Die Rolle des durch die MAP-
Kinasen p38 und JNK aktivierten
Transkriptionsfaktors c-Jun in
Monozyten polytraumatisierter
Patienten in der frihen
posttraumatischen Phase

Veit Stocklein

2011






Aus der Chirurgischen Klinik und Poliklinik (Innetasit) der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen
Direktor: Prof. Dr. Wolf E. Mutschler

Die Rolle des durch die MAP-Kinasen p38
und JNK aktivierten Transkriptionsfaktors
c-Jun in Monozyten polytraumatisierter
Patienten in der frihen posttraumatischen

Phase

Dissertation zum Erwerb des Doktorgrades Medizin
an der Medizinischen Fakultat der

Ludwig-Maximilians-Universitat zu Minchen

Vorgelegt von
Veit Stocklein
aus
Landshut

2011



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat

Berichterstatter:

Mitberichterstatter:

Mitbetreuung durch den
promovierten Mitarbeiter:

Dekan:

Tag der miindlichen Prufung:

der Universitat Minchen

Prof. Dr. Peter Biberthaler
Prof. Dr. Glunter Valet
Priv. Doz. Dr. Alexander Faul3ner

Prof. Dr. Andreas Nussler

Dr. med. Viktoria Bogner

Prof. Dr. med. Dr. h.c. Maximilian ReiseACR, FRCR

13.10.2011



1.

© N

Inhaltsverzeichnis
Einleitung Und HINTEIGIUNG. .........oiii ettt et et b e sttt n e et e e ame e e s e ennees 1
1.1 Epidemiologie des POolytraumas............cceeeevceririvennneeineesneeeeinenn .1
111 Die posttraumatische Funktionsstérung des Immuesyst..

11.2 Ursachen posttraumatischer Immunfunktionsstérungen.
1121
1.1.2.2 Die Darmhypothese.. .5
1123 Alarmins................. .6
113 Zellulare Mechanismen. ..8
1131 Zellen des angeborenen Immunsystems.. .8
1.1.3.2 Zellen des adaptiven Immunsystems..... .9
114 Humorale MeChaNISIMEN. ..........ooiiiiiii e s 9
1141 KOMPIEMENTSYSTEIM.....ccuuiiiiiii ittt rmemmmee ettt ettt ettt et e e e eee et e et eabe e et s ensbeennbneennes 9
1142 Chemokine............. .10.

1143 Cytokine....
1.2 Biochemische Grundlagen....
1.2.1 Die Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK)-Fareili...
1211 P38 MAPK ....oeiiiiirei e 31
1.2.1.2 C-Jun-N-terminal-Kinase (INK)..........coruit ettt et nee et see e 14
122 Der Transkriptionsfaktor c-Jun
LR = 1o (<151 (=11 (0 o OSSP P PO U PR OPPTRPR PPN
Patienten UNA MENOTEN...........ooi ettt eesne e e ereenreereens
3.1 Studiendesign................
3.2 Separation von Monozyten......
3.3 Isolierung nukleédren Proteins..
3.4 Phosphoproteinmessung......
3.5 Statistische Analyse
Lo [=] o] a TS TR TSP RP PP PPPPRON
R (1Yot g T DT L= o PO SO PP T RSPV RPPRRPPP
4.2 Ergebnisse der P-P38 MAPK-MESSUNG..........ueeeerettetieeiiee et esieeeieeestee s essamesseeesseessssesseeeeatseesbeesneeeesseneenseesbeeserees
421 Zeitlicher Verlauf der p-p38 MAPK-MenNge.......ccccvevvvenivennineennns
422 Analyse der p-p38 MAPK-Messung anhand der Verlgggaohwere..

423 Analyse der p-p38 MAPK-Messung anhand des Trarwigbiedarfs. .45

424 Analyse der p-p38 MAPK-Messung anhand des Uberkeben...... .46
4.3 Ergebnisse der p-JNK-MESSUNG.........ccuutimmmmemmeeererenirennneennneennneens .48

43.1 Zeitlicher Verlauf der p-INK-MENGE..........ceeeuiiiiiieiiiieiiie sttt seeresr et snneesnnne e een s B8

4.3.2 Analyse der p-JNK-Messung anhand der Verletzungeseh

4.3.3 Analyse der p-JNK-Messung anhand des Transfusidasfse.. ..50

434 Analyse der p-JNK-Messung anhand des Uberlebens..... .51
4.4 Ergebnisse der p-c-Jun-Messung..........cccceeeene ....53

441 Zeitlicher Verlauf der c-Jun-Menge...........ccceeuvevveniieninns ...53

4.4.2 Analyse der p-c-Jun-Messung anhand der Verletzehgsse.. ..54

4.4.3 Analyse der p-c-Jun-Messung anhand des TransflBdASSS...............c.cccooiiiiiiiiiiini e, 55

444 Analyse der p-c-Jun-Messung anhand des UDErEhens.........c.c..oveviceieiiiereeeeeeeeee et 56
DUSKUSSION. ...ttt et h e eb e b e e e ae b e e s b bt e s h e e eb e e b b e e e b e e e e b e e ebe e b e R e e bt e eh e e e e e hb e s b nra e 58
L3 RS (1o [ 1= To [T To o O OSSP PO PR TR TP 58

51.1 Zeitpunkt der Blutentnahmen 58

5.1.2 Beeinflussung des Studienergebnisses durch opefitgriffe ...59

5.1.3 Verschleppung von Fremdzellen durch Bluttransfuesion. ...60
5.2 MethodiK.........ccooiiiiiiiici e

5.21

522

523

5.3 Klinische Daten
5.4 Phosphoproteinmessung
5.4.1 Phosphorylierte p38 mitogen-aktivierte Proteinkeng§s-p38-MAPK).

54.1.1 Verletzungsschwere ..68
5.4.1.2 Massentransfusion.... .. 70
5.4.1.3 UDEIIEDEN. .....cvvvieieii ettt ettt e e ettt nnn 72
5.4.2 Phosphorylierte c-Jun-N-terminale Kinase (P-INK)...c..ueeiiieiiiiriii e sieeees e 75
5421 Verletzungsschwere..........c.cccoceen... .. 75
5.4.2.2 Massentransfusion.... .. 76
5.4.2.3 Uberleben........... 17
543 Phosphorylierte Form von c-Jun .79
5.4.3.1 Verletzungsschwere.. .79

5.4.3.2 Massentransfusion

5.4.3.3 Uberleben
5.5 Klinische Relevanz
Zusammenfassung
[ C=T = L V=T = o] gL USRS
Abklrzungsverzeichnis..
Danksagung



1. Einleitung und Hintergrund

1.1 Epidemiologie des Polytraumas

Das Polytrauma wird vorKeel und Trentz so definiert: ,.Ein Syndrom kombinierter
Verletzungen mit einem Injury severity score (ISS)7 und anschlieendem SIRSgtemic
inflammatory response syndrojrfér mindestens einen Tag, das zu Funktionsstoaohey
Versagen von Organen und Organsystemen fuhrt,iclie direkt verletzt wurden.” [64]

Das Polytrauma ist eine haufige Ursache von Motdiidind Mortalitat. Dies lasst sich an der
offiziellen Todesursachenstatistik des StatistischBundesamtes der Bundesrepublik
Deutschland ablesen. Im Jahr 2007 starben insgeSaniit Personen auf dem Gebiet der
Bundesrepublik Deutschland durch Transportmittelliaf[126]. Weltweit starben im Jahr
2002 sogar 1,2 Millionen Menschen durch solche Unfd]. Von den 5170 Menschen, die
hier an Unfallen verstarben, waren 1958 unter 3Belalt, das entspricht einem Anteil von
37,8% [126]. Dies verdeutlicht, dass das Polytrahén#ig junge Menschen betrifft.

Die Menschen, die an den Folgen schwerer Mehrfatdtzengen versterben, sterben zu drei
verschiedenen Zeitpunkten nach dem Trauma. AlssElstschrielDonald Trunkeydiese
trimodale Verteilung im Jahre 1983 [132]. Dieseskiache Publikation beruhte auf Daten, die
im Jahre 1977 im Raum San Francisco erhoben wyirdemrunkey fihrte aus, dass 45% der
Patienten, die durch Trauma versterben, innerhatbweniger als 60 Minuten nach Eintreten
der Verletzungen versterben, d.h. meist noch amalldmf oder auf dem Transport in die
Klinik. Weitere 34% der Patienten verstarben lautrikeys Untersuchung innerhalb weniger
Stunden nach Aufnahme in eine Klinik. Die Ubrigegrstorbenen Patienten erlagen ihren
Verletzungen innerhalb von Tagen und Wochen naclhidgringlichen Verletzung.

Neuere Untersuchungen, z.B. vBauaia et aJ.Pang et al. und Demetriades et akonnten

dieses Muster nicht mehr nachweisen [30, 95, 1H®r war eine Tendenz zu friherem



Versterben feststellbar, die dritte von Trunkeytpbarte Haufung von Todesfallen war nicht
feststellbar. Jedoch verstirbt ein wesentlichereAnder Patienten nach wie vor Tage und
Wochen nach dem Trauma. In einer kirzlich veréfigmien skandinavischen Studie betrug
dieser Anteil 17% [123]. Zwar sind auch in den@mstagen nach Trauma noch Verletzungen
des zentralen Nervensystems (ZNS) die vorherrsehd@iodlesursache. Je groR3er jedoch die
zeitliche Distanz zum traumatischen Ereignis witelsto mehr riickt das Multiorganversagen
in den Vordergrund [101]. In diesem Stadium gewimde systemischen Konsequenzen des
Polytraumas an Bedeutung, die in der Definition Felytraumas voiKeel und Trentzbereits
genannt wurden. In einer niederlandischen Studkesidh auf stumpfes Trauma konzentrierte
und daher mit unserer Studie hinsichtlich des Rudikollektivs vergleichbar ist, war
Multiorganversagen fur 11% aller Todesfalle veramtiich [27]. Welche patho-
physiologischen Vorgange auf zellularer und molaterd Ebene fur die Entwicklung eines

Multiorganversagens wichtig sind, soll im Folgendedrtert werden.

1.2 Die posttraumatische Funktionsstérung des Insyatems

Durch Trauma wird das Immunsystem aktiviert. Benoten der schwerverletzten Patienten
fallt diese Aktivierung so massiv aus, dass es im@reUberreaktion des Immunsystems
kommt. Der Patient entwickelt das sogenansystemic inflammatory response syndrome
(SIRS). Die klinische Diagnose eines SIRS liegt grfinitionem vor, wenn zwei oder mehr
der in Tabelle 1 (siehe S. 3) aufgeflhrten Krgererfullt sind. Im Rahmen des SIRS kdnnen
auch Organe geschadigt werden, die vom urspruraglidrauma gar nicht betroffen waren

[43].



Tabelle 1: Definition des SIRS anhand von klinistRarametern nach Bone et al. [18]

Korpertemperatur | > 38°C oder < 36°C
Herzfrequenz > 90 mih

Atemfrequenz > 20 mihoder RO, < 32 mmHg
Leukozytenzahl > 12000 fibder < 4000 pitoder > 10% unreife Formeh

Als Folge kann sich eine Multiorgandysfunktion bzsin Multiorganversagen entwickeln.
Diese werden auch almultiple organdysfunction syndronf®ODS) bzw. multiple organ

failure (MOF) bezeichnet [10]. Als Reaktion auf die Ub&aieBende Immunaktivierung im

Early MODS

Inflammatory

NN

Infection ——3 Late MODS

AlojewrmeuI-puy

Abb. 1: Bimodales Modell des posttraumatischen Mrdanversagens. Aus Mannick et al. [80]

Rahmen des SIRS kommt es zu einer kompensatorisBdenpfung der Aktivitat des
Immunsystems, dem sogenannteompensatory anti-inflammatory response syndrome
(CARS) [80]. In dieser Phase ist der Patient aigfdilr Infektionen, in der Folge kann sich
ein spates Organversagen entwickeln. Klassischegweerden SIRS und CARS als zwei
aufeinander folgende Ph&nomene beschrieben, dielzagetrennt sind [89]. Abbildung 2

verdeutlicht dieses Modell graphisch. Diese strikegtliche Trennung wird von anderen
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Autoren in Zweifel gezogen. Es wird fur moglich gibn, dass das Immunsystem versucht,
SIRS und CARS gegeneinander auszubalancieren undester Homoéostase herzustellen.
Dies wirde bedeuten, dass SIRS und CARS gleichzedrkommen. Fiur diesen Zustand
wurde der Ausdrucknixed antagonistic response syndrofWARS) gepragt [17].

Im Folgenden wird dargestellt, welche Rolle diezeinen Faktoren des Immunsystems fur
die Entstehung der genannten Syndrome spielen ueldhes Theorien bezlglich ihrer

Ursachen entwickelt wurden.

1.2.1 Ursachen posttraumatischer Immunfunktionastgn

1.2.1.1 Die ,two-hit“-Theorie

Prinzipiell liegt der ,two hit*-Theorie die Annahnmaugrunde, dass das Immunsystem durch
erlittene Verletzungen derart sensibilisiert willdss es auf ein zweites aktivierendes Ereignis
mit einer UberschieRenden Reaktion antwortet, die emultiplen Organversagen fiihren kann
[86]. In diesem Modell stellt das erlittene Traunmait Frakturen, Weichteil- und
Organschaden dejfirst hit* dar. Typische,second hits" sind beispielsweise Hypoxie,
Infektionen, Ischamie/Reperfusionsschaden, Blusfizsionen oder chirurgische Eingriffe
[64]. Man nimmt an, dass hauptsachlich Zellen degeborenen Immunsystems wie
Neutrophile, Monozyten, Makrophagen und dendritesZkellen durch den ,first hit* geprimt
werden [92]. Unter den Faktoren, die die Zellensg@hsieren, sind unter andereptatelet-
activating factor (PAF), Cba, das ein Bestandteil des Komplemerdgayst ist,
TumornekrosefaktofTNF), Interleukin (IL)-8, Interferon untipopolysaccharidLPS) [86].

Arbeiten vonMurphy et al.sowie Maung et al.konnten kurzlich zeigen, dass detl-like



receptor (TLR) 4-Rezeptor und der p38-MAPK-Pathway in d@ldéare Vermittlung der

~Lwo-hit“-Antwort des Immunsystems auf Trauma invielt ist [82, 92].

1.2.1.2 Die Darmhypothese

In diesem Modell wird als eine der Ursachen fir dassttraumatische SIRS eine
Translokation von Bakterien oder von Bestandteilen Bakterien wie Endotoxin tber die
Darmmukosa in die systemische Zirkulation angenomrvan geht hierbei davon aus, dass
die Darmmukosa durch Ischamie/Reperfusion im Rahrdes traumatischen Schocks
geschadigt ist und daher die Passage von Baktemigglich ist [29]. Uber die Pfortader
gelangen Bakterien und Endotoxin zunachst in dieetewo sie Kupfferzellen stimulieren.
Diese sind in der Wand der Lebersinusoide lokatisievo sie die Aufgaben von
gewebsstandigen Makrophagen erfullen. Die Kupéiéen schitten Cytokine aus, was zur
Entstehung eines SIRS beitragt [28]. Diese Thegeak lange als Lehrbuchstandard, ist
inzwischen aber zumindest in ihrer urspringlichemnt umstritten. Verschiedene Studien
konnten zwar bakterielle Translokation an Naget@tellen nachweisen, jedoch konnten
Studien an grolReren Tieren wie Schweinen dieseekEffereits nicht mehr demonstrieren
[78, 90]. Zusatzlich konnten bereits 198tbore et al.in einer viel beachteten klinischen
Studie keinerlei Bakterien oder Endotoxin in deorBder von schwerverletzten Patienten
nachweisen [87]. Hinzu kamen Hinweise im Tiermad#diss eine selektive Dekontamination
des Darms keine Uberlebensvorteile erbringt [60psDfiihrte zu einer Modifizierung der
Darmhypothese. Man nahm nun an, dass der Darm werads Einfallspforte fir
Mikroorganismen fungiert, sondern vielmehr als inmologisch aktives Organ Cytokine
produziert, die das SIRS mit verursachen. Zus#izlimge der Darm zum Priming

zirkulierender Neutrophiler bei [28]. Weiter wurdee Theorie dahingehend modifiziert, dass



man weniger das Pfortadersystem als den Weg ansiehtlem Faktoren, die aktivierende
Wirkung auf das Immunsystem haben, die systemiZatk@lation erreichen. Vielmehr wird
nun dem lymphatischen System des Darms diese Ratkedacht [28]. Diese Annahme
konnte bereits im Grol3tiermodell validiert werdéaT].

Dies bedeutet, dass gentgend Hinweise bleibenaudi@ine wichtige Rolle des Darms im
Rahmen der Entstehung posttraumatischer Immundytsfundeuten, auch wenn die These,
dass der Darm das alleinige Organ ist, das flurAdigdsung eines SIRS verantwortlich ist,

weitgehend entkréaftet werden konnte.

1.2.1.3 Alarmins

Lange Zeit war in der Traumaforschung die Frageeltsy, wie die Information, dass eine
Verletzung stattgefunden hat, von den Zellen desmunsystems detektiert wird. Eine
maogliche Antwort auf diese Frage gibt das ,Dangdddell. Dieses neue Konzept von der
Funktionsweise des angeborenen Immunsystems bekagg, das Immunsystem nicht nur
zwischen korpereigenen und kérperfremden Antigamgarscheiden kann, sondern auch die
Gefahr, die von einem Molekil ausgeht, beurteilenrk[81]. In Bezug auf die Gefahrlichkeit
eines Antigens wird nicht mehr zwischen korpereiged kérperfremd unterschieden. Dies
bedeutet, dass auch korpereigene Antigene, digdsrimmunsystem Gefahr signalisieren,
von Zellen des angeborenen Immunsystems erkangliewamd zu einer Aktivierung fuhren.
Antigene, die Gefahr signalisieren, kdnnen folglstwohl exogenen als auch endogenen
Ursprungs sein. Allen diesen Antigenen ist gememsdass sie spezielle molekulare Muster
aufweisen, die im Lauf der Evolution vom Immunsystals gefahrlich eingestuft wurden.
Diese molekularen Muster werden von sogenanpgtern recognition receptoréPRRS)

erkannt. Alle Antigene, die diese Rezeptoren a&tem konnen, werden unter dem Begriff der



damage-associated molecular patteffi3AMPs) zusammengefasst. DAMPSs, die exogenen
und damit zumeist mikrobiellen Ursprungs sind, veerélspathogen-associated molecular
patterns(PAMPSs) bezeichnet. DAMPs hingegen, die endogésteimen, werden aslarmins
bezeichnet [13]. Alarmins werden durch Gewebesamadee durch das Trauma entstehen,
freigesetzt. Interessanterweise konnte gezeigt emgrdass Alarmins nur aus nekrotischen
Zellen stammen, apoptotische Zellen sind keine Buelon Alarmins. Zellen des
Immunsystems kdonnen auf3erdem Alarmins aktiv sez@miund so die Alarmreaktion des
Immunsystems verstarken [139]. Zu den Alarmins tzéhier anderem HMGB1, Heat-shock-
Proteine, ATP, Proteine der S100-Familie, Harnséuarckviele weitere Molekile [13]. In den
letzten Jahren mehrten sich die Hinweise, dasklkdsi den PRRs, die hauptsachlich fir die
Erkennung von Alarmins verantwortlich sind, um R#peen der TLR-Familie handelt [85].
In mehreren Arbeiten kristallisierte sich TLR4 affer Rezeptorsubtyp heraus, der
hauptséachlich die Antwort des Immunsystems auféfeungen vermittelt [76, 102].
Zusammengefasst erweist sich das ,Danger-Modelt“dar Freisetzung von Alarmins, die
von PRRs detektiert werden, als das Modell, dagdistehung systemischer Inflammation
bis hin zum SIRS nach Trauma am schlussigstenreri@albst die Darmhypothese kann in
dieses Modell integriert werden. Der Darm ist eiof@es Organ, mit einer Epitheloberflache
von ca. 100 rm[148]. Zudem ist bekannt, dass die Perfusion iffeiBmnicusgebiet nach
Behebung eines Schockzustandes zuletzt wieder steliyevird [134]. Folgerichtig werden
daher viele Zellen im Darm durch Ischamie/Repeduggeschadigt und setzten somit auch
groRe Mengen an Alarmins frei. Im Tiermodell konnteederholt gezeigt werden, dass
Lymphe aus dem Magen-Darm-Trakt aktivierende Wigkanf das Immunsystem hat [117].
Moglicherweise handelt es sich bei den immunoge®eostanzen in der Lymphflissigkeit

auch um Alarmins.



1.2.2 Zellulare Mechanismen

1.2.2.1 Zellen des angeborenen Immunsystems

Ein wesentlicher Zelltyp in der Antwort des angedy@n Immunsystems auf Trauma sind die
neutrophilen Granulozyten, auch polymorphonukldégakozyten genannt (PMNs). PMNs
vermitteln die erste Reaktion des Immunsystems dag Trauma. Proinflammatorische
Cytokine aktivieren die PMNSs, dieser Vorgang witttla,Priming“ genannt. Es ist bekannt,
dass der Darm bei diesem Vorgang eine wichtigeeRspielt [28]. Die PMNs werden durch
Chemokine wie IL-8 zum Ort des Gewebeschadens tiekiuwo sie Proteasen und freie
Sauerstoffradikale ausschutten. Die Ausschittumgfreen Sauerstoffradikalen durch PMNs
wird als,respiratory burst“ bezeichnet [64]. PMNs kdnnen auch Organschaderrsashen,
so spielen sie beispielsweise eine wichtige Rodieder Entstehung von Lungenschaden im
Rahmen descute respiratory distress syndrorfi®RDS) [38]. Zusatzlich gibt es Berichte,
dass die Apoptoserate von PMNs nach Trauma vermtirsd¢43].

Eine weitere wichtige Zellpopulation des angebomeframunsystems in der Antwort des
Organismus auf Verletzungen sind Monozyten und Mglkagen. Diese Zellen haben zwel
wichtige Funktionen. Zum einen fungieren sie zusamnmit dendritischen Zellen als
antigenprasentierende Zellen. Makrophagen prasenti@aiven T-Zellen phagozytiertes
Antigen und stellen so die Verbindung zwischen aongenem und adaptivem Immunsystem
her. Zum anderen sezernieren diese Zellen nachvidking Uber PRRs Cytokine, die die
Reaktion des Organismus auf die Verletzung entdeheli steuern. Unter diesen Cytokinen
sind beispielsweise TNE&-und IL-6 [38].

Man ging lange Zeit davon aus, dass das SIRS wvoer diberaktivitit des angeborenen

Immunsystems verursacht wird, das CARS wurde hiegedem adaptiven Immunsystem



zugeschrieben. Heute weiR man, dass ein enges mesampiel der beiden Teile des

Immunsystems die beiden Phanomene verursacht [80].

1.2.2.2 Zellen des adaptiven Immunsystems

Zwar wird das Entstehen eines SIRS hauptsachlicthdzellen der angeborenen Immunitét
vermittelt, dennoch spielen auch Elemente des adgmpimmunsystems eine wichtige Rolle.
Mehrere Arbeiten konnten den Nachweis erbringerss di&Zellen kurze Zeit nach dem
Eintreten der Verletzung groRe Mengen von K-Nad TNFe ausschitten [80]. Dieses Profil
der Cytokinproduktion wird auch als der Thl-Phépotyer CD4+-T-Zellen bezeichnet.
Dieser Phanotyp wird gemeinhin als proinflammatdrisbetrachtet [38]. Im weiteren
klinischen Verlauf verlieren die T-Zellen ihre Fgkeit zur Produktion der proinflamma-
torischen Cytokine. Stattdessen wird nun verstfirdd ausgeschuttet, das charakteristisch fur
den Th2-Phanotyp von CD4+-T-Zellen ist. [122]. D&2-Phanotyp hat dampfende Wirkung
auf das Immunsystem. Dieser Phanotyp wird aul3enaénder Auspragung des CARS in

Verbindung gebracht, wahrend der Th1-Phanotyp éder SIRS zugerechnet wird [80].

1.2.3 Humorale Mechanismen

1.2.3.1 Komplementsystem

Zu den immunologischen Folgen schwerer Verletzung@hnlt auch die Aktivierung des

Komplementsystems. Dies fiihrt zu der Freisetzung Eledprodukte der Komplement-

kaskade. Dies sind derembrane attack compléiMAC) sowie die Anaphylatoxine C3a, C4a

und Cb5a [122]. Die Anaphylatoxine wirken chemots¢ti und aktivierend auf phago-



zytierende Zellen wie PMNs, Monozyten und MakrogragAuRerdem verstarken sie die

Akut-Phase-Reaktion in der Leber [64].

1.2.3.2 Chemokine

Chemokine werden zu den chemotaktisch wirksamefieBt@gezahlt, das heildt, sie sind in
der Lage, Immunzellen anzuziehen [108].

Chemokine besitzen daher Bedeutung in der Pathapbgee der posttraumatischen Immun-
dysfunktion. Sie leiten Immunzellen an den Ort dfrletzung und kdnnen Zellen des
Immunsystems aktivieren. Eines der wichtigsten Gilene ist IL-8. Die Ausschuttung von
IL-8 wird durch IL-1, TNFe, C5a, Hypoxie und Reperfusionsphdnomene angeate§twird
bereits in der frihen posttraumatischen Phase acisgitet. Neben den allen Chemokinen
gemeinsamen Funktionen wie Chemotaxis und Aktivigrvon Immunzellen ist von IL-8
dartiber hinaus bekannt, dass es PMNs vor Apoptbggzen kann. Dies wird unter anderem
fur die verlangerte Aktivierung des Immunsystemsdan Verletzungsstelle verantwortlich

gemacht [74].

1.2.3.3 Cytokine

Cytokine sind ein grundlegendes Element der Stegedes Immunsystems. Ihre Aufgabe ist
die Kommunikation zwischen zellularen Komponentes tmmunsystems. Daher spielen sie
auch eine gewichtige Rolle bei der Entstehung prsttatischer systemischer Inflammation.
Zu den bekannten proinflammatorischen Cytokinergrmd®olle in der Entstehung eines SIRS
als gesichert gelten darf, zahlen TMFIL-1p und IL-6. Diese Botenstoffe werden von

Monozyten und Makrophagen ausgeschiittet. TNFrd zusétzlich von T-Zellen produziert,

10



IL-18 und IL-6 von Endothelzellen. Diese Mediatoren maheelfaltige Wirkungen im
Immunsystem, die die Entstehung und Aufrechterhgltuon Entziindung beférdern. TNF-
ermdglicht das Ubergehen von PMNs und anderen @ifeédlen des Immunsystems aus der
Zirkulation in Gewebe, indem es die Expression yaimasionsmolekilen in Endothelzellen
anregt. AuRerdem werden Zellen des ImmunsystenehdiMF-o aktiviert und die Sekretion
weiterer proinflammatorischer Cytokine induziert4]7 IL-1B erleichtert ebenfalls die
Diapedese von PMNs und anderen Immunzellen. Eingemgewichtige Wirkung von IL-f

ist die Stimulierung des Knochenmarks, was einebt@eh Produktion von myeloiden
Vorlauferzellen zur Folge hat. ILBlkann auRerdem ebenfalls Zellen des Immunsystems
aktivieren und die Transkription von proinflammasochen Genen in immunkompetenten
Zellen anstol3en [74]. IL-6 greift in die Differeering von Lymphozyten ein und aktiviert
Zellen des angeborenen Immunsystems. IL-6 wirktatalish antiapoptotisch auf PMNs.
Neben diesen proinflammatorischen Eigenschaftenllhét aber auch Bedeutung fur die
Regulierung der inflammatorischen Reaktion des f@isgaus auf Verletzungen und erfullt

somit sowohl pro- als auch antiinflammatorische K&iamen [74].

1.3 Biochemische Grundlagen

Dieser Untersuchung liegt eine Arbeit vBiberthaler et al.zugrunde [14]. Dort konnte der
Transkriptionsfaktor c-Jun als zentrales Elementmenunantwort auf schwere Verletzungen
identifiziert werden. Darauf aufbauend beschéafsgth die vorliegende Dissertation mit
diesem Transkriptionsfaktor und den Signaltransduktvegen, die ihn aktivieren. Dies sind
Proteinkinasen aus der Familie der mitogen-aktiererProteinkinasen (MAPKS). Hierbei
handelt es sich um die c-Jun N-terminal Kinase (JNAd die p38 MAPK. Warum diese

Faktoren untersucht wurden, wird nochmals genantar iPunkt 2 ausgefuhrt. Im Folgenden
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sollen nun biochemische Grundlagen und eine Auswgrder Literatur zu den erwahnten

Signaltransduktionswegen dargelegt werden.

1.3.1 Die Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPRmilie

Hinweise auf die Existenz der MAP-Kinasen ergalieh srstmals vor etwa zwanzig Jahren.
Damals wurden Hinweise entdeckt, dass Insulin urdege Mitogene durch Proteinkinasen
intrazellulare Phosphorylierung férdern [6].

Die MAP-Kinasen stellen einen der Hauptwege darf, d@m extrazellulare Signale in
intrazellulare Wirkungen umgesetzt werden [50]. Biaskade der MAP — Kinasen wird
durch verschiedene extrazellulare Stimuli ausgeldsizu zéhlen unter anderem Zytokine,
Wachstumsfaktoren und zellularer Stress [50]. Di&teffe sind auch als ,Mitogene”
bekannt, das heil3t, sie sind bekannte Auslosevidese.

Es existieren mindestens vier verschiedene KaskadenProteinkinasen in der MAPK-
Familie. Die bisher bekannten sind die Extracetlslgnal-related kinases (ERK) 1 und 2, die
c-Jun N-terminal kinases (JNK) 1, 2 und 3, die p88P-Kinasen und ERKS5 [20, 21]. JINK
und p38 MAPK werden auch als stress-activated prédeases (SAPK) bezeichnet [21]. Da
sich die vorliegende Arbeit, wie oben bereits emtalauf die JNK und die p38-MAPK
konzentriert, werden in den folgenden ErlauterundjerERKs vernachlassigt.

Die Aktivierung der MAPK-Pathways’ vollzieht sicliipzipiell in drei Schritten. Dies gilt fur
alle Mitglieder der MAPK-Familie. Durch das extrdakre Signal wird zunédchst eine
MAPK-Kinase-Kinase (MAPKKK oder MAP3K) durch Phogspllierung aktiviert. Die
MAPKKKs wiederum phosphorylieren und aktivieren dasine MAPK-Kinase (MAPKK
oder MKK). MAPKKs ihrerseits aktivieren eine firedjeweilige MAPKK spezifische MAP-

Kinase [25]. Dieses Prinzip erscheint auf den ar8ck einfach und linear. Dies ist jedoch
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nicht der Fall, da verschiedene Querverbindungeischen den einzelnen MAPK- Familien
existieren. Diese Querverbindungen werden aucftedsstalk” bezeichnet [25].
Im Folgenden soll nun auf die beiden in der voeiegden Studie untersuchten MAP-Kinasen,

JNK und p38-MAPK, genauer eingegangen werden.

1.3.1.1 p38-MAP-Kinase

Die p38-MAP-Kinase wird als Antwort auf extrazeHue Stimuli wie UV-Strahlung,
osmotischen Stress, proinflammatorische Cytokinel uypoxie aktiviert [104]. Uber
Tyrosinkinaserezeptoren und G-Protein-gekoppelte®ren wird das Signal ins Zellinnere
vermittelt [21].

Die Aktivierung der p38 MAPK erfolgt Uber die obebeschriebene dreiteilige
Phosphoproteinkaskade. Bei den fiir die Aktivierdegp38-MAPK verantwortlichen MKKs
handelt es sich um MKK3 und MKK6. Upstream der MKHsdet sich eine Vielzahl von
MAP3Ks, die zur Aktivierung von p38 fuhren [149].

Zu den verschiedenen Substraten von p38 gehorerskriptionsfaktoren, unter anderem die
activating transcription facto(ATF)-Familie, p53 und HMGB1. AP-1, dessen Bestaildt-
Jun ist, wird ebenfalls durch p38 reguliert. Saléilbeispielsweise ATF-2, das ein Substrat
von p38 ist, Heterodimere mit Proteinen der Junifkamnd erhalt so Zugriff auf die AP-1-
Bindungsstelle [149]. Kurzlich konnte gezeigt werddass p38 auch direkt Einfluss auf c-
Jun nimmt. Eine Arbeitsgruppe uAumar et al.konnte zeigen, dass p38 c-Jun durch direkte
Phosphorylierung reguliert [54].

Die Aktivierung von p38 hat mannigfaltige biologcWirkungen. Gut dokumentiert ist die
proinflammatorische Wirkung des p38-Pathways [Z], Eine zentrale Rolle kommt hier der

p38-MAPK bei der Bildung von Cytokinen wie ILBLTNF-o und IL-6 zu.
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Aul3erdem besitzt p38 proapoptotische Wirkung unéttviiei der Regulierung des Zellzyklus
mit [149].

Als therapeutisches Ziel hat die p38-MAPK in deatlen Jahren das Interesse von Forschern
geweckt. Ein Beispiel ist der Morbus Alzheimer, dem in jingerer Zeit die Rolle der durch
p38 vermittelten Neuroinflammation untersucht wurditder scheint ein therapeutischer
Ansatz durch Hemmung von p38 gegeben [91].

Auch bei chronisch-entziindlichen Erkrankungen vwee theumatoiden Arthritis ist die p38-
MAP-Kinase in den Fokus der Forschung geriickt. sfeesiene Wirkstoffe befinden sich zur

Zeit in diesem Bereich in der praklinischen Erpnodp(61, 66, 128].

1.3.1.2 C-Jun-N-terminal-Kinase (JNK)

Verschiedene zellulare Stressoren konnen die JNKialen. Dazu zahlen unter anderem
Hitze, ionisierende Strahlung, oxidativer StressNABschadigende Substanzen und
Reperfusionsschaden. AuRerdem kénnen inflammakbarigeytokine zur Aktivierung von
JNK fuhren. Bei diesen handelt es sich beispielse&vam alle Cytokine der TNF-Familie, IL-
1 oder TGFB [68, 143]. Rezeptor-Tyrosinkinasen vermitteln eieitere Aktivierung der
Signalkaskade [26]. Die auf diese Weise angestofRegealtransduktionskaskade verlauft
nach dem bereits beschriebenen dreiteiligen Mdasg, allen MAP-Kinasen gemeinsam ist.
Eine grol3e Zahl von MAP3Ks kann die Aktivierung vaNK initiieren. Welche MAP3K
aktiv wird, ist vom Zelltyp und der Art des Stimaliabhangig. Der starkste bekannte
Aktivator ist MEKK1. Unter den MAP3Ks ware auf3erderach dietransforming growth
factor activated kinase-{TAK-1) hervorzuheben. Es konnte kurzlich gezeigtden, dass
TAK-1 fir die Aktivierung der JNK durch inflammaische Cytokine, Antigenrezeptoren

sowie TLR-Rezeptoren notwendig ist [111]. Die MAR3Kktivieren MAP2Ks, im JNK-
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Pathway handelt es sich hierbei um MKK4 und MKKDfese beiden Kinasen sind wiederum
verantwortlich fur die Aktivierung der JNK [62].

Die JNK hat ein breites Spektrum von SubstratenzuDaéhlen Bestandteile der
Zellmembran, Elemente des Cytoplasmas und des KdJaits sowie Substrate aus dem
Zellkern. Unter den nuklearen Substraten sind Jtama Elemente der transkriptionalen
Regulierung. Dazu zahlt allen voran c-Jun, abeh andere Transkriptionsfaktoren wie ATF-
2, STAT3, MEF2C oder HSF-1 [6, 21, 62].

Die JNK Ubt auf diese Weise vielfache physiologescimd pathophysiologische Funktionen
aus. Zum einen spielt die JNK eine wichtige Rolleder Regulierung der Apoptose. Dies
wird unter anderem durch die AP-1 vermittelte Intttuk von FasL vermittelt, einem
Transmembranprotein, das in Interaktion mit seifitgaeptor Apoptose auslésen kann [68],
zum anderen spielt JNK eine Rolle in Tumorzelleb. dde JNK hierbei eher onkogen oder
tumorsuppressiv wirkt, ist im Moment noch nichtrk[a43]. Weitere pathophysiologische
Prozesse, in denen die JNK bisher impliziert wurdsind Insulinresistenz,
Autoimmunerkrankungen wie Diabetes mellitus Typnduein Mausmodell der Multiplen
Sklerose, Schlaganfall und Herzinfarkt [131, 14Bh Tierversuch werden bereits die
Auswirkungen der medikamentdsen JNK-Hemmung awsedierkrankungen untersucht [47,

84].

1.3.2 Der Transkriptionsfaktor c-Jun

Bei c-Jun handelt es sich um einen Transkriptidkkiesfa Zusammen mit jeweils einem

anderen Protein der Jun-, Fos-, ATF- oder MAF-Familbildet c-Jun einen dimeren

Komplex, den Transkriptionsfaktorkomplex activafotein-1 (AP-1) [33]. C-Jun wird zu
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denimmediate-early genegezéhlt, einer Gruppe von Genen, die von Zelleektiohne de-
novo-Proteinsynthese als Antwort auf extrazelluBtienuli exprimiert werden [130].

Aktiviert wird c-Jun wie oben beschrieben lUber MKRPase-Pathways als Antwort auf
proinflammatorische Signale, Wachstumsfaktoren pekulare Stressoren. Sowohl p38 als
auch JNK besitzen die Fahigkeit, c-Jun zu aktivieraber auch eine Vielzahl anderer
Proteinkinasen wie die ERK ist dazu in der Lage B8 143]. Jedoch wird c-Jun nicht nur
auf transkriptionaler und posttranskriptionaler E#eeguliert. Ein weiterer Mechanismus der
Regulation von c-Jun ist beispielsweise die Zusans®izung des jeweiligen AP-1-Dimers.
Von dem Zusammenspiel mit dem jeweiligen PartnefTnanskriptionsfaktorkomplex AP-1
ist die Funktion, die c-Jun ausibt, ganz entscineiddhangig [33].

Innerhalb der DNA binden AP-1-Komplexe, die JuntPiree beinhalten, a\P-1 DNA
recognition elemenjglie auch al§ PA response elemen(fBRESs) bekannt sind, und aAMP
response elemen(€RESs) [119, 120].

Einer der Prozesse, in die c-Jun involviert ist, dé&e Onkogenese. Dies wird darauf
zuruckgefuhrt, dass unter den Zielgenen, die dardbn hochreguliert werden, viele Gene
sind, die die Zellproliferation fordern. Dazu zahleeispielsweise Cyclin D1 oder p53 [9].
C-Jun besitzt weitere Eigenschaften, die im Zusanimaeg mit der Entstehung und
Aufrechterhaltung von Tumorwachstum Bedeutung haBerkonnte gezeigt werden, dass c-
Jun wichtig fur die Angiogenese durch Tumorzelsr{150].

C-Jun spielt als Komponente von AP-1 auch eineeRiodi der Regulierung der Apoptose.
Interessanterweise kann c-Jun unter bestimmten &hdeh proapoptotische Eigenschaften
zeigen. So wird beispielsweise das proapoptotisetst-Gen durch AP-1 reguliert [33, 120].
Der fur die Pathogenese der systemischen Entzusdeeigion nach Trauma relevanteste
Bereich, in dem AP-1 regulatorische Funktionen htjggt das Immunsystem. Aktiviert wird

AP-1 unter anderem durch die proinflammatorischgtokine TNFe und IL-1 und ist somit
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Teil der transkriptorischen Antwort auf proinflamioasche Stimuli [120]. Ein weiterer
immunologischer Vorgang, der durch AP-1 beeinflugstl, ist die T-Zellaktivierung. Hier
wird die Produktion von IL-2 durch AP-1 gesteuékt2 ist notwendig fir die Proliferation
und Differenzierung von T-Zellen sowie fir die Auwsgung von Reaktionen des
Immunsystems, die durch T-Zellen vermittelt werdd8]. Auch die Aktivierung von B-
Zellen kann AP-1 induzieren [39]. AuRerdem wird Bi®duktion von Cytokinen durch AP-1
gesteuert. Man nimmt an, dass unterschiedliche ARtlvierungsprofile fur die
unterschiedliche Cytokinproduktion von Thl- und J®R4+-T-Zellen verantwortlich sind.
Es existieren auch Hinweise, dass die Produktiom VblF-« und IFNy durch AP-1 im
Zusammenspiel mit anderen Transkriptionsfaktorestegeert wird [39].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass AP-1 uaddees seine Komponente c-Jun in die
Regulierung von Vorgangen wie der Apoptose, denwaehstum und der Auspragung von
Reaktionen des Immunsystems eingebunden ist. Aldsed Mechanismen sind in die
Entstehung eines multiplen Organversagens invahMieser Umstand betont die Bedeutung
des Transkriptionsfaktors c-Jun fir die PathopHggie des multiplen Organversagens. In
Abbildung 2 sind die Mechanismen der Aktivierungnvo-Jun graphisch gezeigt. Dabei
werden folgende Ablaufe dargestellt: Alarmins alktign an der Zelloberflache Rezeptoren
der TLR-Familie. Dies fuhrt zum Andocken cytosadtisc Adapterproteine an den Rezeptor.
Dadurch werden Proteinkinasen an den RezeptortrekriDurch deren Aktivierung werden
die Phosphoproteinkaskaden der p38 MAPK- und JNtkways angestof3en. P38 MAPK
und JNK aktivieren wiederum c-Jun. C-Jun modifizidie Transkription der Zelle, was zu

einer Ausschuittung proinflammatorischer Cytokinelém Extrazellularraum fahrt.
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Abbildung 2: Aktivierung von c-Jun durch p38 MAPIKKdIINK in einer Zelle des angeborenen Immunsystems

Modifiziert nach: Gaestel et al. [41]

Extrazelluldarraum

18



2. Fragestellung

Die Vorarbeiten zur vorliegenden Dissertation \Biberthaler et al.konnten zeigen, dass
Patienten, die an den Folgen der posttraumatisichemundysfunktion versterben, spezifische
MRNA-Expressionsmuster in im peripheren Blut zirkdnden Monozyten zeigen [14].

In dieser Studie konnte mittels einer genomweitemalpse der mRNA-Expression in
Monozyten polytraumatisierter Patienten demongtnwegrden, dass verstorbene Patienten
eine signifikant erhdhte Aktivierung von Signaltsdnktionsnetzwerken zeigen, die zur
Aktivierung des Transkriptionsfaktors c-Jun fuhr&s existieren also deutliche Hinweise,
dass c-Jun entscheidend in die Pathogenese detraposatischen Immundysfunktion
involviert ist. Es ist allerdings bekannt, dassnskaibierte RNA nicht zwangslaufig
entsprechend in Protein umgesetzt wird. Lediglicbtétn ist aber auch pathophysiologisch
wirksam.  Zusatzlich missen die meisten  Signaltrakisohsproteine  und
Transkriptionsfaktoren phosphoryliert werden, uroldigisch aktiv zu sein [58]. Um die
Bedeutung des Ergebnisses einer erhohten Expregsior-Jun auf mRNA-Ebene korrekt
einschatzen zu kénnen, war daher eine Bestimmuntatigichlichen Menge an aktiviertem,
d.h. phosphoryliertem, c-Jun-Protein notwendig. @gsaufig ergibt sich auch die Frage,
welche Faktoren fur die Aktivierung von c-Jun veveortlich sind. Wie oben dargelegt, ist
bekannt, dass die MAP-Kinasen p38 MAPK und JNK rc-dktivieren. Ein weiteres Ziel der
vorliegenden Arbeit war daher, zu untersuchen, olgchaSignaltransduktionselemente
upstream von c-Jun abhangig von klinischen Paramegdtiviert werden und somit
phosphoryliert vorliegen. Aus den dargelegten (Hsprrhgen ergaben sich folgende

Fragestellungen:
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Existiert eine zeitliche Dynamik in der Konzenipat der aktivierten Form des
Transkriptionsfaktors c¢-Jun und der MAP-Kinasen pB8d JNK in Monozyten

polytraumatisierter Patienten?

Korreliert die Menge an aktiviertem c-Jun und &tivéerter p38 MAPK und JNK in

Monozyten polytraumatisierter Patienten mit klitnen Parametern?

Lasst sich ein funktioneller Zusammenhang zwisath@nAktivierung von c-Jun und der

der Menge an aktivierter p38 MAPK und JNK herstelle
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3. Patienten und Methoden

3.1 Studiendesign

Die vorliegende Studie wurde unter dem Aktenzeidb&2/00 von der Ethikkommission der
Universitdt Minchen genehmigt. In die Studie eiohisssen wurden Patienten, die mit
einem Polytrauma, dessen Schwere eine Einstufualy mgury Severity Score [8] von 16
Punkten und mehr rechtfertigte, den SchockraumGierurgischen Klinik (Innenstadt) der
Universitat Minchen erreichten. Eine weitere Vosatgung fur den Einschluss in die Studie
war, dass die Patienten den Schockraum innerhalh 96 Minuten nach dem
Traumazeitpunkt erreichten. Verstarb der Patientiinalb von 24 Stunden nach Trauma,
wurde er aus der Studie ausgeschlossen.

Ausschlusskriterien waren Alter unter 18 Jahrenhwimgerschaft und penetrierendes
Trauma. AuBerdem wurden keine StrafgefangenensererStudie aufgenommen.

Ziel der Studie war es, die intrazellularen Meckareén der generalisierten Stoérungen des
Immunsystems, die nach schwerem Trauma auftretenynzersuchen. Endpunkt unserer
Studie war das Uberleben 90 Tage nach dem Trauma.

Aufgrund der Schwere ihrer Verletzungen und der itl@mhergehenden Intubation und
Analgosedierung waren die Patienten zuné&chst micldler Lage, in die Teilnahme an der
Studie einzuwilligen. Daher wurde die Einverstasdrklarung von den Patienten eingeholt,
sobald sie dazu wieder in der Lage waren. Gegelfmieewurde das Einverstdndnis von den
Angehdrigen oder Betreuern der Patienten gegeben.

Zu sechs Zeitpunkten wurde den Patienten Blut atigemen, zumeist aus arteriellen
Kanilen. Zu diesen Zeitpunkten wurden die Blutemtn@n durchgefuhrt: direkt nach

Aufnahme in den Schockraum (0 Stunden) und jew&il$2, 24, 48 und 72 Stunden nach
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dem Zeitpunkt des Traumas. Fir die vorliegende iAvkaerde den Patienten insgesamt 40 ml
Blut abgenommen. Hierfir wurden 4 Probenrohrchankigna BD Diagnostics (Franklin
Lakes, NJ, USA) a 10 ml Fassungsvermdgen mit jewB# mg Ethylendiamintetraacetat
(EDTA) zur Antikoagulation verwendet. Das entnomm&tut wurde direkt im Anschluss an
die Abnahme im Chirurgischen Forschungslabor daru@ischen Klinik (Innenstadt) der
Universitat Minchen weiterbearbeitet.

Teil der vorliegenden Studie war es auch, durch Aliswertung der Patientenakten eine
Vielzahl klinischer Parameter zu erfassen. Dazutedldemographische Daten des Patienten
wie Alter und Geschlecht, das Verletzungsmusteratengsdaten wie FO und
Beatmungsdricke und Labordaten wie der Hamoglobinwdie Konzentration an C-
reaktivem Protein, usw. Aus diesen Angaben wurdedem Abnahmezeitpunkt der Multiple
Organ Failure Score nach Goris et al. berechnet [Fid Multiorganversagen liegt nach
diesem Scoringsystem vor, wenn ein Punktwert ¥oA Punkten erreicht wird. Auf ein
einzelnes Organsystem bezogen, liegt bei einemoxdgeten Wert von 1 Punkt eine
Dysfunktion des Organsystems vor, bei einem Wen 2o0Punkten ein Organversagen.
AulRerdem wurde die Anzahl der transfundierten Badpkte erhoben.

Des Weiteren wurde detailliert der Injury Seveftgore berechnet [8]. Zwar hat eine kirzlich
erschienene Arbeit voHarwood et al.gezeigt, dass der ISS dem New Injury Severity &cor
(NISS) in Bezug auf die Vorhersage der Mortalitateulegen ist [48]. Dennoch wurde in
dieser Studie der ISS verwendet, da dieses Sc&ystem im Moment noch weiter verbreitet
ist und daher eine Vergleichbarkeit der Ergebnmgeanderen Studien eher gegeben ist. Die
Berechnung des ISS erfolgte nach dem Handbuch dsodfation for the Advancement of
Automotive Medicine [23]. Hierzu wird der Korper sléverletzten in folgende sechs
Regionen unterteilt: Kopf/Hals, Gesicht, Thorax,damen und Becken, Extremitdten und

Beckengurtel sowie Haut. Die Verletzungen des Retirewerden zunachst den anatomischen
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Regionen zugeordnet. AnschlieRend wird die SchwlereVerletzung nach de&bbreviated

Injury Scale(AlS) quantifiziert [42]. Zu den einzelnen Stufeer d\IS siehe Tabelle 2.

Tabelle 2: Stufen de&sbbreviated Injury Scal@AlS)

AlIS-Stufe | Schweregrad der Verletzung

Keine Verletzung
Gering

Moderat

Ernst

Schwer

Kritisch

Nicht Gberlebbar

AR IWIN|IFP O

Anschlie3end wird der héchste AlS-Wert jeder anaohen Region bestimmt. Die héchsten
drei AIS-Werte aller Regionen werden anschlieRamatigert. Die Addition der Quadrate der
AlIS-Werte ergibt deninjury Severity ScorgISS). Ein Beispiel fur die 1SS-Berechnung

anhand des Patienten 1 dieser Studie zeigt Tabelle

Tabelle 3: Beispiel einer ISS Berechnung

Anatomische Region Verletzung Al$S Al ISS
Kopf/Hals Bilaterales intrakranielles Hamatom 5 2b 25
Subdurales Hamatom 4 16
Gesicht Keine Verletzung 0 0
Thorax Hamatopneumothorax beidseits 4 16 16
Lungenkontusion einseitig 3 9
Abdomen/Becken Ruptur der A. iliaca interna 4 16 16
Kontusion von lleum und Jejunum 2 4
Nierenkontusion 2 4
Extremitaten/BeckengurtelFemurfraktur rechts 3 9
Tibiafraktur rechts 2 4
Fraktur von Acetabulum, Os sacrum 2 4
und Os pubis
Haut Keine Verletzung 0 0
57
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3.2 Separation von Monozyten

Direkt nach der Blutabnahme im Schockraum oderdaufintensivstation wurden aus dem
gewonnenen EDTA-Vollblut die Monozyten extrahiert.

Hierzu war es zunachst notwendig, die enthaltengthEzyten zu lysieren. Um dies zu
erreichen, wurden je 10 ml Blut mit 40 ml Erylysépu aufgefillt und fir 10 — 15 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Der Erylysepuffeztesich wie folgt zusammen: zu 1000 ml
Aqua destillata wurden 10,375 g NE, 1,25 g KHCQ sowie 2,25 ml 5% EDTA-LOsung
zugegeben. Hierauf folgte eine Zentrifugation desn{ches fur 10 Minuten bei 450 g und
20° C. Nach AbgielRen des Erylysepuffers verbliebZllpellet. Durch erneutes Auffillen
mit jeweils 5 ml Erylysepuffer, Schwenken und Alifg@ sollten etwaige verbliebene
Erythrozyten zerstért werden. AbschlieRend wurden Rellets durch Auffullen mit 5 ml
phosphate buffered saline (PBS)-Puffer und ernéiiéninitige Zentrifugation bei 450 ¢
und 20° C nochmals gewaschen. Die Bestandteild&SsPuffers (pH 7,4) waren: 1000 ml
Aqua destillata, 0,25 g KCI, 10g NacCl, 1,8g,NRQ,, 0,3g KHPQ,, sowie 2,25 ml 5%
EDTA-LGsung.

Die entstandenen Zellpellets wurden mit 500 pl FB&er resuspendiert und das Volumen
der Zellsuspension wurde durch mdglichst genaue&zighen mit einer 1000 pl-Pipette
bestimmt.

10 ul der Zellsuspension wurden anschlieBend imh&gris 1 : 1000 mit PBS-Puffer
verdunnt. 10 pl der Verdinnung wurden auf eine MMeeb-Zahlkammer gegeben und die
Zellen wurden unter dem Mikroskop ausgezahlt. Aes sb ermittelten Zellzahl pro pl
Suspension und dem Gesamtvolumen der Zellsuspeksiome die in der Zellsuspension
enthaltene Gesamtzellzahl berechnet werden. Areftdrid wurde die Gesamtzellzahl auf 1,5

x 1¢ Zellen standardisiert. Die tiberschiissigen Zellerdem bei — 80° C konserviert.
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Ziel des néachsten Schritts war es, aus der leulicayt Zellsuspension die Monozyten zu
isolieren. Hierzu wurde das sogenanntegnetic cell separation(MACS)-Verfahren
verwendet. Prinzipiell wird bei MACS-basierter ZAelparation die gewilnschte
Zellpopulation mit superparamagnetischen Partiketngenannten Microbeads, markiert, die
auf der Oberflache Antikorper tragen, die gegen dim die Zielzellpopulation
charakteristisches Antigen gerichtet sind. Im Fald@ Monozyten handelt es sich bei dem
charakteristischen Antigen uotuster of differentiation(CD) 14. Die markierenden Partikel
sind lediglich 50 nm grof3 und nicht biologisch akgo dass sie nachfolgende Experimente
mit den gewonnenen Zellen nicht stéren.

Fur die in der vorliegenden Dissertation beschmnelnevVersuche wurde das MiniMACS-Cell-
Separation-System der Firma Miltenyi Biotec, Berhissladbach verwendet. Dieses System
hat seine Leistungsfahigkeit in Bezug auf die Reintler separierten Zellfraktion wiederholt
unter Beweis gestellt [70]. Es hat inzwischen seiiiéeg von der Forschung in die Klinik
gefunden und findet unter dem Namen CIliniMACS damivendung, wo Zellpopulationen
aus Vollblut isoliert werden mussen, z.B. im Beheider Stammzelltransplantation zur
Behandlung der Leukdmie [32]. Das fiur diese Disdent verwendete
Monozytenisolationsprotokoll ist fir Vorarbeiten semer Arbeitsgruppe in Bezug auf die
Reinheit der gewonnenen Monozytenfraktion mit Hiuten anti-CD14-Farbung zytometrisch
validiert worden. Die Reinheit der Monozytenfraktiag in diesen Versuchen mit gesunden
Personen bei 87% +3 (n=3, Durchschnitt + SEM) [14].

Zu der erythrozytendepletierten Zellsuspension emrdm nachsten Schritt 300 pl der
kommerziell erhéltlichen,anti-human CD14 MicroBeads“der Firma Miltenyi Biotec,
Bergisch-Gladbach (Katalognummer 130-050-201), dgefiigt. Der fur die Microbeads
verwendete AntikOrper war vom Isotyp Maus IgG2ag ddlonnummer wird von der

Herstellerfirma nicht angegeben. Das Volumen desdiing aus Zellsuspension und
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Microbeads wurde mit PBS auf 1500 ul aufgefulltséhlie3end erfolgte eine Inkubation der
Zellen mit den Microbeads fir 15 Minuten bei 4°Nlun wurde die Zellsuspension in zwei
Portionen aufgeteilt und auf zwei MACS-Saulen gegelDie Saulen wiederum wurden in
Separatoren eingebracht. Hierbei handelt es sichGamite, die mit starken permanenten
Magneten ausgeristet sind. Mit den magnetischecroldéads markierte Zellen bleiben
aufgrund des Magnetfeldes im Filter der Saule hanten alle nicht markierten Zellen zu
entfernen, wurde die Saule im Magnetfeld dreimakt w00 pl PBS-Puffer gespdlt.
Anschliel3end wurde die Saule aus dem Magnetfeli@ramtund die Monozyten wurden mit
zwei Mal 1000 pl PBS-Puffer aus der Saule ausgespl

Abschlie3end wurde die Zahl der gewonnenen Monozyteer dem Mikroskop mit Hilfe der

Neubauer-Zahlkammer bestimmt und dokumentiert

3.3 Isolierung nukleéren Proteins

Nach erfolgreicher Isolierung der Monozyten wurde machsten Schritt die cytosolische
Proteinfraktion der Zellen von der nuklearen Fraktyetrennt.

Zunachst wurde die im vorherigen Schritt gewonndie@ozytensuspension bei 450 g fur 10
Minuten zentrifugiert und der Uberstand abgegosBas. verbleibende Zellpellet wurde mit
250 pl eines speziellen Puffers resuspendiert tindl® Minuten auf Eis inkubiert. Dieser
Puffer wurde auf folgende Weise hergestellt: 5 ndl kM 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)- ethansulfonsaure (HEPES), 1 ml 10 #®&®1 und 10 ml 0,1 M EDTA wurden
zu einem Basispuffer vermischt. Zu 10 ml diesesidpadfers wurden 10 pl 10 mM
Dithiothreitol (DTT), 40 ul 1 mM Phenylmethylsulfgiiuorid (PMSF), 40 pl NP-40 und
100 ul eines Proteaseinhibitorkomplexes zugegdbenProteaseinhibitorkomplex wurde aus

folgenden Inhaltsstoffen hergestellt: 10 mg Antipégeldst in 2 ml Aqua destillata), 10 mg
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Aprotinin (gel6ést in 0,8 ml Agua destillata), 10 nigeupeptin (gelost in 0,8 ml Aqua
destillata), 1 mg Pepstatin (gel6st in 0,125 ml Agiestillata), 15 mg Bestatin (gelost in 1,5
ml Methanol), 8 mg Phosphoamidon (gel6st in 2 mitidaol) und 50 mg Trypsininhibitor
(geldst in 2 ml 50% Methanol).

Durch das in dem Puffer enthalte NP-40, ein Detesge/urde die Phospholipidmembran der
Zellen zerstort und die Zellinhalte freigesetzte Diuklearen Membranen bleiben hierbei
zunachst weitgehend intakt. Durch weitere Inhaifést des Puffers wie den
Proteaseinhibitorkomplex wurde verhindert, dassfidigesetzten Proteine abgebaut werden
oder anderweitig beschadigt werden.

Anschlie3end wurde die Zellsuspension in Eppenédéfge Uberfihrt und fur finf Minuten
bei 4° C und 1400 g zentrifugiert. In den erhaltederstanden befand sich die cytosolische
Proteinfraktion. Die Uberstande wurden bei — 8Ggi@jefroren.

Die verbliebenen Pellets stellten die nukledre fwakdar. Sie wurden mit 100 pl eines
weiteren Puffers resuspendiert. Dieser Puffer waafefolgende Weise hergestellt: 10 ml 20
mM HEPES (pH 7,9), 8 ml 0,4 M NaCl und 0,2 ml 1 mBDTA wurden vermischt.
AnschlieRend wurde die entstandene Suspension SUMibuten auf einem Vortexgerat
gelagert. Dieser Schritt diente der mechanischenrst@®ing der verbliebenen
Zellkernmembranen und somit der Freisetzung deteéatdn Proteins. Die Eppendorfgefalie
mit der Suspension des nukleédren Proteins wurdenbmi — 80 ° C gelagert. Mit den

nuklearen Proteinen wurden die weiteren Experimduatehgefiihrt.

3.4 Phosphoprotein — Messung

Aus den oben aufgefuhrten Grinden haben wir unsdiérvorliegende Arbeit fur die

Messung von drei Proteinen entschieden. Hierbaldlaes sich um c-Jun, JNK und die p38
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MAP-Kinase. Diese Proteine wurden in ihrer phosphenten, d.h. aktivierten Form
gemessen.

Die Messungen der Phosphoproteinkonzentrationen demur am Institut  for
Laboratoriumsmedizin, Klinische Chemie und Molekal®iagnostik der Universitat Leipzig
durchgefuhrt.

Zur Messung der Menge der in den nukledren Probdrakenen Phosphoproteine wurde das
kommerziell erhéltliche Bio-Plex Phosphoprotein éxtion-System der Firma Bio-Rad,
Hercules, CA, USA benutzt. Das Bio-Plex-System wubereits mehrfach in aufwandigen
Studien benutzt, beispielsweise in einer Arbeitribme mogliche Gentherapie fur das
Pankreaskarzinom [77].

Dem Bio-Plex-System liegt die Luminex-Technologike von der Firma Luminex Corp.,
Austin, TX, USA an die Firma Bio-Rad lizenziert @jrzugrunde. Hierbei handelt es sich um
eine Form des Immunoassays. Immunoassays sindianhg/Verfahren, die benutzt werden,
um Zielmolekile in komplex zusammengesetzten Praota@mzuweisen [59]. Immunoassays
wurden erstmals voBersonund Yalowim Jahre 1959 beschrieben, damals in Form eines
Radioimmunoassays, der zum Nachweis von humanemininmadioaktives lod-131 benutzte
[147]. Im Gegensatz dazu benutzt die Luminex-Tetdgie spharische Partikel, die speziell
eingefarbt sind und an Antikérper gekoppelt sirmfjemannte Beads, und Fluoreszenzmarker,
um die Zielmolekile sichtbar zu machen.

Die gegen das Zielmolekul gerichteten Antikbrperdea kovalent an die Beads gebunden.
Alle Reaktionen finden auf der Oberflache der Bestd#t. Die Beads haben fir jedes einzelne
Zielmolekul eine unterschiedliche spezielle Farhutig sich aus einer Mischung aus roten
und orangefarbenen Fluoreszenztonen zusammeri3atntt wird erreicht, dass verschiedene
Zielmolekile in einem einzigen Ansatz gemessen grekbnnen. Nachdem die Antikorper

auf den Beads das gewulnschte Molekil gebunden habehein fluoreszenz-markierter
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Nachweisantikdrper zugegeben. Dieser bindet anBkaud-Zielmolekilkomplex. Es bildet
sich ein so genannter ,Sandwich“-Immunkomplex, @amddas Zielmolekil von den beiden
Antikérpern umschlossen wird. AnschlieRend wird dersatz in einem Flow-Cytometer
gemessen. Das Gerat registriert auf einem Kanaltelsiteines Lasers, der die
Fluoreszenzfarbstoffe anregt, die Farbung des Beadkann damit das gebundene Molekl
identifizieren. Auf einem zweiten Kanal wird durchinen Laser unterschiedlicher
Wellenlange die Intensitat der Nachweisfluoreszgemessen. Damit ist eine Aussage Uber
die Quantitdt des an die Beads gebundenen Zielrisletoglich [59, 138, 145]. Zur
Veranschaulichung des Prinzips der Luminex-Teclgielsiehe Abbildung 3.

Die verwendeten Luminex-Kits wurden von der Firma-Bad auf Bestellung angefertigt
(Artikelnummer X700006400). Es handelte sich dalm sogenannte ,3-plex*-Kits, mit
denen drei verschiedene Phosphoproteine in einesatArdetektiert werden kénnen. Die in
den Kits verwendeten Antikorper wurden von der Rir@ell Signaling Technologies,
Beverly, MA, USA zugeliefert. Weitergehende Infotioa wie der Isotyp oder die
Klonnummer der verwendeten Antikorper werden von Eiema Bio-Rad als vertraulich
betrachtet und nicht angegeben. AufRerdem wurdeRlasPlex Phosphoprotein Detection
Reagent Kit* der Firma Bio-Rad (Artikelnummer 1704804) verwendet. Dieser Kit enthielt
Assaypuffer (Artikelnummer 9-704160), WaschpuffeArtikelnummer 171-304550),
Antikorperverdiinnungslésung (Artikelnummer 9-7041165 Resuspensionspuffer
(Artikelnummer 9-704166) und 100X Streptavidin-PA&rtikelnummer 171-307020). Die
genaue Zusammensetzung dieser Reagenzien wird \@steler als vertraulich eingestuft

und nicht an den Endkunden herausgegeben.
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Current Opinion in Themical Biclogy

Abbildung 3: Prinzip der Luminex-Technologie

a) Gegen das Zielmolekil gerichtet Antikdrper werde charakteristisch gefarbte Beads gebunden
b) Die verschiedenen Beads werden in einen Ansatdem Analyt und

¢) fluorenszenzmarkierten Nachweisantikdrpern irnduib

d) Es bilden sich Sandwichimmunkomplexe, die nsttel

e) eines Flowcytometers identifiziert und quanigfiz werden.

Aus Joos et. al. [59]

Die Messungen fanden auf Platten mit 96 Vertiefong® genannten ,wells” statt. Fur die
Experimente wurden Filterplatten verwendet, diedsuben, durch Anlegen eines Vakuums,
die Flussigkeit aus den wells zu entfernen, wahokadreststoffe zurtickgehalten werden. Bei
dem verwendeten Vakuumgerét handelte es sich unB@rPlex suspension array system®-
Gerat des Herstellers Bio-Rad. Zur VorbereitungFkerplatten fir das Experiment wurden
zunéchst alle verwendeten wells auf der Filterplatit 100 pl Waschpuffer geftllt und die
Flissigkeit mit dem Vakuumgerat abgesaugt. Des é&h&it wurden die vom Hersteller
gelieferten an Beads gekoppelten Antikérper im ¥éris 1 : 50 mit Waschpuffer verdinnt.

Nun wurden zunachst 50 pl des verdinnten Beadaseajsdes well gegeben und die
Flissigkeit abgesaugt. AnschlieBend folgten zweisdNachritte. Hierfir wurden alle

verwendeten wells wieder mit 100 pl Waschpuffeiiietind die Flussigkeit mittels Vakuum
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abgesaugt. Im néchsten Schritt wurden 50 ul defedudn Proteinsuspension in die wells
gegeben. Dieser Ansatz wurde nun Uber Nacht bemRamperatur im Dunkeln inkubiert.
Nach erfolgter Inkubation wurde die Flussigkeitien wells per Vakuumfiltration abgesaugt,
gefolgt von drei Waschschritten. Als nachstes wumkr vom Hersteller gelieferte
Nachweisantikdrpermix im Verhaltnis 1 : 25 mit Addirperverdiinnungslosung verdinnt.
Diese Antikérpermischung enthielt drei verschiedbiwinylierte sekundare Antikorper, die
jeweils gegen Epitope eines der drei Zielmolekjgeichtet waren. Von der verdiinnten
Nachweisantikdrperlésung wurden je 25 ul in dielsvgegeben. Es folgte eine 30-minutige
Inkubation. Nach erneuter Vakuumfiltration wurdene dPlatten drei Waschschritten
unterzogen. Zur Vorbereitung des nachsten Schviitsle die vom Hersteller gelieferte 100X
Streptavidin-PE-L6sung im Verhéltnis 1 : 100 mit S®lapuffer verdiinnt. Streptavidin war in
dieser Losung mit Phycoerythrin (PE), einem Flupeezfarbstoff, konjugiert. Streptavidin-
PE bildet sehr starke Bindungen mit Biotin [75]. D& Nachweisantikérper biotinyliert
waren, band das fluoreszenzmarkierte Streptavidirdia Nachweisantikdrper. Auf diese
Weise konnten die Nachweisantikdrper vom Flow-Cydtan registriert werden. 50 pl der
verdinnten Streptavidin-PE-L6sung wurden nun in diells gegeben. Es folgte eine
Inkubation von 10 Minuten. Um Uberschissiges Sarepin-PE zu entfernen wurden im
Anschluss jeweils 100 pl Resuspensionspuffer invgklls gegeben und die Flussigkeit mit
Hilfe des Vakuumgerats abgesaugt. Dieser Schrittdevudrei Mal wiederholt. Nach
abschlieiender Zugabe von 125 pl Resuspensionspufte 30-sekiindiger Inkubation war
der Ansatz bereit zur Datenakquirierung.

Hierftir wurden ein Luminex 100-Gerat des HerstslBio-Rad, Hercules, CA, USA, und die
mit dem Geréat gelieferte Software verwendet. Ditedvor die Platten in das Gerét gegeben

wurden, wurden die Platten fur 30 Sekunden auf\@nexgerat gegeben, um die Beads
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gleichmafig im Analysat zu verteilen. Die resultredten Daten wurden von dem Geréat

zunachst im Microsoft Excel-Dateiformat gespeichert

3.5 Statistische Analyse

Zur statistischen Analyse der wurden die gewonndbaten aus der Exceldatei mit den
Rohdaten in das Programm SigmasStat in der Versiré& Firma Systat Inc., Chicago, IL,
USA transferiert. Bei allen angewendeten statisésc Verfahren wurde p< 0,05 als
statistisch signifikant gewertet. Die graphischdb®ueitung der Daten erfolgte mit Hilfe des
Programms SigmaPlot 8.0. In den graphischen Darsggn reprasentieren alle angegebenen
Werte die durchschnittliche Fluoreszenzintensithg in MESF-Einheiten angegeben ist.
MESF steht fiumolecules of equivalent soluble fluorochroph#5]. Alle angegebenen Werte
stellen die durchschnittliche Fluoreszenzintensitét den standard error of meann der
jeweiligen Gruppe dar.

Zunachst wurden die Durchschnittswerte der Phogpi®pmenge zu den sechs
Abnahmezeitpunkten ermittelt. Auf diese Weise kenntder Verlauf der
Phosphoproteinmenge im gesamten Patientenkolléikter den Beobachtungszeitraum von
72 Stunden beurteilt werden.

AnschlieBend wurde geprift, ob zwischen den seclwmaAmezeitpunkten statistisch
signifikante Unterschiede feststellbar waren. Dae dermittelten Messwerte nicht
normalverteilt waren, kam ein nicht-parametrischiestverfahren, die Kruskal-Wallis one-
way analysis of variance, zum Einsatz. Hierbei wardlen einzelnen Werten Range
zugeordnet und anschliel3end die statistischen Beoegen durchgefuhrt [40]. Mit Hilfe

dieses Verfahrens wurden die sechs Gruppen mitganarerglichen.
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Im nachsten Schritt wurden die Patienten anhaner ikiinischen Merkmale in dichotome
Gruppen eingeteilt. Bei diesen Parametern hanésltsich um das Uberleben des Patienten,
die Verletzungsschwere sowie die Menge an Ubemege&rythrozytenkonzentraten (EKSs).
Bei einer deskriptiven statistischen Analyse deteDavurde festgestellt, dass der mediane
ISS-Wert im Patientenkollektiv 34 Punkte betrageder mediane Wert wurde als die Grenze
fur die dichotome Aufteilung des Patientenkollektiyewahlt. Folglich wurden die Patienten
in zwei Gruppen eingeteilt, eine mit ISB4, die andere mit ISS > 34.

Bezlglich des Transfusionsbedarfs wurden gema®edgnition der Deutschen Gesellschaft
fur Unfallchirurgie alle Patienten, die zehn EKsdumehr erhalten hatten, in die Gruppe
massentransfundierter Patienten eingeteilt [53].die Gruppe der Patienten, die keine
Massentransfusion erhalten hatte, wurden die Ratiegsingeteilt, denen neun oder weniger
EKs Ubertragen worden waren.

Auch die auf diese Weise aufgeteilten Messwertemwaicht normalverteilt. Daher wurde ein
weiteres nicht-parametrisches Testverfahren, demMahitney-U-Test, benutzt, um jeweils
die beiden Gruppen miteinander zu vergleichen [AQEh bei diesem Test handelt es sich

um ein rangbasiertes Verfahren, bei dem den eiamdifiesswerten innerhalb der Gruppe
Réange zugewiesen werden. Im Gegensatz zur Krusk#lis/dne-way analysis of variance,

die die Analyse mehrerer Gruppen erlaubt, kanriviiam-Whitney-U-Test aber nur zum
Vergleich von zwei Gruppen herangezogen werdererEberblick tiber das Design der

Studie gibt Abbildung 4.
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Abb. 4 Ubersicht iber das gesamte Studiendesign
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4. Ergebnisse

4.1 Klinische Daten

Insgesamt wurden 37 Patienten, 22 mannliche undelldiche, in die Studie eingeschlossen.
Damit waren 59,4% der Patienten mannlich, 40,5%ewareiblich.

Sieben Patienten verstarben innerhalb der follovirepode von 90 Tagen, 30 Patienten
Uberlebten. Der Anteil an verstorbenen Patientérugesomit 18,9%.

Das durchschnittliche Alter aller Patienten betd4gl Jahre mit einer Standardabweichung
von 15,2 Jahren. Die Patienten waren zwischen ti88drjahre alt.

Die mittlere Verletzungsschwere, quantifiziert telg Injury Severity Score (ISS), betrug im
35,1 £ 2,5 Punkte (Mittel £ Standard error of meavgbei die Werte im Bereich zwischen 17
und 66 Punkten lagen.

In der Gruppe mit ISS 34 Punkten befanden sich 21 Patienten, in der g&rupit ISS > 34
Punkten 16 Patienten.

Bei allen Patienten der Studie lag zu mindestensneider sechs Abnahmezeitpunkt ein
MOF-Score von > 4 Punkten vor. Per definitionembist einem Wert von > 4 Punkten ein
Multiorganversagen gegeben [72]. Eine Auswertung Daten anhand des Kriteriums
Multiorganversagen war daher nicht méglich.

16 Patienten bendtigten eine MassentransfusionDinchschnitt erhielten die Patienten
dieser Gruppe 29,4 = 3,5 ErythrozytenkonzentratettéM + SEM). Die Menge an
transfundierten Erythrozytenkonzentraten lag in demuppe der Patienten, die eine
Massentransfusion erhalten hatten, zwischen 13%8riinheiten.

21 Patienten erhielten weniger als zehn EKSs. Isati&ruppe wurden durchschnittlich 5,1 +
0,8 Einheiten (Mittel + SEM) transfundiert, wobevischen 0 und 9 Erythrozytenkonzentrate

Ubertragen wurden. 1 EK entspricht einer Menge3@hml Blut.
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Die demographischen und klinischen Daten, die digeRten naher charakterisieren, sind in

Tabelle 4 aufgefiuhrt.
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Tabelle 4: Klinische Merkmale der Patienten

Nummer

Verletzungsmuster

Geschlecht

Alter

Verstorbe

ISS

Massentransfusion

1

Schadelhirntrauma (SHT) mit bilateralem intrakedem und
subduralem Hamatom, Lungenkontusion, Hamatopnetorenth
beidseits, Ruptur der A. iliaca interna, Kontusiam lleum und

Jejunum, Nierenkontusion, Fraktur von Acetabulurs.s@crum ung

Os pubis, multiple Frakturen beider unteren Exttétan

Mannlich

34

Nein

57

Ja (53 EKs)

Dislozierte Halswirbelkorper (HWK)- Fraktur mibkplettem
Querschnittssyndrom, weitere multiple HWK-Fraktyreeidseitige

Lungenkontusionen

Weiblich

39

Nein

45

Nein (9 EKS)

SHT mit bilateralem subduralem Hamatom, Lungehksion,
Pneumothorax mit Rippenserienfraktur, Milzruptur,
Acetabulumfraktur, Beckenfraktur, Ruptur eines &wistes der A|

iliaca communis, Humerusfraktur

Weiblich

32

Nein

66

Nein (6 EKS)

Komplexe Femurfrakturen beidseits, einseitig mffeuptur der V.

femoralis, weitere Weichteilverletzungen

Weiblich

63

Ja

21

Ja (14 EKs)

Beidseitige Lungenkontusionen, Milzruptur, Femaktur

Mannlich

62

Nein

27

Nein (9 EKSs)

SHT mit epiduralem Hamatom und Subarachnoidalbiyt
Schéadelfraktur, Lungenkontusion rechts, LWK-Fra&tyr

Scapulafraktur

Mannlich

51

Nein

29

Nein (9 EKSs)
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Fortsetzung Tab. 4: Klinische Merkmale der Patiente

Nummer

Verletzungsmuster

Geschlecht

Alter

Verstorbe

ISS

Massentransfusion

7

SHT mit subduralem Hamatom und Hirnédem, Fra#tes Axis,
Lungenkontusion mit Rippenfrakturen, Ruptur despdragma,
Nierenruptur mit schwerer Gefal3verletzung, Lebdtuim zwei
Segmenten, Milzruptur, komplexe Beckenfraktur netddligung

von Os pubis und Os ischiadicum, multiple LWK-Frakn

Weiblich

48

Ja

50

Ja (32 EKs)

SHT mit subduralem Hamatom, SubarachnoidalbluturgyFraktur
der Schadelbasis, dislozierte HWK-Fraktur mit Qcletsg des
Ruckenmarks, beidseitige Lungenkontusionen mit Rodliorax
links und Rippenfrakturen, Myokardkontusion, Milptur,
Pankreaskontusion, komplexe und offene Frakturemleren
Extremitat, Beckenfraktur mit Beteiligung von Adetdéum und Os
pubis

Weiblich

25

Nein

50

Nein (9 EKS)

Schweres SHT mit traumatischer Subarachnoidalbtutind
intracerebraler Blutung, Hamatothorax beidseitsysre

Verletzung der Mesenterialgefal3e, Frakturen vonufemd Tibia

Mannlich

57

Nein

57

Ja (29 EKs)

10

Schweres SHT mit beidseitigem subduralem Hamatom
Subarachnoidalblutung und Impressionsfraktur,

Hamatopneumothorax mit Rippenserienfraktur, Lelnu

Weiblich

51

Ja

45

Ja (17 EKs)
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Fortsetzung Tab. 4: Klinische Merkmale der Patiente

Nummer Verletzungsmuster Geschlecht Alter| Verstorbe | ISS | Massentransfusion
11 Rippenserienfraktur, LWK-Fraktur, Amputation dieken unteren| Mannlich 39 Nein 17 Ja (23 EKs)
Extremitat
12 Schweres SHT mit subduralem Hamatom, Subaradalbdtutung | Weiblich 42 Nein 41 Nein (5 EKSs)
und Hirnddem, beidseitige Lungenkontusionen, Fraktules
Unterarms
13 HWK-Fraktur, LWK-Frakturen, komplexe Beckenfraikt Mannlich 40 Nein 29 Nein (2 EKSs)
Pilon-tibiale-Fraktur
14 Becken- und Femurfrakturen, retroperitonealen&tém, schwere, Weiblich 71 Ja 20 Ja (28 EKS)
Schnittverletzung der Kopfschwarte
15 SHT mit subduralem Hamatom und Contusio cerbbrdseitige | Mannlich 18 Nein 36 Nein (6 EKSs)
Lungenkontusionen
16 Spannungspneumothorax, Lungenriss, multipletérak der Mannlich 32 Nein 34 Nein (9 EKSs)
unteren Extremitat
17 SHT mit subduralem Hamatom, Subarachnoidalbtutund Weiblich 51 Ja 43 Ja (15 EKs)
Hirnédem, Hamatopneumothorax, beidseitige Femuidrak
18 Lungenkontusion, Hamatopneumothorax mit Rippeésisieaktur, | Mannlich 49 Ja 24 Ja (38 EKS)

Amputation rechte untere Extremitat unterhalb dege&

Femurfraktur
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Fortsetzung Tab. 4: Klinische Merkmale der Patiente

Nummer Verletzungsmuster Geschlecht Alter| Verstorbe | ISS | Massentransfusion
19 Verschluss der A. cerebri posterior, PneumothdRéss des Mannlich 32 Ja 34 Ja (58 EKS)
Mesenteriums, Aortendissektion, Leberruptur, Res @olon
sigmoideum, Femurfraktur, Tibiafraktur
20 Pneumothorax mit Rippenserienfraktur, Abriss\dagina, Weiblich 28 Nein 34 Ja (39 EKs)
Beckenfraktur, retroperitoneales Hamatom, Femutdirak
Ablederungsverletzung Becken
21 Pneumothorax mit Rippenserienfraktur, subkapssla Mannlich 39 Nein 24 Nein (2 EKSs)
Milzh&dmatom, Humerusfraktur
22 Lungenkontusion, Rippenserienfraktur, Riss desdwteriums, Mannlich 33 Nein 34 Ja (13 EKs)
Devaskularisation des lleums, Humerusfraktur, afé&ibiafraktur
23 Rippenfraktur, Milzruptur, Riss des Mesenteriusriss der Mannlich 37 Nein 42 Ja (44 EKSs)
Urethra, Riss der V. iliaca, Open-book-Beckenfrakiiemurfraktur
24 Lungenkontusion, bilateraler Pneumothorax, Langs, Mannlich 23 Nein 21 Nein (1 EK)
Hamatomediastinum, multiple Frakturen von Brusteikibrpern
25 Galeahdmatom, HWK-Fraktur, Pneumothorax mit Bigakturen,| Mannlich 41 Nein 22 Nein (8 EKSs)
Milzruptur, LWK-Fraktur, multiple Frakturen der wren
Extremitat
26 Beidseitige Lungenkontusionen, Hamatothoraxgeumniss, Mannlich 43 Nein 20 Nein (0 EKSs)

Rippenserienfraktur, Scapulafraktur, Fibulafraktur
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Fortsetzung Tab. 4: Klinische Merkmale der Patiente

Nummer

Verletzungsmuster

Geschlecht

Alter

Verstorbe

ISS

Massentransfusion

27

Schwere Beckenfraktur, retroperitoneales Hamagfamputation
der linken unteren Extremitat unterhalb des Knliternblasenriss,

Riss der Urethra, Riss eines Ureters, LWK-Frakturen

Weiblich

48

Nein

35

Ja (21 EKs)

28

SHT mit intracerebraler Blutung und Schéadeluakfbriss der
Kopfschwarte, HWK-Fraktur, BWK-Fraktur,
Hamatopneumothorax, Pleurariss, Rippenserienfraktultiple
LWK-Frakturen, Beckenfraktur, retroperitoneales téom,
Psoashamatom, Frakturen der oberen ExtremitatjpieuRrakturen

der unteren Extremitat

Mannlich

29

Nein

41

Ja (30 EKs)

29

Bilaterale Lungenkontusionen, Lungenriss, Pnehorax,
Rippenserienfraktur, Leberkontusion, Femurfraktdiene Fraktur
des Radius

Mannlich

51

Nein

29

Nein (6 EKSs)

30

SHT mit cerebellarer Blutung und Schadelkaldttdaur,
Densfraktur, HWK-Frakturen, LeFort Il-Fraktur, Cleulafraktur,
Rippenserienfraktur, Schenkelhalsfraktur

Mannlich

65

Nein

27

Nein (0 EKSs)

31

Dislozierte BWK-Fraktur mit komplettem Quersatssyndrom,
Pneumothorax, Rippenserienfraktur, retroperitorseelli@matom,
LWK-Fraktur

Weiblich

61

Nein

34

Nein (0 EKS)

32

SHT mit Subarachnoidalblutung und Schadelkal&igé&tur, BWK-
Fraktur, LWK-Fraktur, multiple Frakturen der unterextremitat

Weiblich

65

Nein

27

Ja (16 EKs)
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Fortsetzung Tab. 4: Klinische Merkmale der Patiente

Nummer

Verletzungsmuster

Geschlecht

Alter

Verstorbe

ISS

Massentransfusion

33

Schweres SHT mit subduralem Hamatom, Subaradaittitung
und Schadelbasisfraktur, Lungenkontusion, multgeK-
Frakturen, Leberkontusion, Pankreaskontusion, petitoneales

Hamatom

Mannlich

27

Nein

38

Nein (3 EKSs)

34

BWK-Frakturen, Lungenkontusion, Hamatothorax,
Rippenserienfraktur, Leberriss, LWK-Fraktur, Fraktudes
Schultergiirtels und der oberen Extremitéat, Becladadr, Fraktur
der unteren Extremitat, Amputation des linken VB8da

Mannlich

60

Nein

29

Nein (6 EKSs)

35

HWK-Fraktur, Hamatothorax, Rippenserienfraktaultiple
Frakturen der LWS, retroperitoneales Hamatom, Trénfraktur
des Os sacrum, offene Fraktur des linken Unterdaienweitere

multiple Frakturen der unteren Extremitat

Weiblich

35

Nein

36

Nein (8 EKS)

36

Schweres SHT mit epiduralem Hamatom und
Schadelkalottenfrakturen, multiple BWK-Frakturee;Eort 11l —
Fraktur, Orbitabodenfraktur, beidseitige Lungenksidanen,
Pneumothorax, Rippenserienfraktur, Beckenfrakttakfaren des

Schultergirtels und der oberen Extremitat

Mannlich

30

Nein

50

Nein (8 EKSs)

37

Traumatische Perikardtamponade, bilaterale Lnka#gusionen,
Pneumothorax, Milzruptur, BWK-Fraktur

Weiblich

84

Nein

29

Nein (0O EKS)
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4.2 Ergebnisse der p-p38 MAPK-Messung

4.2.1 Zeitlicher Verlauf der p-p38 MAPK-Menge

Um den zeitlichen Verlauf der p-p38-MAPK-Menge zmédteln, wurden die Messwerte aller

37 Patienten zu den sechs Abnahmezeitpunkten géngsiehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: Zeitlicher Verlauf der p-p38-MAPK-Exgssion im gesamten Patientenkollektiv

Dabei zeigt sich zum Zeitpunkt 0 Stunden, d.h.Aanahme in den Schockraum, ein
erster Hohepunkt der Proteinkonzentration. Der Vi&#ltt zum Zeitpunkt 6 Stunden stark ab,
um schlieB3lich zum Zeitpunkt 12 Stunden den Tiekpuder Proteinaktivierung im

Beobachtungszeitraum von 72 Stunden zu erreichem @achsten Abnahmezeitpunkt, 24
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Stunden nach Trauma, ist die Proteinkonzentratigrdi@sem niedrigen Niveau unverandert.
48 Stunden nach Trauma findet sich ein leichtertidgsder Phosphoproteinmenge, der im
zweiten Hohepunkt der gemessenen Phosphoproteim¥2r8junden nach Trauma endet.
Die sechs Abnahmezeitpunkte wurden statistisclelniKruskal-Wallis one-way analysis of

variance verglichen. Dabei ergaben sich keinessisth signifikanten Unterschiede.

4.2.2 Analyse der p-p38 MAPK-Messung anhand defle¥arngsschwere
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Abbildung 6: Verlauf der p-p38-MAPK-Expression itach Verletzungsschwere eingeteilten
Patientenkollektiv

Zu funf von sechs Abnahmezeitpunkten zeigten diee®&n, die in der Gruppe mit ISS34
eingeordnet wurden, héhere Phosphoproteinwert@alenten mit ISS > 34 (siehe Abbildung

6).
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Die p-p38 MAPK-Menge ist zu 0, 6 und 72 Stundeden Gruppe mit niedrigem ISS stark
erhoht, in der Gruppe mit hohem ISS ist sie hingag®er den gesamten Zeitraum von 72
Stunden kaum nachweisbar.

Ein Vergleich der beiden Gruppen mit Mann-WhitneyFekt konnte keine statistisch

signifikanten Unterschiede nachweisen.

4.2.3 Analyse der p-p38 MAPK-Messung anhand dessfusionsbedarfs

Die Gruppe massentransfundierter Patienten zeigllen sechs Abnahmezeitpunkten héhere

Werte als die Gruppe der Patienten, die keine Maissesfusion benotigten (siehe

Abbildung 7).
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Abbildung 7:  Verlauf der p-p38 MAPK-Expression irach Transfusionsbedarf eingeteilten
Patientenkollektiv
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Die Gruppe, die keine Massentransfusion erhaltette haeigt lediglich zum Zeitpunkt O
Stunden eine maRige Erh6hung der Proteinkonzemra#u allen folgenden Abnahme-
zeitpunkten ist nur eine geringe p-p38 MAPK-Mengehweisbar.

Hingegen ist in der Gruppe, die eine Massentrar@iusrhalten hat, zum Zeitpunkt O
Stunden die Phosphoproteinmenge stark erhéht. @chsten Blutentnahme, 6 Stunden nach
dem Unfallzeitpunkt, ist die durchschnittliche Pplagproteinmenge weiter auf dem gleichen
hohen Niveau. In den 12 und 24 Stunden nach Trasmharten Monozyten ist lediglich eine
geringe Aktivitat von p-p38 MAPK feststellbar. Zuteitpunkt 48 Stunden jedoch findet sich
wieder ein erneuter Anstieg der Phosphoproteinmedgen letzten Abnahmezeitpunkt 72
Stunden nach dem initialen Trauma wird wieder ei@md Zeitpunkt null Stunden
vergleichbares hohes Niveau erreicht.

Die statistische Analyse dieser Ergebnisse mittdBsnn-Whitney-U-Test konnte keine

signifikanten Unterschiede zwischen den beiden @gozeigen.

4.2.4 Analyse der p-p38 MAPK-Messung anhand desletbens

Vergleicht man die Messwerte der beiden Gruppdlenfzu mehreren Abnahmezeitpunkten
gravierende Unterschiede in der Phosphoproteinmenggischen den beiden
Patientengruppen auf (siehe Abbildung 8).

Zum Zeitpunkt O Stunden ist die p-p38-MAPK-Konzation in Monozyten verstorbener
Patienten stark erhéht. In Zellen GberlebendereRen hingegen zeigt sich nur eine geringe
Erhdhung der Phosphoproteinmenge. Sechs StundénTmaama ist die Aktivitat der p-38-

MAPK in Zellen verstorbener Patienten weiter starkoht, wahrend Zellen Uberlebender
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Patienten nur noch &auf3erst wenig p-p38-MAPK nackiveei ist. Zu den Zeitpunkten 12

Stunden und 24 Stunden sind die ProteinlevelsithelbePatientengruppen sehr niedrig.
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Abbildung 8: Verlauf der p-p38-MAPK-Expression imach Uberleben eingeteilten Patientenkollektiv
* p < 0,05 Mann-Whitney-U-Test

Zum Abnahmezeitpunkt 48 Stunden ist wieder einehtei Erhdhung der p-p38-MAPK-
Mengein der Gruppe verstorbener Patienten festirstein der Gruppe Uuberlebender
Patienten findet sich diese nicht. 72 Stunden nlech Unfallzeitpunkt ist die Aktivitat der p-
p38 MAPK auch in der Gruppe uberlebender Patiemimder geringfligig erhoht. In der
Gruppe verstorbener Patienten findet sich ebenfati® weiterer Anstieg der
Phosphoproteinkonzentration, dieser ist deutlicegaepragter als der in der Gruppe der

uberlebenden Patienten.
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Der Vergleich der Gruppen zu allen Zeitpunkten esttMann-Whitney-U-Test erbrachte das
Ergebnis, dass zu den Zeitpunkten 48 Stunden (pFD,0nd 72 Stunden (p=0,024) die
Aktivitat von p-p38-MAPK in Zellen verstorbener Ratten statistisch signifikant h6her war

als in Zellen Uberlebender Patienten.

4.3 Ergebnisse der p-JNK-Messung

4.3.1 Zeitlicher Verlauf der p-JNK-Menge

Eine zeitliche Dynamik der p-JNK-Menge ist kaumzawmsachen, die Messwerte schwanken

nur wenig (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9: Zeitlicher Verlauf der p-JNK-Expression gesamten Patientenkollektiv
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Zum Zeitpunkt O Stunden ist Uber den gesamten Bdnbagszeitraum von 72 Stunden die
hdchste Proteinkonzentration festzustellen. Setlnsd8n nach Trauma fallen die Werte
gering ab und verharren zu allen anderen Abnahiperditen in etwa auf diesem Niveau.
Ein Test auf statistisch signifikante Unterschiedeischen den Gruppen mit Hilfe der

Kruskal-Wallis one way analysis of variance verhegativ.

4.3.2 Analyse der p-JNK-Messung anhand der Venhgizschwere

Patienten mit geringerer Verletzungsschwere S®l) zeigen bis auf einen Zeitpunkt — 48

Stunden — hohere p-JNK-Werte als schwerer verl&atenten (ISS > 34) (siehe Abbildung

10).
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Abbildung 10: Verlauf der p-JNK-Expression im naéérletzungsschwere eingeteilten PatientenkoNekti
* p < 0,05 Mann-Whitney-U-Test
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In Zellen geringer Verletzter wurde die hochstet&irkkonzentration im gesamten Unter-
suchungszeitraum zum Zeitpunkt null Stunden nachegmm. Von dort fallt die p-JNK-

Menge kontinuierlich ab, bis zum Zeitpunkt 72 Steimadwo sie wieder mafdig ansteigt.

Der Mann-Whitney-U-Test ergab zu zwei Abnahmezeikpen, 48 und 72 Stunden, einen
statistisch signifikanten Unterschied zwischen demiden Gruppen. Zum Zeitpunkt 48
Stunden war die p-JNK-Menge in der Gruppe mit hémelSS grol3er §D,024), 72 Stunden

nach Trauma war sie hingegen in der Gruppe mitriggetem ISS grol3er §0,024).

4.3.3 Analyse der p-JNK-Messung anhand des Traiosisisedarfs

Die Gruppe der massentransfundierten Patientet zepwei Zeitpunkten, null Stunden und
72 Stunden, eine stark erhdhte p-JNK-Menge. Zuitheigen Zeitpunkten fallen die
Messwerte im Vergleich ab (siehe Abbildung 11).

Die Gruppe der Patienten, die keine Massentrarsiusthalten hatten, zeigt keine Spitzen
der p-JNK-Menge. Die Werte dieser Gruppe sind inrgiéch zur Gruppe, die eine
Massentubertragung von Erythrozytenkonzentratenlterh&atten, niedriger. Dies gilt nicht
fur die Zeitpunkte 12 Stunden und 24 Stunden.

Ein statistischer Vergleich der beiden Gruppen e des Mann-Whitney-U-Tests konnte

keine statistisch signifikanten Unterschiede zwesctlen beiden Gruppen zeigen.
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Abbildung 11: Verlauf der p-JNK-Expression im nalatansfusionsbedarf eingeteilten Patientenkollektiv

4.3.4 Analyse der p-JNK-Messung anhand des Uberiebe

Es zeigt sich, dass in Zellen tGberlebender Patiedie Proteinkonzentration von p-JNK im
gesamten untersuchten Zeitraum von 72 Stunden @drigem Niveau stabil bleibt.
Anderungen der p-JNK-Konzentration in Abhangigkeiin der Zeit zeigen lediglich
Monozyten verstorbener Patienten (siehe Abbilduz)g 1

Bei diesen findet sich zum Zeitpunkt null Stundémeestark erhdhte Proteinkonzentration.
Diese féllt sechs Stunden nach Trauma wieder stiarkBis zum Zeitpunkt 72 Stunden sind
die Messwerte konstant niedrig. 72 Stunden nachuriaafindet sich dann ein starker

Wiederanstieg der p-JNK-Konzentration.
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Ein statistisch signifikanter Unterschied in dedK-Konzentration zwischen den beiden
Gruppen war zum Zeitpunkt null Stunden<@g50) mittels Mann-Whitney-U-Test

nachzuweisen, wobei die Gruppe der verstorbeneier®ah hthere Werte aufwies als die
Gruppe der Uberlebenden Patienten. Sechs Stundaninauma war zudem eine Tendenz zu
einer statistisch signifikant erhdhten p-JNK-MengeMonozyten verstorbener Patienten

(p<0,057) vorhanden.
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Abbildung 12: Verlauf der p-JNK-Expression im nddherleben eingeteilten Patientenkollektiv
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4.4. Ergebnisse der p-c-Jun-Messung

4.4.1 Zeitlicher Verlauf der p-c-Jun-Menge

Eine zeitliche Dynamik der p-c-Jun-Menge ist imagagen Patientenkollektiv nicht eindeutig

auszumachen (siehe Abbildung 13). Die Messwerté sm Grol3en und Ganzen stabil bis
zum Abnahmezeitpunkt 72 Stunden nach Trauma. lHidef sich ein leichter Anstieg der p-

c-Jun-Menge.

Ein Test auf statistisch signifikante Unterschiedaschen den Abnahmezeitpunkten mittels

der Kruskal-Wallis one way analysis of varianderachte kein positives Ergebnis.
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Abbildung 13: Zeitlicher Verlauf der c-Jun-Expressim gesamten Patientenkollektiv
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4.4.2 Analyse der p-c-Jun—Menge anhand der Vergsachwere

Weniger schwer verletzte Patienten zeigen zu akitpunkten héhere p-c-Jun-Werte (siehe
Abbildung 14). In dieser Gruppe findet sich dert&mwert der p-c-Jun-Konzentration zum
Zeitpunkt 72 Stunden.

In der Gruppe der schwerer verletzten Patienterde&rurauf niedrigem Niveau konstante
Werte gemessen, lediglich zum Zeitpunkt 48 Sturfdedet sich eine malige Erhdhung der
p-c-Jun-Menge.

Ein Vergleich der beiden Gruppen mittels Mann-WyttJ-Test erbrachte zu keinem

Zeitpunkt den Nachweis statistisch signifikantetésschiede.
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Abbildung 14: Verlauf der c-Jun-Menge im nach Vamnmgsschwere eingeteilten Patientenkollektiv
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4.4.3 Analyse der p-c-Jun-Menge anhand des Traonsklsedarfs

Die Messwerte der Patienten, die eine Massentraiosfierhalten hatten, sind zu finf von
sechs Zeitpunkten héher als die von Patientenkeiige Massentransfusion erhalten hatten
(siehe Abbildung 15). Die Ausnahme stellt der Zemigt sechs Stunden dar, zu dem sich die
nachgewiesene p-c-Jun-Menge in beiden Gruppeniedifigem Niveau bewegt.

In der Gruppe, die eine MassenUbertragung von Egtenkonzentraten erhalten hatte, ist
zum Ende des Untersuchungszeitraums, 48 und 72i&tumach Trauma, ein starker Anstieg

der p-c-Jun-Menge festzustellen.
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Abbildung 15: Verlauf der c-Jun-Expression im ndchnsfusionsbedarf eingeteilten Patientenkollektiv
* p < 0,05 Mann-Whitney-U-Test

Eine statistisch signifikant hohere Konzentratiomnv p-c-Jun in der Gruppe der

massentransfundierten Patienten liel3 sich mit Hilés Mann-Whitney-U-Tests zu drei
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Zeitpunkten feststellen: null Stunden<(@048), 48 Stunden €0,013) und 72 Stunden

(p<0,050).

4.4.4 Analyse der p-c-Jun-Menge anhand des Ubernebe

Die Ergebnisse der Messung der Proteinkonzentration p-c-Jun zeigen deutliche
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (sieheilddinly 16). Die Gruppe der

verstorbenen Patienten zeigt bereits zum Zeitpuokt Stunden erhéhte c-Jun-Aktivitat. In
Zellen Uberlebender Patienten hingegen lasst sictiiesem Zeitpunkt nur eine geringe p-c-

Jun-Konzentration nachweisen.
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Abbildung 16: Verlauf der p-c-Jun-Menge im nachetdben eingeteilten Patientenkollektiv
*p <0,0t
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Anschlie3end, 6 Stunden nach der initialen Verlegz @idllt die p-c-Jun-Menge in der Gruppe
verstorbener Patienten ab. Zu den beiden folgeAtbmxahmezeitpunkten 12 und 24 Stunden
bleibt die p-c-Jun-Menge weitgehend stabil. Zumtieikt der nachsten Blutentnahme 48
Stunden nach Trauma steigt die p-c-Jun-Menge itdeldeGruppen wieder an, wobei die p-c-
Jun-Menge in der Gruppe der verstorbenen Patiemd@aus starker ansteigt. Zum Zeitpunkt

72 Stunden findet sich ein weiterer Anstieg deug-Aktivierung, der in der Gruppe der

verstorbenen Patienten zum Hohepunkt der c-Junskting im Untersuchungszeitraum von
72 Stunden fuhrt.

Der Mann-Whitney-U-Test konnte statistisch sigrafike Unterschiede zwischen den beiden

Gruppen zeigen. Zum Zeitpunkt O Stunden ist dieividdtung von c-Jun in der Gruppe

verstorbener Patienten statistisch signifikant géger der Gruppe der Uberlebenden
Patienten erhoht §0,018). Das Gleiche gilt fur die Zeitpunkte 24 Sten (p<0,014), 48

Stunden (g0,021) und 72 Stunden<f,014).
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5. Diskussion

Die vorliegende Arbeit prasentiert die Ergebnisser dJntersuchung eines zentralen
intrazellularen Signaltransduktionswegs in Monoaypelytraumatisierter Patienten.

Dabei  konnte gezeigt werden, dass eine verandertektivid&kung von
Signaltransduktionsmolekilen und Transkriptionsfedtimit klinischen Parametern wie
Uberleben und Transfusionsbedarf in engem Zusamamgnstehen kénnte.

Diese Ergebnisse sollen nun in einen pathophysgdbgn Zusammenhang eingeordnet
werden und die Bedeutung der Ergebnisse fiur dastdfenis der posttraumatischen

Immundysfunktion bei schwerstverletzten Patientdhdiskutiert werden.

5.1 Studiendesign

5.1.1 Zeitpunkt der Blutentnahmen

Mannick et alweisen in einem bemerkenswerten Review der imnogmthen Reaktion auf
Verletzungen auf die Notwendigkeit serieller Meggem in der Traumaforschung hin. Dies
sei notwendig, da die immunologischen Veradnderunigen polytraumatisierten Patienten
dynamisch und schnellen Veranderungen unterworémes und daher der Zeitpunkt der
Messung das Ergebnis entscheidend beeinflusse [&0{iber hinaus ist bekannt, dass die
frihe posttraumatische Phase herausragende Bedeuiin die Entwicklung einer
posttraumatischen Stdérung des Immunsystems besStztkonnte beispielsweise gezeigt
werden, dass das Cytokin IL-6 bei polytraumatisierPatienten bereits an der Unfallstelle
erhoht war und dass bei allen Patienten der betrééin Studie bereits zwdlf Stunden nach

dem traumatischen Ereignis das Akut-Phase-Proté? @rhoht war [44]. Eine weitere
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Studie konnte einen signifikanten Anstieg des glammatorischen Mediators HMGB-1
bereits eine Stunde nach der Verletzung demonsitrigi00].

Aus diesen Umstanden ergeben sich Anforderungeeiran klinisch-experimentelle Studie
der Traumaforschung. Zum einen sollte der Zeitpuidt ersten Blutentnahme mdglichst
nahe am Trauma liegen, zum anderen sollte, besomdden ersten 24 Stunden, die Frequenz
der Probenentnahme moglichst engmaschig sein.

Beziglich des ersten Punktes sollte daher ideailsewe erste Blutentnahme bereits an der
Unfallstelle erfolgen. Dies ist aber aufgrund véredener logistischer und anderer
Schwierigkeiten schwer praktikabel. Als Kompromiasde daher in dieser Studie festgelegt,
dass die initiale Blutentnahme nicht mehr als 9@W&n nach dem Unfallzeitpunkt erfolgen
darf.

Zum zweiten Punkt ist anzumerken, dass sich digetah der vorliegenden Studie,
besonders in den ersten 24 Stunden post Traumegigium einer vulnerablen Klinischen
Situation befinden. Daher ist, um eine BelastungRi#gienten durch die Blutentnahmen unter
allen Umstanden zu vermeiden, eine hohe FrequenBldéentnahmen in diesem Zeitraum
nicht zuldssig. Deshalb wurde bestimmt, den Paremtirekt nach Aufnahme in unseren
Schockraum sowie 6, 12, 24, 48 und 72 Stunden flaabma Blut fur die Monozyten-

separation zu entnehmen.

5.1.2 Beeinflussung des Studienergebnisses dutaidyge Eingriffe

Operative Eingriffe haben, ebenso wie das iniflakeuma, eine aktivierende Wirkung auf das
Immunsystem [36, 96, 98]. Um die Effekte eines Iseic,second hits* auf das Immunsystem
und die allgemeine Belastung des haufig instabPetienten zu verringern, wird heute

zumeist nach den Prinzipien dgtamage control surgery“(DCS) und,damage control
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orthopedic surgery“(DCOS) verfahren. Diese Konzepte beinhalten, dassichst auf eine
definitive Versorgung der jeweiligen Verletzung ziehtet wird, um die klinische Situation
des Patienten zunachst stabilisieren zu kénnen.dBimitive Versorgung erfolgt dann im
Intervall [55, 93]. Pape et al.konnten beispielsweise zeigen, dass eine prosuei
Versorgung von Femurfrakturen mittels Fixateur meekeine signifikant vermehrte IL-6-
Produktion nach sich zog und dass eine definitiversgrgung der Fraktur durch
intramedullare Nagelung funf Tage nach dem Unfall eine geringe Erh6hung des IL-6-
Levels verursachte [97]. Dennoch ist ein Einfluss @perativen Versorgung der Patienten in
unserer Studie auf das immunologische Geschehberbah vorhanden. Lediglich funf der
37 Patienten bendtigten keine operative Versorgaradgen ersten 24 Stunden nach Trauma.
Da das Ausmald und die Dauer der Operationen selisgindlich individuell extrem
variierten, muss eine gewisse Beeinflussung deslnigses unserer Studie durch operative

Eingriffe angenommen werden.

5.1.3 Verschleppung von Fremdzellen durch Bluttiizsienen

Die Patienten dieser Studie erhielten — so wie &lgtienten auf dem Gebiet der
Bundesrepublik Deutschland — Erythrozytenkonzeefrdie filtriert und bestrahlt worden

waren, um den Gehalt an Spenderleukozyten zu nmenémi Dieses Verfahren eliminiert

99,9% aller Leukozyten aus der Blutkonserve [37hfghund der geringen Menge an
residualen Fremdzellen erscheint dieses Verfahusnehend zu sein, um zu verhindern,
dass Spenderzellen das Ergebnis dieser Studielsatréi. Interessanterweise existieren
jedoch Untersuchungen, die klar aufzeigen, dassefie Erythrozytenkonzentrate ahnliche

immunologische Effekte haben wie konventionell lestgllite Konserven.
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Dies konnte am Beispiel des sogenannfBransfusion-associated microchimerisn{TA-
MC) gezeigt werden. Bei TA-MC handelt es sich uns ifberleben einer Population von
Spenderleukozyten im Korper des Empfangers. TA-MChemt besonders bei
Traumapatienten relativ haufig zu sein [37]. IneeirStudie vonUtter et al. hatte eine
Reduzierung des Leukozytengehalts der KonservetelmiEiltration keinen Effekt auf die
Inzidenz von TA-MC. Nach dem aktuellen Stand dersEloung ist die pathophysiologische
Bedeutung von TA-MC unklar. Diskutiert wird die Agsierung mit Autoimmun-
erkrankungen und chronischer graft-versus-hostds¢136]. Dennoch scheint die Existenz
des Phanomens TA-MC der Beleg zu sein, dass Speokleryten selbst Uber
leukozytenfiltrierte Erythrozytenkonzentrate in dédrper des Empfangers gelangen kénnen.
Andererseits existieren Berichte aus dem Bereichfalensischen Medizin, dass selbst bei
Verstorbenen, die vor ihrem Tod mehr als 60 Erghtenkonzentrate erhalten hatten, nicht
genug Fremdzellen in postmortal gewonnenem Bluhadt@n waren, um das Ergebnis einer
DNA-Analyse zu verfalschen [46]. Voraussetzung wadass die verwendeten
Erythrozytenkonzentrate leukozytenfiltriert waren.

In der Zusammenschau ergeben sich aus der Litekaine Hinweise auf eine mdgliche
relevante Verschleppung von Fremdzellen durch digertdagung von Erythrozyten-
konzentraten.

Selbst falls es zu einer hypothetischen Verschlegpwn Fremdzellen gekommen ware,
durften sehr wenige Fremdleukozyten in die flir ves&tudie verwendete isolierte
Zellpopulation gelangt sein. Zum einen, weil mit 4ACS-Methode eine hochspezifische
Isolierungsmethode fir Monozyten verwendet wurde,die Wahrscheinlichkeit minimiert,
dass andere Leukozyten verschleppt werden, zumremdaeveill Monozyten lediglich

zwischen vier und acht Prozent der Gesamtleukozgwesmachen und erwiesenermalien
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99,9% aller Fremdleukoyzten filtriert werden [1T7].3Dies bedeutet rein rechnerisch, dass
die hypothetische Zahl verschleppter Fremdmonozygeschwindend gering ist.
Zusammenfassend ist daher davon auszugehen, dassréilschender Effekt durch die

Verschleppung von Fremdzellen in dieser Untersuglaunvernachlassigen ist.

5.2 Methodik

5.2.1 MACS-basierte Zellseparation

Gangige biomedizinische Verfahren zur Isolierungh vimononukledren Zellen sind die
Dichtegradientenzentrifugation, die magnetischdsg&phlration (magnetic cell separation —
MACS) und die Zellseparation mittels Adharenz. Wek Verfahren zur Zellisolierung
gewahlt wird, kann Einfluss auf das biologischehédten der gewonnenen Zellen haben.
Bereits seit mehr als zwanzig Jahren ist bekarads dlie Separation von Monozyten mit
Hilfe der Adharenz an Oberflachen diese aktiviekemn [49]. Daher erschien dieses
Verfahren fur unsere Zwecke nicht geeignet.

Rodenburg et aluntersuchten in einer Studie mit Monozyten voneP#tn mit rheumatoider
Arthritis, wie sich die Methode der Zellisolationfadie mMRNA-Expression von Cytokinen in
Monozyten auswirkt [107]. Dabei konnte demonstrigerden, dass Monozyten, die mittels
Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation isoliert werd waren, erhthte mRNA-Levels von
TNF-0, IL-1p und IL-8 zeigten. In Monozyten, die mit Hilfe vanagnetischen antiCD14-
Beads gewonnen worden waren, war dies nicht dérBial Cytokin-mRNA war noch starker
erhoht, wenn an die Dichtegradientenzentrifugatimch zusatzlich Zellseparation mittels
Adharenz angeschlossen worden war. Aus diesen Biggan |&sst sich zum einen schliel3en,

dass die Dichtegradientenzentrifugation fur un&itelie ungeeignet war, da wir Monozyten
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bendtigten, die in ihrem immunologischen Verhaltembglichst wenig durch die
Isolierungsschritte des Experiments beeinflusstdemy zum anderen konnte in dieser Studie
gezeigt werden, dass magnetische Zellseparatiam Eanfluss auf die Cytokinexpression der
Monozyten hatte und diese damit unsere Anfordemingmsichtlich eines mdglichst
immunologisch neutralen Verhaltens des Separatefewens erfillte.

Die Reinheit der durch magnetische Zellseparasofiarten Monozyten betrug in der Studie
von Rodenburg et al> 90%. Die mittels Ficoll-Dichtegradientenzentgéiion hingegen
gewonnenen Zellen waren lediglich zu 25% Monozytemas einen weiteren
Separationsschritt mittels Adharenz notig macht@7]1 Die geringe Reinheit der durch
Dichtegradientenzentrifugation gewonnenen Zellem @ia weiteres Argument gegen die
Verwendung dieses Verfahrens.

Folglich wurde der Entschluss gefasst, die magrisisZellseparation (magnetic cell
separation, MACS) zur Monozytenisolierung zu vergem

Bei der MACS-Technik unterscheidet man zwischeritipes und negativer Zellseparation.
Bei der positiven Zellseparation wird die gewtnschellfraktion isoliert, indem die MACS-
Partikel direkt an ein charakteristisches Epitop dellen binden. Dies ist die in dieser
Untersuchung verwendete Technik.

Bei der negativen Zellseparation hingegen werdiennatht erwiinschten Zellen markiert und
entfernt. Bei der Isolierung von Monozyten kodnnteesd beispielsweise durch gegen
Lymphozyten gerichtete Beads erreicht werden [3Bles hat den Vorteil, dass die
eigentlichen Zielzellen vom Separationsvorgangigd@lhberiuhrt bleiben und die Moglichkeit
einer Beeinflussung des immunologischen Zustands idelierten Zellen durch die
Separationsprozedur noch weiter minimiert wird. Bgnheit der auf diese Weise isolierten
Monozytenfraktion ist jedoch niedriger als durchsiwe Zellseparation gewonnene

Monozyten [35, 107]. Schwerer noch wiegt der Umdtatass bei negativer Zellseparation
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ein geringerer Anteil der Monozyten aus dem perighdlut isoliert werden kann als mit der

positiven Zellseparation. Dies bedeutet, dass hegativer Zellseparation ein hoheres
Volumen an entnommenem Blut bendtigt wird, um desotpe Zahl an isolierten Monozyten

zu erreichen. Dies hatte jedoch eine unzuldssidasi&eng der Patienten in unserer Studie
bedeutet.

Infolge dieser Uberlegungen wurde die positive segdhration mittels MACS-Technologie

fur diese Studie ausgewahlt, da diese Technik geriAktivierung der Zielzellen, hohe

Reinheit der isolierten Zellfraktion und geringesnbtigtes Volumen an peripherem Blut

verbindet.

5.2.2 Messung der Phosphoproteinkonzentration IsnBi®-Plex-System

Proteine kdnnen in biomedizinischen Anwendungen\auschiedene Arten nachgewiesen
werden. Zu den gebrauchlichsten Verfahren zahlenVestern Blot und ELISA. Beiden
Verfahren ist gemeinsam, dass immer lediglich ewzedner Faktor in einer Probe untersucht
werden kann. Da in der vorliegenden Studie abeuna 200 Proben drei Faktoren untersucht
wurden, kdme man bei der Verwendung von Westerh &ler ELISA auf eine Zahl von
mehr als 600 einzelnen Messungen. Dies héatte essdm grof3en zeitlichen Aufwand
bedeutet. Dazu kommt, dass das Volumen der Patigmatieen teilweise limitiert war und fir
so viele Messungen gar nicht ausgereicht hatte.

Diese Problematik wird durch die Verwendung des-Bliex Phosphoprotein Detection
Systems umgangen. Alle drei Faktoren kbnnen mgetreSystem in einem Ansatz gemessen
werden. Auf3erdem konnen durch die Verwendung eRlatte mit 96 Vertiefungen,
sogenannten ,wells®, 88 Proben in einem Arbeitstichemessen werden. Acht der 96 wells

werden fur die Messung von Standardproben und i@ksittrollen benétigt. Damit wird die
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fur die Experimente bendtigte Zeit minimiert uncclawdas bendtigte Probenvolumen ist so

gering wie maoglich.

5.2.3 Messung von Phosphoproteinen ohne Messun@essmtproteins

In der vorliegenden Studie wurde erstmals die Raie MAP-Kinasen p38 und JNK sowie
des durch sie aktivierten Transkriptionsfaktorsun-Jn Monozyten polytraumatisierter
Patienten untersucht.

Dabei wurden die phosphorylierten, d.h. die akttele Formen der einzelnen Faktoren
gemessen. Dies stellt eine gewisse LimitierungStadie dar. In Studien, die ebenfalls den
Aktivierungszustand von MAP-Kinasen untersuchtenurden haufig sowohl die
Gesamtkonzentration des Proteins gemessen alsdei&tonzentration der phosphorylierten
Form [3, 67, 129]. Verfugt man Uber diese Informadéin, so kann man beurteilen, ob eine
erhohte Konzentration der phosphorylierten Form Eeateine auf eine Phosphorylierung
bereits in der Zelle vorhandener Proteine zurldkaen ist oder ob die erhdhte
Phosphoproteinkonzentration durch eine Neusynibatisgy des jeweiligen Proteins
verursacht wurde. Eine verstarkte Neusynthetisgruware an einer erhdhten
Proteingesamtkonzentration ablesbar. Somit wame Aussage moglich, ob das extrazelluléare
Signal lediglich auf der Ebene des Phosphoryliesstadjus von Proteinen die zellulare
Aktivitat beeinflusst oder ob die SignaltransdukBwege auch bereits auf translationaler
Ebene modifiziert werden. Eine derartige Beurtalules zellularen Geschehens ist in dieser

Studie nicht moglich.
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5.3 Klinische Daten

59,4% der Patienten der Studie waren mannlich,%0eiblich. Damit liegt der Anteil
mannlicher Patienten unter dem Prozentsatz, devengleichbaren Patientenkollektiven
angegeben wird. Aldrian et al. untersuchten in einer prospektiven Studie die
epidemiologischen und klinischen Charakteristika jp@lytraumatisierten Patienten, die an
der Universitat von Wien im Zeitraum von 1992 bi302 behandelt wurden. Hier waren
67,5% der Patienten Manner [2]. Fur das Jahr 2@t/dgr Jahresbericht des Traumaregisters
der Deutschen Gesellschaft fir Unfallchirurgie (D@&ihen Anteil méannlicher Patienten von
73% an. Der Prozentsatz ménnlicher Patienten iregjesamten bisher erfassten Patienten-
kollektiv des Traumaregisters bei 72% [11BJobst et al.analysierten in ihrer Studie die
Polytraumaversorgung an der Medizinischen HochgcHannover tber drei Dekaden. Die
Autoren geben das Verhaltnis ménnlicher zu weiklidRatienten im Zeitraum 1975 — 1984
mit 2,7:1 (entspricht 72,9% maéannlicher Patientan), Zeitraum 1985 — 1994 mit 2,9:1
(74,4%) und im Zeitraum 1995 — 2004 mit 2,1:1 (6%) an [103].

Uber die Grunde fur die Uberreprasentation weilglicRatienten in dieser Studie lasst sich
nur spekulieren. Vermutlich ist sie bei der gerim@grt3e der Stichprobe von 37 Patienten
zufallig.

Anzumerken ist, dass bekannt ist, dass sich dashigeft des Patienten auf die Auspragung
der Immunantwort nach Trauma auswirkt [5]. So kenheispielsweise eine Gruppe um
Sperry zeigen, dass mannliche Patienten nach schwereletx{@rigen weitaus starker das
proinflammatorische Cytokin IL-6 exprimieren [12%]or diesem Hintergrund ist es moglich,
dass das Ergebnis dieser Studie durch die Untéseptation von Mannern beeinflusst wird.
Das durchschnittliche Alter der Patienten in uns&teidie betrug 44,1 Jahre. In der Studie

von Aldrian et al. war das Durchschnittsalter 37,5 Jahre [2]. Dasifaxegister der DGU
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gibt fir 2007 43,2 Jahre an, im gesamten Patientehtiv des Traumaregisters lag der
Durchschnittswert bei 41,5 Jahren [116]. Damittliegs durchschnittliche Alter der Patienten
unserer Studie im Bereich von Vergleichskollektiven

Die Mortalitat lag in dieser Studie bei 18,9%. Oaaumaregister der DGU weist fur das Jahr
2007 eine Mortalitat der erfassten Patienten vc¥ A2s. Bei allen bisher im Traumaregister
erfassten Patienten lag die Mortalitat bei 14% J[11Bie hohere Mortalitat in der
vorliegenden Studie lasst sich dadurch erklaress dhe Patienten in einem universitaren
Level I-Traumacenter rekrutiert wurden, dem zumeishwerer verletzte Patienten mit
schlechterer Prognose zugewiesen werden. Diesdaddrch gestitzt, dagsobst et al.fur

die Jahre 1995 bis 2004 an der Medizinischen HdatledHannover eine Mortalitat von 18%
angeben. Dies deckt sich gut mit der Mortalitétién vorliegenden Studie.

Die durchschnittliche Verletzungsschwere, quanéfizmittels Injury Severity Score (ISS),
lag in dem fUr diese Studie untersuchten Patienltaitiv bei 35,1 Punkten. Bei den
Patienten, die im Jahr 2007 Eingang ins Traumaeagianden, wurde ein durchschnittlicher
ISS von 24,4 Punkten ermittelt. Bei allen bisherTimumaregister erfassten Patienten betrug
der ISS 24,1 Punkte [116]Probst et al. geben fiur die Jahre 1995 — 2004 einen
durchschnittlichen ISS von 31,4 Punkten an. In 8éudie vonAldrian et al. lag der
durchschnittliche ISS bei 34,3 Punkten [2].

Damit liegt der durchschnittliche ISS in der vogemden Studie Uber den im Traumaregister
ermittelten Wert. Allerdings hatten von den Pagentdie im Jahr 2007 ins Traumaregister
eingetragen wurden, lediglich 74% einen ISS »ot6 Punkten [116]. Ein ISS von weniger
als 16 Punkten war aber ein Ausschlusskriteriundiése Studie. Aus diesem Umstand lasst
sich die Diskrepanz zwischen dem ISS-Wert des iatollektivs des Traumaregisters und
dieser Studie erklarerRrobst et al.und Aldrian et al. fuhrten ihre Studien an Institutionen

durch, die der Klinik, an der die Patienten dieSerdie rekrutiert wurden, vergleichbar sind.
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Die von diesen Autoren ermittelten durchschnitdichlISS-Werte liegen im Bereich des
Durchschnittswerts dieser Studie.

Zusammenfassend entsprechen die klinischen Chastikie der Patienten dieser Studie in
Bezug auf Alter, Verletzungsschwere und Mortalida3geblichen Vergleichskollektiven.
Eine Ausnahme bildet die Geschlechterverteilungyndi@ unserer Studie finden sich mehr
weibliche Patienten.

Besonders zu erwadhnen ist, dass alle PatientenStladie zu einem oder mehreren
Zeitpunkten des Beobachtungszeitraumes von 72 8tuethen MOF-Score von > 4 Punkten
aufwiesen und daher nach der Definition Jafering et al.an einem Multiorganversagen
litten. Daher war eine Einteilung des Patienterdidi/s nach dem klinischen Parameter

~Multiorganversagen* nicht moglich.

5.4 Phosphoproteinmessung

5.4.1 Phosphorylierte p38 mitogen-aktivierte Prdtgiase (p-p38-MAPK)

5.4.1.1 Verletzungsschwere

Teilt man das Patientenkollektiv nach Verletzunpssare ein, so ergibt sich, dass die
Patienten, deren ISS$ 34 Punkte war, beinahe durchweg eine hdhere Asktinig von p38-
MAPK zeigen als Patienten mit einem ISS > 34 Pungignifikante Unterschiede zwischen
den Gruppen konnten nicht gezeigt werden.

Dieses Ergebnis ist mit der Literatur nicht in Barlg zu bringen. Mehrere Studien konnten
nachweisen, dass mit steigender Verletzungsschwexech die Konzentration

proinflammatorischer Mediatoren ansteigt.
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Gebhard et al.untersuchten die Konzentration von IL-6 im Plaswoa Traumapatienten.
Dabei zeigte sich, dass die IL-6-Konzentration uindber war, je schwerer die Verletzungen
der Patienten waren [44].

Erst vor kurzem konnten diese Ergebnisse von édtigdie aus Danemark bestatigt werden.
Auch in dieser Untersuchung konnte eine positiver&ation zwischen IL-6-Konzentration
und Verletzungsschwere nachgewiesen werden [127].

Da der p38-MAPK-Pathway zu den intrazellularen 8igansduktionswegen zahlt, die fur
die Ausschittung proinflammatorischer Cytokine wénenrtlich sind, wirde man erwarten,
dass die p-p38-MAPK-Menge ebenfalls gesteigert ist.

Dieser Frage ging eine kurzlich publizierte Untetsing nach. Dabei gelang es, eine erhdhte
Aktivierung der p38-MAPK mit steigender Verletzusgiwere in Verbindung zu bringen.
Die hochste Aktivierung derp38-MAPK konnte bei Baten nachgewiesen werden, die einen
ISS-Wert von > 25 Punkten aufwiesen [141].

Somit stellt sich die Frage, weshalb diese Ergeleni;n dieser Untersuchung nicht
reproduziert werden konnten. Moglicherweise issd@af die doch limitierte Patientenzahl in
unserer Studie zurlckzufihren. Die eben zitiertedi®t [141], die die p38-MAPK-
Aktivierung untersuchte, konnte sich auf ein Pagahkollektiv von 150 Patienten stltzen. In
unserer Studie finden sich lediglich 37 Patient&nzumerken bliebe auch, dass zwar die
Patienten mit geringerer Verletzungsschwere zwar Dorchschnitt zu finf von sechs
Zeitpunkten hohere p-p38-MAPK-Werte aufweisen alsagerer verletzte Patienten. Dennoch
erreichen die Unterschiede nie statistische Sigpuiiz.

Die Auswertung der Ergebnisse dieser Studie andan®erletzungsschwere wird aul3erdem
dadurch erschwert, dass es schwierig ist einedeflcut-off-Wert zu finden mithilfe dessen
man das Patientenkollektiv dichotom einteilen kannder Literatur ist auch kein allgemein

akzeptierter cut-off-Wert publiziert. In der vodienden Studie wurde als Kompromiss der
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mediane ISS-Wert des Patientenkollektivs als ctiiAdért verwendet. Dies kann dennoch die
Auswertung der Daten beeintrachtigt haben. Fur Au@vertung unserer Daten mittels eines
alternativen statistischen Verfahrens, beispielsevanit Hilfe dermultivariate regression

analysis war unser Patientenkollektiv zu klein.

5.4.1.2 Massentransfusion

Auch bei der Aufteilung des Patientenkollektivs mader Anzahl der Ubertragenen
Blutprodukte ergeben sich zwei Hohepunkte der pd2&K-Menge. Zunéchst findet sich
zum Zeitpunkt O Stunden in beiden Gruppen eine lgenf-p38-MAPK-Aktivitat. Sechs
Stunden nach Trauma ist die p-p38-MAPK bereits mach in Monozyten von Patienten
nachweisbar, die eine Massentransfusion von Ergjteakonzentraten erhalten haben. Der
zweite HoOhepunkt der p-p38-MAPK-Mengefindet sich digéich in  Monozyten
massentransfundierter Patienten zu den Zeitpurd@eand 72 Stunden Patienten, die keine
Massentransfusion erhalten haben, zeigen diesetmegrder p-p38-MAPK-Menge nicht.

Somit scheint die Transfusion von mehr als zehriiEogytenkonzentraten eine Aktivierung
des p38-MAPK-Pathways zu verursachen, die Uber Aktvierung durch das Trauma
hinausgeht, die in beiden Gruppen zum Zeitpunkttih@n nachzuweisen ist. Dies lasst
vermuten, dass Bluttransfusionen Eigenschafterizsesidie das Immunsystem beeinflussen.
Diese These wird sowohl durch klinische als auatchiexperimentelle Studien gestutzt.

Eine kirzlich erschienen Untersuchung viecobar et al.konnte die Aktivierung pro-
inflammatorischer Gene in Empfangerleukozyten dukslgthrozytenkonzentrate in vitro
nachweisen [34]Bogner et alkonnten in einer genomweitem mRNA-Microarraystueiiee

Aktivierung proinflammatorischer Gene bei polytraatisierten Patienten zeigen [15].
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Interessanterweise konnte kirzlich gezeigt werdess die p38-MAPK auch eine Rolle fur
die Aktivierung von Neutrophilen in Erythrozytenkaemtraten spielt [24].

Die experimentellen Belege fur den immunologiscEéiekt, den selbst leukozytenfiltrierte
Blutkonserven haben, werden auch durch die Ergebribnischer Studien untermauert. Seit
langem ist bekannt, dass Bluttransfusionen dak®isir Infektionen bei verletzten Patienten
erhohen [1].Nathens et aluntersuchten in einer randomisierten Studie m@41Batienten,
die nach Trauma Infusionen erhielten, ob leuko#itaarte Blutkonserven die Inzidenz
infektioser Komplikationen verringern. In dieseu@e konnte keine statistisch signifikante
Reduktion der Infektionsrate durch Leukozytenftiva nachgewiesen werden [94].
AulRerdem konnte in einer weiteren Studie gezeigtrdere dass das Risiko, ein
Multiorganversagen zu entwickeln, durch die Trassfo von Blutprodukten dosisabhéngig
gesteigert wird [88]. Da es sich bei dieser Studie eine reine Datenbankanalyse handelte,
konnte keinerlei Aussage uber mogliche zugrundegehde pathophysiologische
Mechanismen getroffen werden. Es liegt allerdingden dass es sich hierbei um eine
Aktivierung des Immunsystems durch die Bluttransfmen handelt, wie sie in den beiden
oben genannten experimentellen Studien demonstregdten konnte.

Da der p38-MAPK-Pathway gut dokumentierte proinftaatorische Eigenschaften besitzt,
erscheint eine Aktivierung dieses intrazellulareign8ltransduktionswegs durch Massen-
transfusion, wie sie in unserer Studie gezeigt emrkbnnte, plausibel. Leider konnten keine
statistisch signifikanten Effekte der Massentrasisin gezeigt werden, auch wenn eine klare

Tendenz zu einer hoheren p-p38-MAPK-Menge in mdssesfundierten Patienten vorliegt.
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5.4.1.3 Uberleben

Bei der Analyse des Verlaufs der p-p38-MAPK in Mayien verstorbener und tberlebender
Patienten lassen sich zu allen sechs Abnahmez&tgrurh6here p-p38-MAPK-Werte bei
verstorbenen Patienten feststellen.

Bereits der Ausgangswert der p-p38-MAPK-Aktivierungden Zeitpunkten O und 6 Stunden
ist in Monozyten verstorbener Patienten stark erhDres deckt sich mit den Ergebnissen
einer Studie voriRosengart et al109]. In dieser Studie wurden Zellen von schwdeteten
Patienten durch bronchoalveolare Lavage gewonndranschliel3end auf die Expression von
p-p38-MAPK untersucht. Dabei konnte eine Gruppe Ratienten identifiziert werden, deren
Zellen eine erhohte Aktivitat von p-p38-MAPK aufwen. Diese Gruppe hatte eine hohere
Wahrscheinlichkeit, ein Multiorganversagen zu enkeln, als Patienten ohne erhéhte p-p38-
MAPK-AKktivitat.

Im weiteren zeitlichen Verlauf kommt es zuné&chstezner Herabregulierung des p-p38-
MAPK-Signalwegs; zu den Zeitpunkten zwolf und 24urten ist kaum Aktivitat
nachweisbar. Die Beendigung des p38-Signals wirdcrduMAP-Kinase-Phosphatasen
(MKPs) vermittelt. Im Falle von p38 handelt es siibr um die MKP-1 [140]. 48 Stunden
nach Trauma kommt es zu einem Wiederanstieg d&8avpAPK-Menge bei verstorbenen
Patienten, der sich zum Zeitpunkt 72 Stunden ftatse

Eine mogliche Erklarung fur dieses Phdnomen iss adker erneute Anstieg der Aktivierung
von p38-MAPK48 Stunden nach Trauma Ausdruck eirsecqnd hit“*-Phanomens ist. Die
durch das Trauma geprimten Monozyten aktivierenAalisvort auf Insulte wie Operationen
oder Infektionen erneut den proinflammatorischerB-pRAPK-Pathway. Dies ist bei
Patienten, die versterben, starker ausgepragt,enuZgitpunkten 48 und 72 Stunden nach

Trauma ist der Unterschied zwischen den beideneatgruppen statistisch signifikant.
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Diese starkere erneute Aktivierung von p38-MAPK Wbeistorbenen Patienten kann zu dem
spateren negativen Outcome beitragen.

Gestutzt wird diese Theorie des ,second hits” ven Arbeiten mehrerer AutoreAlexander
et al. untersuchten die Rolle von MAP-Kinasen in einemubfaodell fur thermische
Verletzungen. Hierbei wurde die Reaktion von Mortemyauf LPS-Stimulation untersucht.
Mause in der Verbrennungsgruppe reagierten im ¥alglzu nicht verletzten Tieren mit
statistisch signifikant erhdohten p-p38-MAPK-Werté3]. Dieses Ergebnis kann man so
interpretieren, dass man die LPS-Stimulation miesi ,second hit“ gleichsetzt, der eine
erhohte p-p38-MAPK-Menge nach sich zieht. Dies wldie Ergebnisse der vorliegenden
Studie bestatigen.

Thobe et albeschétftigten sich mit der Rolle von MAP-Kinaserder durch TLR-Rezeptoren
initiilerten intrazellularen Signaltransduktion nadfémorrhagischem Schock in einem
Mausmodell [129]. Es zeigte sich, dass die p-p38AHWAN unstimulierten Kupfferzellen von
Mausen, die hamorrhagischem Schock ausgesetzt wianeXergleich zur Kontrollgruppe
signifikant erhoht war. Zuséatzlich konnte auch iesér Studie demonstriert werden, dass
Stimulation der Zellen mit Agonisten der verschieele TLR-Rezeptoren — Zymosan fur
TLR-2, LPS fur TLR-4 und CpG-DNA fir TLR-9 — einehéhte Cytokinproduktion in Zellen
von Tieren der Verletzungsgruppe hervorruft. DieoAigten der TLR- Rezeptoren kdnnen
hier mit Mediatoren eines ,second hit* gleichges@tarden.

In einer weiteren Arbeit vorMaung et al.aus der Arbeitsgruppe vobederer konnte
demonstriert werden, dass VerbrennungsverletzumggnMausen eine verstarkte TNF-
Ausschittung als Antwort auf LPS-Stimulierung herufi. AuRerdem konnte gezeigt
werden, dass hierfur eine Aktivierung des p38-MAP&thways notwendig ist [82]. Dies ist
ein deutlicher Hinweis darauf, dass der p38-MAPKhRay fur die zellulare Vermittlung

von ,second hit“-Phanomenen notwendig ist.
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Diese Arbeiten untermauern die Ergebnisse diesati&in zwei Punkten. Zum einen wird
das Ergebnis bekraftigt, dass Trauma eine Aktivigrudes p38-MAPK-Signalwegs
verursacht, zum anderen wird wieder bestétigt, agass,second hit* nach Trauma eine
verstarkte Immunantwort verursacht.

Eine Publikation aus unserer Arbeitsgruppe gibo@hdAnlass, die Theorie des zweiten
Anstiegs der Phosphoproteinmenge als Ausdruck gseond hit* zu Gberdenken und zu
erweitern.

Kirchhoff et al. untersuchten die Cytokinsynthesekapazitdt von Mytem
polytraumatisierter Patienten [65]. Dabei konnteeygt werden, dass im Zeitraum zwischen
12 und 48 Stunden nach Trauma die Fahigkeit von ddgien, Cytokine nach LPS-
Stimulation zu synthetisieren, stark eingeschrankar. Dies deckt sich mit den
Beobachtungen der vorliegenden Studie, dass diS8gMAPK in diesem Zeitraum
supprimiert war. Dieser Umstand scheint jedoch Wdnanzuweisen, dass die Monozyten im
genannten Zeitraum nur eingeschrankt auf ,secomst’ heagieren kdnnen. Im weiteren
Verlauf war in der Studie voKirchhoff et al.ab 48 Stunden nach Trauma die Funktion der
Monozyten wiederhergestellt. Auch dies bestatigt Hrgebnisse dieser Studie, die einen
Wiederanstieg der p-p38-MAPK-Menge nach 48 Sturmiggen.

Schon lange wird darlUber berichtet, dass neben stagk UberschieRenden Immunreaktion
bei Polytraumapatienten auch ein Zustand der Imoppression durch das Trauma ausgelost
wird [133]. Eine Erklarung, die sich in der Litewatfir dieses anscheinend paradoxe
Ph&nomen findet, ist, dass verschiedene Zelltyp¢erschiedlich auf das Trauma reagieren.
So wird beispielsweise Kupfferzellen eine erhohkeivitat nach Trauma nachgesagt, manche
Autoren halten diese gewebsstandigen Makrophagehetersinusoide fur die Verursacher

von Multiorganversagen bei Traumapatienten [51].gdédgen gibt es Hinweise, dass
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dendritische Zellen und Splenozyten eher mit eieeminderten immunologischen Kapazitat
auf Trauma reagieren [63].

Neben dem Zelltyp scheint nun auch der Faktor 2eieé Rolle dafir zu spielen, wie eine
Zelle auf die immunologischen Ereignisse Trauma sgtond hits" reagiert. Wann der

.second hit* eintritt, ist moglicherweise entschend fir die Reaktion des Immunsystems.
Aus Grunden, uber die sich nur spekulieren lassieist der p38-MAPK-Pathway in der

frihen posttraumatischen Phase unterdriickt zu sems sich in verminderter

Cytokinsynthesekapazitat niederschlagt.

Im weiteren Verlauf erholt sich die Funktion der hayten wieder. Warum bei verstorbenen
Patienten die wiederhergestellte Monozytenfunkzaneiner statistisch signifikant erhéhten
Aktivierung der durch p38-MAPK vermittelten zellodd Signaltransduktion fuhrt, bleibt

unklar. Diskutiert werden muss hier das Ausmald estler ,second hits" sowie eine

starkeres Priming der verantwortlichen Immunzelidmrch das urspriingliche Trauma,

beispielsweise durch eine differentielle Aktiviegutles Komplementsystems [113].

5.4.2 Phosporylierte Jun N-terminale Kinase (p-JNK)

5.4.2.1 Verletzungsschwere

Die Analyse der p-JNK-Menge im nach Verletzungssafeamnterteilten Patientenkollektiv
ergibt kein einheitliches Bild. Zuné&chst, bis zuetgunkt 48 Stunden post Trauma, sind die
p-JNK-Werte von Patienten mit einem ISS ver34 Punkte hoher als von Patienten mit
schwereren Verletzungen (ISS > 34 Punkte). ZunpHdait 48 Stunden jedoch ist die p-JNK-
Konzentration in Patienten mit schwereren Verlegmm statistisch signifikant erhoht

gegenuber Patienten, die leichter verletzt wordanew. Das genau umgekehrte Bild zeigt
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sich zum néachsten Zeitpunkt 72 Stunden nach Trahimea.ist ndmlich wiederum die p-JNK-
Menge in Monozyten von Patienten mit leichterenl&feungen statistisch signifikant erhéht.
Die Interpretation dieses Ergebnisses fallt nieltht. Der JNK-Pathway wird allgemein als
wichtig fir die Vermittlung der zellularen Effekt®n Trauma beziehungsweise Ischamie und
Reperfusion angesehen [69].

Daher erscheint die Annahme naheliegend, dass di@NKpMenge mit der
Verletzungsschwere korreliert. In der Literaturdi@m sich hingegen keine Studien, in denen

dies gezeigt werden konnte. Dies ist auch in unssredie offensichtlich nicht gelungen.

5.4.2.2 Massentransfusion

Die Analyse der p-JNK-Menge in Abhangigkeit von dstenge an transfundierten
Erythrozytenkonzentraten prasentiert sich uneihibleitin der Gruppe von Patienten, die eine
Massentransfusion erhalten hatten, zeigt sich diarimte, bereits bei der Diskussion der p-
p38-MAPK-Messung beschriebene, zweigipflige Expmssmuster mit einem ersten
Expressionspeak bei 0 Stunden und anschlieRendéatl Abd Wiederanstieg der Expression
zum zweiten Peak der Expression 72 Stunden naaimBaln der Gruppe der Patienten, die
keine Massentransfusion erhalten hatten, zeigt lsichegen kaum zeitliche Dynamik, auch
das Ausgangsniveau der p-JNK-Menge bei O Stundénwest niedriger als in der
massentransfundierten Gruppe. Statistische Untexdehzwischen den beiden Gruppen
waren nicht nachweisbar.

Wieder legt dieser Verlauf der JNK-Aktivierung dieermutung nahe, dass es durch die
Bluttransfusionen zu einer Aktivierung des JNK-Ralis kommt. Wie bereits oben
beschrieben, finden sich in der Literatur zahlreiginhalte dafir, dass Transfusionen eine

Aktivierung des Immunsystems auslosen [1, 34, &B). konnte eine Studie, in der
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polymerisiertes humanes Hamoglobin anstatt von hEoyttenkonzentraten in der
Stabilisierung von Traumapatienten eingesetzt wurdeigen, dass die systemische
Entztindungsreaktion vermindert war, was eine regteProduktion von Cytokinen wie IL-6
zur Folge hatte [57]. Als ursachlich fur diesenipfiammatorischen Effekt wurden Lipide
identifiziert, die in den Blutkonserven akkumulierd.21].

Vor diesem Hintergrund erscheint es plausibel, neder Aktivierung von p38-MAPK auch
eine Aktivierung des zweiten proinflammatorischeign@ltransduktionswegs der MAPK-
Familie, nadmlich des JNK-Pathways anzunehmen. Lkeideigen die Ergebnisse der
vorliegenden Studie dies nicht eindeutig. Zwarisimehreren Zeitpunkten insbesondere zu 0
Stunden und 72 Stunden eine deutliche Tendenz mar éibheren p-JNK-Menge in
massentransfundierten Patienten festzustellen. Dmgerschiede zwischen den beiden
Gruppen erreichen jedoch nie statistische SigmizkaWie schon bei der Diskussion der
Ergebnisse der p38-MAPK-Messung angemerkt, kans aheder relativ hohen Schwelle zur
Definition der Massentransfusion liegen. Diese Geenwurde in der vorliegenden
Dissertation bei zehn transfundierten Einheitetgidegt, andere Autoren sehen sie niedriger,

namlich bei sechs Einheiten [88].

5.4.2.3 Uberleben

Die Analyse der p-JNK-Messung in Monozyten verstody Patienten zeigt ebenfalls einen
zweigipfligen Verlauf. Zum Zeitpunkt O Stunden d&ssich eine erhohte p-JNK-Menge
feststellen, zur nachsten Blutentnahme sechs Stumaeh Trauma kommt es bereits wieder
zu einem Abfall der Konzentration von p-JNK. Derezi® Peak der Aktivierung findet sich
zum Zeitpunkt 72 Stunden. In Monozyten UberlebendRatienten konnte zu keinem

Zeitpunkt eine erhohte p-JNK-Menge beobachtet werde
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass naoh Edgebnissen dieser Studie in
Monozyten verstorbener Patienten der JNK-Signattaktionsweg durch Trauma aktiviert
wird. In Uberlebenden Patienten scheint dies ngenmgem Mal3e der Fall zu sein.

Dieser Verlauf der Phosphoproteinmenge mit einétefeden p-JNK-Expression zwischen
zwolf und 48 Stunden nach Trauma bestatigt die Belatong vorKirchhoff et al, dass die
Monozytenfunktion im gleichen Zeitraum supprimiedr [65].

Die zeitliche Dynamik der p-JNK-Menge, die in diedéntersuchung beobachtet werden
konnte, deckt sich interessanterweise auch mit Wenauf der p-p38-MAPK-Aktivierung.
P38 und JNK werden also parallel durch das Trauktigi@t. Dies erscheint plausibel, denn
beide MAP-Kinasen sind in die Kontrolle der Tramgkon von proinflammatorischen
Cytokinen involviert, die im Zustand der posttratischen Hyperinflammation verstarkt
ausgeschiuttet werden [56]. Eine gleichzeitige A&tivng der beiden Pathways ist aul3erdem
in der Literatur beschrieben [149].

Es ist bekannt, dass der JNK-Pathway in Rahmenlsdrmie/Reperfusion aktiviert wird.
Dies konnte mehrfach am Tiermodell gezeigt werde?, [135]. Die Rolle der JNK im
Szenario des hdmorrhagischen Schocks ist in deerLgbt untersuchtMcCloskey et al.
konnten zeigen, dass ein hamorrhagischer Schock emer Zunahme der JNK-
Phosphorylierung um das Doppelte fuhrt [83].

Studien vorLehnert et alsowieRelja et al.untersuchten, welche Rolle die JNK nicht nur fur
die Vermittlung von Endorganschéaden hat, sondeah avie sich die Aktivierung der JNK
auf die systemische Inflammationsreaktion auswitkbei konnte gezeigt werden, dass eine
Blockade der JNK mittels eines Peptidinhibitors sbhivden Endorganschaden an Herz und
Leber verringerte, als auch die systemische Entnigsteaktion, quantifiziert anhand der IL-

6-Konzentration, verminderte [73, 105]. Dies uri# eine zentrale These dieser
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Dissertation, die besagt, dass der JNK-Pathway diér Vermittlung der systemischen
Entztindungsreaktion nach Trauma essentiell ist.

Bezuglich des zweiten Aktivitdtspeaks zum Ende &e®pbachtungszeitraums, der auf
»second hits* zurlckzufuhren sein konnte, findechsin der Literatur Studien, die zu den
Ergebnissen dieser Studie im Widerspruch steAé&xander et alkonnten zeigen, dass in
einem Mausmodell thermischer Verletzungen, die §-JN Monozyten von Tieren der
Verletzungsgruppe nach LPS-Stimulierung supprimweat. Die p38-MAPK hingegen war
verstarkt aktiviert [3]. Dies kdonnte bedeuten, dass JNK-Pathway in diesem Tiermodell in
geringerem Mal3e als der p38-Signaltransduktionsauégsecond hits* reagiert. Dies war in
dieser Studie nicht der Fall.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass im Rahmeaorliegenden Studie gezeigt werden
konnte, dass bei verstorbenen Patienten eine ertityression der p-JNK feststellbar war.
Dennoch konnten keine statistisch signifikantenafusienhdnge zwischen einer erhdhten

Expression von p-JNK und Tod nach Trauma demomsswierden.

5.4.3 Phosphorylierte Form von c-Jun

5.4.3.1 Verletzungsschwere

Patienten, die einen ISS-Wert varB4 Punkten aufwiesen, zeigten zu allen Zeitpunkiee
hohere Aktivierung von c-Jun. Zum Zeitpunkt 72 S$kemm findet sich der HOhepunkt der
Expression in dieser Gruppe.

Dieses Ergebnis ist ahnlich zu den Ergebnissendtiehtider MAP-Kinasen p38 und JNK,
die ebenfalls in der Gruppe der leichter verletzRatienten héher exprimiert waren. Der

funktionelle Zusammenhang zwischen der Aktiviersaog/ohl von p38 als auch von JNK und
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der Aktivierung von c-Jun ist gut dokumentiert [343, 149]. Daher ist auch eine héhere
Aktivierung von c-Jun in der Gruppe der leichterletzten Patienten zu erwarten. Dies
konnte bestatigt werden.

In der Literatur finden sich allerdings zahlreichéinweise, dass das Ausmald der
posttraumatischen Immundysfunktion positiv mit Yerletzungsschwere korreliert. Mehrere
Studien unter anderem vaWutzler et al.und Gebhard et al.konnten beispielsweise eine
positive Korrelation der IL-6-Konzentration mit d&ferletzungsschwere nachweisen [44,
146]. Es ist bekannt, dass AP-1 bzw. c-Jun alsdieses Transkriptionsfaktorkomplexes eine
grol3e Rolle fir die Expression von IL-6 spielt [7Bjaher liegt es nahe, anzunehmen, dass
auch die Aktivierung von c-Jun in Abhangigkeit vder Verletzungsschwere zunimmt. Dies
konnte in der vorliegenden Studie nicht gezeigtdear

Eine Untersuchung voBogner et alkonnte allerdings auch keine Korrelation von Iln@&

der  Verletzungsschwere  demonstrieren. Lediglich  ei@usammenhang  der
Verletzungsschwere mit dem anti-inflammatorischeytokin IL-10 konnte nachgewiesen
werden [16]. Einschrénkend ist hier anzumerkens di#sse Untersuchung an Serummaterial
vorgenommen wurde. Daher sind die Ergebnisse diSsedie und unserer Studie nur
begrenzt vergleichbar.

Insgesamt deuten unsere Ergebnisse darauf hin,diassktivierung des MAP-Kinasen/c-
Jun-Pathways von der Verletzungsschwere unabh&agigkonnte. Eine Aktivierung dieses
Pathways konnte folglich ein Zeichen fur eine var Werletzungsschwere unabhangige,

immunologisch vermittelte Gefahrdung, des Patiestan.
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5.4.3.2 Massentransfusion

Zu allen Zeitpunkten des BeobachtungszeitraumsA®Btunden ist die Aktivierung von in
der Gruppe der massentransfundierten Patienterr laddeén der Gruppe der Patienten, die
keine Massentransfusion erhalten hatten. Der adeglVerlauf der Expression zeigt den schon
bekannten zweigipfligen Verlauf mit dem ersten Pegk Expression zum Beginn des
Beobachtungszeitraums bei null Stunden sowie mib deveiten Peak zum Ende bei 72
Stunden.

Sowohl p38-MAPK als auch JNK zeigen in dem nachn3tasionsbedarf aufgeteilten
Patientenkollektiv einen sehr ahnlichen Verlautf, Bepressionspeaks bei 0 und 72 Stunden
aufweist. Es war daher zu erwarten, dass ein sel8k@vierungsmuster von p38-MAPK und
JNK in einen vergleichbaren zeitlichen Verlauf defun-Aktivierung minden wirde, da p38
und JNK bekannte Aktivatoren von c-Jun sind. Sdésst sich die Vermutung aufstellen,
dass p38 und JNK auch im klinischen Szenario dessetatransfusion fur die Aktivierung
von c-Jun verantwortlich sind.

Wie bereits ausgefiihrt, beruht die vorliegende soiehung auf einer genomweiten mRNA-
Microarraystudie. In dieser Studie wurde unter aewhe die Veranderung der mRNA-
Expressionsmuster in Monozyten polytraumatisieRatienten in Abhangigkeit von der
Menge der Ubertragenen Erythrozytenkonzentrate rautbt [15]. Dabei konnte ein
funktionelles Netzwerk von Genen identifiziert weng das abhéngig davon, ob die Patienten
eine Massentransfusion erhalten hatten, differraédgrimiert wurde. Der zentrale Faktor
dieses Netzwerks war c-Jun, das bei Patienten,ndissentransfundiert worden waren,
hochreguliert war. Die Ergebnisse der vorliegen&wuadie weisen nun auch eine hohere
Menge phosphorylierten c-Juns nach. Folglich kondémonstriert werden, dass eine

differentielle Expression von c-Jun auf mRNA-Ebeaneh eine differentielle Aktivierung des
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entsprechenden Proteins nach sich zieht. AulRerdenmté& gezeigt werden, dass auch
Faktoren, die c-Jun aktivieren, ndmlich die MAP-&en p38 und JNK, in Monozyten von
massentransfundierten Patienten starker aktivigmtl. sDieser Zusammenhang erreichte
jedoch keine statistische Signifikanz. Die p-c-M@Age hingegen war in den beiden
Gruppen statistisch signifikant verschieden. So avaden Zeitpunkten 0, 48 und 72 Stunden
nach Trauma die Aktivierung von c-Jun in Monozyteon Patienten, die eine

Massentransfusion erhalten hatten, statistischfgignt erhoht.

Aus verschiedenen klinischen und experimentellenudi8h ist bekannt, dass

Bluttransfusionen das Immunsystem aktivieren unsatzlich unabhéngige Risikofaktoren

fur einen ungunstigen klinischen Verlauf sind [9B, 88]. Die vorliegende Studie konnte
zeigen, dass c-Jun durch Bluttransfusionen aktiwed. Aufgrund der zentralen Rolle, die c-

Jun in der transkriptionalen Regulierung der Entiziing spielt, scheint somit ein moglicher
Mechanismus identifiziert, der fir die Auspragunegr ciegativen klinischen Folgen von

Bluttransfusionen verantwortlich sein kdnnte.

5.4.3.3 Uberleben

C-Jun ist zu allen Zeitpunkten bei Patienten, dieitaen Verletzungen verstorben sind,
starker aktiviert, als bei Patienten, die Uberlebté&uch hier ist ein zweigipfliger

Aktiverungsverlauf nachweisbar, mit einem ersteakPeum Zeitpunkt der Aufnahme des
Patienten in den Schockraum und einem zweiten dgster Phosphoproteinmenge nach 48
Stunden. Allerdings streuen die Werte in der Gruplee verstorbenen Patienten zum
Zeitpunkt null Stunden nicht unerheblich. Daher sndge Aussagekraft der Messungen zu

diesem Zeitpunkt relativiert werden.
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Wieder zeigt sich, dass p38 und JNK, die beidercakiivieren, einen ahnlichen zeitlichen
Verlauf haben. Dies legt die Vermutung nahe, das3viAP-Kinasen p38 und JNK c-Jun in
Monozyten von Patienten, die verstorben sind, akwn.

Bezuglich des zweigipfligen Verlaufs der Aktivieginvurde unter Punkt 5.4.1.3 die
Hypothese aufgestellt, dass es sich hier um derdrdak eines ,second hit“-Phanomens
handelt. Es stellt sich nun die Frage, welche mdéken Mechanismen dem zugrunde liegen.
Aufgrund der kurzen Zeit zwischen Trauma und dentpriekt der ersten Messung von p-c-
Jun ist es unwahrscheinlich, dass der erste Andeeg-c-Jun-Menge auf de-novo-Synthese
zurtickzufiahren ist. Da in der vorliegenden Studie die phosphorylierte Form von c-Jun
gemessen wurde, ist eine definitive Aussage hieriteht moglich. Hierzu wéare eine
Messung der Gesamtproteinkonzentration von c-Jim,ethe Messung des phosphorylierten
und des nicht phosphorylierten Proteins, notig gmmne Dennoch liegt die Vermutung nahe,
dass der erste Anstieg der Aktivierung durch diesphorylierung von bereits in der Zelle
vorhandenem c-Jun verursacht wird, d.h. durch @oslationale Modifikation praformierten
c-Juns.Devary et al.konnten diesen Umstand in einem Zellkulturexpenidemonstrieren,
in dem die Stressreaktion von Zellen auf UV-Bedtna untersucht wurde [31]. Auch im
Tiermodell konnte dieser Effekt bereits gezeigt deer [73]. Es ist bekannt, dass c-Jun
autoregulatorische Eigenschaften besitzt. Diesutetiedass die transkriptionale Aktivitat des
c-Jun-Gens durch die Phosphorylierung von c-JuteRrodas in der Zelle vorhanden ist,
stimuliert wird [62]. Dies konnte bedeuten, dass reeite Peak im Verlauf der p-c-Jun-
Menge auch unabhangig von ,second hits* entsteliemtie. Vielmehr konnte der zweite
Aktivierungsgipfel die Folge der initialen Aktivieng praformierten c-Juns sein. Somit ware
der zweite Peak Ausdruck einer de-novo-Synthese wwdun, ausgelést durch

autoregulatorische Eigenschaften von c-Jun.
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In der genomweiten mRNA-Microarraystudie vddiberthaler et al. die dieser Arbeit
zugrunde liegt, wurde untersucht, ob traumaspehiésnRNA-Expressionsmuster existieren.
Dabei konnte der Nachweis gefuhrt werden, dasfNeimwerk von Genen abhéngig davon,
ob der Patient Uberlebte oder verstarb, differénéieprimiert wurde. Im Zentrum dieses
Netzwerks befand sich der Transkriptionsfaktor o-Idieser war in Monozyten verstorbener
Patienten signifikant starker exprimiert [14]. Weedm stellte sich die Frage, ob eine erhéhte
Expression von c-Jun auf mRNA-Ebene auch eine éehttenge aktivierten und damit
biologisch wirksamen Proteins bedingt. Dies konmachgewiesen werden. Zu vier
Zeitpunkten, namlich zu den Zeitpunkten 0, 24, A48l @2 Stunden war c-Jun in Monozyten
verstorbener Patienten statistisch signifikant hoaktiviert als in Zellen Uberlebender
Patienten. Wir konnten also zeigen, dass auch gohawom klinischen Parameter
,Uberleben* auf eine differentielle mRNA-Expressi@ine differentielle Aktivierung des
betreffenden Genprodukts folgt.

Die Rolle, die c-Jun in verschiedenen pathophygisithen Vorgédngen spielt, die bei
polytraumatisierten Patienten vorkommen kdonnergustdokumentiert.

Es konnte beispielsweise nachgewiesen werden, ABRsE mit c-Jun als wesentlichem
Baustein durch hamorrhagischen Schock in der Lelbéwiert wird [106, 118]. Andere
Autoren berichten dies auch Uber die Niere [11(s Bann als Hinweis darauf angesehen
werden, dass c-Jun wesentlich an der Vermittlung Eadorganschaden, verursacht durch
Hypoxie, die durch hdmorrhagischen Schock ausgelastie, beteiligt ist. Dies wird durch
Berichte gestutzt, dass die JNK, die ein bekanfktivator von c-Jun ist, durch Hypoxie in
der Leber aktiviert wird [83]. Auch Ischdmie mitszhlieRender Reperfusion aktiviert c-Jun
in der Leber [144].

Alle diese Arbeiten beschaftigen sich mit dem détivAerung von c-Jun und dem damit

verbundenen Endorganschaden. Jedoch finden siderirLiteratur kaum Belege fur die
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systemische Rolle von c-Jun. Lediglich indirekt kaauf die Rolle von c-Jun geschlossen
werden. So wurde durch die Hemmung der JNK, derenktton bekanntermal3en die

Aktivierung von c-Jun ist, die systemische Entzimghreaktion in einem Tiermodell des

hamorrhagischen Schocks gedampft [105].

In der Zusammenschau finden sich in der Literatue @8elege fur eine wichtige Funktion

von c-Jun im pathophysiologischen Geschehen beytrpoimatisierten Patienten. Dies

unterstitzt die Ergebnisse der vorliegenden DigBert. Es konnten gezeigt werden, dass die
Aktivierung von c-Jun hochsignifikant Patienten,e dverstarben, von Patienten, die
Uberlebten, zu trennen vermochte. Ob c-Jun beitorenen Patienten tatsachlich eine
wichtige pathophysiologische Rolle einnimmt, weldkaktoren upstream von c-Jun diese
differentielle Aktivierung bedingen oder auch adngtische Polymorphismen verantwortlich

sein konnten, bleibt zum gegenwartigen Zeitpunkthnon Dunkeln [45, 52].

5.5 Klinische Relevanz

In dieser Untersuchung konnten Faktoren identifizaieerden, die mit negativen klinischen
Ergebnissen in Zusammenhang zu stehen scheindiegEdie Frage nahe, ob eventuell eine
selektive Hemmung der betreffenden Pathways voneavére.

Bezuglich der p38-MAPK existiert eine Arbeit, diels damit beschaftigt, wie sich eine
Hemmung der p38-MAPK auf die Cytokinproduktion \arigdener Zelllinien und in
verschiedenen Tiermodellen auswirkt. Die Ergebniksgen darauf hin, dass der Effekt einer
Hemmung von p38 stark vom Zelltyp abhéngt. So wudie Cytokinproduktion in
Makrophagen durch p38-Hemmung gesteigert, in and@allinien wurde sie hingegen
gedampft [137]. Eine weitere Arbeit untersuchtee wich die Hemmung von p38 nach der

Infusion von LPS im Menschen auswirkt. Die Bedegtuieser Arbeit liegt darin, dass die
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Auswirkungen der p38-Hemmung auf systemische Infi@tion untersucht werden. Dabei
zeigte sich, dass durch die Verabreichung einesHg&8mstoffs die Cytokinproduktion im
Plasma der Probanden vermindert werden konnte [ii8se Ergebnisse lassen eine klinische
Anwendbarkeit von p38-Inhibitoren im klinischen 8ado der akuten systemischen
Inflammation zumindest vermuten.

Ahnliche Berichte gibt es (iber die JNK, hier gilst &lerdings noch keine Versuche am
Menschen. Arbeiten, die weiter oben schon ausfithdiskutiert werden, legen den Schluss
nahe, dass auch eine Hemmung der JNK klinischerzeMuerbringen konnte. Dies gilt
besonders fur die Studie v&telja et al, die aufzeigen konnte, dass JNK-Hemmung mit dem
Peptidinhibitor D-JNKI-1 selbst dann die systerhesdnflammation abmildern kann, wenn
der Inhibitor erst nach der Induktion des hdmorndawen Schocks in den Versuchstieren
appliziert wird [105]. Da dieser Versuchsaufbau tdsachlichen klinischen Situation recht
nahe kommt, weckt dieses Ergebnis die Hoffnundgkhmische Relevanz.

Wenn man sich allerdings in Erinnerung ruft, dassMAP-Kinase-Signaltransduktionswege
eng miteinander verbunden sind und in ein komptiegeNetzwerk biologischer Funktionen
eingebunden sind, kommen Zweifel auf, ob die Hengnemes einzelnen Elements im
komplexen biologischen System des schwerkrankererRan wirklich effektiv sein kann.
Erfolgversprechender scheint hier der Ansatz zu n,semittels genomweiter
Screeningverfahren einen Uberblick (ber die immogische Gesamtsituation des Patienten
zu erhalten. Es existieren bereits mehrere Arbgith® sich Chip-basierter Technologien
bedient haben, um dieses Ziel zu erreichen [14, 7a]satzlich wurden kirzlich
Anstrengungen unternommen, ein auf Genomscreeniigihbndes Scoringsystem zu
entwickeln, dass eine Aussage Uber die Prognossescérletzter Patienten erlaubt [142].
Hinzu kommen immer mehr Hinweise, dass auch germi$olymorphismen die Antwort

des Immunsystems auf schwere Verletzungen mitbestim|114].
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Mit einer Kombination aller eben erwahnten Ansatzénnte man einen mdglichst
umfassenden individuellen Uberblick Giber den Imntatus polytraumatisierter Patienten zu
erhalten und diesen fur eine mdglichst exakte Riatifizierung nutzen. Damit kdnnten
diese Patienten speziell angepassten Therapiestheogeflihrt werden, die darauf abzielen,
die Folgen von posttraumatischer Immundysfunktiorbzumildern. Unter den
Therapieoptionen, denen besonders gefahrdete tatieugefihrt werden koénnten, sind
operative  Versorgungsplane nach dendamage control“Prinzip [97] sowie
immunmodulatorische medikamentose Therapien [1R2#glse Therapien kdnnten somit exakt
auf den Immunstatus des Patienten abgestimmt weBlmiiber hinaus existieren Patienten,
bei denen allein aufgrund der Einschatzung deliddiven Situation durch den behandelnden
Chirurgen unklar ist, ob sie eher von eingtamage control~Ansatz oder von einenearly
total care“-Therapieplan profitieren [99].

Mithilfe von Immunmonitoring, das sich auf die obemvahnten Methoden stitzt, ware es

maoglich, diese Frage anhand von objektiven Kriteme beantworten.
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6. Zusammenfassung

Die posttraumatische Immundysfunktion ist in Forimee systemischen Entziindungsreaktion
nach wie vor eine wesentliche Ursache von Morhiditgd Mortalitdt bei schwerverletzten
Patienten. Mononukleare Zellen haben durch die éhigsung von Cytokinen und die
Prasentation von Antigenen eine wesentliche Raolldar Entstehung dieser Stérungen der
Immunfunktion. In den letzten Jahren konnten dudié Entwicklung des ,Alarmin®-
Konzepts wesentliche Erkenntnisse dariber gewonmerden, auf welche Weise das
angeborene Immunsystem im Rahmen einer schwereletx{erg aktiviert wird. Welche
Signaltransduktionswege dabei im subzellularen iBeraktiviert werden, ist jedoch noch
weitgehend unklar. Vorangehende Arbeiten konntettetaigenomweiten mRNA-Screening
den MAP-Kinasenpathway und den von MAP-Kinasenvaktien Transkriptionsfaktor c-Jun
als wesentliche Komponenten der intrazellularenn&8igpertragung in Monozyten nach
Polytrauma identifizieren. Die wesentliche Zielsetg dieser Arbeit war daher, auf
translationaler Ebene die Rolle von c-Jun sowiekdiektion der c-Jun aktivierenden MAP-

Kinasen p38 und JNK né&her zu untersuchen. Im Detgdb sich folgende Fragestellung:

*  Existiert eine zeitliche Dynamik in der Aktiviergrdes Transkriptionsfaktors c-Jun und
der MAP-Kinasen p38 und JNK in Monozyten polytratisiarter Patienten?

* Korreliert die Aktivierung des Transkriptionsfaksoc-Jun und der MAP-Kinasen p38
und JNK in Monozyten polytraumatisierter Patiemanklinischen Parametern?

» Lé&sst sich ein funktioneller Zusammenhang zwiscten Aktivierung von c-Jun und
einer erhohten Phosphorylierung der c-Jun aktivdea Faktoren p38 MAPK und JNK

herstellen?
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Zur Beantwortung der Fragestellung wurde ein in maen vorangegangenen Studien
bewéhrtes Studiendesign gewdahlt. 37 Patienten imée ISS > 16 Punkten und stumpfen
Verletzungen wurden in die Untersuchung eingessklosSieben der 37 Patienten verstarben
innerhalb der follow-up-Periode von 90 Tagen. Datighten wurden zu sechs Zeitpunkten
EDTA-Vollblut entnommen: direkt nach Aufnahme innd8chockraum der Chirurgischen
Klinik Innenstadt der Universitat Minchen, 6, 12, 28 und 72 Stunden nach Eintreten der
Verletzungen. Aus dem gewonnenen Material wurdetefsit positiver magnetischer
Zellseparation die monozytare Fraktion isoliert.sAden Monozyten wurde das nukleére
Protein extrahiert, welches mittels des kommerzéghaltlichen Bio-Plex Phosphoprotein
Detection Systems der Firma Bio-Rad auf die voreaedvienge der phosphorylierten Form
von p38 MAPK, JNK und c-Jun untersucht wurde.

Die Ergebnisse beantworten die Fragestellung dgéfale Weise:

* Eine zeitliche Dynamik der Phosphoproteinmenge @sagnten Patientenkollektiv lasst
sich vor allem bei der p-p38 MAPK feststellen. Di&tivierung von p38 zeigt einen
deutlich bimodalen Verlauf mit Spitzenwerten zurf@ahme in den Schockraum (0
Stunden) und zum Ende des Beobachtungszeitraui@t(rzien). Bei der p-JNK und p-c-
Jun zeigen sich im gesamten Patientenkollektiv gemstarke Schwankungen. Die p-
JNK zeigt kaum zeitliche Dynamik, auch p-c-Jun kéggliglich zu 72 Stunden einen

leichten Anstieg der Expression.

*  Eine Korrelation klinischer Parameter mit der Ritmgroteinmenge konnte mehrfach

demonstriert werden. So zeigt sich bei der Analyse p-p38-MAPK-Menge in Bezug

auf das Uberleben der Patienten, dass vor allemBeginn und zum Ende des
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Beobachtungszeitraums starke Unterschiede zwisaen beiden Patientengruppen
auftreten. Zu den Zeitpunkten 48 und 72 Stundeth diese statistisch signifikant.

Bei der statistischen Analyse der p-JNK-Menge kermum Zeitpunkt O Stunden ein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen lgimnden und verstorbenen Patienten
herausgearbeitet werden. Allgemein sind die dutaingitichen Werte der p-JNK-Menge
bei verstorbenen Patienten zu Beginn und zum Eedeudtersuchten Zeitraums héher
als bei Uberlebenden Patienten. Die p-c-Jun-Merayezw vier von sechs Zeitpunkten bei
verstorbenen Patienten statistisch signifikant leth®ie hochsten Werte der p-c-Jun-
Menge finden sich zu Beginn und zum Ende des wnthten 72 Stunden-Zeitraums.
Zwischen dem klinischen Parameter ,Massentrangftisimd der Aktivitat aller drei
untersuchten Phosphoproteine lassen sich signiékidorrelationen nachweisen. Die p-
p38 MAPK zeigt ein Aktivierungsprofil, das bei masgransfundierten Patienten eine
starke Erhdhung der gemessenen Werte gegenubémmasisentransfundierten Patienten
zu Beginn und zum Ende des 72-Stunden-Zeitraumbgest. Statistische Signifikanz
erreichen die Unterschiede nicht. Die p-JNK zeigt&hnliches Profil, auch hier konnte
keine statistische Signifikanz nachgewiesen werBender Analyse der p-c-Jun-Menge
lassen sich hingegen zu mehreren Zeitpunkten tstatis signifikante Unterschiede
herausarbeiten. Zum Zeitpunkt null Stunden istAké&vierung von c-Jun in Monozyten
massentransfundierter Patienten statistisch skgmfi  gegenuber nicht
massentransfundierten Patienten erhdht. Auch zuZaé#ipunkten 48 und 72 Stunden
konnte eine signifikante Erh6éhung der Aktivierumgdier massentransfundierten Gruppe
demonstriert werden.

Keine grof3e Aussagekraft erreichte die Analyse NB¥ssergebnisse anhand der
Verletzungsschwere. Leichter verletzte Patienteigtee bei allen drei untersuchten

Faktoren hohere Phosphoproteinmengen. Statistidaberschiede zwischen den beiden
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Gruppen lassen sich bei der p-p38-MAPK und beiJoit-nicht nachweisen. Bei der p-
JNK ist zum Zeitpunkt 48 Stunden die Aktivierung Monozyten von Patienten mit
gro3erer Verletzungsschwere statistisch signifilahtht, zum Zeitpunkt 72 Stunden ist

der Wert der leichter verletzten Patienten statktisignifikant erhoht.

* Ein weiteres wichtiges Ziel dieser Arbeit war, zuifen, ob ein funktioneller
Zusammenhang zwischen der Aktivierung von p38 MARBKd JNK sowie der
Aktivierung von c-Jun nachweisbar ist. Dies konnte Zusammenhang mit den
klinischen Parametern ,Uberleben“ und ,Massentrasish® gezeigt werden. Bei
verstorbenen Patienten findet sich eine gleichgmmiktivierung von p38 MAPK und
JNK einerseits und c-Jun andererseits zu Beginn zund Ende des untersuchten
Zeitraums. Ein vergleichbares Aktivierungsmusterdét sich auch, wenn man die
Patienten nach dem klinischen Parameter ,Massesitrsion® in zwei Gruppen
unterteilt. FUr diese beiden klinischen Parametsecheint daher eine Aktivierung von c-

Jun durch p38 MAPK und JNK wahrscheinlich.

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werdassdler MAP-Kinasen/c-Jun-Pathway in
Monozyten polytraumatisierter Patienten abhangig kbnischen Parametern differentiell
aktiviert ist. Dies ist ein Hinweis auf einen matien pathophysiologischen Mechanismus,

der fur die Entwicklung posttraumatischer Immundysttion Bedeutung besitzen kénnte.
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