwerte der

densitometrischen Auswertung.

Tabelle .21: densitometrische Auswertung der STAT1 Aktivitit in Granulozyten: Einteilung nach

MOF
[AU] A 6h 12h 24h 48h 72h
Patienten: n=25
MOF<4 610+179 555+143 438+108 466+97 1033+£179 1026266
MOF>4 609+237 341+78 500+£202 852+259 834+283 13234406
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Abb.25: STATI in Granulozyten:Einteilung der Patienten nach MOF
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Abb.25: Diese Graphik zeigt die Einteilung der Patienten nach ihren MOF Werten. Hierbei konnte kein
Unterschied zwischen Patienten mit einem Multiorganversagen, also MOF Werten grofier 4 Punkten und
Patienten mit niedrigeren MOF Werten festgestellt werden.

4.10 STAT3 Aktivitit in Granulozyten polytraumatisierter Patienten

4.10.1 STAT3 Aktivitit in Granulozyten anhand des Gesamtkollektivs

Hier ist exemplarisch der EMSA Film eines polytraumatisierten Patienten nach 24-stiindiger
Belichtungszeit abgebildet (4bb.26). Wie bereits auf den vorangegangenen Bilder sind auch
hier die Positiv- und Negativkontrolle, sowie die spezifische und die unspezifische
Kompetition mit abgebildet.

Es ist klar zu sehen, dass das Maximum der Bandenschwérzung bei 48 und bei 72 Stunden

liegt (siche —). Wie alle Filme wurde auch dieser standardisiert 24 Stunden lang belichtet.
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Abb.26: EMSA Film zur Detektion der STAT3 Aktivitit in Granulozyten

posgneg spez unspez A J6h ,12h" 24h , 4t

&

Abb.26: Dies ist exemplarisch der EMSA Film eines polytraumatisierten Patienten zur Detektion der
STAT3 DNA-Bindungsaktivitit in Granulozyten. Es sind deutliche Banden zu erkennen, wobei das Maxi-
mum der Bandenschwdrzung zum Zeitpunkt 48 und 72 Stunden liegt (siehe —). Ebenfalls mit abgebildet
sind die Positv- und Negativkontrolle, sowie die spezifische und unspezifische Kompetition.

Die Flachen der Bandenschwirzung wurden erneut ausgemessen, und die Pixelanzahl wurde

bestimmt. Die densitometrische Auswertung ist in Tabelle 22 zu finden. Zur

Veranschaulichung wurden die Ergebnisse mittels einer Graphik dargestellt (4bb.27).

Tab.22: densitometrische Auswertung der STAT3 Aktivitit in Granulozyten (n=26)

KO+ A 6h 12h 24h 48h 72h

MW+SEM  2485+340 1878+326 17314273 1583+283 1670+321 2208+324 2343+406
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Abb.27: STAT3 in Granulozyten: Gesamtkollektiv
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Abb.27: Diese Graphik zeigt die Translokation von STAT3 in das nukledre Kompartiment der Gra-
nulozyten. Die Aktivitit des Transkriptionsfaktors zeigt ein Minimum zum Zeitpunkt 12 Stunden post
trauma und ein Maximum bei 48 und 72 Stunden. Wihrend des gesamten Beobachtungszeitraumes
bleibt die DNA-Bindungsaktivitit von STAT3 jedoch erhoht gegeniiber der unstimulierten Kontrolle
(Ko-).Diese Unterschiede waren nicht signifikant (p=0,474 im Anova on Ranks test followed by
Kruskal-Wallis, Granulozytenkollektiv vs. Kontrollen).

Die Translokation des Transkriptionsfaktors STAT3 in das nukledre Kompartiment der Gra-
nulozyten zeigt sich im gesamten Beobachtungszeitraum erhoht gegeniiber der Nativkontrolle
(Ko-), erreicht jedoch nie das Niveau der stimulierten Kontrolle. Die Aktivitdt des Transkrip-
tionsfaktors ist zum Zeitpunkt 12 Stunden post trauma am niedrigsten, um dann bei 48 und 72
Stunden wieder anzusteigen. Die Unterschiede waren nicht signifikant (p=0,474 im Anova on

Ranks test followed by Kruskal-Wallis, Granulozytenkollektiv vs. Kontrollen).
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4.10.2 STAT3 Aktivitit in Granulozyten: von Patienten: Patienten mit/ohne

Massentransfusion

Die nukledre Translokation von STAT]1 in den Granulozyten zeigte keine Unterschiede in der
Aufteilung des Patientenkollektivs hinsichtlich erhaltener Massentransfusion innerhalb der
ersten 24 Stunden (A4bb.28). Dies ist nochmals mit den korrespondierenden Werten der

densitometrischen Auswertung in Tab.23 dargestellt.

Abb.28: STAT3 in Granulozyten: Einteilung der Patienten nach Massentransfusion
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Abb.28: Diese Graphik zeigt die Einteilung des Kollekivs nach Massentransfusion in der Inititalphase. Hier-
bei konnten keine wesentlichen Unterschiede festgestellt werden zwischen den Patienten, die mehr als 10
Erythrozytenkonzentrate innnerhalb der ersten 24 Stunden erhalten hatten und Patienten, die mit weniger

Blutprodukten ausgekommen sind.
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Tab.23: densitometrische Auswertung der STAT3 Aktivitit in Granulozyten: Einteilung nach
Massentransfusion

[AU] A 6h 12h 24h 48h 72h
Patienten: n=26

>10EKs/ 24 h 18124340 1782+390 1564+328 1637+402 2379+533 2809+657
<IOEKS/24 h 1821+498 1660+387 1610+516 17144546 2005+340 1877+465

4.10.3 STAT3 Aktivitit in Granulozyten: Einteilung der Patienten nach outcome

In Abb.29 ist ein Vergleich zwischen der Aktivitdt von STAT3 in den Granulozyten von
Patienten, die iiberlebt haben und der Aktivitdt des Transkriptionsfaktors in den Patienten, die
verstorben sind, abgebildet. Es wurde das oufcome innerhalb von 90 Tagen post trauma

beriicksichtigt.

Abb.29: STAT3 in Granulozyten: Einteilung der Patienten nach outcome
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Abb.29: Diese Graphik veranschaulicht die DNA Bindungsaktivitit von STAT3 in Granulozyten von verstorbe-
nen und tiberlebenden Patienten. Es ist zu erkennen, dass die verstorbenen Patienten bereits initial eine vermin-
derte Aktivitit des Transkriptionsfaktors aufweisen. Zum Zeitpunkt 48 und 72 Stunden nach Trauma ist diese
Jjedoch erhéht gegeniiber den Uberlebenden. Die Unterschiede waren nicht signifikant (p=0,695 im Anova on
Ranks test).



Tab.24: densitometrische Auswertung der STAT3 Aktivitit in Granulozyten: Einteilung nach outcome

[AU] A 6h 12h 24h 48h 72h
Patienten: n=26
iitberlebt 20624402 1865+£351 1686+366 1865+386 21034328 23014451
verstorben 1407+£544 14294417 13524428 12294583 25244898 2531+£1063

Diese Auswertung hinsichtlich des oufcomes der Patienten zeigt eine initiale Reduktion der
nukledren Translokation von STAT3 im Vergleich zu den Uberlebenden. Zum Zeitpunkt 48
und 72 Stunden post trauma erreicht die Aktivitit des Transkriptionsfaktors in den

verstorbenen Patienten ein Maximum und tibertrifft die Aktivitdt in den Uberlebenden.

4.10.4 STAT3 Aktivitit in Granulozyten: Einteilung der Patienten nach dem NISS

Diese Graphik (4bb.30) stellt die Auswertung des Patientenkollektivs nach anatomischer
Verletzungsschwere, ausgedriickt mittels New Injury Severity Score, dar. Das
Gesamtkollektiv wurde aufgeteilt in Patienten mit einem NISS von mehr als 41 Punkten und
Patienten mit geringerem Punktwert. Hierbei war 41 der Median.

Man kann ganz deutlich erkennen, dass die schwerer verletzten Patienten {iber den gesamten
Beobachtungszeitraum eine niedrigere STAT3 Aktivitidt aufweisen als Patienten mit einem
NISS kleiner 41 Punkte. Diese Unterschiede waren zu den Zeitpunkten 6, 12 und 24 Stunden
post trauma signifikant (*=p< 0,001 im Anova on Ranks test followed by Kruskal-Wallis,
NISS<41 vs. NISS>41).

In Tabelle 25 sind die densitometrischen Auswertungen der Bandenschwérzungen dargestellt.
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Tab.25: densitometrische Auswertung der STAT3 Aktivitit in Granulozyten: Einteilung nach NISS

[AU]
Patienten: A 6h 12h 24h 48h 72h
n=26
NISS>41 12674392 927+231 663+187 858+188 1677£398 1964+617
NISS<41 12644471 25354387% 2503+397% 2481+532% 2739+479 26594545

*=p< 0,001 im Anova on Ranks test followed by Kruskal-Wallis, NISS<41 vs. NISS>41

Abb.30: STAT3 in Granulozyten: Einteilung der Patienten nach NISS
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*=p<0,001, Anova on Ranks

Abb.30: Hier ist die Auswertung der Patienten nach ihrer Verletzungsschwere, ausgedriickt mittels NISS, abgebil-
det. Sehr eindriicklich ist die Aktivititsminderung von STAT3 in den Patienten, die einen NISS grofier 41 Punkte
erreicht haben. Der Unterschied der DNA-Bindungsaktivitit von STAT3 zwischen den beiden Patientengruppen
zeigte sich zum Zeitpunkt 6, 12 und 24 Stunden nach Trauma signifikant (*= p< 0,001 im Anova on Ranks test
followed by Kruskal-Wallis, NISS<41 vs. NISS>41).
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Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivitit des Transkriptionsfaktors STAT3 in den
Granulozyten der schwerer verletzten Patienten, ausgedriickt durch einen hoheren NISS, im

gesamten Beobachtungszeitraum reduziert ist gegeniiber den Patienten mit einem NISS
kleiner 41 Punkte. Zum Zeitpunkt 6, 12 und 24 Stunden nach Traumaereignis war dieser

Unterschied signifikant.

4.10.5 STAT3 Aktivitit in Granulozyten: Einteilung der Patienten nach dem MOF Score

Diese Graphik (A4bb.31) zeigt die Auswertung des Patientenkollektivs hinsichtlich der

funktionellen Verletzungsschwere, ausgedriickt mittels MOF Score.

Abb.31: STAT3 in Granulozyten: Einteilung der Patienten nach MOF Score
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Abb.31: Diese Graphik zeigt die Einteilung der Patienten hinsichtlich ihres MOF Score Wertes. Es ist deutlich zu
erkennen, dass die schwerer verletzten Patienten, ausgedriickt in einem héheren MOF Score, wdhrend des gesam-
ten Beobachtungszeitraumes eine reduzierte STAT3 Aktivitit haben. Im Gegensatz dazu, ist die Aktivitit des
Transkriptionsfaktors in den weniger schwer verletzten Patienten durchgehend héher als die Nativkontrolle (Ko-)
und zum Zeitpunkt 72 Stunden sogar hoher als die LPS stimulierte Kontrolle (Ko+). Diese Unterschiede waren
nicht signifikant (p=0,282 im Anova on Ranks test followed by Kruskal-Wallis, MOF>4 vs. MOF <4).
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Es zeigt sich, dass die schwerer verletzten Patienten, ausgedriickt durch einen MOF Score
Wert groler 4 Punkten, im gesamten Beobachtungszeitraum eine verminderte STAT3
Aktivitat aufweisen, verglichen mit den weniger schwer verletzten Patienten. Des Weiteren ist
die nukledre Translokation von STAT3 in den Patienten mit einem MOF kleiner 4 Punkten
durchgehend erhoht im Vergleich zur Nativkontrolle (Ko-). Zum Zeitpunkt 72 Stunden nach
Trauma ist sie sogar hoher als die LPS stimulierte Kontrolle (Ko+).

Die dazugehorigen Werte der Pixelauszédhlung in Arbitrary Units finden sich in Tabelle 26.

Tab.26: densitometrische Auswertung der STAT3 Aktivitit in Granulozyten: Einteilung nach MOF

[AU] A 6h 12h 24h 48h 72h
Patienten: n=25
MOF<4 2116465 2018+430 1855+458 1822+510 22924447 2670+494
MOF>4 1347+413 1228+277 1103+£282 1313+381 2091+544 1895+785

82



5. DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit konnten erstmalig Erkenntnisse iiber initiale intrazelluldre
Aktivierungsmechanismen in humanen Immunzellen polytraumatisierter Patienten in der
frithen posttraumatischen Phase gewonnen werden.

Der Forschungsschwerpunkt lag dabei auf der Analyse der Transkriptionsfaktoren STATI
und STAT3. Es ist erstmalig gelungen, deren Translokation in den immunkompetenten
Zellpopulationen der Monozyten und PMN-Granulozyten mittels Electrophoretic Mobility
Shift Assay, EMSA, nachzuweisen. Dabei fand sich in den Validierungsversuchen anhand
gesunder Normalprobanden unter nativen Bedingungen eine Grundaktivitit beider
Transkriptionsfaktoren und unter LPS Stimulation ein signifikanter Anstieg derselben.

In Patienten, die im Verlauf verstorben sind, schwerer verletzt waren oder ein manifestes
Multiorganversagen  entwickelt  haben, zeigte sich  wihrend des gesamten
Beobachtungszeitraumes eine  Reduktion der nukledren  Translokation  beider

Transkriptionsfaktoren.

5.1 Methodik

5.1.1 Studiendesign

Die Vorgabe der moglichst frithen Probengewinnung ergab sich aus den Studienergebnissen
der letzten Jahre. Verschiedene Untersuchungen der vergangenen Dekaden haben klar
aufgezeigt, dass der initialen Phase nach Traumaereignis signifikante Bedeutung fiir die
Dysfunktion humaner Immunzellen des unspezifischen Immunsystems zukommt ***. Als
Ursache fiir die posttraumatische Entwicklung von Organsystemfunktionsstorungen wird

5

unter anderem eine frithe Fehlregulation des Monozyten/Makrophagen Systems "> und der

21" Botha et al.

polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten als bewiesen angesehen
konnten an einem Kollektiv von Traumapatienten bereits 6 Stunden nach Unfallereignis eine

signifikante Aktivierung der zirkulierenden PMN-Granulozyten nachweisen *°. Ein
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entscheidender Aspekt der vorliegenden Arbeit ist daher die initiale Blutabnahme, welche
innerhalb der ersten 90 Minuten nach Traumaereignis bei Aufnahme in unserer Klinik
erfolgte. Auch die folgenden Blutabnahmezeitpunkte folgten eng gestaffelt und wurden
standardisiert zum Traumazeitpunkt nach 6, 12, 24, 48 und 72 Stunden durchgefiihrt.

Die kurzen Rettungswege in der Landeshauptstadt Miinchen ermoglichten einen frithen
Zugang zu den Patienten, die mittels Hubschrauber oder auch bodengebunden in einem
Rettungswagen zum Schockraum gebracht wurden. Somit konnten Blutproben zu diesem
Studienzwecke noch im Schockraum, unmittelbar nach Erfassung und Stabilisierung der

Vitalfunktionen der polytraumatisierten Patienten °*'"

, im Rahmen von diagnostisch
notwendigen Blutentnahmen oder notwendigen Zugingen (ZVK-Anlage, arterielle
Druckmessung) gewonnen werden. Die polytraumatisierten Patienten wurden nach initialer
Diagnostik und ggf. Intervention im Schockraum entweder auf die -chirurgische
Intensivstation  verlegt, oder 1im Falle anschlieBender Primérversorgung bei
lebensbedrohlichen Verletzungen in den Operationssaal gebracht. Dort erfolgten im Verlauf

auch die konsekutiven, zeitlich eng gestaffelten Blutabnahmen standardisiert nach

Studienprotokoll %,

5.1.2 Patientenkollektiv

In diese Studie wurden ausschlieBlich Patienten mit stumpfem Polytrauma und einem NISS
von mindestens 16 Punkten eingeschlossen, die innerhalb der ersten 90 min nach Trauma den
Schockraum unserer Klinik erreichen konnten.

Beim FEinschluss der Patienten wurde bewusst nicht auf spezifische Verletzungsmuster
geachtet, sondern nur auf den Schweregrad, ausgedriickt mittels New Injury Severity Score.
Dies sollte gewéhrleisten, dass der Ablauf der Immunantwort auf schweres Polytrauma, und

nicht die Inflammationsreaktion auf bestimmte Verletzungen untersucht werden konnte >,
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Die Verletzungsschwere, sowie das Alter und die Geschlechterverteilung dieses Kollektivs
entsprechen dem Durchschnitt von Traumapatienten in Mitteleuropa 2. Insbesondere in der
nordamerikanischen Literatur findet sich ein groBer Anteil penetrierender Verletzungen,
wiahrend 1im europdischen Raum das stumpfe Polytrauma verursacht durch
Hochrasanztraumen oder Stiirze iiberwiegt .

Die Dokumentation der praklinischen und klinischen Daten erfolgte entsprechend den
Richtlinien der Europdischen  Konsensuskonferenz — zur  Aufnahme von  Daten

1% Pro Abnahmezeitpunkt wurden die klinischen Parameter

polytraumatisierter Patienten
bestimmt, welche benotigt wurden, um die klinischen Scores NISS und MOF ermitteln zu

konnen.

5.1.3 Zellisolation

Zur Zellisolation wurden aus dem entnommenen EDTA-Vollblut mittels positiven cell-
sortings durch magnetische Antikorpermarkierung CD14 positive Monozyten und CDI15
positive Granulozyten isoliert. Diese Technik hat die theoretische Mdoglichkeit, dass sie die
Immunzellen zusétzlich leicht aktiviert. Das CD14 Epitop auf den Monozyten ist die
sensibelste Region fiir die intrazelluldre Aktivierung der Monozyten. Somit kénnen die Anti-
CD14 Antikérper zu einer leichten Aktivierung der Immunzellen fithren . Der Methodik des
positiven cell sortings stehen noch die Dichtegradientenzentrifugation und die Technik des
negativen cell sortings entgegen. Die Separation durch Dichtegradientenzentrifugation mittels
Ficoll oder Percoll wurde von anderen Autoren beschrieben °. Diese Methodik birgt den
Nachteil, dass die Immunzellen nachweislich durch den mechanischen Stress der

Zentrifugation deutlich mehr aktiviert werden 2"

. Die Literatur zeigt, dass diese Methodik
eine stirkere Aktivierung der Zellen hervorruft als die von uns angewandte MACS-

Methode'?™'.  Cotter et al. *' konnten  zeigen, dass die  Percoll

Dichtegradientenzentrifugation fir bereits ins Gewebe eingewanderte Zellen geeignet ist,
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wohingegen zirkulierende Lymphozyten andere Eigenschaften aufweisen. Die negative
immunologische Separation ist hoch sensitiv und aktiviert die zu separierenden Zellen nicht.
Der Nachteil jedoch ist, dass man ein deutlich groBeres Blutvolumen benétigt, um dieselbe
Anzahl Zellen zu erhalten **. Angesichts der hdmorrhagischen Instabilitit des untersuchten
Patientenkollektivs, die weitere Blutabnahmen und somit grofere zur Verfiigung stehende
Volumina ausschlief3t, stellt die Methode der positiven immunologischen Aktivierung mittels
MACS einen angemessenen Kompromiss dar. Die Reinheit der Zellisolation, kontrolliert
mittels Durchflusszytometrie (Facs = Fluorescence activated cell scanner), lag bei >95%
(Daten nicht gezeigt).

Die von uns angewandte nukledre Proteinextraktion, wie in Kapitel 3.5 (page 34) erlautert,

wurde schon mehrmals vorher in der Literatur beschrieben * und entspricht dem Standard.

5.1.4 Electrophoretic Mobility Shift Assay

Der EMSA ist eine elegante Methode um die sequenzspezifische Bindung von Proteinen an
doppelstringige DNA zu untersuchen. Sie beruht auf dem Prinzip, dass DNA-Molekiile in
einer Gelelektrophorese eine verzdgerte Mobilitdt haben, wenn ein Protein an sie gebunden
hat. Diese DNA-Protein-Komplexe werden als spezifische Banden auf einer ihrer Linge
entsprechenden Hohe sichtbar. Mittels radioaktiver Markierung des entsprechenden
Oligonukleotids wird nach Andockung des zu untersuchenden Proteins die Bande
identifizierbar .

Die Technik des EMSAs ist sehr beliebt, um die Aktivitdt von Transkriptionsfaktoren zu
untersuchen, da sie den Nachweis der Bindung an spezifische DNA-Sequenzen ermdglicht
und zusitzlich mittels Analyse der Bandenstirken eine Quantifizierung der Aktivitét
erlaubt'*?"7. Um die biologische Bedeutung der transkriptionalen Aktivitit zu erfassen, ist
die zusitzliche Bestimmung von Reportergenen hilfreich. Hierbei ist von Interesse, dass

moglicherweise die transkriptionale Aktivitit gesteigert sein kann, jedoch deren biologische
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Antwort aufgrund potentieller traumaspezifischer Umstiande reduziert sein kann. Um dies
ndher aufzukliren ist die Bestimmung von Reportergenen erforderlich.
Die von mir angewandte Technik des EMSAs ist bereits von anderen Arbeitsgruppen

durchgefiihrt worden. 2.

5.2 Posttraumatische Inflammationsreaktion

In traumatisch verletzten Organen werden inflammatorische Kaskaden ausgelost, die priméar
die Reparatur des verletzten Gewebes intendieren. In der frithen posttraumatischen Phase sind
dies insbesondere Mediatoren, wie beispielsweise Zytokine, IL-6, IL-1, IL-2, etc., IFN-y,
TNF-a und toxische Sauerstoffmetabolite, die mittels Vasodilatation, Angiogenese und
Makrophagenimmigration die entscheidenden Voraussetzungen fiir eine Wiederherstellung

des geschidigten Gewebes liefern '!7%174

. Die Freisetzung dieser proinflammatorischen
Faktoren kann jedoch zu einer iiberschieBenden generalisierten Entziindungsreaktion fiihren,
sodass auch Organe, die durch das initiale Trauma nicht betroffen waren, in Mitleidenschaft
gezogen werden. Dieses Phdnomen in der frithen posttraumatischen Phase wird als Systemic

16,135,136 v I
2> Dieses kann zu primédr noch

Inflammatory Response Syndrom, SIRS, bezeichnet
reversiblen funktionellen Organausfillen fiihren. Ist der Organismus jedoch nicht in der Lage,
die Inflammationsreaktion zu modulieren, so kann ein flieBender Ubergang in ein Multiple
Organ Dysfunction Syndrome, MODS, entstehen, dessen Irreperabilitit in ein strukturelles

14,39

Multiple Organ Failure Syndrom, MOF, miinden kann Dieses immunologische

Phinomen geht noch immer mit einer hohen Mortalitits- und Morbidititsrate einher **'4!-192,
Des Weiteren wurde unléngst eine auf das SIRS folgende Kompensationsphase des
Organismus identifiziert, das Compensatory Antiinflammatory Response Syndrome, CARS,

das sich insbesondere durch die Feisetzung antiinflammatorischer Mediatoren, wie

beispielsweise IL-10 und IL-1ra charakterisiert. In dieser Phase ist der Organismus durch eine
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vermehrte Abwehrschwiche, erhohte Infektionsanfdlligkeit und einem steigenden Risiko fiir
die Ausbildung eines spiten MOFs gekennzeichnet "'

Studien der vergangenen Dekaden haben gezeigt, dass die frithe Fehlregulation des
Monozyten/Makrophagen Systems und der polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten
eine entscheidende Rolle fiir die posttraumatische Immunmodulation spielt >'2!-1¢%174,

Hierbei bleibt jedoch unklar, welche initialen Steuerungsmechanismen fiir die Fehlregulation

der Effektorzellen des unspezifischen Immunsystems verantwortlich sind *’.

5.3 Immunkompetente Zellen

5.3.1 Monozyten

Monozyten sind im peripheren Blut zirkulierende immunkompetente Zellen, die quantitativ
eher einen geringen Anteil der Blutmakrophagen darstellen. Durch Permeation der
GefdlBwand sind sie in der Lage, in entziindlich verdndertes Gewebe zu immigrieren und dort
als Gewebemakrophagen zu Grunde gegangene Zellverbinde und Gewebetrimmer zu

163

beseitigen °. Daher kommt den Monozyten insbesondere in der posttraumatischen Phase

22,60,104,173
besondere Bedeutung zu **°*1%%!7

. Physiologischerweise differenzieren Monozyten unter
Zytokineinfluss zu dendritischen Zellen, die Antigene prisentieren konnen und somit
einflussreiche immunmodulatorische Mediatoren darstellen **. Die Antigenprisentation ist
eine Voraussetzung fiir die Aktivierung der T-Lymphozyten. Diese wiederum kdnnen selber
Zytokine  freisetzen  (Lymphokine),  welche eine  erneute  Stimulation  der
antigenprasentierenden Zellen, sowie die Proliferation der T-Lymphozyten induzieren 198,213
Eine Auswirkung der posttraumatischen Fehlregulation des Monozyten/Makrophagen
Systems kann zu der Unfihigkeit fiihren, Antigene zu prisentieren *® bzw. zu einer
undifferenzierten Ausschiittung pro- und antiinflammatorischer Mediatoren >,

CD 14 ist ein Oberflachenantigen, das auf der Zelloberfliche myeloider Zellen exprimiert

wird und die LPS-Aktivierung von CD-14 negativen Zellen, wie z. B. Endo- und
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Epithelzellen, vermittelt '*’. Bei der LPS Aktivierung von Monozyten und Makrophagen
konnte die Rolle von CD 14 sowohl auf biochemischer als auch auf genetischer Ebene

bestitigt werden *-"’.

5.3.2 Granulozyten

Neutrophile Granulozyten repriasentieren ungefiahr 50-70% der weilen Blutzellen und stellen
eine heterogene Zellgruppe, bestehend aus jungen und é&lteren Zellen, die wiederum in
segmentkernige und hypersegmentierte Subtypen unterschieden werden, des angeborenen
Immunsystems dar. Nur ca. 5% des vorhandenen Zellpools befinden sich in der systemischen
Zirkulation, wohingegen 90 % im Knochenmark sind und weitere 5% im Bereich der
GefdlBwinde. Bislang wurde angenommen, ausgereifte Granulozyten seien nicht mehr zur
Synthese inflammatorischer Mediatoren befdhigt. Die Arbeitsgruppe um Kobayashi et al. war
davon ausgegangen, dass Granulozyten {iber ein bestimmtes Arsenal praformierter Metabolite
verfiigen, die nach Aktivierung freigesetzt werden. Dieses Phdnomen wurde als respiratory
burst oder auch oxidative burst beschrieben °’. Im Gegensatz dazu konnten McDonald et al.
zeigen, dass PMN-Granulozyten nach externer Stimulation und konsekutiver NF«f3 Induktion
in der Lage sind, inflammatorische Mediatoren zu synthetisieren '*’. Ferner kommt es bei
einer Dysfunktion zur ungeregelten Exprimierung inflammatorischer Mediatoren ****. Somit
kommen diesen Zellen weitere wichtige immun-regulative Funktionen zu *°. Die Daten der
vorliegenden Arbeit stiitzen eher die These, dass Granulozyten durchaus in der Lage sind
noch Metaboliten zu bilden. Die potentielle Moglichkeit, dass nicht Granulozyten, sondern
andere Zellen fiir diese Reaktion verantwortlich sein konnen, wird in der vorliegenden Arbeit
durch die hohe Selektivitit der MACS-Isolation in Kombination mit der FACS- Kontrollen

ausgeschlossen.
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5.4 STAT Translokation

5.4.1 Transkriptionsfaktor STAT

Die Signal Transducer and Activator of Transcription, STAT Proteine liegen unter
physiologischen Umstéinden inaktiv im Zytoplasma der Zelle, bis sie durch einen
extrazelluliren Stimulus, wie beispielsweise Zytokine, Wachstumsfaktoren oder Peptide,

. 44,54
aktiviert werden **°

. Dies erfolgt durch die Bindung des jeweiligen extrazelluldren Mediators
an den entsprechenden Rezeptor », wie beispielsweise IL-6 an den gp130 Zytokinrezeptor.
Die Bindung an den Rezeptor flihrt zu einer Phosphorylierung der Januskinase (JAK), die
wiederum das betreffende STAT-Protein am Tyrosin- oder Serinrest phosphoryliert *>''%13!,
Der somit aktivierte Transkriptionsfaktor bildet nun Homo- oder auch Heterodimere,
transloziert in den Zellkern und induziert dort letztlich die Transkription entsprechender
Reportergene 33,58,78,75

Dadurch sind sie wesentlich an essentiellen Vorgingen, wie beispielsweise dem Zellzyklus,
Apoptose, Wachstum und der Immunmodulation, beteiligt *>!!!165183,

Die STAT Aktivierung und Translokation in den Zellkern wird durch hemmende Proteine im
Sinne eines negativen Feedback Mechanismus reguliert, wie zum Beispiel durch die
Suppressors of Cytokine Signaling 1-7 (SOCS), die Cytokine-Inducible SH2 Proteins (CIS),
die Protein Inhibitors of Activated STAT (PIAS) und andere. Hierbei sind insbesondere die
SOCS Proteine in den Fokus des wissenschaftlichen Interesses geriickt, da sie nicht nur die
STAT Aktivitit hemmend regulieren, sondern durch Bindung an den entsprechenden
Rezeptor in gleichem MaBe den initiierenden Mediator unterdriicken. SOCS1 wird
beispielsweise durch STATI1  aktiviert und unterdriickt folglich die IFN-y
Signaltransduktionskaskade. SOCS3 hingegen wird durch STAT3 aktiviert, bindet an den
gpl130 Zytokinrezeptor und wirkt dort als hemmendes Moment '®. Studien haben jedoch

gezeigt, dass aktiviertes SOCS3 auch eine Hemmung von STAT1 bewirkt, und SOCS1 im

Gegenzug die Unterdriickung der STAT1 Aktivitit induzieren kann .
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Zahlreiche Studien der vergangenen Dekade haben klar aufgezeigt, dass insbesondere STAT1
und STAT3 an Inflammationsreaktionen, an Abwehrmechanismen und an der
Immunmodulation beteiligt sind *''*!**. In vorangegangenen Pilotstudien wurde anhand eines
genomweiten Microarray Screenings gezeigt, dass die Aktivitdit von STAT1 und STAT3

durch schwere Verletzungen, wie fiir Polytrauma typisch, erheblich beeinflusst wird "',

5.4.2 Die Bedeutung der STAT -Mutationen bei Erkrankungen des Menschen

Die bedeutende Rolle des STAT Pathways fiir die regulidre Entwicklung und Ausreifung der
Zellen wurde in den vergangenen Jahren anhand mehrerer Krankheitsbilder entdeckt. So
zeigen beispielsweise Patienten, die an einem klassischerweise autosomal dominant vererbten
Hyper-IgE Syndrom leiden, eine Mutation in den STAT3 codierenden Genen, was dazu fiihrt,
dass deren T-Zellen nicht befdhigt sind, in IL-17 produzierende (Ty17) T-Helfer Zellen zu
proliferieren. Die Tyl7 Zellen sind maBgeblich an der korpereigenen Abwehr von

bakteriellen Erkrankungen und Pilzinfektionen beteiligt '**'**

. Die partielle Aufklarung der
Pathophysiologie konnte zum einen eine zeitnahe Diagnosestellung und vor allem neue
Behandlungsansitze fiir Patienten mit Hyper-IgE Syndrom erméglichen. Bislang noch relativ
ungeklirt sind die Ursachen fiir die skelettalen Verinderungen wie Uberstreckbarkeit der
Gelenke, Skoliose, erhohte Knochenbriichigkeit, Persistenz der Milchzdhne oder
Craniosynostosen. Auch hier spielt der STAT Pathway eine bedeutende Rolle. Zum einen
konnte der receptor activator of nuclear factor kappaf3 ligand (RANKL) identifiziert werden,

180
. Zum anderen

der STAT3 aktiviert und flir die Osteoklastogenese verantwortlich ist
zeigten Méuse mit einem SOCS-1 knockout erhéhte Level von phosphoryliertem STAT1 und
zugleich verminderte Knochenbildung und —mineralisierung *. Diese Erkenntnisse lassen neue

Therapieansdtze, wie beispielsweise Behandlungen mittels diverser Antikorper, bei

immunologischen Knochenerkrankungen in greifbare Néhe riicken.
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Des Weiteren konnte die Entdeckung der JAK2V617F Mutation bei der Pathogenese mindes-
tens dreier myeloproliferativer Erkrankungen (Polycythaemia vera, essentielle Thrombo-
zythdmie, idiopathische Myelofibrose) zu neuen Moglichkeiten bei deren Behandlung fiihren.
Neue in vitro Daten sowie Tierversuche zeigen, dass JAK2-Inhibitoren ein groes therapeuti-
sches Potential sowohl bei JAK2V617F-positiven als auch bei JAK2V617F-negativen mye-
loproliferativen Syndromen haben. So konnte beispielsweise die Arbeitsgruppe um Lipka
LS104 als einen ATP unabhéngigen Inhibitor von JAK?2 identifizieren, der zu einer Apoptose
der JAK2V617F-Mutation fiihrt und so ausschlieBlich bei den betroffenen Patienten zu einem
Wachstumsstop der krankhaft veranderten Zellen fithrt ''°. Ein anderer Tyrosinkinase Inhibi-
tor CP-690,550 der von Manshouri et al. identifiziert wurde, reduziert die unkontrollierte

Zellproliferation um die Halfte '*.

Die Entdeckung von STAT1 und STAT3 und deren Rolle bei der Entstehung diverser Krank-
heitsbilder hat der Wissenschaft neue Moglichkeiten zur Entwicklung von Therapieansdtzen
geliefert. Interferone werden beispielsweise bereits seit Jahren zur Behandlung von Hepatitis
B, Hepatitis C, T-Zell Lymphom, Haarzellleukdmie und Kaposi Sarkom, etc. verwendet. Die
Therapie ist jedoch aufgrund ihrer knochenmarksuppressiven Wirkung mit unangenechmen
Nebenwirkungen (z. B. Midigkeit, grippale Infekte, Fieber, Leukopenie, Thrombopenie, Le-
berinsuffizienz, etc.) assoziiert, sodass neue Moglichkeiten, wie beispielsweise eine Therapie
mit [IFNIambda, einem neuen Interferon gesucht werden. IFNlambda fiihrte in Versuchen zu
einer verlangerten Aktivierung von STAT1 und STAT?2 und fiihrte dariiber hinaus zur Apop-

tose von Zellen, die durch IFN-q nur in ihrem Wachstum gehemmt wurden ''®.
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Die Arbeitsgruppe um Nelson konnte den Wirkstoff Nifuroxazide, der sonst in Antidiarrhoika
vorhanden ist, als einen potenten und selektiven Inhibitor von STAT3 in multiplen Myelom-
zellen identifizieren. Die zytotoxische Wirkung von Nifuroxazide auf die Myelomzellen ist

auf deren Abhingigkeit von der STAT3 Aktivierung zuriickzufithren '*.

Andere Ansitze versuchen die STAT Bindung an die DNA durch Induktion von DNA
Einzelstrangen, die dieselbe DNA Bindungssequenz aufweisen wie STAT3, zu verhindern.
Diese Taktik zeigt sich bei der Behandlung von Hormon-resistenten Prostatakarzinomen
erfolgreich . Auch an der Entstehung von Glioblastomen ist eine Uberaktivierung von
STAT3 beteiligt. Hierbei konnte festgestellt werden, dass Patienten mit einem Glioblastom im
Vergleich zu gesunden Normalprobanden ein erhohtes Level von phosphoryliertem STAT3,
gekoppelt mit einer reduzierten Aktvitit von Protein Inhibitor of Activated STAT3 (P1AS3),
einem physiologischen Inhibitor des Transkriptionsfaktors, aufwiesen. Diese Entdeckung ldsst
ebenfalls auf neue Therapiemoglichkeiten bei Patienten mit Glioblastom spekulieren 2*.

Anhand dieser Entwicklungen wird deutlich, welches Potential die Transkriptionsfaktoren
STATI und STAT3 haben. Die Signaltransduktionskaskade bestimmt iiber Zellwachstum,
Differenzierung und Ausreifung der Zellen und ist somit ein bedeutender Angriffspunkt fiir
therapeutische Interventionen. Bislang existierten jedoch keine Daten iiber die Aktivitdt von
STATI und STAT3 in humanen Immunzellen polytraumatisierter Patienten in der initialen

posttraumatischen Phase.

5.5 Die STAT1 und STAT3 Aktivitidt im Kontrollkollektiv

Um eine Aussage iiber die Trauma induzierte Anderung der DNA-Bindungsaktivitit von
STATI und STAT3 machen zu konnen, wurden gesunden Normalprobanden als
Vergleichsgruppe untersucht.

Die Blutproben wurden sowohl nativ, als auch nach 4 stiindiger LPS Stimulation im
Brutschrank, weiterverarbeitet. Das, von vielen Arbeitsgruppen verwendete, LPS ist ein
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potenter Aktivator der kdrpereigenen Immunantwort. Die Stimulation mit LPS fiihrt zu einer
iiberschwinglichen Inflammationsreaktion ®*”'. Auch in der vorliegenden Arbeit kann man
deutlich die Unterschiede zwischen der Nativkontrolle und der stimulierten Kontrolle
erkennen. Sowohl die STATI1 als auch die STAT3 Aktivitit nimmt in beiden
Zellpopulationen erheblich zu. Mit Ausnahme der nukledren Translokation von STAT1 in den
Granulozyten waren die Unterschiede signifikant. Dies stimmt mit Ergebnissen aus der
Literatur iiberein. Kumar et al. konnten beispielsweise mittels EMSA zeigen, dass die
Induktion einer Sepsis mittels LPS zu einem signifikanten Anstieg der STAT1 DNA-
Bindungsaktivitit fiihrt '%.

Deutlich zu erkennen ist auch, dass sowohl in Monozyten als auch in Granulozyten
quantitativ mehr STAT3 an die DNA bindet als STAT1. Verschiedene Autoren konnten in
diesem Zusammenhang auch das Phinomen beobachten, dass STAT3 den Effekt von STAT1
inhibiert °*'®®. Wir kénnen letztlich nicht sicher sagen, worauf die ungleiche Aktivierung
zuriickzufiihren ist.

Obschon die Transkriptionsfaktoren physiologischerweise latent im Cytoplasma der Zelle
liegen bis sie phosphoryliert werden'', konnten wir in den Normalprobanden eine
Basisaktivitit von STAT1 und STAT3 detektieren. Auch zeigte sich im Vergleich zu den

Monozyten eine vermehrte STAT1 Expression in den Granulozyten.

5.6 Patientenkollektiv

5.6.1 Translokation von STAT1

Die nukledre Translokation von STATI fand sich in den Monozyten wéhrend des gesamten
Beobachtungszeitraumes signifikant erhoht gegeniiber der Nativkontrolle (259434 wvs.
397478, 494+109, 478+120, 416+87, 474+84, 493+115 [AU], p< 0,05 im SNK test, KO- vs.
STAT1 A-72h). Die friihe Aktivierung von STAT1 mit konsekutivem Anstieg der nukledren

Translokation nach Trauma steht im Einklang mit Erkenntnissen aus der Literatur. Es zeigte
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sich beispielsweise in einem Ischdmie/Reperfusionsmodellen bereits nach 4 Stunden eine
erhohte STAT1 Aktivierung, die bis zu 16 Stunden auf diesem Level blieb "**'**. Ein Grund
dafiir ist sicherlich die rasche Aktivierung durch Interferone, welche bedeutend an der
Inflammationsreaktion beteiligt sind ''’. Samy et al. konnten zeigen, dass ein himorrhagischer
Schock mit einer sofortigen Aktivierung und konsekutiver Phosphorylierung von STATI1
einhergeht'®’.

In den Granulozyten dagegen, zeigt sich die initiale Aktivitdt von STAT1 niedriger als die der
Nativkontrolle, reduziert sich nochmals bis zur 6 Stunden Abnahme um danach langsam
wieder auf ein Maximum bei 72 Stunden anzusteigen. Das Aktivitdtsausmal}, das in der
Positivkontrolle detektiert wurde, wird dabei jedoch nicht erreicht.

Die Reduktion der transkriptionalen Aktivitit von STAT1 in der initialen posttraumatischen
Phase von Aufnahme (A) bis zum Zeitpunkt 12 Stunden nach Trauma ist signifikant
gegeniiber der Positivkontrolle (1164+204 vs. 618+139, 460+81, 464+106 [AU]; p<0,05
Anova on Ranks test, KO+ vs.A-12h) und der Aktivitdt zum Zeitpunkt 72 Stunden (11374212
vs. 618+139, 460+81, 464+106 [AU]; p<0,05 SNK test, 72h vs. A-24h). Wéhrend in den
Monozyten das Level der nukledren Translokation im Beobachtungszeitraum verhéltnismafBig
homogen bleibt, kann man in der Granulozytenpopulation nach 6 und 12 Stunden ein
Aktivitatseinbruch mit konsekutivem Anstieg bis zu einem Maximalwert bei 72 Stunden
erkennen. Dies steht im Einklang mit der Beobachtung, dass die Anzahl zirkulierender
polymorphkerniger neutrophiler Lymphozyten nach 3 Stunden post trauma ansteigt, um nach
6 und 12 Stunden einen dramatischen Einsturz zu verzeichnen. Dieser zeigte sich deutlich
gravierender in den Patienten mit Multiorganversagen *°. Moglicherweise ist der Grund fiir
die Abnahme der zirkulierenden Zellen die Diapedese in das Gewebe und die Organe. Dies
wiirde auch die Mehrinfiltration in die Organe mit Reduktion der Konzentration in der

systemischen Zirkulation in den Patienten mit Multiorganversagen erkléren.
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Bei der Aufteilung des Patientenkollektivs hinsichtlich klinischer Parameter des
Multiorganversagens, der Verletzungsschwere, erhaltener Massentransfusion und dem

outcome konnte man eine deutliche Reduktion der transkriptionalen Aktivitit verzeichnen.

5.6.2 Translokation von STAT3

Es konnte erstmalig gezeigt werden, dass die nukledre Translokation von STAT3 in
Monozyten und Granulozyten von polytraumatisierten Patienten durch das Ereignis ,, Trauma*
weit liber das Niveau der Negativkontrolle hinaus stimuliert wird. Der starke Anstieg bereits
in der Initialabnahme ldsst darauf schlieBen, dass dieser Transkriptionsfaktor offensichtlich
direkt nach Trauma aktiviert wird. Diese Hypothese steht in Einklang mit Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen. So zeigte sich STAT3 im Verbrennungsmodell bereits nach 1 Stunde 22, in
einer Inflammationsreaktion der Lunge sogar schon nach 30 Minuten >'" erhoht. STAT3
liegt physiologischerweise latent im Cytoplasma vor und wird durch entsprechende

183,211
0 >

extrazelluldre Mediatoren aktiviert. Hierzu gehoren insbesondere IL-6 und IL-1 . In der

Literatur kann man IL-6 mehrfach als Marker fiir die Verletzungsschwere der Patienten, deren

667L19 Bereits initial nach Trauma konnten

outcome oder auch als Sepsisparameter finden
erhohte IL-6 Spiegel detektiert werden, wobei Hensler et al. zeigten, dass diese nach 6
Stunden ein Peak erreichen *2. Dem unspezifischen Immunsystem wird eine bedeutende Rolle
fir die Ausbildung des posttraumatischen Immunsystemdysfunktionssyndroms
zugeschrieben. IL-6 ist beteiligt an der Interaktion zwischen unspezifischem und spezifischem
Immunsystem, indem es beispielsweise mitwirkt an der Lymphozytenaktivierung, der
Monozyten/Makrophagendifferenzierung, der Kontrolle von T-Zellen und der IL-2

abhingigen Zellproliferation **'**

. Dabei erfolgt die Signaltransduktion durch Bindung an den
gp130 Zytokinrezeptor, was eine Aktivierung der Januskinase und von STAT3 zur Folge hat.
Der negative Feedback Regulator wiederum, das SOCS3, wird durch STAT3 aktiviert und

inhibiert den gpl30 Zytokinrezeptor mittels Dephosphorylierung. Dieser Kreislauf ist
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ausschlaggebend fiir eine addquate Immunantwort > '°'. Die initial bereits erhohte STAT3
Aktivitit stimmt mit den beobachteten IL-6 Ausschiittungen nach Trauma iiberein °*'**.

IL-6 und IL-8 werden Aktivitdtsmaxima nach 6 und 12 Stunden post trauma nachgesagt. Dies
konnte eine Begriindung fiir die Aktivitétssteigerung von STAT3 nach 24 Stunden sein. In
den Monozyten jedoch ist diese nur geringfiigig ausgepragt.

In den Monozyten hingegen weist STAT3 nach 72 Stunden die geringste Translokation auf.
Ferner wird der Transkriptionsfaktor in den Monozyten stirker exprimiert als in den
Granulozyten. Dies ldsst moglicherweise auf eine unterschiedliche Beteiligung der beiden
Zellpopulationen an der Induktion dieser Signaltransduktionskaskade schlieen.
Moglicherweise verfiigen aber auch die Monozyten iiber groBere STAT3 Speicher,

wohingegen in den Granulozyten nach 12 Stunden eine Neusynthese des

Transkriptionsfaktors STAT3 zu erfolgen hat.

Fiir den Transkriptionsfaktor STAT1 zeigt sich die gleiche posttraumatische Dynamik wie fiir
STAT3, jedoch mit dem Unterschied, dass STAT1 quantitativ weniger Aktivitdt aufweist als
STAT3. Dies stimmt mit den Beobachtungen aus der Literatur iiberein, dass STAT3
hemmende Wirkung auf STAT1 haben kann >'"".

Es zeigt sich ganz deutlich, dass die Induktion und Aufrechterhaltung der posttraumatischen
Inflammationsreaktion durch ein komplexes Netzwerk multipler Mediatoren und Kaskaden
initiiert wird. Zusétzlich sind Faktoren, wie beispielsweise iatrogene Eingriffe, genetische
Dispositionen, Verletzungsschwere und Infektionen an der Modulation der Immunantwort
beteiligt. Die vollstindige Kldrung der ineinander greifenden und sich zu einem komplexen
System verzahnenden Faktoren bedarf noch vieler weiterer Untersuchungen. Aufgrund der
vorliegenden Studie lésst sich jedoch ganz klar sagen, dass STAT1 und STATS3 eine Rolle in

der posttraumatischen Inflammationskaskade einnehmen, und dass diese unter Umstdnden
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von grofler Bedeutung ist, denn eine Reduktion deren Aktivitit zeigte sich in beiden

Zellpopulationen in Verbindung mit einem schlechten klinischen Verlauf der Patienten.

5.7 Einteilungen des Patientenkollektivs

5.7.1 Anatomische Verletzungsschwere

In der vorliegenden Studie erfolgte die Einteilung der Patienten anhand ihrer anatomischen
Verletzungsschwere, ausgedriickt mittels New Injury Severity Score (NISS) in der
Modifikation nach Osler *'. Der NISS ist eine iiberarbeitete Version des Injury Severity
Scores (ISS) und beriicksichtigt im Vergleich zum klassischen ISS die drei schwersten
Verletzungen ungeachtet der betroffenen Korperregion. Die anatomische Verletzungsschwere
wird somit weitaus realistischer betrachtet ',

Die Scoringsysteme zur Beurteilung von schwerst verletzten Patienten dienen zum einen der
schnellen Einschitzung der Verletzungsausmale und der Einleitung addquater
Therapiemafinahmen, zum anderen aber auch der Verlaufskontrolle wund der
Patienteneinteilung in diverse Gruppen.

Dabei unterscheiden sich die verschiedenen Scoringsysteme hinsichtlich der zur Beurteilung
verwendeten Parameter, wie den physiologischen Variablen und dem anatomischen
Verletzungsmuster sowie Kombinationen aus beiden. Ferner spielt der Zeitpunkt, zu dem das
entsprechende Scoringsystem eingesetzt wird, eine entscheidende Rolle. So finden im
préklinischen Bereich hauptsichlich der Glasgow Coma Scale (GCS) und der Revised Trauma
Score (RTS) Verwendung. Der RTS nach Champion et al. enthélt den GCS, den systolischen
Blutdruck und die Atemfrequenz *°. Die Anwendbarkeit des RTS wird heute jedoch kritisch
betrachtet, da er aufgrund der bendtigten physiologischen Parameter nicht ubiquitdr auf alle
Patienten anwendbar ist **.

Nach Abschluss der Primirdiagnostik werden anatomische Scores wie Injury Severity Score

(ISS), der verbesserte New Injury Severity Score (NISS) sowie das Anatomische Profil (AP)
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benutzt. Die anatomischen Scores bauen auf dem so genannten Abbreviated Injury Scale
(AIS) auf. Dieser besteht aus einem umfangreichen Katalog mit tiber 2000 Diagnosen und
Symptomen und ordnet allen Einzelverletzungen einen von sechs Schweregraden zu. Die
Schweregradeinteilung des AIS erfolgte durch Expertenmeinung mit den Punktwerten 1-6 .
Insbesondere zur Verbesserung der Vorhersagegenauigkeit beziliglich Morbiditdt und Letalitit
wurden die kombinierten Scoringsysteme wie der Trauma Injury Severity Score (TRISS) und
der 4 Severity Characterization of Trauma (ASCOT) entwickelt. Schon seit 1987 wird der
TRISS zur Abschitzung der Uberlebenswahrscheinlichkeit angewandt. Durch eine
Verkniipfung von ISS, RTS, Patientenalter und Verletzungsmechanismus werden sowohl
physiologische als auch anatomische Parameter verwendet *°. Mehrere Variationen des TRISS
existieren bereits, da dieses Scoringsystem nicht auf alle polytraumatisierten Patienten
anwendbar ist. Ein grofles Problem stellt beispielsweise die fiir den RTS geforderte
Atemfrequenz dar, da die Mehrzahl der Schwerstverletzen bereits bei Eintreffen im
Schockraum intubiert ist. Im deutschsprachigen Raum wird auch der Hannover Score for
Polytrauma Outcome (HASPOC) verwendet, der nicht nur die aktuelle Verletzungsschwere,
sondern auch Fakten wie das subjektive Befinden und Rehabilitation beriicksichtigt '***'.

Im Vergleich der verschiedenen Scoringsysteme zeigt sich, das der NISS am besten geeignet
ist, die inhomogene Gruppe der polytraumatisierten Patienten vergleichbar zu machen, da er
bei allen Patienten anwendbar ist, und keine physiologischen Parameter, wie beispielsweise
Blutdruck, Beatmung, Pulsfrequenz, die durch préiklinische Therapien modifiziert wurden,

eine Rolle spielen.

Durch das Einschlusskriterium des hohen NISS von grofer 16 Punkten, wurde ein
Patientenkollektiv analysiert, das aufgrund seiner hohen Inzidenz fiir ein posttraumatisches

MOF (>25%) ein relevantes Problem in der Polytraumaversorgung darstellt 204205
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So konnten Ertel et al. an einem retrospektiv analysierten Kollektiv von 1278
Polytraumapatienten bei hohem ISS eine Inzidenz fiir die Entwicklung eines SIRS mit 80%,
sowie fiir die Entwicklung eines posttraumatischen MODS mit 85% festlegen .

Zur Unterteilung des Patientenkollektivs wurde ein NISS = 41 Punkten gewéhlt, da dieser
Wert den Median représentiert. In der granulozytiren Zellpopulation zeigte sich die DNA-
Bindungsaktivitit von STAT3 in den Patienten mit einem NISS groBer 41 Punkten nach 6
(9274231 vs. 25354387 [AU]), 12 (663£187 vs. 2503+397 [AU]) und nach 24 Stunden
(858+188 wvs. 2481+£532 [AU]) signifikant reduziert gegeniiber den leichter Verletzten
(p<0,05, Anova on Ranks followed by Kruskal-Wallis, NISS<41 vs. NISS>41)). Die
Translokation von STAT3 in das nukledre Kompartiment der Monozyten schwerer verletzter
Patienten, ausgedriickt durch einen hoheren NISS, war im gesamten Beobachtungszeitraum

deutlich reduziert gegeniiber den leichter Verletzten.

5.7.2 MOF
Zur Dokumentation der physiologischen Verletzungsschwere wurde der Multiple Organ

1 Dies bietet die

Failure Score nach Goris in der Modifikation nach Lefering verwendet
Moglichkeit, das posttraumatische Organversagen quantitativ zu erfassen und das
Patientenkollektiv in klinische Gruppen einzuteilen (beispielsweise MOF<4Punkte: kein
relevantes Multiorganversagen, MOF>4Punkte: relevantes, manifestes Multiorganversagen).

Nichtsdestotrotz wird der MOF Score in der Literatur kontrovers diskutiert '**'*°, da in ihn
Parameter eingehen, die durch innerklinische Interventionen, wie beispielsweise der
Intubation mit Beatmung, der Catecholamingabe, etc. beeinflusst werden koénnen **. Aufgrund
der insbesondere in der initialen posttraumatischen Phase vermehrt durchgefiihrten
MaBnahmen gehen die Meinungen iiber den Zeitpunkt, ab dem von einem

Multiorganversagen gesprochen werden darf, auseinander. Einige Autoren sprechen deshalb

erst ab 48 Stunden post trauma von einem verwertbaren MOF Score *°. Da diese Studie
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jedoch darauf abzielt, die intrazelluldren Regelmechanismen in polytraumatisierten Patienten
ndher zu identifizieren, und alle diese Patienten initiale Interventionen erfahren, ist der MOF
Score eine geeignete Moglichkeit, um dieses Kollektiv in Gruppen zu unterteilen. Die
Interventionen, wie Catecholamingaben " oder Beatmung stellen nicht nur den MOF Score in
ein kritisches Licht, sondern konnten selbstverstindlich auch die Immunreaktion beeinflussen
und somit die Ergebnisse potentiell verfilschen. Wir kdnnen hierbei nicht unterscheiden, ob
die gemessenen Mediatoren als alleinige Antwort auf den Stimulus ,, Trauma“ diese Dynamik
im posttraumatischen Verlauf zeigen, oder ob sie nicht auch durch exogene Faktoren
beeinflusst werden. Nichtsdestotrotz war es Ziel dieser Studie, die posttraumatischen
Inflammationsreaktionen zu erfassen. Aufgrund standardisierter Behandlungsstrukturen
wiesen die eingeschlossenen Patienten alle die gleichen Grundvoraussetzungen, bestehend aus
iatrogenen Storfaktoren wie Beatmung, Medikation, etc. auf. Die Komplexitdt der
posttraumatischen Vorginge in den einzelnen Patienten muss vergleichbar gemacht werden,
da sonst keine Aussagen iiber Unterschiede beziiglich Verletzungsschwere, outcome, etc.
gemacht werden konnen.

Unseren Analysen zufolge, wiesen Patienten mit einem relevanten Multiorganversagen, im
Vergleich zu denen mit einem MOF<4, wihrend des gesamten Beobachtungszeitraumes eine

reduzierte Translokation von STAT3 in das nukledre Kompartiment der Granulozyten auf.

5.7.3 Uberleben

Anhand der monozytiren Analyse konnte in den verstorbenen Patienten eine signifikante
Reduktion der transkriptionalen Aktivitdit von STAT1 (zum Zeitpunkt 12 Stunden nach
Trauma) und von STAT3 (zum Zeitpunkt 6, 12, 24 und 48 Stunden nach Trauma)

nachgewiesen werden.
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Die Untersuchung der Granulozytenpopulation ergab ebenfalls eine Reduktion der Aktivitat
von STAT3 und STATI in den verstorbenen Patienten. Die nukledre Translokation von
STAT!1 war zum Zeitpunkt 72 Stunden nach Trauma signifikant reduziert.

Die beiden Transkriptionsfaktoren sind entscheidend an Zellzyklus und Apoptose beteiligt.
Verschiedene Arbeitsgruppen haben Untersuchungen zur Identifizierung der Position von
STATI und STATS3 bei der Carcinogenese und Apoptose durchgefiihrt ***'. Hierbei konnten
Tomita et al. feststellen, dass STAT3 wesentlich an Apoptose und Entwicklung akuter
lymphatischer Leukdmiezellen beteiligt ist '*°. Wang et al. konnten zeigen, dass STAT3 bei
der myokardialen Rekonvaleszenz nach Ischdmie/Reperfusion substantielle apoptotische

Regulation zukommt *!

. Ferner zeigt sich insbesondere STAT1 entscheidend beteiligt an der
Modulation und Induktion von Apoptosevorgingen °°.

Die polytraumatisierten Patienten unserer Studie wiesen jedoch eine reduzierte Aktivitdt der
fiir die Apoptose bedeutenden Transkriptionsfaktoren auf. Die Griinde hierfiir sind unklar.
Eine mogliche Erkldrung der diskrepanten Ergebnisse konnte im unterschiedlichen
Untersuchungsmaterial liegen. Wiahrend die anderen Arbeitsgruppen Tiermodelle oder
Zellkulturexperimente verwendet haben, konnten wir mit humanen Zellen arbeiten. Ferner ist
bislang noch nicht erforscht, wie schnell die hemmenden Faktoren, wie beispielsweise SOCS

Proteine, ausgeschiittet werden und mittels negativen Feedback Mechanismen die Aktivitét

der STAT Proteine reduzieren.

5.7.4 Massentransfusion

Ein kritischer Aspekt ist die oftmals lebensnotwendige Gabe von Blutprodukten. Zahlreiche
Studien haben die Massentransfusion als ein Risikofaktor fiir die Entstehung eines
Multiorganversagens  identifiziert. = Eine  Transfusion von mehr als  sechs
Erythrozytenkonzentraten hat sich dabei als signifikant erwiesen '**"'"’. Letztlich steht dabei

jedoch die Stabilisierung des Patienten im Vordergrund. Da es sich hierbei um schwerst
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verletzte Patienten handelt, die sich meist im hidmorrhagischen Schock befinden, bendtigen sie
aufgrund ihrer lebensbedrohlichen Situation diese Blutprodukte.

Theoretisch denkbar wire auch eine Kontamination der entnommenen Blutprobe durch
Spenderleukozyten, die das Untersuchungsergebnis verfilschen konnten. Die verwendeten
Erythrozytenkonzentrate sind leukozytenfiltriert, d.h. der Leukozytenanteil betragt ungefédhr
5X10° Leukozyten pro 300ml '**. Damit liegt der der potentiell mdgliche Anteil Fremdzellen
bei einer mittleren Konzentration von 5X10° Leukozyten pro ml unter einer Promille in der
Zirkulation des Patienten. Dieser Anteil ist zum einen sehr gering, zum anderen werden
solche Fremdzellen sofort immunologisch vom Akutsystem erkannt und eliminiert, sodass die
Wahrscheinlichkeit einer Fremdkontamination sehr gering ist.

Unsere Analysen hinsichtlich der Aktivitdt des Transkriptionsfaktors STATI in den beiden
Patientengruppen ergab, dass die nukledre Translokation des Transkriptionsfaktors in den
Patienten, die massentransfundiert werden mussten, reduziert ist gegeniiber denen, die
weniger als 10 Erythrozytenkonzentrate erhalten haben. In den PMN Granulozyten zeigte sich
der Unterschied in der frithen posttraumatischen Phase, bei Aufnahme (444+151 vs. 854+245
[AU]), nach 6 Stunden (293+56 vs. 688+155 [AU]) und nach 12 Stunden (269+66 vs.
730+213 [AU]) signifikant (p<0,05, Anova on Ranks).

Der Transkriptionsfaktor STAT3 zeigte in den Monozyten ebenfalls eine signifikant
reduzierte Aktivitdt in den Patienten, die eine Massentransfusion erhalten hatten. Hierbei
waren die Unterschiede jeweils bei Aufnahme (18084543 vs. 3776+629 [AU]), nach 6
(2135783 vs. 3580+674 [AU]), sowie nach 12 (1813+562 vs. 3466+709 [AU]), 24
(2073+703 vs. 4153+674 [AU]) und 48 (1857+573 vs. 4015+675 [AU]) Stunden signifikant

(p<0,001, Anova on Ranks).
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6. SCHLUSSFOLGERUNG

Aus den Daten der vorliegenden Arbeit lassen sich folgende Schlussfolgerungen ziehen:

iii)

In gesunden Normalprobanden ldsst sich mittels EMSA eine Basisaktivitit von
STAT! und STAT3 in Monozyten und Granulozyten detektieren, und die
Stimulation mittels LPS bewirkt einen signifikanten Anstieg der nukledren

Translokation von STAT1 und STAT3 in beiden Zellpopulationen.

Die Analyse der beiden Transkriptionsfaktoren im Patientenkollektiv zeigt, dass
bereits bei Aufnahme die Aktivitdt von STAT3 und STAT1 (Ausnahme: STATI1
in Granulozyten) im Vergleich zur Negativkontrolle erhoht war, woraus sich eine

sehr friihe Aktivierung ableiten lief3e.

Obschon der Stimulus ,,Trauma“ zu einer signifikant erhohten Aktivitit von
sowohl STATI1 als auch von STAT3 fiihrt, weisen die schwerer verletzten
Patienten und die Verstorbenen eine deutlich bis signifikant reduzierte DNA-

Bindung der beiden Transkriptionsfaktoren auf.

104



7. ZUSAMMENFASSUNG

Die Destabilisierung des menschlichen Immunsystems nach schwerem Trauma ist aufgrund
der hiufigen konsekutiven Entwicklung eines posttraumatischen Multiorganversagens, das
noch immer die Hauptursache fiir die Spitletalitdt nach Polytrauma darstellt, ein relevantes

Problem fiir das Management dieser Patienten *>'"'

. Umfangreiche Studien der vergangenen
Dekade haben gezeigt, dass frithe immunologische Verdnderungen, insbesondere der Zellen
des angeborenen Immunsystems, der Monozyten und Granulozyten, nach Trauma dabei eine
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essentielle Rolle spielen . Zahlreiche Untersuchungen konnten zwar Ergebnisse beziig-

lich trauma-induzierter Zytokine présentieren, die iibergeordneten transkriptionalen Steue-
rungsmechanismen dieser Effektorzellen sind bislang jedoch weitgehend ungeklart 2017,
Als essentielle Transkriptionsfaktoren bei der Induktion posttraumatischer Inflammati-
onskaskaden, konnten Signal Transducer and Activator of Transcription, STATI1 und STAT3
identifiziert werden. Diese sind befdhigt, nach entsprechender Aktivierung und Phosphorylie-
rung durch die Januskinase, in den Zellkern zu translozieren und dort, nach Bindung an die
DNA, die Expression diverser pro- als auch antiinflammatorischer Reportergene zu induzie-
ren. Da die DNA-Bindungsaktivitit von STAT1 und STAT3 in Zellen des unspezifischen
Immunsystems in polytraumatisierten Patienten bislang jedoch unzureichend charakterisiert
ist, waren die Teilziele der vorliegenden Studie wie folgt:

Teilziel 1:

Wie verhilt sich die DNA-Bindungsaktivitit von STAT1 und STAT3 in Monozyten und Gra-
nulozyten von Normalprobanden sowohl nativ, zur Detektion der Basisaktivitit, als auch nach
artifizieller Stimulation mittels bakteriellem Lipopolysaccharid als Positivkontrolle?

Antwort:

Aus den 30ml Blutproben wurden Monozyten und Granulozyten mittels magnetic beads
(CD14, CD15) isoliert. Dann wurden, anhand von Proben gesunder Normalprobanden, ideale

Konditionen etabliert, um die nukledre Translokation von STATI1 und STAT3 mittels E-
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lectrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) nachzuweisen. Die Proben wurden sowohl nativ
verarbeitet als auch nach artifizieller Stimulation mittels bakteriellem LPS.

Die dabei ermittelten Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst:

Tab.27: densitometrische Auswertung der STAT3 und STAT1 Aktivitiit in den Normalprobanden

Arbitrary
Units AU .
Probanden nativ LPS
n=6

STATI STAT3 STATI STAT3
Monozyten 259+34 1243+420 517+70%* 3258+1094%
Granulozyten 692+120 1511174 1164+204 24854340 *

*=p<0,05 in U-test nativ vs. LPS

Deutlich zu erkennen sind die signifikanten Anderungen der STAT1 und STAT3 DNA-
Bindungsaktivitdt in Monozyten und Granulozyten. Unsere Methode liefert somit valide und

reproduzierbare Ergebnisse und kann nun am Patienten zum Einsatz kommen.

Teilziel 2:
Lisst sich die DNA-Bindungsaktivitit von STAT1 und STAT3 in Monozyten und
Granulozyten polytraumatisierter Patienten mittels EMSA nachweisen, und wie verhilt sich

deren Dynamik innerhalb der frithen posttraumatischen Phase bis 72 Stunden nach Trauma?

Antwort:

Die Proben wurden von n=26 polytraumatisierten Patienten mit einem NISS>16 Punkten,
(Median: 41 Punkte) bei Aufnahme (innerhalb 90 Minuten nach Trauma) und dann nach 6h,
12h, 24h, 48h und 72h nach Trauma gewonnen, daraus Monozyten und Granulozyten isoliert,

und die STAT1 und STAT3 DNA Bindungskapazitit ermittelt.
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Tab.28: densitometrische Auswertung der STAT3 und STAT1 Aktivitit in den Patienten

[AUJ; Monozyten Granulozyten
Patienten : n=26
STATI STAT3 STATI STAT3

KO- 259+34%  1243+420  692+120 1511+174
KO+ 51770  3258+1094 1164+204# 2485+340
A 3974+78%  2640+447 618+139*%# 1878+£326
6h 494+109% 2746+544  460+81%% 1731£273
12h 478+120% 2513462  464+106%# 1583+£283
24h 416+87%  2953+528  ¢73+133% 1670+321
48h 474+484%  2846+484  943+150 2208+324
72h 493+115% 2261+£556  1137+212% 2343+406

*=p<0,05 SNK test, STAT1Monozyten A-72h vs. KO-;
STAT!1 Granulozyten 72h vs. A-24h
#=p<0,05 Anova on Ranks, KO+ vs. A-12h STAT1 Granulozyten

Die wesentlichen Ergebnisse waren hierbei:
1) STATI1 zeigte in den Monozyten wihrend des gesamten Beobachtungszeitraum
eine signifikant gesteigerte Aktivitit gegeniiber der Nativkontrolle (siche*).
i) In den Granulozyten zeigte sich die Aktivitdt von STAT1 bis zum Zeitpunkt 12
Stunden post trauma signifikant reduziert gegeniiber der Positivkontrolle (sieche*).
i) Ferner ist die Aktivitdt von STAT1 zum Zeitpunkt 72 Stunden post trauma signifi-
kant erhoht gegeniiber der Aktivitdt bei Aufnahme (A), sowie nach 6, 12 und 24
Stunden (siehe #). STAT3 zeigte sich dabei in beiden Zellpopulationen im gesam-
ten Beobachtungszeitraum erhoht gegeniiber der Nativkontrolle.
Diese Daten lassen sich als frithe Aktivierung des unspezifischen Immunsystems nach Po-
lytrauma interpretieren und gehen somit einher mit der Danger Signals Theorie von Mat-
zinger '*. Die vorliegenden Daten weisen nun erstmals am Patienten nach, dass diese Me-

chanismen offensichtlich eine tragende Rolle an der Ausbildung und Ausprigung der

posttraumatischen Immunfunktionsstérungen haben.
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Teilziel 3:

Lassen sich dabei Ergebnisse der transkriptionalen Aktivitdt von STAT1 und STAT3 mit dem
klinischen Verlauf, der Verletzungsschwere, sowie dem Uberleben der Patienten und der
Anzahl der erhaltenen Blutkonserven in Verbindung setzen?

Antwort:

Hierzu wurden die im Teilziel 2 gewonnen Daten mit substantiellen Eckpunkten des klini-
schen Verlaufes verglichen, d.h. die Patienten wurden gruppiert in jeweils dichotome Grup-
pen in Abhdngigkeit der Merkmale: Massentransfusion (>10Eks/24h), Verletzungsschwere
(NISS), Ausbildung eines Multiorganversagens (MOF-Score>4 Punkten) und des outcomes
(Versterben 90 Tage nach Trauma).

Aus den hierbei gewonnen Daten lassen sich folgende wesentliche Informationen gewinnen:

Massentransfusion

1) Die Bindungskapazitit von STAT1 in Monozyten ist bei den Patienten, die mehr
als 10 Erythrozytenkonzentrate bekommen haben, wéhrend des gesamten Beo-
bachtungszeitraumes erniedrigt gegeniiber den Patienten, die weniger Blutproduk-
te benotigt haben (vgl. Abb.11, p56). In den Granulozyten war der Unterschied
signifikant.

i1) Im Gegensatz dazu fand sich die Aktivitit von STAT3 in Monozyten von mas-
sentransfundierten Patienten bei Aufnahme, sowie nach 6, 12, 24 und 48 Stunden
signifikant reduziert gegeniiber den anderen Patienten. (vgl. Abb.17, p63).

i) Diese signifikante Reduktion (A-12h) fand sich fiir STAT1 auch in Granulozyten
(vgl. Abb.22, p69), wihrend STAT3 in den Granulozyten keine Unterschiede zeig-

te.
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Verletzungsschwere
Die Patienten wurden in dichotome Gruppen von NISS>41und <41 Punkten eingeteilt, und
die Bindungsaktivititen verglichen. Dabei fanden sich im Wesentlichen:

1) In Monozyten war kein signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit ausge-
pragterer Verletzungsschwere gegeniiber solchen mit geringeren Verletzungen zu
erkennen (vgl. Abb.13, p59; Abb.19, p65).

i) Im Gegensatz dazu fand sich in Granulozyten die STAT3 Aktivitit signifikant re-
duziert (6h, 12h, 24h, vgl. Abb.30, p79). Die STAT1 Aktivitit wies ebenfalls keine

Unterschiede auf (vgl. Abb.24, p72).

Multiorganversagen
Hierfiir wurden Patienten in zwei Gruppen mit einem MOF Score>4 oder <4 Punkten einge-
teilt, und die DNA-Bindungsaktivitit von STAT1 und STAT3 in Monozyten und Granulozy-
ten verglichen.
Die hierbei ermittelten wesentlichen Ergebnisse waren:

1) In Monozyten fand sich kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen.

i) In Granulozyten war die Bindungsaktivitit von STAT3 in Patienten mit einem

MOF Score von grofler 4 Punkten zwar tendenziell, jedoch nicht signifikant redu-

ziert.

Outcome

Fiir diese Subgruppenanalyse wurden die Patienten eingeteilt in eine Gruppe, welche inner-
halb von 90 Tagen nach dem Trauma am Multiorganversagen verstorben sind und solche, die
iiberlebt haben.

Daraus lieen sich im Wesentlichen folgende Ergebnisse ermitteln:
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1) Die STAT1 Aktivitdt war in Monozyten verstorbener Patienten deutlich und zum
Zeitpunkt 12h post trauma signifikant reduziert.

1) Dies geht einher mit einer signifikanten Reduktion von STAT3 in Monozyten zum
Zeitpunkt 6h, 12h, 24h und 48h.

1i1) Im Gegensatz dazu war die STAT1 Aktivitdt in Granulozyten lediglich nach 72h
signifikant reduziert in verstorbenen Patienten, wihrend die STAT3 Aktivitit kei-

ne signifikanten Anderungen aufwies.

Dateninterpretationen, Schlussfolgerungen und Ausblick:

Die vorgelegten Daten stellen eine erstmalige Analyse der intranuklediren DNA-
Bindungsaktivitdt von STAT1 und STAT3 in Zellen des unspezifischen Immunsystems po-
lytraumatisierter Patienten in der friihen posttraumatischen Phase dar. Damit leisten die Daten
einen wesentlichen Beitrag zur aktuellen Diskussion iiber die pathophysiologischen Mecha-
nismen der posttraumatischen Immunfunktionsstorungen und adressieren die gerade in der
jiingsten Literatur intensiv diskutierten Transkriptionsfaktoren STAT1 und STAT3 in ihrer
Funktion als Steuerungsorganelle der Supressor of Cytokines (SOCS) Proteine. Die Induktion
der Bindungskapazitit von STAT1 und 3 in Monozyten und Granulozyten im gesamten Kol-
lektiv weist auf die beginnende systemische Entziindungsreaktion hin, und die Reduktion in
massentransfundierten bzw. verstorbenen Patienten auf die bereits postulierte Unfdhigkeit des
Immunsystems, nach schwererer Verletzung addquat zu reagieren. Die Daten kdnnten somit
einen potentiellen Schliisselmechanismus aufzeigen und sind Grundlage weiterer Folgeunter-
suchungen. Hierbei soll die Frage nach der biologischen Relevanz als Ausdruck der tatséchli-

chen SOCS Verianderungen untersucht werden.
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9. VERWENDETE ABKURZUNGEN

APS
ARDS
ANV

CARS

CIS

DNA

DTT
EDTA

EMSA

FACS

gp130

ICAM
IFN-y
IL
IRS

ISS

KCl

KH,PO4

Ammoniumperoxodidsulfat

Acute Respiratory Distress Syndrome, akutes Lungenversagen

Akutes, als posttraumatisch zumeinst préirenales, Nierenversagen
Compensatory Antiinflammatory Response Syndrome, kompensatori-
sche posttraumatische Phase, ausgezeichnet durch Hypoinflammation
Cytokine-Inducible SH2 Proteins

Die Gesamtheit der genetischen Information eines Organismus enthal-
tende Desoxyribonukleinséure, desoxyribo nucleic acid

Dithiothreitol

Ethylen-diamino-tetra-acetat

Electrophoretic Mobility Shift Assay, auf radioaktiver Phosphorylierung
basierende  experimentelle = Nachweismethode der  nukledren
Translokation zytoplasmatischer Proteine

Fluorescence activated cell scanner

Glykoprotein 130, Glykoproteinrezeptor an der AuBlenmembran der
Zelle

Intercellular adhesion molecole

Interferon Gamma

Interleukin

Ischdmie-Reperfusions-Syndrome

Injury Severity Score, Score zur Bewertung des Ausmalfles der anatomi-
schen Verletzungsschwere

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat
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KHCO;
LEI

LPS

MHC I
MHC II
MODS
MOF

MW
mRNA
Na,HPO4
NaCl
NH,4CI
NK-Zellen
NISS

PAF

PBS

PGE 2
PIAS
PMN
Poly-[dIdC]
ROI

SHT

SEM

SIRS

Kaliumbikarbonat
Leukozyten-Endothel Interaktion
auf der Oberfliche gram-negativer = Bakterien
Lipopolysaccharid

Major Histocompatibility Complex |

Major Histocompatibility Complex 11
Multiple Organ Dysfunction Syndrome
Multiple Organ Failure, Multiorganversagen
Mittelwert

messengerRibonucleinsiure
Dinatriumhydrogenphosphat

Natriumchlorid

Ammoniumchlorid

Natiirliche Killerzellen

New Injury Severity Score, T.Osler™"
Platelet adhesion factor

Phosphat buffered saline

Prostaglandin E2

Protein Inhibitors of Activated STAT
polymorphkernige neutrophile Granulozyten
Polydesoxyinosindesoxycytidinsdure

reaktive Sauerstoffmetabolite

Schidelhirntrauma

exprimiertes

Standard error of the means, Standardabweichung der Mittelwerte

Systemic inflammatory response syndrome, posttraumatische, systemi-

sche Entzlindungsreaktion
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SOCS

STAT

STATI1

STAT3

TEMED

TNF-a

Suppressors of Cytokine Signaling

Signal Transducer and Activator of Transcription
Signal Transducer and Activator of Transcription 1
Signal Transducer and Activator of Transcription 3
N,N,N,N’-Tetramethylendiamin

Tumor Necrosis Factor alpha
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10. MATERIALIEN

10.1 Gerite und Material

Blutabnahmeréhrchen EDTA
Blutabnahmerdéhrchen Li-Heparin
Blutabnahmeréhrchen Serum-Gel
Eppendorf Reaktionsgefille, Safelock
Eppendorf Bio Photometer

Filme

Gefrierschrank, -20°C
Gefrierschrank, -80°C
Gelelektrophoresekammer
Gelkdmme

GelgieBstand

Handschuhe

Kiihlschrianke

Mikropipetten

Mikroskop

Neubauerzdhlkammer

pH-Meter

Scanner

Vortexer

Zentrifugen

Pipettenspitzen, gestopft (10, 200, 1000ul)
Spritzen 5ml

Spritzennadeln
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Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Eppendorf

Eppendorf

Kodak, Biomax

Liebherr
Liebherr
peqlLab
peqlLab
peqlLab
Sempermed
Liebherr
Eppendorf
Zeiss
Superior
Inolab

hp psc 1210

VM4 CAT

Jouan/ Eppendorf

Biozym
Sarstedt

Sarstedt



Zentrifugenrohrchen (15ml, 50ml)
Whatman-Papier

Rontgenkassette

Brutschrank

Waage

10.2.Chemikalien

Acrylamid
Ammoniumperoxodidsulfat (APS)
Antikorper Anti STATI
Antikorper Anti STAT3
Antipain

Aprotinin

Bestatin

Binding Buffer 5X
Bluejuice Farbmarker
Boric acid

CD 14-Anitkorper

CD 15-Anitkorper

DTT

Ethylen-diamino-tetra-acetat (EDTA)

Ethanol
Ethidiumbromid 5%
Glycerin

Hela nukleédres Extrakt

Hepes

Falcon (Heidelberg, Deutschland)
Schubert & Weiss, Miinchen
Amersham, Braunschweig

Memmert

Kern GJ

Sigma, Taufkirchen
Santa Cruz
Santa Cruz
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Promega
Invitrogen
Sigma Aldrich
Miltenyi
Miltenyi
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Merck

Merck

Sigma Aldrich
Promega

Sigma Aldrich



KCL

Leupeptin

Lipopolysaccharid (LPS)

MgCI2

Na2HPO4

NaCL

NaH2PO4

NP40

Oligonukleotide (AP1, STAT1, STATS3, SIE)
Pepstatin

Phosphoramidon

PMSF
Polydesoxyinosindesoxycytidinsdure,
Polynukleotidkinase Puffer
Polynukleotidkinase T4
Tris-Acetat-EDTA (TAE)
Tetramethylethylendiamin(TEMED)
Tris Base

Trypsin Inhibitor

v 32-Phosphor- ATP

Merck

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Roche

Merck

Merck

Merck

Sigma Aldrich

Santa Cruz

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Roche, Mannheim
Promega, Mannheim
Promega, Mannheim
Invitrogen

Sigma, Taufkirchen
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Hartmann



11. DANKSAGUNG

Mein ausdriicklicher Dank gilt meinem geschétzten Doktorvater und Direktor der Chirurgi-
schen Klinik und Poliklinik-Innenstadt, Herrn Prof. Dr. med. Wolf Mutschler, fiir die Uber-
lassung des Themas, das Bereitstellen der Mittel und die uneingeschrinkte wissenschaftliche

Unterstuitzung.

Ganz besonders mochte ich mich bei Herrn PD. Dr. med. Peter Biberthaler bedanken, der mir
das Projekt anvertraut hat. Er war stets offen fiir meine Fragen und stand mir hilfsbereit zur
Seite. Durch ihn lernte ich Durchsetzungsvermdgen, Beharrlichkeit beim Verfolgen eines
Zieles und Konzentration auf das Wesentliche. Er stand mir bestindig auch in unbequemen
Situationen bei und lehrte mich die Kunst der Wissenschaft. Auch meine rhetorischen und
gestalterischen Fihigkeiten, die ich auf mehreren Kongressen priasentieren durfte, verdanke

ich ihm.

Des weitern mochte ich mich bei Herrn Professor Dr. Dr. J. Heesemann, sowie insbesondere
Herr Dr. med. K. Ruckdeschel und Frau Gudrun Pfaffinger fiir die Bereitstellung des Isoto-
penlabors im Max von Pettenkofer Institut bedanken. Dies ermdglichte es mir, unter idealen

Bedingungen meine Arbeit durchzufiihren.

Herzlichen Dank gilt Herrn OA Dr. med. K-G. Kanz, sowie OA Dr. med. Th. Hummel, dem
Pflegepersonal und den Arzten der chirurgischen Notaufnahme, sowie der chirurgischen In-

tensivstation fiir die bestdndige Unterstiitzung und die freundliche Zusammenarbeit.

Weiterhin mochte ich mich noch bei den Mitarbeitern der Arbeitsgruppe Trauma and Resus-

citation, Frau Julia Stegmaier, Frau Viktoria Bogner, Herrn Michael Matz und Frau Maren

130



Jenike fiir die gute Zusammenarbeit und gegenseitige Unterstiitzung bedanken. Entscheidend
fiir die erfolgreiche Durchfiihrung dieses Projekts waren unter anderem der Zusammenhalt im
Team, das gemeinsame Verfolgen eines Zieles, sowie die Sicherheit, sich auf jeden einzelnen

verlassen zu konnen.

Mein abschlieBender Dank gilt meiner Mutter, meinem Onkel Gerd Zahner, sowie meinem

Freund Julian Siebach fiir ihre immerwéhrende Unterstiitzung, ihr stetiges Verstdndnis und

die konstruktiven Auseinandersetzungen.

131



12. LEBENSLAUF

Name

Vorname

Geburtsdatum:
Familienstand:

Konfession:

Schulbindung
09/1988 —07/1992

09/1992 — 06/2001

Hochschulstudium

10/2001

09/2003
2006/2007

05/2008

Beruflicher Werdegang

2008

Seit 2008

Vester

Helen

22. Juni 1981
ledig

romisch-katholisch

Beethoven Grundschule, Singen am Hohentwiel

Hegau Gymnasium, Singen am Hohentwiel

Abschluss: Abitur (1,0)

Beginn Studium der Humanmedizin an der Ludwig-Maximilian-

Universitit in Miinchen
Physikum
Praktisches Jahr

Staatsexamen an de LMU Minchen

Approbation als Arztin

Assistenzérztin in der Abteilung fiir Unfallchirurgie am Klinikum

rechts der Isar, Technische Universitdt Miinchen

(Leitung: Prof. Dr. U. Stockle)

132



	Dissertation zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin 
	an der Medizinischen Fakultät der
	Ludwig-Maximilians-Universität zu München
	vorgelegt von 
	Helen Vester 
	aus 
	Ravensburg
	2008
	Des Weiteren könnte die Entdeckung der JAK2V617F Mutation bei der Pathogenese mindestens dreier myeloproliferativer Erkrankungen (Polycythaemia vera, essentielle Thrombozythämie, idiopathische Myelofibrose) zu neuen Möglichkeiten bei deren Behandlung führen. Neue in vitro Daten sowie Tierversuche zeigen, dass JAK2-Inhibitoren ein großes therapeutisches Potential sowohl bei JAK2V617F-positiven als auch bei JAK2V617F-negativen myeloproliferativen Syndromen haben. So konnte beispielsweise die Arbeitsgruppe um Lipka LS104 als einen ATP unabhängigen Inhibitor von JAK2 identifizieren, der zu einer Apoptose der JAK2V617F-Mutation führt und so ausschließlich bei den betroffenen Patienten zu einem Wachstumsstop der krankhaft veränderten Zellen führt 115. Ein anderer Tyrosinkinase Inhibitor CP-690,550 der von Manshouri et al. identifiziert wurde, reduziert die unkontrollierte Zellproliferation um die Hälfte 122. 
	Die Arbeitsgruppe um Nelson konnte den Wirkstoff Nifuroxazide, der sonst in Antidiarrhoika vorhanden ist, als einen potenten und selektiven Inhibitor von STAT3 in multiplen Myelomzellen identifizieren. Die zytotoxische Wirkung von Nifuroxazide auf die Myelomzellen ist auf deren Abhängigkeit von der STAT3 Aktivierung zurückzuführen 143. 

