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1. Einleitung und Hintergrund

1.1. Das Polytrauma

Die Behandlung eines polytraumatisierten Menschen stellt nach wie vor eine der gréf3ten
Herausforderngen der Medizin dar. Der Definition nachschernevon 1987 folgend
bezeichnet man mehrere gleichzeitig geschehene Verletzungen verschiedener Kdperregionen,
wobei mindestens eine oder die Kombination mehrerer Verletzungen lebensbedrohlich ist, als
Polytrauma (1). Das gebrauchlichste Scori#8ystem zur Einteilung dieser schweren
Mehrfachverletzungen stellt déwjury Severity Scorekurz derlSS dar(2). Eine Verletzung

mit einem Schweregrad von 16 Punktartsprechend ddsjury Severity Scoe(ISS) wird

als Polytrauma gewertdt(3); (4)].

Folgt manBardenhauer et ado ist der Verkehrsunfall mit 56,7% in Uber der Hélfte aller Falle

die haufgste Ursache fur ein Polytraumislit 139% stellenStirze aus grol3er Holuie
zweithaufgste Ursache fir eenlebensgefahrlichsehrfachverletzunglar, die dritthaufigste
Ursache fir me Polytraumatisierung stellen lebensgefahrliche VerletzumgdRahmenvon
Suizidversucherdar (7,4%) (5). Insgesamt kam es1 Deutschlandlaut den Zahlen des
Statistischen Bundesamtesn Jahr 2011 zu insgesamt 396.374Verungliickten bei
StralRenverkehrsunfallen. B4i009 Patientenfiihrte dieser Unfall zum Tod®011 kam es
erstmals seit 20 Jahren wieder zu mehr Todesopfern im StraRenverkehr. Auch die Zahl der
Verletzten hat seit 20 Jahren erstmals im Jahr 2011 wieder zugenommen. Ursachen fur diese
gegensatzliche Entwicklung der ansonsten deutlichen ricklaufigefizahfan in den letzten

zwei Jahrzehnten werden vor allem in den schlechten und haufig wechselnden
Witterungsbedingungen der letzten zwei Jahre gesgtatistischeBundesamtWiesbaden

2012. Ansonsten spiegeln die stetig sinkendamlgn der Verkehrsten und Veraglickten

auf der einen Seite die Verbesserungen auf dem Gebiet der Sicherheitsstastastsdere
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im Verkehr und auf der anderen Sadie Entwicklung und dendttschrittin der Medizin im

Verlauf cer letzen Jahre weder. Die kontinuierlikhe Optimierung der Therapieregime sowie

die Anpassung des Zeitmanagements bei der Primarversorgung polytraumatisierter Patienten
an derenspezielleBedurfnisse hat in den letzten Jahren zu einer deutlichen Senkung der
Mortalitat gefihrt.Den aktuellen Zalen des TraumaRegisters der DGU zufolge findet sich
eine Letalitdt von 128% unter den polytraumatisierten Patienterloe das Krankenhaus

lebend ereichen (TraumaRedesr DGU,Jahresbericht 20)2

Betrachtet man die unterschiedlichen TodesursadbgpolytraumatisierterPatientenlassen
sich diese hinsichtlich des zeitlichen Verlaufsach erlittenem Traumaund schlie3lich
entsprechend der jeweiliggrosttraumatischen Todesursacateech Trunkeyin drei Gruppen

unterteilen(6):

Das erste Drittel der polytraumatisierten Patientemerstirbt schonunmittelbar an der
Unfallstelle oder innerhalb der ersté Minutennach Trauman Verletzungen, die mit dem

Uberleben nicht vereinbar sind

Das zweite Drittel der polytraumatisiggn Patientenist vor allem wahrend der frihen
posttraumatischen Phase gefahrd®tnn diese Patienten versterben, dann geschieht dies
meistendm Schockraum oder innerhalb der ersten vier Stunden nach Ti@auhen Folgen
schwerste SchadeHirn-Traumata44,9%)oder durchmicht beherrschbarglassenblutungen
(35,2%) (6). Aus pathophysiologischer Sickind diese Patientemornehmlich durch die
primaren Auswirkungen des Blutverlustes gefahrdet. Das beddigstPaienten \ersterben
infolge derdurch den Blutverlust erlittenddypovolamie und den damit verbundef@gen

der Sauerstoffmangelversorgunder Hypotensionund der massiverBeeintrachtigung des
Gerinnungssystemsg7). Dieses Paéintenkollétiv profitiert demnachvon der schnellen,
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prioritdtenorientiertempraklinischenund friheninnerklinischenvVersorgung Mit mittlerweile

uber einer MillionAdvanced Trauma Life SuppdATLS) zertifizierten Arzten in ber 50
Landern dieser Weltdante diese vulnerable Phase in der Versorgung Schwerstverletzter
erfolgreich strukturiert und standardisiert werd8n Nachder staistischen Auswertung des
Traumaegisters ergibt sich eine Reduktion der Frihletalitdt (innerhalb von 24h) von 7,0%

(2009) auf 5,3% im Jahr 2011.

Dasletzte Dittel der Patientenst in der spateren posttraumatischen Plgeféhrdet Diese

Patenten erleiden, folgt man einer prospektiven Studie @@sla et al in bis zu 286 der

Falle ein irreversibles MultiorganversagetMOF) (9). Die Entwicklung eines
Multiorganversagens nach erlittenem Trauma weist eine multifaktorielle Atiologie auf. Die

fur die Entstehung eines Multiorganversagens wichtigen EinflussgréRen lassemasith

Hietbrink et al in endogene und exogene Faktorenterteilen (10). Zu den endogen
EinflussgréRen zahlen dgeneaische Pradisposition sowie dieoiorbiditatender Patienten,

welche ein schweres Trauma erleid8o. konnte beispielsweise eineb&it vonCobb et al

eine starke Assoziation zwischen einer genetischen Variationeie dem TNFalpha
Polymorphismus und der Ausbildung eines Multiorganversagens aufze{@&nh Zu den

exogenen Faktoren zéhléaut Hietbrink das Trauma selbtd er sogenannte Af i |
At r a u ma sowi® diedd@m Trauma folgende @ation oder sogar Reanimatierder
sogenannte Asecond hi t(16) . Aud pathophysiatotischier Siohtt i o n
kommt es bei diesen Patienten im Rahmen des posttraumatischen Verlaufes zum Auftreten
einer systemischen Entziindungsreakt(Asy st e mi ¢ infl ammat pry re
SIRS. Durch das Trauma wirdeine akute Entzindgsreaktion mit mdglicherweise
konsekutiver  Multiorgandysfunktion (MODS) ausgelost Das Ausmald dieser
Ganzkérperinflammatiohéangt unter anderemon A s e chi-Rhdnomenai abundkann so

aud Organe in Mitleidenschaft ziehetie vom urspringlichen Traunmécht direkt betroffen
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waren. Unter d e m B e gsecomi-hfi tvidrden Schaden durch Mike und
Makrozirkulationsstérungen, Ischamie und konsekutiReperfusion, HypoxieBlutungen
sowie Infektionengefasst(12). Auch die Belastungdesvorgeschéadigten Organismdsirch
eine langandauerndeder invasiveOperation zahlitz di e s e rhi tASEIe Deshald
solltees als obestes Zielin der Versorgung diesegefahrdeten Patientkallektivs angesehen
werden, diemdglichen sekundaren Schaden auf ein Mindestmal® zu begrgtaZEn(15)].
Der Besonderheiterdieses Kollektivs polytraumatisierterPatienten tragen sowohldie
Entwicklungen im Bereich dek D a ma @n&ol SGrgeryi zur Eingrenzung desekundéren
operationbedingten Gewebeschahs als auchdie interdisziplnare intensivmedizinische

TherapieRechnund(16); (17)].

Die Senkung der Initialmortalitédt polytraumatisierter Patienten konfrontiert die klinische
Medizin mit einer steigenden Anzaklieser Patienten Diese sind im posttramatischen
Verlauf von der Entwicklungeiner Immundysregulation uneines Multiorganversagens als
schwerwiegende Komplikation und hauéig spate Todesursache bedrol(18); (19)].
Entspreched einer Studie durch NastKolb et al entwickeln 33% der Schwerverletzen im
Behandlungsverlauf ein voriibergehendes Versagen mindestens eines Organsystems, bei 15%
aller Patenten kommt es zu einer manifesten Multiorgandysfunktion (MQPRS) Ertel et al
untersuchten 1998 die Bedeutung der Ganzkdrperinflammggstemic Inflammatory
Response y@ddrome, SIRSbei 1278 Traumapatientenin einer retrospektive Analyse
konnten sie zeigen dassder Schweregrad der systemischen Inflammationsreahtiorier
Verletzungsschwer@ach ISSksowie der Letalitat korreliezh. In ihrer Untersuchung lag die
Inzidenz der Ganzkoérperinflammation fir das gesamte Kollektiv bei 57,6%, wobei die
Inzidenz mit steigender Traumaschwere dealtlizunahm. So entwickelten 70% der
schwerverletzen Patienten (ISS-4®) und alle Patientemit einem ISS > 40 ein SIR$it

der Unterteilung des SIRS nach Schweregr@dad 1-4) konnte gleichzeitig eine direkt
10



proportiorale Korrelation mit der Inzidenz eine&cute Respiratory Distress Syndrem
(ARDS) sowieMultiple Organ Dysfunction SyndraiMODS) aufgezeigt werden. Patienten
mit einer schweren systemischen Inflammationsreaktion (SIRS G#x@@twickelten in 9%

bzw. 2%%6 ein ARDS und in 22% bzw. 50% der Féalle ein MOR9$.

Bis heute sind die genauen intrazellularen pathophysiologischen Vorgange, die zu einem
posttraumatischeS8IRS und MOF fiihren, nicht endgultig verstand&uas diesem Grund ist
die Fokussierung@uf diesebereitsoben beschriebBPhasenach schwerem Trauma mit ihren

dargestellterGefahrersinnvoll und wichtig

Ziel dieser Arbeit ist eginen Beitrag zum Verstand posttraumatischeimmunologischer
Vorgéange hinsichtlich mdoglicher Anséatzezu Diagnotik und unter Umstanden auch

Pravention des posttraumatisct&RS und MOFzu liefern.

1.2. Die immunologische Aktivierunglie EntstehungonSIRS CARSund MARS

Die Mddichkeit, schwerstverletzte Patienten am Leben zu erhalten, resuttesitegslaufig

in der Entdeckung eines bis dahin unbekanngasttraumatischenSyndrons: dem
Multiorganversagen (MOF}J22). Das Verstandnis dieses posttraumatischen Syndroms hat

sich innerhalb der vergangenen Jahrzehnteagdeltund erweitert

Glaubte man zunéchst, es handele sich hierbei um Asimigéndige Infektiofi folgte die
Vorstellung von einem Syndrom, dasdurch den initialen Blutungs und konsekutiven
Reperfusionsschaden gekoppelt mit einer posttraumatischeramm#tionsreaktion
verursachtwurde (22). In den folgenden Jahregelang@n enormeWissensbrtschritte im
Hinblick auf die Definition, die Epidemiolog, einzelne Préadiktoren sowialie
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zugrundeliegende pathophysiologischen Veranderyngeziche ein zunehmendeaund
umfassendered/erstandnis diesr posttraumatischen immunologischen Aktivierung mit

darauffolgendr Organschadigungrlaubten

Haufiger Ausgangpunkt eines Multiorganversagens ist die posttraumatische
immunvermittelte Inflammationsreaktion: d&ystemic|nflammatory ResponseSyndrom

kurz SIRS Es ist definiert als das Auftreten mindestens zweier der folgenden Krifé&®n

(24)]:

1 Temperatur < 36°C oder > 38°C

1 Herzfrequenz > 90/min

1 Atemfrequenz > 20/min oder pCO2 < 32 mmHg

1 Leukozytenzahl < 4 G/l oder > 12 G/l @dVorhandensein von unreifen

Vorlauferzellen vormehr als 10% im peripheren Blut

Charakteristise fur denAt r a u nmaS ci hsociskedwohl der Blutverlust als auchder
mechanische Gewebeschaden.Ersterer resultiert in einer teilweise unzureichenden
Gewebeperfusio und einer zellularen Hypoxid etzterer setzgrof3e Mengen von RNA,
DNA, zytosolischenOrganellen, Matrix und Membranfragmenten framit denen sich das
Immunsystem umtr physiologischen Bedingungenicht auseinandersetzten musBie
darauffolgende Aktivierung des korpereigenen Immunsystems zieht eine Vielzahl an
Veranderung des traumatisageschéadigten Organismus nach s{@2). Die durch den
traumati schen A fEixposition diéser Arfiigenatulduger fihrs zusng
systemische Entziindungsreaktion des K&p@5); (26)].

Die Aktivierung desunspezifischen Immunsystensestehend ausem Komplementsystem
12



und der unspezgchen zellularen Immunantworbestehencus Makrophagen, Monozyten
natirlichen Killerzellen und polymorphonukleareLeukozyten PMNS, ist die unmittelbare
Folge des erlittenen Traumaslierbei aktivieren @ durch die traumatische Ischamie und
Reperfusionfreigesetzten Sauerstoffradikaliee PMNs und ziehen diese chemotaktisech a
Gleichzeitigkommt esals Antwort des Organismus auf den tradassoziierten Streszu
einer exzessiven Ausschittung zahlreicher proinflammatorischer ZytakideChemokine
wie z.B. IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, TNFa und Interferong durch Makrophagen
Monozyten und PMN{(26); (27); (28) (29); (30);]. Die PMNs sind die dominierende
Zellpopulation der unspezifischen Immunabweimd machen 580% aller zirkulierenden
Leukozyten ausIm Anschluss anihre Aktivierung migrieren die PMNsmithilfe der
Matrixmetalloproteinase (MMPs) aus der Endothelmembran des GefaRsysteim das
Gewebe. Dorkommteserneutzu einer Degranulatiomon freien Sauerstafidikalen, welche
wiederumzu einer Freisetzung vollatrixmetalloproteinasenirnisbesonderé&/IMP-9) fuhrt
(26). Diese Freisetzung von MMPs und Sauerstoffradikalen ist entscheidenddiéir
Funktionalitat der unspezifischetmmunalwehr, fuhrt aber im UbermaR zweinem

zusatzlichen Geweb und Organschaden.

Eine weitereentscheidende Funktion déellen desunspezifischedimmunsystemdiegt in
der Phagozytose und anschlieRenden Antigeeptationgegentber Zellen des spezifischen
Immunsystems. So schaffen sie §erbindung zwischemem unspezifischen, angeborenen

und denspezifischen, adaptivdmmunsystem.

Die Entstehung eines SIRS wird hauptsachlich durch ellen der unspezifischen
Immunreaktionvermittelt (31). Aber auchElemente des adaptiven Immunsystespgelen
eine wichtige Rolle. Unter den T-Helfer-Zellen kann man in Abh&ngigkeit ihres

ZytokinspektrumszwischenTHO-, TH1- und TH2Zellen unterscheiden. THRellen sind
13



naive T-Zellen und produzieren alle Zytoking2), wahrendTH1-zellvermittelt vor allem
TNF-a, Interferong und IL-2 augeschittet werden (33). Dieses Muster der
proinflammatorischen ytokinproduktion wird auch als THPhéanotp der FLymphozyten
bezeichne(34). Leitzytokine der TH2Zellantwort sinddie antiinflammatorischen Zytokine

Interleukin4 und Interleukin 1432).

Interessanterweise sorgt iee im Rahmen der hyperinflammatorischen Immunantwort
dauerhafte Aussdittung des proinflammatorischen Zytokins-@Ldabei nicht nur fur die
Akute-PhaseReaktion des posttraumatischen Immunsystems, sondern fuhrt gleichzeitig zu
einer Hochregulatioreiniger bedeutender antiinflammatorischdediatoren Das bedeutet,
dass sichan dieseinitiale proinflammatorischeReaktionim Rahmen des SIR8ie Bildung
vorwiegend antiinflamraorisch wirkender Zytokine wie beispielsweB&E2, IL-1ra, I1L-10

und TGFb anschlie3t(35). Aulerdem kommt es zu einer Deaktivierwmn Monozyten,

einer Anergie von ILymphozyten und einem Verlust von Immunzellen durch Apop{88e

Auch jetzt kommt es also zu eineposttraumatischedusammenspiel der angeborenen und
erworbenen Immumawort. Die spezifische THXermittelte Immunantwort flhrt zu einer
vermehrten Produktion der anfiammatorischen Zytokine H4 und IL-10. Diese Reaktion
kannals korpereigene protektive Malnahdesangeboren und adaptive Immunsystera

zur Eingrenzung des Gewebeschadesrstanden werdeand wird heuteals Compensatory
Antiinflammatory Response Syndrome (CARS) lezeichnet (37). Im Rahmen dieser
Immunsuppression oder von manchen Autoren sogar als Immunpatagséribenen
Zustands ist der polytraumatisierte Patient erneut besonders gefahrdet, da das CARS sowohl
zu der Entstehung infektioser Komplikationen als auch zu der Entwicklung eines MODS

pradisponierf(38); (39); (40)].

14



Ein weiteres Syndrom erlangt in der neueren Literatur zunehmend Beachturigixeas
AntagonistResponseSyndrom(MARS). Dieses Syndrom bezeicheeunachstlie zeitweilig

hergestellte Homoéostas&hrend der Transformation von SIRS zu CARSeinigen Studien
konnte mittlerweileaber gezegt werden, dass nicht etw@lRS, CARS und MARS im
geschadigten Organismus sequentiell aufeinander folgen, satatsatasMixed Antagonist

Response Syndroafs Koinzidenza/on SIRS und CAR&u verstehen ig836).

15



Die folgende Abbildungstellt den Verlauf der posttraumatischen Immunreaktion graphisch

dar.

Pro-inflammatory
response

Traum\
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Early MOF

SIRS

Moderate

Recovery
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Moderate

Anti-inflammatory [.ate MOF
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v

Abbildung I Verlauf der Immunantwort nach Trauma aus Hietbrink eéivalrld Journal of

Emergency Surgery 20086.15
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1.3. Matrixmdalloproteinasen (MMP) und ihre Inhibitoren (TIMPL)
Die Herleitung der Fragestellungjeser Doktorarbeiergibt sichaus zwei grundlegenden

Uberlegungen:

Erstens ist fur die Entwicklung und Auspragung des SIRS ein sehr komplexes
Zusammeaspiel von zelllarer Aktivitat, Chemokinen undytokinen von BedeutungDie
simultane inflammatorische Aktivierung von Kommpientfaktoren, Zytokinen und
Chemokina durch Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems spielt eine
entscheidende Rolle nach schwerem Trag6). Die Matrixmetallogoteinasenspielenin
diesem Zusammenhangine wichtige Rolle. Durch Spaltungder Proteinbestandteile der
Extrazellularmatrix EZM) sind die MMPs mal3geblican der Wanderungpn verschiedenen
Immunzellen beteiligt. Im Rahmen der Inflammatiostellt die Einwanderung von
neutrophilen Granulozyten in ddsetroffene Gewebe dielnitialantwort desangeborenen
Immunsysems dar. PMNs speichern in ihren Granulaunter anderem die
Matrixmetalloproteinas® [(41, 42)]. AnschlieRend an die Degranulierung der PMNs und
damt Freisetzung der Matrixmetallogeinasespaltetdieseihre spezifischen Substrate und
ermoglicht so durch de Zerstdérung der Basalmembran von Blutgefalsh Lymphgefal3en

- die Emigration der Immunzellen aus demBlutkreislauf in das GewebeNicht ale
Immunzellen des angeborenBnmunsystems kdnnen MMPs speichedfgnozytenmissen

im Falle einer InflammationsreaktiddMPs de novosynthetisierer(41). Damit die fur die
Immunantwort so wichtigen Zytokine und Chemokine ihre Aufgaben erflllen kénnen,
mussen diese zunachst aktiviert werden. Dieses geschieht ebenfalls mithilfe der
MatrixmetalloproteinaserMMP-9 katalysiert die Aktivierungler ZytokinelL-1 b TINF€J
sowie diedes ChemokingL-8. Interleukin8 wiederum stimuliert diddegranulierung von
PMNs undfuhrt so zu einer erneuteMMP-Freisetzung hier besteht also ein positiver
FeedbackMechanismug41).
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Il n Kennt Séhalf udni ketsiearn AA i n  sinel dieMatrixmetallaproteivassr t

und ihr Inhibitor TIMR1 in den Fokus dieser Arbeit gertckt.

Zweitensliegen dieser Untersuchung einige Vorarbeitarserer Arbeitsgruppe zugrunde,
welche sich mit der Imomantwort nach Polytrauma beschaftigt habBort konnten die

Gene, welche fur die Protein®IMP-9 und TIMR1 kodieren in einer genomweiten
MicroarrayStudie in Monozyterals vielversprechende Markéiir den posttraumatischen

Immunstatusdentifiziert werden(43).

Wir gingen vonder Uberlegungaus dass @& Ausschittungvon immunomodulatorisch
wirksamen Sigalproteinen tUber kompéxe intrazellulare Signi&ransduktionskaskaden
reguliert wird und das die transkriptiona Aktivitdt von Immunzellen durch das Trauma
modifiziert wird Folglich missten traumaspezifische Genexpressionsmuster nachweisbar
sein. Mittels mRNAMicroarrayscreening wurde in Monozyten polytraumatisierter Patienten
nach einem traumaspezifischen Expressiauster gesuchtDabei konnte ein funktionelles
Netzwerkvon Genendentifiziert werdenwelchesbei verstorbenen Patienten im Vergleich
zu Uberlebenden Patientdrmochsignifikantunterschiedlich exprimiert war. Dieses Netzwerk
formiert sich um den Transkstionsfaktor c-Jun Dieser ist als Bestandie des
TranskriptionsfaktoiK omplexesAP-1 (Activating Proteirl Complex bestehend aus u.a= ¢
Jun und eFos) entscheidend an der transkriptionalen Regulation im Immunsystem beteiligt
(44). Dieser AP-1-TranskrigionsfaktorKomplexhat eine dominierendRegulationsfunktion

der Genaktivitavon proinflammatorischeMediatoren im posttraumatischen SiRfBe und

ist gleichzeitig entscheidend in die Regulation vovMP-9 und TIMR1 involviert. Die
Expressionund Aktivierung von MMP-9 wird dber die Bindung vonAP-1 an die
Promotorregion vorMMP-9 induziert. Eine Inhibition vonAP-1 resultiert folglichin einer
Abnahme deMMP-9-Expression Gleiches gilt fir den nattrlichen Inhibitor véaMP-9,

18



TIMP-1 (45). Die folgende Abbildung (Abb. 2) illustriert den AP-1 assoziierta
Signaltransduktionswegowie seine regulatorische Wirkung auf die hier untersuchten

Proteine

Legend:

others
transcription factor
peptidase

cytokine

direct activation
indirect activation
inhibition

binding

Abbildung2:  Regulationsmechanismen um den Transkriptionsfakeonplex APL1 und
seine Funktion im Rahmen der Regulierung der untersuchten Proteine

MMP-9 und TIMR1
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1.31. Die Familie der Matrixmetalloproteiasen

Matrixmetalloproteinasen (MMPs) reprasentieen eine Familie strukturverwandter,
zinkabhangiger Endopédasenzu denen mittlerweiléiber25 Mitglieder zahlen[(46); (47)].
Traditionellerweise werden die Matrixmetalloproteinasen und ihre Inhibitoren vor allem im
Rahmen ihrer herausragenden Rdl& der Degadation und bei der Neustrukturierung der
ExtrazellularmatrixEZM) genanntBetrachtet maigesundes, nicktroliferierendessewebe

findet man ein Gleichgewicht zwischen den-auid abbauenden Komponenten der EZM

vor . Di eser Prozeses weé ma dezeichmdy DeraAbbau det i s s u
extrazellularen Matrix, die sogenannte Degradation, spielt bei einer Vielkahl
physiologischen sowie pathologischen Preeeseine entscheidende Roll48). Zu den
physiologischen Prozesseaidhlen beispielsweise die Embryogenese, das Knochenwachstum,
die Angiogenese, die Neutrophil€unktion sowie die Wundheilung49); (50); (51)]. Zu

den pathologischeRrozessen deFissueResorption und Degradation der EZM gehéren u.a.
Tumormetastasierung, chronisehtziindliche Darmerkrankungen, rheumatoide Arthritis,
Leberzirrhose, fibrotische Lungenerkrankungen, Atherosklerose sowierscimedliche
neurodegenerative Erkrankungere Alzheimer und ALY (51); (52); (53); (54); (55); (56);

(57)]. MMPs und ihreendogeneninhibitoren, die TIMPs, kdénnen durch Spaltung von
Peptidbindungen u.a. Kollagenasen und Elastasen abbauen und wirken so entscheidend an der
enzymatischen Degradation deEZM, der Basalmembran sowie des interstitiellen Stomas

mit.

1.3.2 Die Rolle der MMPs und TIMPs im Rahmen der Inflammation
Die Rolle, die den Matrixmetalloproteinasen im Rahmen der Inflammation zukommt, wird
durch ihre Fahigkeit, die Produktion und Akérungder an der Immunantwort beteiligten

Zytokine und Chemokine als Effektormolekile zu kontrollieren, bestimmt.
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Matrixmetalloproteinasen greifen auf unterschiedliche Waedisedie Regulierung der
Inflammationsantwort ein, indem sie beispielsweise dansepitheliale Migrationund
Akkumulation von Leukozyten ermdglichen und die Aktivierung und Kompartimentierung
von Chemokinen wesentlich beeinfluss¢@7); (58)]. AulRerdem regulierensie d&
Zellwachstums uber die Freisetzung vondh&stumsfaktoren voder Zellmembran oder aus

der Extrazellularmatrix(47); (59); (60); (61); (62)]. Die Fahigkeit vieler Entziindungszellen
MMPs zu produzierenist hinreichend bekannt, allerdings haben Forschungsergebnisse der
letzten Jahre zusatzlich zeigekdnnen, dass neben diesen Zelltypen auch Epitired
Stommzel | en i m R arfemodaing theler Ladetsing sine &/ielzahl an MMPs

zu exprimieren, darunter unter andergiP-9 (63).

MMP-9 ist eine Typ VI Kollagenase wird in den tertidren Granulomen der
polymorphonuklearen Zelle(PMNs) gespé&hert und von einer Vielzahl vodellen wie
beispielsweiseMonozyten, Neutrophilen, Eosinophilen und Makrophagsezerniert(64).
Betrachtet man die €&amtheit aller MMPs so scheinfolgt man Gill et al, MMP-9
hinsichtlich der Fahigkeit die ChemokirSignalwege im Rahmen der Inflammation zu
beeinflusseneinerder wichtigsten VertreteseinerFamilie zu seinDas Wirkungsspekium
reicht hierbei von einer massiven Induktion dgtokinaktivitat bis hin zu einer kompletten
Degradation derZytokine (63). Ein im Rahmen der Inflammationsantwort besonders
wichtiges Zytokin stellt TNFa dar [(65); (66)]. Ein Haupteffet von TNFa auf

Inflammationsebene ist die Stimulation der MMHEEXpression durch Monozytdf3).

TIMP-1 ist der natirliche Inhibitor von MM® und kommt in nahezu allen Gewabend
Korperflissigkeiten vor(67). Die Hauptaufgabeder TIMPsbesteht in der Regulatioder
MMPs wnd so auchin der Regulation deinflammatorischen Antwort einerseits durch die

Kontrolle der Zytokinaktivierung und aedseits durch die Prozessierung Wherarbeitung
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der Zelladh&sionsrezeptoren der Entzindungszell@d). Diese besonders wichtige
Wirkungsweise de TIMPs konnte durch den Gebrauch synthetischer Inhibitoren bereits
untermauert werdenSo konnte die Therapie mit synthetisch hergestellten TIMPs eine
Bleomycininduzierte pulmonale Gewebeschadigung reduzidf8). TIMP-1 besitzt die
Fahigkeit,die LeukozyterExtravasatiorzu verhinderrund damitdie vaskulare Permeabilitat

zu verringern(69).

1.33. Regulation der MMPsnd ihrer Inhibitoren

Regulierung der MMPs

Sowohl die Vielfalt an Funktionen, welche die Matrixmetalloproteinasen in physiologischen
Prozessen einnehmeals auch die Fille an Erkrankungen, die duricke ®ysregulation der
MMP-Synthese hervorgerufen werden, unterstreichen die Notwendigkeit einer kontrollierten
Regulation ihrer Syntheséhre Regulierung erfolgt audrei unterschietichen Ebenen: der
TranskriptionsEbene der posttranslationalenAktivierung der inaktiven Proenzyme sowie

deriInteraktionder aktiven Enzymmit ihrenlinhibitoren(70).

Auf TranskriptionsEbene werden die unterschiedliche Expression der einzelnen MMPs
sowie ihre Induzierbarkeigeregelt. Hier wird im Hinblick auf das jeweilige teilweise
Uberlappende Substratspektrum im Wesentlichen Uber die biologisdkédha der Enzyme
entschieder(71). Zwei Strukturen, ndmlich die Transkriptionsfaktor@na. AP-1) und die
PromotorRegion, wirken bei der Transkriptiskontrolle zusammen. Diese Ebene bildet den
wichtigsten Regulationsnesbanismugsiehe Abb. 2)72). Die Expression eines MMBens
wird von verschiedenen Faktoren beeinflusst. Man unterschaleT ranskiptionsfaktoren

von CoAktivator- und CoeRepresseProteinen. Die Transkriptionsfaktordmnden andie
jeweilige PromotoRegion und beinflussen so die Transkriptioi73). Zu den Ce
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Aktivatorengehéren beispielsweise Wachstumsfaktoren wie EGF, PDGF und bFGFHsowie
Rahmen der Immunantwort nach Trauma bedeutedgigrkine wie IL-1alpha und-betg IL-

6, IL-8, TNF-a und TGFb [(74); (75); (76); (77)]. Zu den CeRepressoren zahlen
beispielsweisedas immunsuppressive Zytokin - sowe Corticosteroide(78). Auch
Komponenten der Extrazellularmatrselbstkonnen Einfluss auf die Induktioder MMP-

Synthese habe(79).

Die postranslationale Aktivierungler Matrixmetalloproteinaseast ein mehrstufiger Prozess.
Sie kann intrazellular, durch membranstandige MMPs an der Zelloberflache und extrazellular
erfolgen. In der EZM geschieht dies entweder durch andere Proteasemuwdh zuvor

aktivierte MMPS(80).

Die Interaktion der aktiven Enzyme mit ihren Inhibitoréidet die dritte Form der
Regulation.Nach erfolgter Aktivierung der Zymogene zu aktiven proteolytisch wirksamen
Enzymen, werden diese entweder durch ihre spezifischen natirlichen Inhibitoren kontrolliert
oder durch unspezifische Hemmung reguli®iese TIMPs werden héaufig koordiniert mit

den Proteinasen exprimiert und sezerniert und bilden so auf dem Boden reversibler, 1:1
stochiometrischer Komplexe eine Balance im Bezug auf das Ausmald der Matrixdegradation.
Kommt es zu einem Ungleichgewicht zugunsten der MAdRzentration kann dies
ursachliqi fur eine UberschieBende Proteelyand somit urséchlich fur dasufireten
bestimmter Erkrankungen s€i®l). Einer der Hauptvereter nichtspezifischer Inhibitoren ist
alpha 2-Makroglobulin. Als Plasmabestandteil ist dieses Protein an der Hemmung der

Matrixmetalloproteinasen in deKorperflissigkeiten beteilig 1).
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Regulierung demnhibitoren (TIMPS)

Zur Aufrechterhaltung des wichtigen Gleichgewichts zwischatrixmetalloproteinasen und
ihren endogenen Inhibitoren, den TIMRs)terliegt die Expression der MMRhibitoren
ebenfdls einer strengen Regulationskontrolle. So konnte beispielsweise die Arbeitsgruppe um
Overall et alzeigen, dass Interleukibbeta in gleichem MalRRe sowohl die Transkription von
MMPs sowie von TIMR1 stimuliert(82). Ebenfalls stimulierenden Effekt auf die TIMP
Produktion haben EGK83) und IL-6 (84). Die Wirkweise von TNF auf die TIMR-
Produktion ist konzentrationsabhéngig. Liegt es in hoher Menge vor, wirkt es hemmend, liegt
es in niedriger Konzentration vor, so wirkt es stilrend auf die TIMPL-Synthese(85).
AulRerdem fihren Phorbolester und Interleukine sowohl zu einer Steigerung der &8VIP
auch der TIMPL1-Produktion, wohingegen TGBeta beispielsweise die MMEXxpression
hemmt, aber die TIMR-Expresson fordert. Folglich kbnnen MMPwsor allem MMR9 und

TIMP-1 sowohl gleichsinnig als auch gegensinnig reguliert wef@lén
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2. Zielsetzung

Die posttraumatische Mbiditat und Mortalitdt polytraumatisierter Patientish wesentlich
durch das Ausmafder posttaumatischen Inflammationsreakti dominiert Ausgangspunkt
ist die Stérung des Immunsystems im Rahmen einer lebensbedrohlieiefasdhverletzung
Bis heute sindallerdings dieexakten Mechanismen die fir die Pathogenese des SIRS
verantwortlich sind, ndtnichtendgultigverstanden

Biberthaler et al konnten 2005 in einer OligonukleotidMicroarray-Studie erstmals
hochspezifische mRNA&Xxpressionsprofilein  Monozyten polytraumatisierter Patienten
ermitteln welche schon in der frihen posttraumatischen éHaxchsignifikant mitder
Verletzungsschwere sowie dem klinischen Outcome hinsichtlich Tod oder Uberleben
korrelierten. Mittels dieser genomweiten mRNA-Microarrayanalyse wurde so ein
funktionelles Netzwerk von Genen identifiziert, welches bei Patienterdadi initiale Trauma
Uberlebten, im Vergleich zu denen, die posttraumatisch verstatmet) signifikant
unterschiedlich exprimiert war(86). Im Zentrum diess Netzwerkes stand der
Transkriptionsfaktor €Jun welcher Teil des bereits besprochen&R-1-Komplexesist.
Dieser wiederum hat eine dominierende Stellung im Rahmen der transkriptionellen
Regulierungsmechanismus der MMPs innsuRerdem zeigte sich eineiffdrentielle
Expression der Gene, welche fur die ProtditdP-9 und TIMR1 kodieren.Eine weitere
Studie, die von unserer Arbeitsgruppe durchgefihrt wurde, beschéaftigtbsicfalls mit der
Genomebeneind untersuchte di€rage, ob das in Monozyten durdhicroarrayscreening
nachgewiesene Genexpressionsprofii auch emer weiteren Zellpopulation, den
Granulozytenexistiert. Hierzu wurde an einem grof3eren Patientenkollektiv migalgime
polymerase chain reactiofiRT-PCR) quantitativ die Expressionvé@enen bestimmt. Dabel
konnte gezeigt werden, dasster anderendie erhOhteExpression deGene MMP-9 und
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TIMP-1 im Zeitraumvon 6 bis 24 Stunden nach Trauma signifikant mit dem Uberleben der
Patienten verknUpft war. AuRRerdem war eine erhdhte ExpressgsnGens TIMP1
signifikant mit dem Vorliegen eines Schadin-Traumas assoziiert [unverdffentlichte
Daten].

Die transkribierte RNA allerdings muss nicht zwangslaufig in ein entsprechendes
Proteirmuster umgesetzt werden. Da aber die biologische Aktiviiddd die von uns
untersuchten entsprechenden immunologischen Effektedeandurch dieRNA kodierten
Proteine hervorgerufen wird, war es in einem néachsten Schritt unerlasslich, das
hochsignifikante Expressionsmuster ambnozytarerGenomebeneuch in dernachsten
Ebenen- der Proteomebene zu untersuchertier zeigte sichdassdie signifikant erhdhte
Expression vorc-Jun auf mRNAEbene auch eine erhéhte Menge aktivierten und damit
biologisch wirksamen Proteims Monozytenbedingt.In der unmittelbarengsttraumatischen
Phaseavar ¢Jun in Monozyten verstorbener Patienten statistisch signifikant hoher aktiviert als
in Zellen Uberlebender PatienteBo konnte gezeigt werdemlass auch abhéngig vom
klinischen Par ameter A! ber | e BExpiessiom tleine ei ne

differentielle Aktivierung debetreffenden Genprodukts fol(R7).

In Zusammenschau dieser Ergebnisse mitddem Wissen um den bedeutenden Einfluss des
TranskriptionsfaktorefKomplex um c-Jun auf die Regulierung vonMMP-9 und TIMP-1
stellten wir daher die Hypothese auf, dassrausgesetzt, dasier aufgezeigterveranderten
transkriptionalen Aktivierung auch eine erhdhte biologische Aktivitat des Proteins im Serum
folgte - die ProteineMMP-9 und TIMR1 im Serumpolytraumatisierter Patientegbenfalls

eine traumaspezifische erhéhte Aktivitat aufzeigen missten.

Konsequenterweisschlosssich daherdie Proteinbestimmungon MMP-9 und TIMR1 auf
derdritten Ebene ander Serumebenederder Kdrperebene
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Ziel dieser Arbeitvar es herauszufinden

1 ob MMP-9 und TIMR1 im Serum vonpolytraumatisierten Patientaiberhaupt
detektierbar sind

1 obund wiesich die Proteinkonzentrationen dieser beiden Proteine im Serum der
polytraumatisierten Patientemizeitlichen Verlauf der frihen posttraumatischen
Phase vegindern

1 ob auch die Serumproteinkonzentrationen védMP-9 und TIMR1 mit den
klinischen VariablenAverletzungsschwefe und AOutcomd im Sinne eines

Uberlebens oder Versterbens innerhalb von 90 Tageh Trauma korrelien.
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3. Patienten und Methoden

3.1. Studiendesign

Im Rahmen unserddinisch-experimentella Studiewurden insgesamt 6folytraumatisierte
Patienen mit eineminjury Severy Scorg(1SS von mindesten&6 Punktenwelche Uber en
Schockraum dechirurgischen Klinik und Polikliniknnenstadt der Ludwidlaximilians
Universitdt Midncheninnerhalb von 90 Minuten nach Traunmsufgenommen wurden,
eingeschlossenDie Genehmigung durctdie lokale Ethikkommission liegt unter dem
Aktenzeitien 01200 vor. Die zu untersuchenden Blutproben wurden initial nach Trauma
d.h.bei Erreichen des Schockraumserhalb von 90 Minuten, ungrneut 6, 12, 24, 48 und

72 Stundemach Trauma entnommelm Anschluss an die initiale vitale Stabilisierung der
polytraumatisierten Patienten im Rahmen der Schockraumversorgung und die
darauffolgenden- entsprechend dem Verletzungsmustevorgenommenen Operationen
wurden die Patienten aufie chirurgischelntensivstation aufgenommen. Die praklinischen
und Klinisch@ Daten wurden entsprechend der Richtlinien der Europaischen Konsensus
Konferenz zur Aufnahme von Daten polytraumatisierter Patienten dokumentiert. Zur
objektiven Erfassung der Verletzungsschwere wurddrgery Severity Scorberangezogen

(88). Zur Feststellung des definitiven klinischen Outcomes wurde in unserer Studie-das 90
TageUberleben als Endpunkt definierEine schriftiche Einverstandniserklarunder
Patientenwurde auf folgende Weiseingeholt. Aufgrund der klinischen Situatiomer
Patienten, welche in einer Vielzahl der Fatlarch Bewusstlosigkeit,Intubation, zentral
wirksame Analgosedierungoder &hnliches gekennzeichnet war konnten diese die
Einverstandniserklarung zum ZeitpunldsdEintreffens in den Schockraumder Regehicht
abgebenin enger Absprache mit der Ethikkommissiwarde dahedas Einverstandsierst

nach Wiedererlangungdes Bewusstseins und der damit verbundenen Kkognitiven
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Befahigungen des jeweiligdpatienten eigeholt Wenn derPatient diese Fahigkeit nicht in
ausreichendem Malwiedeerreiche, so wurdein Anlehnung an das Ethikvoturdas
Einverstandnis zur Studienteilnahme von einem gesetzlichen Vertreter oder einem nahen
Angehdrigen eingeholtUnterschiedlicheParametergalten als Ausschlusskriterien unserer
Studie. So wurderratienten, die innerhalb der ersten 24 SésmndachTrauma verstorben
waren, nicht in die Studie aufgenommeAuRerdem schlossen wkatienten mit isoliertem
SchadeHirn-Trauma, chronishen oder malignen Erkrankungen sowie Patienten, die eine
immunsuppressiveTherapie erhielten und auch schwangere Patientinnen sowie unter

Betreuung stehende Patienten/inaesdem Studienkollektiv aus.

3.2 Bestimmung der Proteinkonzentrationen mittel$SA

Human MMR9Y/TIMP-1 Platinum ELISA

Zum Nachweis deMM P-9-Konzentratioen im Patientenserurwurde das Human MMR9
Platinum ELISA (BMS2016/2CE and BMS2016/2TENCE; charge 46428004; Bender
Medsystems GmbH, Campus Vienna Biocenter 2, Vienna, Austeialrirma Medsystems
GmbH verwende¢. Zum Nachweis der TIMA-Konzentratioen im Patientenserum wurde
dasHuman TIMR1 Platinum ELISABMS2018/CE and BMS2018TEN; charge 46427002;
Bender Medsystems GmbH, Campus Vienna Biocenter 2, Vienna, Austria) der Firma

Meds/stems GmbHerwendetDas Testprinzigieht wie folgt aus.:

In einem ersten SchritfFig. 1) werden die 96Nell-Mikrotiterplatten mit demcoating

Antikorper, dem  Anti-HumanMMP-9-Antikérper, bzw. dem Anti-HumanTIMP-1-

Antikorperinkubiert.
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Im zweten Schritt(Fig. 2) bindet das im Patientenserum vorliegende M8MPIMP-1 an den
an die Mikrotiterplatte gebundenen Antikérper. AnschlieBend erfolgt die Inkubation der
festen Phase mit dem zweiten Antikorper, ddetectionAntikdrper, welcher mit Biotin
gekoppelten ist. Dieser bindet nun an das schon durchCdetureAntikdrper gebundene

MMP-9, bzw. TIMRL1.

Im dritten Schritt (Fig. 3) wird der Uberschissige, nicht gebunder&otin-gekoppelte

Antikdrper von der Mikrotiterplatte gewaschen. Anschlieflevird das Enzym, in unserer
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Versuchsreihe handelt es sich um Streptavideerrettichperoxidase (StreptaviditRP),
hinzugegeben. Dieses bindet an den polyklonalen Bgakoppelten AntMMP-9/TIMP-1 -

Antikorper.

Im vierten Schritt(Fig. 4) folgt ein erneutes Waschen der Platte, um das uberschissige
Enzym zu entfernerDannwird das mit StreptavidiHRP reagierende Substrat auf die 96

Well-Platte gegeben.
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Im funften und letzten SchriffFig. 5) kommt es durch die Substratumwandlung zu einem
Reaktionsprodukt, welches sich in einer Farbreaktion darstelltERti@ktionswerte werden
photometrisch ermittelind die entsprechenden Konzentrationemgpml angegeberDer im
Experiment festgestellte Farbumschlag verhalt sich proportional zur Mesge der Probe
vorliegenden MMP/TIMP-1. Durch das Zugeben von Saure, der sogenannten Stopplésung,
wird die Reaktion terminiert. Die Absorption wird mithilfe eines Spektrophotometers
gemessen. Als primare Wellenlange werden 450nm verwendet. Eine Skamdearflir das
gemessene Signal wird mithilfe von einer aus sieben NNHPoben respektive TIMR-

Proben bestehenden Standardverdinnungsreihe erstellt. AnschlieBend werden die

Proteinkonzentrationen der gemessenen Patientenseren bestimmt.
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3.3 Sdweregradeinteilng des Verletzungsmusters nass

Die Schwererpdeinteilung der jeweiligen Verletzung erfolgte genhdidry Severity Score
(ISS) nach Baker et al(88). Der ISS ist ein Bewertursgystem fir die Beurteilung der
Gesamtschwere der Verletzungen einer verletzten Person. Die Bewertung basiert auf den
Uberlebenswahrscheinlichkeiten der Einzelverletzungen, welche naé&bheviated Injury
Scale(AlS)bewertet werderDie Berechnung ddSS egibt Werte zwischen nuiind 75.Zur
Berechnung des ISS wde die aktuellste Version des AlS, namlich dd590/98Code als
Proxy-Variable fur die Schwere der erlittenen Verletzung genutzt. Fir die Gruppidaing
Verletzung nach Koérperregionen widegr Anatomical Localizedes AIS90/98 herangezogen
Hierbei wird der Korper ar Klassifikation derVerletzungsschweren sechs Regionen
unterteilt. Die einzelnen Remien des ISS teilen sich wie folgt a(f) Kopf und Nacken(2)
Gesicht (3) Thorax (4) Abdomen(5) Extremitatenund (6) Kérperoberflache Entsprechend
der Schwere der Verletzungerden unterschiedliche Pumkhlen vergeben. Diese richten
sich nachder Schwere der einzelnen Verletzungen und liegen auf etkata zwischen null
und sechs esprechend des ABRO8. Ein Punktwert von eins entspricht einer sehr leichten
Verletzung wohingegen ein Punktwert von flumine maximal kritische Verletzung mit
unsicheer Uberlebenswahrscheinlichkdieziffert Bei einem AISCode von sechs wird der
ISS aitomatisch auf 75Punkte gesetzt und entspricht damit einer infausten Prognose.
Betrachtet werden jeweils die Maximalwerte der Al8des fur die sechs ISS
KorperregionenDer ISS wirdnun laut Erstbeschreiburads die Summe der Quadrater drei
hochsten AS-Codes definierhachBaker et avon 1974(Update 197yberechnetDer Injury
Severity Scorestellt eine etablierte und seit vielen Jahren anerkaMiglichkeit zur
Klassifikation der Verletzungshwere dar und erlaubso eine Aussage Ubedie

voraussthtliche Morbiditat und Mortalita2).
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4. Ergebnisse

41. Patienten

4.1.1. Klinische Daten

Insgesamtwurden 60 Patientenr gemalRden oben besprochenen Einschlks®rien - in
unsere Studie aufgenommeéder Tabelle 1sind die epidemiologischen Dataimd klinischen
Angabender eingeschlossenen PatientenentnehmerZu den klinischen Daten, welche wir
im Rahmen der Studie dokumentierten, zahlen Angaben zu Verletzungsmuster und
Verletzungsschwere sowie das Outcome, gemesse90Tage Uberleben nach Trauma. Die
Verletzungsschwere wurde mit Hilfe d&sS (Injury Severity Scodekodiett.

Von 60 Patienten waren 4Z0%)mannliche und 1830%)weibliche Patienten/Patientinnen.
Das Alter der Patientelag zwischen 18 und 94 Jadn, chs mittlere Alter be#d5,48 Jahren
Die Verletzungsschwereariierte zwischen 17 und 66 Punktenit einem Median von 33
Punkten. Entsprechend dieses Median teilten wir digeften in 2 Gruppen (Gruppe 1
(n=33) ISSO33; Gruppe Zn=27) ISS > 33)

Die mittlere Verletzungsschwere aller 60 Pats lag bei einem ISS von 34,B8nkten Bei
den Patienten der Grupfieni t e i n 3kamleSi® Mi@el 28 einem ISS v@6,18+/-
4,75 SD. Die Patientegruppe 2 welche ain schweres Polytrauma mit einel8S > 33
Punkten ditten, wiesen im Mittel einen ISS votb,37+/- 9,11 Punkten aufSechs Patienten
verstarben im posttraumatischen Intervall von 90 TdGeuappe B) 54 Patienten tberlebten
das traumatische Ereigni&ruppe A). Damit liegt der Anteil der verstorbenen Patienten in
unserem Studienkollektiv bei 10%. Das mittlere Alter der verstorbenen Patienten kj3dei
Jahren deren mittlere Verletzungsschwere bei einem ISS vé@ Punkten mit einer

Standardabweichung vari- 16,7Q
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4.1.2 Epidemiologische Daten
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4.2. Serumkonzentratioder Proteine MM und TIMR1

Alle Proteinkonzentrationen ween in ng/mlangegebenEs wird jeweils der Mittelwertler
gemessenen Werte mit der entsprecher®@tandard Eor of the Mean(+/- SEM) graphisch
dargestellt. Alle statistischen Auswertungen wurden Hilte von SigmaStat/PloVersion
12.0 erstellt. Das ausgewahlte Testiahren war deMannWhitney Rank Sum Testin

Unterschiedon pO0.05 wurde als statistisch signifikant bewertet.

4.2.1. Serumproteinkonzentration vétMP-9

Alle polytraumatisierten Patienten zeigeime initial hoheSerumlonzentration vorMMP-9.
Gegenuber der anfanglichen Serumkonzentratigemessen innerhalb der ersten 90 Minuten
nach Trauma (0 ) kommt es bei allen Patienten zu einem signifikanten AbfalMMP-9-
Proteinkonzentratiorinnerhalb von 72 Stunden nach Traurffsbb.3). Die blaue Line

verdeutlicht dersignifikantenKonzentrationsabfal

37



3000

2500 - T
E
o *
£, 2000 - T .
S * T
T
=
= 1500 A
N %*
=
3 *
€ 1000 -
Q
o
a \

500 -

D 1 1 ] 1 1 1
Oh 6h 12h 24h 48h 72h

Zeitpunkt der Blutentnahme

Abbildung 3 Verlauf derMMP-9-Serumbknzentratioen aller Patienten(n=60) Ube einen
Zeitraum von 72 Stunden
*pO 0. 0 5WhithayrRank Sum Test

4.2.2. Serumproteinkonzentration vahMP-1

TIMP-1 zeigt eine anfanglichniedrige Serumprotein&nzentration(Oh), welche m weiteren
Verlauf, jeweils bezogen auf den Initialwert nach Trauma, zu jedem gemessenen Zeitpunkt
signifikant ansteigt (Abb. 4). Die rote Linie verdeutlicht den signifikanten

Konzentrationsanstieg.
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Zeitpunkt der Blutentnahme

Abbildung 4 Verlauf der TIMR1-Serumkonzentrationen all&atienten (n=60) Uber einen
Zeitraum von 72 Stunden
*n O 0. OMVhitndy &ank Sum Test

4.2.3. Verletzungsschwetend MMP-9

In Abbildung 5werden die MMP9-Proteinkonzentrationen der Patienten mit einemdSS
(Gruppe 1n=33)mit denProteinlonzentrationen der Patienten verglichen, dierei&s> 33
(Gruppe 2,n=27) aufwiesen Hier zeigtsich eine tendenziell niedrigere Konzentration von
MMP-9 zwischen Oh und 24in der Gruppe 2Nach 48h zeigt sich in einéhnliche
Serumkonzentrationn beiden Gruppen Am Endpunkt unserer Untersuchung zeigt sich
erneut eine erniedrigte MM&-Serumprotein@nzentrationn Gruppe 2Im gesamten Verlauf

zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen.

39



3000

1 I:I Gruppe 1: 1SS 16-33 (n=33)
Gruppe 2: 1SS > 33 (n=27)
2500 A
E _ -
ks)
L. 2000 A
C —_
.0 T T
© u = -
< 1500
3]
N
S % m
€ 1000 - “ 1
o 2 L
g 7y
500 - ¢ 4
é &%
/ %
0 Z Vi
Oh 6h 12h 24h 48h 72h

Zeitpunkt der Blutentnahme

Abbildung 5 Verlauf der MMP-9-Serumkonzentrati@m in dem nach der

Verletzungsschweranterteilten Patienterdtlektiv

4.2.4 Verletzungsschwenend TIMP-1

In Abbildung 6 zeigt die Gegenuberstellung der Serumkonzentrationen von T1MiRer
Gruppen 1 und 2ine tendenziell niedrigere Konzentration von THURwischen Oh und 12h

bei den Patienten, welche ein schweres Polytrauma er{i@armppe 2) Nach 24 und48h

zeigt sich in dieser Patientengruppe eine erhtéhte Serumkonzentration MER1TIAM
Endpunkt unserer Untersuchung zeigt sich eine &ahnliche Serumproteinkonzentration von
TIMP-1 in beiden untersuchten Gruppdm gesamten Verldwzeigt sich kein signifikanter

Unterschied.
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Zeitpunkt der Blutentnahme

Abbildung 6 Verlauf der TIMP-1-Serumkonzentratiam in dem nach der

Verletzungsschwere unterteilten Patientatektiv

4.2.5. Outcomeund MMP-9

Uber den Verlauf von 72 Stundenzeigt sich eine erniedrigt MMP-9-
Serumproteinkonzentrationen b@atienten, die innerhalb von 90 Tagen natauma
verstarben (Gruppe )B Die Unterschiede in den beiden Gruppen waren allerdings nicht

statistisch signifikant.

41



3000

l:l Gruppe A: Uberlebende (> 90 Tage) (n=54)
‘ - P
2500 - - Gruppe B: Verstorbene (n=6)
E
[9)]
LS. 2000 - T
e s
.0 —
©
< 1500 -
qJ —L
N
o
o] i
X
c 1000 A l
2 - 1
@]
: ?
500 - /]
]
/
D I I I I I/ 1 1 1 1 ) I I I 1 L] 1 1
Oh 6h 12h 24h 48h 72h

Zeitpunkt der Blutentnahme

Abbildung 7 Verlauf der MMR9-Serumkonzentrati@m in dem nach dem Uberleben

unterteilten Patientenkollektiv

4.2.6 Outcomeund TIMP-1

Abbildung 8 zeigt eine erniedrigteTIMP-1-Konzentrationim Serum der verstorbenen
Patienten innerhalb der ersten 24 Stunden(Gruppe B) AnschlieBend nimmt die
Konzentraton von TIMP-1 bei den Patientendie innerhalb des betrachteten Intervalls

verstaben zu.Die TIMP-1-Serumkonzentrationemaren nicht signifikant unterschiedlich
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Zeitpunkt der Blutentnahme

Abbildung 8 Verlauf der TIMPR1-Serumkonzentrati,en in demnach dem Uberleben

untertelten Patientenkollektiv
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5. Diskussion

Die vorliegende Arbeituntersucht und beschreilerstmalsdie Konzentratioskinetik der
Proteie  MMP-9 und die des physiologischen Inhibitors TIMP-1 im Serum
polytraumatisiertePatienterin der friihen posttraumatisen Phase

Vorausgegangene Studien konntesowohl auf Genomeben& Monozyten (86) und
neutrophilen Granulozytesis auch auf Proteomebeimgrazellularin Monozyten(87) bereits
eine  differentielle  Expression  unterschiedlicher  Genebzw. intrazellulare
Proteinlonzentrationsveranderungan Abhangigkeit von klinischen Parametewie der
Entwicklung eines Multiorganversagensid dem Uberleberbei Polytraumatisiertemeigen.
Zwei dieserin der genomweiten mRNAnalyseidentifiziertenAOutcomeklassifizieenderfi
Gene kodieren fur didier untersuchten Protem&MP-9 und TIMP-1. Die in den oben
genannten Vorarbeiteherausgesttén s o g e nannt e n endi Kchaingr, teaihge n g
durch ihre Bedeutung irverschiedenenintra und extrazellularen Signalkaskaden des
humanen Immunsystems, eine Schlisselrolle bezlglich der Immunantwort nach Trauma und
damit in der Entwicklung einer pastumatischen Entziindungsreaktion zu spi€déh Diese
Entdeckungen legen die Vermutung nahe, dass es sich bei diesen Genen urll@oten
Pradiktoren fir dn Immurstatus eines polytimatisierten Patienten handeln konrine
zuverlassige Auskunftiber den individuellen Immunstatus eines polytraumatisierten
Patienten zu erhalten, usodie individuelle Gefahrdung fir die Entwicklung einer schweren
posttraunatischen Immundysregulation eines jeden Einzelnen abschéatzen zu kisihwvem
groBem Kklinischen Interess&o konnte einAProteinmonitoring unter Umstanden dazu
beitragen, diese besonders gefahrdeten Patienten friihzeitig zu erkenngm dirdFolgen

einer schweren posttraumatischen Immunfehlfunktioter Umstandeabzumildern
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Auch sind die in derhier vorliegenden Arbeit untersuchi¢atrixmetalloproteinase (MM)

und ihr Inhibitor (TIMP-1) in den letzten Jalen zunehmend in den Fokus des
Forschungsteresses gelanginsbesondere ihre Schliisselrolle im Rahmen der Inflammation
unddesAt i ssue rmachosikealich filgdie hier vorgestellte Arbeit zu besonders

wichtigen Proteien unter der Vielzahl akandidatengene[(89); (90)].

In dervorliegenden Arbeitvurdendie Proteinkonzentrati@m von MMR9 und TIMR1 und
ihre zugrunde liegende Kinetik in der frihen posttraumatischen Phase im Serum der
polytraumatisierten Patienterherasgeabeitet und mit den Kklinischen Parametern

Verletzungsschwenend Outcomekorreliert

Insbesonderehinsichtlich der &tsache, dass sowohl eine Genomanabise auch eine
Analyse intrazellularer Proteingehr zeitaufwendige, kostenintensivauf wenige Zemen
beschrankteind daher schwer zugangliche Methodarstellenwar es die Motivatiomieser
Arbeit, zwei spezifischeA S e r u mmau rfikdeny dieAufschluss tbeden individuellen
posttraumatischen Immunstatgsebenkdnrten hier wiirde die Serumanalyseine weitaus

schnellere, gunstigere und auch jederzeitaltetortsverfligbare Methode dstellen

Die zentralenErgebnisse dieser Arbeivaren, dassich zwar ein charakteristischeverlauf
der Serumproteine MMB und TIMR1 entwickelt dass sichaber das AOutcome
klasssifiziered e ixpreSsionsmusteruf Genomebena derSerumebenaichtreproduzieren

liefd.
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5.1. Methodische Aspekte
5.1.1. Klinische Daten

Insgesamt wurde60 Traumajatientenin diese Studie eingeschlosséhe waren im Mittel
45,25Jahe alt. Darunter warer2 (70%) mannliche und 1830%) weibliche Patientendies
entspricht einem Verhaltnis véh3: 1. Die Deutsche Gesellschaft fur Unfallchirurgie (DGU)
gibt in ihrem Jahresberickes TraumaRegistef§r das Jahr 201#lgende Auswertng ihrer

im Jahr 201%¥rhobenen Daten an:

Das durchschnittliche Alter der Patienteaqlbei 47,0 Jahren im Gesamtkollektiv des
TraumaRegisters(seit Dokumentationsbegintdg esbei 44,4 Jahren72% derPolytrauma
Patienterwaren mannliciGesamtkollekir: ebenfalls72%) Diese Daten entsprechen sowohl
hinsichtlich des durchschnittlichen Alters als auch hinsichtlich der Geschlechterverteilung
denen unsereKollektivs. Sowohl beiLiener et alals auch beBardenheuer et diegt das
Durchschnittsalter defirgeschlossenen Patienten unter dem durchschnittlichen Alter unseres
Patientenkollektivs[(5); (91)]. Dieser Unterschied lasst sich mdglicherweise durch die
unterschiedlichen Auswertung®itraume erklaren.Diesbeziglichist an dieser Stelle
anzumerken dass eine Reihe neuerer Studien beziglich der Altersverteilung
polytraumatisierter Patienten einen deutlich€mr end zum A2 | t atienéen i Pol
feststellen kdnnen. So konnten beispielswéitdrian et al 2007 zeigen, dass das mittlere
Alter schwerstverletzter Patienten pro Kalenderjahr um durchschnittlich 0,75 aledteggt

(92). Auch Soreide et afanden in ihrer Untersuchung in einem Intervall von neun Jahren aus
demselben Jahr heraus, dass das Alter der PatienterpstiEmpmatisch verstarben, von im

Mittel 42 Jahren auf durchschnittlich 51 Jahre, das heil3t um fast eine Dekade,(88ktieg

Die durchschnittliche Verletzungsschwere, welche mittels Injury Severeity {88
ermittelt und quantifiziert wurdead) in unserem Patientenkollektiv i&4,63Punkten.Die

durchschnittliche Verletzungsschweterins TraumaRegister eingegangenen Patielwgn
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mit einem mittleren ISS vo@8,3 Punktenm Jahresbericht 201@nd einem Wert von 20,7
Punkten im TraumaRegigr-Gesamtkollektiv deutlich unter dem Wert unseres
PatientenkollektivsEine moéglicheErklarurg fir diese Diskrepanz kite die Tatsache sein,
dass inunsereStudie ausschlief3lich Patienten mit einem Injury Severity Scdré@ Punkte
eingeschlossen wurdeDer ISS der Patientenyelche 2011Eingang in die TramaRegister
Erfassung fandenlag nur in 536 der Fallebei einem Wert vor? 16 Punkte; das
Gesamtkollektiv aller TraumaRegisteéatientenwies in insgesamt61% der Falle eine

Verletzungschweranit einen ISS? 16 Punkterauf.

Die Mortalitat betrug inunserem Kollektiv1l0%. Die Auswertungdes TraumaRBgisters
ergebeneine Frih-Letalitdt von 5,3% im Jahr 2011 unch Gesamtkdektiv von 6,7%; es
zeigt sicheine Krankenhausletalitdon 10,36 fur 2011 sowievon 12,8% bezogen auf das
Gesamtkollektiv Liener et alberichten in ihrer Studie von einer Mortalitdt von 14%. Beide

Erhebungen decken sich in etwa mit der Mortalitat in der hier vorliegenden.Studie

5.1.2. Studiendesign

In unsere Studie wurdegntsprehend der oben genannten Einschlusskriterien nur Patienten
aufgenommen, welche mit einem minimalen ISS von 16 Punkten den Schockraum der
Chirurgischen Klinik der LMU - Innenstadt innerhalb von 90 Minuten erreichten.
Entsprechend der Vorgaben der Europ&schKonsensuskonferenz erfolgte die
Dokumentation der préklinischen und klinischen Dad#lar in die Studie aufgenommenen
polytraumatisierten PatienteBie Verletzungsschwere, quantifiziert mittels Injury Severity
Score sowie das Outcome, gemessen anrTa@@ Uberleben nach Polytraumatisierung
zahlten zu den klinischen Parametern, mit denen die ermittelten Serumkonzentrationen von

MMP-9 und TIMR1 korreliert wurden.
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Die Klassifizierung der Verletzungsschwearaserer in die Studie aufgenommenen Patienten
erfolgte nach 1IS§88). Trotz der Kenntnis, dass sich das individuelle Verletzungsmuster eines
jeden Patienten nur unzureichend mittels eiBegres abbilden lasst, ist der Injury Severity
Score [SS) und die ihm zugrunde gende Abbreviated Injury Scal@lS) seit seiner
Erstbeshreibung durctBaker et all974weiterhin das im klinischen Alltag relevantesind
weitverbreitetste  Scorin§ystem zur Einschatzung der Verletzungsschwere eines
Polytraumatisierten(2). Der ISS stellt als anatomisches Scot8ygtem immer noch den
Goldgandard zur Bemessung der Schwere eines Polytrauma@)darbwohl seit seiner
Erstbeschreibung sowohl im Bére der Praventiorals auch in der Akutversorgungpn
Schwerstverletzterignifikante Veranderungen stattgefunden ha®dh Eine Schwache des
AIS/ISS wird in der mangelnden Fahigkeit gesehen, den natirlicherweise dynamischen
pathophysiologischen Verlauf nach erlittenem Traumcht ausreichend abzubilden, obwohl
dieser einen gewichtigen Einfluss aafsdposttraumatische Outcome (@t Die Mdglichkeit

einer zuverlassigen Einschatzung von Outcome und Mortalitét bietet beispielsweise der
TRISS Score, weicher von der DGU im Rahmen d@ésaumaRegistergrmittelt wird (2).
Allerdings beméngelneinige Autoren beTRISS die Fehleinschatzungzw. Unterschatzung

der Traumaschwere, vor allem bei schwersten Verletzungsm{igter(d5); (96)]. Auch der

New Injury Sevedty Score (NISS) wurde von einigen Autoren zur besseren Abbildung der
Verletzungsschwere als Alternative zum ISS vorgeschlagen, da er in der Lage sei, vor allem
bei Patienten mit mittlerem bis schwerem Schadelhirntrauma, exaktere Vorhersagen
bezuglich eine notwendigen Intensivaufenthalts oder LQ&hgth of say) zu treffen[(96);

(97); (98)]. Aber auch diese ScoringSystem spielt im Kklinischen Alltag eine eher
untergeordnete RollZusammenfassend muss man also sagen, dass der von uns verwendete
ISS zwar durchaus Mangel hinsichtlich dexakten Einschatzung der individuellen

Verletzungsschwere aufweist, es allerdings bidtetnen adaquaten Ersaimn klinischen
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Alltag gibt. Die Idee von einer exakten Definition des Polytraumas durch ein entsprechendes

ScoringSystem bleibt also nach wiervAeinemu | t i nati onal e2.Her ausf or d

5.1.3 Zeitpunkt deiProbergewinnung

Im Rahmen unserer Untersuchung wurde allen 60 Patienten zu sechs definierten Zeitpunkten
Blut entnommen. Diese Zeitpunkte sollten in bestncbgk Annaherung an eine
kontinuierliche Abbildungder posttraumatischen immunologischen Veranderurgjean
Kompromiss zwischen grof3tmaoglicher zeitlicher Auflésuameser dynamischen Phasewie
geringstmdglicher Schadigung des jeweiligen Patieni@merralb dieses vulnerablen
Zeitfensters nach gerade erlittenem Trauma bil@em Anforderungen an diexperimentelle
Polytraumaforschung welche sich mit der frihen posttraumatischen Imafteration
beschaftigt, ergeben sich aus einer Vielzahl von Studielleaem Thema, welche einheitlich
die Notwendigkeit (1) serieller Messungen in dei2) frihen posttraunatischen Phase
herausstellefizu (1) siehg€33); (99) und zu (2) sieh€100); (101)]. Der - entsprechend Punkt

(1) geforderten moglichst kontinuierliche Erfassung der stattfindendé@mmunologischen
Modulationen im posttraumatischen Intervattagen unsere Messungen zu sechs
unterghiedlichen Zeitpunkten, namlich initial bei Eintreffen im Schockraum und erneut 6h,
12h, 24h, 48h und 72h nadrlittenem TraumaRechnung.Diese Zeitpunktewurden in
Anlehnung an andere Forschungsgruppen gew&dR-105). Dassein moglichst zeitnaher
Beginn der Messureg i wie in Punkt (2) gefordert von entscheidender Bedeutung ist,
ergibt sich aus der Tatsache, dass besonders die initiale posttraumatisshe g@Eagt
durch einen schnelleand dynamischen Verlaut maf3geblich fur die Entwicklung einer
posttraumatischen Immundysfunktiangesehen witdso konnten beispielsweiséener et al

in ihrer Untersuchung zur posttraumatischen Chemd¥dtivierung zegen, dass der

systemische K8 Spiegel bereits eine Stunde nach dem Unfallereignis eine Unterscheidung
49



zwischen Uberlebenden und verstorbenen Patienten eridie Auch Seekamp et aind
Martin et al konnten bereits sehr frih nach Traurmsiatiung anhand von erhdhten-6L
PlasmaknzentrationeinerseitsPatienten mit einem komplizierten Verlaubn solchen mit
einem unkomplizierten posttraumatischen Verlauf unterscheiden sowie andererseits bereits

initial erhdhte #6 Konzentration als Risikomarker fir eine spatere Infektion ifigetien

[(107); (108)].

5.1.4. Serum als Medium fiur die Bestimmung der Proteinkonzentrationen

In der von us durchgefihrten Studie wurde Serum als Medium zur Bestimmung der
Proteinkonzentrationen voMIMP-9 und TIMR1 gewahlt. Das Serurwurde entsprechend
der laborchemischen Standards durch Zentrifugation vonléaedh Bestandteilen separiert,

um schlielich d@ Proteinkonzentrationen mittels ELISA zu quantifizieren.

Grundsatzlich werden die Matrixmetalloproteinasemntrazellular als Préaproenzyme
synthetisiert anschlieRend erfolgt tiber sequentiell Iytische Prozesse die Uberfiihrung der
inaktiven ProEnzyme weldhe in den Extrazellulaaum sezerniertwerden,in eine aktive
Enzymform (109. Vor ungefahr 25 Jahren wurde erstmalig beschrieben, dass
Matrixmetalloproteinase in unterschiedlichen Formem peripheren Blut vorliege(iL10).

Sie kénnen in gel6stekonstitutiver Form im Plasma oder Serum vorliegen oder als initial
intrazellulare Zymogene inMonozyten oder Leukozytenvorkommen. Diese werden
anschliel3enth die zirkulierende Blutbahn abgegel¢hl0); (111); (112)]. Die Bestimmung
der Proteinkonzentration von Matrixmetalloproteinased imen nattrlichen Inhibiten in
peripherem Blut stellt fuviele Autoreneineempfehlenswerte, nichtinvasive und gleichzeitig
leicht zu handhabende Mdoglichkeit dar, verschiedene mit MMPs emsezZrkrankungen zu

diagnostizieren sowie in ihrem Verlauf zu beobachtierman davorausgeheikann dass die
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intrazellulare Aktivitat von Matrixmetalloproteinasen sowohl im Blutplasma als auch im
Blutserum zuverlassig widergespiegelt wi(ill3. Eine Reihe von Untersuchungdrei
unterschiedlichsten Erkrankungen konnte diesbezilglich demonstrieren, dass eine
Konzentrationsdnderung der MMPgemessen im Serumein zuverlassiger Marker fir die
intrazellulare Proteaseaktivitat ,iswveshalb die Bestimung von MMR und TIMP
Serumkonzentrationemnittlerweile eine weitverbreitete und etablierte Methodarstellt
(114). Hierbei handelt es sich vor allem um Erkrankungen, die durch eine inflammatorische
Reaktion des Organismus gepragt sind, wie beispielsweise die Multiple Sk|étaSe
(116)], die koronare Herzkrankhditl17); (118); (119], das MultipleMyelom [(120); (121)]

oder die chronisch lymphatische Leukami{@22); (123]. Um einige neuere Arbeiten zu
nennen, wurdenbeispielsweise Serumkonzentrationsanderungaon MMP-9 und/oder
TIMP-1 mit folgenden Erkrankungeim Verbindung gebrachtSepsis(124), COPD (125),
essentieller arterieller Hyperton(&26) sowieDiabetes mellitus Typ (127).

Allerdings konnteerstmals 1990 durcKodama et algezeigtwerden dassein Unterschied
bezuglich derMMP-Proteinkonzentrationerin Abhangigkeit vom verwendeten Medium
existiert(128). So wieserbeispielsweisdung et alnach dassdie Art der Probengewinnung

und das verwendete Mediuriinfluss auf die MMRKonzentrationenausiiben(129. Sie
fanden heraygdass die Konzentrationen voraliixmetalloproteinasen und ihren Inhibitoren
im Serum hoher ausfallen ate Plasma130). Urséachlichfir diesen Umstand sam ehesten
eine in Serumprobendurch Koagulation und Fibrinolyse induzierte Frefizsung der
intrazellularen MMPH(131); (132)]. AulRerdem kiante eine solche venehrte Freisetzung
von MMP s i m R avivondottingRre ¢ z efsesxe s fi dur ch di e D e
Thrombozyten und Leukozyten erfolgemnd so zu falsch hoha Werten flr
Matrixmetalloproteinasen im Seruriiihren (133). Nach Thraikill et al ist es ebenfalls

denkbar, dass die Matrixmetalloproteinasen aus zirlkarlgen Zellen freigesetzt werden und
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so die erhohten MMHIKonzentrationenim Serum bereits Ausdruck einer pathologischen
Situation sind114).

Betrachtet man zusammenfassend ahegelegte Literatur, so scheidie von uns gewéhlte
A S e rMethodéi eine alles in allem sehrzuverlassige Mdoglichkeit zu g um die

Proteinkonzentrationen von MM®und TIMR1 abzubilden

5.2. Serumpreeinkonzentrationen

5.2.1 Zeitlicher Verlauf

Im Rahmen der durchgefiihrten Studie konnte erstmals der spezifische Verlauf vo® MMP
und demendogenen Inhibitor TIMR im Serun polytraumatisierter Patienten in der frihen
posttraumatischeRhase (72h) ermittelt werdeBetrachte man die Konzentrationskinetikn
gesamten Patientenkollektiv so zeigt siem universelles Konzentrationsmuster beider
Proteine.Es lonnte der signikante Anstieg der serologisch bestimmten mittleren MMP
Konzentratioen sowie der gleichzeitige signifikante Abfall seines spezifischen ldngi
TIMP-1 unmittelbarnach einem dwveren Trauma aufgezeigt werdeDurch die hohe
zeitliche Auflosung der duhgefihrten Messungen gelang uns die Abbildung des
gegesinnigen zeitlichen Verlaufs beider ProteinedDie beiden Proteine weisen eine

antiproportionale Balancauf (siehe Abbildung 9)
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Zeitpunkt der Blutentnahme

Abbildung 9 Antiproportionaler Verlauf der Proteine MMP und TIMR1 im Serum
polytraumatisierter Patienetn innerhalb der ersten 72 Stunden nach Trauma

Vergleichtman unsere Ergebnisse mit der vorhandenen Literaduwurden MMR9- und
TIMP-1-Serumkonzentrationen beispielsweise 2011 im RahmeRa®iogenese d&epss
untersucht. Hier zeigte eine finnische Studiass sowohl MMP - als auch TIMP1-
Serumkonzentrationen bei Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock im
Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe signifikant erhoht wét2d). Des Weiteren

wurde das Verdltnis von MMR9 und TIMP-1 in Zusammenhang mit der Schwere eines
Asthma bronchiale untersucht. Hier zeigte sedtenfalls eine gleichsinnige Verédnderung
beider Proteine. Sowohl MMP als auch sein Inhibitor TIMR wieseneineerhdhteAktivitat

in Abhangidkeit von der Schwere eineasthmatischen Erkrankunguf. Die hdchsten

53



Konzentrationenkonnten bei Patienten gemessemerden die einen Status asthmaticus
aufwiesen(134). Wygrecka et akonntenbei Patienten mit akutem Lungenversagerelches
auch zuden schwerwiegenden Komplikation de posttraumatischen Phase zahlen kann
(ARDS) - sowohl eine Erhéhung der MM®AKktivitat als auch eine erhdhte TIMP
Aktivitat aufzeigen(135).

Im Rahmen einer Polytraumatisierung kommt dégrvorgerufen durch den hamuagisch
traumatischen Schock - zu einer  verringerten Gewebeperfusion und
Mikrozirkulationsstérungen. Diese resultieren unter anderem i @iri@len Ishamie der
gesamten Muskulatur im konsekutiver Reperfusionin diesem pathophysiologischen
Zusammenhang konnté@armeli et alzeigen,dass esm Rahmen der muskuléaren Ischamie
und Regenerationu einer erhéhten Expression von MMRommt. Der dahinter vemtete
Mechanismus ist eine MMRduzierte gesteigerte Proteolyse der Endo#ieBasallaminae,
wodurch wiedeum die fur die Regeneration notwendige Angiogenese sichergestellt wird
(136). Auch bei anderen schweren Schadigungen der Muskulatur, beispielsweise im Rahmen
der Rhabdmyolyse oder im Zusammenhang mit einer Reiheentziindlichen
Muskelerkrankungen konnten erhdhte ProteirExpressionsmuster sowiayleichsinnige
Serumkonzentrationserhéhungemn MMPs und TIMPs bestimmiterden(137).

Analysiert mandie Ergebnisse der von uns durchgefuhrten Studie, so manifestiert sich ein
charakteristisches Konzentrationsmuster fir M®&Pund TIMR1, welches sich la
funktionelles Missverhéltnis bzwdngleichgewicht bei Patienten nach schwerem Polytrauma
prasentiert. Es zeigt sich bei signifikant steigenden TIMP-Konzentrationen- ein
signifikanter Konzentrationsabfall von MM® im Serum aller Patienternlas bedeutetes
stellt sich eine antipropaonale Balance ein. Dieses Verhaltnis beider Proteine steht in
Kontrast zu den oben genannten Studienergebnigsgauch zu den Ergebnissen, welche in
den Vorarbeiten unsere Arbeitsgruppe gezeigt werden kanbtegse zeichnen siamédmlich

vor allem durchdie gleichsinnige Veranderung von MMPund TIMR1 aus.
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Aus pathophysiologischer Sicht bedeutet das unter Umstdnden, dass die jeweils zugrunde
liegende Erkrankung in ihrer Entstehung mit einer pathologisch erhéhten Aktivitat von MMP
9 einhergehtund ihrendogener Inhibitor moglicherweisezur Eingrenzung des Schadens
hochreguliert wird, um die erkrankungsspezifisch erhéhte Aktivitat von MMRB inhibieren

und so wieder ein ausbalanciertes Verhaltnis beider Proteine herzudBateschtet man
namlich MMPs und ihre endogenen Inhibitoren unter physiologischen Bedingungen, so
binden die Tissue Inhibitoren der Matrixmetalloproteinasen, die TIMPs, spezifisch die
jeweiligen Proteinasen in einem 1:1 stochiometrischen Verhaltnis.r atthologischen
Bedinguingen zeigt sich eine verdnderte MMAktivitat; diese resultiert aus einem
Ungleichgewicht zwischen MMPs und TIMPs, da jeder Veranderung der -TIMP
Konzentration eineunmittelbar veranderte MMPAKktivitat folgt (138). So regulieren die
TIMPs Uber die Inhibierung von Matrixproteinen die Gewebehomdoostase; durcmBiadu

die Substratbindungseinheit entfalten sie ihre antagonistische Wirkli8g. Schon
geringflgige Veranderungen der TIM&®nzentrationen kdnnen sorelativgesehen zu den
MMPs - zu einer groRen Auswirkung adfe MMP-Aktivitat fihren.Die Ursachen fur diese
unterschiedlichen Ergebnisse auf Gerammd Serumebene soll im Folgenden detailliert
diskutiert werden. Ein mdglicher Interpretationsansatz fir das hier gefundene
charakteristischantiproportionald’roteinkonzenaitionsmuster wird arinde der Diskussion

dargestellt.

5.22. Korrelation der Serumkonzentrationen mit klinischen Parametern
Verletzungsschwerend Outcome
Weder Insichtlich derKorrelation der Proteinkonzentrationemit der Verletzungsschwere

noch mit ém klinischen Outcom&onntenunsere Ergebnisse signifikanténterschieden

den gebildeten Untergrupperufzeigen Vergleicht man die Ergebnisse unserer Studie mit
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denen der vorangegangenen Untersuchungeserer Arbeitsgruppeauf Genom und
Proteomebeneso zeigt sich,dass sich dihoc hsi gni dtdorkeh htae s i AiOzi er e
Konzentrationsdnderungemicht auf die Serumebenereproduzieren lien In der
vorliegenden Untersuchunzeige sich nicht - wie erwartet- eine erhéhte MMP- und
TIMP-1-Aktivitdt bei Patienten, welche ein schweres Trauma erlitten oder gar verstarben,
sondern im Gegenteil eine erniedrigte MMP Konzentratiorund ein Anstieg deilIMP-1

Konzentration im Serum der Patienten mit einem ISS > 33.

Nun stellt sich die Frage, weshaldie positive Korrelationzwischen den untersuchten
klinischen Parameterrund der Genexpressionauf mRNAEbene in Monozyten und
neutrophilen Granulozytemicht in &hnlicher Stéarkein unserer Untersuchunguf der
Serumebensichtbar gemachwerden konntebzaw. warum wir im Serum nichtwie erwartet
- eine erhohte MMPB- und TIMP-1-Konzentration findenkonnten Hierfir kommen

unterschiedliche Ursachen in Betracht.

5.2.3 Mogliche Ursachen fur die unterschiedliche Reproduzierbarkeit der
vorhergehenden Ergpmisse auf Serumebene

Patientenkollektiv

Eine erste Limitatioomag die Anzahl von 60 Patienteerin Ein weiterer zu diskutierender
Punkt ist die vorgenommene Einteilung des Patientenkollektarshand ihrer
Verletzungsschwere in zwei Gruppddie Unterschidung zwischemoderatem (IS$ 33)
und schwerem (ISS 33) Polytraumanahmenwir anhand des ermittelten Median aller 1SS
Wertevon 33 vor Diese Unterteilung erfolgte aufgrund eiresiserem Kenntnisstand nach

fehlenden etablierten Grenzwert fir d&8I Dies stellt einevalide statistischdethode zur
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Gruppenbildung innerhalb eindsollektivs dar. Sie kann allerdings auch- aufgrund der
fehlenden Trennscharfe zwischen den beiden gebildeten GrupgksnSchwachstelle der
Daterbewertury gesehen wden, weil eine solche Einteilung den individuellen
Verletzungsmusterand damit der individuellen Prognose keine Rechnung tragen Kaan.
Einteilung der Patientengruppe anhand des zweiten gewahlten Kklinischen Parameters
Outcomewurde in der hier vorliegenderrbeit als Ulerleben innerhalb einer FolleWwp-
Periode von 90 Tagen definiert. Das Ziel dieser klaren und eindeutigen Unterteilung nach
Uberleben und Versterben im posttraumatischen Intervall von 90 Tagen war die
Identifizierung einer mdglichen Risikogruppinnerhalb des PatientenkollektivEudem
zeigte sich in den vorangegangenen Arbeiten auf Genomebene in Monozyten und in
neutrophilen Granulozyten eine signifikante Uberexpression von {dMrd TIMPR1 bei den
Patienten, welche das Trauma nicht Uberlebteseshalb in dieser Arbeit dielbe
Gruppenbildung erfolgtéein naheliegender Nachteil dieser Form der Gruppenbildung liegt in
der Vernachlassigung der individuellen Todesursachen einschlie3lich der ihr zugrunde
liegenden Pathophysiologi®Veder das indiduelle Verletzungsmuster noch das Alter der
Patienten oder begleitende Komorbiditdten finden in dieser Auswertungsform
Berucksichtigung. Zusammenfassend bedeutet das, dass zwar anhand des gewahlten
Kriteriums Uberleben vs. Versterbegine eindeutige Gruppeunterscheidung gelingt, nicht
aber zwei in sich homogene Gruppen gebildet werden konAtéerdem km es innerhalb

des hier untersuchten Kollektivs zu einer zahlenmalRig sehr unterschiedlichen
Gruppenbildungweil einer Gruppe von 54 Uberlebenden eine gprivon 6 verstorbenen
Patienten gegentbergesteliirde dies erschwert eine statistische sage Ein letzter Punkt,
welcher sich auf das Patientenkollekbezieht und mdglicherweise einen Einfluss auf die
durchgefuhrte Messung haben konnte, ist dagevande Alter innerhalb desgntersuchten
Kollektivs. 11 von 60 Patientewarendlter ak 60 Jahre. Dieser epidemiologischspektist
wichtig, da dagmmunsystem im Laufe eines Leberisle Veranderungn durchlauftund im
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Alter andersauf eine Inflammatiosreaktionreagiert Bei alten Menschen komnes zwar zu

einer Erhdhung der reinen Neutrophilenanzahl, diese weisen allerdings eine gestorte
Phagozytose, verminderte Chemotaxis sowie eine Erniedrigen@egranulationsfahigkeit

auf. Gleichzeitig kommt egm Alter zu einer verminderteRroduktion der THL-vermittelten
proinflammatorischen Zytokine IN§ und IL-2 und zu einer Uberproduktion der
antiinflammatorischen TH2-Zytokine IL-4 und IL-10 (32). Dies konnte ein Erklarungsansatz

fur die fehlende Auspragung der proinflammatorischen MWMIRimunantwort in unserem

Kollektiv sein.

Korrelationsstarke proinflammatorischéediatoten mit klinischen Parametern

Versteht man Matrixmetallopteinasenvor allem in ihrer Funktion als proinflammatorische
Mediatorensowie in Kenntnis deErgebnisse aus den Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe
ware mit einem Anstieg dieser beiden ProteiMMP-9 und TIMR1 im Serum
Polytraumatisierter in Abhangigkeron den untersuchten klinischen Parametern zu rechnen
gewesen. Ireiner Vielzahlunterschiedlicher Studien zu diesem Thema liel3 lsgzhits eine
positive Korrelation zwischen Verletzungsschwere und dem Konzentrationsanstieg
proinflammatorischer MediatordrerstellenGebhard et alviesen beispielsweise eimatial
posttraumatisch deutlichrhohte [l-6-Konzentration im Plasma polytraumatisierter Patienten
nach, welche umso héher war, je schwerer das Verletzungsmuster der Patdntznstellte

(140). Auch Strecker et alviesen 2003 in ihrer Arbeit eine signifikante Korrelation zwischen
der IL-6-Plasmakonzentration und dem Ausmald des Thoraxtraumas und der
Verletzungsschwere gemessen mittels PTS (Polytrauma Score) und ISS (Injury Severity
Score) Iei polytraumatisierten Patienten innerhalb einer Stunde nach erlittenem Trauma nach
(142).

Auf der anderen Seite konnte in einer Vielzahl anderer Studiee kejnifikante Korrelation
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zwischen der Schwere eines vorangegangen Traumas und der Freisetzung von Zytokinen oder
Signalmolekilen aufgezeigt werde@rad et al wiesenin ihrer klinischexperimentellen

Studie zwar stark erhthte Serumkonzentrationen vdssular endothelial growth factor
(VEGF) bei Patienten, die eine Polytrauma oder eine Verbrennung erlitten haben, nach.
Allerdings gelang ihnen keine Korrelation zwischen einer erhdohten SéHGH
Konzentration und der Schwere der Verletzung respektiver®ienong(142). Eine weitere

Arbeit um die Arbeitsgruppe voStiletto et aluntersuchte Procalcitonin und Interlewi@nn

der Bronchoalvelar Lavage (BAL) polytraatisierter Patienten mit schwerem Thoraxtrauma.
Auch hier gelang es nicht einen signifikanten Zusammenhang zwischen den untersuchten

Parametern und der Schwere des Thoraxtraumas herzuéidBen

Zellfraktionen

MMP-9 wird von neutrophilen Granulozyten synthetisiert und gespeichert und kann so
innerhalb von kurzester Zailach Triggerung durch das Neutrophi@hemokin IL-8 durch
Degranulation in den Blutkreislauf sezerniert werdgautroghile Granulozyten kénnen nur
deshalb als biologische Spesthvon MMR9 dienen, weil sie im Gegensatz zu Monozyten
nicht die Fahigkeibesitzen TIMP-1 zu produzieren und es so nicht zu der Bildung eines
konsekutiven inaktivenMMP-9 / TIMP-1 Komplexes kmmen kann(41). Monozyten
hingegen missen MMP de novosynthetisieren, so dass eine Freisetzung ins periphere Blut
ungefahr zehnmal so lange dauéti). Grundefur die unterschiedlichen Ergebnisaef
Genom und Serumebenkdnnten moglicherweisedarin begrindet liegen, dabsonozyten

fur ahnlich hochsignifikanteMessergebnissavie auf mMRNAEbenezu den untersuchten
Abnahmezeitemoch nicht ausreichende hoveMMP-9 synthetisiert habemAulRerdem ware

es denkbar, dass die Synthese von MMiénd TIMR1 zwar bereitsntrazellular erfolgt ist,

die Proteinallerdingsnoch nicht nach extrazellular in den Blutkreislauf gelangt sind und so
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fur uns unter Umstanden naoch nicht messbawaren Ein weiterer denkbarer Grund fir
geringere MMP9 Serumkonzentratiokonnte die Tatsache seiiessMonozyten mit etwa3-
8% der LeluozyterrPopulation im peripheren Blutur einekleine Zellfraktion représentieren
und sounter Umstanderaus diesem Grund keine ahnlich stafkeoteinsignaturwie auf

Genomebengezeigtwerden konnte.

Signaturverlust auf dem Weg von der mRNA zum Protein

Die wahrscheinlichsteUrsache fur die unterschiedlichen Ergebnisse auf Genona
Serumebene konntallerdingsdarin begrindestein dasses auf dem komplex regulierten
Weg von derGenomebene (MRNA) bis hin zur Koérperebene (aktives Proteinginem
Verlust der starken Signatukommt Die Genexpesson wird Uber die unterschiedliche
Abfolge komplexer MehanismergesteuertDiese kanrin zwei Phaseninterteilt werden: Die
erste Phasdeinhaltet dieTranskriptionim Zellkern. Dabei wird die DNAzunéchst in iee
instable pr&amRNA transkribiert, nach dem Prozess &gdeilenskommt es zuEntstehung
derendgultigen reifeMmRNA, welche durch die Kernporen des Zellkeaoswandert und die
Matrize fur die Proteinsynthese im endoplasmatischen Retikulum Hideste Phasekonnte
bereits fir eine Vielzahl an Genen gut charakterisiert weftiéf). Die zweite entscheidende
Phasebeinhaltet dieTranslationin das aktive Protein. Der komplexe Waig zur Entstehung
des loaktiven Substrat dem Potein, umfasst eine Vielzahl an aufeinander folgenden
Schritten wie(1) dasFalten der Polypeptidkette bis zum funktionsfahigen Prpt{@nden
Transportzum Wirkungsortes de&ntstehenderProteins UbeispezialisierteSignalproteine
sowie (3) eine Menge @a mdglichenposttranslaonalen Modifikationen.Beide Phasa der
Umwandllng des Genproduktsin das aktive Protein unterliegen einzigartigen

Regulationsmechanismgdieser lange Weigt daher an viele Stellen storanfalligl44).
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Eine zuverlassige Vorhersage, inwieweit die Menge der produzierten mRNA mit der Menge
des im Korper aktiven Proteins Ubereinstimmtdashervon groRem Interesgé44). Es gibt
Hinweise, dasslie Abbildung vonmRNA-Expressionsmuster alsolut notwendigst, aber-

fur sich allein genommer Aunzur ei chend, fer eine quantit
bi ol ogi s c h@4b. DeegesAnahmeditindet auf den oben bereits geifiihrten
unterschiedlichenStationen der posanskriptionalen Phase; so wirdas letztendlich
biologisch aktive Proteinprodukiiber die Proteintranslationsratéyerdie Halbwertszeit der
entsprechenden Proteine udgk ihrer mRNA sowieliber die variierendenintrazellulare
Lokalisatiorenmalgeblich beeinflus§i45).

Folgt manAnderson et aso gibt es Uberraschend wenig Atbee, welche die Korrelation der
MRNA-Expression und daraus resultierende Proteinbiosynthese unterabentKawamoto

et al verglichen in diesem Zusammenhang mRMNEZpressionsmustefir bestimmte
Plasmaproteine mit der Menge detstichlichzirkulierendenPlasmaproteine und konnten

durchausinepositiveKorrelation zwischen mRNAund Proteinmenge aufzeigéti6).

FUr unsere Arbeit bedeutetasl dass dieAbsicht das hochsignifikante mMRNA-
Expressionsmuster auch auf der len, adrobays s c h
vielversprechend untblgerichtig war. Allerdingskonnte die hochsignifikante Gensignatur
unserervorgehendenStudien nichta u f der A Kreprogugiertewemlen.e @Griinde
hierfur kénnen in denoben detailliert aufgefliihrten komplexen pasanskriptionalen
Prozessen liegen, welche die Abbildung der signifikanten Uberexpression voROMM@
TIMP-1 auf Genomebene in dBroteinebene nicht ermoéglichtefu bedenken ist an dieser
Stelle aulRerdemdass die in der Arbeitsgruppe ufawamotountersubten Genprodukte
maoglicherweise kein reprasentatives Bidlzeichnen, da es sich bei den untersuchten
Proteinen umPlasmapoteine handelt, diesehr raschim Anschluss andie intrazellulare
Synthesanach extrazellular synthetisiert werden watlurchmoglicherweiseden komplexen
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und stéranfalligen RegulationsmechanisrdenProteinBiosynthesentgehen konntefi45).

Die bereits zitierte Arbeitsgruppe uaAmdersoret al untersuchtelaherdie mRNA-Level und

die entsprechenddproteirLevel von humanen Leberproteineie konnte- ahnlich wie wir

- keine positive Korrelation zwischen der mRNAenge und der resultierenden Proteinmenge
finden, so dass sie schlussfolger, dassA d i e tragskrigtionale Regulation der

Genexpression offenbar ein weitverbreitetes

(145).

5.2.4. Interpretatonsansatz

Ein moglicher anderer Interpretationsansatz ddseobachtetenProteinverédnderungen auf
Serumebentautet wie folgt

Versteht man MMPs nicht nur als Effektorproteine im Rahmen der Immunalteration nach
Polytrauma, sondern betrachtet ilarederervielseitigenFunktion,so kdnnte das funktionelle
Ungleichgewicht der Proteinkonzentrationen von M®Rnd TIMR1 auchals ein Versuch

des Organismus gewertet werden, durch eine generelle Reduktion der Matrixpiaieitét

das damit einhergehda Remodeling?otential der MMPsuf ein Minimum zu reduzieren

da der Korper durch das erlittene Trauma bereits massiv geschwaéhessts Zielkonnte

der polytraumatisierte Korper durch eine maximale Konzentrationssteigerung des
spezifischen Inhibita TIMP-1 erreichenDies ist von besonderer Bedeutung, wenn man das
At i semadelingralsfier neut es Model | i er \enmteho Diesrgelifgte k on s 1
Uber den Abbau der Extrazellularmattrd den Abbau der Basalmembran sowie durch die
fur den Neuafbau notwendige Angiogenese; gleichzeitig ist es die SchlisselrollHMEss

die essentielle Balance zwischen Aufbau und Abbau eben dieser Komponenten zu
gewéhrleisten.Nur so kann im Zuge deMHeilung das funktionelle Gewebegeflige
wiederhergestellt werate
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Berucksichtigt man diese erlauterten physiologisddeitungsMechanismen, so kdnnten die
von uns generierten Ergebnisaéglicherweig in folgender Weise verstanden werden

Der signifikante Verlust deviMP-9-Aktivitat in der frihen posttraumatisch&mase, welche

von einer gleichzeitigen signifikanten Uberproduktion seines spezifischen Inhibitors TIMP
begleitet wird, konnte die Reaktion des Organismus auf den massiven Gewebeschaden und
die ausgepragte Immunreaktion nach erlittenem Polytraumaktrefen. Die MMPR9
Aktivitat muss durch den geschadigten Korper signifikant reduziert und herunterreguliert
werden, damit dieser mit dem posttraumatischen Schaden zurechtkommemnkachster
Konsequenz bedeutet das moglicherwetdsess der empfindlich vietzte Organismusien
Wiederherstellungsvorgang tber die Produktion von TFIMBzw. Herunterregulation der
MMP-9 Aktivitaten verzogernoder verhindern will Aufgrund des oben bereits erlauterten
speziellen Bindungsverhaltnisses zwischen TIMPs und MMR$ igneits eine geringfigige
Erh6éhung der TIMAKonzentration im Serum zu einem deutlichen Einfluss auf die MMP
Aktivitat. TIMP-1 im Speziellen bindet an die Hemopexidnliche Doméane von PidMP-9

und fuhrt so wahrscheinlich zu einer Stabilisierung vonNkP-9 in seinemicht-aktiven

Form (147). Dies kann in diesem ZusammenhangfalR e s\¢ aire s weseschwachten
Kdrpers auf das Ausmal’ des Traumas und diwitdzerbundenen massive Immunalteration

gewertetwerden i ndem er die ASel bstheilungskraften

Die Herunterregulierung von MMP und gleichzeitige Heraufregulierung von TIMPwie

sie in unseren Studienergebnissen sichtbar wird, konnte awmideren Zusammenhéngen
beobachtet werden. So konnte eine Studie an Patienten mit einerHarkErsatzSystem

die gleiche antiproportionale Balance der beiden Proteine zeigen; dies wurde hier als Versuch
gewertet, durch die reduzierte MMREKtivitat den Matrixschaden des Myokards nach
Ischamie zu minimieren. Durch die Herunterregulierung der Aktivitat der
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