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1. Einleitung

1.1 Einfuhrung

Aktuellen Zahlen zufolge muss in Deutschland j&hrimit etwa 50.000 Brandverletzten,
darunter etwa 600 Todesfallen, und etwa 500.00kalesopfern, bei 10.000 Fallen mit
letalem Ausgang, gerechnet (Statistisches Bunde28f6). Im klinischen Alltag kénnen
diese Traumata zu weitreichenden Komplikationemeiih

Ein schweres Trauma induziert zahlreiche immungldye Verdnderungen, die sich
klinisch  haufig als septische Komplikationen  masiileren und  Uber
Organfunktionsstérungen zum  Versagen einzelner oderehrerer Organe
(Multiorganversagen [MOV]) fihren konnen. Das Aufmaer Immunalterationen
korreliert dabei mit der Qualitat und dem Schweasegiter Verletzung (Faist et al., 1997).
Immunkompetente Zellen reagieren auf ein schwerasiriia mit der Ausschittung von
Mediatoren. Initial werden insbesondere inflammiatdre Zytokine wie z.B. Interleukin
(IL)-1p3, IL-6, IL-8 und Tumornekrosefaktor (TNF)-sezerniert. Dieses Stadium mit
seiner klinischen Auspragung entspricht dem ,sy&tenilammatory response syndrome*
(SIRS). Das SIRS st laut Konsensus-Konferenz damerican College of Chest
Physicians/ Society of Critical Care Medicin“ (Boeeal., 1992), als eine systemische
Entzindungsreaktion ohne Nachweis einer infektiddesache definiert. Die Pravalenz
des SIRS wird auf 33 % aller stationaren und Ultefbder Intensivpatienten geschatzt
(Brun-Buisson et al., 2000).

Eine Sepsis wird dagegen diagnostiziert, wenn ein@obiologisch nachgewiesene oder
klinisch vermutete Infektion die Ursache einer egsschen Entziindungsreaktion
darstellt. Wahrend Ende der 60iger Jahre des vgeyam Jahrhunderts noch gramnegative
Infektionen pradominant waren, anderte sich dagdemspektrum in den letzten drei
Dekaden zugunsten der grampositiven Erreger, dmvigthen fir die Halfte aller
Sepsisfalle verantwortlich gemacht werden kénneocfiBd et al., 2001). In den USA
werden jahrlich ca. 750000 Falle schwerer Sepgigstreert, davon tber 210000 mit
letalem Ausgang. Dies entspricht mit 175,9 Fallem 00000 Einwohner im Jahre 1987
einer hoheren Inzidenzrate vergichen mit 73,6elR&firo 100000 Einwohnern im Jahre
1979 (Angust al., 2001). In Deutschland erkranken jahrlich ca. T®&Patienten an einer
Sepsis (Brunkhorstet al., 2006). Die Letalitat 8epsis ist auch heutzutage, trotz moderner
Intensivmedizin und verbesserter antibiotischerrapie, nahezu unverandert hoch (40-
70%).



Die Symptome des ,SIRS" sind denen der ,Sepsishtideh. Die Ursachen des ,SIRS”
liegen demnach nicht in einer Erreger induziertezak®on, sondern vielmehr in einer
endogenen Antwort auf dulRere Reize, wie etwa sahw&raumata oder Verbrennungen
und deren Folgen wie beispielsweise Hamorrhagobgisie und schwere Gewebsschaden.
Diese systemische Entzindungsantwort duf3ert sicisd¢th unspezifisch in Form von
Fieber, Tachykardie und Tachypnoe und kann vonreusednderten Leukozytenzahl
begleitet sein (Abb. 1)

Das klinische Bild einer schweren Ganzkérperentmagdist sehr variabel, und zeigt
Verlaufe der unkomplizierten ,restitutio at integrtibis zum irreversiblen Organversagen
(MOV) mit letalem Ausgang.

Im Verlauf einer systemischen Entziindungsreakfiost Trauma steht dem SIRS eine
gegenregulatorische und damit vorwiegend antiinfl@torische Immunantwort mit
Sekretion von Mediatoren wie z.B. IL-10, ,tumor gih factor” (TGF)8 und IL-13
gegenuber. Dieser Mechanismus, als ,, compensatuaipffammatory response syndrome
(CARS)", beschrieben, kann zur Immunsuppression w@nd6hter Empfanglichkeit
gegeniber Infektionen fuhren. Das CARS ist vielfaditlich nicht von einem SIRS
abzugrenzen, so dass oftmals ein simultanes Aeifftreeider Formen beobachtet werden
kann. FiUr diese Situation ist der Begriff ,mixedtierflammatory response syndrome*
(MARS) gepragt worden (Bone et al., 1996).

In der Vergangenheit wurde dem SIRS urséchlich allem eine Hyperaktivitat des
angeborenen Immunsystems, sowie dem CARS eine DKigfu des adaptiven
Immunsystems zugeschrieben. Nach gegenwartigemeWsstand ist jedoch eher von
einer Interaktion von angeborenem und adaptivem unmsystem, sowohl bei der
Pathogenese des SIRS, als auch des CARS, auszy@smenet al., 1996).



Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS)

Ein SIRS ist durch mindestens zwei der nachfolger&gnptome definiert

» Korpertemperatur >38°C oder <36°C

* Herzfrequenz > 90 Schlage/min.

* Atemfrequenz > 20/min. oder Pag®© 32 mmHg oder PafFFiO, < 200
 Leukozytenzahl > 12.000/mhoder < 4.000/mrhoder >10% unreife L.

Sepsis

Eine Sepsis liegt vor, wenn eine mikrobiologiscbhhgewiesene oder klinisch
vermutete Infektion die Ursache eines SIRS ist.

Schwere Sepsis

Eine schwere Sepsis zeigt Zeichen der Organdysambknd Hypoperfusion mit
» Laktatazidose
» Oligurie

» Akuter Verwirrtheit und Bewusstseinsstérung ohnéesa Ursache

Septischer Schock

Der septische Schock ist eine schwere Sepsis sifeguagter Hypotension
» Systolischer Blutdruck < 90 mmHg
» Blutdruckabfall von > 40 mmHg vom Ausgangswert oandere Ursache

* Benotigter Einsatz von Vasopressoren

Abb. 1 Symptome des , Systemic Inflammatory Response Syndme* (SIRS)
(nach Bone et al., 1992, Nystrém et al., 1998)



1.2 Verlauf der systemischen Entziindungsantwort

Zu Beginn der systemischen Entziindungsreaktion§BHeeht eine Uberaktivierung des
nicht-spezifischen Immunsystems im Vordergrundidtoren dieser Reaktion kdnnen im
Falle eines schweren Traumas sowohl exogene wie enogene Molekiile darstellen. So
sind die Zellen des angeborenen Immunsystems ihatg nicht nur Gefahrensignale, die
von Pathogenen ausgehen, zu erkennen, sonderiiilaeiciogenannte ,pattern recognition
receptors (PRRs)* endogene Strukturen, die im Rahmdes traumatischen
Gewebeuntergangs den Immunzellen zugénglich wefderch zellulare Nekrosen oder
Pathogeneinfluss werden Proteine wie Defensin, dlattin, ,eosinophil-derived
neurotoxin®“ und ,high-mobility group box 1 proteifMHIMBGL1) freigesetzt, die sowohl das
angeborene, als auch das adaptive Immunsystemieaiktiv(Zedler et al., 2006). Uber
diese Signale wird eine Kaskade initiiert, die sfblich NF«B vermittelt zur Sekretion
von proinflammatorischen Molekulen fihrt (Bohetral., 1997). Hauptmediatoren dieser
Frihphase sind hierbei die proinflammatorischerokiyie TNFa, IL-1(3, IL-6, IL-8 und
IL-12. All diese Zytokine haben eine Vielzahl voncttigen lokalen und systemischen
Effekten. In Verbindung mit weiteren ebenfalls vaktivierten Phagozyten sezernierten
Molekulen, wie reaktiven Sauerstoffmetabolitenckttoffmonoxid (NO), Prostaglandinen
und Leukotrienen, kommt es zu einer weiteren Zallacung, einer
Komplementaktivierung und zu Anderungen der Gefaftiparmeabilitat mit
Leukozytendiapedese. Als Folgen kénnen Plasmaveriessodilatation, disseminierte
intravasale Gerinnung, sowie letztendlich ein Skjeschehen auftreten. Die Freisetzung
antiinflammatorischer Zytokine wie IL-4, IL-10, ILRA (Rezeptorantagonist), TG¥-
Kortison und Adenosin (Madderet al., 1995) resultiert in kompensatorischen
Gegenreaktionen, die man unter dem bereits obeduterten Begriff ,CARS*
subsummiert (Ledereret al., 1999). Neben I6slichen TNF-Rezeptoren, die
proinflammatorisches TNE- binden und inaktivieren konnen (Lantz, GullbeXgsson,

& Olsson, 1990), sind auch neuronale Strukturerd@nantiinflammatorischen Antwort
beteiligt. So hemmt Acetylcholin, freigesetzt ausgalen Efferenzen in Organen des
retikuloendothelialen Systems, die Synthese von-&NH.-1 und IL-18 (Berniket al.,
2002). Wahrend der antiinflammarorischen Phaseepegich haufig eine Lymphopenie,
gestorte Lymphozyten-Monozyten Interaktionen, eineHemmung der
Immunglobulinsynthese, sowie eine Dominanz der Trdd€Th)2-Antwort (Markewitzet
al., 1996). Gerade die funktionelle Verschiebung ina#y der T-Lymphozytenpopulation

in Richtung einer zytotoxisch dominierten Th2-Imrantwort nach Trauma, spielt



anscheinend eine Schlusselrolle in der Genese atrgumatischen Immunsuppression.
Noch konnte allerdings nicht gezeigt werden, agsindes IL-4 (Leitzytokin der Th2-
Antwort) (Heideckeet al., 1999, Zedlegt al., 1997), oder die sinkende 1L-12 Produktion
(O’ Sullivan et al., 1995), einem Thl-Produkt, haepantwortlich fir eine dominierende
Th2-Immunantwort ist. Die Theorie des zeitlichen teerens von pro- und
antiinflammatorischen Zustanden im Sepsisverlanhkaach neueren Erkenntnissen nicht
aufrecht erhalten werden, Zutreffender erscheira Hanzept des zeitlich parallelen
Auftretens von Inflammation und Gegenregulationn@ént & Mercan, 2000). So zeigen
einige Patienten bereits initial Anzeichen der imalogischen Anergie. Diese aulert sich
in einem generellen Mindervermdgen der ImmunzedlehAntigene adaquat zu reagieren.
Heidecke und Kollegen wiesen beispielsweise beiieR@n mit Peritonitis eine
verminderte Funktion der Thl Zellen nach, ohne daeichzeitig eine erhéhte Th2
Zytokinproduktion festzustellen (Heidecke et a@99).

Auch die absolute Zahl der T-Zellen ist in der Segsei funktionaler Anergie haufig
reduziert. Die Anzeichen mehren sich, dass eineptsdahliche Ursache dieser
sepsisinduzierten immunologischen Anergie die ggstee Apoptose, also der
programmierte Zelltod von Immunzellen sein konrtetchkiss und Kollegen zeigten,
dass eine grof3e Anzahl an Lymphozyten und gasésiinalen Epithelzellen im septischen
Geschehen durch Apoptose zugrunde gehen (Hotcbkis, 1999). Verantwortlich fur
diesen Zelluntergang sind anscheinend endogeneolduikoide, die im Rahmen einer
Stressreaktion, wie etwa nach schwerer Verbrenmenigszung, ausgeschuttet werden
(Fukuzuka et al., 2000). Neutrophile Granulozyten dagegen, die =n dersten
Immunzellen gehoren, die an den Ort der Entzindumgrieren und dort nach
apoptotischem Zelltod von phagozytierenden Zelldmieiert werden, zeigen im
septischen Geschehen eine verzogerte Apoptosd @Ere, 1998). Ebenso auffallig ist
der Befund, dass Endothelzellen, deren Dysfunktiafégeblich an der Entwicklung eines
MOV wahrend der Sepsis beteiligt ist, durch erhdPkesmakonzentrationen von T&F
oder zirkulierendem LPS vermehrt durch Apoptoseramnde gehen (Friedmaea al.,
1996). Die apoptotischen Zellen kdénnen aber audhbstséinfluss auf nachfolgende
Immunreaktionen nehmen. Voll et al. wiesen naclssdgpoptotische Lymphozyten eine
Anergie des Immunsystems oder eine antiinflammstbg Zytokinsekretion induzieren,
wahrend Zellen, die einem nekrotischen Zellunteggamterworfen waren, eine
Immunstimulation mit gesteigerter antimikrobiellebwehr férderten (Vollet al., 1997).

Entscheidend fir den klinischen Verlauf des Pagienst letztendlich das Erreichen der



immunologischen Homdoostase ohne Dominanz von per antiinflammatorischen
Kréaften. (Munford & Pugin, 2001).

Heute herrscht Einvernehmen, dass eine inadaquedgeal&®ion des Immunsystems nach
Trauma ursachlich an der Entwicklung der Sepsis dewh moglicherweise konsekutiv
resultierenden Multiorganversagen beteiligt isierdei hat das Ausmalf’ der Dysregulation
prognostischen Wert und ist korrelierbar mit demefgregrad, dem Patientenalter und
dem Ausmal} der Gewebsverletzung (DeCamp & Demi®@3; Green et al., 1988).
Trager dieser gestdrten Immunantwort sind zellvieite Vorgange, die hauptsachlich
durch die Aktivierung monozytéarer Zellen initiiewterden. Posttraumatisch zeigt sich
haufig eine Monozytose (CD14+) bei gleichzeitiges@uter Lymphopenie (CD3+). Faist
et al. demonstrierten bei 11 Patienten nach grofféfeauma eine um mehr als 70%
gehemmte Lymphoblastogenese, wobei 8 dieser Patiggieichzeitig eine signifikante
infektiose Komplikation entwickelten (Faist et all986). Einzelne lymphozytare
Subpopulationen reagierten hierbei sehr untershtiedo kam es beispielsweise zu einer
ausgepragten Depletion der CD4+ T-Helferzellen rnalienfalls verringerter IL-2
Rezeptorexpression auf deren Oberflache (Faist,et386, Faist et al., 1996). Aufgrund
der starken Abnahme der CD4+ Zellen und leicht letd16Zahl der CD8+ Lymphozyten
nach Trauma, verringerte sich das CD4/CD8-Verlgiltausgehend vom Referenzbereich
1,0-3,0, auf negative Werte (< 1) (Faist et al8@)9 Auch eine reduzierte absolute Zahl
der NK-Zellen mit supprimierter Aktivitat konnte ctagewiesen werden, die offensichtlich
von Prostaglandinen moduliert wird (Brunetal., 1980).

Neben der reduzierten IL-2, IL-3 und InterferonN)fr Produktion, die mal3geblich durch
eine beeintrachtigte IL-1 Synthese verursacht Wfdistet al., 1987; Livingston et al.,
1988) und einer verminderten IL-2 Rezeptordichted@occhiet al., 1991), konnte von
mehreren Gruppen auch eine auffallige Abnahme deA-BIR Expression, einem
Histokompatibilitdtsantigen der Klasse II, auf pberen Monozyten, sowie B- und T-
Lymphozyten nachgewiesen werden (Livingston el @88). Diese Niederregulation von
HLA-DR fihrt zu einer verminderten Kapazitat peepér Immunzellen, Antigene zu
prasentieren, und somit zu einer geschwachten Irabwehr. Auch hier zeigte sich eine
signifikante Korrelation zwischen reduzierter Exggien dieses Oberflachenantigens und
der Entwicklung septischer Komplikationen (Faisalet 1996).

Schluter et al. (1991a) wiesen in isolierten moriedren Zellen brandverletzter
Patienten, eine vermehrte IL-6 Freisetzung naclalayAyalaet al., 1991) zeigte eine

Erh6hung der IL-6 Spiegel im Blut von Patienten madimorrhagischem Schock. Zudem



konnte eine Korrelation zwischen der Hohe des pstiatischen IL-6 Anstiegs und der
Wahrscheinlichkeit ein MOV zu entwickeln aufgezewgerden (Waydhast al., 1996),
Gebhard et al., 2000). Ubereinstimmend gilt IL-@yg@wartig als einer der potentesten
pradiktiven Mediatoren zur Abschéatzung des klingsthVerlaufes kritisch kranker
Patienten. Auch das Procalcitonin wird mittlerveeials ,Sepsismarker” eingesetzt.
Wanner et al. (2000) konnten signifikant erhohteasRlakonzentrationen des
Procalcitonins posttraumatisch bei Patienten mit\M&achweisen, die zudem mit dem
Schweregrad und dem Kklinischen Verlauf korrelirertateressanterweise ist aber auch die
Freisetzung antiinflammatorischer Zytokine mit @artwicklung eines posttraumatischen
Organversagens korreliert. So beschrieben Neidhetrctl. (1997) signifikant erhohte
Serumkonzentrationen des IL-10, einem antiinflanomsthen Zytokin, bei Patienten mit
MOV, gegenuber Patienten, die kein MOV entwickeltdnl3erdem war das Verhaltnis
von IL-10 zu TNFe bei nicht tGberlebenden Patienten mit Infektionigmi§kant hdher als
bei Uberlebenden (van Dissalal., 1998).

1.3 Grundbegriffe der Immunologie

Unter Immunsystem (lat. immunis = frei, unberihvgrden Organe, Zellen und Proteine
verstanden, deren Funktion in der Erhaltung deividdalstruktur durch die Abwehr

korperfremder Substanzen und Krankheitserregern Bak&terien, Viren, Pilzen und

Parasiten besteht. Vorraussetzung dafir ist diegkéit des Immunsystems zwischen
korpereigenen und kdrperfremden Strukturen untefden zu kdnnen, so dass im
Normalfall keine Immunreaktion gegen korpereigenglen erfolgt (immunologische

Toleranz).

Die im Laufe der Evolution entwickelte Abwehr deériders gliedert sich grundsatzlich in
zwei Hauptsysteme: Die angeborene, unspezifischaulmtat, sowie die erworbene,
spezifische Immunitat. Diese beiden Abwehrmechaarssind nicht getrennt voneinander
zu Dbetrachten, sondern vielmehr eng miteinandemeter und sich gegenseitig
beeinflussend. Weiterhin wird zwischen humoraled mellularen Faktoren unterschieden.
Das humorale Abwehrsystem ist durch in Korperfiglssiten geloste Stoffe

gekennzeichnet, besonders in Form von Antikorpgowie einer Reihe von Akut-Phase-
Proteinen und antibakterieller Enzyme. Die zelletérStrukturen des Immunsystems
stammen géanzlich von CD34+ Stammzellen des Knochéismab. Diese durchlaufen
dann entweder die Differenzierung der lymphatiscbder myeloischen Zellreihe oder

reifen zu naturlichen Killerzellen. Myeloischen pPrangs sind Monozyten, Makrophagen,



Granulozyten, Mastzellen und zum Teil dendritisctedlen. Zur lymphatischen Linie
gehoéren neben T- und B-Lymphozyten die naturlidi#lerzellen und eine Subpopulation

der dendritischen Zellen.

1.3.1  Unspezifische Immunantwort

1.3.1.1 Das Komplementsystem

Das Komplementsystem besteht aus verschiedenen m&jasteinen, die mit
Krankheitserregern in Wechselwirkung treten undeiladine kaskadenartige Reaktion
induzieren. Die Aktivierung des Komplementsysterasrkdabei entweder auf klassischen
Weg durch Antigen-Antikdrper-Komplex erfolgen, og@dyer alternativ allein tber Kontakt
zu Pathogenoberflachen erfolgen. Die drei wichtigsfiele der Komplementaktivierung
sind die Opsonierung von Pathogenen, die Mobilisigrvon Entziindungszellen und das

direkte Eliminieren von Erregern.

1.3.1.2 Phagozytare Zellen

Hauptvertreter der phagozytaren Immunzellen sind allem neutrophile Granulozyten,
Makrophagen und Monozyten. In Kontakt mit Krankbeitegern treten diese Zellen mit
Hilfe von Rezeptoren, etwa dem Makrophagen-Manmasptor oder dem Scavenger-
Rezeptor bei Monozyten und Makrophagen. Diese wgerfl aul3erdem Uber den
Lipopolysaccharidrezeptor CD14. CD14 bindet eineRPSLLBP (Lipopolysccharid
bindendes Protein)-Komplex und interagiert hierawit dem sogenannten Toll-like-
Rezeptor 4, der ebenfalls auf Phagozyten exprirmed. Im weiteren Verlauf kommt es
durch Aktivierung der entsprechenden Gene einergeit Freisetzung von Zytokinen und
Chemokinen, die die Wanderung antigenprasentierefidiéien (APC) in Lymphknoten
veranlassen. Andererseits wird eine vermehrte Bspa kostimulatorischer Molekile
wie CD80 oder CD86 auf diesen Zellen induziert, daten Hilfe im Lymphknoten CD4-
T-Zellen nach Kontakt zu MHC-1I auf APC aktiviertewden und somit die spezifische

Immunantwort beginnt (Carreno & Collins, 2002).

1.3.1.3 Naturliche Killerzellen

Naturliche Killerzellen (NK), die im peripheren Blwietwa 7-8 % der Leukozyten

ausmachen, sind Teil des angeborenen Immunsystahgiohl sie sich einen

Knochenmarksvorlaufer mit T-Zellen teilen. Erstméksschrieben wurden sie 1975 am

Karolinska Institut in Stockholm. Im Gegensatz zZéllen konnen sie ohne vorherige

10



Aktivierung unmittelbar bei Antigenkontakt reagieyesie unterliegen also keiner MHC-
Restriktion. Die Funktion der NK-Zelle besteht daraberrante Zellen, die keine MHC-I
Molektle auf ihrer Oberflache exprimieren, zu erkem und zu zerstéren. Da MHC
Molektle oft nach Virusinfektion oder bei der Turantstehung herunterreguliert werden,
um sie vor einem Angriff durch T-Zellen zu schitzé&eommt den NK-Zellen hier
besondere Bedeutung zu. In den letzten JahrenggelRRRezeptoren zu identifizieren, die
das Erkennen von spezifischen MHC Molektlen erlauloed die Aktivitat der NK-Zellen
regulieren. Diese Rezeptoren sind Uberwiegend itmhibcher Natur, so kommt es
physiologischerweise bei MHC-Erkennung nicht zu eeinNK-Aktivierung mit
konsekutiver Zerstorung der Zielzelle. In pathotopien Zustanden und damit
einhergehender Herunterregulation der MHC-Molekikntfalten NK-Zellen ihre
Zytotoxizitat. Die natlrliche zytotoxische Aktivitdvermitteln NK-Zellen auf zwei
verschiedenen Wegen, uber Perforin-Granzym undrFgak/ Ferner besitzen NK-Zellen
einen Rezeptor fur die konstante Region bestimmitetikbrper. Mit Hilfe dieses
Rezeptors, der als CD16 Oberflachenantigen klagsifi ist, besitzt die NK-Zelle die
Fahigkeit zur Antikérper-abhangigen Zytotoxizit&lorphologisch zeichnen sich NK-
Zellen durch eine Vielzahl azurophiler Granula iytégplasma aus, weshalb sie auch als
Jarge granular lymphocytes* bezeichnet werden. ddflusszytometrisch sind sie als
Zellen mit dem Phanotyp CD3-, CD16+, CD56+ chanaitert.

1.3.2  Spezifische Immunantwort

1.3.2.1 T-Lymphozyten

Aus dem Knochenmark wandern unreife T-ZellvorlauggErgenannte Thymozyten in den
Thymus ein. In diesem Stadium tragen sie noch keiclarakteristischen
Oberflachenproteine wie CD3, CD4 und CD8. Wahrdmeéri Wanderung innerhalb des
Thymus vom Kortex zur Medulla durchlaufen sie varsdene Reifestadien und beginnen
zunachst TCR-Gene zu transkribieren. Alle T-Lympher tragen einen T-Zell-Rezeptor
(TCR), der eine wichtige Rolle bei der Kontaktadfme mit anderen Zellen spielt und mit
dem Oberflachenmarker CD3 assoziiert ist. Der T@Rtdht aus zwei transmembranésen
Proteinketten, wobei etwa 95% der T-Lymphozyten @ef-TCR und zudem das
Oberflachenprotein CD4 oder alternativ CD8 tragérLymphozyten, die dagegen den
TCR y/d besitzen, exprimieren gewohnlich weder CD4, noEt8 @nd werden deshalb als
doppelt negativ bezeichnet. Ihr Anteil betragt pblggischerweise weniger als 5% aller
T-Lymphozyten (Lanieet al., 1987).
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T-Lymphozyten, die 20-40% der zirkulierenden Leukem ausmachen, koénnen und
durfen kérperfremde Antigene nur erkennen, wennhsien von Zellen in Verbindung mit
bestimmten Molekilen, sogenannten MHC-Molekilergspntiert werden. Von diesen
existieren verschiedene Klassen, wobei fur T-Lyngyten lediglich die Klassen MHC-I
und MHC-II von Bedeutung sind. CD4 tragende Lymphea erkennen Antigene, die
mittels MHC 1l préasentiert werden, dagegen bindé&8{& ymphozyten MHC | tragende
Zellen.

Das MHC I-Molekul ist auf nahezu allen kernhaltigéellen zu finden und besteht aus
einer 45 kDa Kette, die etwa 90 Aminosauren umfag#iC I-Moleklle binden uber
Peptidbindungen endogene, intrazellulare Proteiigeyon der Zelle aufgenommen, an das
MHC I-Molekil gebunden und dann an der Zellobeti&exprimiert werden. Das MHC
[I-Molekul wird auf B-Zellen, aktivierten T-Lymphgten, Makrophagen, Endothelzellen,
Langerhanszellen und Spermatozyten gefunden unightesus einer 33 kDa-Kette,
sowie einer 28 kDa schwer@nKette. Es bindet exogene Proteine, die Uber Exseyan
MHC 1I-Molekile gebunden werden (Bjorkmahal., 1994). Zur Aktivierung von naiven
T-Zellen, n&mlich ausgereiften T-Zellen ohne bigier Antigenkontakt, ist eine weitere
Interaktion notig. So |0st erst die zusatzlichedging zwischen dem Oberflachenmolekiil
CD28 auf der T-Zelle und dessen Liganden CD80/Ca&ffaler APC eine Aktivierung aus
(Slavik et al., 1999). Die Expression des CD28 Oberflachenansigeri T-Zellen bewahrt
diese Zellen auch vor Anergie und sichert derenrldben (Chambers & Allison, 1999).
Die Ausldsung eines Aktivierungssignals in der Ti&Zast somit von Faktoren wie
Antigendichte, der Anzahl kostimulatorischer Molekauf APC und der Anzahl der TCR-
Molektle auf der T-Zelle abhangig. In mehreren Wsuehungen wurde gezeigt, dass eine
hohe Anzahl kostimulatorischer Molekulle die Ausligeines Aktivierungssignals in der
T-Zelle auch bei geringer TCR-Dichte bewirkt (Bac@met al., 1996). Binden der TCR
und das CD28 an die jeweiligen Liganden an der ABQt dies zur Produktion von IL-2,
welches fir die Proliferation der naiven T-Zellem iRahmen einer angemessenen
Immunantwort notwendig ist.

Mittels der Oberflachenproteine CD4 und CD8 konielnymphozyten in T-Helferzellen
und T-zytotoxische Zellen differenziert werden.

1.3.2.2 T-Helferzellen

T-Helferzellen stellen eine  Lymphozytenpopulation ar,d die verschiedene

immunregulatorische Aufgaben, wie Unterstitzung dantigenprasentation von
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Makrophagen, Differenzierungshilfe der zytotoxisth&-Zellen und B-Lymphozyten
wahrnimmt. Allen T-Helferzellen gemein ist das Olmhenantigen CD4, das an Proteine
der MHC Klasse Il bindet.

Mosmann & Coffman (1989) beschrieben im Mausmoeiglé funktionelle Polarisierung
von CD4+ T-Helferzellen zu Thl- und Th2-Zellen, smechend ihrem Zytokinprofil.
Demnach produzieren Thl-Zellen die Zytokine IL-ENl und TNFf, aber nur in
geringem Masse IL-4 und IL-5. Die Ausschittung dredytokine wirkt in erster Linie auf
den zellularen Arm der Immunantwort ein, da etwakidphagen durch IFN-aktiviert
werden. Th1l-Zellen werden daher auch als proinflatonsche Zellen bezeichnet.
T-Helferzellen vom Th2-Typ produzieren IL-4, I1L-3L-6, IL-10 und IL-13 und
unterstitzen damit sowohl die humorale Immunantwalg auch allergische Reaktionen,
da die freigesetzten Interleukine die B-Zellaktivieg férdern. Das Th1/Th2 Paradigma
konnte mit Einschrankungen auch fir humane CD44edelnachgewiesen werden
(Salgameet al., 1991).

In jungerer Zeit ist dieses Konzept allerdings inigen Punkten erweitert worden. So
zeigte sich, dass insbesondere in Bezug auf humatskeukin-10 eine klare Abgrenzung
zwischen Thl- und Th2-Zellen nicht immer moglich Bie Sekretion von IL-10 konnte
sowohl fur Thl-, als auch fur Th2-Klone gezeigt et (DelPrete et al., 1993). AuRerdem
konnte zumindest in-vitro gezeigt werden, dass VFproduzierende Thl-Zellen nach
Stimulation mit IL-4 in der Lage sind IL-10 zu praderen und die Expression von IFN-
einzustellen (Assenmachetral., 1998). Dartiber hinaus wurden inzwischen CD4+ezell
identifiziert, die viel IL-10, IFNy, TGF{3 und IL-5, aber nur wenig IL-2 und kein IL-4
produzieren. Funktionell supprimieren diese Zellemnigenspezifische Immunantworten,
so dass sie als regulatorische Typl T-Zellen (beleichnet wurden (Grouwet al., 1997;
Jonuleitet al., 2000). Ahnliche, durch TGB-induzierte regulatorische T-Zellen wurden
auch als Th3-Zellen bezeichnet (Weiner et al., 200fe immunsuppressive Wirkung von
IL-10 beruht vor allem auf der Abschwachung der igamprasentierenden und
akzessorischen Kapazitat von Monozyten/Makrophag®h dendritischen Zellen durch
Inhibierung der Expression von MHC-II-Molekilen unden kostimulatorischen
Molektlen CD80 und CD86 (Corinét al., 2001). Dartber hinaus wirkt IL-10 aber auch
inhibierend auf die Produktion verschiedener ptammatorischer Zytokine wie ILél
IL-13, IL-6, TNFa und GM-CSF (de Waal Malefyt et al., 1991).
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1.3.2.3 Zytotoxische T-Lymphozyten

Zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) exprimieren typiscweise auf der Oberflache den
T-Zell-Korezeptor CD8. Obwohl hilfreich fur die phétypische Klassifizierung dieser
Effektorzellen bleibt festzuhalten, dass nicht aljgotoxischen Zellen CD8+ sind. Unter
bestimmten Umstanden, wie beispielsweise bei Iidekh, konnen auch CD4+ Zellen
lytisches Potenzial entwickeln, das sich nicht wam klassischen CD8+ zytotoxischen
Zellen unterscheidet. CD8+ zytotoxische Zellen erlan Antigene, die auf MHC-Klasse
I-Molekilen prasentiert werden. Bislang wurde amgemen, dass eine Interaktion
zwischen T-Helferzellen, CTL und APC die Vorraugseg fur die Aktivierung von CTL
ist (Stuhler und Walden, 1993). Neuere Untersuchongeigen jedoch, dass die APC
durch den Kontakt mit der Th-Zelle Gber CD40/CDA48&ktiviert wird und in diesem
Zustand die CTL ohne den gleichzeitigen Kontakt miiter Th-Zelle aktivieren kann
(Ridge et al., 1998). Die Interaktion von CD40/CD40L induzierufader APC die
Expression von kostimulatorischen Molekulen, digeasiell fir eine effektive Stimulation
der CTL sind (Shindet al., 1996). Nach ihrer Reifung verlassen die CTL dikusndaren
lymphatischen Organe, wandern in die Peripherie pratiuzieren IFN¢ und TNF4,
wodurch die Expression von MHC-Molekilen auf APQiét wird. Die zytotoxische
Aktivitat wird hierbei Uber Induktion der Apoptoseder Zielzelle erreicht (Henkart et al.,
1994).

Auch fir CD8 positive T-Lymphozyten wurde die Erist funktioneller Subgruppen
belegt, die sich &ahnlich wie CD4-Zellen in ihrem t@inprofil unterscheiden und
entsprechend T(c) cytotoxic 1 und Tc2-Zellen bdrsit werden (Vukmanovic-Stejic et
al., 2000). Tcl-Zellen sezernieren demnach {FNL-2 und TNFx, und werden
wahrscheinlich tber IL-12 aktiviert. Tc2-Zellen éagn produzieren IL-4, IL-5, IL-6, IL-
10, sowie IL-13 und werden uber IL-4 aktiviert.

1.3.2.4 Untersuchte humane Zelloberflachenmolekile
Das CD3-Antigen hat eine Molekilmasse von 20-28 kbDd ist mit dem T-Zellrezeptor

(TCR) assoziiert. Es wird von Thymozyten und reifeZellen exprimiert.

Das CD4-Antigen hat eine Molekilmasse von 55 KkDad unst ein
Transmembranglykoprotein, das auf einigen Thymagyéva zwei Drittel der peripheren
T-Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen exprimiend. Es dient als Korezeptor
fur MHC-Klasse-1l Molekdle.
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Das CD8-Antigen ist ein Disulfidbriicken-vernetz@@sner mit einem Monomergewicht
von etwa 32-34 kDa und kommt auf zytotoxischen-Tliefevor, die etwa 20-35% der
humanen peripheren Blutlymphozyten ausmachen. Awthe NK-Zellpopulation
exprimiert dieses Antigen mit niedriger bis mitderDichte. CD8 wirkt zusammen mit
dem TCR als Korezeptor fur MHC-I-Molekile bei dentiyenerkennung.

Das CD14-Antigen ist ein Glykosyl-Phosphatidyliriobiverankertes einkettiges
Oberflachenmolekil mit einem Molekulargewicht vdnhKDa. Es ist der Rezeptor flr den
Komplex aus Lipopolysaccharid (LPS) und dem LPSlbnden Protein (LBP). CD14
kommt auf Zellen der myelomonozytaren Reihe vor wmdd von Monozyten und

Makrophagen stark, von Granulozyten und B-Zellegeg@n schwach exprimiert.

Das CD16-Antigen hat eine Molekllmasse von 50-8@ kbBd wird von den meisten NK-
Zellen, aber auch von Neutrophilen exprimiert. Basigen geht wahrend der Aktivierung

von NK-Zellen verloren und wird nur relativ schwagkprimiert.

Das CD40-Antigen hat eine Molekilmasse von 48 kDal wird auf B-Zellen,

Makrophagen, dendritischen Zellen und Epithelbadl@la exprimiert. Es bindet an
CD154, einem CD40 Liganden, und dient als Rezefitokostimulierende Signale fur B-
Zellen und fordert deren Wachstum, Differenzierungl Isotypenwechsel und schutzt
diese vor dem programmiertem Zelltod. Aul3erdenygsteies die Zytokinproduktion bei

Makrophagen und dendritischen Zellen.

Das CD56-Antigen ist die GPl-verankerte Isoform dd2i0 kDa neuralen
Zelladhasionsmolekils ,N-CAM®. Es wird von allen IB®m mit naturlicher
Killerzellaktivitat exprimiert, d.h. von NK-Zellerund von einigen T-Lymphozyten.
CD3+CD56+ T-Lymphozyten umfassen eine Untergrupper a@ytotoxischen T-
Lymphozyten, die nicht MHC restringierte Zytotoxéivermitteln.

HLA-DR ist als ,major histocompatibility complex®, MHC-Klasse-Il, ein

Oberflachenantigen, das von dem ,human leucocytigean complex” auf Chromosom 6

kodiert wird. HLA-DR wird auf antigenpréasentierend2ellen (APC) wie Monozyten,
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Makrophagen und dendritischen Zellen konstitutiv premiert und dient der
Antigenprasentation tber die Bindung an den T-Relkeptor der CD4- Zellen.
Dagegen ist die HLA-DR-Expression auf CD3+ T-Lympyten erst in der Spatphase

einer Immunaktivierung nachweisbar.

1.3.3 Die Apoptose

Die Apoptose gehort zu den wichtigsten ZellfunkéonUnter Apoptose, erstmals 1971
als ,shrinkage necrosis* beschrieben (Kerr, 19%Exsteht man den programmierten
Zelltod mit kontrollierter Autodigestion. Dieser ¥gang steht im Gegensatz zur Nekrose,
welche eine pathologische Form des Zelltodes dHrsten nekrotischen Geschehen
kommt es zur Zell- und Organellenschwellung undlisBlich zur Zellruptur mit
konsekutiver Entziindungsreaktion (Vaebal., 1994). Die Apoptose hingegen durchlauft
verschiedene Stadien der zellularen VerédnderungMarminderung des Zytoskeletts,
Verdichtung des Zellkerns und Fragmentierung der ADNLetztendlich werden
apoptotische Zellen phagozytiert und die Entzindreektion bleibt normalerweise aus.
Apoptotische Vorgange sind unabdingbar bei der rhel@én Selektion wahrend der
Zellwachstumsphasen, zur Elimination von aberrardelen, wie virusinfizierten- oder
tumorhaltigen Zellen und zur Verhinderung einerritissigen Proliferation von Zellen.
Zytotoxische T-Zellen und natirliche Killerzellepislen eine entscheidende Rolle bei der
Induktion der Apoptose. Beide Zellpopulationen kémniber verschiedene Wege den
programmierten Zelltod initiileren. Einerseits lloke Synthese und Freisetzung l6slicher
Mediatoren wie IFNy (Boehm et al., 1997), TN&-(Vassalli et al., 1992) und weiterer
Interleukine (Biron et al., 1994). Andererseits tbhts die Moglichkeit der direkten
Zytolyse und Induktion des programmierten Zelltddlser zytotoxische Granula, die
Perforin und Granzyme enthalten, oder Uber Fas sgiden Liganden (FasL). Eine
Dysregulation des Perforin vermittelten Weges deopgtose ist mit Erkrankungen, wie der
familiaren hamophagozytischen Lymphohistiozytoses d@riscelli- Syndroms und des
Chediak-Higashi-Syndroms (Filipovich et al., 20@8¥oziiert.

1.3.3.1 Rezeptor vermittelte Apoptose
Der am besten untersuchte Rezeptor assoziiertetdgmpeg wird durch das Fas Protein
und seinen Liganden (FasL) vermittelt (Berke et d1995). Der Fas-Ligand der

Effektorzelle bindet an Fas-Rezeptoren der Zietzeihd |16st die Apoptose aus. Fas (=
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fibroblast associated) wurde 1989 von zwei unabig@mgGruppen erstmals beschrieben
und auch als CD95 oder Apol bezeichnet (Tratithl., 1989; Yonehara et al.1989). Es
handelt sich um ein transmembrandses Protein, a8 Aminosauren besteht und Uber
eine Cystein-reiche extrazellulare Rezeptordomaned ueine zytoplasmatische
Todesdomane (DD) verfugt. Fas zeigt strukturellgehorigkeit zur Familie des Tumor-
Nekrose- Faktor Rezeptors (Krammerr al., 1994) und wird von fast allen Zellen
exprimiert. Der Fas Ligand (FasL), ebenfalls eintgiied der Tumor-Nekrose-Faktor-
Familie, ist ein Homotrimer und beféhigt, drei Rdslekile zu binden. Infolgedessen
kommt es zur Clusterbildung des Rezeptormolekils, Eige es einem Adapterprotein
(FADD) ermoglicht, sich an den Rezeptor anzulagebBieses zytoplasmatische
Adapterprotein bindet an Caspase 8 und induzierendéAktivierung, worauf diese
wiederum weitere Caspasen aktiviert und letztehdiRroteine enzymatisch abgebaut
werden (Borgersoret al., 1999). Schliel3lich kommt es zur Apoptoseinduktidurch
Zerstuckelung von Zytoskelettproteinen, Aktivierungon Endonukleasen und
Inaktivierung von Enzymen. Fas wird vor allem vhK-Zellen und aktivierten CTL
exprimiert und spielt daher eine wichtige Rolle haitiviralen und antitumorésen
Reaktionen, sowie bei der Regulation der Lymphomméwicklung (Suda et al. 1995).
Besondere Bedeutung scheint der apoptoseinduzeerévely Uber Fas/FasL in CD4+
Zellen, insbesondere bei Th1l-Zellen, zu haben t(ai1,1994).

Neben Fas/FasL sind weitere, sogenannte Todesoegrptetwa TNF-R1, die ahnliche

oder dieselben intrazellularen Signalwege benutzekannt (Borgerson et al., 1999).

1.3.3.2 Perforin vermittelte Apoptose

Der zweite wichtige Apoptose induzierende Weg istf®in vermittelt. Perforin, ein
sekretorisches Protein, ist der Hauptbestantedptgsmatischer Granula in zytotoxischen,
T- Lymphozyten und nattrlichen Killerzellen. Es tedd aus 534 Aminosauren mit einem
glykolysierten Molekulargewicht von etwa 68-70 kDad besitzt groRe Ahnlichkeit mit
den porenformenden Komplementkomponenten C6-CeSBedeutung liegt in der
Fahigkeit Poren von bis zu 16 nm Durchmesser zdebilund somit Granzymen den
Eintritt in die Zielzelle zu erméglichen. In denopuzierenden Zellen wird die Wirkung
des Perforins durch ein saures lysosomales Milied durch die Protease Cathepsin B
inhibiert ().

Die Bindung von Perforin an die Zellmembran derlzBéle ist Kalzium abhangig. Auch

polymerisiert Perforin nur in Anwesenheit von Kaln und ist fahig Poren in die
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Lipidmembran der Zielzelle zu formen, durch die @&gme mittels passiver Diffusion in
die Zelle gelangen. Aktuellere Erklarungsansatzdassen die Theorie der Perforin
vermittelten Porenbildung, durch die Granzyme ia dielzelle gelangen. Vielmehr wird
postuliert, dass Perforin in die Zielmembran Ubeddzytose eintritt und ein Signal
schafft, das Granzymen die Bindung an den sogeeannation-independent mannose-6-
P Receptor* (CI-MPR), auch bekannt als ,insulireliigrowth factor 2 receptor®,
ermoglicht, mit dem sie in die Zielzelle aufgenonmmserden (Motykaet al., 2000).
Ebenso gibt es Untersuchungen, die zeigen, dadsriReginen Kalziumeinstrom in die
Zielzelle bewirkt, tGber den Perforin zusammen mitafzymen durch Endozytose
internalisiert werden. Die Freisetzung von Granzynaels Endosomen in das Zytosol
erfolgt ebenfalls perforinabhangig (Cullen et 2008; Voskoboinik et al., 2006).
Granzyme gehoren zur Familie der neutralen Seriapsen und weisen Ahnlichkeit zu
dem Pankreasenzym Chymotrypsin auf. Sie werdennalgive Vorstufen produziert,
ebenso wie Perforin in zytoplasmatischen Granutpegiehert und erst durch Freisetzung
von Cathepsin, einer Cysteinprotease, aktiviertp@ouzieren CTL Cathepsin-defizienter
Mause zwar adaquat Granzyme, diese sind jedochtivnakktuell sind 5 humane
Granzyme beschrieben, wobei Granzym-B, auch atsaxische Zellproteinase 1 (CCP1)
oder Fragmentin 2 bezeichnet, am besten unterssthfvVoskoboinik et al., 2006).
Granzym-B ist in der Nahe des Gens fur di&ette des T-Zellrezeptors lokalisiert und
|6st die Apoptose auf verschiedenen Ebenen ausp8itet es die Pro-Caspase 3, welche
dadurch aktiviert wird und wiederum den InhibitoerdCaspase- abhangigen DNAse
spaltet. Letztendlich transloziert die DNAse in dégilkern und fragmentiert die DNA.
Weiterhin spaltet Ganzym-B BID (BH3-interacting daim death agonist) zu verkirztem
BID, welches die &ul3ere Mitochondrienmembran zdrstblun treten aus dem
zwischenmembrandsen Raum der Mitochondrien proapispihe Proteine, wie Cytochrom
C oder Endonuklease G, aus. Alternativ konnen ktikdolekile gespalten werden, so
etwa die PARP (poly ADP ribose polymerase) ein 8erfidr DNA-Schaden oder die
katalytische Untereinheit der DNA-abhangigen Prateiase, welche die Reparatur von
Doppelstrangbrichen kontrolliert. Endstrecke afisér Mechanismen ist der Abbau von
Histon H1 und anderer Histone und schliel3lich dagtraten von DNA-Strangbrichen
zwischen den Nukleosomen.

Aus diesen Gegebenheiten wird sichtbar, dass denzgm-B/Perforinveg dem
Mechanismus tber CD95/CD95L im Hinblick auf die Belpfung viraler Erkrankungen
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Uberlegen ist, da viele Viren Moglichkeiten entvattkhaben, die Caspasenaktivierung zu
blockieren (Oberholzest al., 2001).

Stark aktivierte CTLs sind in der Lage nacheinanoehrere Zielzellen zu zerstdren
(Koren et al., 1973). Jedoch bestehen Unterschiede in der ctatli Aktivierbarkeit
zwischen den zytotoxischen Zellen. So tragen NHKedelzytotoxische Granula, deren
Aktivitat und Inhalt durch Zytokine wie IL-2 und N=y, erh6ht werden kann (Brown et al.,
2009). NK-Zellen sind also in der Lage innerhallm Whinuten Zytotoxizitat zu vermitteln.
CD8+ T-Lymphozyten dagegen, die im naiven Zustamethek zytotoxische Aktivitat
zeigen, bendtigen einen 1-3 Tage dauernden Praszssiaximalen Aktivierung mittels
IL-2 und IL-6 bis zytotoxische Granula ausgebildetd (Brown et al., 2009). Die CTL
selbst zeigen dabei als Schutzmechanismus einesgewRresistenz gegeniber dem
zytotoxischen Inhalt der Granula durch Aufrechtdthry eines sauren Milieus, in dem
Perforin mit Proteoglykanen eine Verbindung eind®etrretet al., 1987).

Normalerweise ist Perforin und Granzym-B in in CDZellen nur in sehr geringen
Konzentrationen nachweisbar. Bei bestimmten Erkuagkn allerdings, wie der
Mononukleose (Nakata et al., 1992) oder rheumatdidaritis (Namekawa et al., 1998)
und insbesondere der HIV-Infektion (Appay al., 2002b) kdnnen sie zytotoxisches
Potenzial entwickeln. Bezuglich des pradominantgataxischen Weges der CD4+ Zellen
ist die Literatur uneinheitlich. Es wurde im mumn&odell sowohl der Fas/Fas Ligand
Mechanismus (Ju et al., 1994), als auch der Parfagrmittelte Weg in zytotoxischen
CD4+ Zellen beschrieben (Niiya et al., 2005).
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1.4 Fragestellung

Eine angemessene und ausgewogene ImmunantwortigstVarraussetzung fir die
Erhaltung der Uberlebenswichtigen Organfunktion@chrschwerem Trauma jeder Genese.
Hierbei nimmt die Apoptose, als einer der wich&gstbiologisch konservierten
Mechanismen fir vielzellige Organismen auf ein Tmawzu reagieren, eine entscheidende
Rolle ein. Der Perforin/ Granzym B vermittelt Apopéweg ist von besonderem Interesse,
da dieser flr zytotoxische CD4+ Zellen als domieaApoptosemechanismus beschrieben
ist.

Das Ziel der vorliegenden Studie war deshalb diar@iterisierung des zytotoxischen
Arsenals von T-Lymphozyten unter besonderer Beidbkgung der CD4+ Zellen nach
massiver Polytraumatisierung und schwerer Verbregswerletzung mit folgender

detaillierter Fragestellung:

« Andert sich die prozentuale Verteilung der Leukemgubpopulationen,
insbesondere der zytotoxischen T-Zellen und NKefelldurch akzidentelles

Trauma?

* Welchen Anteil haben Perforin- bzw. Granzym-B-pwesit Zellen an den

verschiedenen Subpopulationen der Lymphozyten sarmggen Organismus?

 Sind bei Patienten nach schwerer Mehrfachverletzumgy. schwerster
Verbrennungsverletzung im posttraumatischen Verkaxjgressionsveranderungen
der funktionsrelevanten zytotoxischen EffektormdlekPerforin und Granzym B

nachweisbar?
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2. Material und Methoden

2.1 Patientenauswahl

In die prospektive Studie wurden vom 1. Januar 2883%um 30. Januar 2004 insgesamt
24 Patienten eingeschlossen. Das Untersuchungekwolleler schwerbrandverletzten
Patienten wurde aus der Abteilung fir PlastischekdRstruktive und Handchirurgie -
Zentrum fir Schwerbrandverletzte (Prof. Dr. med. Minkovic) des Stadtischen
Krankenhauses Minchen-Bogenhausen rekrutiert. Digiehpatienten mit schwerer
Mehrfachverletzung stammten aus der Chirurgischiemikkund Poliklinik der Ludwig-
Maximilians Universitat Minchen, Klinikum Grof3hadefProf. Dr. med. K.-W. Jauch),
der Chirurgischen Klinik und Poliklinik der Ludwigtaximilians Universitat Minchen,
Klinikum Innenstadt (Prof. Dr. med. W. Mutschleupd der Klinik fur Unfallchirurgie des
Stadtischen Krankenhauses Miinchen-Schwabing (Od. EheF. J. Hocherl).

2.2 Einschlusskriterien
Aufnahmebedingungen waren das Einverstandnis diéernfBen oder ihrer Angehdrigen,

und die Moglichkeit des Studienbeginns am ersteppist Trauma.

2.2.1  Schwerbrandverletzung
Vorraussetzung fur die Aufnahme in die Studie warendestens 25 % Verbrennung des
Grades Il und/oder 11l der GesamtkorperoberflaGhekOF).

2.2.2 Polytrauma

Die Beurteilung der Verletzung erfolgte anhand tigary Severity Scores (ISS) nach
Greenspan et al. 1985, einer anerkannten und ZAseggen Mdglichkeit zur Abschéatzung
von Traumaschweregrad und Komplikationswahrschatikeit. Zur Berechnung des ISS
werden 6 Koérperregionen (Haut / Weichteile, Kopél${ Thorax, Abdomen, Wirbelséaule,
Extremitaten/knéchernes Becken) unterschieden untd In Punkt (unwesentliche
Verletzung) bis zu 5 Punkten (kritisch lebensbelicbe Verletzung) bewertet. Der
Gesamtschweregrad fiur jeden Patienten ergibt sich der Quadratsumme der drei
schwersten Verletzungen. Maximal erreichbar sindrikch 75 Punkte.

Einschlusskriterium in die Studie war ein ISS voimaestens 25 Punkten.
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2.3

Dokumentation und demographische Daten

Das Kollektiv der Schwerbrandverletzten setztd sias 14 Patienten (3 Frauen und 11

Manner) mit einem Durchschnittsalter von 40+16 éahrusammen. Davon verstarben

drei Patienten im Verlauf. Studienpatient 14 wieban einer Verbrennung von 46 % der

Kdrperoberflache multiple Verletzungen auf (Tab. Das Durchschnittsalter der 10

Polytraumapatienten (4 Frauen und 6 Manner) betit#l1l Jahren, davon erlagen zwei

Patienten innerhalb des Studienzeitraums ihrene¥®rmgen. Studienpatient 1 wies neben

einem Polytrauma auch multiple Verbrennungen saidnhalationstrauma auf (Tab. 2).

Das Kontrollkollektiv stellten 15 gesunde Freivghi (7 Frauen und 8 Manner) mit einem

Durchschnittsalter von 37+12 Jahren.

Tabelle 1 Schwerbrandverletzte Studienteilnehmer

Pat. Nr. | Geschlecht A(IS(;r Ig/?) ;: In?ﬂﬁ?;& K{i/réirslggfr Verstorben
BT1 Mannl. 32 38 Nein MOV Tag 43
BT 2 Mannl. 64 30 Ja unauffallig Nein
BT 3 Mannl. 72 52,5 Nein MOV Tag 14
BT 4 Weibl. 65 50 Ja MOV Tag 30
BT 5 Weibl. 37 25 Nein unauffallig Nein
BT 6 Mannl. 31 47 Nein unauffallig Nein
BT 7 Mannl. 49 38 Nein unauffallig Nein
BT 8 Mannl. 32 57,5 Ja Sepsis Nein
BT 9 Mannl. 30 50 Nein unauffallig Nein

BT 10 Mannl. 18 37,5 Nein unauffallig Nein
BT 11 Mannl. 45 79 Nein unauffallig Nein
BT 12 Weibl. 34 45 Nein unauffallig Nein
BT 13 Mannl. 28 56 Nein unauffallig Nein
BT 14 Mannl. 26 46* nein unauffallig Nein

* Multiple Verletzungen, Hamatothorax
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Tabelle 2 Polytraumapatienten

Pat. Nr. | Geschlecht A(Ifgr (,IDSk?) K{i/r(leirslgnfer Verstorben
PT1 Mannl. 63 41* unauffallig Nein
PT 2 Mannl. 50 40 unauffallig Nein
PT 3 Weibl. 64 57 MOV Tag 9
PT 4 Mannl. 33 54 unauffallig Nein
PT5 Mannl. 43 40 unauffallig Nein
PT 6 Mannl. 58 29 unauffallig Nein
PT7 Mannl. 29 50 unauffallig Nein
PT8 Weibl 48 66 MOV Tag 4
PT9 Weibl. 45 27 unauffallig Nein
PT 10 Weibl. 40 45 unauffallig Nein

* Multiple Verbrennungen mit Inhalationstrauma

2.4 Probenentnahme

An den Tagen 1, 3, 5, 7 und 10 post Trauma wuste Riatienten jeweils 7,5 ml Na-
Heparin koaguliertes Blut aus einer peripheren Vetexil entnommen (Na-Heparin
Sarstedt Monovette). Um den Einfluss der zirkadiaRaythmik zu minimieren wurde ein
standardisierter Zeitpunkt der Blutabnahme bis I8:6@brgens gewahlt. Die Blutproben

wurden anschliel3end bei Raumtemperatur gelagerinmedhalb einer Stunde aufbereitet.

2.5 Probenaufbereitung

2.5.1 Messung von intrazellularem Perforin und Grazym-B

1 ml heparinisiertes Vollblut wurde im Verhaltnid@ mit RPMI 1640 Kulturmedium, das
mit 10 % fotalem Kalberserum (FCS) und 0,1mg/ml @erycin supplementiert war,
verdunnt. Jeweils 1 ml dieses verdinnten Blutesderasusammen mit 0,5 ml Phosphat-
gepufferter Saline (PBS) in 5 Eppendorf Réhrchesuspendiert und anschlieend 5
Minuten bei 220 x g und 4°C zentrifugiert und seBlich der Uberstand vorsichtig mit
einer Pipette abgesaugt. Nach diesem Schritt wdeteWaschvorgang mit 1 ml PBS-
Puffer nochmals wiederholt. In die 5 GefalRe wurde meweils 5ul der pratitrierten
Oberflachenantikorper in folgenden Zweierkombinagio zugegeben: CD8 PC5/ CD56
PE, CD4 PC5/ CD56PE, CD8 PC5/ CD4 FITC und CD4 PQSAch 20 minutiger
Inkubationszeit bei 4°C wurden jeweils 100 pl IRrap Reagent 1 zur Fixierung der
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Zellen hinzugegeben, geschittelt und fur 15 MindienRaumtemperatur in Dunkelheit
inkubiert. Nach einem weiteren Waschvorgang mit I1PBS-Puffer wurde mit 30Ql
humanem AB-Serum resuspendiert, um mogliche fredieR€zeptoren zu blockieren.
Anschlie3end folgte eine 25 minitige Inkubation Kiahlschrank. Nach einem weiteren
Waschschritt mit 80@ PBS-Pufferldosung wurden die gewonnenen Zelleretsitl00ul
IntraPrep Reagent 2 permeabilisiert und zuuBPortionen aliquotiert. Als letzter Schritt
wurde jeweils lul anti-Granzym-B mAKk, bzw. anti-Perforin mAk hinzegeben und nach
20 minudtiger Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkaochmals mit PBS-Puffer
aufgefillt und fir 5 Minuten bei 4°C und 200 x genmifugiert. Bis zur
durchflusszytometrischen Messung der Proben wurdkese im Dunkeln bei

Raumtemperatur aufbewabhrt.

2.5.2 Messung der Zelloberflachenantigene

Jeweils 50ul heparinisiertes Vollblut wurden in 5 bzw.6 FACS:84rohrchen pipettiert
und jeweils mit 5ul Antikérperlosung versetzt. Die Farbekombinatioreggaben CD14
PC5/CD3 PE/HLA-DR FITC, CD14 PC5/ CD16 FITC/ CD4B8 Bnd als Isotypkontrolle
IgG2a PC5/ IgG1 FITC/ IgG1 PE, sowie CD4 FITC/ CB85/ CD28 PE, CD14 PC5/
TLR-4 FITC und als Isotypkontrolle 1gG1 FITC/ IgGRC5/ 1gG1 PE. Nach einer
Inkubationszeit von 20 Minuten im Kihlschrank egtel die Hamolyse der Erythrozyten
mit 250 ul Optilyse C, da sich erythrozytenhaltige Probenchnhi far
durchflusszytometrische Untersuchungen eignencBl®ss sich eine weitere 20-mindtige
Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln an. VogiBa der durchflusszytometrischen

Messung wurden jeweils 250 PBS-Puffer hinzugegeben.

2.6 Geréate und Materialien

2.6.1 Gerate
* Durchflusszytometer: Epics XL der Fa. Beckmann @uulJSA
* Universal 30 RF Kihlzentrifuge der Fa. Hettich, tiingen

* Sicherheitssterilwerkbank, Klasse Il, BSB 6, FawLaboratories, Meckenheim

2.6.2 Puffer und Lésungen

« Fotales Kalberserum (FCS), mykoplasmengetestel/ifamex, Vilshofen
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* RPMI 1640 Kulturmedium mit L-Glutamin und 25 mM HEB, Fa. Gibco,
Paisley, UK

* Phosphat-gepufferte-Saline (PBS), pH 7,2, ( Natdhiorid 5,48 g, di-
Natriumhydrogenphosphatdihydrat 10,12 g, Kaliumdiegenphosphat 2,28 g,
Wasser f. Injektionszwecke ad 1000 ml, ApothekaiKiim Munchen, LMU

Innenstadt
* IntraPrep Permeabilization Reagent, Fa. Immunotéeinseille, France

« Optilyse C, Fa. Beckmann-Coulter, Krefeld

2.6.3 Verwendete monoklonale Antikdrper

» CD3PE, PN IM 1282, Fa. Immunotech, France

» CD3 PC5, PN IM2635, Fa. Immunotech, France

* CD4 PE, PN IM0449, Fa. Immunotech, France

* CD4 PC5, PN IM2636, Fa. Immunotech, France

» CD4FITC, PN IM0448, Fa. Immunotech, France

* CD8 PC5, PN IM2638, Fa. Immunotech, France

* CD14 PC5, PN IM2640, Fa. Immunotech, France

* CD16 FITC, PN IM0814, Fa. Immunotech, France

» CD28 PE, Nr.2071, Fa. Immunotech, France

* CD40 PE, Nr.1936, Fa. Immunotech, France

» CD56 PE, NKH-1-RD1, Lot 729313 Fa. Beckmann-Coukeefeld
e IgG1l PE mouse, PN IM 0670, Fa. Immunotech, France
* 1gG1 PC5 mouse, A09149, Fa. Immunotech, France

* 1gG1 FITC mouse, PN IM0639, Fa. Immunotech, France
* 1gG2a PC5 mouse, PNA09149, Fa. Immunotech, France
* HLA-DR FITC, Nr. 1638, Fa. Beckmann-Coulter, Krefel

» Perforin PE, clone dG9, Fa. Holzel Diagnostika, Kol

» Perforin FITC, clone dG9, Fa. Holzel Diagnostika&|iK

* Granzym-B FITC, Fa. H6lzel Diagnostika, Koéln
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2.6.4  Multiparameter Durchflusszytometrie
Fur die durchflusszytometrischen Analysen wurde Eiics XL, ausgestattet mit einem

488 nm Argon-lonenlaser, der Fa. Beckmann-Coukewendet.

2.7 Datenaquisition

Pro Messung wurden zwischen 5000 und 10000 Zellelysiert und die Rohdaten
bestehend aus den linear verstarkten ,Forward-“ J$ide Scatter* Signalen, sowie drei
logarithmisch verstarkten Fluoreszenzsignalen istdodateiformat (*.Imd) gespeichert.
Zum Ausschluss unspezifischer Farbung und zumeSetler Analysefenster wurden
Isotypkontrollen durchgefiihrt. Die Datenauswertugrgplgte mit der frei erhaltlichen
Software WinMDI Version 2.8.

2.8 Statistische Auswertung

Die Streuung der Mittelwerte ist prinzipiell alsaStardfehler angegeben. Unterschiede
zwischen den Stichproben (Patienten an konsekuflagen versus Kontrollen) wurden
mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse fur paramsehe (ANOVA) bzw. nicht-
parametrische Daten (Kruskal-Wallis Rangsummen-AR{Q\Verfasst. Die minimal
geforderte Signifikanz fur die anschlieRend paaseeiurchgefiihrten Mehrfachvergleiche
war fur p<0,05 (*) definiert. Prasentiert werder @irgebnisse tUber Boxplots als Prozent
positive Zellen und z. T. Uber Liniendiagramme mlgtlere Fluoreszenzintensitat (MFI)
zur indirekten Abschéatzung des Expressionsgradés. Hdxplots zeigen den Median
(durchgezogene Linie in der Box), die Quartile whe Extremwerte. Die Box stellt den
Interquartilbereich mit 50% der Werte dar, die \@m Box ausgehenden Linien fuhren bis
zur 5.-95. Perzentile. Die maximalen Werte werdeeround unterhalb der Linie jeweils

als Einzelpunkte ausgegeben, die lineare Regresssiafyse indiziert den Verlauf.
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3 Ergebnisse

3.1 Messungen zur Differenzierung von Lymphozytensubpgaulationen

3.1.1 CD4+ Lymphozyten

Der prozentuale Anteil der CD4+ Lymphozyten, degesmnnten T-Helferzellen, an der
Gesamtpopulation der Lymphozyten, betragt in desugden Kontrollgruppe im Mittel
51,75+ 1,62 %. Nach Verbrennung bleibt die relative Hgkdit der CD4+ Zellen mit
Werten von 43,73 4,24 % am Tag 1 und 47,351,62 % am Tag 10 auf Kontrollniveau
(Abb. 2). Auch nach Mehrfachverletzung zeigt dertender CD4+ Zellen keinerlei
statistisch relevante Verdnderungen im Vergleichgasunden Referenz (43,14,46 %
am Tag 1 und 47,485,50 % am Tag 10) (Abb. 3).

Die Expressionsdichte des CD4 Antigens, dargestddit mittlere Fluoreszenzintensitat
(MFI), sind sowohl fur die Gruppe der Schwerbrantbteten ( 42,8% 3,81 MFI am Tag
1 und 47,24 290 MFI am Tag 10) (Abb.3), als auch fur das I&div der
Polytraumapatienten (42,475,70 MFI am Tag 1 bzw. 37,34 11,51 MFI am Tag 10)
keine signifikanten Veranderungen nachweisbar, Ivérgn mit Kontrollen (45,12 2,15
MFI) (Abb. 3).
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Abb. 2 Frequenz der CD4+ T-Lymphozyten und CD4-Expressioiim
Schwerverbranntenkollektiv
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Abb. 3 Frequenz der CD4+ T-Lymphozyten und CD4-Expressioiim Polytraumakollektiv

3.1.2 CD8+ Lymphozyten

CD8+ Lymphozyten, die im Allgemeinen auch als zgxigche T-Zellen (CTL) bezeichnet
werden, zeigen im Kontrollkollektiv eine Frequenanv29,27+ 1,78 %. Patienten mit
Verbrennungsverletzungen weisen eine vermindertequenz auf mit signifikant
verminderten Werten an den Tagen 5 (1%6076 %), 7 (18,5& 2,14 %) und 10 (18,15
+ 3,563 %) (Abb. 4). Ebenso zeigte die prozentualealyse der CD8+ Zellen nach
Polytrauma eine, wenn auch geringere Abnahme an @khgen gegentber den Kontrollen,
mit signifikanten 20,5& 1,91 % am Tag 5 (Abb. 5).

Die mittlere Fluoreszenzintensitat des CD8+ Reaspliegt sowohl in der Gruppe der
Brandverletzten mit Werten von 850,19114,27 MFI am Tag 1 und 1271,98132,40
MFI am Tag 10 (Abb. 4), als auch im Polytraumaldlie(Tag 1: 1005,6& 149,81 MFI,
Tag 10: 1133,2& 151,66 MFI) im Bereich der Kontrollen, die Wertenv1139,14+
117,51 MFI aufweisen (Abb. 5).
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3.1.3 Ratio CD4+/CD8+ Lymphozyten

Das Verhéltnis von CD4+ zu CD8+ Lymphozyten zeigteSchwerverbranntenkollektiv
eine tendenzielle, nicht signifikante Zunahme ve262 0,49 an Tag 1 auf 3,680,95 an
Tag 7 gegentber 1,900,81 bei Gesundkontrollen (Abb.7).

Die Ratio der CD4+ zu CD8+ Lymphozyten lag im Kéatig der polytraumatisierten
Patienten zu jedem Zeitpunkt im Bereich der Gesanttkllen. Das Kontrollkollektiv
wies Werte von 1,90+0,81 auf. An Tag 1 lag die CD4+/CD8+ Ratio bei
polytraumatisierten Patienten bei 1;66,35, an Tag 7 bei 2,31 0,45 (Abb.8).
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Abb. 7 Verhéltnis von CD4+ zu CD8+ Lymphozyten im Schwerwbranntenkollektiv
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3.1.4 CD4+CD8+ Lymphozyten

Der prozentuale Anteil von CD4+/CD8+ T-Lymphozytest im Vergleich zu den
Gesundkontrollen, die eine Frequenz von &5 0,05 % aufwiesen, bei den
Schwerbrandverletzten mit Werten von 058,11 % am Tag 1 und 0,480,15 % am Tag
10 zu keinem Zeitpunkt signifikant verandert (Abls). Das Kollektiv der
Polytraumapatienten zeigte zwar leicht erhohte ¥/grag 1: 1,0& 0,25 %, Tag 10: 0,96
+ 0,19 %), diese ergeben jedoch keine statistisadrafiRanz (Abb. 7).
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3.15 CD56+ Zellen

Innerhalb der CD56+ Zellen lasst sich im posttratisohen Verlauf in der Gruppe der
Brandverletzten prozentual eine kontinuierliche Alfbme von 8,5& 1,72 % am Tag 1,
Uber 6,81+ 1,51 % am Tag 5, zu 4,48 1,99 % am Tag 10 nachweisen (Abb. 8).
Signifikant verandert im Vergleich zu gesunden Kolien, die einen Mittelwert von 9,20
+ 1,12 % aufwiesen, war Tag 10. Im Kollektiv derytidumatisierten Patienten ergibt sich
posttraumatisch ein uneinheitliches Bild, von Wenen 12,95 2,61 % am Tag 1, Uber
6,16+ 1,25 % am Tag 3, bis zu 11#42,76 % am Tag 10. Diese ergeben zu keinem
Zeitpunkt eine statistische Signifikanz (Abb. 9).

Die Expressionsdichte (MFI) des CD56+ Antigens tzelgenfalls uneinheitliche Verlaufe.
So bleibt diese bei den Brandverletzten PatientérAnsnahme des ersten Tages, der mit
23,25+ 1,08 MFI signifikant gegenuber den Gesundkontroheit Werten von 30,5&
2,00 MFI erniedrigt ist (Abb. 8), auf annéherndigiem Niveau ( Tag 3: 30,75 2,52
MFI, Tag 10: 33,70t 3,34 MFI), wahrend die Expression des CD56+ Amsyen der
Polytraumagruppe kontinuierlich von 28,%32,09 MFI am Tag 1 bis auf signifikante
45,87+ 5,87 MFl am Tag 7 gesteigert wird (Abb. 9).
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3.1.6 CD4+CD56+ Lymphozyten

Der prozentuale Anteil der CD4+/CD56+ T-Lymphozytestieg posttraumatisch,
ausgehend von 0,460,15 % bei Gesundkontrollen, sowohl in der Bramié¢etengruppe
(Tag 1: 3,65 3,21 %, Tag 10: 1,75 1,32 %) (

Abb. 10), als auch in dem Kollektiv der Patienten, die Rotytrauma erlitten hatten, (Tag
1: 0,72+ 0,16 %, Tag 10: 1,58 0,60 %) (Abb. 11), nur leicht, nicht aber signafikk an.

Die mittlere Fluoreszenzintensitat zeigte ebenfgltgieniber einem Ausgangswert von
21,04 £ 2,00 MFI im Gesundkollektiv fir beide Patientengyan keine signifikante
Veranderung. Die Schwerbrandverletzten wiesen Wasischen 17,5% 2,29 MFI am
Tag 1 und 26,2% 3,29 MFl am Tag 3 auf (

Abb. 10). Die Expressionsdichte des CD56+ Antigens auf €DZllen ergab bei
polytraumatisierten Patienten einen kontinuierligichten Anstieg von 22,92 3,64 MFI

am Tag 1, bis auf 32,829,37 MFl am Tag 10 (Abb. 11).
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3.1.7 CD8+CD56+ Lymphozyten

Die Frequenz der CD8+/CD56+ Zellen war ausgehend ©8,37 + 3,21 % im
Gesundkollektiv nur leichten und zu keinem Zeitpusignifikanten Veranderungen in den
beiden Patientengruppen unterlegen. Die Grupp®&dardverletzten variierte von 21,30
2,54 % am Tag 3 bis 14,554,36 % am Tag 10 (Abb. 12). Patienten nach Palytea
wiesen Werte zwischen 18,&%m Tag 3 und 31,356,779 % am Tag 7 auf (Abb. 13).
Das CD56+ Antigen wurde auf CD8+ Lymphozyten im §leich zu Gesundkontrollen,
die eine mittlere Expressionsdichte von 33,7 2,10 MFI zeigten, in beiden
Patientengruppen kontinuierlich hochreguliert. Xadlektiv der Schwerbrandverletzten
zeigte hierbei zunédchst am Tag 1 einem mit 253,44 MFI signifikant erniedrigten
Wert. Im Verlauf stieg die mittlere Fluoreszenzigiat von 34,22 2,96 MFI am Tag 3
auf 41,18+ 2,73 MFI am Tag 10, jedoch zu keinem Zeitpunkhsigant (Abb. 12). Bei
Patienten, die ein Polytrauma erlitten hattengstie mittlere Expressionsdichte von 29,81
+ 2,46 MFIl am Tag 1 auf signifikant erh6hte 46382,58 MFI an Tag 7 (Abb. 13).
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Abb. 13 Frequenz der CD8+/CD56+ T-Lymphozyten im Polytrauméollektiv, *p<0,05 vs.
Kontrollen

3.2 Intrazellulare Messungen zur Bestimmung des zgtoxischen Potenzials

verschiedener Lymphozytensubpopulationen

3.2.1 CD4+/Perforin-FITC+ Lymphozyten

Der prozentuale Anteil der Perforin+ / CD4+ Lympisen, detektiert mit einem FITC
fluorochromierten Antikérper, betrug im Gesundkklie 0,79 £ 0,17 %. Patienten, die
eine schwere Verbrennung erlitten hatten, zeigtearge Werte mit 1,9@ 0,55 % am Tag

1 bis 1,18+ 0,52 % am Tag 10 (Abb. 14). Eine statistische iBigmz ergab sich jedoch
nicht. Polytraumatisierte Patienten dagegen wiesaa wesentlich héhere Frequenz an
CD4+/Perforin-FITC+ Zellen auf, mit signifikant €iiten Werten an den Tagen 5 (3#5
1,40 %), 7 (4,05 1,47 %) und 10 (5,92 2,16 %) (Abb. 15).Die Expressionsdichte von
Perforin-FITC in CD4+ T-Lymphozyten lag in beideatiéntengruppen im Bereich des
Kontrollkollektivs mit 12,21+ 1,32 MFI. Schwerbrandverletzte zeigten eine Exqioes
von 10,92+ 1,22 MFI am Tag 1 und 18,6& 4,43 MFI am Tag 3 (Abb. 14),
Polytraumapatienten am Tag 1 12;62,67 MFI und am Tag 10 22,466,97 MFI (Abb.
15).
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Abb. 14 Frequenz der CD4+/Perforin+ T-Lymphozyten im Schweverbranntenkollektiv
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3.2.2  CDA4+/Perforin-PE+ Lymphozyten

Zur Untersuchung der Perforin Expression von CDéltea wurde auch ein PE markierter
Antikorper verwendet. Die Analysen zeigten erwagggemald mit dem FITC-Konjugat
vergleichbare Ergebnisse. Gesunde Probanden wimeshfittel einen prozentualen Anteil
von 0,86+ 0,16 % CDA4+/Perforin-PE+ Lymphozyten auf. In deugpe der Patienten mit
Brandverletzungen stieg der Anteil dieser Zelleh Bd44 + 0,52 am Tag 10 und 2,65
1,17 % am Tag 5 (Abb. 16). Eine statistische Sigaiiz ergab sich nicht.
Polytraumatisierte Patienten wiesen wiederum eiiteete Frequenz auf, mit Werten von
3,26+ 1,35 % am Tag 5 bis auf signifikant erhéhte 4,4449 % am Tag 7 (Abb. 17). Die
Expression von Perforin an den gemessenen konsekufiagen lag im Bereich des
Kontrollkollektives mit 22,54 2,45 MFI. Brandverletzte zeigten Werte von 1802,99
MFI am Tag 1 bis 28,41 2,99 MFI am Tag 7 (Abb. 16), Polytraumatisierten\28,71+
2,26 MFI am Tag 1 bis 30,524,07 MFI am Tag 10 (Abb. 17).
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Abb. 16 Frequenz der CD4+/Perforin+ T-Lymphozyten im Schweverbranntenkollektiv
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Abb. 17 Frequenz der CD4+/Perforin+ T-Lymphozyten im Polytraumakollektiv, p<0,05 vs.
Kontrollen

3.2.3 CDA4+/Granzym-B+ Lymphozyten

Die Analyse der CD4+/Granzym-B+ T-Lymphozyten ergdiir die gesunde
Referenzgruppe einen prozentualen Anteil von 78,22 %. Im posttraumatischen
Verlauf zeigten sich erhohte, aber nicht signifieaiNVerte in der Patientengruppe, die
eine Verbrennung erlitten hatte, mit 1,89,89 % am Tag 1, 2,541,13 % am Tag 5 und
1,81+ 0,75 % am Tag 10 (Abb. 18). Patienten, die eifsvece mechanische Verletzung
erlitten hatten, wiesen dagegen im Vergleich zuntkallgruppe signifikant erh6hte Werte
auf, mit 4,21+ 2,42 % am Tag 1, 4,44 1,88 % am Tag 7 und 7,223,43 % am Tag 10
(Abb. 19).

Granzym-B wurde von CD4+ Lymphozyten bei gesundentkollen mit einem Wert von
11,42 £+ 1,99 MFI exprimiert. Diese Expressionsdichte lam iKollektiv der
Schwerbrandverletzten im Bereich der Gesundkoetmolit 13,474 2,49 MFl am Tag 1
nach Verbrennung und 9,54 1,48 MFI am Tag 10 (Abb. 18). Bei polytraumatiser
Patienten zeichnete sich mit 17¥3,11 MFl am Tag 1, 20,32 3,00 MFI am Tag 7 und
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26,22+ 8,03 MFI am Tag 10 eine tendenziell zunehmendedsgon ab, die jedoch keine
Signifikanz erlangte (Abb. 19).
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Abb. 18 Frequenz der CD4+/Granzym-B+ T-Lymphozyten und Grarzym-B Expression im
Schwerverbranntenkollektiv
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Abb. 19 Frequenz der CD4+/Granzym-B+ T-Lymphozyten und Grarzym-B Expression im
Polytraumakollektiv, *p< 0,05 vs. Kontrollen

3.2.4 CD4+/Perforin+/Granzym-B+ Lymphozyten

Die Frequenz der CD4+ T-Zellen, die sowohl Perforals auch Granzym-B in
intrazellularen Granula enthielten, ergab fur dieigpe der gesunden Probanden einen
prozentualen Wert von 0,360,13 %. Nach Trauma stieg der Anteil dieser zytistthen
Zellen in dem Kollektiv der Brandverletzten, jedaaicht signifikant, von 0,85 0,39 %
am Tag 1 auf 2,16 1,04 am Tag 5 und fiel dann wieder auf einen Went 0,97+ 0,70 %

am Tag 10 (Abb. 20).

Polytraumatisierte Patienten zeigten eine starkemedhung mit einem prozentualen
Ergebnis von 3,1& 2,39 % am Tag 1 und signifikant erhéhten 331,45 % am Tag 7
und 6,46+ 3,27 % am Tag 10 (Abb. 21).
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Abb. 21 Frequenz der CD4+/Perforin+/Granzym-B+ T-Lymphozyten im Polytraumakollektiv, *p<
0,05 vs. Kontrollen

3.2.5 CD8+/Perforin+ Lymphozyten

Innerhalb der CD8+ T-Lymphozyten Subpopulation,Rigforin als zytotoxischen Marker
enthielten, zeigte sich in dem Kollektiv der Geskortrollen ein Anteil von 34,26 6,29
%. Der prozentuale Anteil CD8+/Perforin+ Zellen mahbei schwerbrandverletzten
Patienten nach anfanglicher Stagnation auf Komina#bu (Tag 1: 33,56 7,10 %, Tag 5:
35,81+ 8,64 %) leicht ab, zeigte aber keine statistissigmifikanz (Tag 10: 26,1% 9,07
%) (Abb. 22).

Nach Mehrfachverletzung sahen wir im Verlauf einentinuierliche Zunahme ohne
statistische Signifikanz der CD8+/Perforin+ T-Zallmit Werten von 36,1& 9,06 % am
Tag 3, 50,1& 7,28 % am Tag 5 und 60,#52,70 % am Tag 10 (Abb. 23).
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3.2.6 CD8+/Granzym-B+ Lymphozyten

CD8+ T-Lymphozyten, die den zytotoxischen Markelafaym-B enthielten, waren bei
Gesundkontrollen mit einem prozentualen Anteil 28,073+ 3,76 % nachzuweisen. In der
Gruppe der Schwerbrandverletzten kam es zu keiiggnifikanten Veranderung nach
Trauma, so dass die Werte von 32198,51 % am Tag 1 bis 19,307,29 % am Tag 10 im
Bereich der Kontrollen lagen (Abb. 24). Patientdre ein Polytrauma erlitten hatten
wiesen posttraumatisch einen erhohten prozentuAldeil an CD8+/Granzym-B+ T-
Zellen auf, mit Werten von 46,7%76,80 % am Tag 1 bis 51,228,08 % am Tag 10 (Abb.
25). Diese ergaben jedoch zu keinem Zeitpunkt siatestische Signifikanz.

Die Bestimmung der Expressionsdichte von Granzym-BD8+ T-Lymphozyten ergab
fur beide Patientengruppen Werte im Bereich desigbkollektivs, mit 22,99+ 2,02 MFI
(Schwerbrandverletzte (Abb. 24): Tag 1 26;8@2,40 MFI, Tag 10 25,1& 4,29 MFI,
Polytraumapatienten (Abb. 25): Tag 1 32#88,95 MFI, Tag 10 26,76 4,07 MFI).
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Abb. 24 Frequenz der CD8+/Granzym-B+ T-Lymphozyten und Grarzym-B Expression im
Schwerverbranntenkollektiv
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Abb. 25 Frequenz der CD8+/Granzym-B+ T-Lymphozyten und Grarzym-B Expression im
Polytraumakollektiv

3.2.7 CD4+/CD8+/Perforin+ Lymphozyten

Der prozentuale Anteil an CD4+/CD8+ T-Lymphozytehe intrazellular zytotoxische
Granula mit Perforin enthielten lag im Kontrollkektiv bei 13,92+ 4,93 %. Nach
Verbrennungsverletzung stieg dieser Prozentsat¥\aufe von 17,8% 5,19 % am Tag 1
und 25,60t 7,82 % am Tag 7 an, war jedoch zu keinem untetsaceitpunkt signifikant
erhoht (Abb. 26). Bei Patienten, die ein Polytrauridaten hatten, kam es im Verlauf zu
einer kontinuierlichen Erh6hung des prozentualen te#sr an CD4+/CD8+
doppeltpositiven Zellen mit zytotoxischem Potentialachgewiesen Uuber Perforin.
Statistische Relevanz erreichten die Werte gemeamselen Tagen 5 (41,389,46 %) und
7 (43,98+ 7,77 %) (Abb. 27).

Messungen der Dichteverteilung von Perforin in CZB8+ T-Lymphozyten ergaben,
ausgehend von 38,9& 25,96 MFI bei Gesundkontrollen, in der Gruppe der
Brandverletzten an den Tagen 1 (111:004,64 MFI) und 7 (105,42 62,63 MFI) erhohte
Werte, die aber keine statistische Signifikanzienten (Abb. 26). Die Dichteverteilung an
den Ubrigen Tagen nach Trauma lag im Bereich degrilikollektivs. Ebenso zeigte das

Expressionsverhalten dieser Zellen bei Polytrautiaman keine signifikanten
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Veranderungen im Vergleich zu den Kontrollen ungl heei 33,06+ 4,80 MFI am Tag 1
und leicht erhéhten 64,8519,07 MFI am Tag 10 (Abb. 27).
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Abb. 27 Frequenz der CD4+/CD8+/Perforin+ T-Lymphozyten im Rlytraumakollektiv,

*p< 0,05 vs. Kontrollen

3.2.8 CD4+/CD56+/Perforin+ Lymphozyten

Bei Betrachtung der Frequenz von CD4+/CD56+ T-Lyomen, die Perforin als
zytotoxischen Mediator enthielten, wies die Korlgalppe einen Wert von 15,12 4,99

% auf. Der prozentuale Anteil dieser Lymphozytenpapon lag bei Patienten mit
Brandverletzung mit Werten zwischen 23:8%,60 % am Tag 3 und 7,1#32,15 % am
Tag 10 im Bereich des Kontrollkollektivs (Abb. 28olytraumatisierte Patienten zeigten
in der Analyse einen leichten, aber nicht signffileen Anstieg der Frequenz mit einem
Anteil von 26,9% 10,15 % am Tag 1 und 36,&19,80 % am Tag 7 (Abb. 29).

Die mittlere Expressionsdichte von Perforin in CD@B56+ T-Lymphozyten ergab im
Kontrollkollektiv einen Wert von 18,51+ 6,16 MFI. Im Verlauf zeigte sich bei
schwerbrandverletzten Patienten eine leichte Abreatom 27,55 17,16 MFI am Tag 1
und 33,26+ 9,48 MFI am Tag 3, auf 11,9%3,51 MFI am Tag 10, die jedoch zu keinem
Zeitpunkt, im Vergleich zu den Gesundkontrollengngikant war (Abb. 28). Bei

polytraumatisierten Patienten dagegen konnte eiobite und kontinuierliche Zunahme
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verzeichnet werden mit Expressionsdichtewerten ¥6524+ 3,70 MFI am Tag 1 bis
31,68+ 10,17 MFI am Tag 10 (Abb. 29). Eine statistiscign&kanz konnte jedoch nicht

festgestellt werden.
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Abb. 28 Frequenz der CD4+/CD56+/Perforin+ T-Lymphozyten imSchwerverbranntenkollektiv
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Abb. 29 Frequenz der CD4+/CD56+/Perforin+ T-Lymphozyten imPolytraumakollektiv

3.2.9 CD56+/Perforin+ Lymphozyten

CD56+ Zellen enthielten in der Gruppe der Gesunttktian zu 75,06+ 6,17 % das
zytotoxische Molekul Perforin. In dem Kollektiv dBrandverletzten ergaben sich Werte
zwischen 85,8Gt 2,44 % am Tag 3 und 70,4.5,40 % am Tag 10 (Abb. 30). Nach
Mehrfachverletzung nahm der prozentuale Anteil ¥4+ 7,28 % am Tag 3 auf 89,50
+ 2,37 % am Tag 10 leicht zu. Jedoch ergab die Aealiir beide Patientengruppen keine
statistische Signifikanz gegeniiber Gesundkontrgkdab. 31).

Die mittlere Fluoreszenzintensitat von Perforin &bD56+ Zellen erreichte in der
Kontrollgruppe 96,69+ 10,78 MFI. Nach Verbrennungsverletzung kam es mere
kontinuierlichen, aber nicht signifikanten, Abnahdieser Expressionsdichte von 9070
10,78 MFI am Tag 1 auf 62,14 8,69 MFI am Tag 10 (Abb. 30). Auch die Gruppe der
Polytrauma Patienten wies eine rucklaufige MFI nacauma auf, die jedoch ebenfalls
keine statistische Signifikanz ergab (85;835,01 MFI am Tag 1, 60,68 8,80 MFI am
Tag 5, 80,5& 24,29 MFI am Tag 10) (Abb. 31).
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Abb. 30 Frequenz der CD56+/Perforin+ T-Lymphozyten und Perérinexpression im
Schwerverbranntenkollektiv
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Abb. 31 Frequenz der CD56+/Perforin+ T-Lymphozyten und Perérinexpression im
Polytraumakollektiv
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3.2.10 CD56+/Granzym-B+ Lymphozyten

Die Analyse der CD56+ Zellen, die Granzym-B entieie| ergab bei gesunden Probanden
einen Wert von 63,9& 4,96 %. Ausgehend von dieser Frequenz konnte dobaih
Brandverletzten Patienten mit Werten zwischen 72,386 % am Tag 1 und 59,93,84

% am Tag 7 (Abb. 32), als auch bei Patienten natytrdauma mit 66,3& 5,46 % am Tag

3 und 76,54t 4,12 % am Tag 7 (Abb. 33), keinerlei statistis@nsikante Veranderung
nachgewiesen werden.

Auch die Expressionsdichte von Granzym-B zeigteb@iden Patientengruppen keine
signifikant von Gesundkontrollen abweichenden Westewies das Kontrollkollektiv eine
MFI von 22,80+ 1,68 auf, wahrend in der Gruppe der Schwerbratelzéen dieser Wert
zwischen 29,2& 2,93 MFI am Tag 1 und 23,23,10 MFI am Tag 5 schwankte (Abb.
32). Bei polytraumatisierten Patienten ergab sinok &xpressionsdichte zwischen 3498
7,23 MFl am Tag 1 und 21,832,65 MFI am Tag 5 (Abb. 33).
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Abb. 32 Frequenz der CD56+/Granzym-B+ T-Lymphozyten und Grazym-B Expression im
Schwerverbranntenkollektiv
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Abb. 33 Frequenz der CD56+/Granzym-B+ T-Lymphozyten und Grazym-B Expression im
Polytraumakollektiv

3.3 Oberflachenantigen Differenzierung von Lymphoyten und Monozyten

3.3.1 CD3+/HLA-DR+ Lymphozyten

CD3+/HLA-DR+ Zellen, die als aktivierte T-Lymphozyt bezeichnet werden, waren bei
Gesundkontrollen mit einer Frequenz von 1,560,05 % anzugeben. Nach einer
Verbrennungsverletzung stieg der prozentuale Amlieiser Lymphozytenpopulation von
1,87+ 0,11 am Tag 1 auf signifikant erhdhte 220,23 % am Tag 3, 2,3560,21 % am
Tag 5 und 3,1@ 0,51 % am Tag 7 (Abb. 34).

Bei Patienten, die ein Polytrauma erlitten hatterhohte sich der Prozentsatz an
aktivierten T-Lymphozyten post Trauma von 2;0D0,20 % am Tag 1 auf 3,10,64 %
am Tag 7 und 3,1@& 0,70 % am Tag 10. Die Werte an den Tagen 7 unava@n
signifikant erhéht (Abb. 35).
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Abb. 35Frequenz der CD3+/HLA-DR+ T-Lymphozyten im Polytraumakollektiv, *p<0,05 vs.
Kontrollen
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3.3.2 CD14+/HLA-DR+ Monozyten

Die Expressionsdichte des HLA-DR Antigens auf CDMenozyten betrug in der Gruppe
der gesunden Probanden 65,38 5,24 MFI. Patienten, die sich eine
Verbrennungsverletzung zugezogen hatten, zeigtgrifikant verminderte Werte an allen
untersuchten Tagen nach dem Trauma (Tag 1: 14,041 MFI, Tag 10: 13,5% 2,12

MFI) (Abb. 36).
Auch nach Polytrauma war die Expression des HLAMARigens wahrend des gesamten

Untersuchungszeitraums auf CD14+ Zellen stark &idig und an den Tagen 1 (11,82
1,27 %) bis 7 (13,6Z 3,30 %) signifikant erniedrigt (Abb. 37).
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Abb. 36 Expressionsdichte (MFI) des HLA-DR Antigens auf CD4+ Monozyten im
Schwerverbranntenkollektiv und Kollektiv der polytraumatisierten Patienten,

*p< 0,05 vs. Kontrollen
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3.3.3 CD14+/CD40+ Monozyten

Die Analyse der CD14+ Monozyten, die zudem dasikagatorische Molekil CD40 auf
ihrer Oberflache trugen, ergab flir gesunde Kordgrodlinen prozentualen Anteil von 22,35
*+ 3,54 %. Bei Patienten mit schwerer Brandverletzangittelten wir an den Tagen 1
(3,95+ 0,94 %), 3 (11,9@ 1,80 %), 5 (11,74 1,91 %) und 7 (9,58 2,60 %) signifikant
erniedrigte Werte. Lediglich an Tag 10 ergab dieswertung mit 13,0& 3,63 % eine
zwar erniedrigte, aber nicht signifikante Frequdieser Population (Abb. 37). Patienten,
die ein Polytrauma erlitten hatten, zeigten an demgen nach dem Trauma leicht
erniedrigte prozentuale Anteile an CD14+/CD40+ e&tll ohne jedoch an einem
Untersuchungszeitpunkt statistische Signifikanzmeichen (Tag 1. 10,58 3,53 %, Tag
7: 20,88+ 7,81 %) (Abb. 38).

Die Expressionsdichte des CD40 Antigens auf CD1dHeR lag bei Gesundkontrollen bei
14,73+ 4,45 MFI. Diese Expressionsdichte zeigte im Schresdaranntenkollektiv am Tag
1 nach Trauma einen signifikanten Abfall auf 283,67 MFI, um dann wieder auf
Ausgangsniveau zu steigen. Im Kollektiv der polyiratisierten Patienten zeigte die
Expressionsdichte des CD40 Antigens auf CD14+ Addlm Tag 1 nach Trauma lediglich
eine tendenzielle Abnahme auf 873,05 und lag an den weiteren Tagen nach Trauma im

Bereich der Kontrollen.
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Abb. 37 Frequenz der CD14+/CD40+ Monozyten und Expressionsgthte von CD40 im
Schwerverbranntenkollektiv, *p< 0,05 vs. Kontrollen
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Abb. 38 Frequenz der CD14+/CD40+ Monozyten und Expressiongthte von CD40 im
Polytraumakollektiv
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3.3.4 CD14+/CD16+ Monozyten

Monozyten, die als charakteristischen Marker dasl£Dberflachenantigen tragen,
kénnen zusatzlich noch einen weiteren Differenzigamarker, das CD16 Antigen,
aufweisen. Die Analyse der CD14+/CD16+ Monozytegabreinen prozentualen Anteil
von 4,20+ 0,41 % bei gesunden Probanden. Nach Verbrennurgag blieb diese
Frequenz zunachst an den Tagen 1 bis 5 konstantmtedschied sich nicht wesentlich
von den Gesundwerten (Tag 1: 4;09,57 %) (Abb. 39). An den Tagen 7 und 10 zeigte
sich ein Ruckgang des prozentualen Anteils der GiIdB16+ Zellen, mit signifikanten
1,40+ 0,22 % am Tag 10.

Bei Patienten mit polytraumatischem Verletzungsewusteigte sich eine wesentlich
geringere Abnahme des prozentualen CD14+/CD16+ ilanteelcher auch zu keinem
untersuchten Zeitpunkt eine statistische Signifikkargab (Tag 1: 3,58 0,97 %, Tag 10:
2,20+ 0,50 %) (Abb. 40).
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Abb. 39 Frequenz der CD14+/C16+ Monozyten im Schwerverbrartenkollektiv, *p< 0,05 vs.
Kontrollen
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Abb. 40 Frequenz der CD14+/CD16+ Monozyten im Polytraumakadéktiv
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4. Diskussion

Schweres Unfalltrauma und ausgedehnte tiefe Venbwagsverletzungen resultieren in
einer nachhaltigen Immundysfunktion, die mit eineohen Inzidenz fur septische
Komplikationen, dem konsekutiven Auftreten einesulfM) organversagens ((M)OV) und
einer hohen Morbiditat und Letalitat vergesellstiiafist. Die posttraumatische
Immundysfunktion ist sowohl durch eine sofortige kde und systemische
Entzindungsreaktion charakterisiert, als auch dureéine korrespondierende
Beeintrachtigung der zellvermittelten Immunantwdr§ufig auch als posttraumatische
Anergie oder Immunparalyse beschrieben. Die Entstgh von SIRS und
Organdysfunktion wird durch traumainduzierte zeltel Nekrosen und den damit
einhergehenden  Zellmembranschaden mit Freisetzumglammatorischer und
zytotoxischer Molekile begunstigt. Im Gegensatz Kekrose handelt es sich bei der
Apoptose um einen aktiven Prozess, der ohne zedluldembranschaden ablauft und
dessen Kaskade vorwiegend von leukozytér freigesetzlediatoren initiiert wird. Auch
eine verstarkte Apoptoserate lymphoider Organe zund Teil parenchymaler Gewebe
tragt im kritisch kranken Patienten zur Immunsuppi@n, Anergie und Organdysfunktion
bei (Oberholzer et al., 2001). Sowohl zytotoxischeZellen als auch natirliche
Killerzellen sind in der Lage apoptotische Vorgargper den Granula-Exozytose-Weg zu
induzieren (Teodorczyk-Injeyan et al., 1995) undgén damit entscheidend zu einer
effektiven zytotoxischen Immunantwort und letztecidlzum Erhalt der immunologischen
Homoostase bei. Die Frage, wie beispielsweise Reyfein Bestandteil zytotoxischer
Granula, seine proapoptotischen und immunregugatioein Eigenschaften ausibt ist nur
unzureichend beantwortet und Gegenstand intenBmsichungsanstrengungen.

Da die traumaassoziierte Monozytendysfunktion vohanotypischen Alterationen
begleitet wird, wurden in der vorliegenden Studieurctiflusszytometrische
Untersuchungen zur Charakterisierung und Differemmig peripherer Blutzellen
durchgefuhrt, unter besonderer Berlcksichtigung agstoxischen Arsenals von T-
Lymphozytensubpopulationen nach schwerem Trauma.

Monozyten verfugen Uber spezifische RezeptorendienSignale aus ihrem Umfeld zu
verarbeiten und mit anderen Zellen zu kommuniziekgs wichtige Oberflachenantigen
CD14 bindet beispielsweise den Komplex aus LPSULBIE und interagiert anschlielend
mit dem sogenannten Toll-like-Rezeptor 4. Das Engeller nachfolgenden Signalkaskade
ist die Freisetzung von Zytokinen und Chemokinerd wine vermehrte Expression
kostimulatorischer Molekule wie CD80 oder CD86, rdé@ren Hilfe im Lymphknoten
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CDA4-T-Zellen nach Kontakt zu MHC-II Molekilen auhtaenprasentierenden Zellen
(APC) aktiviert werden (Carreno & Collins, 2002)a®HLA-DR-Molekul ist das meist
exprimierte Antigen des MHC-II-Komplexes auf Montay und reflektiert den Status der
individuellen zellularen Immunkompetenz. Eine stagtminderte monozytare HLA-DR
Expression ist somit Zeichen einer global eingesaktien Immunfunktion. Hershman et
al. (1990) untersuchten die HLA-DR Expression bautatisierten Patienten und fanden
bei komplikationslosem Verlauf eine Rekonstitutianf Normalwerte innerhalb einer
Woche, wohingegen septische Patienten drei Woclarbtigten. Bei Patienten, die
verstarben, kehrte die HLA-DR Expression ante nmortecht mehr auf Ausgangswerte
zurick (Hershman et al., 1990). Eine ausreichendedssion von HLA-DR Molekilen
auf der Oberflache antigenprasentierender Zelleressentiell fir die Initiierung einer
adaquaten T-Helferzell-Antwort und damit fir diesgmte spezifische Immunantwort. In
vorliegender Studie war die Expressionsdichte ddsA-BR Antigens auf CD14+
Monozyten sowohl im Schwerverbranntenkollektiv, alsch nach Mehrfachverletzung
signifikant verringert. Diese Beobachtung stehEinklang mit friheren Untersuchungen
unserer Arbeitsgruppe, die einen HLA-DR Expressierisst auf Monozyten nach
Trauma beschrieben. Die persistierende VermindedenddiLA-DR Expression konnte als
Risikofaktor fir posttraumatisch septische Kompgidtaen und als Surrogatmarker einer
insuffizienten Immunantwort identifiziert werdenaibt et al., 1996). Bei Patienten mit
septischen Komplikationen ist die Expression dieS&erflachenmarkers auf CD14+-
Zellen zudem starker supprimiert, als bei Patienteit komplikationslosen Verlauf
(Hershman et al., 1990).

Auf zirkulierenden CD3+ T-Lymphozyten ist das Exgsi®nsniveau von HLA-DR sehr
variabel und abhangig vom Aktivierungsstatus detleZéHannet et al., 1992). Der
prozentuale Anteil aktivierter CD3 positiver Lymgyten, die HLA-DR auf ihrer
Oberflache exprimierten, stieg posttraumatisch $dwo der Verbrennungsgruppe, als
auch in der Polytraumagruppe kontinuierlich an. ¥igd konnte eine prozentuale
Zunahme aktivierter T-Lymphozyten nach operativerauma nachweisen, mit signifikant
hoheren Werten bei Patienten, die einen unkompiéie posttraumatischen Verlauf
zeigten, verglichen mit denen, die septische Kokapilbnen entwickelten (Wakefielet
al., 1993). Abgesehen von funktionellen Untersuchungstellt die Messung des
Aktivierungsgrades den einzigen Hinweis auf die iReasfahigkeit der T-Zellen dar. Die

posttraumatisch zunehmende HLA-DR Expression au8£D-Zellen kann deshalb als
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Zeichen der Aktivierbarkeit gewertet werden, dasAliseinandersetzung des spezifischen
Immunsystems mit dem traumatischen Insult anzeigt.

Das Oberflachenmolekil CD40 gehort zur Superfandie TNF-Rezeptoren und wird
neben Monozyten auch auf B-Zellen, dendritischelfeAaind Fibroblasten exprimiert, wo
es an den CD40 Liganden (CD154) auf T-Zellen binOet Interaktion von CD40/CD40L
induziert auf APCs die Expression von kostimulachien Molekilen, die essentiell fur
eine effektive Stimulation der CTL sind (Shindeal., 1996). In der Literatur wird die
Bedeutung der CD40 Expression in der Sepsis koatsogtiskutiert. Newton et al. (2004)
konnten keine Anderung der CD40 Expression auf Mgtem im septischen Geschehen
feststellen. Dagegen zeigten Gold et al. (2003)eimem murinen Sepsismodell ein
verlangertes Uberleben von CD40 Knockout-Mausen egilger dem  Wildtyp.
Andererseits konnte die Herabregulation der CD4(ré&ssion auf Monozyten bei
Patienten mit schwerer Sepsis mit einem schleaht&tmischen Ergebnis korreliert
werden, wohingegen bei verstarkter Expression almr einem protektiven Effekt
auszugehen ist (Sugimotb al., 2003). Die Analyse des CD40 Oberflachenmarkefs au
CD14 positiven Monozyten in vorliegender Arbeit cedert eine differenzierte
Betrachtungsweise. Vermutlich aufgrund der unteesttithen Mechanismen, die den
beiden Verletzungsmustern zugrunde liegen, konmienm Verbrennungskollektiv eine
signifikante Reduktion der Frequenz und der Expoesstarke dieses Antigens feststellen.
Bei den mehrfachverletzten Patienten dagegen, engatie Untersuchungen keine
signifikanten Verdnderungen. Da der Anstieg der oagtiren CD40 Expression den
regulatorischen Effekt von T-Zellen auf die Monaayfunktion widerspiegelt (Grewal et
al., 1997), liegt umgekehrt die Vermutung nahe,sdde Niederregulation von CD40
Ausdruck der Deaktivierung. von Monozyten im Sirteg posttraumatischen Anergie ist.
Trotz der Heterogenitat peripherer Monozyten singtizHauptpopulationen beschrieben
worden, die klassischen CD14++/CD16- und die ptamfatorischen CD14+/CD16+
Monozyten, die sich in der Zytokinsynthesekapaaiéd ihrer Neigung zu dendritischen
Zellen zu differenzieren unterscheiden (Zieglertbieick, 2007). CD14+/CD16+
Monozyten zeigen eine hoéhere PhagozytoseaktivititGegensatz zu CD14+/CD16-
Zellen, sind potente IL-1 und TNd-Produzenten und exprimieren HLA-DR hoch
(Scherberich et al., 2003). In vorliegender Studag die Haufigkeit von CD14+/CD16+
Monozyten in den ersten 10 Tagen nach schwerer dBesletzung und
Mehrfachverletzung tendenziell leicht ricklaufig Gegensatz zu unseren Ergebnissen,

konstatierte Fingerle et al., dass bei Patienters@mtischen Geschehen die Anzahl der
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Monozyten mit dem Expressionsmuster CD14+/CD16#Hi8Skgnt erhoht ist (Fingerlet

al., 1993). Auch Scherberich (Scherberich & Nockhe&99) beschrieb eine Uber 20
prozentige Expansion dieser Zellpopulation bei éPdéin mit akuter oder chronischer
Infektion. Dennoch kdnnte die prozentuale Abnahiesal monozytaren Subpopulation in
den hier untersuchten Patientenkollektiven auch dAwk einer gesteigerten
Immunsuppression im posttraumatischen Verlauf s&ayyani et al. konnte einen
derartigen Mechanismus fur CD14+/CD16+ Monozytenchnammunsuppressiver
Glukokortikoidtherapie nachweisen (Dayyaet al., 2003). Er beschrieb eine bis zu
95%ige Reduzierung dieser Zellen nach Therapieog@me Glukokortikoidfreisetzung,
die die Anzahl an CD14+/CD16+ Zellen reduzieren rkén ist zumindest bei
schwerbrandverletzten Patienten beschrieben, untht&bunsere Beobachtung einer
Depletion der CD14+/CD16+ Monozyten, insbesondesmehnVerbrennungsverletzung,
verglichen mit polytraumatisierten Patienten, usti#izen (Fukuzuka et al., 2000).

Auch naturliche Killerzellen, die ebenfalls Teil sd@angeborenen Immunsystems sind,
weisen prozentual anteilige Verschiebungen nachrmaauf. In unserer Studie kam es zu
einer signifikanten Abnahme der CD56+ NK-Zellen beatienten mit schwerer
Verbrennungsverletzung Bei Patienten mit Polytraliorante eine zumindest tendenzielle
prozentuale Abnahme dieser Zellen gesehen werden.ERpressionsdichte des CD56
Antigens anderte sich im Verlauf nach Trauma indéei Patientenkollektiven nur
unerheblich. Die Ergebnisse der brandverletztenieRan korrelieren mit denen von
Zedler (Zedler, 2003), der nach thermischem Trawmm& kontinuierliche prozentuale
Abnahme der Killerzellen beobachtete. Ditschkowskial. zeigte, dass die relative
zahlenméalRige Abnahme der natirlichen Killerzelleratigditen fiir septische
Komplikationen pradisponiert (Ditschkowski al., 1999). Blazar (Blazaet al., 1986b)
beschrieb zudem eine supprimierte Killerzellakéivihach Trauma, die Hoyt (Hogt al.,
1988) auf zirkulierende immunsuppressive Peptidéicdihrte. EI-Sameea et al. (2004)
konnten zeigen, dass die Zytotoxizitat von Killdleae bei septischen Neugeborenen mehr
herunterreguliert ist, als der prozentuale Antedsdr Zellen wahrend der septischen
Phase. In eigenen Untersuchungen zeigten sich sal&olinteil Perforin bzw. Granzym-
B tragender CD56+ Zellen, als auch die Expressichssl dieser Molekile auf CD56+
Zellen nach Trauma nicht signifikant verandert.

Der relative Anteil von CD4+ T-Helferzellen an kekstiven Tagen nach Trauma nahm
im Verbrennungskollektiv signifikant ab, zeigte ¢geti bei Patienten mit mechanischer

Verletzung nur eine tendenzielle Abnahme. Die Esgimnsdichte des CD4 Antigens auf
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T-Helferzellen zeigte keine Veranderung nach Traultaliches stellte sich bei Analyse
der CD8 positiven T-Lymphozyten heraus. Hier kans@sohl nach thermischem als auch
nach mechanischem Trauma zu einer signifikanterzgmtoialen Abnahme der CD8+
Zellen. Die Expressionsdichte des CD8 Antigens waieslog zu CD4 keine signifikanten
Veradnderungen auf. Eine CD4+ LymphozytendepletiaehnTrauma (Cheadlet al.,
1993), Verbrennungsverletzungen (Mabratlal., 2003) und in der Sepsis (Holebal.,
2003) konnte in vivo gezeigt werden. Dagegen wuwitkeprozentualer Abfall der CD8+
Zellen nur im Mausmodell von Patenaude (Patena&u@dk, 2005) beschrieben. Ursache
dieser temporaren Lymphopenie bei akuten pathalbgis Zustdnden ist laut Feeney
(Feeneyet al., 1995) eine, durch proinflammatorische Mediatonga IL-1 und TNFea
bedingte, verstarkte Lymphozytensequestration. Aardeits fuhrt Hotchkiss (Hotchkiss et
al., 1999) die Lymphozytendepletion auf eine gestte Lymphozytenapoptose im
septischen Geschehen zuriick. Tschaikowsky (Tsciwakg et al., 2002) zeigte bei
postoperativen Patienten, die septische Kompliketio entwickelten, sowohl eine
prozentuale relative Verschiebung der Lymphozyteunfstionen als auch einen absoluten
Anstieg der CD4+ und CD8+ Zellen auf das Doppe#e richt Gberlebenden Patienten.
Von einigen Autoren wurde ein Riuckgang der CD4+/€D&atio beschrieben
(Shimonkevitzet al., 2005; Yadavk et al.,, 2009). In unserer Studie k&snzu keiner
signifikanten Anderung des CD4+/CD8+ VerhaltnisséSs konnte jedoch im
Schwerverbranntenkollektiv eine tendenzielle Zunahser CD4+/CD8+ Ratio gesehen
werden. Die Literatur bleibt zu diesem Thema resheinheitlich, so konnte bisher
zwischen einem veranderten CD4+/CD8+ Verhaltnis uwlein Auftreten septischer
Komplikationen keine Korrelation nachgewiesen wardértel und Faist, 1993).
Tschaikowsky (Tschaikowsky et al., 2002) beschr@be signifikante Zunahme der
CD4+/CD8+ Ratio bei septischen Patienten, und Aaxton (Antonacciet al., 1984)
berichtete Uber einen Anstieg des CD4+/CD8+ Venlgdes bei Uberlebenden Patienten
mit drittgradigen Verbrennungen. Diese offensichié Diskrepanz der zahlenméafiigen
Veranderung bestimmter Phanotypen nach Trauma kensden verschiedenen Studien
kann unterschiedliche Grunde, wie differente Analgsfahren, Zahlmethoden oder
Selektionsstrategien, haben. Ein Vergleich der i8hetgebnisse dirfte demnach in vielen
Fallen nur bedingt mdglich sein.

Funktionell fihrt schweres Trauma zu einer Verdohig des Zytokinsynthesemusters
von T-Helferzellen in Richtung eines Uberwiegend2-Hnutigen, immunsuppressiven
Phanotyps (Guet al., 2003; O"Sullivan et al., 1995). Diese Verschigbuon einer eher
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zytotoxischen (Thl) zu einer weitgehend humoralemd udaher abgeschwachten
Immunantwort ist mit einer erhohten Infektionsahdikeit verbunden. Eine Thl-
polarisierte Immunantwort zeigt sich in der Freiseig der Zytokine IL-1, IL-2, IL-6, IL-
12, IFNy und TNFa (Faist et al., 1997; Alzonat al., 1995; O"Sullivan et al., 1995).
Dagegen dominieren in der Th2-Antwort die Zytokihet, IL-5, IL-10 und IL-13, die als
Inhibitoren  antigenprasentierender Zellen gelten "S(@livan et al.,, 1995).
Interessanterweise konnten funktionelle Verandezaongon T-Zellen im eigenen Labor
nicht nur fir CD4 positive T-Helferzellen, sondeauch fir CD8+ T-Zellen beschrieben
werden (Zedler et al.,, 1997). Nach Verbrennungsteauverschiebt sich die
Zytokinsekretion der CD8+ zytotoxischen Zellen iitiRung eines Th2-ahnlichen Profils.
Das Leitzytokin der Th2-Antwort mit Gberwiegend iarftammatorischen Eigenschaften
ist IL-4, das entscheidenden Einfluss auf die optische Funktion sich entwickelnder T-
Zellen hat. IL-4 inhibiert in zytotoxischen Zelledie Expression der zytolytischen
Effektormolekile Perforin und Granzym-B, und untiéz die Entwicklung nicht
zytotoxischer Zellen (Kienzle et al., 2002). DieS@rgang wurde bei HIV-Infektionen, in
vivo bestatigt (Maggi et al., 1994). Insbesondeaehn HIV-Infektion zeigte sich eine
verminderte perforinvermittelte zytotoxische Aktati der CD8+ Zellen zugunsten einer
vermehrten zytotoxische Aktivitat der CD4+ Zellexppay et al., 2002). Die Zytotoxizitat
von CD4+ Zellen in pathologischen Zustanden erfolgtaferentiell dber den
Perforin/Granzym-B Weg (Williams et al., 1996). 8ein, ein 68-70 kDa grof3es Protein
und Hauptbestandteil der Granula zytotoxischer CD8<Zellen und naturlicher
Killerzellen, ermdglicht Granzym-B, einer 26-32 kiDeol3en Serinprotease und weiterem
Bestandteil zytotoxischer Granula, den Zutritt ire &ielzelle, wo es zur Induktion
apoptotischer Kaskaden kommt. Der genaue Mechasisger perforinvermittelten
Zytotoxizitat ist noch nicht abschlieRend geklét und deshalb Gegenstand aktueller
Untersuchungen. Im posttraumatischen Verlauf waide Zunahme der Apoptoserate in
unterschiedlichen immunologischen Zellen konsta{i€eodorczyk-Injeyan et al., 1995),
die sich allerdings hinsichtlich der Induktion in ersgchiedenen
Lymphozytensubpopulationen unterscheidet. In emigellpopulationen, wie den CD8
positiven T-Lymphozyten, wird die Apoptose Uber FTREzeptoren vermittelt, wahrend
Thl-polarisierte CD4 positive T-Lymphozyten gewdbimlden Fas/FasL Weg benutzen
(Oberholzer et al., 2001). Diese Zusammenhange emutdtauptséachlich im murinen
Modell gezeigt (Stalder et al., 1994). Neuere Wiehungen weisen den

perforinvermittelten zytotoxischen Weg als praféedlen Mechanismus sowohl fur
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CD4+-, als auch fur CD8+-Lymphozyten nach (Browrakt 2009). Jedenfalls kann der
zytolytische Mechanismus Uber ein verandertes Zgtokster nach Trauma oder im
septischen Geschehen adaptiert werden (Oberhdizdr, 2001), wobei bis heute unklar
bleiben muss, unter welchen physiologischen Bediggn welcher Weg eingeschlagen
wird. Der prozentuale Anteil der CD4+ T-Lymphozytete Perforin enthielten, stieg in
der Gruppe der Schwerbrandverletzten posttraunmatisen Vergleich zum
Kontrollkollektiv, welches erwartungsgeméass nur igen zytotoxische CD4 Zellen
aufwies tendenziell, nicht aber signifikant an.dier Polytraumagruppe dagegen erreichte
die Zunahme der CDA4+/Perforint Lymphozyten sigmifites Niveau. Die
Expressionsdichte von Perforin in CD4+ T-Helfereellverblieb Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum in beiden Patientenkollektigef Kontrollniveau. Bei Analyse
der Granzym-B Expression zeigte sich ein ahnlidflaster, namlich leicht erhéhte Werte
in der Verbrennungsgruppe und signifikant héherertéVen Polytraumakollektiv. Die
Expressionsdichte von Granzym-B in CD4+ Zellen siage bei Verbrennungspatienten
auf Kontrollniveau, wurde jedoch bei polytraumaditen Patienten leicht hochreguliert.
Auch bei der Messung der CD4 positiven Zellen,stieohl Perforin als auch Granzym-B
enthielten, zeigte sich das Bild des leichten, ¢gbdmicht signifikanten, prozentualen
Anstiegs bei schwerverbrannten Patienten und dpsfikanten Anstiegs in der Gruppe
der Polytraumapatienten. Neben den oben bereitsittesten viralen Infektionen, weisen
vor allem Autoimmunerkrankungen, etwa die rheuntofrthritis (Namekawaet al.,
1998), oder Neoplasien wie die B-Zell chronisch pyratische Leukadmie (Porakishvdi
al., 2004) ahnliche Ergebnisse mit einem erhdhtem iAR&rforin positiver CD4 Zellen
auf. Die fur den posttraumatisch zunehmend zytstty@én Phanotyp der CD4+ Zellen
verantwortlichen Mechanismen sind gegenwartig neeligehend unklar. Es mehren sich
allerdings Anzeichen, die fur einen Perforin abhgeny Apoptoseweg in CD4 Zellen
sprechen, der von CD8 Zellen reguliert wird. Ireéh Arbeiten wurde gezeigt, dass sich
CD4+ Zellen nur in Abwesenheit von aktivierten CD&ellen zu perforinhaltigen
zytotoxischen Zellen entwickeln kénnen (Williamsatt, 1996). Neueren Erkenntnissen
zufolge, kann die Entwicklung perforinpositiver Cl2éllen auch unabhangig von
aktivierten CD8-Zellen erfolgen (Brown et al., 2008 vitro Modelle demonstrierten
dabei die entscheidende Bedeutung von IL-2 in detwieklung dieser zytotoxischen
CD4+-Zellen (Brown et al.,, 2009). IL-4 hingegen ilmibrt die Generation von
zytotoxischen CD4+-Zellen (Kienzle et al., 2002)nd&erhéhte IL-2 und IL-4 de novo

Synthese wurde von Zedler (2003) bei nichtiberldben Schwerbrandverletzten
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gefunden. Finnerty und Kollegen zeigten bei schvartiverletzten Kindern sowohl eine
signifikante Erh6hung von IL-2, als auch von ILH4dulL-12 nach Trauma (Finnerty et al.,
2006). Dabei vermag IL-2 auch ohne Antigenerkenndig zytolytische Aktivitat in
Lymphozyten zu erhéhen (Tamang et al., 2006). Mbgiiweise ist die zunehmende
Expression von zytotoxischen Effektormolekilen iD43 Lymphozyten post Trauma
abhangig vom jeweils vorherrschenden Zytokinmilieeider wurden in dieser Studie
erganzend keine Zytokinprofile ermittelt. Interedsaweise stagnierte entgegen dem
Befund bei CD4+ Zellen die Frequenz der CD8+ Zelldie Perforin und Granzym-B
enthielten, Uber den gesamten Beobachtungszeiteufmveitgehend gleichem Niveau.
Wahrend CD8+ Lymphozyten, die MHC-Klasse-I restiemg sind hauptsachlich viral
infizierte Zellen oder Tumorzellen eliminieren, dit zytotoxische CD4+-Lymphozyten
aktivierte MHC-Klasse-Il exprimierenden Zellen, alantigenprasentierende Zellen, wie
Makrophagen und Monozyten. Dementsprechend wird@ea+ CTL im Gegensatz zu
CD8+ CTL eine immunregulatorische Rolle zugesclarel{Hahn et al., 1995). Die
posttraumatische Expression zytolytischer MolekileCD4+ Zellen kénnte somit als
bedeutsamer Mechanismus zur Begrenzung einer koertiichen Immunantwort gedeutet
werden, um einer Uuberbordenden Abwehrreaktion eetgauwirken. Auch die
Elimination potenziell vom Abwehrsystem als ,geféih” einzustufender Effektorzellen
nach Beendigung einer Serie von Immunantworten weére denkbare Funktion dieser
Zellen. Die in vorliegender Studie nachgewiesengersohiedliche posttraumatische
Expansion der CD4+ und CD8+ CTL in beiden Patigkt#ektiven ist unter Umstanden
als phanotypische Auspragung der Aktivierung dewodsenen Immunsystems im
spateren Verlauf nach schwerem Trauma zu beweftbwohl der genaue Mechanismus
der unterschiedlichen Regulation zytotoxischer CD4#ivd CD8+- Zellen noch weitgehend
unbekannt ist, wird Perforin in CD8+-Zellen konstit exprimiert, wohingegen CD4+
CTL einer Aktivierung bedurfen (Niiya et al., 200B)er induzierte Erwerb zytotoxischer
Eigenschaften von CD4+ Zellen ist durchaus einlearah zumal aktivierte CD4+ CTL in
der Lage sind APC zu eliminieren und damit eine éfypmunantwort zu verhindern. Eine
Aktivierung des spezifischen Immunsystems konntevanliegender Studie durch den
Nachweis einer verstarkten HLA-DR Expression auf3€f.ymphozyten nach schwerer
Verbrennungs- oder massiver Mehrfachverletzungaetirwerden. Dennoch kam es nur
nach schwerer Mehrfachverletzung zur signifikantexpansion von CD4+ CTL im
posttraumatischen Verlauf, was die Vermutung najeldass auch das Ausmal der

Deaktivierung antigenprasentierender Zellen fur dAuspragung zytotoxischer
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Eigenschaften eine Rolle spielen koénnte. OffenBatht spiegeln die divergenten
Ergebnisse der hier vorgestellten phanotypischenllct&gakterisierungen nach
Verbrennungsverletzung und Polytraumatisierung wdigerschiedlichen Mechanismen
beider Verletzungsmuster wider. Insbesondere kammdém beobachteten differenzierten
Auftreten von CD4+ und CD8+ CTL vermutet werdensslas sich um einen sinnvollen
Teil einer Strategie zur Generierung einer effekiivund zugleich protektiven

posttraumatischen Immunantwort handelt.
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5. Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse

Schweres Unfalltrauma und ausgedehnte tiefe Venomegen resultieren in einer
nachhaltigen Immundysfunktion. Die posttraumatisdhemundysfunktion ist sowohl
durch eine sofortige lokale und systemische Entaiigdreaktion charakterisiert als auch
durch eine damit korrespondierende Beeintrachtigismgzellvermittelten Immunantwort,
auch haufig als Immunparalyse beschrieben. Die kexepStérung der immunologischen
Homdoostase manifestiert sich nicht selten in eartebhten Suszeptibilitat fir Infektionen
und der Entwicklung von Sepsis und septischem Mhgénversagen nach schwerem
Trauma. Der apoptotische Zelltod unterstitzt Uker @epletion von Immunzellen die
posttraumatische Immunsuppression und wird alsungagliegender Mechanismus fur die
septische Organdysfunktion betrachtet. Perforin @nzym B sind typischerweise
Bestandteile der Granula zytotoxischer Zellen umd der Induktion der Apoptose
malf3geblich beteiligt.

Das Ziel der vorliegenden Studie war deshalb diar@lterisierung des zytotoxischen
Arsenals von T-Lymphozyten unter besonderer Beidbkgung der CD4+ und CD8+

Subpopulationen nach massiver Mehrfach- oder sawaferbrennungsverletzung.

Erganzend wurden Untersuchungen zur Expressiorigkinen Differenzierungsmarkern

und weiterer hinsichtlich des zellularen Aktiviegsstatus bzw. des Grades der
Immunkompetenz relevanter Oberflachenmolekile atpperen Blutzellen durchgefihrt.

Fur die phanotypisch vergleichende Studie wurdereirProbandenkollektiv einmalig,

sowie den Patienten an den Tagen 1,3,5,7 und 18 memuma zu standardisierten
Zeitpunkten venotses Blut entnommen und der sofmtidufarbeitung und Messung

mittels durchflusszytometrischer Analyse zugefuhrt.

Bei der Untersuchung prozentual anteiliger Verduligen leukozytarer Subpopulationen
nach Trauma konnten signifikante Veranderungenewdfiziert nachgewiesen werden.
CD56+ NK-Zellen waren im Schwerverbranntenkollekiposttraumatisch prozentual
signifikant erniedrigt, wahrend diese Zellpopulatibei polytraumatisierten Patienten
keine Anderungen zeigte. Bei Analyse der T-Helfdene(CD4+) fand sich ebenfalls ein

nichtsignifikanter Frequenzriickgang bei beiden dPaingruppen. Die prozentuale
Untersuchung der CD8+-T-Zellen ergab eine signifika Reduktion bei beiden

untersuchten Patientenkollektiven post Trauma.
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Beim Nachweis der intrazellularen zytotoxischerekbrmolektle Perforin und Granzym-
B konnten ebenfalls posttraumatisch signifikanteaiiderungen festgestellt werden. Bei
polytraumatisierten Patienten nahm der Anteil def€lferzellen (CD4+), die Perforin
und/oder Granzym-B enthielten signifikant zu. Imllktiv der Schwerbrandverletzten
kam es ebenso, wenn auch nicht signifikant, zureprezentualen Expansion dieser
Zellpopulation. Aktivierte T-Lymphozyten (CD3+-HLBR+) konnten in beiden
Patientengruppen nach Trauma prozentual signifikarmhehrt nachgewiesen werden.
Neben diesen lymphozytaren Veranderungen nach Eramanden aufRerdem prozentuale
Veranderungen peripherer Monozytenpopulationeneinvabrliegenden Arbeit analysiert.
Das MHC Klasse Il Molekul HLA-DR, ein Surrogatmarkder Immunkompetenz auf
CD14+ Monozyten war in beiden Patientenkollektivposttraumatisch signifikant
niederreguliert. Bei der Untersuchung der Expressies kostimulatorischen Molekiils
CD40, konnte in der Gruppe der schwerbrandverletZzBatienten eine signifikante
prozentuale Abnahme verzeichnet werden, hingegeerirGruppe der polytraumatisierten
Patienten keine Veranderung. Andererseits wiesdierRan, die eine Brandverletzung
erlitten hatten, posttraumatisch eine signifikaRegluktion der CD14+CD16+ Monozyten
auf, wahrend diese Veranderung bei polytraumatenePatienten kein signifikantes

Niveau erreichte.

In der vorliegenden Arbeit wurden anteilige Vergthingen peripherer mononuklearer
Blutzellpopulationen nach  schwerer Verbrennungsteung oder massiver
Polytraumatisierung differenziert nachgewiesen. [keage, ob die festgestellten
phanotypischen Alterationen in den Patientenkalrekt durch die unterschiedlichen
Traumamuster bedingt sind, kann aufgrund der geningallzahlen abschlieRend nicht
beantwortet werden. Bemerkenswert ist es jedochtziubalten, dass es im
posttraumatischen Verlauf zu einer, zumindest nadterbrennungsverletzung
signifikanten, prozentualen Expansion von zytotchkxén CD4+ T-Zellen kommt, die
proapoptotische Effektormolekile in Form von Perfound Granzym-B enthalten.
Inwieweit diese CD4+ CTL Zellen tatsachlich immuyukatorische Eigenschaften
ausiben oder lediglich als diagnostische Marker pdisttraumatische Aktivierung des
Immunsystems anzeigen, muss weiteren Untersuchuwngdiehalten bleiben, zumal in

vorliegender Arbeit keine funktionellen Untersucbean durchgefiihrt wurden.
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