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1.  Einleitung und Hintergrund

1.1. Das Polytrauma

Die Behandlung eines polytraumatisierten Menschen stellt nach wie vor eine der grofiten
Herausforderungen der Medizin dar. Der Definition nach Tscherne von 1987 folgend,
bezeichnet man mehrere gleichzeitig geschehene Verletzungen verschiedener Koperregionen,
wobei mindestens eine oder die Kombination mehrerer Verletzungen lebensbedrohlich ist, als
Polytrauma (1). Das gebrauchlichste Scoring-System zur Einteilung dieser schweren
Mehrfachverletzungen stellt der Injury Severity Score, kurz der ISS, dar (2). Eine Verletzung
mit einem Schweregrad von 16 Punkten entsprechend des Injury Severity Scores (ISS) wird

als Polytrauma gewertet [(3); (4)].

Folgt man Bardenhauer et al so ist der Verkehrsunfall mit 56,7% in Uber der Hélfte aller Falle
die haufigste Ursache fir ein Polytrauma. Mit 13,9% stellen Stiirze aus grof3er Hohe die
zweithaufigste Ursache flr eine lebensgeféhrliche Mehrfachverletzung dar, die dritthdufigste
Ursache fir eine Polytraumatisierung stellen lebensgeféhrliche Verletzungen im Rahmen von
Suizidversuchen dar (7,4%) (5). Insgesamt kam es in Deutschland laut den Zahlen des
Statistischen Bundesamtes im Jahr 2011 zu insgesamt 396.374 Verunglickten bei
Strallenverkehrsunféllen. Bei 4.009 Patienten fiihrte dieser Unfall zum Tode. 2011 kam es
erstmals seit 20 Jahren wieder zu mehr Todesopfern im Straenverkehr. Auch die Zahl der
Verletzten hat seit 20 Jahren erstmals im Jahr 2011 wieder zugenommen. Ursachen flr diese
gegensétzliche Entwicklung der ansonsten deutlichen ricklaufigen Unfallzahlen in den letzten
zwei Jahrzehnten werden vor allem in den schlechten und h&ufig wechselnden
Witterungsbedingungen der letzten zwei Jahre gesehen (Statistisches Bundesamt, Wiesbaden
2012). Ansonsten spiegeln die stetig sinkenden Zahlen der Verkehrstoten und Verunglickten

auf der einen Seite die Verbesserungen auf dem Gebiet der Sicherheitsstandards insbesondere
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im Verkehr und auf der anderen Seite die Entwicklung und den Fortschritt in der Medizin im
Verlauf der letzten Jahre wieder. Die kontinuierliche Optimierung der Therapieregime sowie
die Anpassung des Zeitmanagements bei der Primarversorgung polytraumatisierter Patienten
an deren spezielle Bedurfnisse hat in den letzten Jahren zu einer deutlichen Senkung der
Mortalitat gefiihrt. Den aktuellen Zahlen des TraumaRegisters der DGU zufolge findet sich
eine Letalitat von 12,8% unter den polytraumatisierten Patienten, welche das Krankenhaus

lebend erreichen (TraumaRegister DGU, Jahresbericht 2012).

Betrachtet man die unterschiedlichen Todesursachen der polytraumatisierten Patienten, lassen
sich diese hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs nach erlittenem Trauma und schlief3lich
entsprechend der jeweiligen posttraumatischen Todesursache nach Trunkey in drei Gruppen

unterteilen (6):

Das erste Drittel der polytraumatisierten Patienten verstirbt schon unmittelbar an der
Unfallstelle oder innerhalb der ersten 60 Minuten nach Trauma an Verletzungen, die mit dem

Uberleben nicht vereinbar sind.

Das zweite Drittel der polytraumatisierten Patienten ist vor allem wéahrend der frihen
posttraumatischen Phase gefdahrdet. Wenn diese Patienten versterben, dann geschieht dies
meistens im Schockraum oder innerhalb der ersten vier Stunden nach Trauma an den Folgen
schwerster Schédel-Hirn-Traumata (44,9%) oder durch nicht beherrschbare Massenblutungen
(35,2%) (6). Aus pathophysiologischer Sicht sind diese Patienten vornehmlich durch die
primdren Auswirkungen des Blutverlustes geféahrdet. Das bedeutet, diese Patienten versterben
infolge der durch den Blutverlust erlittenen Hypovoldmie und den damit verbundener Folgen
der Sauerstoffmangelversorgung, der Hypotension und der massiven Beeintrdchtigung des
Gerinnungssystems (7). Dieses Patientenkollektiv profitiert demnach von der schnellen,
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prioritatenorientierten praklinischen und frihen innerklinischen Versorgung. Mit mittlerweile
tiber einer Million Advanced Trauma Life Support (ATLS) zertifizierten Arzten in tiber 50
Landern dieser Welt konnte diese vulnerable Phase in der Versorgung Schwerstverletzter
erfolgreich strukturiert und standardisiert werden (8). Nach der statistischen Auswertung des
Traumaregisters ergibt sich eine Reduktion der Fruhletalitit (innerhalb von 24h) von 7,0%

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

Das letzte Drittel der Patienten ist in der spateren posttraumatischen Phase gefahrdet. Diese
Patienten erleiden, folgt man einer prospektiven Studie von Ciesla et al, in bis zu 25% der
Falle ein irreversibles Multiorganversagen (MOF) (9). Die Entwicklung eines
Multiorganversagens nach erlittenem Trauma weist eine multifaktorielle Atiologie auf. Die
fir die Entstehung eines Multiorganversagens wichtigen EinflussgréfRen lassen sich nach
Hietbrink et al in endogene und exogene Faktoren unterteilen (10). Zu den endogen
EinflussgroRen zahlen die genetische Pradisposition sowie die Komorbiditaten der Patienten,
welche ein schweres Trauma erleiden. So konnte beispielsweise eine Arbeit von Cobb et al
eine starke Assoziation zwischen einer genetischen Variationen - wie dem TNF-alpha-
Polymorphismus - und der Ausbildung eines Multiorganversagens aufzeigen (11). Zu den
exogenen Faktoren zdhlen laut Hietbrink das Trauma selbst — der sogenannte ,,first hit* oder
»trauma load” - sowie die dem Trauma folgende Operation oder sogar Reanimation - der
sogenannte ,,second hit“ oder ,intervention load*“ (10) . Aus pathophysiologischer Sicht
kommt es bei diesen Patienten im Rahmen des posttraumatischen Verlaufes zum Auftreten
einer systemischen Entziindungsreaktion (,,systemic inflammatory response syndrome®,
SIRS). Durch das Trauma wird eine akute Entziindungsreaktion mit mdglicherweise
konsekutiver  Multiorgandysfunktion  (MODS) ausgel6st. Das Ausmall  dieser
Ganzkorperinflammation hangt unter anderem von ,,second-hit-Ph&nomenen ab und kann so
auch Organe in Mitleidenschaft ziehen, die vom urspriinglichen Trauma nicht direkt betroffen
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waren. Unter dem Begriff ,second-hit“ werden Schdden durch Mikro- und
Makrozirkulationsstérungen, Ischamie und konsekutiver Reperfusion, Hypoxie, Blutungen
sowie Infektionen gefasst (12). Auch die Belastung des vorgeschadigten Organismus durch
eine langandauernde oder invasive Operation zéhlt zu diesen ,,second-hits* (13). Deshalb
sollte es als oberstes Ziel in der Versorgung dieses gefahrdeten Patientenkollektivs angesehen
werden, die moglichen sekundéren Schaden auf ein MindestmaR zu begrenzen [(14); (15)].
Der Besonderheiten dieses Kollektivs polytraumatisierter Patienten tragen sowohl die
Entwicklungen im Bereich der ,,Damage Control Surgery“ zur Eingrenzung des sekundaren
operationsbedingten Gewebeschadens als auch die interdisziplindre intensivmedizinische

Therapie Rechnung [(16); (17)].

Die Senkung der Initialmortalitdt polytraumatisierter Patienten konfrontiert die Klinische
Medizin mit einer steigenden Anzahl dieser Patienten. Diese sind im posttraumatischen
Verlauf von der Entwicklung einer Immundysregulation und eines Multiorganversagens als
schwerwiegende Komplikation und haufiger spater Todesursache bedroht [(18); (19)].
Entsprechend einer Studie durch Nast-Kolb et al entwickeln 33% der Schwerverletzen im
Behandlungsverlauf ein voriibergehendes Versagen mindestens eines Organsystems, bei 15%
aller Patienten kommt es zu einer manifesten Multiorgandysfunktion (MODS) (20). Ertel et al
untersuchten 1998 die Bedeutung der Ganzkdrperinflammation (Systemic Inflammatory
Response Syndrome, SIRS) bei 1278 Traumapatienten. In einer retrospektiven Analyse
konnten sie zeigen, dass der Schweregrad der systemischen Inflammationsreaktion mit der
Verletzungsschwere (nach ISS) sowie der Letalitat korrelierten. In ihrer Untersuchung lag die
Inzidenz der Ganzkoérperinflammation fur das gesamte Kollektiv bei 57,6%, wobei die
Inzidenz mit steigender Traumaschwere deutlich zunahm. So entwickelten 70% der
schwerverletzen Patienten (ISS 16-40) und alle Patienten mit einem ISS > 40 ein SIRS. Mit

der Unterteilung des SIRS nach Schweregrad (Grad 1-4) konnte gleichzeitig eine direkt
10



proportionale Korrelation mit der Inzidenz eines Acute Respiratory Distress Syndrome
(ARDS) sowie Multiple Organ Dysfunction Syndrome (MODS) aufgezeigt werden. Patienten
mit einer schweren systemischen Inflammationsreaktion (SIRS Grad 3-4) entwickelten in 9%

bzw. 25% ein ARDS und in 22% bzw. 50% der Falle ein MODS (21).

Bis heute sind die genauen intrazelluléaren pathophysiologischen Vorgange, die zu einem
posttraumatischen SIRS und MOF fuhren, nicht endgultig verstanden. Aus diesem Grund ist
die Fokussierung auf diese bereits oben beschriebe Phase nach schwerem Trauma mit ihren

dargestellten Gefahren sinnvoll und wichtig.

Ziel dieser Arbeit ist es einen Beitrag zum Verstandnis posttraumatischer immunologischer
Vorgange hinsichtlich moglicher Ansatze zu Diagnostik und unter Umstdnden auch

Prévention des posttraumatischen SIRS und MOF zu liefern.

1.2. Die immunologische Aktivierung - die Entstehung von SIRS, CARS und MARS

Die Mdglichkeit, schwerstverletzte Patienten am Leben zu erhalten, resultierte zwangslaufig
in der Entdeckung eines bis dahin unbekannten posttraumatischen Syndroms: dem
Multiorganversagen (MOF) (22). Das Verstandnis dieses posttraumatischen Syndroms hat

sich innerhalb der vergangenen Jahrzehnte gewandelt und erweitert.

Glaubte man zuné&chst, es handele sich hierbei um eine ,,unbéandige Infektion, folgte die
Vorstellung von einem Syndrom, das durch den initialen Blutungs- und konsekutiven
Reperfusionsschaden gekoppelt mit einer posttraumatischen Inflammationsreaktion
verursacht wurde (22). In den folgenden Jahren gelangen enorme Wissensfortschritte im
Hinblick auf die Definition, die Epidemiologie, einzelne Pradiktoren sowie die
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zugrundeliegende pathophysiologischen Verénderungen, welche ein zunehmendes und
umfassenderes Verstandnis dieser posttraumatischen immunologischen Aktivierung mit

darauffolgender Organschédigung erlaubten.

H&aufiger  Ausgangspunkt eines  Multiorganversagens ist die  posttraumatische
immunvermittelte Inflammationsreaktion: das Systemic Inflammatory Response Syndrom,

kurz SIRS. Es ist definiert als das Auftreten mindestens zweier der folgenden Kriterien [(23);

(24)1:

o Temperatur < 36°C oder > 38°C

o Herzfrequenz > 90/min

o Atemfrequenz > 20/min oder pCO2 < 32 mmHg

o Leukozytenzahl < 4 G/I oder > 12 G/l oder Vorhandensein von unreifen

Vorlauferzellen von mehr als 10% im peripheren Blut

Charakteristisch fur den ,traumatischen Schock® ist sowohl der Blutverlust als auch der
mechanische Gewebeschaden. Ersterer resultiert in einer teilweise unzureichenden
Gewebeperfusion und einer zelluldaren Hypoxie. Letzterer setzt groRe Mengen von RNA,
DNA, zytosolischen Organellen, Matrix- und Membranfragmenten frei, mit denen sich das
Immunsystem unter physiologischen Bedingungen nicht auseinandersetzten muss. Die
darauffolgende Aktivierung des korpereigenen Immunsystems zieht eine Vielzahl an
Veranderung des traumatisch geschadigten Organismus nach sich (22). Die durch den
traumatischen ,.first hit“ ausgeloste Exposition dieser Antigenstrukturen fiihrt zu einer
systemische Entziindungsreaktion des Korpers [(25); (26)].

Die Aktivierung des unspezifischen Immunsystems, bestehend aus dem Komplementsystem,
12



und der unspezifischen zelluldren Immunantwort, bestehend aus Makrophagen, Monozyten,
natlrlichen Killerzellen und polymorphonukledren Leukozyten (PMNSs), ist die unmittelbare
Folge des erlittenen Traumas. Hierbei aktivieren die durch die traumatische Ischdmie und
Reperfusion freigesetzten Sauerstoffradikale die PMNs und ziehen diese chemotaktisch an.
Gleichzeitig kommt es als Antwort des Organismus auf den trauma-assoziierten Stress zu
einer exzessiven Ausschittung zahlreicher proinflammatorischer Zytokine und Chemokine
wie z.B. IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a und Interferon-y durch Makrophagen,
Monozyten und PMNs [(26); (27); (28) (29); (30);]. Die PMNs sind die dominierende
Zellpopulation der unspezifischen Immunabwehr und machen 50-60% aller zirkulierenden
Leukozyten aus. Im Anschluss an ihre Aktivierung migrieren die PMNs mithilfe der
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) aus der Endothelmembran des Gefalsystems in das
Gewebe. Dort kommt es erneut zu einer Degranulation von freien Sauerstoffradikalen, welche
wiederum zu einer Freisetzung von Matrixmetalloproteinasen (insbesondere MMP-9) fuhrt
(26). Diese Freisetzung von MMPs und Sauerstoffradikalen ist entscheidend fur die
Funktionalitit der unspezifischen Immunabwehr, fiihrt aber im UbermaR zu einem

zusatzlichen Gewebe- und Organschaden.

Eine weitere entscheidende Funktion der Zellen des unspezifischen Immunsystems liegt in
der Phagozytose und anschlieBenden Antigenpréasentation gegeniiber Zellen des spezifischen
Immunsystems. So schaffen sie die Verbindung zwischen dem unspezifischen, angeborenen

und dem spezifischen, adaptiven Immunsystem.

Die Entstehung eines SIRS wird hauptséchlich durch Zellen der unspezifischen
Immunreaktion vermittelt (31). Aber auch Elemente des adaptiven Immunsystems spielen
eine wichtige Rolle. Unter den T-Helfer-Zellen kann man in Abhangigkeit ihres

Zytokinspektrums zwischen THO-, TH1- und TH2-Zellen unterscheiden. THO-Zellen sind
13



naive T-Zellen und produzieren alle Zytokine (32), wéhrend TH1-zellvermittelt vor allem
TNF-a, Interferon-y und IL-2 ausgeschittet werden (33). Dieses Muster der
proinflammatorischen Zytokinproduktion wird auch als TH1-Phé&notyp der T-Lymphozyten
bezeichnet (34). Leitzytokine der TH2-Zellantwort sind die antiinflammatorischen Zytokine

Interleukin 4 und Interleukin 10 (32).

Interessanterweise sorgt eine im Rahmen der hyperinflammatorischen Immunantwort
dauerhafte Ausschittung des proinflammatorischen Zytokins IL-6 dabei nicht nur fur die
Akute-Phase-Reaktion des posttraumatischen Immunsystems, sondern fuhrt gleichzeitig zu
einer Hochregulation einiger bedeutender antiinflammatorischen Mediatoren. Das bedeutet,
dass sich an diese initiale proinflammatorische Reaktion im Rahmen des SIRS die Bildung
vorwiegend antiinflammatorisch wirkender Zytokine wie beispielsweise PG-E2, IL-1ra, IL-10
und TGF-B anschliefit (35). Aullerdem kommt es zu einer Deaktivierung von Monozyten,
einer Anergie von T-Lymphozyten und einem Verlust von Immunzellen durch Apoptose (36).
Auch jetzt kommt es also zu einem posttraumatischen Zusammenspiel der angeborenen und
erworbenen Immunantwort. Die spezifische TH2-vermittelte Immunantwort fuhrt zu einer
vermehrten Produktion der antiinflammatorischen Zytokine IL-4 und IL-10. Diese Reaktion
kann als korpereigene protektive Malinahme des angeborenen und adaptiven Immunsystems
zur Eingrenzung des Gewebeschadens verstanden werden und wird heute als Compensatory
Antiinflammatory Response Syndrome (CARS) bezeichnet (37). Im Rahmen dieser
Immunsuppression oder von manchen Autoren sogar als Immunparalyse beschriebenen
Zustands ist der polytraumatisierte Patient erneut besonders geféhrdet, da das CARS sowohl
zu der Entstehung infektioser Komplikationen als auch zu der Entwicklung eines MODS

pradisponiert [(38); (39); (40)].
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Ein weiteres Syndrom erlangt in der neueren Literatur zunehmend Beachtung: das Mixed
Antagonist Response Syndrom (MARS). Dieses Syndrom bezeichnete zunéchst die zeitweilig
hergestellte Homoostase wahrend der Transformation von SIRS zu CARS. In einigen Studien
konnte mittlerweile aber gezeigt werden, dass nicht etwa SIRS, CARS und MARS im
geschadigten Organismus sequentiell aufeinander folgen, sondern dass das Mixed Antagonist

Response Syndrom als Koinzidenz von SIRS und CARS zu verstehen ist (36).
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Die folgende Abbildung stellt den Verlauf der posttraumatischen Immunreaktion graphisch

dar.

Pro-inflammatory
response

SIRS » Early MOF
x Moderat
Trauma sicinal » Recovery
Moderate
CARS
Anti-inflammatory . Late MOF

response

Abbildung 1: Verlauf der Immunantwort nach Trauma aus Hietbrink et al World Journal of

Emergency Surgery 2006, 1:15
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1.3. Matrixmetalloproteinasen (MMP-9) und ihre Inhibitoren (TIMP-1)
Die Herleitung der Fragestellung dieser Doktorarbeit ergibt sich aus zwei grundlegenden

Uberlegungen:

Erstens ist fur die Entwicklung und Ausprdgung des SIRS ein sehr komplexes
Zusammenspiel von zellularer Aktivitdt, Chemokinen und Zytokinen von Bedeutung. Die
simultane inflammatorische Aktivierung von Komplementfaktoren, Zytokinen und
Chemokinen durch Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems spielt eine
entscheidende Rolle nach schwerem Trauma (26). Die Matrixmetalloproteinasen spielen in
diesem Zusammenhang eine wichtige Rolle. Durch Spaltung der Proteinbestandteile der
Extrazellularmatrix (EZM) sind die MMPs malgeblich an der Wanderung von verschiedenen
Immunzellen beteiligt. Im Rahmen der Inflammation stellt die Einwanderung von
neutrophilen Granulozyten in das betroffene Gewebe die Initialantwort des angeborenen
Immunsystems dar. PMNs speichern in ihren Granula unter anderem die
Matrixmetalloproteinase-9 [(41, 42)]. AnschlieBend an die Degranulierung der PMNs und
damit Freisetzung der Matrixmetalloproteinase spaltet diese ihre spezifischen Substrate und
ermdoglicht so - durch die Zerstérung der Basalmembran von Blutgefalien und Lymphgeféalien
- die Emigration der Immunzellen aus dem Blutkreislauf in das Gewebe. Nicht alle
Immunzellen des angeborenen Immunsystems kénnen MMPs speichern; Monozyten mussen
im Falle einer Inflammationsreaktion MMPs de novo synthetisieren (41). Damit die fir die
Immunantwort so wichtigen Zytokine und Chemokine ihre Aufgaben erflllen kénnen,
muissen diese zun&chst aktiviert werden. Dieses geschieht ebenfalls mithilfe der
Matrixmetalloproteinasen. MMP-9 katalysiert die Aktivierung der Zytokine IL-1p und TNF-a
sowie die des Chemokins IL-8. Interleukin-8 wiederum stimuliert die Degranulierung von
PMNs und flhrt so zu einer erneuten MMP-Freisetzung, hier besteht also ein positiver
Feedback-Mechanismus (41).
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In Kenntnis dieser ,,Schaltfunktion* in der Immunantwort sind die Matrixmetalloproteinase-9

und ihr Inhibitor TIMP-1 in den Fokus dieser Arbeit gertickt.

Zweitens liegen dieser Untersuchung einige Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe zugrunde,
welche sich mit der Immunantwort nach Polytrauma beschéftigt haben. Dort konnten die
Gene, welche fir die Proteine MMP-9 und TIMP-1 kodieren, in einer genomweiten
Microarray-Studie in Monozyten als vielversprechende Marker fur den posttraumatischen

Immunstatus identifiziert werden (43).

Wir gingen von der Uberlegung aus, dass die Ausschittung von immunomodulatorisch
wirksamen Signalproteinen (ber komplexe intrazellulare Signaltransduktionskaskaden
reguliert wird, und dass die transkriptionale Aktivitat von Immunzellen durch das Trauma
modifiziert wird. Folglich mussten traumaspezifische Genexpressionsmuster nachweisbar
sein. Mittels mMRNA-Microarrayscreening wurde in Monozyten polytraumatisierter Patienten
nach einem traumaspezifischen Expressionsmuster gesucht. Dabei konnte ein funktionelles
Netzwerk von Genen identifiziert werden, welches bei verstorbenen Patienten im Vergleich
zu Uberlebenden Patienten hochsignifikant unterschiedlich exprimiert war. Dieses Netzwerk
formiert sich um den Transkriptionsfaktor c-Jun. Dieser ist als Bestandteil des
Transkriptionsfaktor-Komplexes AP-1 (Activating Protein-1 Complex, bestehend aus u.a. c-
Jun und c-Fos) entscheidend an der transkriptionalen Regulation im Immunsystem beteiligt
(44). Dieser AP-1-Transkriptionsfaktor-Komplex hat eine dominierende Regulationsfunktion
der Genaktivitat von proinflammatorischen Mediatoren im posttraumatischen SIRS inne und
ist gleichzeitig entscheidend in die Regulation von MMP-9 und TIMP-1 involviert. Die
Expression und Aktivierung von MMP-9 wird Uber die Bindung von AP-1 an die
Promotorregion von MMP-9 induziert. Eine Inhibition von AP-1 resultiert folglich in einer
Abnahme der MMP-9-Expression. Gleiches gilt fur den naturlichen Inhibitor von MMP-9,
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TIMP-1 (45). Die folgende Abbildung (Abb. 2) illustriert den AP-1 assoziierten
Signaltransduktionsweg sowie seine regulatorische Wirkung auf die hier untersuchten

Proteine.

Legend:

others
transcription factor
peptidase

cytokine

direct activation
indirect activation
inhibition

binding

Abbildung 2:  Regulationsmechanismen um den Transkriptionsfaktor-Komplex AP-1 und
seine Funktion im Rahmen der Regulierung der untersuchten Proteine

MMP-9 und TIMP-1
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1.3.1. Die Familie der Matrixmetalloproteinasen

Matrixmetalloproteinasen (MMPs) reprasentieren eine Familie strukturverwandter,
zinkabhangiger Endopeptidasen, zu denen mittlerweile tber 25 Mitglieder zéhlen [(46); (47)].
Traditionellerweise werden die Matrixmetalloproteinasen und ihre Inhibitoren vor allem im
Rahmen ihrer herausragenden Rolle bei der Degradation und bei der Neustrukturierung der
Extrazellularmatrix (EZM) genannt. Betrachtet man gesundes, nicht-proliferierendes Gewebe,
findet man ein Gleichgewicht zwischen den auf- und abbauenden Komponenten der EZM
vor. Dieser Prozess wird auch als ,tissue remodeling bezeichnet. Der Abbau der
extrazellularen Matrix, die sogenannte Degradation, spielt bei einer Vielzahl von
physiologischen sowie pathologischen Prozessen eine entscheidende Rolle (48). Zu den
physiologischen Prozessen zéhlen beispielsweise die Embryogenese, das Knochenwachstum,
die Angiogenese, die Neutrophilen-Funktion sowie die Wundheilung [(49); (50); (51)]. Zu
den pathologischen Prozessen der Tissue-Resorption und Degradation der EZM gehdren u.a.
Tumormetastasierung, chronisch-entziindliche Darmerkrankungen, rheumatoide Arthritis,
Leberzirrhose, fibrotische Lungenerkrankungen, Atherosklerose sowie unterschiedliche
neurodegenerative Erkrankungen wie Alzheimer und ALS [(51); (52); (53); (54); (55); (56);
(57)]. MMPs und ihre endogenen Inhibitoren, die TIMPs, kénnen durch Spaltung von
Peptidbindungen u.a. Kollagenasen und Elastasen abbauen und wirken so entscheidend an der
enzymatischen Degradation der EZM, 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 Féhigkeit, die Produktion und Aktivierung der an der Immunantwort beteiligten

Zytokine und Chemokine als Effektormolekile zu  kontrollieren,  bestimmt.
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Matrixmetalloproteinasen greifen auf unterschiedliche Weise in die Regulierung der
Inflammationsantwort ein, indem sie beispielsweise die transepitheliale Migration und
Akkumulation von Leukozyten ermdéglichen und die Aktivierung und Kompartimentierung
von Chemokinen wesentlich beeinflussen [(47); (58)]. AuBerdem regulieren sie das
Zellwachstums uber die Freisetzung von Wachstumsfaktoren von der Zellmembran oder aus
der Extrazellularmatrix [(47); (59); (60); (61); (62)]. Die Fahigkeit vieler Entztindungszellen,
MMPs zu produzieren, ist hinreichend bekannt, allerdings haben Forschungsergebnisse der
letzten Jahre zusatzlich zeigen kdénnen, dass neben diesen Zelltypen auch Epithel- und
Stromazellen im Rahmen des ,,tissue remodeling in der Lage sind, eine Vielzahl an MMPs

zu exprimieren, darunter unter anderem MMP-9 (63).

MMP-9 ist eine Typ VI Kollagenase, wird in den tertidren Granulomen der
polymorphonukleédren Zellen (PMNs) gespeichert und von einer Vielzahl von Zellen wie
beispielsweise Monozyten, Neutrophilen, Eosinophilen und Makrophagen sezerniert (64).
Betrachtet man die Gesamtheit aller MMPs so scheint, folgt man Gill et al, MMP-9
hinsichtlich der Fahigkeit, die Chemokin-Signalwege im Rahmen der Inflammation zu
beeinflussen, einer der wichtigsten Vertreter seiner Familie zu sein. Das Wirkungsspektrum
reicht hierbei von einer massiven Induktion der Zytokinaktivitat bis hin zu einer kompletten
Degradation der Zytokine (63). Ein im Rahmen der Inflammationsantwort besonders
wichtiges Zytokin stellt TNF-o dar [(65); (66)]. Ein Haupteffekt von TNF-o auf

Inflammationsebene ist die Stimulation der MMP-9-Expression durch Monozyten (63).

TIMP-1 ist der natiirliche Inhibitor von MMP-9 und kommt in nahezu allen Geweben und
Korperfliissigkeiten vor (67). Die Hauptaufgabe der TIMPs besteht in der Regulation der
MMPs und so auch in der Regulation der inflammatorischen Antwort - einerseits durch die

Kontrolle der Zytokinaktivierung und anderseits durch die Prozessierung und Verarbeitung
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der Zelladhdsionsrezeptoren der Entzindungszellen (63). Diese besonders wichtige
Wirkungsweise der TIMPs konnte durch den Gebrauch synthetischer Inhibitoren bereits
untermauert werden. So konnte die Therapie mit synthetisch hergestellten TIMPs eine
Bleomycin-induzierte pulmonale Gewebeschadigung reduzieren (68). TIMP-1 besitzt die
Fahigkeit, die Leukozyten-Extravasation zu verhindern und damit die vaskuldre Permeabilitét

zu verringern (69).

1.3.3. Regulation der MMPs und ihrer Inhibitoren

Regulierung der MMPs

Sowohl die Vielfalt an Funktionen, welche die Matrixmetalloproteinasen in physiologischen
Prozessen einnehmen, als auch die Fulle an Erkrankungen, die durch eine Dysregulation der
MMP-Synthese hervorgerufen werden, unterstreichen die Notwendigkeit einer kontrollierten
Regulation ihrer Synthese. Ihre Regulierung erfolgt auf drei unterschiedlichen Ebenen: der
Transkriptions-Ebene, der posttranslationalen Aktivierung der inaktiven Proenzyme sowie

der Interaktion der aktiven Enzyme mit ihren Inhibitoren (70).

Auf Transkriptions-Ebene werden die unterschiedliche Expression der einzelnen MMPs
sowie ihre Induzierbarkeit geregelt. Hier wird im Hinblick auf das jeweilige teilweise
uberlappende Substratspektrum im Wesentlichen Gber die biologische Funktion der Enzyme
entschieden (71). Zwei Strukturen, namlich die Transkriptionsfaktoren (u.a. AP-1) und die
Promotor-Region, wirken bei der Transkriptionskontrolle zusammen. Diese Ebene bildet den
wichtigsten Regulationsmechanismus (siehe Abb. 2) (72). Die Expression eines MMP-Gens
wird von verschiedenen Faktoren beeinflusst. Man unterscheidet hier Transkriptionsfaktoren
von Co-Aktivator- und Co-Repressor-Proteinen. Die Transkriptionsfaktoren binden an die
jeweilige Promotor-Region und beeinflussen so die Transkription (73). Zu den Co-
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Aktivatoren gehdren beispielsweise Wachstumsfaktoren wie EGF, PDGF und bFGF sowie im
Rahmen der Immunantwort nach Trauma bedeutenden Zytokine wie IL-1lalpha und -beta, IL-
6, IL-8, TNF-a und TGF-B [(74); (75); (76); (77)]. Zu den Co-Repressoren zéhlen
beispielsweise das immunsuppressive Zytokin IL-4 sowie Corticosteroide (78). Auch
Komponenten der Extrazellularmatrix selbst kénnen Einfluss auf die Induktion der MMP-

Synthese haben (79).

Die posttranslationale Aktivierung der Matrixmetalloproteinasen ist ein mehrstufiger Prozess.
Sie kann intrazelluldr, durch membranstdndige MMPs an der Zelloberflache und extrazellular
erfolgen. In der EZM geschieht dies entweder durch andere Proteasen oder durch zuvor

aktivierte MMPs (80).

Die Interaktion der aktiven Enzyme mit ihren Inhibitoren bildet die dritte Form der
Regulation. Nach erfolgter Aktivierung der Zymogene zu aktiven proteolytisch wirksamen
Enzymen, werden diese entweder durch ihre spezifischen natlrlichen Inhibitoren kontrolliert
oder durch unspezifische Hemmung reguliert. Diese TIMPs werden hdufig koordiniert mit
den Proteinasen exprimiert und sezerniert und bilden so auf dem Boden reversibler, 1:1
stochiometrischer Komplexe eine Balance im Bezug auf das AusmaR der Matrixdegradation.
Kommt es zu einem Ungleichgewicht zugunsten der MMP-Konzentration kann dies
urséchlich flr eine Uberschieende Proteolyse und somit ursdachlich fiir das Auftreten
bestimmter Erkrankungen sein (81). Einer der Hauptvertreter nicht-spezifischer Inhibitoren ist
alpha 2-Makroglobulin. Als Plasmabestandteil ist dieses Protein an der Hemmung der

Matrixmetalloproteinasen in den Korperflussigkeiten beteiligt (71).
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Regulierung der Inhibitoren (TIMPS)

Zur Aufrechterhaltung des wichtigen Gleichgewichts zwischen Matrixmetalloproteinasen und
ihren endogenen Inhibitoren, den TIMPs, unterliegt die Expression der MMP-Inhibitoren
ebenfalls einer strengen Regulationskontrolle. So konnte beispielsweise die Arbeitsgruppe um
Overall et al zeigen, dass Interleukin-1beta in gleichem Malie sowohl die Transkription von
MMPs sowie von TIMP-1 stimuliert (82). Ebenfalls stimulierenden Effekt auf die TIMP-1-
Produktion haben EGF (83) und IL-6 (84). Die Wirkweise von TNF auf die TIMP-1-
Produktion ist konzentrationsabhéngig. Liegt es in hoher Menge vor, wirkt es hemmend, liegt
es in niedriger Konzentration vor, so wirkt es stimulierend auf die TIMP-1-Synthese (85).
AuRerdem fiihren Phorbolester und Interleukine sowohl zu einer Steigerung der MMP- als
auch der TIMP-1-Produktion, wohingegen TGF-beta beispielsweise die MMP-Expression
hemmt, aber die TIMP-1-Expression fordert. Folglich kénnen MMPs, vor allem MMP-9 und

TIMP-1 sowohl gleichsinnig als auch gegensinnig reguliert werden (67).

24



2.  Zielsetzung

Die posttraumatische Morbiditdt und Mortalitat polytraumatisierter Patienten ist wesentlich
durch das AusmaR der posttraumatischen Inflammationsreaktion dominiert. Ausgangspunkt
ist die Stérung des Immunsystems im Rahmen einer lebensbedrohlichen Mehrfachverletzung.
Bis heute sind allerdings die exakten Mechanismen, die fir die Pathogenese des SIRS
verantwortlich sind, noch nicht endgliltig verstanden.

Biberthaler et al konnten 2005 in einer Oligonukleotid-Microarray-Studie erstmals
hochspezifische MRNA-Expressionsprofile in  Monozyten polytraumatisierter Patienten
ermitteln, welche schon in der frihen posttraumatischen Phase hochsignifikant mit der
Verletzungsschwere sowie dem Klinischen Outcome hinsichtlich Tod oder Uberleben
korrelierten. Mittels dieser genomweiten mMRNA-Microarrayanalyse wurde so ein
funktionelles Netzwerk von Genen identifiziert, welches bei Patienten, die das initiale Trauma
Uberlebten, im WVergleich zu denen, die posttraumatisch verstarben, hoch signifikant
unterschiedlich exprimiert war (86). Im Zentrum dieses Netzwerkes stand der
Transkriptionsfaktor c-Jun, welcher Teil des bereits besprochenen AP-1-Komplexes ist.
Dieser wiederum hat eine dominierende Stellung im Rahmen der transkriptionellen
Regulierungsmechanismus der MMPs inne. Auferdem zeigte sich eine differentielle
Expression der Gene, welche fur die Proteine MMP-9 und TIMP-1 kodieren. Eine weitere
Studie, die von unserer Arbeitsgruppe durchgefihrt wurde, beschaftigte sich ebenfalls mit der
Genomebene und untersuchte die Frage, ob das in Monozyten durch Microarrayscreening
nachgewiesene Genexpressionsprofil auch in einer weiteren Zellpopulation, den
Granulozyten, existiert. Hierzu wurde an einem grolReren Patientenkollektiv mittels real time-
polymerase chain reaction (RT-PCR) quantitativ die Expression von Genen bestimmt. Dabei
konnte gezeigt werden, dass unter anderem die erhéhte Expression der Gene MMP-9 und
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TIMP-1 im Zeitraum von 6 bis 24 Stunden nach Trauma signifikant mit dem Uberleben der
Patienten verknupft war. AuBerdem war eine erhdhte Expression des Gens TIMP-1
signifikant mit dem Vorliegen eines Schédel-Hirn-Traumas assoziiert [unverdffentlichte
Daten].

Die transkribierte  RNA allerdings muss nicht zwangslaufig in ein entsprechendes
Proteinmuster umgesetzt werden. Da aber die biologische Aktivitdt und die von uns
untersuchten entsprechenden immunologischen Effekte von den durch die RNA kodierten
Proteine hervorgerufen wird, war es in einem néachsten Schritt unerldsslich, das
hochsignifikante Expressionsmuster auf monozytarer Genomebene auch in der néchsten
Ebenen - der Proteomebene - zu untersuchen. Hier zeigte sich, dass die signifikant erhéhte
Expression von c-Jun auf mRNA-Ebene auch eine erhdhte Menge aktivierten und damit
biologisch wirksamen Proteins in Monozyten bedingt. In der unmittelbaren posttraumatischen
Phase war c-Jun in Monozyten verstorbener Patienten statistisch signifikant hoher aktiviert als
in Zellen Uberlebender Patienten. So konnte gezeigt werden, dass auch abhéngig vom
klinischen Parameter ,Uberleben* auf eine differentielle mRNA-Expression eine

differentielle Aktivierung des betreffenden Genprodukts folgt (87).

In Zusammenschau dieser Ergebnisse und mit dem Wissen um den bedeutenden Einfluss des
Transkriptionsfaktoren-Komplex um c-Jun auf die Regulierung von MMP-9 und TIMP-1
stellten wir daher die Hypothese auf, dass - vorausgesetzt, dass der aufgezeigten veranderten
transkriptionalen Aktivierung auch eine erhdhte biologische Aktivitat des Proteins im Serum
folgte - die Proteine MMP-9 und TIMP-1 im Serum polytraumatisierter Patienten ebenfalls

eine traumaspezifische erhohte Aktivitat aufzeigen missten.

Konsequenterweise schloss sich daher die Proteinbestimmung von MMP-9 und TIMP-1 auf
der dritten Ebene an: der Serumebene oder der Kérperebene.
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Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden,

ob MMP-9 und TIMP-1 im Serum von polytraumatisierten Patienten Uberhaupt
detektierbar sind,

ob und wie sich die Proteinkonzentrationen dieser beiden Proteine im Serum der
polytraumatisierten Patienten im zeitlichen Verlauf der frihen posttraumatischen
Phase verandern,

ob auch die Serumproteinkonzentrationen von MMP-9 und TIMP-1 mit den
klinischen Variablen ,,Verletzungsschwere* und ,,Outcome® im Sinne eines

Uberlebens oder Versterbens innerhalb von 90 Tagen nach Trauma korrelieren.
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3. Patienten und Methoden

3.1. Studiendesign

Im Rahmen unserer Kklinisch-experimentellen Studie wurden insgesamt 60 polytraumatisierte
Patienten mit einem Injury Severity Score (ISS) von mindestens 16 Punkten, welche tber den
Schockraum der Chirurgischen Klinik und Poliklinik-Innenstadt der Ludwig-Maximilians-
Universitdt Minchen innerhalo von 90 Minuten nach Trauma aufgenommen wurden,
eingeschlossen. Die Genehmigung durch die lokale Ethikkommission liegt unter dem
Aktenzeichen 012/00 vor. Die zu untersuchenden Blutproben wurden initial nach Trauma,
d.h. bei Erreichen des Schockraums innerhalb von 90 Minuten, und erneut 6, 12, 24, 48 und
72 Stunden nach Trauma entnommen. Im Anschluss an die initiale vitale Stabilisierung der
polytraumatisierten  Patienten im Rahmen der Schockraumversorgung und die
darauffolgenden - entsprechend dem Verletzungsmuster - vorgenommenen Operationen
wurden die Patienten auf die chirurgische Intensivstation aufgenommen. Die préklinischen
und Klinischen Daten wurden entsprechend der Richtlinien der Europdischen Konsensus-
Konferenz zur Aufnahme von Daten polytraumatisierter Patienten dokumentiert. Zur
objektiven Erfassung der Verletzungsschwere wurde der Injury Severity Score herangezogen
(88). Zur Feststellung des definitiven klinischen Outcomes wurde in unserer Studie das 90-
Tage-Uberleben als Endpunkt definiert. Eine schriftliche Einverstandniserklarung der
Patienten wurde auf folgende Weise eingeholt. Aufgrund der Klinischen Situation der
Patienten, welche in einer Vielzahl der Falle durch Bewusstlosigkeit, Intubation, zentral
wirksame Analgosedierung oder &hnliches gekennzeichnet war, konnten diese die
Einverstandniserklarung zum Zeitpunkt des Eintreffens in den Schockraum in der Regel nicht
abgeben. In enger Absprache mit der Ethikkommission wurde daher das Einverstandnis erst
nach Wiedererlangung des Bewusstseins und der damit verbundenen kognitiven
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Befahigungen des jeweiligen Patienten eingeholt. Wenn der Patient diese Fahigkeit nicht in
ausreichendem Male wiedererreichte, so wurde in Anlehnung an das Ethikvotum das
Einverstandnis zur Studienteilnahme von einem gesetzlichen Vertreter oder einem nahen
Angehorigen eingeholt. Unterschiedliche Parameter galten als Ausschlusskriterien unserer
Studie. So wurden Patienten, die innerhalb der ersten 24 Stunden nach Trauma verstorben
waren, nicht in die Studie aufgenommen. AuBRerdem schlossen wir Patienten mit isoliertem
Schédel-Hirn-Trauma, chronischen oder malignen Erkrankungen sowie Patienten, die eine
immunsuppressive Therapie erhielten und auch schwangere Patientinnen sowie unter

Betreuung stehende Patienten/innen aus dem Studienkollektiv aus.

3.2.  Bestimmung der Proteinkonzentrationen mittels ELISA

Human MMP-9/TIMP-1 Platinum ELISA

Zum Nachweis der MMP-9-Konzentrationen im Patientenserum wurde das Human MMP-9
Platinum ELISA (BMS2016/2CE and BMS2016/2TENCE; charge 46428004; Bender
Medsystems GmbH, Campus Vienna Biocenter 2, Vienna, Austria) der Firma Medsystems
GmbH verwendet. Zum Nachweis der TIMP-1-Konzentrationen im Patientenserum wurde
das Human TIMP-1 Platinum ELISA (BMS2018/CE and BMS2018TEN; charge 46427002,
Bender Medsystems GmbH, Campus Vienna Biocenter 2, Vienna, Austria) der Firma

Medsystems GmbH verwendet. Das Testprinzip sieht wie folgt aus.:

In einem ersten Schritt (Fig. 1) werden die 96-Well-Mikrotiterplatten mit dem coating-

Antikorper, dem Anti-Human-MMP-9-Antikérper, bzw. dem Anti-Human-TIMP-1-

Antikorper inkubiert.
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Im zweiten Schritt (Fig. 2) bindet das im Patientenserum vorliegende MMP-9/TIMP-1 an den
an die Mikrotiterplatte gebundenen Antikorper. AnschlieBend erfolgt die Inkubation der
festen Phase mit dem zweiten Antikorper, dem detection-Antikdrper, welcher mit Biotin
gekoppelten ist. Dieser bindet nun an das schon durch den Capture-Antikérper gebundene

MMP-9, bzw. TIMP-1.

Im dritten Schritt (Fig. 3) wird der Uberschissige, nicht gebundene, Biotin-gekoppelte

Antikorper von der Mikrotiterplatte gewaschen. Anschliefend wird das Enzym, in unserer
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Versuchsreihe handelt es sich um Streptavidin-Meerrettichperoxidase (Streptavidin-HRP),
hinzugegeben. Dieses bindet an den polyklonalen Biotin-gekoppelten Anti-MMP-9/TIMP-1 -

Antikorper.

Im vierten Schritt (Fig. 4) folgt ein erneutes Waschen der Platte, um das Uberschussige
Enzym zu entfernen. Dann wird das mit Streptavidin-HRP reagierende Substrat auf die 96-

Well-Platte gegeben.
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Im flinften und letzten Schritt (Fig. 5) kommt es durch die Substratumwandlung zu einem
Reaktionsprodukt, welches sich in einer Farbreaktion darstellt. Die Extinktionswerte werden
photometrisch ermittelt und die entsprechenden Konzentrationen in ng/ml angegeben. Der im
Experiment festgestellte Farbumschlag verhélt sich proportional zur Menge des in der Probe
vorliegenden MMP-9/TIMP-1. Durch das Zugeben von Saure, der sogenannten Stopplésung,
wird die Reaktion terminiert. Die Absorption wird mithilfe eines Spektrophotometers
gemessen. Als primére Wellenldnge werden 450nm verwendet. Eine Standardkurve fir das
gemessene Signal wird mithilfe von einer aus sieben MMP-9-Proben respektive TIMP-1-
Proben bestehenden Standardverdunnungsreihe erstellt. AnschlieBend werden die

Proteinkonzentrationen der gemessenen Patientenseren bestimmt.
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3.3.  Schweregradeinteilung des Verletzungsmusters nach ISS

Die Schweregradeinteilung der jeweiligen Verletzung erfolgte gemaR Injury Severity Score
(ISS) nach Baker et al (88). Der ISS ist ein Bewertungssystem fiir die Beurteilung der
Gesamtschwere der Verletzungen einer verletzten Person. Die Bewertung basiert auf den
Uberlebenswahrscheinlichkeiten der Einzelverletzungen, welche nach der Abbreviated Injury
Scale (AIS) bewertet werden. Die Berechnung des ISS ergibt Werte zwischen null und 75. Zur
Berechnung des ISS wurde die aktuellste Version des AIS, namlich der A1S90/98-Code, als
Proxy-Variable fur die Schwere der erlittenen Verletzung genutzt. Flr die Gruppierung der
Verletzung nach Korperregionen wird der Anatomical Localizer des AIS90/98 herangezogen.
Hierbei wird der Koérper zur Klassifikation der Verletzungsschwere in sechs Regionen
unterteilt. Die einzelnen Regionen des ISS teilen sich wie folgt auf: (1) Kopf und Nacken, (2)
Gesicht, (3) Thorax, (4) Abdomen, (5) Extremitaten und (6) Korperoberflache. Entsprechend
der Schwere der Verletzung werden unterschiedliche Punktzahlen vergeben. Diese richten
sich nach der Schwere der einzelnen Verletzungen und liegen auf einer Skala zwischen null
und sechs entsprechend des AIS90/98. Ein Punktwert von eins entspricht einer sehr leichten
Verletzung, wohingegen ein Punktwert von fiunf eine maximal kritische Verletzung mit
unsicherer Uberlebenswahrscheinlichkeit beziffert. Bei einem AIS-Code von sechs wird der
ISS automatisch auf 75 Punkte gesetzt und entspricht damit einer infausten Prognose.
Betrachtet werden jeweils die Maximalwerte der AIS-Codes fir die sechs ISS-
Korperregionen. Der ISS wird nun laut Erstbeschreibung als die Summe der Quadrate der drei
hochsten AIS-Codes definiert nach Baker et al von 1974 (Update 1977) berechnet. Der Injury
Severity Score stellt eine etablierte und seit vielen Jahren anerkannte Mdoglichkeit zur
Klassifikation der Verletzungsschwere dar und erlaubt so eine Aussage Uber die

voraussichtliche Morbiditat und Mortalitét (2).
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4.  Ergebnisse

4.1. Patienten

4.1.1. Klinische Daten

Insgesamt wurden 60 Patienten - gemal den oben besprochenen Einschlusskriterien - in
unsere Studie aufgenommen. Der Tabelle 1 sind die epidemiologischen Daten und klinischen
Angaben der eingeschlossenen Patienten zu entnehmen. Zu den klinischen Daten, welche wir
im Rahmen der Studie dokumentierten, zéhlen Angaben zu Verletzungsmuster und
Verletzungsschwere sowie das Outcome, gemessen am 90-Tage-Uberleben nach Trauma. Die
Verletzungsschwere wurde mit Hilfe des ISS (Injury Severity Score) kodiert.

Von 60 Patienten waren 42 (70%) méannliche und 18 (30%) weibliche Patienten/Patientinnen.
Das Alter der Patienten lag zwischen 18 und 94 Jahren, das mittlere Alter bei 45,48 Jahren.
Die Verletzungsschwere variierte zwischen 17 und 66 Punkten mit einem Median von 33
Punkten. Entsprechend dieses Median teilten wir die Patienten in 2 Gruppen (Gruppe 1
(n=33) ISS < 33; Gruppe 2 (n=27) ISS > 33).

Die mittlere Verletzungsschwere aller 60 Patienten lag bei einem ISS von 34,63 Punkten. Bei
den Patienten der Gruppe 1 mit einem ISS < 33 kam es im Mittel zu einem ISS von 26,18 +/-
4,75 SD. Die Patientengruppe 2, welche ein schweres Polytrauma mit einem ISS > 33
Punkten erlitten, wiesen im Mittel einen ISS von 45,37 +/- 9,11 Punkten auf. Sechs Patienten
verstarben im posttraumatischen Intervall von 90 Tagen (Gruppe B), 54 Patienten Uberlebten
das traumatische Ereignis (Gruppe A). Damit liegt der Anteil der verstorbenen Patienten in
unserem Studienkollektiv bei 10%. Das mittlere Alter der verstorbenen Patienten lag bei 58,3
Jahren, deren mittlere Verletzungsschwere bei einem ISS von 40 Punkten mit einer

Standardabweichung von +/- 16,70.
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42 50 J m MOV 59
4 2 N m s
44 54 N m 34
o4 4N om 29
46 57 N m 34
4 3% N w s
48 33 N m 38
49 29 N m 4
50 50 N m 23
s 3% N om 49
52 25 N w 24
. s s N m s
54 45 N w 51
s 3% N m 32
56 34 N w 28
s 24 N m 3
58 21 N m 23
s 29 N w4
60 50 J w SHT 48

Tabelle 1 Epidemiologische Daten der 60 eingeschlossenen Patienten
MOV Multiorganversagen

SHT Schédel-Hirn-Trauma

RI Respiratorische Insuffizienz
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4.2.  Serumkonzentration der Proteine MMP-9 und TIMP-1

Alle Proteinkonzentrationen werden in ng/ml angegeben. Es wird jeweils der Mittelwert der
gemessenen Werte mit der entsprechenden Standard Error of the Mean (+/- SEM) graphisch
dargestellt. Alle statistischen Auswertungen wurden mit Hilfe von SigmaStat/Plot Version
12.0 erstellt. Das ausgewdhlte Testverfahren war der Mann-Whitney Rank Sum Test, ein

Unterschied von p < 0.05 wurde als statistisch signifikant bewertet.

4.2.1. Serumproteinkonzentration von MMP-9

Alle polytraumatisierten Patienten zeigen eine initial hohe Serumkonzentration von MMP-9.
Gegenlber der anfanglichen Serumkonzentration - gemessen innerhalb der ersten 90 Minuten
nach Trauma (0 h) - kommt es bei allen Patienten zu einem signifikanten Abfall der MMP-9-
Proteinkonzentration innerhalb von 72 Stunden nach Trauma (Abb.3). Die blaue Linie

verdeutlicht den signifikanten Konzentrationsabfall.
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Abbildung 3: Verlauf der MMP-9-Serumkonzentrationen aller Patienten (n=60) Uber einen
Zeitraum von 72 Stunden
#p < 0.05 Mann-Whitney Rank Sum Test

4.2.2. Serumproteinkonzentration von TIMP-1

TIMP-1 zeigt eine anfanglich niedrige Serumproteinkonzentration (Oh), welche im 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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Abbildung 4: Verlauf der TIMP-1-Serumkonzentrationen aller Patienten (n=60) Uber einen
Zeitraum von 72 Stunden
*p <0.05 Mann-Whitney Rank Sum Test

4.2.3. Verletzungsschwere und MMP-9

In Abbildung 5 werden die MMP-9-Proteinkonzentrationen der Patienten mit einem ISS < 33
(Gruppe 1, n=33) mit den Proteinkonzentrationen der Patienten verglichen, die einen ISS > 33
(Gruppe 2, n=27) aufwiesen. Hier zeigt sich eine tendenziell niedrigere Konzentration von
MMP-9 zwischen Oh und 24h in der Gruppe 2. Nach 48h zeigt sich in eine &hnliche
Serumkonzentration in beiden Gruppen. Am Endpunkt unserer Untersuchung zeigt sich
erneut eine erniedrigte MMP-9-Serumproteinkonzentration in Gruppe 2. Im gesamten Verlauf

zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen.
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Abbildung 5: Verlauf der  MMP-9-Serumkonzentrationen in  dem nach der

Verletzungsschwere unterteilten Patientenkollektiv

4.2.4. Verletzungsschwere und TIMP-1

In Abbildung 6 zeigt die Gegeniiberstellung der Serumkonzentrationen von TIMP-1 der
Gruppen 1 und 2 eine tendenziell niedrigere Konzentration von TIMP-1 zwischen Oh und 12h
bei den Patienten, welche ein schweres Polytrauma erlitten (Gruppe 2). Nach 24h und 48h
zeigt sich in dieser Patientengruppe eine erhdhte Serumkonzentration von TIMP-1. Am
Endpunkt unserer Untersuchung zeigt sich eine ahnliche Serumproteinkonzentration von
TIMP-1 in beiden untersuchten Gruppen. Im gesamten Verlauf zeigt sich kein signifikanter

Unterschied.

40



3000

I:l Gruppe 1: ISS 16-33 (n=33)
m Gruppe 2: 1SS > 33 (n=27)
2500 A
[} -,
=N 2000 A o
©
£ 1500 -
N
c v -
e + |/ — V]
€ 1000 - 7 L v
& 5 /
» 1 e 117
500 - i ; 0 é
é ¢ 7 2 %
0 Vi 4
Oh 6h 12h 24h 48h 72h

Zeitpunkt der Blutentnahme

Abbildung 6: Verlauf  der  TIMP-1-Serumkonzentrationen in dem nach  der

Verletzungsschwere unterteilten Patientenkollektiv

4.2.5. Outcome und MMP-9

Uber den Verlauf von 72 Stunden zeigt sich eine erniedrigte  MMP-9-
Serumproteinkonzentrationen bei Patienten, die innerhalb von 90 Tagen nach Trauma
verstarben (Gruppe B). Die Unterschiede in den beiden Gruppen waren allerdings nicht

statistisch signifikant.
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Abbildung 7: Verlauf der MMP-9-Serumkonzentrationen in dem nach dem Uberleben

unterteilten Patientenkollektiv

4.2.6. Outcome und TIMP-1

Abbildung 8 zeigt eine erniedrigte TIMP-1-Konzentration im Serum der verstorbenen
Patienten innerhalb der ersten 24 Stunden (Gruppe B). Anschlielend nimmt die
Konzentration von TIMP-1 bei den Patienten, die innerhalb des betrachteten Intervalls

verstarben, zu. Die TIMP-1-Serumkonzentrationen waren nicht signifikant unterschiedlich.
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Abbildung 8: Verlauf der TIMP-1-Serumkonzentrationen in dem nach dem Uberleben

unterteilten Patientenkollektiv
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5. Diskussion

Die vorliegende Arbeit untersucht und beschreibt erstmals die Konzentrationskinetik der
Proteine  MMP-9 und die des physiologischen Inhibitors TIMP-1 im Serum
polytraumatisierter Patienten in der friihen posttraumatischen Phase.

Vorausgegangene Studien konnten sowohl auf Genomebene in Monozyten (86) und
neutrophilen Granulozyten als auch auf Proteomebene intrazellular in Monozyten (87) bereits
eine  differentielle  Expression  unterschiedlicher ~ Gene,  bzw. intrazelluldre
Proteinkonzentrationsverdnderungen in Abhangigkeit von klinischen Parametern wie der
Entwicklung eines Multiorganversagens und dem Uberleben bei Polytraumatisierten zeigen.
Zwei dieser in der genomweiten mRNA-Analyse identifizierten ,,Outcome-klassifizierenden*
Gene kodieren fur die hier untersuchten Proteine: MMP-9 und TIMP-1. Die in den oben
genannten Vorarbeiten herausgestellten sogenannten ,,Kandidatengene* scheinen, bedingt
durch ihre Bedeutung in verschiedenen intra- und extrazelluldren Signalkaskaden des
humanen Immunsystems, eine Schlisselrolle beziglich der Immunantwort nach Trauma und
damit in der Entwicklung einer posttraumatischen Entziindungsreaktion zu spielen (86). Diese
Entdeckungen legen die Vermutung nahe, dass es sich bei diesen Genen um potentielle
Préadiktoren fur den Immunstatus eines polytraumatisierten Patienten handeln kénnte. Eine
zuverldssige Auskunft Uber den individuellen Immunstatus eines polytraumatisierten
Patienten zu erhalten, um so die individuelle Gefahrdung fiir die Entwicklung einer schweren
posttraumatischen Immundysregulation eines jeden Einzelnen abschétzen zu kdnnen, ist von
groRem Klinischen Interesse. So koénnte ein ,,Proteinmonitoring* unter Umstdnden dazu
beitragen, diese besonders gefahrdeten Patienten frihzeitig zu erkennen und so die Folgen

einer schweren posttraumatischen Immunfehlfunktion unter Umstanden abzumildern.
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Auch sind die in der hier vorliegenden Arbeit untersuchte Matrixmetalloproteinase (MMP-9)
und ihr Inhibitor (TIMP-1) in den letzten Jahren zunehmend in den Fokus des
Forschungsinteresses gelangt. Insbesondere ihre Schliisselrolle im Rahmen der Inflammation
und des ,.tissue remodeling” macht sie auch fir die hier vorgestellte Arbeit zu besonders

wichtigen Proteinen unter der Vielzahl an Kandidatengenen [(89); (90)].

In der vorliegenden Arbeit wurden die Proteinkonzentrationen von MMP-9 und TIMP-1 und
ihre zugrunde liegende Kinetik in der frihen posttraumatischen Phase im Serum der
polytraumatisierten Patienten herausgearbeitet und mit den Klinischen Parametern

Verletzungsschwere und Outcome korreliert.

Insbesondere hinsichtlich der Tatsache, dass sowohl eine Genomanalyse als auch eine
Analyse intrazellulérer Proteine sehr zeitaufwendige, kostenintensive, auf wenige Zentren
beschrankte und daher schwer zugangliche Methoden darstellen, war es die Motivation dieser
Arbeit, zwei spezifische ,,Serummarker” zu finden, die Aufschluss Uber den individuellen
posttraumatischen Immunstatus geben kdnnten; hier wirde die Serumanalyse eine weitaus

schnellere, glnstigere und auch jederzeit und allerorts verfiighare Methode darstellen.

Die zentralen Ergebnisse dieser Arbeit waren, dass sich zwar ein charakteristischer Verlauf
der Serumproteine MMP-9 und TIMP-1 entwickelt, dass sich aber das ,,Outcome-
klasssifizierende* Expressionsmuster auf Genomebene in der Serumebene nicht reproduzieren

lieR.
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5.1.  Methodische Aspekte
5.1.1. Klinische Daten

Insgesamt wurden 60 Traumapatienten in diese Studie eingeschlossen. Sie waren im Mittel
45,25 Jahre alt. Darunter waren 42 (70%) mannliche und 18 (30%) weibliche Patienten; dies
entspricht einem Verhéltnis von 2,3 : 1. Die Deutsche Gesellschaft fir Unfallchirurgie (DGU)
gibt in ihrem Jahresbericht des TraumaRegisters fiir das Jahr 2012 folgende Auswertung ihrer

im Jahr 2011 erhobenen Daten an:

Das durchschnittliche Alter der Patienten lag bei 47,0 Jahren; im Gesamtkollektiv des
TraumaRegisters (seit Dokumentationsbeginn) lag es bei 44,4 Jahren. 72% der Polytrauma-
Patienten waren méannlich (Gesamtkollektiv: ebenfalls 72%) Diese Daten entsprechen sowohl
hinsichtlich des durchschnittlichen Alters als auch hinsichtlich der Geschlechterverteilung
denen unseres Kollektivs. Sowohl bei Liener et al als auch bei Bardenheuer et al liegt das
Durchschnittsalter der eingeschlossenen Patienten unter dem durchschnittlichen Alter unseres
Patientenkollektivs [(5); (91)]. Dieser Unterschied lasst sich moglicherweise durch die
unterschiedlichen Auswertungs-Zeitrdume erklaren. Diesbezuglich ist an dieser Stelle
anzumerken, dass eine Reihe neuerer Studien beziglich der Altersverteilung
polytraumatisierter Patienten einen deutlichen Trend zum ,élteren” Polytraumapatienten
feststellen konnen. So konnten beispielsweise Aldrian et al 2007 zeigen, dass das mittlere
Alter schwerstverletzter Patienten pro Kalenderjahr um durchschnittlich 0,75 Jahre ansteigt
(92). Auch Soreide et al fanden in ihrer Untersuchung in einem Intervall von neun Jahren aus
demselben Jahr heraus, dass das Alter der Patienten, die posttraumatisch verstarben, von im

Mittel 42 Jahren auf durchschnittlich 51 Jahre, das hei3t um fast eine Dekade, anstieg (93).

Die durchschnittliche Verletzungsschwere, welche mittels Injury Severeity Score (ISS)
ermittelt und quantifiziert wurde, lag in unserem Patientenkollektiv bei 34,63 Punkten. Die

durchschnittliche Verletzungsschwere der ins TraumaRegister eingegangenen Patienten liegt
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mit einem mittleren ISS von 18,3 Punkten im Jahresbericht 2012 und einem Wert von 20,7
Punkten im TraumaRegister-Gesamtkollektiv ~ deutlich unter dem Wert unseres
Patientenkollektivs. Eine mogliche Erklarung fur diese Diskrepanz konnte die Tatsache sein,
dass in unsere Studie ausschlieBlich Patienten mit einem Injury Severity Score > 16 Punkte
eingeschlossen wurden. Der ISS der Patienten, welche 2011 Eingang in die TraumaRegister-
Erfassung fanden, lag nur in 53% der Félle bei einem Wert von > 16 Punkte; das
Gesamtkollektiv aller TraumaRegister-Patienten wies in insgesamt 61% der Félle eine

Verletzungsschwere mit einem ISS > 16 Punkten auf.

Die Mortalitdt betrug in unserem Kollektiv 10%. Die Auswertung des TraumaRegisters
ergeben eine Frih-Letalitdt von 5,3% im Jahr 2011 und im Gesamtkollektiv von 6,7%; es
zeigt sich eine Krankenhausletalitat von 10,3% fir 2011 sowie von 12,8% bezogen auf das
Gesamtkollektiv. Liener et al berichten in ihrer Studie von einer Mortalitt von 14%. Beide

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

5.1.2. Studiendesign

In unsere Studie wurden entsprechend der oben genannten Einschlusskriterien nur Patienten
aufgenommen, welche mit einem minimalen 1SS von 16 Punkten den Schockraum der
Chirurgischen Klinik der LMU - Innenstadt innerhalb von 90 Minuten erreichten.
Entsprechend der Vorgaben der Européischen Konsensuskonferenz erfolgte die
Dokumentation der préaklinischen und Kklinischen Daten aller in die Studie aufgenommenen
polytraumatisierten Patienten. Die Verletzungsschwere, quantifiziert mittels Injury Severity
Score sowie das Outcome, gemessen am 90-Tage Uberleben nach Polytraumatisierung,
zahlten zu den klinischen Parametern, mit denen die ermittelten Serumkonzentrationen von

MMP-9 und TIMP-1 korreliert wurden.
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Die Klassifizierung der Verletzungsschwere unserer in die Studie aufgenommenen Patienten
erfolgte nach ISS (88). Trotz der Kenntnis, dass sich das individuelle Verletzungsmuster eines
jeden Patienten nur unzureichend mittels eines Scores abbilden lasst, ist der Injury Severity
Score (ISS) und die ihm zugrunde liegende Abbreviated Injury Scale (AIS) seit seiner
Erstbeschreibung durch Baker et al 1974 weiterhin das im klinischen Alltag relevanteste und
weitverbreitetste  Scoring-System zur Einschatzung der Verletzungsschwere eines
Polytraumatisierten (2). Der ISS stellt als anatomisches Scoring-System immer noch den
Goldstandard zur Bemessung der Schwere eines Polytraumas dar (2), obwohl seit seiner
Erstbeschreibung sowohl im Bereich der Prévention als auch in der Akutversorgung von
Schwerstverletzten signifikante Veranderungen stattgefunden haben (94). Eine Schwache des
AIS/ISS wird in der mangelnden Fahigkeit gesehen, den naturlicherweise dynamischen
pathophysiologischen Verlauf nach erlittenem Trauma nicht ausreichend abzubilden, obwohl
dieser einen gewichtigen Einfluss auf das posttraumatische Outcome hat (2). Die Mdéglichkeit
einer zuverladssigen Einschatzung von Outcome und Mortalitat bietet beispielsweise der
TRISS Score, welcher von der DGU im Rahmen des TraumaRegisters ermittelt wird (2).
Allerdings beméngeln einige Autoren bei TRISS die Fehleinschatzung, bzw. Unterschatzung
der Traumaschwere, vor allem bei schwersten Verletzungsmustern [(4); (95); (96)]. Auch der
New Injury Severity 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 Schédelhirntrauma, exaktere Vorhersagen
beziglich eines notwendigen Intensivaufenthalts oder LOS (length of stay) zu treffen [(96);
(97); (98)]. Aber auch dieses Scoring-System spielt im klinischen Alltag eine eher
untergeordnete Rolle. Zusammenfassend muss man also sagen, dass der von uns verwendete
ISS zwar durchaus Mangel hinsichtlich der exakten Einschatzung der individuellen

Verletzungsschwere aufweist, es allerdings bisher keinen adaquaten Ersatz im klinischen
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Alltag gibt. Die Idee von einer exakten Definition des Polytraumas durch ein entsprechendes

Scoring-System bleibt also nach wie vor ,,eine multinationale Herausforderung® (2).

5.1.3. Zeitpunkt der Probengewinnung

Im Rahmen unserer Untersuchung wurde allen 60 Patienten zu sechs definierten Zeitpunkten
Blut entnommen. Diese Zeitpunkte sollten in bestmoglicher Anndherung an eine
kontinuierliche Abbildung der posttraumatischen immunologischen Veranderungen einen
Kompromiss zwischen gréfitmaoglicher zeitlicher Auflosung dieser dynamischen Phase sowie
geringstmoglicher Schadigung des jeweiligen Patienten innerhalb dieses vulnerablen
Zeitfensters nach gerade erlittenem Trauma bilden. Die Anforderungen an die experimentelle
Polytraumaforschung, welche sich mit der frihen posttraumatischen Immunalteration
beschéftigt, ergeben sich aus einer Vielzahl von Studien zu diesem Thema, welche einheitlich
die Notwendigkeit (1) serieller Messungen in der (2) frihen posttraumatischen Phase
herausstellen [zu (1) siehe (33); (99) und zu (2) siehe (100); (101)]. Der - entsprechend Punkt
(1) geforderten - moglichst kontinuierlichen Erfassung der stattfindenden immunologischen
Modulationen im posttraumatischen Intervall tragen unsere Messungen zu sechs
unterschiedlichen Zeitpunkten, ndmlich initial bei Eintreffen im Schockraum und erneut 6h,
12h, 24h, 48h und 72h nach erlittenem Trauma, Rechnung. Diese Zeitpunkte wurden in
Anlehnung an andere Forschungsgruppen gewahlt (102-105). Dass ein moglichst zeitnaher
Beginn der Messungen — wie in Punkt (2) gefordert - von entscheidender Bedeutung ist,
ergibt sich aus der Tatsache, dass besonders die initiale posttraumatische Phase - gepragt
durch einen schnellen und dynamischen Verlauf - maRgeblich fiir die Entwicklung einer
posttraumatischen Immundysfunktion angesehen wird. So konnten beispielsweise Liener et al
in ihrer Untersuchung zur posttraumatischen Chemokin-Aktivierung zeigen, dass der

systemische IL-8 Spiegel bereits eine Stunde nach dem Unfallereignis eine Unterscheidung
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zwischen Uberlebenden und verstorbenen Patienten erlaubte (106). Auch Seekamp et al und
Martin et al konnten bereits sehr frih nach Traumatisierung anhand von erhdhten IL-6
Plasmakonzentration einerseits Patienten mit einem komplizierten Verlauf von solchen mit
einem unkomplizierten posttraumatischen Verlauf unterscheiden sowie andererseits bereits
initial erhohte 11-6 Konzentration als Risikomarker fiir eine spatere Infektion identifizieren

[(107); (108)].

5.1.4. Serum als Medium fir die Bestimmung der Proteinkonzentrationen

In der von uns durchgefiihrten Studie wurde Serum als Medium zur Bestimmung der
Proteinkonzentrationen von MMP-9 und TIMP-1 gewéhlt. Das Serum wurde entsprechend
der laborchemischen Standards durch Zentrifugation von zelluldren Bestandteilen separiert,

um schlieBlich die Proteinkonzentrationen mittels ELISA zu quantifizieren.

Grundsatzlich werden die Matrixmetalloproteinasen intrazellular als Préaproenzyme
synthetisiert; anschlieBend erfolgt tber sequentiell lytische Prozesse die Uberfilhrung der
inaktiven Pro-Enzyme, welche in den Extrazellularraum sezerniert werden, in eine aktive
Enzymform (109). Vor ungefahr 25 Jahren wurde erstmalig beschrieben, dass
Matrixmetalloproteinasen in unterschiedlichen Formen im peripheren Blut vorliegen (110).
Sie kénnen in geloster, konstitutiver Form im Plasma oder Serum vorliegen oder als initial
intrazellulare Zymogene in Monozyten oder Leukozyten vorkommen. Diese werden
anschlielend in die zirkulierende Blutbahn abgegeben [(110); (111); (112)]. Die Bestimmung
der Proteinkonzentration von Matrixmetalloproteinasen und ihren natlrlichen Inhibitoren in
peripherem Blut stellt fur viele Autoren eine empfehlenswerte, nichtinvasive und gleichzeitig
leicht zu handhabende Mdglichkeit dar, verschiedene mit MMPs assoziierte Erkrankungen zu

diagnostizieren sowie in ihrem Verlauf zu beobachten, da man davon ausgehen kann, dass die
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intrazellulare Aktivitdt von Matrixmetalloproteinasen sowohl im Blutplasma als auch im
Blutserum zuverlédssig widergespiegelt wird (113). Eine Reihe von Untersuchungen bei
unterschiedlichsten  Erkrankungen konnte diesbeziiglich demonstrieren, dass eine
Konzentrationsanderung der MMPs - gemessen im Serum - ein zuverlassiger Marker fur die
intrazellulare Proteaseaktivitat ist, weshalb die Bestimmung von MMP- und TIMP-
Serumkonzentrationen mittlerweile eine weitverbreitete und etablierte Methode darstellt
(114). Hierbei handelt es sich vor allem um Erkrankungen, die durch eine inflammatorische
Reaktion des Organismus gepragt sind, wie beispielsweise die Multiple Sklerose [(115);
(116)], die koronare Herzkrankheit [(117); (118); (119)], das Multiple Myelom [(120); (121)]
oder die chronisch lymphatische Leukédmie [(122); (123)]. Um einige neuere Arbeiten zu
nennen, wurden beispielsweise Serumkonzentrationsdnderungen von MMP-9 und/oder
TIMP-1 mit folgenden Erkrankungen in Verbindung gebracht: Sepsis (124), COPD (125),

essentieller arterieller Hypertonie (126) sowie Diabetes mellitus Typ Il (127).

Allerdings konnte erstmals 1990 durch Kodama et al gezeigt werden, dass ein Unterschied
beziiglich der MMP-Proteinkonzentrationen in Abhangigkeit vom verwendeten Medium
existiert (128). So wiesen beispielsweise Jung et al nach, dass die Art der Probengewinnung
und das verwendete Medium Einfluss auf die MMP-Konzentrationen ausiiben (129). Sie
fanden heraus, dass die Konzentrationen von Matrixmetalloproteinasen und ihren Inhibitoren
im Serum hdéher ausfallen als im Plasma (130). Urséchlich fiir diesen Umstand sei am ehesten
eine in Serumproben durch Koagulation und Fibrinolyse induzierte Freisetzung der
intrazelluldaren MMPs [(131); (132)]. AuBerdem konnte eine solche vermehrte Freisetzung
von MMPs im Rahmen des ,.ex-vivo-clotting-Prozesses” durch die Degranulation von
Thrombozyten und Leukozyten erfolgen und so zu falsch hohen Werten fur
Matrixmetalloproteinasen im Serum fiihren (133). Nach Thraikill et al ist es ebenfalls

denkbar, dass die Matrixmetalloproteinasen aus zirkulierenden Zellen freigesetzt werden und
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so die erhohten MMP-Konzentrationen im Serum bereits Ausdruck einer pathologischen
Situation sind (114).

Betrachtet man zusammenfassend die dargelegte Literatur, so scheint die von uns gewéhlte
»Serum-Methode“ eine alles in allem sehr zuverlassige Mdglichkeit zu sein, um die

Proteinkonzentrationen von MMP-9 und TIMP-1 abzubilden.

5.2.  Serumproteinkonzentrationen

5.2.1. Zeitlicher Verlauf

Im Rahmen der durchgefiihrten Studie konnte erstmals der spezifische Verlauf von MMP-9
und dem endogenen Inhibitor TIMP-1 im Serum polytraumatisierter Patienten in der frihen
posttraumatischen Phase (72h) ermittelt werden. Betrachtet man die Konzentrationskinetik im
gesamten Patientenkollektiv so zeigt sich ein universelles Konzentrationsmuster beider
Proteine. Es konnte der signifikante Anstieg der serologisch bestimmten mittleren MMP-9-
Konzentrationen sowie der gleichzeitige signifikante Abfall seines spezifischen Inhibitors
TIMP-1 unmittelbar nach einem schweren Trauma aufgezeigt werden. Durch die hohe
zeitliche Auflésung der durchgefiihrten Messungen gelang uns die Abbildung des
gegensinnigen zeitlichen Verlaufs beider Proteine. Die beiden Proteine weisen eine

antiproportionale Balance auf (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9: Antiproportionaler Verlauf der Proteine MMP-9 und TIMP-1 im Serum
polytraumatisierter Patienetn innerhalb der ersten 72 Stunden nach Trauma

Vergleicht man unsere Ergebnisse mit der vorhandenen Literatur, so wurden MMP-9- und
TIMP-1-Serumkonzentrationen beispielsweise 2011 im Rahmen der Pathogenese der Sepsis
untersucht. Hier zeigte eine finnische Studie, dass sowohl MMP-9 - als auch TIMP-1-
Serumkonzentrationen bei Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock im
Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe signifikant erhéht waren (124). Des Weiteren
wurde das Verhaltnis von MMP-9 und TIMP-1 in Zusammenhang mit der Schwere eines
Asthma bronchiale untersucht. Hier zeigte sich ebenfalls eine gleichsinnige Verdnderung
beider Proteine. Sowohl MMP-9 als auch sein Inhibitor TIMP-1 wiesen eine erhohte Aktivitat

in Abhéngigkeit von der Schwere einer asthmatischen Erkrankung auf. Die hdochsten
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Konzentrationen konnten bei Patienten gemessen werden, die einen Status asthmaticus
aufwiesen (134). Wygrecka et al konnten bei Patienten mit akutem Lungenversagen - welches
auch zu den schwerwiegenden Komplikation in der posttraumatischen Phase zéhlen kann
(ARDS) - sowohl eine Erhohung der MMP-9-Aktivitat als auch eine erhohte TIMP-1
Aktivitat aufzeigen (135).

Im Rahmen einer Polytraumatisierung kommt es - hervorgerufen durch den hamorrhagisch-
traumatischen ~ Schock - zu  einer  verringerten Gewebeperfusion und
Mikrozirkulationsstorungen. Diese resultieren unter anderem in einer initialen Ischdmie der
gesamten Muskulatur mit konsekutiver Reperfusion. In diesem pathophysiologischen
Zusammenhang konnten Carmeli et al zeigen, dass es im Rahmen der muskuléren Ischamie
und Regeneration zu einer erhohten Expression von MMP-9 kommt. Der dahinter vermutete
Mechanismus ist eine MMP-induzierte gesteigerte Proteolyse der Endothelzell-Basallaminae,
wodurch wiederum die fur die Regeneration notwendige Angiogenese sichergestellt wird
(136). Auch bei anderen schweren Schadigungen der Muskulatur, beispielsweise im Rahmen
der Rhabdomyolyse oder im Zusammenhang mit einer Reihe entzlndlichen
Muskelerkrankungen, konnten erhdhte Protein-Expressionsmuster sowie gleichsinnige
Serumkonzentrationserhéhungen von MMPs und TIMPs bestimmt werden (137).

Analysiert man die Ergebnisse der von uns durchgefuhrten Studie, so manifestiert sich ein
charakteristisches Konzentrationsmuster fir MMP-9 und TIMP-1, welches sich als
funktionelles Missverhaltnis bzw. Ungleichgewicht bei Patienten nach schwerem Polytrauma
prasentiert. Es zeigt sich - bei signifikant steigenden TIMP-1-Konzentrationen - ein
signifikanter Konzentrationsabfall von MMP-9 im Serum aller Patienten; das bedeutet, es
stellt sich eine antiproportionale Balance ein. Dieses Verhéltnis beider Proteine steht in
Kontrast zu den oben genannten Studienergebnissen und auch zu den Ergebnissen, welche in
den Vorarbeiten unsere Arbeitsgruppe gezeigt werden konnten. Diese zeichnen sich ndmlich
vor allem durch die gleichsinnige Verdnderung von MMP-9 und TIMP-1 aus.
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Aus pathophysiologischer Sicht bedeutet das unter Umsténden, dass die jeweils zugrunde
liegende Erkrankung in ihrer Entstehung mit einer pathologisch erhéhten Aktivitdt von MMP-
9 einhergeht; und ihr endogener Inhibitor - mdglicherweise zur Eingrenzung des Schadens -
hochreguliert wird, um die erkrankungsspezifisch erhéhte Aktivitat von MMP-9 zu inhibieren
und so wieder ein ausbalanciertes Verhdltnis beider Proteine herzustellen. Betrachtet 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 Verhéltnis. Unter pathologischen
Bedingungen zeigt sich eine veranderte MMP-Aktivitat; diese resultiert aus einem
Ungleichgewicht zwischen MMPs und TIMPs, da jeder Veranderung der TIMP-
Konzentration eine unmittelbar verdnderte MMP-Aktivitat folgt (138). So regulieren die
TIMPs Uber die Inhibierung von Matrixproteinen die Gewebehomoostase; durch Bindung an
die Substratbindungseinheit entfalten sie ihre antagonistische Wirkung (139). Schon
geringfugige Veranderungen der TIMP-Konzentrationen kénnen so - relativgesehen zu den
MMPs - zu einer groRen Auswirkung auf die MMP-Aktivitét fuhren. Die Ursachen fir diese
unterschiedlichen Ergebnisse auf Genom- und Serumebene soll im Folgenden detailliert
diskutiert werden. Ein mdglicher Interpretationsansatz fir das hier gefundene
charakteristische antiproportionale Proteinkonzentrationsmuster wird am Ende der Diskussion

dargestellt.

5.2.2. Korrelation der Serumkonzentrationen mit klinischen Parametern

Verletzungsschwere und Outcome

Weder hinsichtlich der Korrelation der Proteinkonzentrationen mit der Verletzungsschwere
noch mit dem klinischen Outcome konnten unsere Ergebnisse signifikante Unterschiede in

den gebildeten Untergruppen aufzeigen. Vergleicht man die Ergebnisse unserer Studie mit
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denen der vorangegangenen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe auf Genom- und
Proteomebene, so zeigt sich, dass sich die hochsignifikanten ,,Outcome-klassifizierenden*
Konzentrationsanderungen nicht auf die Serumebene reproduzieren lieen. In der
vorliegenden Untersuchung zeigte sich nicht - wie erwartet - eine erhohte MMP-9- und
TIMP-1-Aktivitat bei Patienten, welche ein schweres Trauma erlitten oder gar verstarben,
sondern - im Gegenteil - eine erniedrigte MMP-9 Konzentration und ein Anstieg der TIMP-1

Konzentration im Serum der Patienten mit einem ISS > 33.

Nun stellt sich die Frage, weshalb die positive Korrelation zwischen den untersuchten
Klinischen Parametern und der Genexpression auf mMRNA-Ebene in Monozyten und
neutrophilen Granulozyten nicht in ahnlicher Starke in unserer Untersuchung auf der
Serumebene sichtbar gemacht werden konnte, bzw. warum wir im Serum nicht - wie erwartet
- eine erhohte MMP-9- und TIMP-1-Konzentration finden konnten. Hierfir kommen

unterschiedliche Ursachen in Betracht.

5.2.3. Mdogliche  Ursachen fur die unterschiedliche Reproduzierbarkeit der
vorhergehenden Ergebnisse auf Serumebene

Patientenkollektiv

Eine erste Limitation mag die Anzahl von 60 Patienten sein. Ein weiterer zu diskutierender
Punkt ist die vorgenommene Einteilung des Patientenkollektivs anhand ihrer
Verletzungsschwere in zwei Gruppen. Die Unterscheidung zwischen moderatem (ISS < 33)
und schwerem (ISS > 33) Polytrauma nahmen wir anhand des ermittelten Median aller ISS-
Werte von 33 vor. Diese Unterteilung erfolgte aufgrund eines - unserem Kenntnisstand nach -

fehlenden etablierten Grenzwert fiir den ISS. Dies stellt eine valide statistische Methode zur
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Gruppenbildung innerhalb eines Kollektivs dar. Sie kann allerdings auch - aufgrund der
fehlenden Trennscharfe zwischen den beiden gebildeten Gruppen - als Schwachstelle der
Datenbewertung gesehen werden, weil eine solche Einteilung den individuellen
Verletzungsmustern und damit der individuellen Prognose keine Rechnung tragen kann. Die
Einteilung der Patientengruppe anhand des zweiten gewdhlten klinischen Parameters
Outcome wurde in der hier vorliegenden Arbeit als Uberleben innerhalb einer Follow-Up-
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 Risikogruppe innerhalb des Patientenkollektivs. Zudem
zeigte sich in den vorangegangenen Arbeiten auf Genomebene in Monozyten und in
neutrophilen Granulozyten eine signifikante Uberexpression von MMP-9 und TIMP-1 bei den
Patienten, welche das Trauma nicht Uberlebten, weshalb in dieser Arbeit dieselbe
Gruppenbildung erfolgte. Ein naheliegender Nachteil dieser Form der Gruppenbildung liegt in
der Vernachlassigung der individuellen Todesursachen einschliellich der ihr zugrunde
liegenden Pathophysiologie. Weder das individuelle Verletzungsmuster noch das Alter der
Patienten oder begleitende Komorbiditaten finden in dieser Auswertungsform
Berlicksichtigung. Zusammenfassend bedeutet das, dass zwar anhand des gewahlten
Kriteriums Uberleben vs. Versterben eine eindeutige Gruppenunterscheidung gelingt, nicht
aber zwei in sich homogene Gruppen gebildet werden konnten. AuRerdem kam es innerhalb
des hier untersuchten Kollektivs zu einer zahlenméRig sehr unterschiedlichen
Gruppenbildung, weil einer Gruppe von 54 Uberlebenden eine Gruppe von 6 verstorbenen
Patienten gegenlbergestellt wurde; dies erschwert eine statistische Aussage. Ein letzter Punkt,
welcher sich auf das Patientenkollektiv bezieht und mdglicherweise einen Einfluss auf die
durchgefiihrte Messung haben konnte, ist das variierende Alter innerhalb des untersuchten
Kollektivs. 11 von 60 Patienten waren &lter als 60 Jahre. Dieser epidemiologische Aspekt ist
wichtig, da das Immunsystem im Laufe eines Lebens viele Verdnderungen durchlduft und im
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Alter anders auf eine Inflammationsreaktion reagiert. Bei alten Menschen kommt es zwar zu
einer Erhohung der reinen Neutrophilenanzahl, diese weisen allerdings eine gestorte
Phagozytose, verminderte Chemotaxis sowie eine Erniedrigung der Degranulationsfahigkeit
auf. Gleichzeitig kommt es im Alter zu einer verminderten Produktion der TH-1-vermittelten
proinflammatorischen Zytokine INF-y und IL-2 und zu einer Uberproduktion der
antiinflammatorischen TH-2-Zytokine IL-4 und IL-10 (32). Dies kdnnte ein Erklarungsansatz
fir die fehlende Auspréagung der proinflammatorischen MMP-9-Immunantwort in unserem

Kollektiv sein.

Korrelationsstarke proinflammatorischer Mediatoten mit klinischen Parametern

Versteht man Matrixmetalloproteinasen vor allem in ihrer Funktion als proinflammatorische
Mediatoren sowie in Kenntnis der Ergebnisse aus den Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe,
ware mit einem Anstieg dieser beiden Proteine MMP-9 und TIMP-1 im Serum
Polytraumatisierter in Abhangigkeit von den untersuchten klinischen Parametern zu rechnen
gewesen. In einer Vielzahl unterschiedlicher Studien zu diesem Thema liel3 sich bereits eine
positive Korrelation zwischen Verletzungsschwere und dem Konzentrationsanstieg
proinflammatorischer Mediatoren herstellen. Gebhard et al wiesen beispielsweise eine initial
posttraumatisch deutlich erhéhte 1L-6-Konzentration im Plasma polytraumatisierter Patienten
nach, welche umso hoher war, je schwerer das Verletzungsmuster der Patienten sich darstellte
(140). Auch Strecker et al wiesen 2003 in ihrer Arbeit eine signifikante Korrelation zwischen
der IL-6-Plasmakonzentration und dem Ausmal des Thoraxtraumas und der
Verletzungsschwere gemessen mittels PTS (Polytrauma Score) und ISS (Injury Severity
Score) bei polytraumatisierten Patienten innerhalb einer Stunde nach erlittenem Trauma nach
(141).

Auf der anderen Seite konnte in einer Vielzahl anderer Studien keine signifikante Korrelation
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zwischen der Schwere eines vorangegangen Traumas und der Freisetzung von Zytokinen oder
Signalmolekilen aufgezeigt werden. Grad et al wiesen in ihrer Kklinisch-experimentellen
Studie zwar stark erhohte Serumkonzentrationen des vascular endothelial growth factor
(VEGF) bei Patienten, die eine Polytrauma oder eine Verbrennung erlitten haben, nach.
Allerdings gelang ihnen Kkeine Korrelation zwischen einer erhohten Serum-VEGF-
Konzentration und der Schwere der Verletzung respektive Verbrennung (142). Eine weitere
Arbeit um die Arbeitsgruppe von Stiletto et al untersuchte Procalcitonin und Interleukin-6 in
der Bronchoalvelar Lavage (BAL) polytraumatisierter Patienten mit schwerem Thoraxtrauma.
Auch hier gelang es nicht einen signifikanten Zusammenhang zwischen den untersuchten

Parametern und der Schwere des Thoraxtraumas herzustellen (143).

Zellfraktionen

MMP-9 wird von neutrophilen Granulozyten synthetisiert und gespeichert und kann so
innerhalb von kirzester Zeit nach Triggerung durch das Neutrophilen-Chemokin IL-8 durch
Degranulation in den Blutkreislauf sezerniert werden. Neutrophile Granulozyten kénnen nur
deshalb als biologische Speicher von MMP-9 dienen, weil sie - im Gegensatz zu Monozyten -
nicht die Fahigkeit besitzen, TIMP-1 zu produzieren und es so nicht zu der Bildung eines
konsekutiven inaktiven MMP-9 / TIMP-1 Komplexes kommen kann (41). Monozyten
hingegen missen MMP-9 de novo synthetisieren, so dass eine Freisetzung ins periphere Blut
ungeféhr zehnmal so lange dauert (41). Grunde fir die unterschiedlichen Ergebnisse auf
Genom- und Serumebene konnten moglicherweise darin begriindet liegen, dass Monozyten
far ahnlich hochsignifikante Messergebnisse wie auf mRNA-Ebene zu den untersuchten
Abnahmezeiten noch nicht ausreichend de novo-MMP-9 synthetisiert haben. AuRerdem waére
es denkbar, dass die Synthese von MMP-9 und TIMP-1 zwar bereits intrazellulér erfolgt ist,
die Proteine allerdings noch nicht nach extrazelluldr in den Blutkreislauf gelangt sind und so
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fur uns unter Umstanden nur noch nicht messbar waren. Ein weiterer denkbarer Grund fur
geringere MMP-9 Serumkonzentration kdnnte die Tatsache sein, dass Monozyten, mit etwa 3-
8% der Leukozyten-Population im peripheren Blut nur eine kleine Zellfraktion reprasentieren
und so unter Umstanden aus diesem Grund keine dhnlich starke Proteinsignatur wie auf

Genomebene gezeigt werden konnte.

Signaturverlust auf dem Weg von der mRNA zum Protein

Die wahrscheinlichste Ursache fur die unterschiedlichen Ergebnisse auf Genom- und
Serumebene konnte allerdings darin begrindet sein, dass es auf dem komplex regulierten
Weg von der Genomebene (MRNA) bis hin zur Korperebene (aktives Protein), zu einem
Verlust der starken Signatur kommt. Die Genexpression wird (ber die unterschiedliche
Abfolge komplexer Mechanismen gesteuert. Diese kann in zwei Phasen unterteilt werden: Die
erste Phase beinhaltet die Transkription im Zellkern. Dabei wird die DNA zunéchst in eine
instabile pra-mRNA transkribiert, nach dem Prozess des SpleiRens kommt es zur Entstehung
der endgultigen reifen mMRNA, welche durch die Kernporen des Zellkerns auswandert und die
Matrize fur die Proteinsynthese im endoplasmatischen Retikulum bildet. Diese Phase konnte
bereits fur eine Vielzahl an Genen gut charakterisiert werden (144). Die zweite entscheidende
Phase beinhaltet die Translation in das aktive Protein. Der komplexe Weg bis zur Entstehung
des bioaktiven Substrats, dem Protein, umfasst eine Vielzahl an aufeinander folgenden
Schritten wie (1) das Falten der Polypeptidkette bis zum funktionsfahigen Protein, (2) den
Transport zum Wirkungsortes des entstehenden Proteins Uber spezialisierte Signalproteine
sowie (3) eine Menge an moglichen posttranslationalen Modifikationen. Beide Phasen der
Umwandlung des Genprodukts in das aktive Protein unterliegen einzigartigen

Regulationsmechanismen; dieser lange Weg ist daher an vielen Stellen stéranfallig (144).
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Eine zuverlassige Vorhersage, inwieweit die Menge der produzierten mRNA mit der Menge
des im Korper aktiven Proteins Ubereinstimmt, ist daher von groRem Interesse (144). Es gibt
Hinweise, dass die Abbildung von mRNA-Expressionsmustern absolut notwendig ist, aber -
fur sich allein genommen - ,unzureichend, fiir eine quantitative Charakterisierung eines
biologischen Systems* (145). Diese Annahme griindet auf den oben bereits aufgefihrten
unterschiedlichen Stationen der posttranskriptionalen Phase; so wird das letztendlich
biologisch aktive Proteinprodukt tUber die Proteintranslationsrate, ber die Halbwertszeit der
entsprechenden Proteine und die ihrer mRNA sowie Uber die variierenden intrazellulédren
Lokalisationen mafi3geblich beeinflusst (145).

Folgt man Anderson et al so gibt es tberraschend wenig Arbeiten, welche die Korrelation der
MRNA-Expression und daraus resultierende Proteinbiosynthese untersucht haben. Kawamoto
et al verglichen in diesem Zusammenhang MRNA-Expressionsmuster fur bestimmte
Plasmaproteine mit der Menge der tatsachlich zirkulierenden Plasmaproteine und konnten

durchaus eine positive Korrelation zwischen mRNA- und Proteinmenge aufzeigen (146).

Fur unsere Arbeit bedeutet das, dass die Absicht, das hochsignifikante mMRNA-
Expressionsmuster auch auf der biologisch aktiven ,,Korperebene“ zu suchen, durchaus
vielversprechend und folgerichtig war. Allerdings konnte die hochsignifikante Gensignatur
unserer vorgehenden Studien nicht auf der ,,Korperebene“ reproduziert werden. Grinde
hierfur konnen in den oben detailliert aufgefiihrten komplexen posttranskriptionalen
Prozessen liegen, welche die Abbildung der signifikanten Uberexpression von MMP-9 und
TIMP-1 auf Genomebene in der Proteinebene nicht ermdéglichten. Zu bedenken ist an dieser
Stelle auRerdem, dass die in der Arbeitsgruppe um Kawamoto untersuchten Genprodukte
maoglicherweise kein repréasentatives Bild abzeichnen, da es sich bei den untersuchten
Proteinen um Plasmaproteine handelt, die sehr rasch im Anschluss an die intrazellulare
Synthese nach extrazelluldr synthetisiert werden und dadurch maoglicherweise den komplexen
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und storanfélligen Regulationsmechanismen der Protein-Biosynthese entgehen konnten (145).
Die bereits zitierte Arbeitsgruppe um Anderson et al untersuchte daher die mMRNA-Level und
die entsprechenden Protein-Level von humanen Leberproteinen. Sie konnte - &hnlich wie wir
- keine positive Korrelation zwischen der mMRNA-Menge und der resultierenden Proteinmenge
finden, so dass sie schlussfolgerten, dass ,die posttranskriptionale Regulation der
Genexpression offenbar ein weitverbreitetes Phinomen in den héheren Organismen darstellt*

(145).

5.2.4. Interpretationsansatz

Ein mdglicher anderer Interpretationsansatz der beobachteten Proteinveranderungen auf
Serumebene lautet wie folgt:

Versteht man MMPs nicht nur als Effektorproteine im Rahmen der Immunalteration nach
Polytrauma, sondern betrachtet ihre anderen vielseitigen Funktion, so kénnte das funktionelle
Ungleichgewicht der Proteinkonzentrationen von MMP-9 und TIMP-1 auch als ein Versuch
des Organismus gewertet werden, durch eine generelle Reduktion der Matrixprotein-Aktivitat
das damit einhergehende Remodeling-Potential der MMPs auf ein Minimum zu reduzieren,
da der Korper durch das erlittene Trauma bereits massiv geschwécht ist. Dieses Ziel kdnnte
der polytraumatisierte Korper durch eine maximale Konzentrationssteigerung des
spezifischen Inhibitors TIMP-1 erreichen. Dies ist von besonderer Bedeutung, wenn man das
»tissue remodeling als “erneutes Modellieren oder Rekonstruieren” versteht. Dies gelingt
uber den Abbau der Extrazellularmatrix und den Abbau der Basalmembran sowie durch die
fur den Neuaufbau notwendige Angiogenese; gleichzeitig ist es die Schlusselrolle der TIMPs
die essentielle Balance zwischen Aufbau und Abbau eben dieser Komponenten zu
gewdhrleisten. Nur so kann im Zuge der Heilung das funktionelle Gewebegefiige
wiederhergestellt werden.
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Berlcksichtigt man diese erlduterten physiologischen Heilungs-Mechanismen, so kénnten die
von uns generierten Ergebnisse mdglicherweise in folgender Weise verstanden werden:

Der signifikante Verlust der MMP-9-Aktivitat in der friihen posttraumatischen Phase, welche
von einer gleichzeitigen signifikanten Uberproduktion seines spezifischen Inhibitors TIMP-1
begleitet wird, konnte die Reaktion des Organismus auf den massiven Gewebeschaden und
die ausgepragte Immunreaktion nach erlittenem Polytrauma reflektieren. Die MMP-9
Aktivitdt muss durch den geschadigten Kdorper signifikant reduziert und herunterreguliert
werden, damit dieser mit dem posttraumatischen Schaden zurechtkommen kann. In néchster
Konsequenz bedeutet das moglicherweise, dass der empfindlich verletzte Organismus den
Wiederherstellungsvorgang uber die Produktion von TIMP-1 bzw. Herunterregulation der
MMP-9 Aktivitaten verzogern oder verhindern will. Aufgrund des oben bereits erlduterten
speziellen Bindungsverhiltnisses zwischen TIMPs und MMPs fiihrt bereits eine geringfiigige
Erhohung der TIMP-Konzentration im Serum zu einem deutlichen Einfluss auf die MMP-
Aktivitat. TIMP-1 im Speziellen bindet an die Hemopexid-dhnliche Doméne von Pro-MMP-9
und fiithrt so wahrscheinlich zu einer Stabilisierung von Pro-MMP-9 in seiner nicht-aktiven
Form (147). Dies kann in diesem Zusammenhang als “Rescue-Versuch” des geschwachten
Korpers auf das AusmaR des Traumas und die damit verbundenen massive Immunalteration

gewertet werden, indem er die ,,Selbstheilungskrafte* verzogert.

Die Herunterregulierung von MMP-9 und gleichzeitige Heraufregulierung von TIMP-1, wie
sie in unseren Studienergebnissen sichtbar wird, konnte auch in anderen Zusammenhingen
beobachtet werden. So konnte eine Studie an Patienten mit einem Links-Herz-Ersatz-System
die gleiche antiproportionale Balance der beiden Proteine zeigen; dies wurde hier als Versuch
gewertet, durch die reduzierte MMP-Aktivitit den Matrixschaden des Myokards nach
Ischdmie zu minimieren. Durch die Herunterregulierung der Aktivitit der
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Matrixmetalloproteinasen und die gleichzeitig Erhohung der TIMP-1-Aktivitdt unter Einsatz
des Links-Herz-Ersatz-Systems (LVAD) kommt es nach Meinung der Autoren zu einer
funktionalen Erholung der Plastizitdt des Myokards des linken Ventrikels (148).

Eine weitere Studie untersuchte die Serumkonzentrationen von MMP-9 und TIMP-1 im
Zusammenhang mit entzlindlichen Myositiden und die Verdnderungen der
Proteinkonzentrationen unter Immunglobulin-Therapie (149). Hier zeigte sich - nach
initiierter Therapie - ein dhnliches MMP-9/TIMP-1 Verhéltnis wie in unsere Studie. Initial
wiesen die Patienten, welche an einer entziindlichen Myopathie erkrankt waren, als Ausdruck
ithrer entziindlichen Muskelerkrankung eine sowohl erh6hte MMP-9 als auch erhéhte TIMP-1
Aktivitdt auf. Nach begonnener Therapie mit intravendsem Immunglobulin G (ivlg) zeigte
sich eine Verdnderung der Proteinkonzentrationen. Es kam zu einem Abfall der
Proteinkonzentration von MMP-9 sowie zu einem gleichzeitigen Anstieg der TIMP-1-
Konzentrationen im Serum aller Patienten. Die unter der Immunglobulin-Therapie
beobachtete Abnahme der MMP-9-Serumkonzentrationen und gleichzeitige Zunahme der
TIMP-1-Konzentrationen, welche mit einer klinischen Symptombesserung der behandelten
Patienten einherging, werteten die Autoren als eine positive Beeinflussung des
erkrankungsspezifischen Missverhéltnisses zwischen MMP-9/TIMP-1 und damit als

Therapieerfolg durch die Immuntherapie (149).

Ein &dhnlicher korpereigener Mechanismus konnte unseren Ergebnissen zugrunde liegen.
Aufgrund des ausgeprigten Gewebetraumas im Rahmen einer schweren Mehrfachverletzung
kommt es initial zu einer Erniedrigung der MMP-9-Aktivitdt und gesteigerten TIMP-1-
Aktivitdt. Dies konnte so den Versuch des traumatisierten Organismus darstellen, den durch
das Trauma erlittenen Matrixschaden durch verminderte Remodeling-Aktivitdt zundchst zu
verzogern und zu minimieren, bis der durch das Trauma gestorte Organismus die kritische
posttraumatische Phase iiberstanden hat.
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6. Zusammenfassung

Polytraumatisierte Patienten sind in der initialen posttraumatischen Phase durch die
Entwicklung einer generalisierten systemischen Immunreaktion (Systemic Inflammatory
Response Syndrome, SIRS) bedroht, dessen Schwere den weiteren Verlauf dieser Patienten
entscheidend beeinflusst. Die Grundlage zu dieser Annahme beruht auf einer Vielzahl an
Untersuchungsergebnissen  der letzten Jahrzehnte, welche die Ursache dieses
posttraumatischen Krankheitsverlaufs unter anderem in der Dysbalance der pro- und
antiinflammatorischen Immunmediatoren sehen. In den dieser Dissertation zugrunde
liegenden Vorarbeiten konnten Biberthaler et al in einer Oligonukleotid-Microarray-Studie
erstmals hochspezifische mRNA-Expressionsprofile polytraumatisierter Patienten ermitteln,
welche schon in der frihen posttraumatischen Phase hochsignifikante Korrelation mit
unterschiedlichen  klinischen ~ Parametern  aufwiesen.  Anhand  dieser mMRNA-
Microarrayanalyse konnte so ein funktionelles Netzwerk von Genen identifiziert werden,
welches bei Uberlebenden Patienten im Vergleich zu verstorbenen Patienten signifikant
unterschiedlich exprimiert war (86). Die transkribierte RNA allerdings muss nicht
zwangslaufig in das entsprechende Protein umgesetzt werden. Fir die biologische Aktivitat
sind die durch die mRNA kodierten Proteine mafigeblich verantwortlich, so dass es in einem
néchsten Schritt unerlasslich war, dieses hochsignifikante Expressionsmuster auf
Genomebene zun&chst in der nachsten Ebenen - der intrazellularen Proteomebene - zu
untersuchen. Konsequenterweise schlief3t sich diesen beiden genannten Ebenen eine dritte

Ebene an: die Serumebene oder Korperebene.

Wir untersuchten folglich, ob sich die zuvor identifizierten , Kanditatengene® auch
extrazellular im Serum polytraumatisierter Patienten wiederfinden und ob sich das
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differentielle ,,Outcome-klassifizierende* Expressionsmuster auch im Serum darstellt. Dazu
wahlten wir zwei vielversprechende Proteine aus:

Die Matrixmetalloproteinase MMP-9 und ihren endogenen Inhibitor TIMP-1.

MMP-9 ist eine Typ VI Kollagenase, wird in den tertidren Granulomen der
polymorphonukleédren Zellen (PMNs) gespeichert und von einer Vielzahl von Zellen wie
beispielsweise Monozyten, Neutrophilen, Eosinophilen und Makrophagen sezerniert (64).
Matrixmetalloproteinasen greifen auf unterschiedliche Weise in die Regulierung der
Inflammationsantwort ein, indem sie beispielsweise die transepitheliale Migration von
Leukozyten ermdglichen und die Aktivierung und Kompartimentierung von Chemokinen
wesentlich beeinflussen [(47); (58)]. Matrixmetalloproteinasen werden durch ihre endogenen
Inhibitoren, die TIMPs, spezifisch gehemmt. Ihre Hauptaufgabe besteht in der Regulation der
inflammatorischen Antwort durch die Kontrolle der Zytokinaktivierung einerseits und durch
die Prozessierung der Zelladhasionsrezeptoren der Entziindungszellen andererseits (63).

Ziel dieser Studie war die Bestimmung der Serumkonzentration beider Proteine und der
Bezug zu den klinischen Parametern Verletzungsschwere und Outcome. Vor allem wurde
Wert auf die Ermittlung des zeitlichen Verlaufs der Proteinkonzentration sowie auf die

Balance zwischen MMP-9 und TIMP-1 in der friihen posttraumatischen Phase gelegt.

Dazu wurden 60 polytraumatisierte Patienten (ISS > 16) in die Studie eingeschlossen.
Serumproben wurden jeweils bei Eintreffen in den Schockraum (innerhalb von 90 min) und
erneut 6h, 12h, 24h, 48h und 72h nach Trauma entnommen. Die Proteinkonzentrationen
wurden mittels ELISA bestimmt. Untersuchte klinische Parameter waren die
Verletzungsschwere bewertet mittels ISS sowie das Outcome, erfasst als 90-Tage Uberleben.
Die resultierenden Daten wurden mithilfe des Mann-Whitney Rank Sum Tests statistisch

ausgewertet.
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Bei allen Patienten zeigt sich in der frihen posttraumatischen Phase ein signifikanter
Konzentrationsabfall von MMP-9 nach Trauma. Genau gegensétzlich dazu steigt die
Serumkonzentration seines Inhibitors im zeitlichen Verlauf signifikant an. Es zeigt sich somit
eine antiproportionale charakteristische Konzentrationskinetik im Serum aller Patienten. Eine
signifikante Korrelation mit der Verletzungsschwere und mit dem klinischen Outcome ergab
sich nicht. Die hochsignifikante Gensignatur unserer vorhergehenden Studien konnte in dieser
Arbeit also auf der ,,Korperebene® nicht reproduziert werden. Griinde hierfur kénnen in den
geschilderten komplexen posttranskriptionalen Prozessen liegen, welche mdaglicherweise zu

einem Signaturverlust von der Genomebene bis hin zur Serumebene fuhrten.

Eine denkbare Interpretationsmdglichkeit fir das charakteristische antiproportionale
Verlaufsmuster der Proteine koénnte die Reaktion des Organismus auf den massiven
Gewebeschaden und die ausgepragte Immunreaktion nach erlittenem Polytrauma sein. Setzt
man die MMP-Aktivitdt mit dem “Remodeling-Potential” der Matrixmetalloproteinasen
gleich, muss diese durch den geschéadigten Korper signifikant reduziert werden, damit er den
posttraumatischen Schaden bewaltigen kann. In néchster Konsequenz bedeutet das, dass der
empfindlich verletzte Organismus den Wiederherstellungsvorgang iiber die Uberproduktion
von TIMP-1 bzw. Herunterregulation der MMP-9 Aktivitdten verzégern will. Dies kdnnte als
“Rescue-Versuch” des Korpers auf das Ausmal des Traumas und die damit verbundene

massive Immunalteration gewertet werden.
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