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1 Einleitung

In den letzten Jahren ist die Zahl der Verkehrstoten trotz eines stetig wachsenden
Verkehrsaufkommens kontinuierlich gesunken (1). Der Grund hierfiir liegt zum einen an einer
immer besseren Sicherheitstechnik in den verwendeten Fahrzeugen und zum anderen an
Fortschritten sowohl in der préklinischen als auch in der klinischen Behandlung
schwerstverletzter Unfallopfer (2).

Trotz dieser Entwicklung waren im Jahr 2010 in Deutschland Verletzungen nach Unfillen die
hiufigste Todesursache von Menschen im Alter zwischen 18 und 24 Jahren. Alleine im
deutschen Stralenverkehr verungliicken jahrlich etwa 375.000 Menschen, von denen immer
noch annéghernd 3700 an ihren Verletzungen versterben (1).

Wird bei einem Unfall mehr als eine Korperregion verletzt, wobei wenigstens eine der
Verletzungen oder die Kombination mehrerer Verletzungen vital bedrohlich ist, so spricht
man von einem Polytrauma (3;3). Ein Teil dieser Polytraumapatienten verstirbt bereits
innerhalb der ersten 48 Stunden nach Trauma aufgrund eines schweren Schidelhirntraumas
oder durch einen hohen Blutverlust, verursacht durch stumpfe oder penetrierende
Verletzungen (4;5).

Wird das erlittene Trauma primir iiberlebt, verstirbt ein Teil der Patienten an einem
sekundidren Hirnschaden oder einem Multiorganversagen. Ursédchlich fiir ein solches
Multiorganversagen ist die Dysregulation der posttraumatischen Entziindungsreaktion (6). Ein
solches Multiorganversagen, das etwa 15% der Polytraumapatienten entwickeln, ist eine der

schwerwiegendsten Komplikationen und die hiufigste spite Todesursache dieser Patienten

(7).
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1.1 Pathophysiologie der posttraumatischen Entziindungsreaktion

Ein Teil der Unfallopfer, die eine schwere Verletzung initial iiberleben, entwickeln im
weiteren Verlauf schnell eine iiberschieBende systemische Entziindungsreaktion, das Systemic
Inflammatory Response Syndrome (SIRS). Klinische Parameter hierfiir sind eine Tachycardie
von >90/min, eine Hyperventilation von >20/min bzw. eine Hypoventilation von PaCO, <32
mmHg, eine Korpertemperatur von >38 oder <36°C sowie eine Leukozytenzahl von
>12.000/mm’ oder <4.000/mm’ oder >10% unreife Neutrophile im Differentialblutbild.
Definitionsgemdll miissen bei einem SIRS mindestens zwei dieser Parameter zutreffen (8).
Ziel dieser Reaktion ist die Aktivierung der Haemostase, die Abwehr eingedrungener
Mikroorganismen sowie die Initiierung von Gewebsreparaturmechanismen und Wundheilung
(9). Eine Dysregulation dieser Entziindungsreaktion fiihrt durch Endothelschddigung,
Anhdufung von Leukozyten, disseminierter intravasaler Gerinnung und Storung der
Mikrozirkulation zu Apoptose und Parenchymzellnekrose auch an primér nicht durch das
Trauma verletzten Organen. Die Folge ist ein Multiple Organ Dysfunction Syndrome (MODS)
und schlieBlich ein Multiorganversagen, Multiple Organ Failure (MOF, early MOF), das mit
einer hohen Mortalitit einhergeht (10;11;12;13). Die Mehrheit der Patienten iiberlebt das
SIRS und entwickelt eine kompensatorische antiinflammatorische Reaktion, das
Compensatory Antiinflammatory Response Syndrome (CARS). Das CARS ist eine dem SIRS
entgegengerichtete Reaktion mit verstiarkter Wirkung antiinflammatorischer Prozesse mit dem
Ziel, das SIRS und dessen Folgen einzudimmen. Es kommt zu einer verminderten
Freisetzung inflammatorischer Mediatoren und zu einer verminderten Reaktion des
Immunsystems auf Endotoxine. Der Mechanismus dieser Endotoxintoleranz ist sehr komplex
und noch nicht vollstindig verstanden (14;15). Diese supprimierte Funktion des
Immunsystems geht mit einer erhohten Infekt- und Sepsisanfilligkeit einher und kann

ebenfalls iiber ein MODS in ein Multiorganversagen (late MOF) miinden (16). Bei
11



Polytraumapatienten ist das Auftreten des SIRS und des CARS zeitlich nicht eindeutig zu
trennen. Ein zeitgleiches Auftreten pro- und antiinflammatorischer Prozesse ist haufig und
wird als Mixed Antiinflammatory Response Syndrom (MARS) bezeichnet (17;6). Eine

graphische Ubersicht gibt Abb. 1.

Abb. 1:
Pro-inflammatory
response —_— » Early MOF
Severe >
To.,.
Uy,
Moderat gy
Trauma = i » Recovery
CARS
Anti-inflammatory » Late MOF
response !

ADbb. 1 zeigt die Entwicklung der posttraumatischen Entziindungsreaktion nach Hietbrink et al. Im
Anschluss an ein Trauma kommt es zu einer proinflammatorischen Reaktion, dem Systemic
Inflammatory Response Syndrome (SIRS). Ein Uberschiefen dieser Reaktion kann zu einem
Multiorganversagen (early MOF) fiihren. Im Anschluss an die proinflammatorische Antwort kommt es
zu einer antiinflammatorischen Gegenreaktion, dem Compensatory Antiinflammatory Response
Syndrome (CARS). Ein Uberschiefen dieser Reaktion kann ebenfalls in ein Multiorganversagen fiihren
(late MOF). Ein zeitgleiches Auftreten dieser pro- und antiinflammatorischen Prozesse wird als Mixed

Antiinflamatory Response Syndrome (MARS) bezeichnet (6).

Die durch ein Trauma verursachten Organverletzungen, Gewebsschidden oder Knochenbriiche
verursachen neben den lokalen Schidigungen wie Kontusionen, Lazerationen, Hypoxie und
Hypotension eine posttraumatische Entziindungsreaktion, deren Ziel eine Bewahrung der
immunologischen Integritit und die Stimulation von Reparationsmechanismen ist (18). Die
Intensitit dieser Reaktion ist vom Ausmal} der Verletzungen, der Hohe des Blutverlustes, von
genetischen Faktoren und dem Geschlecht abhidngig (19;20;21;6;22;23;24). Humorale
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(Komplement- und Gerinnungssystem) und zellulire (Endothelzellen, neutrophile
Granulozyten, Makrophagen, Lymphozyten) Systeme werden aktiviert mit folgender
Expression, Synthese und Freisetzung lokaler und systemischer Mediatoren.

Traumatische Gewebsschidigungen und Hypoperfusion fithren zur Aktivierung von
Granulozyten, Monozyten und Makrophagen. Granulozyten bilden mit 50-60% den grofiten
Anteil aller im Blut zirkulierender Leukozyten und spielen eine wichtige Rolle in der
posttraumatischen Entziindungsreaktion. Sie bilden die erste immunologische Abwehr gegen
Mikroorganismen und migrieren zur Wundheilung und zur Abwehr von Mikroorganismen in
das verletzte Gewebe. Neben dem lokalen Nutzen der aktivierten Granulozyten fiihrt eine
systemische Aktivierung zur Migration in Organe, die nicht primér durch das Trauma verletzt
wurden. In diesen Organen sind sie der Ausloser fiir sekunddre Organ- und Gewebsschiden,
die zur Entwicklung eines MOF fiihren konnen (25;26;27).

Monozyten/Makrophagen werden im Anschluss an die initiale Traumaantwort rekrutiert. Sie
sind am Wundheilungsmechanismus durch Debridement und Sekretion biologisch aktiver
Substanzen wie Wachstumsfaktoren beteiligt. Die meisten dieser Makrophagen entwickeln
sich in den verletzten Geweben aus Blutmonozyten. Die Rekrutierung dieser Monozyten
erfolgt durch chemotaktische Signale des verletzten Gewebes, durch aktivierte Immunzellen
und durch die Anwesenheit von Bakterien. Makrophagen phagocytieren Microorganismen
und modulieren im Anschluss das erlernte Immunsystem durch Antigenprédsentation. Auch
nach einem Trauma bilden die Makrophagen das Bindeglied zwischen dem angeborenen und
dem erworbenen Immunsystem. Eine verminderte Expression der antigenpridsentierenden
Rezeptoren und damit einer verminderten Antigenprédsentation der Monozyten ist mit einer
hoheren Inzidenz septischer Komplikationen nach schwerem Trauma verbunden. Uber diese
verminderte Antigenprédsentation sind die Monozyten entscheidend an der Entwicklung eines

posttraumatischen CARS beteiligt (28;6;29).
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Zytokine spielen als Botenstoffe des interzelluldren Zellkontaktes eine wichtige Rolle. Nach
einem Trauma kommt es zur vermehrten Freisetzung von Zytokinen aus Zellen des
geschiadigten Gewebes und aktivierten Immunzellen. Dieses vermehrte Auftreten der
Zytokine ist ein Zeichen einer verstirkten zelluldren Transkription und Translation. Zytokine
binden an spezifische zellulire Rezeptoren und bewirken dadurch die Aktivierung
intrazelluldrer Signaliibertragungswege, welche die Gentranskription regulieren. Uber diesen
Mechanismus beeinflussen Zytokine die Immunzellaktivitit und steuern die Produktion und
Aktivitit anderer Zytokine (6;30). Die Uberproduktion und Regulation von Zytokinen und
deren Wirkung auf Zellen des angeborenen Immunsystems spielen eine wichtige Rolle bei der

Auslosung und Regulation der posttraumatischen Entziindungsreaktion (31).

1.2 Interleukin-6

Interleukin-6 (IL-6) ist ein seit langem bekanntes und multifunktionales Zytokin, das eine
modulatorische Wirkung in posttraumatischen, infektidsen und malignen Prozessen hat. Es
kann von nahezu jedem Gewebe und Zelltyp gebildet werden, beeinflusst die Proliferation,
Differenzierung und Reifung von Vorlduferzellen der Hamatopoese und anderen Zelllinien,
die GroBenregulation von Karzinomzelllinien und kontrolliert die metabolische zellulére
Aktivitdt (32).

Expressionsfordernd auf IL-6 wirken unter anderem bakterielle Lipopolysaccharide (LPS),
Interleukin-1 (IL-1), Tumor-Necrose-Faktor (TNF) und Virusbestandteile. Eine verminderte
Expression wird durch die Wirkung von Interleukin-10, Glucocortikoiden und Prostaglandin
E hervorgerufen (32).

Untersuchungen der letzten Dekaden zeigten eine Modulation von IL-6 nach Gewebsschédden
und Trauma. Es konnte eine Erhohung der IL-6 Konzentration im Blut nach Operationen,

Verbrennungen und Verletzungen gezeigt werden, welche der Erhohung der Akut-Phase-
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Proteine vorausgeht. Die Hohe der IL-6 Blutkonzentration korreliert mit der
Verletzungsschwere, mit der Entwicklung von posttraumatischen Komplikationen und der
posttraumatischen Mortalitéit (33;34). Bei polytraumatisierten Patienten werden erhohte IL.-6
Serumspiegel bereits frith nach dem Trauma gemessen und korrelieren bereits beim Eintreffen
in das Krankenhaus mit der Verletzungsschwere (35).

IL-6 hat auch eine wichtige immunmodulatorische Wirkung. Es wird eine Aktivierung der
Synthese von Akut-Phase-Proteinen und eine stimulierende Wirkung auf Monozyten und
Granulozyten beschrieben (36;37;38;39). IL-6 wirkt proliferationsférdernd auf
Vorlduferzellen der polymorphkernigen Granulozyten; es kommt zu einem mit IL-6
assoziierten massiven Anstieg dieser Zellen im Knochenmark und Blut (40). Zudem verzogert
IL-6 die Apoptose von polymorphkernigen Granulozyten (41). Im Tiermodell konnte durch

IL-6-Injektion jedoch keine systemische Entziindung ausgelost werden (42).

1.3 Interleukin-10

Interleukin-10 (IL-10) ist ein hochpotentes antiinflammatorisches Zytokin, das von T-Zellen,
B-Zellen, Monozyten und Makrophagen sezerniert wird. Es hat eine inhibierende Wirkung
auf die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie IL-6 und Interleukin-8 aus
Monozyten, Makrophagen, Neutrophilen und natiirlichen Killerzellen (43). Des Weiteren
bewirkt es eine systemische Deaktivierung der proinflammatorischen Mediatoren TNF-a und
IL-1 (43;44). In vitro Untersuchungen zeigen einen hemmenden Effekt von IL-10 auf die
messanger RNA (mRNA) Expression und Freisetzung von proinflammatorischen Mediatoren
in Granulozyten drei bis sechs Stunden nach Lipopolysaccharid (LPS)-Stimulation (45). Die
Beteiligung von IL-10 am posttraumatischen Entziindungsprozess konnte in verschiedenen
Studien gezeigt werden. Die systemische IL-10-Konzentration steigt nach Polytrauma, bei
Sepsis, Verbrennungen, Pankreatitis und ARDS an (46;47;48;49;50;51) und korreliert mit der

Verletzungsschwere und dem Uberleben (52). Die IL-10 Konzentration ist auch mit der
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Entwicklung einer schweren Infektion und einer verldngerten Liegezeit auf Intensivstationen
assoziiert (53). Ein Ausbleiben der antiinflammatorischen Wirkung von IL-10 zeigt im
Tiermodell ebenfalls Auswirkungen: Im Verbrennungsmodell kommt es im Rahmen einer
Sepsis durch frithe Neutralisation von IL-10 durch Antikorper zu einer hidufigeren Letalitét
(49). Diese Wirkungen weisen auf einen wichtigen antiinflammatorischen Einfluss von IL-10

bei der Entstehung der posttraumatischen Entziindungsreaktion hin.

1.4 Zelluliare Signaliibertragung

1.4.1 JAK/STAT-Signaltransduktionsweg

Interleukine wirken {iber eine Bindung an spezifische Oberflichenrezeptoren der
Effektorzellen. Ein wichtiger Mechanismus dieser Signaliibertragung ist der Januskinase
(JAK) / Signal Transducer and Activator of Transkription (STAT) -Signaltransduktionsweg.
Bei diesem Weg der Signaliibertragung binden die Zytokine als Liganden an Rezeptoren der
Zelloberfliche und initiieren dadurch eine Anderung der Genexpression im Zellkern (54).
Nach der Bindung des Zytokins an den Rezeptor kommt es zu einer schnellen Tyrosin-
Phosphorylierung des intrazelluliren Rezeptoranteils durch die JAK. An dieses
phosphorylierte Tyrosin bindet nun das STAT-Protein, welches anschliefend selbst
phosphoryliert wird. Die phosphorylierten STAT-Proteine 16sen sich wieder vom Rezeptor
und bilden Dimere. In dieser dimerisierten Form gelangen die STAT-Proteine in den Zellkern,
binden spezifisch an die DNA und initiieren so die Transkription von verschiedenen Genen
(siehe Abb. 2 a und b) (55;56;57).

Zu den verschiedenen Effektorgenen der STAT-Proteine gehoren auch Gene, die fiir die
Supressor Of Cytokine Signalling (SOCS) Proteine kodieren. Diese Proteine wirken unter
anderem als negative Regulatoren des JAK/STAT-Signaltransduktionswegs, indem sie die
Phosphorylierung  der  STAT-Proteine und damit die  Aktivierung  dieser
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Transkriptionsfaktoren hemmen. Die Hemmung der Phosphorylierung durch die SOCS-
Proteine erfolgt zum einen durch eine direkte Hemmung der katalytischen Aktivitidt der JAK,
zum anderen durch Bindung an den Rezeptor und eine damit verbundene Blockade der
STAT-Bindung durch SOCS-Proteine. Ein weiterer Regulationsmechanismus der SOCS-
Proteine stiitzt sich auf deren Fihigkeit, andere Stoffe wie die Januskinase oder Rezeptoren in

den Ubiquitin-vermittelten Abbau zu lenken (siehe Abb. 2) (58;59;60).
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Abb. 2 a,b,c zeigt den Mechanismus der zelluldren Zytokin Signaliibertragung mittels des JAK/STAT-
Signaltransduktionsweges. Nach der Zytokinbindung an den Rezeptor kommt es zur Aktivierung der
Januskinase (JAK) und dadurch zur Phosphorilierung des Signal Transducer und Activator of
Transcription-Proteins (STAT). Das STAT-Protein gelangt als Dimer in den Zellkern und aktiviert dort
unter anderem die Transkription von Genen, die fiir Supressor Of Cytokine Signalling-Proteine
(SOCS) kodieren. Die Proteine der SOCS-Gruppe (SOCSI, SOCS3 und CIS) hemmen die zelluldire

Zytokin-Signaliibertragung im Sinne eines negativen Riickkopplungsmechanismus (58).
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1.4.1.1 Signal Transducers and Activators of Transkription (STAT)

Bislang sind sieben Mitglieder der Familie der STAT-Proteine bekannt: STAT1, STAT2,
STAT3, STAT4, STATS5A, STATSB und STAT6. Alle diese Mitglieder haben eine Gro3e
zwischen 750 und 950 kD, und eine src-homology-2-Domine, die durch Tyrosin-
Phosphorylierung aktiviert wird. Durch diese Phosphorylierung bilden sich STAT-Dimere,
welche als Transkriptionsfaktoren dienen. Uber diesen Mechanismus sind die STAT-Proteine
an der Regulation verschiedenster biologischer und physiologischer Prozesse durch
unterschiedliche Mediatoren beteiligt (61;62;57). Studien zeigen eine zentrale Rolle von
STATS3 bei der zelluldren Signaliibertragung der inflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-10

(63;64).

STAT 3

STAT3 scheint ein wichtiger Regulator der pro- und antiinflammatorischen Wirkung von
Zytokinen in Entziindungsprozessen zu sein, da der Signaliibertragungsweg von sowohl pro-
(IL-6) als auch antiinflammatorischen (IL-10) Zytokinen iiber die Aktivierung von STAT3
vermittelt wird (63). Die inflammatorische Wirkung von STAT3 unterscheidet sich in
Abhingigkeit von der Zellart und dem Herkunftsgewebe. STAT3 fordert bei T-Zellen die
proinflammatorische Antwort auf den Entziindungsprozess durch Steigerung der Proliferation
und des Uberlebens. Bei B-Zellen bewirkt es eine erhohte Antikorperproduktion (65;66). Im
Knockout-Modell der Maus konnte eine antiinflammatorische Wirkung von STAT3 in
Makrophagen und Neutrophilen gezeigt werden: Ein Ausschalten von STAT3 bewirkt eine
Hyperaktivitdt mit Steigerung der Zytokinproduktion von proinflammatorischen Zytokinen
wie IL-1 und IL-6, sowie die Entwicklung von entziindlichen Darmerkrankungen (67).
Weitere STAT3-Deletionsmodelle mit Zellen des Knochenmarks zeigten ebenfalls eine

Uberproduktion von inflammatorischen ~Zytokinen, eine erhohte Proliferation von
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Myeloidzellen, sowie die Entwicklung entziindlicher =~ Darmerkrankungen (68).
Peritonealmakrophagen zeigen sich in Abwesenheit von STAT3 aktiviert und produzieren
inflammatorische Mediatoren. Zudem kommt es zu einer Verminderung der IL-10-
Produktion, dessen Transkriptionsfaktor STAT3 ist (69). Die Abwesenheit von STAT3
hemmt im Mausmodell die Regeneration der hepatischen Inflammation nach
hiamorrhagischem Schock (70). Versuche mit humanen Blutmakrophagen zeigten eine
STAT3-Aktivierung durch IL-6 und IL-10 sowie eine Induzierung der von diesem
Transkriptionsfaktor abhéngigen Gene (71).

Bei inflammatorisch bedingten Erkrankungen wurden Verdnderungen der Aktivitit von
STAT3-Proteinen beobachtet. So konnte bei Morbus-Crohn-Patienten eine basale
Phosphorylierung und damit Aktivierung von STAT3-Proteinen in T-Zellen nachgewiesen
werden. Die STAT3-Aktivitit in Monozyten aus Synovialfliissigkeit von Patienten mit
rheumatoider Arthritis zeigte sich ebenfalls erhoht. Es wird angenommen, dass in diesem
Zusammenhang IL-6 als starkster stimulierender Faktor fiir STAT3 wirkt (72;73). STAT3 hat
jedoch auch eine autoregulatorische Wirkung, so ist eine cAMP vermittelte STAT3-

Genaktivierung durch STATS3 selbst beschrieben (134).

1.4.1.2 Supressors of Cytokine Signalling (SOCS)

Es sind acht verschiedene Proteine der SOCS-Familie bekannt: SOCS1, SOCS2, SOCS3,
SOCS4, SOCS5, SOCS6, SOCS7 und das Cytokine-Induced SRC-homology 2 Protein (CIS).
Alle Mitglieder dieser Proteinfamilie haben den gleichen Aufbau mit einer zentralen SRC-
homology 2 (SH2) Doméne und einer carboxy-terminalen 40-Aminosdure-Sequenz, die als
SOCS-Box bezeichnet wird. Die Unterschiede der einzelnen Proteine liegen in der amino-
terminalen Doméne, welche in ihrer Linge und Sequenz variiert. Da die SOCS-Proteine von
verschiedenen Laboren beschrieben wurden, sind sie auch unter den Namen Januskinase-

Binding Protein (JAB), Cytokine-Induced SRC-Homology 2 Protein (CIS), Nck Ash and
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Phosoholipase-C Binding Protein (NAP4) und STAT-Induced STAT Inhibitor (SSI) in der
Literatur zu finden. Die Proteine der SOCS-Familie hemmen die Signatransduktion von
Mediatoren durch einen negativen Riickkopplungs-Kreislauf (siehe 1.4.1) und werden von
verschiedenen Zytokinen in unterschiedlichen Zelltypen induziert (74). Im inflammatorischen
Entziindungsprozess sind die Proteine SOCS1 und SOCS3 die potentesten Inhibitoren des

Zytokin-Signallings (75)

SOCS1

Die Expression von SOCS1 kann durch Stimulation mittels LPS, aber auch durch zahlreiche
Zytokine induziert werden. In vitro-Studien zeigten, dass SOCS1-Proteine in der Lage sind,
unterschiedliche Transduktionswege zu hemmen und nicht auf einen spezifischen
Mechanismus limitiert sind (76;77). Versuche mit SOCSI1-defizienten Méusen zeigten
retardiertes Wachstum, Lymphozytopenie, Aktivierung peripherer T-Zellen und ein
Versterben der Versuchstiere innerhalb von drei Wochen nach der Geburt durch eine
fortgeschrittene Entziindungsreaktion mit Makrophagen-Infiltration in die groBBen Organe und
Lebernekrosen (78;79;80). Der Verlust von SOCS1 bei adulten Tieren fiihrte zur Entwicklung
von polyzystischen Nieren, Lungenentziindungen, chronischen Hautulcera und chronischen
Granulomen im Darm und in anderen Organen (81). In Erkrankungen des zentralen
Nervensystems wurde eine ddmpfende Wirkung von SOCS1 auf die Expression
inflammatorischer Zytokinen beschrieben (82). Ebenso konnte gezeigt werden, dass SOCS1
das Interferon-Gamma-Signalling abschwicht und dessen Produktion kontrolliert (83).
SOCS1 reguliert auch die Signaliibertragung von inflammatorischen Zytokinen. Die
Signaliibertragung von IL-6 wird durch SOCS1 gehemmt, indem es mit der Januskinase
(JAK) interagiert und so die Phosphorylierung und damit die Aktivierung des IL-6 Rezeptors

hemmt (84;85;86). Ebenso induziert IL-10 das SOCSI1-Protein, das wiederum als
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Riickkopplungs-Protein die IL-10 Signaliibertragung hemmt (87). Diese Ergebnisse zeigen,
dass SOCS1 ein wichtiges antiinflammatorisches Protein ist, welches der Anfilligkeit von

Geweben gegeniiber Entziindungen entgegenwirkt (72).

SOCS 3

Das Protein SOCS3 wird in verschiedenen Zellen exprimiert und zeigt in diesen
unterschiedliche Wirkungen. SOCS3-Deletions-Versuche ergaben ein embryonales
Versterben der Versuchstiere durch insuffiziente Plazentabildung sowie Defekte in der
Erythropoese. Adulte Leberzellen und Makrophagen zeigen nach IL-6-Stimulation unter
Abwesenheit von SOCS3-Proteinen eine verldngerte Aktivitit der Transkriptionsfaktoren
STATI1 und STAT3 im Vergleich zu Wildtyp-Zellen (88). Diese verlingerte Aktivitdt der
Transkriptionsfaktoren korreliert auch mit einer erhohten Sensitivitdt von Makrophagen auf
IL-6 und den dadurch vermittelten proliferativen Effekten (84). Da die SOCS3-Expression
von STAT3 reguliert wird, scheinen Verdnderungen in der IL-6 Reaktion von STATS3
defizienten Zellen durch ein Fehlen der SOCS3-Synthese begriindet zu sein (74;89). Im Herz
scheint die Abwesenheit von SOCS3 eine durch IL-6 geférderte Hypertrophie zu verhindern
(90). Neben IL-6 wird die Expression von SOCS3-Proteinen unter anderem von IL-10 und
LPS induziert. SOCS3 spielt eine zentrale Rolle in der negativen Riickkopplungsregulation im
Rahmen der IL-10 induzierten STAT3-Signaltransduktion (91). Bisher gibt es noch keine
Erkenntnisse iiber die SOCS/STAT-vermittelte Zytokin-Riickkopplungsregulation in

humanen Immunzellen nach einem Polytrauma.
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2 Zielsetzung

Wird ein schweres Polytrauma initial {iberlebt, entwickeln die betroffenen Patienten im
weiteren Verlauf eine komplexe systemische Entziindungsreaktion, welche in ein
Multiorganversagen miinden kann. Dieses geht noch immer mit einer hohen Letalitéitsrate
einher. Inflammatorische Zytokine und deren Wirkung auf Zellen des angeborenen
Immunsystems spielen bei der Auslosung und Regulation dieser posttraumatischen
Entziindungsreaktion eine wichtige Rolle (31). Forschungen auf zelluldrer Ebene zeigten, dass
die Signaliibertragung dieser Zytokine durch Aktivierung des Januskinasel/Signal Transducer
and Activator of Transcription (JAK/STAT) Signaltransduktionswegs stattfindet. Dieser Weg
der Signaliibertragung initiiert iiber die Gruppe der STAT-Proteine als Transkriptionsfaktoren
zahlreiche Effektorgene. Unter diesen Effektorgenen befinden sich auch die Gene der
Supressor of Cytokine Signalling (SOCS)-Proteine. Die SOCS-Proteine hemmen wiederum
die Aktivierung der STAT-Proteine und damit die zellulidre Signaliibertragung im Sinne eines
negativen Riickkopplungsmechanismus. Zudem ist fiir STAT3 eine autoregulatorische Rolle
durch Induktion des eigenen Gens beschrieben (134).

Ziel dieser Studie war es, einen moglichen Einfluss dieses Regelmechanismus und die damit
verbundene Dynamik der beteiligten Mediatoren in der frithen posttraumatischen Phase nach
schwerem Polytrauma an aus Blut isolierten Monozyten und Granulozyten zu untersuchen.

Folgenden Fragen wurde nachgegangen:
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Lisst sich in Monozyten und Granulozyten gesunder Probanden eine basale mRNA-
Expression der STAT/SOCS-Signalkaskade in Zusammenhang mit IL-6 und IL-10
nachweisen und welche Veridnderungen ergeben sich nach artifizieller Stimulation mittels
LPS? Gibt es Hinweise auf eine mogliche Etablierung der LPS-Stimulation als
Positivkontrolle im JAK/STAT-Signaling?

Wie verhalten sich die mRNA-Expressionen von STAT3, SOCS1, SOCS3, IL-6 und IL-10
in Monozyten und Granulozyten polytraumatisierter Patienten in der frithen

posttraumatischen Phase?

Gibt es gemeinsame klinische Faktoren, die eine Verdnderung der mRNA- Expression von
STAT3, SOCS1, SOCS3, IL-6 und IL-10 in Monozyten und Granulozyten

polytraumatisierter Patienten bewirken (Verletzungsschwere, Uberleben)?
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3 Patienten und Methoden

3.1 Untersuchungskollektiv

In diese Studie wurden 20 Polytrauma-Patienten eingeschlossen, die in das Level 1
Traumacenter, Chirurgische Klinik der Ludwig-Maximilians-Universitdt, Klinikum
Innenstadt eingeliefert wurden. Alle eingeschlossenen Patienten hatten einen New Injury
Severity Score (NISS) von mehr als 16 Punkten und das erlittene Trauma lag weniger als 90
Minuten zuriick. Ausschlusskriterien waren ein Alter <15 und >70 Jahren sowie ein isoliertes
Schidelhirntrauma. Es  wurden klinische Daten beziiglich Alter, Geschlecht,

Verletzungsmuster und klinischem Outcome dokumentiert.

3.2 Kontrollgruppe

Als Kontrollgruppe dienten fiinf gesunde Normalprobanden im Alter zwischen 23 und 26
Jahren. Den Probanden wurde wie den Patienten 30ml EDTA-Blut abgenommen und streng
nach Protokoll weiterverarbeitet. Diese Proben dienten als Negativkontrolle, um die
Ergebnisse des Patientenkollektivs nach Polytrauma gegeniiber der Ausgangsexpression zu
verdeutlichen.

Um eine Reaktion der mRNA-Expression der am JAK/STAT-Regulationsmechanismus
beteiligten Mediatoren auf ein schweres Polytrauma einordnen zu konnen, sollte der
Vergleich mit einer moglichen Positivkontrollgruppe erfolgen. So ist nach einer Stimulation
von Monozyten mit bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS) eine Steigerung der Expression
von IL-10, SOCS1 und SOCS3 sowie eine Aktivierung von STAT3 beschrieben
(135;136;137;138). In Granulozyten soll es hingegen nach LPS-Stimulation nicht zu einer
Aktivierung von STAT3 und dessen Signaltransduktionswegs kommen (139). Um Hinweise

iber eine mogliche Positivkontrolle durch eine LPS-Stimulation zu generieren wurde Vollblut
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der gesunden Normalprobanden mit bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS), wie bereits in der
Literatur  vorbeschrieben, stimuliert (92;93). Hierfir wurden Blutproben der
Normalprobanden nach Entnahme mit 10%igem LPS (Img pro ml) fiir 3 Stunden unter
stetigem Drehen im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Im Anschluss erfolgte die mRNA-

Gewinnung streng nach Studienprotokoll.

3.3 Score-Systeme

3.3.1 New Injury Severity Score

Der New Injury Severity Score (NISS) ist ein rein anatomischer Traumascore, der 1997 von
Osler et al aus dem Injury Severity Score (ISS) entwickelt wurde und eine bessere Vorhersage
eines Multiorganversagens und der Mortalitit erlaubt (94;95). In die Berechnung des NISS
gehen die drei schwersten Verletzungen eines Unfallopfers ein. Der Unterschied zum ISS ist
die Beriicksichtigung dieser unabhingig von den verletzten Korperregionen; es konnen
folglich auch mehrere Verletzungen der gleichen Korperregion einbezogen werden. Jede
Verletzung erhilt einen Wert nach der Abbreveated Injury Scale (AIS). Die AIS beinhaltet
Werte von 1 bis 6 analog zur Schwere der Verletzung. Eine leichte Verletzung entspricht
einem Wert von 1, schwerste Verletzungen einem Maximalwert von 6. Der NISS errechnet
sich durch Quadration der AIS Werte, die drei hochsten resultierenden Werte werden
anschlieBend addiert: ((a AIS)* + (b AIS)” + (c AIS)* = NISS). Er kann Werte zwischen 3 und

75 einnehmen (96).

3.4 Materialgewinnung

Zur Probengewinnung wurde polytraumatisierten Patienten 3 x 10 ml EDTA-Blut aus einem
liegenden arteriellen Zugang nach festem Zeitschema abgenommen. Die initiale

Blutentnahme erfolgte innerhalb 90 Minuten nach Trauma, weitere Blutentnahmen folgten
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standardisiert jeweils 6, 12, 24, 48 und 72 Stunden nach Trauma. Im Anschluss an die

Blutentnahme wurden die Proben direkt weiterverarbeitet.

3.5 Zellisolierung

3.5.1 Erythrozytenlyse

Zur Lyse der Erythrozyten wurde das EDTA-Blut jeweils auf ein Gesamtvolumen von 50 ml
mit Erythrozyten-Lyse-Puffer bestehend aus 155 mM NH4Cl, 10 mM KHCO; und 0,1 M
EDTA aufgefiillt. AnschlieBend folgte eine Inkubationszeit von 15 Minuten bei
Raumtemperatur gefolgt von einer zehnminiitigen Zentrifugation (450g, 20°C). Nach einer
weiteren Lyse mit 5 ml Erythrozyten-Lyse-Puffer und einem Waschschritt mit PBS-Puffer,
bestehend aus 2,7 mM KCl, 137 mM NaCl, 500 mM EDTA und 0,01 M Phosphatpuffer,

wurden die Pellets mit 500 ul PBS-Puffer resuspendiert.

3.5.2 Zellseparation mittels magnetischer Zellsortierung (MACS)

Zur Isolierung der Monozyten und Granulozyten wurde die positive immunomagnetische
Separations-Technologie MACS (Magnetic Cell Sorting) verwendet. Bei dieser Methode
binden ferromagnetische Antikorper (MicroBeads) an spezifische Oberflichenantigene der
Zellen. Die markierten Zellen laufen durch eine Trennsidule, die sich in einem Magnetfeld
befindet. Antikorperbeladene Zellen bleiben in der Sdule haften, nicht markierte Zellen laufen
hindurch. Im Anschluss wird die Sédule aus dem Magnetfeld genommen und mit einem
Stempel werden die markierten Zellen aus der Séule eluiert.

Zuerst wurden die Monozyten mittels Anti-CD14-MicroBeads (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Deutschland) aus der Suspension separiert. Die Proben wurden mit 200 ul
MicroBeads pro 107 Zellen 15 Minuten bei 4°C inkubiert, gefolgt von einem Waschschritt mit

PBS-Puffer und Zentrifugation (5 min, 450 g, 20°C). Das Pellet wurde mit 500 ul PBS-Puffer
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resuspendiert und auf die zuvor mit 500 pul PBS-Puffer angefeuchtete MACS-Séule (Milteny
Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) gegeben. Im Anschluss wurde die Sdule mit 3 x 500
ul PBS-Puffer gespiilt. Nach dem Entfernen der Sdule aus dem Magnetfeld wurden die
angereicherten Monozyten mit 2 x 1000 pl PBS-Puffer eluiert. Zur Extraktion der
Granulozyten erfolgte die Inkubation mit Anti-CD15-MicroBeads (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Deutschland) fiir 15 Minuten. Die Granulozytenseparation erfolgte in analoger
Weise mittels MACS-Saulen LS (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland). Die
Spiilschritte erfolgten jeweils mit 3 x 3 ml PBS-Puffer und 2 x 5 ml PBS-Puffer. Die
gewonnenen Monozyten und Granulozyten wurden zur Konservierung nach Zentrifugation (5
min, 450 g, 20°C) jeweils in 2ml B-Mercaptoethanol-RTL-Puffer bis zur Weiterverarbeitung
bei -80°C eingefroren.

Nach der Erythrozytenlyse wurde die Zellseparation auf Eis durchgefiihrt, um eine

Beeinflussung der Zellfunktionen moglichst gering zu halten.
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3.6 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung wurde mittels des RNeasy Midi Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland)
durchgefiihrt. Diese Methode macht sich die Bindeeigenschaften der RNA an eine Silica-Gel-
Membran zueigen. Die RNA wird gebunden und in verschiedenen Waschschritten werden
Proteine und DNA abgetrennt.

Die Proben wurden bei 37°C im Wasserbad aufgetaut und anschlieBend mit 2 ml B-
Mercaptoethanol-RTL-Puffer  (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) suspendiert.
AnschlieBend erfolgte die mechanische Lyse. Um eine Bindung der RNA an die
Ionenaustauschersédule des Kits zu gewihrleisten, wurden 4 ml Ethanol (70%) (Merk,
Darmstadt, Deutschland) zugegeben. Die Proben wurden auf die Siulen gegeben und
zentrifugiert (5 min, 5000g, 20°C). Es folgte ein Waschschritt mit 4ml RW1 Waschpuffer des
Kits. Um eine spitere DNA-Kontamination moglichst gering zu halten, wurde im Anschluss
ein DNA-Verdau mittels DNAse durchgefiihrt. Hierfiir wurden 160 ul des DNAse-
Reaktionsgemisches (RNase-Free DNase Set, Qiagen, Hilden, Germany) auf die Séule
pipettiert und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 2 ml RWI1-
Waschpuffer auf die Sdule gegeben und erneut 5 Minuten inkubiert mit anschlieBender
Zentrifugation (5 min, 5000 g, 20°C). Es wurden im Anschluss 2 x 2,5 ml RPE-Puffer des
Kits auf die Sédule gegeben und zuerst 2 Minuten und dann 5 Minuten zentrifugiert (5000 g,
20°C). Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt zur Trocknung (3 min, 5000 g, 20°C)
wurde die RNA durch Zugabe von 200 ul RNAse-freien Wassers, einminiitiger Inkubation
und dreiminiitiger Zentrifugation (5000g, 20°C) eluiert. Dieser Schritt wurde anschlieend
mit 200 pl RNAse freien Wassers wiederholt und die Proben bis zur Messung bei -80°C

eingefroren.
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3.7 Konzentrationsbestimmung der RNA

Die RNA-Konzentration wurde durch eine photometrische Messung bei einer Wellenlinge
von A=260 nm durchgefiihrt. Bei einer Wellenlédnge von A=260 nm entspricht eine Extinktion

von 1 einer RNA-Konzentration von 40 ng/ul.

3.8 c¢DNA Synthese

Um die gewonnene mRNA mittels RT-PCR messbar zu machen, wurde sie mit dem 1% Strand
cDNA Syntheseis Kit for RT-PCR (Roche, Mannheim, Deutschland)) in stabilere cDNA
umgeschrieben. Bei dieser Methode positioniert sich ein Oligo-p(dT);s-Primer an das 3°-Ende
der RNA und ermoglicht der AMV (Avian Myeloblastosis Virus)-Reverse-Transkriptase die
RNA von dieser Stelle in DNA umzuschreiben. Im Ansatz sind die hierzu benétigten
Trinukleotide, MgCl, sowie ein den Abbau der RNA stoppender Inhibitor (RNAse Inhibitor)
enthalten. Die Proben wurden auf 1 pg in 8,2 ul mittels Verdiinnen oder Eindampfen
standardisiert.

Zunachst wurden die Proben (1 ug RNA in 8,2 ul) im Thermocycler fiir 15 Minuten bei 65°C
denaturiert um die Sekundirstruktur der RNA zu zerstoren und dadurch ein besseres Anlagern
des Primers zu ermdéglichen. Nach der Denaturierung wurden die Proben 5 Minuten auf Eis
abgekiihlt und im Anschluss 11,8 ul des im Kit enthaltenen Mastermixes bestehend aus
MgCl,, Desoxynukleotide-Mix, Oligo-p(dt);s -Primer, AMV-Reverse-Transkriptase und
RNase-Inhibitor hinzupipettiert. Im Anschluss erfolgte die PCR nach dem in Tab. 1
dargestellten Ablauf. Die Proben wurden nach Durchlaufen der PCR bei -20°C bis zur

Messung gelagert.
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Tab. 1: Programmablauf der PCR fiir die cDNA-Synthese

Schritt Temperatur | Zeit Vorgang

1 25°C 10 Min Annealing

2 42°C 60 Min Transkription

3 99°C 5 Min Denaturierung des AMV Enzyms
4 4°C 5 Min Abkiihlen

5 4°C 0

3.9 Quantitative RT-PCR

Der Light Cycler beniitzt eine PCR-Technik, die Amplifikation, Detektion und
Quantifizierung der zu untersuchenden cDNA Sequenzen in einem Ansatz ermdéglicht. Hierfiir
verwendet er den Fluoreszenzfarbstoff Sybr Green I. Dieser Farbstoff lagert sich an
Doppelstrang-DNA an und fluoresziert nur in gebundener Form. Der Farbstoff wird durch
eine Lichtquelle angeregt. Das so hervorgerufene Fluoreszenz-Signal korreliert in der log-
linearen Phase der PCR quantitativ mit der Menge des PCR-Produktes. Diese Menge stellt der
Light Cycler in Echtzeit dar. Der Punkt, an dem das gemessene Fluoreszenzsignal zum ersten
Mal signifikant iiber dem Hintergrundsignal liegt, wird als Crossing Point (CP) definiert. Fiir
die weitere Berechnung der Quantifizierung wurde der CP-Wert verwendet. Die absolute
Quantifizierung wird iiber einen externen Standard ermdoglicht. Dieser Standard ist eine
cDNA-Probe, deren Sequenz mit der des Zielgens iibereinstimmt und deren Konzentration
bekannt ist. In der PCR wird eine Verdiinnungsreihe dieses Standards mitgefiihrt und eine
Standardkurve konstruiert. Uber die Standardkurve ermittelt das Gerit Absolutwerte

(Kopienzahlen) fiir die Ausgangskonzentrationen unbekannter Proben.
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Zur Durchfiihrung der RT-PCR wurde das LightCycler Fast Start DNA Master Sybr Green |
Kit (Roch, Mannheim, Deutschland) verwendet. Dieses beinhaltet zum einen den
Fluoreszenzfarbstoff Sybr Green I und zum anderen eine thermostabile Tag-DNA-
Polymerase. Diese wird bei hohen Temperaturen aktiviert und verhindert weitgehend die
unspezifische Bildung von Primer-Dimeren. Die verwendeten Standards und Primer
entstammten LightCycler Primer Sets (Search LC, Heidelberg, Deutschland). Die
verwendeten Primer waren Introniiberspannend um eine Amplifikation von genomischer
RNA zu vermeiden. Von der Firma wurden zu den Primern folgende Angaben gemacht. IL-
10: NM_00572.2, 184-491; STAT3: NM139276.2, 2272-2548; SOCS1: NM_003745.1, 1006-
1114; SOCS3: NM_003955.4, 822-1096. Es wurde zuerst ein PCR-LC-, Mix bestehend aus 6
ul H,O, 2 ul LC-Primer Set und 2 ul Master Sybr Green I premix pro Probe hergestellt, der
dann fiir den Ansatz mit den 9 pl H,0 und 1 pl der cDNA-Probe in die Glaskapillaren des
LightCyclers pipettiert wurde.

Um die Verdiinnungsreihe herzustellen, wurden 1,2 ul des Standards aus dem jeweiligen
LightCycler Primer Set in 10,8 ul eines ebenfalls mitgelieferten Standard-Stabilizers iiberfiihrt
und gemischt (Verdiinnung 1:10). Von dieser Verdiinnung wurden wieder 1,2 ul in 10,8 ul
Standard-Stabilizer {iiberfithrt usw.. Auf diese Weise wurde folgende Verdiinnungsreihe
hergestellt: 1:1 / 1:10 / 1:100 / 1:1000 / 1:10000. Eine solche Verdiinnungsreihe wurde zur
Ermittlung der Standardkurve in jeden PCR-Lauf eingesetzt. Ebenfalls wurde in jedem PCR-
Lauf eine Negativkontrolle bestehend aus 10 ul H,0 und 10 ul PCR-LC-Mix mitgefiihrt.

Im Anschluss an das Befiillen der Kapillaren wurden diese mit einem Deckel verschlossen
und um Blasenfreiheit zu erreichen bei 660 rpm fiir 4 Minuten bei 4°C zentrifugiert.

Der LightCycler wurde nach Einsetzen der Kapillaren mit folgenden Programmschritten

gestartet (siche Tab. 2):
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Tab. 2: Programmablauf der RT-PCR

Experimental Protocol
Progam: | Denat | Type: |Quansification [ oyeles | 1
Scgment | Tempersture | Hold Time |  Slope 2°Target | SkpSme | StepDelay | Acquisition
Number Target (°C) (sec) (Cosec) Temp (°O) <) (Cycks) | Mode

1 95 L] 20 0 1] L] None
Progam | Ampli | Type: | Quantification | Cyeles | 45
Segment | Temperature | Hold Time Slope 2° Target Step Size Step Delay Acquisition
Number Target (°C) (sec) (Csec) Temp (°C) ™ (Cycles) Mode

1 95 10 20 0 0 0 Nonc

2 68 10 20 58 05 1 Nowme

3 7 16 20 0 0 0 Single
Program: | Mclt ITypc*_ Meiting Curves Icwb 1
Segment  |Temperature | Hold Time Slope 2° Target Step Size StepDelay | Acquisition
Number Target (°C) (wec) (C¥sec) Temp (°C) ) (Cycles) Mode

1 95 0 20 0 0 Nonc

2 58 10 20 0 0 None

3 95 0 01 0 0 Continuous
Progam | Cool ITyp:: Nonc Joyees | 1
Segment  |Temperature | Hold Time Slope 2° Target Step Size StepDelay | Acquisition
Number | Target CO (se0) (Cisec) Temp (°C) © (Cycles) Mode

1 40 30 20 0 0 0 None
LED Power CALIB| Display Mode | 3.5 Compatible Channel Scifing | F1/ 1
Color NA ProgamMame | Melt
Compensation NA Start Time 0-54:08.45 |snp1im |mcm_1
Car. Movement Contimuous

3.10 Qualitiatskontrolle

3.10.1Schmelzkurven-Analyse

Die Schmelzkurven-Analyse wurde durch den Light Cycler im Anschluss an die PCR
durchgefiihrt um die Spezifitit der Produkte zu iiberpriifen. Das Gerit erhitzt die Produkte in
0,1°C-Schritten auf 95°C. Je nach Linge, Guanin- und Cytosin- Zusammensetzung der
Fragmente trennen sich die Doppelstringe bei einer fiir das Produkt spezifischen Temperatur.
Bei dieser Temperatur kommt es zu einem abrupten Abfall der Fluoreszenz, die durch den

LightCycler gemessen und graphisch dargestellt wird. Die LightCycler-Software stellt die
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Schmelzkurven in der ersten negativen Ableitung (-dF/dT) der Floureszenz (F) gegen die
Temperatur (T) dar. In dieser Darstellung erscheint der Abfall der Floureszenz als Spitze und
ermoglicht eine leichtere Zuordnung der jeweiligen Schmelztemperaturen zu den analysierten

Amplifikaten.

3.10.2Agarose-Gel Elektrophorese

Die Produkte der RT-PCR wurden zusammen mit einem GroBBenmarker durch eine Agarose-
Gel-Elektrophorese aufgetrennt. Hierfiir wurde die fiir ein 1,5%-iges Gel benétigte Menge an
Agarose (Cambrex Bio Science, Rockland, USA) in eine Reaktionsflasche eingewogen und
mit einer entsprechenden Menge TAE-Puffer in der Mikrowelle (bei 1000W) bis zur Losung
der Agarose erhitzt. Nach Abkiihlung unter flieBendem Wasser wurden pro 20 ml Gel-Losung
1 pl Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) hinzugegeben. Die Gel-
Losung wurde dann blasenfrei in einen Flachbettgeltriger gegossen. Nach der Aushirtung
wurde das Gel in eine mit TAE-Puffer gefiillte Elektrophoresekammer gesetzt. Im Anschluss
erfolgte das Auftragen der Amplifikationsprodukte und der GréBenmarker 100 bp und 250 bp
(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), welche vorher mit jeweils 2ul Blue Juice Farbstoff
(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) gemischt wurden. An die Elektrophoresekammer wurde
fiir 30 Minuten eine Spannung von 100 Volt angelegt und anschlieBend das Gel unter UV-
Bestrahlung fotografiert. Anhand der Banden verglichen mit den Groenmarkern lassen sich
Aussagen iiber die Groe der Amplifikate und damit die Qualitdt der durchgefiihrten PCR

machen.
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3.11 Statistische Auswertung

Die erhobenen Daten wurden in dieser Arbeit als Mittelwerte mit dem Standardfehler der
Mittelwerte angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm SigmaStat
(Version 2.03, SPSS Inc., USA), die graphische Darstellung erfolgte mit dem Programm
SigmaPlot (Version 8.0, SPSS Inc., USA).

Zunichst wurden der Friedman-Test (Friedman Repeated Measures Analysis of Variance on
Ranks) als verteilungsfreies Verfahren zum Vergleich mehrer abhingiger Stichproben
angewandt um signifikante Unterschiede der Messwerte zu den Messzeitpunkten A, 6, 12, 24,
48 und 72 Stunden zu ermitteln. Im Falle vorhandener Unterschiede wurde der Student-
Newman-Keuls-Test (SNK-Test) durchgefiihrt.

Nach der Einteilung des Patientenkollektivs anhand klinischer Parameter in Untergruppen
wurden die Ergebnisse mit dem nichtparametrischen Mann-Whitney-U-Test (U-Test)

verglichen. Als Signifikanzniveau wurde p<0,05 festgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1 Klinisch-demographische Daten

In diese Studie wurden 20 polytraumatisierte Patienten mit einem New Injury Severity Score
(NISS) von mehr als 16 Punkten eingeschlossen. Das Alter der eingeschlossenen Patienten lag
im Mittel bei 40+2,8 (MW=SEM) Jahren, 13 waren minnlich und 7 weiblich. Der mittlere
NISS betrug 40,5+3,2 (MW+SEM) Punkte. 16 Patienten iiberlebten und 4 verstarben
innerhalb der posttraumatischen Phase. Das Patientenkollektiv wurde nach der Schwere der
Verletzungen in eine Gruppe mit weniger als 41 und eine Gruppe mit 41 oder mehr NISS-
Punkten eingeteilt. Fiir die Grenzen zwischen den Gruppen wurde der Median gewihlt. Die
Grenze beider Gruppen wurde aufgrund des mittleren NISS bei 41 Punkten festgelegt. Die
Gruppe der leichter Verletzten bestand aus 9 Patienten, 7 Patienten waren minnlich, 2
weiblich. Das mittlere Alter betrug 45,5+4,0 (MW£SEM) Jahre, der mittlere NISS lag bei
27,1£2,1 (MW=SEM) Punkten. In dieser Gruppe verstarben 2 Patienten innerhalb der
posttraumatischen Phase. Die Gruppe der schwerer Verletzten bestand aus 11 Patienten, 6
waren ménnlich und 5 weiblich. Das mittlere Alter betrug 37,3+3,5 (MW+SEM) Jahre, der
mittlere NISS lag bei 52,4+2,4 (MW+SEM) Punkten. In dieser Gruppe verstarben 2 Patienten
innerhalb der posttraumatischen Phase.

Es erfolgte die Einteilung nach dem klinischen Outcome in iiberlebende und verstorbene
Patienten innerhalb von 90 Tagen nach Trauma. Die Gruppe der Uberlebenden bestand aus 16
Patienten, 11 ménnlich und 5 weiblich, mit einem mittleren Alter von 38,3+2,9 (MW+SEM)
Jahren. Der mittlere NISS lag bei 40,3+3,7 (MWzSEM) Punkten. Die Gruppe der
Verstorbenen bestand aus 4 Patienten, 2 minnlich und 2 weiblich. Das mittlere Alter lag bei

48+6,4 (MW=SEM) Jahren. Der mittlere NISS lag bei 41,3+£6,9 (MW+SEM) Punkten.
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Die Kontrollgruppe bestand aus 5 gesunden Probanden mit einem mittleren Alter von

24,62+0,51 (MW=SEM) Jahren, 2 waren mannlich und 3 weiblich (siehe Tab. 3).

Tab. 3: Klinische Daten der eingeschlossenen Polytraumapatienten

Nr. Alter Geschlecht  NISS Verletzungsmuster Outcome

1 34 M 57 Bilat. intracranielles Himatom, subdurales iiberlebt
Héamatom, Lungenkontusion,
Héamatopneumothorax, A. iliaca int.-Ruptur,
retroperitoneales Himatom, retroperitoneale
Ruptur, Ileumkontusion, Nierenkontusion,
Skapulafraktur, Beckenringfraktur, Femurfraktur,
Tibiafraktur, Fibulafraktur, Patellafraktur

2 39 W 50 Dislozierte HWK 5 Fraktur mit iiberlebt
Riickenmarkssyndrom, Proc. Transversus Fraktur
HWK 2 .3 und 6, Lungenkontusion, BWK-Fraktur,

Schulterluxation, Weichteilverletzung des Auges

3 32 w 66 Bilat. subdurales Himatom, intracerebrales iiberlebt
Hiamatom, Nasenbeinfraktur, Lungenkontusion,
Pneumothorax, Rippenserienfraktur C5-9,
Milzruptur, dislozierte Beckenringfraktur mit
Ruptur der A. iliaca, Humerusfraktur,

Weichteilverletzungen am Schidel

4 63 w 27 Offene Femurfraktur bds., Femoralvenenruptur, verstorben
Kreuzbandruptur
5 62 M 27 Lungenkontusion, Rippenfraktur C9, Milzruptur, iiberlebt
Mesenterialruptur, Jejunumkontusion,
Femurfraktur
6 45 M 19 Thoraxkontusion, Unterschenkelamputation, iiberlebt

dislozierte Femurfraktur
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Alter

Geschlecht

NISS

Verletzungsmuster

Outcome

10

11

12

13

14

15

51

25

57

51

39

42

40

15

32

29

57

57

57

17

41

41

48

43

Epidurales Himatom, subdurales Hamatom,
Lungenkontusion, Rippenserienfraktur C3-5, LWK
1 und 4 Fraktur, Scapulafraktur

Subdurales Himatom, intracranielle Blutung,
Hirnédem, Axisfraktur, Lungenkontusion,
Rippenfraktur C3 und 8, Zwerchfellruptur,

Nierenruptur, Leberruptur, Milzruptur,

Beckenfraktur, LWK 2-5 Fraktur

Subarachnoidales Hiamatom, intracerebrale
Blutung, Mittelgesichtsfraktur, Rippenserienfraktur
C5-7 und 9,Hamatothorax, Sternumfraktur,

Ileumdevascularisation, Femurfraktur, Tibiafraktur

Subdurales Hamatom, intracerebellare Blutung,
subarachnoidales Himatom, Rippenserienfraktur

C7-12, Hamatopneumothorax, Leberruptur

Rippenserienfraktur C5-7, LWK 3 Fraktur,

Amputation der unteren Extremitét

Subarachnoidales Himatom, Hirnodem, subdurales
Héamatom, Nasenseptumfraktur, Lungenkontusion,

Unterarmtrimmerfraktur

Proc. transversus Fraktur HWK 7 und LWK 5,
LWK 1 und 2 Fraktur, dislozierte Beckenfraktur,
Pilon tibiale Fraktur, OSG-Fraktur,

Subdurales Himatom, Hirn6dem,

Lungenkontusion, Claviculafraktur

LungenzerreiBung, Pneumothorax, Femurfraktur,

offene Tibiafraktur

iiberlebt

uiberlebt

iiberlebt

verstorben

iiberlebt

uiberlebt

iiberlebt

uiberlebt

iiberlebt

38



Nr. Alter Geschlecht  NISS Verletzungsmuster Outcome

16 49 M 33 Rippenserienfraktur, Himatopneumothorax, verstorben
Lungenkontusion, Unterschenkelamputation,

Femurfraktur

17 32 M 48 A. cerebri posterior Verschluss, Orbitafraktur, verstorben
Pneumothorax, Mesenterialruptur,
Aortendissektion, Leberruptur, Sigmaruptur,

Femurfraktur, Tibiafraktur

18 28 \\% 34 Rippenserienfraktur C10-12, Pneumothorax, iiberlebt
Vaginalabriss, offene Femurfraktur, Beckenfraktur
mit retroperitonealem Hamatom, Becken und

Oberschenkel Decollement

19 39 M 24 Rippenserienfraktur C2-5, Pneumothorax, iberlebt

Subkapsuldres Milzhdmatom, Humerusfraktur

20 33 M 34 Rippenserienfraktur C6-9, Lungenkontusion, iiberlebt
Mesenterialruptur, lleumdevaskularisation,

Humerusfraktur, offene Tibiafraktur

4.2 Spezifititskontrollen

Nach den durchgefiihrten Messungen mittels quantitativer RT-PCR wurden die einzelnen
PCR-Léaufe durch eine mitgefiihrte Negativkontrolle bewertet. Abb. 3 zeigt exemplarisch den
Verlauf der Amplifikations-Signale eines LightCycler PCR-Laufes. Die schwarze horizontale
Linie stellt die Negativkontrolle dar, die restlichen Kurven entsprechen den
Fluoreszenzkurven der Proben und der Standardreihe. Es zeigt sich im Verlauf keine
Fluoreszenzsteigerung der Negativkontrollen und damit auch keine Verunreinigung des

Ansatzes mit cDNA.
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Abb 3:
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Abb. 3 zeigt den exemplarischen Verlauf der Amplifikations-Signale eines LightCycler PCR-Laufes.
Die schwarze horizontale Linie stellt die Negativkontrolle dar. Ihr Floureszenzniveau dndert sich
wdhrend des PCR-Laufes nicht, das bedeutet, der Ansatz war nicht verunreinigt. Die restlichen Kurven

entsprechen den Fluoreszenzkurven der Proben und der Standardreihe.

Im Anschluss an jede durchgefiihrte RT-PCR-Messung erfolgte eine Spezifitdtskontrolle
durch eine Schmelzkurvenanalyse. Hierbei werden die Amplifikate im LightCycler
stufenweise erhitzt, bis sich die Doppelstringe der PCR-Produkte jeweils bei einer fiir sie
spezifischen Temperatur trennen. Infolgedessen kommt es zu einer Ausloschung der
Fluoreszenz. Sind die Fluoreszenzwerte und damit die gemessenen Kopienzahlen spezifisch
fiir das zu messende Gen, liegen die Fluoreszenzspitzen aller Proben und der Standardreihe
bei der gleichen Temperatur. Abb. 4 zeigt exemplarisch die graphische Auswertung einer

Schmelzkurvenanalyse.
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Abb. 4:
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ADbb. 4 zeigt die Schmelzkurvenanalyse als Spezifititskontrolle eines LightCycler PCR-Laufes. Der
Peak bei 87,1 °C steht fiir das Aufschmelzen der spezifischen PCR-Produkte. Die abgelaufene PCR

war spezifisch, da die Fluoreszenzspitzen aller Proben bei der gleichen Temperatur liegen.
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4.2.1 Gel-Elektrophorese

Die Produkte der durchgefiihrten RT-PCR-Produkte wurden mittels Agarose-Gel-
Elektrophorese aufgetrennt um die Spezifitit der nachgewiesenen Gene zu bestitigen. Abb. §
zeigt exemplarisch die Gel-Elektrophorese eines RT-PCR-Laufes von SOCS1. Neben den
Proben ist die Standartverdiinnungsreihe und Wasser als Negativkontrolle abgebildet. Dabei
war bei allen SOCS1 Produkten eine deutliche Hauptbande bei etwas 240bp sichtbar. Durch
das Vorliegen von nur einer Hauptbande bei den durchgefiihrten Elektrophorese-Liufen

konnte so die Spezifitit des jeweils bestimmten Gens nachgewiesen werden.
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ADb.5 zeigt die Gel-Elektrophorese der Produkte eines RT-PCR-Laufes von SOCSI. Es ist bei allen

Proben nur eine Hauptbande des gleichen Gewichtes sichtbar, folglich waren die bestimmten Gene

spezifisch.
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4.3 IL-6-mRNA-Expression in  Monozyten und  Granulozyten
polytraumatisierter Patienten

Die Ergebnisse der Interleukin-6-Messungen zeigten keine auswertbaren Ergebnisse. Die

durch den LightCycler ermittelten Kopienzahlen lagen konstant in sehr niedrigen Bereichen.

4.4 IL-10-mRNA-Expression in Monozyten und Granulozyten

polytraumatisierter Patienten

4.4.1 IL-10-mRNA-Expression in Monozyten

4.4.1.1 IL-10-mRNA-Expression in Monozyten: Kontrollen

Die IL-10-mRNA Expression in nativen Monozyten der gesunden Probanden betrug 34+15
(MW+SEM) pro 50ng eingesetzte RNA. Nach artifizieller Stimulation mit LPS stieg diese auf
7743 (MW+SEM) an. Diese Ergebnisse sind in den folgenden Graphen als Negativkontrolle

(Ko-) und LPS dargestellt.

4.4.1.2 IL-10-mRNA-Expression in Monozyten: Gesamtkollektiv

In Abb. 6 ist der Verlauf der IL-10-mRNA-Expression in Monozyten polytraumatisierter
Patienten graphisch dargestellt. Bereits 6 Stunden nach Trauma steigt die Expression
signifikant gegeniiber dem initialen Wert A bei Krankenhausaufnahme an. Zu den spiteren
Abnahmezeitpunkten 12, 24, 48 und 72 Stunden nach Trauma ist das Expressionsniveau
signifikant gegeniiber dem initialen Wert A erhoht (p<0,05 im Student-Newman-Keuls-Test,

A vs. 6-72h), féllt gegeniiber dem Sechsstundenwert jedoch wieder ab.
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Im Vergleich zur gesunden, nativen Kontrollgruppe ist die IL-10-mRNA-Expression 12

Stunden nach Trauma signifikant erhoht (p=0,032 im Mann-Whitney-U-Test). Die Werte sind

in Tab. 4 zusammengefasst.

Abb. 6:
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Abb. 6 zeigt die IL-10-mRNA-Expression in Monozyten des Gesamtkollektivs polytraumatisierter
Patienten (n=20), sowie der Normalprobanden nativ (Ko-) und LPS stimuliert (LPS). Die IL-10-

mRNA-Expression ist bereits 6 Stunden nach Trauma und im weiteren Beobachtungsverlauf gegeniiber

dem initialen Wert A bei Klinikaufnahme signifikant erhoht.

Tab. 4: IL-10-mRNA-Expression in Monozyten Gesamtkollektiv

MW+SEM A 6h 12h 48h 72h
Patienten: n=20 108 + 38 355 +105 298 £95 178 £ 51 211 £ 58 217+ 124
* 4 * *

* p<0,05 im SNK -Test A vs. 6-72h; # p=0,032 im U-Test Ko- vs. 12h
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4.4.1.3 IL-10-mRNA-Expression in Monozyten: Einteilung nach der
Verletzungsschwere

Die Einteilung des Patientenkollektivs nach der Verletzungsschwere ist in Abb. 7 dargestellt.
Sie zeigt die IL-10-mRNA-Expression in Monozyten polytraumatisierter Patienten mit einem
NISS von weniger und mehr als 41 Punkten. Leichter verletzte Patienten mit einem NISS von
weniger als 41 Punkten zeigen 12 und 48 Stunden nach Trauma eine signifikant héhere IL-10-
mRNA-Expression als schwerer verletzte Patienten mit einem NISS von mehr als 41 Punkten
(p<0,04 im Mann-Whitney-U-Test). Die IL-10-Expression ist innerhalb der Patienten mit
einem NISS von mehr als 41 Punkten signifikant gegeniiber dem initialen Zeitpunkt A bei
Klinikaufnahme erhoht (p<0,05 im Student-Newman-Keuls-Test). Die Messwerte sind in

Tab. 5 zusammengefasst.
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Abb. 7:
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Abb. 7 zeigt die IL-10-mRNA-Expression in Monozyten polytraumatisierter Patienten eingeteilt nach
der Verletzungsschwere, sowie in Normalprobanden nativ (Ko-) und LPS stimuliert (LPS). Die IL-10-
mRNA-Expression der weniger schwer verletzten Patienten war 12 und 48 Stunden nach Trauma
signifikant gegeniiber der der schwerer Verletzten erhoht. Patienten mit einem NISS >41 Punkten
zeigte 6-72h nach Trauma eine signifikant hohere IL-10-Expression als zum Zeitpunkt A bei

Krankenhausaufnahme.

Tab. 5: IL-10-mRNA-Expression in Monozyten unterteilt nach der Verletzungsschwere

MW=+SEM A 6h 12h 24h 48h 72h

NISS < 4: n=9 17777 553 £198 520+182 29197 31999  303+97

NISS > 41: n=11 52 +21 193 £ 80 108 + 36 85 £ 28 122 £ 61 147 £ 69

* p<0,05 im SNK-Test NISS > 41 A vs. 6-72h; # p<0,04 im U-Test NISS < 41 vs. NISS > 41
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4.4.1.4 IL-10-mRNA-Expression in Monozyten: Einteilung nach dem
Outcome

Die Unterteilung des Patientenkollektivs nach dem klinischen Outcome in Uberlebende und
Verstorbene, wie in Abb. 8 dargestellt, zeigt innerhalb der Gruppe der iiberlebenden Patienten
eine signifikant hohere IL-10-mRNA-Expression 6 bis 72 Stunden nach Trauma im Vergleich
zum initialen Wert A bei Klinikaufnahme (p<0,05 im Student-Newman-Keuls-Test). Die
Gruppe der verstorbenen Patienten zeigte mit Ausnahme des Zwolfstundenwertes hohere
Expressionswerte im Vergleich zu den Uberlebenden. Diese Unterschiede waren nicht

signifikant. In Tab. 6 sind die Werte zusammengefasst.
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Abb. 8:
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Abb. 8 zeigt die IL-10-mRNA-Expression in Monozyten polytraumatisierter Patienten unterteilt in
Verstorbene (n=4) und Uberlebende (n=16), sowie die der Normalprobanden nativ (Ko-) und LPS
stimuliert (LPS). Innerhalb der Gruppe der Uberlebenden sind 6 bis 72 Stunden nach Trauma
signifikant hohere Werte im Vergleich zum initialen Zeitpunkt A bei Krankenhausaufnahme, zu sehen.

Verstorbene hatten mit Ausnahme des Zwolfstundenwertes hohere Werte als Uberlebende.

Tab. 6: IL-10-mRNA-Expression in Monozyten unterteilt nach dem Qutcome in Uberlebende und

Verstorbene

MW+SEM A 6h 12h 24h 48h 72h

iiberlebt: n=16 97 + 46 288+110 307115 137 £ 41 185 + 64 195 + 61

* * * * *

verstorben: n=4 154+£45 621276 259+142 340+193 314+145 309+179

* p<0,05 im SNK-Test iiberlebt A vs. 6-72h
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4.4.2 IL-10-mRNA-Expression in Granulozyten

4.4.2.1 IL-10-mRNA-Expression in Granulozyten: Kontrollen

Die IL-10-mRNA Expression in nativen Granulozyten der gesunden Probanden betrug
7,446,2 (MW=SEM) pro 50ng eingesetzte RNA. Nach artifizieller Stimulation mit LPS fiel
diese auf 1,8+1,0 (MW+£SEM) ab. Diese Ergebnisse sind in den folgenden Graphen als

Negativkontrolle (Ko-) und LPS dargestellt.

4.4.2.2 IL-10-mRNA-Expression in Granulozyten: Gesamtkollektiv

Die IL-10-mRNA-Expression in Granulozyten polytraumatisierter Patienten steigt wahrend
des Beobachtungszeitraumes signifikant an. Die Werte der 6, 12, 24, 48 und 72 Stunden-
Messungen sind signifikant gegeniiber denen der initialen Blutentnahme A erhoht (p<0,05 im
Student-Newman-Keuls-Test). Ebenso sind die Werte 24, 48 und 72 Stunden nach Trauma
gegeniiber der nativen Kontrollgruppe erhoht (p<0,045 im Mann-Whitney-U-Test). Diese

Ergebnisse sind in Tab. 7 zusammengefasst und in Abb. 9 graphisch dargestellt.
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Abb. 9:
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Abb. 9 zeigt die IL-10-mRNA-Expression in Granulozyten polytraumatisierter Patienten (n=20), sowie
die der Normalprobanden (n=5) nativ (Ko-) und LPS stimuliert (Ko+). Die IL-10-mRNA-Expression
steigt im Verlauf signifikant gegeniiber dem initialen Wert A bei Krankenhausaufnahme an. Gegeniiber
der nativen Kontrollgruppe (Ko-) ist die IL-10-mRNA-Expression polytraumatisierter Patienten 12h,
24h und 48h signifikant erhoht.

Tab. 7: IL-10 mRNA-Expression in Granulozyten: Gesamtkollektiv

MW=+SEM A 6h 12h 24h 48h 72h

Patienten: n=20 1,88+044 12,0+£2,04 27,2+103 68,3+28,6 148+84,3 129+66,3
* p<0,05 im SNK-Test A vs. 6-72h; # p<0,045 im U-Test 12h, 24h, 48h vs. Ko-
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4.4.2.3 IL-10-mRNA-Expression in Granulozyten: Einteilung nach der
Verletzungsschwere

Die Unterteilung des Patientenkollektivs nach der Verletzungsschwere und dem damit
verbundenen NISS in eine Gruppe mit mehr und eine Gruppe mit weniger als 41 NISS
Punkten, zeigt innerhalb beider Gruppen eine signifikante Expressionssteigerung 6, 12, 24, 48
und 72 Stunden nach Trauma bezogen auf den initialen Wert A bei Krankenhausaufnahme
(p<0,05 im Student-Newman-Keuls-Test) Des Weiteren ist die IL-10-mRNA-Expression der
Patienten mit einem NISS<41 zum initialen Zeitpunkt A, 24, 48 und 72 Stunden nach Trauma
signifikant hoher als die der schwerer verletzten Patienten mit einem NISS>41 (p<0,048 im
Mann-Whitney-U-Test). Die Messwerte sind in Tab. 8 zusammengefasst und in Abb. 10

graphisch dargestellt.

51



Abb. 10:
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Abb. 10 zeigt die IL-10-mRNA-Expression in Granulozyten polytraumatisierter Patienten unterteilt
nach der Verletzungsschwere, sowie bei Normalprobanden nativ (Ko-) und LPS-stimuliert (LPS). Im
Verlauf steigt die Expression in beiden Gruppen signifikant gegeniiber dem initialen Wert A bei
Krankenhausaufnahme an. Die IL-10-mRNA-Expression zum Zeitpunkt A, 24, 48 und 72 Stunden nach

Trauma ist bei den schwerer verletzten Patienten signifikant niedriger als bei leichter Verletzten.

Tab. 8: IL-10 mRNA-Expression in Granulozyten unterteilt nach der Verletzungsschwere

MW=+SEM A 6h 12h 24h 48h 72h
NISS<4:n=9 3,02+0,81 123+356 474+214 130,2+57,8 209+160 241 +138
* * * * *
NISS>41:n=11 095+0,25 11,8246 10,6+x2,61 17,7+8,46 98,6+84,8 37,4+290
# * * * 4 * 4 * 4

* p<0,05 im SNK-Test A vs. 6-72h; # p<0,048 im U-Test NISS < 41 vs. NISS > 41
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4.4.2.4 1L-10-mRNA-Expression in Granulozyten: Einteilung nach dem
Outcome

Die Einteilung des Patientenkollektivs nach dem klinischen Outcome in Uberlebende und
Verstorbene innerhalb von 90 Tagen nach Trauma ist in Abb. 11 dargestellt. Die IL-10-
Expression beider Gruppen steigt im Verlauf des Beobachtungszeitraumes an. In der Gruppe
der Uberlebenden ist der 6, 12, 24, 48 und 72-Stundenwert signifikant gegeniiber dem
initialen Wert A bei Klinikaufnahme erhoht (*p<0,05 im Student-Newman-Keuls-Test). In
der Gruppe der Uberlebenden ist die IL-10-mRNA-Expression 24, 48 und 72 Stunden nach
Trauma signifikant gegeniiber der nativen Kontrollgruppe (Ko-) erhoht (p<0,04 Mann-

Whitney-U-Test). Die Messwerte sind in Tab. 9 zusammengefasst.
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Abb. 11:
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Abb. 11 zeigt die granulozytdre IL-10-mRNA-Expression polytraumatisierter Patienten, unterteilt nach
dem klinischen Outcome in Uberlebende (n=16) und Verstorbene (n=4) 90 Tage nach Trauma, sowie
native (Ko-) und LPS stimulierte (LPS) Normalprobanden (n=5). In beiden Gruppen steigt die
Expression gegeniiber dem initialen Wert bei Klinikaufnahme A an. In der Gruppe der Uberlebenden
ist die IL-10-Expression 6, 12, 24, 48 und 72 Stunden nach Trauma signifikant gegeniiber dem
Ausgangswert erhoht. Die Uberlebenden zeigen im Vergleich zur nativen Kontrollgruppe 24, 48 und

72 Stunden nach Trauma eine signifikant erhohte IL-10-mRNA-Expression.
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Tab. 9: IL-10-mRNA-Expression in Granulozyten unterteilt nach dem Outcome in Uberlebende und

Verstorbene

MW+SEM A 6h 12h 24h 48h 72h

iiberlebt: n=16 1,91+0,52 10,7+231 29,7+12,7 69,8+352 119,7+91,6 139+814
e * * 4 * 4 * 4

verstorben: n=4 1,75+0,88 17,2+3,776 169+850 624+329 263+227 90,1 £79,0

* p<0,05 im SNK-Test A vs. 6-72h; # p<0,04 im U-Test iiberlebt 24h, 48h, 72h vs.Ko-

4.5 STAT3-mRNA-Expression in Monozyten und Granulozyten

polytraumatisierter Patienten

4.5.1 STAT3-mRNA-Expression in Monozyten

4.5.1.1 STAT3-mRNA-Expression in Monozyten: Kontrollen

Die STAT3-mRNA Expression in nativen Monozyten der gesunden Probanden betrug
5175£1000 (MW+SEM) pro 50ng eingesetzte RNA. Nach artifizieller Stimulation mit LPS
fiel diese auf 3560+885 (MW=SEM) ab. Diese Ergebnisse sind in den folgenden Graphen als

Negativkontrolle (Ko-) und LPS dargestellt.

4.5.1.2 STAT3-mRNA-Expression in Monozyten polytraumatisierter
Patienten: Gesamtkollektiv

Die STAT3-mRNA-Expression in Monozyten ist in Abb. 12 dargestellt. Das
Expressionsmaximum lag bei 6 Stunden nach Trauma und fiel anschlieBend wieder leicht ab.
Diese Unterschiede waren statistisch nicht signifikant. Die Werte sind in Tab. 10

zusammengefasst.
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Abb. 12:
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Abb. 12 zeigt die STAT3-mRNA-Expression in Monozyten. Das Expressionsmaximum liegt bei 6

Stunden nach Trauma und fillt im Anschluss wieder ab.

Tab. 10: STAT3-mRNA-Expression in Monozyten, Gesamtkollektiv

MW+SEM A 6h 12h 24h 48h 72h

Patienten: n=20 6338 +1765 7511 +£1703 5657 +1124 6815+1761 7102+1029 7965 * 1549
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4.5.1.3 STAT3-mRNA-Expression in Monozyten polytraumatisierter
Patienten: Einteilung nach der Verletzungsschwere

Die Unterteilung der STAT3-mRNA-Expression anhand der Verletzungsschwere ist in
Abb.13 dargestellt. Es sind keine eindeutigen Unterschiede zu erkennen. Die Werte sind in

Tab. 11 zusammengefasst.
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Abb. 13 zeigt die STAT3-mRNA-Expression in Monozyten polytraumatisierter Patienten. Es sind keine

eindeutigen Gruppenunterschiede zu erkennen.

Tab. 11: STAT3-mRNA-Expression in Monozyten unterteilt nach der Verletzungsschwere

MW=+SEM A 6h 12h 24h 48h 72h

NISS <4:n=9 6713 £2251 8923 £2368 6169 +1199 5714+1573 7793 £1154 10598+2895

NISS >41:n=11 6031 £2725 6357 £2459 5238 £1840 7715+2985 6537 +1648 5811 +1330
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4.5.1.4 STAT3-mRNA-Expression in Monozyten polytraumatisierter
Patienten: Einteilung nach dem OQutcome

In Abb. 14 sind die STAT3-mRNA-Expressionswerte nach dem klinischen Outcome in
Uberlebende und Verstorbene innerhalb von 90 Tagen nach Trauma unterteilt. Zwischen den

beiden Gruppen gibt es keine eindeutigen Unterschiede. In Tab. 12 sind diese Werte

zusammengefasst.
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Abb. 14 zeigt die STAT3-mRNA-Expression in Monozyten polytraumatisierter Patienten unterteilt nach
dem klinischen Outcome 90 Tage nach Trauma in Uberlebende und Verstorbene. Es zeigten sich keine

eindeutigen Unterschiede.
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Tab. 12: STAT3-mRNA-Expression in Monozyten unterteilt nach dem Outcome in Uberlebende und

Verstorbene

MW+SEM A 6h 12h 24h 48h 72h

iberlebt: n=16 5463 £ 1802 7309 £2038 5992 + 1354 7344 +2097 7426 +1250 8446 + 1880

verstorben: n=4 9837 +5352 8323 £2906 4317 +1619 4696 +2886 5806+ 1264 6041 + 1935

4.5.2 STAT3-mRNA-Expression in Granulozyten

4.5.2.1 STAT3-mRNA-Expression in Granulozyten: Kontrollen

Die STAT3-mRNA Expression in nativen Granulozyten der gesunden Probanden betrug
27814+6559 (MW=SEM) pro 50ng eingesetzte RNA. Nach artifizieller Stimulation mit LPS
fiel diese auf 17296£3012 (MW+SEM) ab. Diese Ergebnisse sind in den folgenden Graphen

als Negativkontrolle (Ko-) und LPS dargestellt.

4.5.2.2 STAT3-mRNA-Expression in Granulozyten polytraumatisierter
Patienten: Gesamtkollektiv

Die STAT3-mRNA-Expression in Granulozyten zeigt ein Expressionsmaximum 6 Stunden
nach Trauma, wie in Abb. 15 dargestellt. Der initiale Wert A bei Klinikaufnahme sowie die
Messwerte 12, 24, 48 und 72 Stunden nach Trauma sind signifikant niedriger (p<0,05 im

Student-Newman-Keuls-Test). Die Werte sind in Tab. 13 zusammengefasst.
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Abb. 15:
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Abb. 15 zeigt die STAT3-mRNA-Expression in Granulozyten polytraumatisierter Patienten (n=20)
sowie gesunder Normalprobanden (n=5). 6 Stunden nach erlittenem Polytrauma kommt es zu einer
maximalen STAT3-mRNA-Expression. Dieser Wert ist gegeniiber den anderen Messzeitpunkten

signifikant erhoht.

Tab. 13: STAT- mRNA-Expression in Granulozyten: Gesamtkollektiv

MW=+SEM A 6h 12h 24h 48h 72h
Patienten: 15832 + 24378 £ 18567 + 18494 + 20422 17167 £
n=20 2380 4016 2719 2704 2548 2704
k) * * k) k)

* p<0,05 im SNK-Test A, 12-72h vs. 6h
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4.5.2.3 STAT3-mRNA-Expression in Granulozyten polytraumatisierter
Patienten: Einteilung nach der Verletzungsschwere

Die STAT3-mRNA-Expression in Granulozyten polytraumatisierter Patienten unterteilt nach
der Verletzungsschwere in eine Gruppe mit einem NISS von weniger als 41 Punkten und in
eine Gruppe mit einem NISS von 41 Punkten und mehr, ergibt bei den schwerer verletzten
Patienten eine niedrigere STAT3-Expression zu allen Abnahmezeitpunkten, wie in Abb. 16
dargestellt. In beiden Gruppen liegt das Expressionsmaximum bei 6 Stunden nach Trauma.
Diese Ergebnisse waren nicht statistisch signifikant. Die Werte sind in Tab. 14

zusammengefasst.
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Abb. 16:
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Abb. 16 zeigt die STAT3-mRNA-Expression in Granulozyten polytraumatisierter Patienten unterteilt
nach der Verletzungsschwere, sowie von gesunden Normalprobanden (n=5) nativ (Ko-) und LPS
stimuliert (LPS). Schwerer verletzte Patienten haben zu allen Abnahmezeitpunkten eine niedrigere

STAT3-mRNA-Expression als die leichter verletzten Patienten.

Tab. 14: STAT3-mRNA-Expression in Granulozyten unterteilt nach der Verletzungsschwere

MW=+SEM A 6h 12h 24h 48h 72h

NISS < 4: 19555 + 29396 + 23891 £ 22403 £ 23367 £ 21455 £
n=9 4042 7466 4360 4757 3640 4781

NISS >41: 12786 20274 + 14210 + 15295 + 2860 + 13659 +
n=11 2609 3933 2981 2860 3529 2749
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4.5.2.4 STAT3-mRNA-Expression in Granulozyten polytraumatisierter
Patienten: Einteilung nach dem OQutcome

Eine Unterteilung des Patientenkollektivs nach dem klinischen Outcome innerhalb von 90
Tagen nach Trauma in Uberlebende und Verstorbene ergibt initial bei Klinikaufnahme eine
niedrigere STAT3-mRNA-Expression in der Gruppe der Verstorbenen, wie in Abb. 17
dargestellt. Im weiteren Verlauf ist die Expression im Vergleich zur Gruppe der Uberlebenden
erhoht. Beide Gruppen haben ihr Expressionsmaximum 6 Stunden nach Trauma. Diese
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant. Die Messwerte sind in Tab. 15

zusammengefasst.
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Abb. 17 zeigt die STAT3-mRNA-Expression in Granulozyten polytraumatisierter Patienten unterteilt
nach dem klinischen Outcome innerhalb von 90 Tagen nach Trauma in Uberlebende (n=16) und
Verstorbene (n=4), sowie von gesunden Normalprobanden (n=5) nativ (Ko-) und LPS stimuliert
(LPS). Zum initialen Zeitpunkt A bei Klinikaufnahme ist die Expression der Verstorbenen niedriger als
die der Uberlebenden. Im weiteren Verlauf ist die Expression zu den Zeitpunkten 6-72 Stunden hoher
als bei den Uberlebenden.

Tab. 15: STAT3-mRNA-Expression in Granulozyten unterteilt nach dem Outcome in Uberlebende und

Verstorbene
MW+SEM A 6h 12h 24h 48h 72h
16593 + 21538 + 16152 + 17654 + 19374 + 16777 +
iiberlebt: n=16 2868 3855 2788 2736 2961 3279
verstorben: 12788 + 35740 + 28225 + 21853 + 24615 + 18728 +
n=4 3308 1263 6310 8783 4783 3935
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4.6 SOCS1-mRNA-Expression in Monozyten wund Granulozyten

polytraumatisierter Patienten

4.6.1 SOCS1-mRNA-Expression in Monozyten

4.6.1.1 SOCS1-mRNA-Expression in Monozyten: Kontrollen

Die SOCS1-mRNA Expression in nativen Monozyten der gesunden Probanden betrug 61+5,0
(MW+SEM) pro 50ng eingesetzte RNA. Nach artifizieller Stimulation mit LPS stieg diese
signifikant auf 3147+203 (MW+SEM) an (p<0,016 im U-Test). Diese Ergebnisse sind in den

folgenden Graphen als Negativkontrolle (Ko-) und LPS dargestellt.

4.6.1.2 SOCS1-mRNA-Expression in Monozyten polytraumatisierter
Patienten: Gesamtkollektiv

In Abb. 18 ist die Expression der SOCS1-mRNA in Monozyten dargestellt. Die Werte

zeigten initial zum Zeitpunkt A die hochste Expression, die im weiteren Verlauf leicht abfillt.

Diese Ergebnisse sind statistisch nicht signifikant. Die SOCS1-mRNA-Expression der LPS

stimulierten Kontrollgruppe ist gegeniiber der nativen Kontrollgruppe signifikant erhoht

(p<0,008 im Mann-Whitney-U-Test). Die Werte sind in Tab. 16 zusammengefasst.
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Abb. 18 zeigt die mRNA-Expression von SOCS1 in Monozyten polytraumatisierter Patienten (n=20)
und von Normalprobanden (n=>5) nativ (Ko-) und LPS-stimuliert (LPS). Die mRNA-Expression ist zum
initialen Zeitpunkt A bei Klinikaufnahme am hochsten und fillt wihrend des Beobachtungszeitraumes
leicht ab. Die Expression der LPS-stimulierten Kontrollgruppe ist gegeniiber der nativen

Kontrollgruppe signifikant erhoht.

Tab. 16: SOCS-mRNA-Expression in Monozyten: Gesamtkollektiv

MW=+SEM A 6h 12h 24h 48h 72h

Patienten: n=20 94,7+20,1 83,7+42,2 81,6+34,5 62,1+15,0 60,1+13,0 63,4+18,0
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4.6.1.3 SOCS1-mRNA-Expression in Monozyten polytraumatisierter
Patienten: Einteilung nach der Verletzungsschwere

Die Einteilung des Patientenkollektivs nach der Verletzungsschwere und dem damit
verbundenen NISS in eine Gruppe mit weniger als 41 NISS-Punkten und eine Gruppe mit 41
NISS-Punkten und mehr ist in Abb. 19 dargestellt. Es zeigt sich eine niedrigere SOCS1-
mRNA-Expression der schwerer verletzten Patienten. Die Expression sinkt bis zum Zeitpunkt
6 Stunden nach Trauma und steigt im weiteren Beobachtungszeitraum wieder auf etwa den
Ausgangswert an. In der Gruppe der leichter Verletzten steigt die SOCS1-Expression bis zum
Sechsstundenzeitpunkt an und sinkt im Anschluss unter das Niveau des initialen Wertes A bei
Klinikaufnahme. Diese Werte waren nicht signifikant. Die SOCS1-Expressionswerte in LPS-
stimulierten Monozyten von Normalprobanden waren signifikant hoher als die der nativen
Kontrollgruppe (p<0,008 im Mann-Whitney-U-Test). Die Werte sind in Tab. 17

zusammengefasst.
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Abb. 19:
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Abb. 19 zeigt die mRNA-Expression von SOCSI1 in Monozyten polytraumatisierter Patienten unterteilt
nach der Verletzungsschwere und dem damit verbundenen NISS, sowie von Probanden (n=5) nativ
(Ko-) und LPS-stimuliert (LPS). Es zeigt sich eine niedrigere SOCSI1-mRNA-Expression der schwerer
Verletzten im Vergleich zu den leichter Verletzten. Das Expressionsmaximum der schwerer Verletzten
liegt, wie das Expressionsminimum der leichter Verletzten, jeweils beim Sechsstundenwert. Die
Expression der LPS-stimulierten Kontrollgruppe ist gegeniiber der nativen Kontrollgruppe signifikant

erhoht.
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Tab. 17: SOCS1-mRNA-Expression in Monozyten unterteilt nach der Verletzungsschwere

MW+SEM A 6h 12h 24h 48h 72h

NISS < 4: n=9 1179 +31,8 1472+91,4 120,0+754 71,6+244 74,7 +£22,2 63,6 £20,4

NISS >41:n=11 75,7+254 31,8+9.8 50,2+ 13,0 543+194  48,1+152  63,3+29,0

4.6.1.4 SOCS1-mRNA-Expression in Monozyten polytraumatisierter
Patienten: Einteilung nach dem OQutcome

Die Unterteilung des Patientenkollektivs nach dem klinischen Outcome 90 Tage nach Trauma
in Patienten, die das Trauma iberlebten und Patienten, die verstarben, ist in Abb. 20
dargestellt. Innerhalb der Gruppe der Verstorbenen besteht initial zum Zeitpunkt A bei
Klinikaufnahme die hochste SOCS1-Expression, die bis 24 Stunden nach Trauma abfillt. 48
Stunden nach Trauma besteht eine erneute Zunahme der Expression, 72 Stunden nach Trauma
kommt es zu einem erneuten Expressionsriickgang. Die SOCS1-Expression 72 Stunden nach
Trauma ist in der Gruppe der Verstorbenen signifikant niedriger als zu den Messzeitpunkten
A bis 48 Stunden (p<0,05 im Student-Newman-Keuls-Test). Die Expression 48 Stunden nach
Trauma ist im Vergleich zu den Uberlebenden signifikant hoher (p=0,033 im Mann-Whitney-
U-Test). In der Gruppe der Uberlebenden bestehen keine eindeutigen Unterschiede der
Expression wihrend des Beobachtungszeitraumes. Die Werte sind in Tab. 18

zusammengefasst.
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Abb. 20 zeigt die mRNA-Expression von SOCS1 in Monozyten polytraumatisierter Patienten unterteilt
nach dem klinischem Outcome 90 Tage nach Trauma in Verstorbene (n=4) und Uberlebende (n=16),
sowie von Normalprobanden (n=35) nativ (Ko-) und LPS.stimuliert (LPS). Die SOCSI-Expression 72
Stunden nach Trauma ist in der Gruppe der Verstorbenen signifikant niedriger als zu den iibrigen
Messzeitpunkten. Die Expression 48 Stunden nach Trauma ist im Vergleich zu den Uberlebenden
signifikant hoher. Die Expression der LPS-stimulierten Kontrollgruppe ist gegeniiber der nativen

Kontrollgruppe signifikant erhoht.
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Tab. 18: SOCS1-mRNA-Expression in Monozyten unterteilt nach dem Outcome in Uberlebende und

Verstorbene

MW+SEM A 6h 12h 24h 48h 72h

iiberlebt: n=16  76,7+20,1 88,4+£52,6 856+429 70,7+18,1 4721277 73,0+21,8

verstorben: n=4  166,5 +50,3 65,1 £32,5 65,7+25,0 275+9,2 111,5+32,6 25,2+10,6

* * * * * #

* p<0,05 im SNK-Test verstorben 72h vs. A-48h; # p<0,033 im U-Test iiberlebt vs.verstorben

4.6.2 SOCS1-mRNA-Expression in Granulozyten

4.6.2.1 SOCS1-mRNA-Expression in Granulozyten: Kontrollen

Die SOCSI-mRNA-Expression in nativen Granulozyten der gesunden Probanden betrug
778187 (MW=SEM) pro 50ng eingesetzter RNA. Nach artifizieller Stimulation mit LPS fiel
diese auf 399+84 (MW=SEM) ab. Diese Ergebnisse sind in den folgenden Graphen als

Negativkontrolle (Ko-) und LPS dargestellt..

4.6.2.2 SOCS1-mRNA-Expression in Granulozyten polytraumatisierter
Patienten: Gesamtkollektiv

In Abb. 21 sind die Ergebnisse der SOCSI-mRNA-Messungen in Granulozyten
polytraumatisierter Patienten und von Normalprobanden nativ und LPS-stimuliert dargestellt.
Die initiale Expression zum Zeitpunkt A bei Klinikaufnahme war signifikant gegeniiber den
darauffolgenden Zeitpunkten 6, 12, 24, 48 und 72 Stunden erhoht (p<0,05 im Student-
Newmann-Keuls-Test). Des Weiteren war die Expression aller Messzeitpunkte signifikant
niedriger als die der gesunden Kontrollgruppe (p<0,004 im Mann-Whitney-U-Test). Die

Werte sind in Tab. 19 zusammengefasst.
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Abb. 21 zeigt die SOCS1-mRNA-Expression in Granulozyten polytraumatisierter Patienten (n=20) und
von Normalprobanden (n=5) nativ (Ko-) und LPS-stimuliert (LPS). Die initiale Expression zu
Zeitpunkt A bei Klinikaufnahme war signifikant gegeniiber den darauffolgenden Zeitpunkten 6, 12, 24,
48 und 72 Stunden erhoht. Die SOCSI-Expression der Patienten war zu allen Messzeitpunkten

signifikant niedriger als die der gesunden Kontrollgruppe.

Tab. 19: SOCSI-mRNA-Expression in Granulozyten: Gesamtkollektiv

MW+SEM A 6h 12h 24h 48h 72h

Patienten: n=20 232,5+£48,2 858%179 775+£155 112,6+33,7 13577+40,6 111,1+19,0
# *H# *# *H# *# *#

* p<0,05 im SNK-Test A vs. 6-72h; # p<0,004 im U-Test A-72h vs. Ko-
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4.6.2.3 SOCS1-mRNA-Expression in Granulozyten polytraumatisierter
Patienten: Einteilung nach der Verletzungsschwere

Die SOCS1-mRNA-Expression in Granulozyten polytraumatisierter Patienten unterteilt nach
der Verletzungsschwere und dem damit verbundenen NIS-Score in eine Gruppe mit weniger
als 41 NISS Punkten und eine Gruppe mit 41 oder mehr NISS-Punkten, sowie von
Normalprobanden nativ und LPS-stimuliert sind in Abb. 22 dargestellt. In beiden Gruppen
war die initiale Expression zum Zeitpunkt A bei Klinikaufnahme signifikant gegeniiber den
darauffolgenden Zeitpunkten 6, 12, 24, 48 und 72 Stunden erhoht (p<0,05 im Student-
Newmann-Keuls-Test). Des Weiteren war innerhalb beider Gruppen die SOCSI-mRNA-
Expression aller Messzeitpunkte signifikant niedriger als die der gesunden Kontrollgruppe
(p<0,016 im Mann-Whitney-U-Test). Zwischen leichter und schwerer Verletzten bestanden

keine eindeutigen Unterschiede. Die Werte sind in Tab. 20 zusammengefasst.
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Abb. 22:
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Abb. 22 zeigt die SOCSI-mRNA-Expression in Granulozyten polytraumatisierter Patienten unterteilt

nach der Verletzungsschwere, sowie von Normalprobanden (n=5) nativ (Ko-) und LPS-stimuliert

(LPS). In beiden Gruppen war die initiale Expression zum Zeitpunkt A bei Klinikaufnahme signifikant

gegeniiber den darauffolgenden Zeitpunkten erhoht. Die SOCSI-Expression der Patienten war in

beiden Gruppen zu allen Messzeitpunkten signifikant niedriger als die der gesunden Kontrollgruppe.

Tab. 20: SOCS1-mRNA-Expression in Granulozyten unterteilt nach der Verletzungsschwere

MW+SEM A 6h 12h 24h 48h 72h
NISS<4:n=9 262,0+874 962+303 623+183 1439+72,0 1355+67,3 106,9+21,1
# *# *# *# *# *#
NISS >41:n=11 208,5+53,8 772+220 899+ 24,1 87,1+19,5 1359+522 114,5+30,8
# *# *H# *# *H# *H#

* p<0,05 im SNK-Test A vs. 6-72h; # p<0,016 im U-Test A-72h vs. Ko-
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4.6.2.4 SOCS1-mRNA-Expression in Granulozyten polytraumatisierter
Patienten: Einteilung nach dem OQutcome

Die Unterteilung des Patientenkollektivs nach dem klinischen Outcome 90 Tage nach Trauma
in Patienten, die das Trauma iiberlebten und Patienten, die verstarben ist in Abb. 23
dargestellt. Innerhalb der Gruppe der Verstorbenen fillt nach dem initialen Zeitpunkt A bei
Klinikaufnahme die SOCS1-Expression bis 24 Stunden nach Trauma ab. 48 Stunden nach
Trauma besteht eine erneute Expressionszunahme, 72 Stunden nach Trauma kommt es zu
einem erneuten Riickgang. In der Gruppe der Uberlebenden besteht zum Zeitpunkt A bei
Klinikaufnahme die hochste Expression, im iibrigen Beobachtungszeitraum 6 bis 72 Stunden
sind die Expressionswerte signifikant niedriger. Im Student-Newman-Keuls-Test besteht eine
Signifikanz von p<0,05. In beiden Gruppen ist die SOCSI1-Expression zu allen
Messzeitpunkten signifikant niedriger als die der gesunden Kontrollgruppe. Im Mann-
Whitney-U-Test besteht eine Signifikanz von p=0,016. Die Werte sind in Tab. 21

zusammengefasst.
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Abb. 23:
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Abb. 23 zeigt die mRNA-Expression von SOCSI in Granulozyten polytraumatisierter Patienten

unterteilt nach dem klinischem Outcome 90 Tage nach Trauma in Verstorbene (n=4) und Uberlebende

(n=16), sowie Normalprobanden (n=5) nativ (Ko-) und LPS-stimuliert (LPS). In der Gruppe der

Uberlebenden besteht zum Zeitpunkt A bei Klinikaufnahme die signifikant hochste Expression. In

beiden Gruppen ist die SOCSI-Expression zu allen Messzeitpunkten signifikant niedriger als die der

gesunden Kontrollgruppe (Ko-)

Tab. 21: SOCS1-mRNA-Expression in Granulozyten unterteilt nach dem Qutcome in Uberlebende und

Verstorbene
MW+SEM A 6h 12h 24h 48h 72h
uiberlebt: n=16 251,6 £59,2 85,4 +21,5 83,4+18,5 123,9+41,2 1259+38,6 118,7+21,7
# *H *H *H *H *
verstorben: n=4 156,8 + 31,7 87,3 +29,3 53,8 +24,4 67,6 +323 175,2+147,4 80,7 +39,5
# # # # # #

* p<0,05 im SNK-Test A vs. 6-72h; # p<0,016 im U-Test A-72h vs. Ko-
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4.7 SOCS3-mRNA-Expression in Monozyten und Granulozyten

polytraumatisierter Patienten

4.7.1 SOCS3-mRNA-Expression in Monozyten

4.7.1.1 SOCS3-mRNA-Expression in Monozyten: Kontrollen

Die SOCS3-mRNA Expression in nativen Monozyten der gesunden Probanden betrug
980+353 (MW+SEM) pro 50ng eingesetzter RNA. Nach artifizieller Stimulation mit LPS
stieg diese signifikant auf 7981+1993 (MW+SEM) an (p<0,016 im U-Test). Diese Ergebnisse

sind in den folgenden Graphen als Negativkontrolle (Ko-) und LPS dargestellt.

4.7.1.2 SOCS3-mRNA-Expression in Monozyten polytraumatisierter
Patienten: Gesamtkollektiv

Die mRNA-Expression von SOCS3 in Monozyten ist in Abb. 24 dargestellt. Das
Expressionsmaximum liegt im initialen Wert A bei Klinikaufnahme. Im Verlauf fillt die
Expression bis 12 Stunden nach Trauma ab und steigt im Anschluss wieder an. Die
Messergebnisse zu den Zeitpunkten A, 6, 24, 48 und 72 Stunden nach Trauma sind signifikant
hoher als der Zwolfstundenwert (p<0,05 im Student-Newman-Keuls-Test). Die SOCS3-
Expression der nativen Kontrollgruppe (Ko-) ist signifikant niedriger als die der LPS-
stimulierten Kontrollgruppe (p=0,002 im Mann-Whitney-U-Test). Die Werte sind in Tab. 22

zusammengefasst.
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Abb. 24:
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Abb. 24 zeigt die SOCS3-mRNA-Expression in Monozyten polytraumatisierter Patienten (n=20) und
von Normalprobanden (n=5) nativ (Ko-) und LPS stimuliert (LPS). Die Expression 12 Stunden nach
Trauma ist gegeniiber den iibrigen Messzeitpunkten signifikant niedriger. Die Gruppe der nativen

Normalprobanden zeigt eine signifikant niedrigere Expression als nach LPS-Stimulation.

Tab. 22: SOCS3-mRNA-Expression in Monozyten, Gesamtkollektiv

MW+SEM A 6h 12h 24h 48h 72h

Patienten: n=20 6991 £2386 1875567 1442 +473 2607 £830 2221+623 3034 £840

* * * * *

* p<0,05 im SNK-Test 12h vs. A, 6h, 24-72h
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4.7.1.3 SOCS3-mRNA-Expression in Monozyten polytraumatisierter
Patienten: Einteilung nach der Verletzungsschwere

Die SOCS3-mRNA-Expression in Monozyten polytraumatisierter Patienten unterteilt nach
der Verletzungsschwere und dem damit verbundenen NISS-Score in eine Gruppe mit weniger
als 41 NISS Punkten und eine Gruppe mit 41 und mehr NISS Punkten, sowie von
Normalprobanden nativ und LPS-stimuliert sind in Abb. 25 dargestellt. In beiden Gruppen ist
die initiale Expression zum Zeitpunkt A bei Klinikaufnahme gegeniiber den darauffolgenden
Zeitpunkten 6, 12, 24, 48 und 72 Stunden erhoht. In der Gruppe der schwerer verletzten
Patienten ist die SOCS3-Expression innerhalb der ersten 12 Stunden nach Trauma niedriger
als in der Gruppe der leichter verletzten Patienten. Diese Unterschiede waren nicht
signifikant. Die SOCS3-Expression der nativen Normalprobanden war nach LPS-Stimulation
signifikant niedriger (p=0,016 im Mann-Whitney-U-Test). Die Werte sind in Tab. 23

zusammengefasst.
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Abb. 25:
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Abb. 25 zeigt die mRNA-Expression von SOCS3 in Monozyten polytraumatisierter Patienten unterteilt
nach der Verletzungsschwere, sowie von Normalprobanden nativ (Ko-) und LPS-stimuliert (LPS). In
beiden Gruppen ist die initiale Expression zu Zeitpunkt A bei Klinikaufnahme gegeniiber den
darauffolgenden Zeitpunkten 6, 12, 24, 48 und 72 Stunden erhoht. In der Gruppe der schwerer
verletzten Patienten ist die SOCS3-Expression innerhalb der ersten 12 Stunden nach Trauma niedriger
als in der Gruppe der leichter verletzten Patienten. Die SOCS3-Expression der nativen

Normalprobanden (Ko-) ist im Vergleich nach LPS-Stimulation (LPS) signifikant niedriger.

Tab. 23: SOCS3-mRNA-Expression in Monozyten unterteilt nach der Verletzungsschwere

MW+SEM A 6h 12h 24h 48h 72h

NISS <4:n=9 9451 +£4571 2328+978 2164 +911 2515+1308 30141137 3537 +1200

NISS >41:n=11 4979 +£2258 1505+674 852+391 26821122 1572+632 2622+ 1207
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4.7.1.4 SOCS3-mRNA-Expression in Monozyten polytraumatisierter
Patienten: Einteilung nach dem OQutcome

Die Unterteilung des Patientenkollektivs nach dem klinischen Outcome 90 Tage nach Trauma
in Patienten, die das Trauma iiberlebten und Patienten, die verstarben, ist in Abb. 26
dargestellt. Zum initialen Zeitpunkt A bei Klinikaufnahme ist die SOCS3-mRNA-Expression
der verstorbenen Patienten signifikant hoher als die der iiberlebenden Patienten (p=0,042 im
Mann-Whitney-U-Test). Im iibrigen Beobachtungszeitraum sind die Werte niedriger als zum
initialen Zeitpunkt A, jedoch ohne deutlichen Unterschied zwischen den beiden Gruppen. 72
Stunden nach Traum ist die SOCS3-mRNA-Expression der Verstorbenen hoher als die der
Uberlebenden. Diese Unterschiede waren nicht signifikant. Die SOCS3-Expression der
nativen Normalprobanden war im Vergleich nach LPS-Stimulation signifikant niedriger

(p=0,016 im Mann-Whitney-U-Test). Die Werte sind in Tab. 24 zusammengefasst.
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Abb. 26:
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Abb. 26 zeigt die mRNA-Expression von SOCS3 in Monozyten polytraumatisierter Patienten unterteilt
nach dem klinischem Outcome 90 Tage nach Trauma in Verstorbene (n=4) und Uberlebende (n=16),
sowie von Normalprobanden (n=>5) nativ (Ko-) und LPS-stimuliert (LPS). Zum initialen Zeitpunkt A
bei Klinikaufnahme ist die SOCS3-mRNA-Expression der verstorbenen Patienten signifikant hoher als
die der iiberlebenden Patienten. Im iibrigen Beobachtungszeitraum sind die Werte niedriger als zum
initialen Zeitpunkt A, jedoch ohne deutlichen Unterschied zwischen den beiden Gruppen. 72 Stunden
nach Trauma ist die SOCS3-mRNA-Expression der Verstorbenen hoher als die der Uberlebenden. Die
SOCS3-Expression der nativen Normalprobanden (Ko-) ist im Vergleich nach LPS-Stimulation (LPS)

signifikant niedriger.
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Tab. 24: SOCS3-mRNA-Expression in Monoozyten unterteilt nach dem Outcome

MW+SEM A 6h 12h 24h 48h 72h

iiberlebt: n=16 5349 £2644 1737691 1500 +557 2687 +1017 2208 +£735 2300+ 700

verstorben: n=4 1356144747 2426+713 1211+932 2285+1051 2273+ 1211 5967 +2990
#

# p=0,042 im U-Test iiberlebende Patienten vs. verstorbene Patienten

4.7.2 SOCS3-mRNA-Expression in Granulozyten

4.7.2.1 SOCS3-mRNA-Expression in Granulozyten: Kontrollen

Die SOCS3-mRNA Expression in nativen Granulozyten der gesunden Probanden betrug
6660+1624 (MW=£SEM) pro 50ng eingesetzte RNA. Nach artifizieller Stimulation mit LPS
fiel diese auf 3510769 (MW=SEM) ab. Diese Ergebnisse sind in den folgenden Graphen als

Negativkontrolle (Ko-) und LPS dargestellt.

4.7.2.2 SOCS3-mRNA-Expression in Granulozyten polytraumatisierter
Patienten: Gesamtkollektiv

Die SOCS3-mRNA-Expression in Granulozyten ist in Abb. 27 dargestellt. Das
Expressionsmaximum liegt im initialen Wert A bei Klinikaufnahme. Im Verlauf féllt die
Expression bis 24 Stunden nach Trauma ab und steigt anschlieBend wieder leicht an. Die

Unterschiede waren statistisch nicht signifikant. Die Werte sind in Tab. 25 zusammengefasst.

83



Abb. 27:
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Abb. 27 zeigt die SOCS3-mRNA-Expression in Granulozyten polytraumatisierter Patienten (n=20) und
von Normalprobanden (n=35) nativ (Ko-) und LPS-stimuliert (LPS. Die mRNA-Expression ist zum
initialen Zeitpunkt A bei Klinikaufnahme am hochsten, fillt bis 24 Stunden nach Trauma ab und steigt

anschlieflend wieder leicht an.

Tab. 25: SOCS3-mRNA-Expression in Granulozyten: Gesamtkollektiv

MW+SEM A 6h 12h 24h 48h 72h

25161 + 10722 + 6755 + 6021 + 8886 + 11358 +

Patienten: n=20 5375 3009 1911 1571 2256 4747
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4.7.2.3 SOCS3-mRNA-Expression in Granulozyten polytraumatisierter

Patienten: Einteilung nach der Verletzungsschwere

Die SOCS3-mRNA-Expression in Granulozyten polytraumatisierter Patienten unterteilt nach
der Verletzungsschwere und dem damit verbundenen NISS-Score in eine Gruppe mit weniger
als 41 NISS Punkten und eine Gruppe mit 41 und mehr NISS Punkten, sowie von
Normalprobanden nativ und LPS-stimuliert sind in Abb. 28 dargestellt. In beiden Gruppen
war die initiale Expression zu Zeitpunkt A bei Klinikaufnahme gegeniiber den
darauffolgenden Zeitpunkten 6, 12, 24, 48 und 72 Stunden erhoht und fiel bis 24 Stunden
nach Trauma ab. Im Anschluss kam es zu einem leichten Expressionsanstieg. Die leichter
verletzten Patienten hatten initial eine hohere SOCS3-mRNA-Expression als die schwerer
Verletzten. Die Unterschiede waren statistisch nicht signifikant. Die Werte sind in Tab. 26

zusammengefasst.
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Abb. 28:
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Abb. 28 zeigt die SOCS3-mRNA-Expression in Granulozyten polytraumatisierter Patienten unterteilt
nach der Verletzungsschwere, sowie von Normalprobanden (n=5) nativ (Ko-) und LPS-stimuliert
(LPS). In beiden Gruppen ist die initiale Expression zu Zeitpunkt A bei Klinikaufnahme gegeniiber den
darauffolgenden Zeitpunkten 6, 12, 24, 48 und 72 Stunden erhoht. In der Gruppe der leichter
verletzten Patienten war die SOCS3-Expression initial hoher als bei den schwerer Verletzten. Diese

Unterschiede sind nicht signifikant.

Tab. 26: SOCS3-mRNA-Expression in Granulozyten unterteilt nach der Verletzungsschwere

MW+SEM A 6h 12h 24h 48h 72h

NISS < 4: n=9 3847826120 11191+£5389 9034 £3754 8250 +3013 9262 +2668 11380 +6527

NISS >41:n=11 14265 +7487 10338+3498 4890+1618 4197 £1358 8577 £3592 11341 £7068
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4.7.2.4 SOCS3-mRNA-Expression in Granulozyten polytraumatisierter
Patienten: Einteilung nach dem OQutcome

Die Unterteilung des Patientenkollektivs nach dem klinischen Outcome 90 Tage nach Trauma
in Patienten, die das Trauma iiberlebten und Patienten, die verstarben, ist in Abb. 29
dargestellt. Zum initialen Zeitpunkt A bei Klinikaufnahme ist die SOCS3-mRNA-Expression
beider Gruppen in etwa gleich groB. Im iibrigen Beobachtungszeitraum sind die Werte der
iiberlebenden Patienten deutlich niedriger als die der verstorbenen. 6 Stunden nach Trauma ist
die SOCS3-Expression der verstorbenen Patienten signifikant hoher als die der iiberlebenden

(p=0,042 im Mann-Whitney-U-Test). Die Werte sind in Tab. 27 zusammengefasst.
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Abb. 29:
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Abb. 29 zeigt die mRNA-Expression von SOCS3 in Granulozyten polytraumatisierter Patienten
unterteilt nach dem klinischem Outcome 90 Tage nach Trauma in Verstorbene (n=4) und Uberlebende
(n=16), sowie Normalprobanden (n=>5) nativ (Ko-) und LPS-stimuliert (LPS). Zum initialen Zeitpunkt
A bei Klinikaufnahme ist die SOCS3-mRNA-Expression beider Gruppen in etwa gleich grof3, im
iibrigen Beobachtungszeitraum sind die Werte der iiberlebenden Patienten dann deutlich niedriger als
die der Verstorbenen. 6 Stunden nach Trauma ist die SOCS3-Expression der verstorbenen Patienten

signifikant hoher als die der iiberlebenden.

Tab. 27: SOCS3-mRNA-Expression in Granulozyten unterteilt nach dem Outcome

MW+SEM A 6h 12h 24h 48h 72h

tiberlebt: n=16 25160£14993 8333 £3276 6216 +£2337 5140+ 1697 66142170 9186 +4893

verstorben: n=4 2516518802 2027745828 89102108 9543 £3922 179735708 20046+14257
#

# p=0,042 im U-Test iiberlebende Patienten vs. verstorbene Patienten
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5 Diskussion

Der Korper reagiert auf ein erlittenes Trauma mit einer lokalen und systemischen
Entziindungsreaktion, dem Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS), welches durch
Mediatoren aus dem verletzten, ischdmischen Gewebe angestolen wird. Diese
posttraumatische  Entziindungsreaktion besteht sowohl aus pro- als auch aus
antiinflammatorischen Komponenten und kann zur Entwicklung eines Multiorganversagens
(Multiple Organ Failure, MOF) mit Todesfolge fithren (10). Die Funktionen,
Wirkungsweisen und Regelmechanismen dieses posttraumatischen Entziindungsprozesses
sind sehr komplex und nur teilweise geklart (14;15). In diesem Zusammenhang wurden
unlingst die Signal Transducer And Activator of Transkription (STAT) Proteine identifiziert.
Diese Proteine fungieren als Transkriptionsfaktoren des zellularen Signallings von
inflammatorischen Interleukinen und initiieren unter anderem die Expression der Supressor
Of Cytokine Signalling (SOCS) Proteine. Diese SOCS Proteine haben eine regulierende
Wirkung auf das zelluldre Signalling von inflammatorischen Zytokinen durch Hemmung der
STAT-Proteine im Sinne eines negativen Feedbackloops (58;74;59;60). Fiir STAT3 ist auch
eine autoregulatorische Wirkung iiber eine cAMP vermittelte STAT3-Genaktivierung durch
STAT?3 selbst beschrieben (134).

In dieser Arbeit wurde erstmals die mRNA-Expression der an diesem
Regulationsmechanismus beteiligten Proteine im humanen Organismus in der frithen
posttraumatischen Phase nach schwerem Polytrauma bestimmt. Es wurden das
inflammatorische Interleukin-10, welchem eine wichtige Bedeutung bei der Entstehung der
posttraumatischen Entziindungsreaktion zugeschrieben wird (50;47) und der dazugehorige
Transkriptionsfaktor STAT3 untersucht (63). AuBBerdem wurden die Effektorproteine SOCS1
und SOCS3 gemessen (63;91;87). Die Messungen wurden auf mRNA-Ebene an aus Blut von

polytraumatisierten Patienten isolierten Monozyten und Granulozyten durchgefiihrt. Um eine

89



zeitliche Dynamik in der frithen posttraumatischen Phase aufzudecken, wurde die Expression

nach einem festen Schema zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen.

5.1 Diskussion der Methodik

5.1.1 Studiendesign

Im Studiendesign wurde eine frithe Probengewinnung nach Trauma verankert, da frithere
Untersuchungen zeigten, dass bereits die initiale Phase nach Trauma einen entscheidenden
Einfluss auf die Dysfunktion der humanen Zellen des unspeziefischen Immunsystems hat
(98;99). So konnten Botha et al. zeigen, dass es bei polytraumatisierten Patienten bereits
innerhalb der ersten 6 Stunden nach Trauma zu einer signifikanten Aktivierung von Zellen
des angeborenen Immunsystems kommt (40). Aus diesem Grund wurde die initiale
Blutentnahme innerhalb von maximal 90 Minuten nach Trauma bereits nach Eintreffen im
Schockraum gelegt, gefolgt von standardisierten, zeitlich eng gestaffelten seriellen
Blutentnahmen 6, 12, 24, 48 und 72 Stunden nach Trauma. Aufgrund kurzer Rettungswege in
der Landeshauptstadt Miinchen war ein sehr frilher Zugang zu den schwerverletzten
Patienten, die mit dem Rettungshubschrauber oder bodengebunden in den Schockraum der
Klinik eingeliefert wurden, moglich. Die Entnahme der Blutproben erfolgte im Schockraum
unmittelbar nach der Erfassung und Stabilisierung der Vitalparameter der polytraumatisierten
Patienten (100;101;102). Die Blutentnahmen wurden unmittelbar im Anschluss an die
diagnostisch notwendigen Blutentnahmen oder Zuginge (arterielle Blutdruckmessung, ZVK-
Anlage) durchgefiihrt. Die weiteren seriellen Blutentnahmen erfolgten dann zu den festen
Zeitpunkten auf der Intensivstation oder im Falle operativer Versorgung im Operationssaal.
Bei allen Patienten war somit eine zeitlich und methodisch standardisierte Probengewinnung

gewihrleistet.
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5.1.2 Patientenkollektiv

In diese Studie wurden 20 Polytrauma-Patienten mit einer Verletzungsschwere von mehr als
16 Punkten im New Injury Severity Score, NISS, eingeschlossen, die innerhalb von 90
Minuten nach Trauma den Schockraum der Klinik erreichten. Die Auswahl der Patienten
erfolgte anhand der Verletzungsschwere und nicht nach spezifischen Verletzungsmustern.
Durch diese Auswahl sollte die Untersuchung der Immunreaktion auf ein schweres
Polytrauma sichergestellt werden, und nicht die inflammatorische Reaktion auf einzelne
Verletzungen (103;104). Die Verletzungsschwere, das Alter und die Geschlechterverteilung
dieses Kollektivs entsprechen dem Durchschnitt von Traumapatienten in Mitteleuropa (105).
Die Dokumentation der priklinischen Daten erfolgte entsprechend den Richtlinien der
Europdischen Konsensuskonferenz zur Aufnahme von Daten polytraumatisierter Patienten
(106). Im Gegensatz zu einem hohen Anteil penetrierender Verletzungen, wie in der
nordamerikanischen Literatur beschrieben, handelt es sich bei den Verletzungen in dieser
Arbeit, wie auch vorwiegend im europdischen Raum, um stumpfe Verletzungen durch

Hochrasanztraumen oder Stiirze (4).

Neben den Untersuchungen des Gesamtkollektivs erfolgte eine Einteilung der Patienten nach
der Verletzungsschwere und dem damit verbundnen New Injury Severity Score (NISS) nach
Osler (96). Dieser anatomische Score baut auf dem Injury Severity Score (ISS) auf und
reprasentiert im Gegensatz zu diesem die drei schwersten Verletzungen ohne
Beriicksichtigung  der einzelnen  verletzten  Korperregionen. Die  tatsédchliche
Verletzungsschwere wird somit besser widergespiegelt. In dieser Arbeit erfolgte die
Einteilung des Kollektivs nach dem NISS, da er im Gegensatz zu anderen Scores eine

Einteilung der inhomogenen Gruppe von Polytraumapatienten moglich macht. Es werden
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keine klinischen Parameter wie Blutdruck, Herzfrequenz oder Atemfrequenz, die von bereits
begonnenen Therapien beeinflusst sein konnten, mit einbezogen. Dieser Score ist seit vielen
Jahren anerkannt, ermdéglicht die Klassifikation der Traumaschwere und erlaubt eine Aussage
iber die voraussichtliche Morbiditit und Mortalitédt (107). Aus retrospektiven Untersuchungen
ist bekannt, dass bei hoher Verletzungsschwere nach einem Polytrauma die Inzidenz fiir die
Entwicklung eines posttraumatischen Systemic Inflammatory Respondes Syndrome, SIRS bei
80% und fiir die Entwicklung eines posttraumatischen Multiorganversagens (Multiple Organ
Dysfunktion Syndrome, MODS) bei 85% liegt (108). Zur Unterteilung des Patientenkollektivs

wurde ein NISS von 41 Punkten gewihlt, da dieser Wert den Median représentiert.

5.1.3 Positivkontrolle

In der Literatur wird die Stimulation mit bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS) als starker
inflammatorischer Stimulus auf Monozyten beschrieben, welcher eine Aktivierung der am
JAK/STAT- Regulationsmechanismus beteiligten Mediatoren wie STAT3 und infolge eine
Expressionssteigerung von SOCS1, SOCS3 und IL-10 bewirkt (135;136;137;138). Aus
diesem Grund sollte iiberpriift werden, ob mit dieser Methode eine Expressionsidnderung der
oben genannten Mediatoren durch LPS nachzuweisen ist und ob sich diese mit der in der
Literatur beschriebenen Induktion deckt. Somit konnten LPS-stimulierte Zellen als eine

mogliche Positivkontrolle identifiziert werden.

Die Ergebnisse nach LPS-Stimulation zeiten ein uneinheitliches Bild mit einer Steigerung der
Expression von IL-10 und SOCS1 und einem Riickgang von SOCS3. Die vorbeschriebene
Induktion von SOCS3 konnte in den Messungen folglich nicht bestitigt werden. Ursachen
hierfiir konnten mogliche regulatorische Prozesse sein, die in unserem Versuchsaufbau zum
Tragen kommen. Um der Diskrepanz genauer nachzugehen, wiren weitere Untersuchungen

auf Protein- und Zytokinebene notig. Durch die mRNA-Daten scheint eine Etablierung von
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LPS-stimulierten Monozyten als Positivkontrolle des JAK/STAT-Regulationsmechanismus

auf mRNA-Ebene fraglich.

In Granulozyten konnten Malcolm et al. zeigen, dass es nach LPS-Stimulation nicht zur
Aktivierung des JAK/STAT Systems kommt (139). Die Ergebnisse dieser Studie zeigten
jedoch einen Riickgang der Expression von STAT3, SOCS1 und SOCS3 sowie einen Anstieg
von IL-10 nach LPS-Stimulation von Granulozyten. Unklar ist jedoch, iiber welchen
Mechanismus diese Expressionsidnderung getriggert ist. Um dies zu verfolgen, sind weitere

Untersuchungen, insbesondere auf Proteinebene, notig.

5.1.4 Zellisolation

Um eine hohe Reinheit der isolierten Monozyten und Granulozyten zu erreichen, wurde die
positive immunomagnetische Separationstechnik (MACS) verwendet (109). Andere Autoren
verwendeten zu diesem Zweck die Dichtegradient-Zentrifugation (110;111). Fiir diese
Technik wurde aber eine sehr viel groflere Aktivierung von Immunzellen im Vergleich zu der
MACS-Technik beschrieben (112). Eine weitere Alternative wire die negative
immunomagnetische Separationstechnik gewesen. Der Vorteil dieser Technik ist eine hoch
selektive Separation der Zellen verbunden mit einer geringen Zellaktivierung (113). Die
Ausbeute ist aber erheblich geringer als die der verwendeten MACS-Technik. Somit wiren
pro Messzeitpunkt erheblich hohere Blutvolumina notig, welche aber von Trauma-Patienten
schwer kompensiert werden konnen, da der Blutverlust einer der klinisch determinierenden
Faktoren ist. Aus diesem Grund verwendeten wir die positive immunomagnetische
Separations-Technik, welche mit einem Maximum von 30ml Vollblut pro Probenentnahme
durchfiihrbar ist. Die Reinheit der von uns durchgefiihrten Zellisolation wurde in Studien der
Arbeitsgruppe mittels Durchflusszytometrie kontrolliert und lag bei 95% (141) und 87 + 3%

fiir Monozyten und bei 92 * 4% fiir Granulozyten (142).
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Die Methodik zur nukledren Proteinextraktion (mMRNA und cDNA-Gewinung) wurde schon

mehrmals in der Literatur beschrieben (114;103;115) und ist gut erprobt.

Die Messungen mittles quantitativer RT-PCR wurden mit dem Light Cycler der Firma Roche

durchgefiihrt, es handelt sich um eine vielfach angewandte und gut validierte Methode (116).

5.2 Monozyten

Monozyten sind Zellen des angeborenen Immunsystems und entscheidend an der Entstehung
der posttraumatischen Entziindungsreaktion beteiligt. In der lokalen Traumaantwort werden
sie zum groBten Teil aus Blutmonozyten rekrutiert und wandern infolge chemotaktischer
Signale in das verletzte Gewebe, um dort am Wundheilungsmechanismus durch Debridement
und Sekretion biologischer Substanzen teilzuhaben (6;28). Miiller Kobold et al zeigten eine
vermehrte Aktivierung der Blutmonozyten in Sepsispatienten im Vergleich zu einer gesunden
Kontrollgruppe, wobei eine vergleichsweise verminderte Aktivierung mit einer schlechten
Prognose korrelierte (29). Neben den in dieser Arbeit untersuchten Blutmonozyten spielen
ortstindige Monozyten ebenfalls eine wichtige Rolle in der posttraumatischen
Entziindungsreaktion. Ortstindige Monozyten des retikuloendothelialen Systems, die
hauptsichlich in Leber und Milz lokalisiert sind, phagozytieren pathogene Bestandteile aus
dem Blut. Es kommt zu einer Aktivierung des Komplementsystems und damit zu einer
vermehrten Freisetzung von Entziindungsmediatoren mit Verstarkung der inflammatorischen
Reaktion (117;118;119). Eine Probengewinnung dieser ortstindigen Monozyten ist bei
Traumapatienten jedoch nicht durchfiihrbar, weshalb sich unsere Untersuchungen auf die

Blutmonozyten konzentrierten.
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5.3 Granulozyten

Neutrophile Granulozyten bilden mit 50-60% den groBten Anteil aller im Blut zirkulierender
Leukozyten und spielen eine wichtige Rolle in der Regulation der posttraumatischen
Entziindungsreaktion. Sie sind die erste immunologische Abwehr gegen Mikroorganismen
und migrieren zur Wundheilung und zur Abwehr von Mikroorganismen in das verletzte
Gewebe. Neben dem lokalen Nutzen der aktivierten Granulozyten fiihrt eine systemische
Aktivierung zur Migration in Organe, die nicht primér durch das Trauma verletzt wurden. In
diesen Organen sind sie der Ausloser fiir sekundidre Organ- und Gewebsschiden, die zur
Entwicklung eines MOF fiihren kdnnen (25;26;27;120). Stimulierte Granulozyten sind in der
Lage, inflammatorische Mediatoren zu synthetisieren (111). Bei einer Dysfunktion kommt es
zur ungeregelten Expression von inflammatorischen Mediatoren (121;122). Aufgrund dieser
wichtigen Rolle in der posttraumatischen Entziindungsreaktion untersuchten wir

Granulozyten aus Blutproben polytraumatisierter Patienten.

5.4 Interleukin-10

Das antiinflammatorische Zytokin Interleukin-10 (IL-10) hat eine hemmende Wirkung auf die
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine (43). Bisherige Studien weisen auf eine wichtige
Rolle von IL-10 auch bei der Regulation des posttraumatischen Entziindungsprozesses hin
(123). So wird die posttraumatische Steigerung der IL-10 Produktion als protektiver Effekt
bei der Kontrolle der entstehenden Entziindungsreaktion angesehen (124), da IL-10 die
Induktion inflammatorischer Zytokine hemmt (125). Eine Neutralisation von IL-10 durch
Antikorper zeigte im Tierverbrennungsmodell eine hohere Letalitit (126). Es konnte ein
Anstieg der IL-10 Serumkonzentration im humanen Organismus nach Polytrauma (47;43;50)
und eine Korrelation mit der Verletzungsschwere gezeigt werden (52). Andere Studien gehen

jedoch davon aus, dass die Wirkung von hohen IL-10-Spiegeln nach Trauma durch
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vermittelte Immunsuppression schédlich ist (50). In dieser Arbeit wurden im Gegensatz zur
bisherigen Literatur die Messungen von IL-10 auf mRNA-Ebene an Monozyten und
Granulozyten aus Vollblut polytraumatisierter Patienten durchgefiihrt. Eine basale IL-10-
mRNA-Expression konnte sowohl in Monozyten als auch in Granulozyten von gesunden
Probanden der Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Eine artifizielle Stimulation mit LPS
ergab in Monozyten einen Anstieg der IL-10-mRNA-Expression wie auch in der Literatur auf
Proteinebene beschrieben (138). In Granulozyten war diese nach Stimulation reduziert. Diese
diskrepanten Ergebnisse geben Hinweise auf eine unterschiedliche Reaktion der beiden
Zellreihen auf die LPS-Stimulation, womoglich wirken verschiedene regulatorische
Mechanismen. Der in der Literatur beschriebene IL-10-Anstieg nach Trauma und LPS-

Stimulation (47;50;138) spiegelt sich demnach auf mRNA-Ebene nur in Monozyten wieder.
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5.4.1 Interleukin-10-mRNA-Expression in Monozyten polytraumatisierter
Patienten

Diese Arbeit zeigt in Monozyten polytraumatisierter Patienten einen signifikanten Anstieg der
IL-10-mRNA-Expression im Vergleich zum initialen Wert bei Klinikaufnahme, mit einem
Maximum bereits 6 Stunden nach dem Unfallgeschehen. Zudem sind die Ergebnisse
gegeniiber der gesunden Kontrollgruppe erhoht. Diese Erhéhung ist 12 Stunden nach Trauma
signifikant. Das Ergebnis bestitigt die in Studien beschriebene erhohte IL-10-Serum-
Konzentration nach Trauma (52;47) auf mRNA-Ebene in Monozyten und zeigt eine Induktion
des IL-10-Genes in Monozyten bereits innerhalb der ersten 6 Stunden nach Trauma mit
anschlieBendem Expressionsriickgang. Dieser Expressionsriickgang kénnte auf regulatorische
Mechanismen zuriickzufiihren sein. Eine Aufteilung des Patientenkollektivs nach der
Verletzungsschwere ergibt eine hohere IL-10-Expression bei den leichter verletzten Patienten
mit einem NISS von weniger als 41 Punkten zu allen Messzeitpunkten. 12 und 48 Stunden
nach Trauma ist die IL-10-Expression signifikant gegeniiber den schwerer verletzten
Patienten erhoht. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den in Studien beschriebenen
hoheren IL-10-Serum-Konzentrationen bei schwerer verletzten Patienten (52). Diese
Unterschiede konnen durch das unterschiedliche Probenmaterial erklirt werden. Bei Neidhard
et al wurde die IL-10-Serum-Konzentration, welche die Gesamtheit des Proteins ohne
Beriicksichtigung der sezernierenden Zelle wiederspiegelt, gemessen. In dieser Studie wurde
die mRNA-Expression aus Monozyten, ohne Beriicksichtigung der spiteren Translation und
Sekretion untersucht. Der geringere Anstieg der IL-10-Expression bei schwerer verletzten
Patienten konnte Hinweise auf einen groBeren Einfluss regulierender Mechanismen geben. Es

wire denkbar, dass das groBere Verletzungsausmall einen stirkeren Stimulus auf
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regulatorische Mechanismen der zelluldren Signaliibertragung setzt, der unter anderem zur
verminderten Expression von IL-10-mRNA in Monozyten fiihrt.

Die Bedeutung von IL-10 in der posttraumatischen Inflammation und Sepsis ist bisher
kontrovers beschrieben. Einigen Studien gehen davon aus, dass die Wirkung von hohen IL-10
Spiegeln nach Trauma durch vermittelte Immunsuppression schédlich ist (50). Andere
Studien sehen jedoch einen Vorteil von hohen IL-10-Spiegeln durch ein Eingrenzen der
Inflammatorischen ~ Antwort und somit einer Balancierung von pro- und
antiinflammatorischen Mediatoren, um Repartionsmechanismen und Heilungsmechanismen
zu optimieren (140). In dieser Studie konnte die hohere mRNA-Expression des
antiinflammatorischen IL-10 bei leichter Verletzten den zwischenzeitlich erfolgreichen
Versuch der Balancierung zwischen pro- und antiinflammatorischen Mediatoren im Vergleich
zu den schwerer Verletzten widerspiegeln. Somit wire das Konzept der Dampfung der

proinflammatorischen Antwort durch IL-10 unterstiitzt.

Eine Unterteilung des Patientenkollektivs nach dem klinischen Outcome 90 Tage nach
Trauma in Verstorbene und Uberlebende, zeigte die Tendenz einer hoheren IL-10-Expression
der verstorbenen Patienten mit Ausnahme des Zwolfstundenwertes zu allen
Abnahmezeitpunkten. Dieses Ergebnis deckt sich mit der in der Literatur beschriebenen
hoheren IL-10-Serumkonzentration von verstorbenen Patienten (52), und unterstiitzt widerum

die Ansicht einer schidlichen IL-10 Uberexpression (50).

5.4.2 Interleukin-10-mRNA-Expression in Granulozyten
polytraumatisierter Patienten
Die Ergebnisse der IL-10-mRNA-Expression in Granulozyten zeigten eine signifikante

Expressionssteigerung gegeniiber dem initialen Wert bei Krankenhausaufnahme. Diese

Ergebnisse decken sich mit der in der Literatur beschrieben IL-10 Serumkonzentrations-
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Steigerung nach Trauma (52;47). Eine Unterteilung des Patientenkollektivs nach der
anatomischen Verletzungsschwere und dem damit verbunden NISS-Score ergibt eine
signifikant hohere IL-10-Expression der leichter verletzten Patienten bereits unmittelbar bei
Klinikaufnahme, sowie 24, 48 und 72 Stunden nach Trauma. In beiden Gruppen steigt die

Expression, wie im Gesamtkollektiv, signifikant gegeniiber dem initialen Wert an.

In Bezug auf die kontrovers beschriebene Wirkung von IL-10 (siehe 5.4.1) sind diese
Ergebnisse in einer Linie mit der Ansicht eines erfolgreichen Balancing der pro- und
antiinflammatorischen Antwort durch IL-10 zu sehen. Dieses Ergebnis und dessen

Einordnung decken sich mit dem der monozytidren Messungen (siehe 5.4.1).

Eine Unterteilung des Patientenkollektivs nach dem klinischen Follow up 90 Tage nach
Trauma in Verstorbene und Uberlebende zeigt in beiden Gruppen, wie auch im
Gesamtkollektiv, eine erhohte Expression zu allen Abnahmezeitpunkten gegeniiber dem
initialen Wert. Eindeutige Unterschiede zwischen den beiden Gruppen sind nicht zu erkennen.

Die IL-10 mRNA Expression scheint keinen messbaren Einfluss auf das Uberleben zu haben.

5.5 STAT3

STAT3 ist ein Transkriptionsfaktor des zelluldaren Signallings von inflammatorischen
Zytokinen. Diesem Protein wird ein wichtiger Einfluss bei der Regulation von
Entziindungsprozessen zugeschrieben, da es sowohl von pro- als auch von
antiinflammatorischen Zytokinen, wie Interleukin-10, aktiviert wird (73;71;127;56). Eine
Regulation dieses Transkriptionsfaktors wird als wichtiger Schritt bei der Uberwindung von
systemischen Entziindungen angesehen (128). Im humanen Mechanismus wurde eine
Aktivierung von STAT3 unlidngst bei entziindlichen Erkrankungen wie Morbus Crohn und

rheumatoider  Arthritis  beschrieben (73;72). Auf Transkriptionsebene ist eine
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autoregulatorische Wirkung durch Aktivierung des eigenen Gens durch STAT3 beschrieben

(134).

5.5.1 STAT3-mRNA-Expression in Monozyten polytraumatisierter
Patienten

Die STAT3-mRNA-Expression in Monozyten steigt bis 6 Stunden nach Trauma an und fillt
im Anschluss wieder ab. Statistisch signifikante Unterschiede konnten nicht gezeigt werden.
Die in der Literatur beschriebene Aktivierung von STAT3 durch entziindliche Erkrankungen
(69;72;73;68) und durch die inflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-10 (63) sowie deren
Autoinduktion (134) wird in dieser Arbeit auf mRNA-Ebene in Monozyten nur tendentiell
wiedergespiegelt. Eine Unterteilung des Patientenkollektivs nach der Verletzungsschwere und
dem damit verbundnen NISS-Score zeigt die Tendenz einer hoheren STAT3-Expression bei
den leichter verletzten Patienten. Dies konnte Ausdruck einer erfolgreicheren Regulation im
Bezug auf die Balancierung von pro- und antiinflammatorischen Mediatoren, wie bereits
zuvor diskutiert (siehe 5.4.1) auch bei der STAT3-Expression sein. Im Bezug auf diese
Balancierung kann man auch das Ergebnis der Unterteilung des Patientenkollektivs nach dem
klinischen Follow up 90 Tage nach Trauma in Uberlebende und Verstorbene sehen. Bei den
spiter Versterbenden zeigt sich in den ersten 6 Stunden nach Trauma die Tendenz einer
hoheren STAT3-Expression welche im weiteren Verlauf jedoch niedriger als bei den
Uberlebenden ist. Es scheint zwischen 6 und 12 Stunden nach Trauma eine Regulation der
STAT3-Expression stattzufinden, welche das spitere Outcome ungiinstig beeinflusst. Diese
Untersuchungen auf mRNA-Ebene konnen jedoch nur einen Hinweis auf mogliche Einfliisse
geben, da keine Aussagen iiber eine spitere Translation und Wirkung gemacht werden
konnen. Es sind weitere Untersuchungen auf Proteinebene notig um diese Ergebnisse zu

festigen.
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5.5.2 STAT3-mRNA-Expression in Granulozyten polytraumatisierter
Patienten

Diese Studie zeigt erstmalig eine signifikante Induktion von STAT3-mRNA in humanen
Granulozyten nach Polytrauma. Der frithe Anstieg, bereits innerhalb der ersten 6 Stunden
nach Trauma, passt zur unldngst beschriebenen frilhen Erhohung der IL-6
Serumkonzentrationen bei Polytraumapatienten (35), da eine Aktivierung von STAT3 durch
IL-6 bereits nachgewiesen werden konnte (129;130). Somit kann der in dieser Arbeit gezeigte
frihe STAT3-mRNA Anstieg analog zum IL-6-Signalling iiber den JAK/STAT-
Signaltransduktionsweg gesehen werden und konnte iiber die unldngst beschriebenen
autoregulatorischen Prozesse stattfinden (134).

Im Anschluss an das Expressionsmaximum 6 Stunden nach Trauma kommt es zu einem
signifikanten Abfall der mRNA-Expression. Grund fiir diesen Riickgang kann die Wirkung
von regulatorischen Mechanismen, wie zum Beispiel die von SOCS-Proteinen sein. Durch die
SOCS vermittelte Hemmung der STAT3-Proteine konnte auch die STAT3-mRNA-
Expression zuriickgehen. Eine Unterteilung des Patientenkollektivs anhand der
Verletzungsschwere in eine Gruppe mit 41 NISS-Punkten oder mehr und eine Gruppe mit
weniger als 41 Punkten ergibt in beiden Gruppen ein Expressionsmaximum 6 Stunden nach
Trauma. Die Gruppe der leichter Verletzten zeigte zu allen Abnahmezeitpunkten eine hohere
STAT3-mRNA-Expression. Eine mogliche Ursache hierfiir konnte auch eine geringere
Regulation bei leichter Verletzten und somit ein geringerer Riickgang der STAT3-Expression
sein. Die Unterteilung nach dem klinischen Follow up 90 Tage nach Trauma in Uberlebende
und Verstorbene zeigt initial bei Klinikaufnahme eine niedrigere Expression der
Verstorbenen. Ab der Sechsstundenmessung ist die STAT3-mRNA-Expression jedoch
gegeniiber den Uberlebenden erhoht. Der Unterschied beider Gruppen konnte ebenso auf eine
unterschiedlich starke Regulation der STAT3-Induktion hindeuten, welche das Outcome
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beeinflusst. Diese Ergebnisse sind analog zu den Ergebnissen der Messungen in Monozyten.
Um eine Einordnug dieser Hinweise durchfiihren zu konnen sind weitere Untersuchungen auf

Proteinebene notig.

5.6 SOCS1

Die inflammatorischen Interleukine IL-6 und IL-10 bewirken eine Induktion des
Effektorproteins SOCS1 (58), welches wiederum das Signalling dieser Interleukine durch
Hemmung des JAK/STAT Signaltransduktionsweges im Sinne eines negativen
Feedbackloops hemmt (87;131). Durch diese Funktion konnte das SOCS1-Protein einen

wichtigen Einfluss auf die Regulation von Entziindungsprozessen haben.

5.6.1 SOCS1-mRNA-Expression in Monozyten polytraumatisierter
Patienten

Im Gesamtkollektiv sinkt die SOCS1-mRNA-Expression innerhalb des
Beobachtungszeitraumes tendenziell leicht ab. In dieser Zellreihe ist jedoch keine eindeutige
Dynamik der mRNA-Expression zu erkennen. SOCS1 ist ein wichtiger Regulator des
Signallings von Inflammatorische Zytokinen wie IL-6 als auch IL-10 iiber den JAK/STAT
Signaltransduktionsweg (22;85;86;87). Folglich wire ein Expressionsanstieg von SOCS1 im
Einklang mit dem beschriebenen IL-6 und 11-10 anstieg sowie der STAT3 Aktivierung nach
Trauma zu erwartet (32,50,63). Die Daten dieser Studie konnen dies in Monozyten jedoch
nicht bestitigen. Ein Grund hierfiir konnte die Diskrepanz von gemessener mRNA und
spiatern Proteinen und dessen Aktivitdt sein. Jedoch zeigt sich bei der Aufteilung des
Patientenkollektivs nach dem Outcome 90 Tage nach Trauma in Uberlebende und
Verstorbene ein signifikanter Expressionsabfall der SOCS1-mRNA-Expression in der Gruppe
der Verstorbenen. 48 Stunden nach Trauma kommt es in dieser Gruppe zu einem erneuten

Anstieg der Expression, die zu diesem Zeitpunkt signifikant gegeniiber den Uberlebenden
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erhoht ist. Dieses FErgebnis deutet auf eine Dysregulation des JAK/STAT-
Signaltransduktionswegs mit einer {iberschieBenden SOCS1 mRNA-Expression und
ungiinstigem spéteren Verlauf hin.

Unterteilt man das Kollektiv nach der Verletzungsschwere und dem damit verbundenen NISS,
zeigt sich in der Gruppe der leichter Verletzten eine tendenziell hohere SOCS1-mRNA-
Expression, die sich wihrend des Beobachtungszeitraumes an die der schwerer Verletzten
anndhert. Diese Ergebnisse geben Hinweis auf eine Regulation der Inflammation iiber die
hemmende Wirkung von SOCSI bei leichter Verletzten Patienten und steht somit im
Einklang mit der beschriebenen Regulation des IL-6 und IL-10 Signallings durch SOCS1
(85,86,87). Die beschriebene Dysregulation der Immunantwort nach Trauma (10) konnte sich
in der niedrigeren SOCS1 Expression schwerer Verletzter Patienten widerspiegeln. Ein Grund
fiir die nicht signifikanten Unterschiede der beiden Gruppen konnte in der Einteilung liegen,
da es keine Empfehlungen beziiglich der Einteilung innerhalb des NISS-Scores gibt

entschieden wir und letztendlich fiir den Median als Grenze.

5.6.2 SOCS1-mRNA-Expression in Granulozyten polytraumatisierter

Patienten

Die SOCS1-mRNA-Expression in Granulozyten polytraumatisierter Patienten war bereits
zum initialen Zeitpunkt 90 Minuten nach Trauma signifikant niedriger als die der gesunden
Kontrollgruppe. Im weiteren Verlauf fiel die mRNA-Expression gegeniiber dem initialen Wert
weiter signifikant ab. Aufgrund des beschriebenen Anstiegs von IL-6 und IL-10 nach Trauma
und der damit verbundenen Autoregulation des zelluldaren Signalling iiber SOCS1 (22;46;124)
wire ein Anstieg der SOCS1 Expression zu erwarten gewesen. Interessanterweise zeigen die
Ergebnisse dieser Studie in Granulozyten jedoch einen Riickgang der Expression. Dies konnte

man als eine verminderte Hemmung des Cytokinsignallings durch eine verminderte SOCS1
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mRNA-Expressionssteigerung deuten. Kritisch mufl jedoch die Diskrepanz zwischen der
mRNA-Expression und der Protein Expression betrachtet werden. Erwartete Anderungen in

der Protein Aktivitdt miissen sich nicht einfach in der mRNA Expression widerspiegeln.

Eine Unterteilung des Patientenkollektivs anhand der Verletzungsschwere und dem damit
verbundenen NISS, sowie nach dem klinischen Outcome 90 Tage nach Trauma in
Uberlebende und Verstorbene, bestitigt die Ergebnisse des Gesamtkollektivs, zeigt aber
keinen eindeutigen Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen. Da es keine Empfehlungen
iiber die Grenzziehung zweier Gruppen beziiglich der Verletzungsschwere und dem NIS-
Score gibt, wurde in dieser Studie hierfiir der Median gewihlt. Dies kann die fehlenden

Unterschiede bei der Unterteilung nach der Verletzungsschwere erkliren.

5.7 SOCS3

Wie SOCSI ist auch SOCS3 ein Effektorprotein inflammatorischer Interleukine, das unter
anderem auch von IL-6 und IL-10 induziert wird (132;131;133). Es hat die Funktion eines
negativen Regulators des zelluldiren JAK/STAT-Signaltransduktionsweges im Sinne eines

negativen Feedbackloops.

5.7.1 SOCS3-mRNA-Expression in Monozyten polytraumatisierter
Patienten

Diese Studie zeigt eine Induktion der SOCS3-mRNA bereits innerhalb der ersten 90 Minuten
nach Trauma, die im Verlauf der ersten 12 Stunden abfillt. Dieses Ergebnis steht somit im
Einklang mit der bereits beschriebenen Induktion von SOCS3 durch IL-6 und IL-10 (84,91).
Eine Erklidrung fiir den Riickgang im Verlauf kann in der beschriebenen autoregulatorischen
Wirkung von SOCS3 liegen. So hemmt SOCS3 den eigenen Transkriptionsfaktor STAT3 (88)

und damit auch die eigene mRNA-Expression. Eine Unterteilung des Patientenkollektivs nach
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der Verletzungsschwere und dem damit verbundenen NISS ergibt keinen eindeutigen Hinweis
auf einen Unterschied der beiden Gruppen, zeigt jedoch die Tendenz einer hoheren
Expression der leichter Verletzten. Dies konnte Ausdruck einer stattfindenden Autoregulation
des Zytokinsignallings iiber den beschriebenen JAK-STAT-Signaltransduktionsweg sein (88).
Die fehlende Signifikanz ldsst sich womoglich mit der Gruppeneinteilung anhand des
Medians, erkldaren welche womdoglich keine addquate Grenze widerspiegelt.

Die Unterteilung des Patientenkollektivs nach dem klinischen Outcome gibt Hinweise auf die
entscheidende Bedeutung dieses regulatorischen Proteins. Patienten, die in der
posttraumatischen Phase versterben, exprimieren nach einem Trauma signifikant stirker
SOCS3-mRNA als Patienten, die iiberleben. SOCS3 ist in der Lage, das zelluldre Signalling
zu hemmen, indem es die Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT3 hemmt (88). Die
groBere  mRNA-Expression von SOCS3 bei verstorbenen Patienten konnte eine
tiberschiefende Regulation des JAK/STAT Signaltransduktionsweges durch das SOCS3
Protein bewirken, was eine mogliche zelluldre Ursache fiir das spitere Versterben sein
konnte. Kritisch muf} jedoch auch hier die Diskrepanz zwischen der mRNA-Expression und
der Protein-Expression betrachtet werden. Erwartete Anderungen in der Protein Aktivitit

miissen sich nicht einfach in der mRNA-Expression widerspiegeln.

5.7.2 SOCS3-mRNA-Expression in Granulozyten polytraumatisierter

Patienten

In humanen Granulozyten kommt es tendenziell zu einer Induktion von SOCS3 bereits 90
Minuten nach Trauma. Dieses Ergebnis steht somit im Einklang mit der bereits beschriebenen
Induktion von SOCS3 durch IL-6 und IL-10 (84,91). Im weiteren Verlauf fillt die SOCS3-
mRNA-Expression nach Polytrauma gegeniiber dem Ausgangswert ab. Eine Ursache dieser

Expressionsverdnderung kann die beschriebene autoregulatorische Wirkung von SOCS3
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durch Hemmung des eigenen Transkriptionsfaktors STAT3 sein (88). Eine Aufteilung des
Patientenkollektivs nach der Verletzungsschwere ergibt keine signifikanten Unterschiede der
Gruppen. Die Unterteilung nach dem spiteren Outcome in Uberlebende und Verstorbene zeigt
initial keinen Expressionsunterschied 6 Stunden nach Trauma exprimieren die Verstorbenen
signifikant mehr SOCS3-mRNA als die Uberlebenden. Grund hierfiir konnte ein Versagen der
Autoregulation von SOCS3 sein, welches als Folge einer Dysregulation des
posttraumatischen Entziindungsprozesses zu sehen ist und im Verlauf zum Versterben der

Patienten fithren konnte, wie von Hietbrink et al. beschrieben (6).
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5.8 Limitationen

Limitationen dieser Arbeit ergeben sich aufgrund des vulnerablen Patientengutes von
polytraumatisierten Patienten, die sich nach dem erlittenen Trauma hiufig in einem
himodynamisch instabilen Zustand befinden. Dieser limitiert die Menge und Art der fiir
Studienzwecke zu gewinnender Proben. Um immunaktive Zellen zu erhalten, entschieden wir
uns folglich fiir die Isolierung von Monozyten und Granulozyten aus Vollblut, da eine
Gewinnung der Zellen durch etwa Organpunktionen bei dieser Patientengruppe nicht zu
vertreten ist. Eine mogliche immunologische Aktivierung der Zellen durch die Methode der
Zellisolation mittels des positiven MACS Systems musste aufgrund der begrenzten

Probenmenge hingenommen werden.

Nach Trauma kommt es zu einer kontinuierlichen Immunmodulation bereits in den ersten
Stunden nach Trauma. Eine serielle Untersuchung wie in dieser Studie durchgefiihrt, mit
festen Messzeitpunkten durch Probengewinnung initial sowie 6, 12, 24, 48 und 72 Stunden
nach Trauma, kann diese Dynamik nur begrenzt abbilden. Sie ist jedoch aufgrund der

zeitaufwiéndigen Probenverarbeitung und des begrenzten Probenmaterials unumgénglich.

In dieser Studie wurden Messungen auf mRNA Ebene durchgefiihrt. Es konnen jedoch keine
Aussagen iiber eine spitere Translation und somit Wirkung auf Protein-Ebene getroffen
werden. Um eine mogliche klinische Relevanz zu zeigen, sind fortfithrende Untersuchungen
auf Proteinebene notig.

Bei den Untersuchungen der Kontrollen konnte keine verldssliche Positivkontrollgruppe

generiert werden, was die Aussagekraft auf die Patientenergebnisse schmalert.
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Die Messungen von Interleukin-6 funktionierten mit den verwendeten Primern nicht. Die
Ursachen hierfir wurden nicht eruiert. Die Messungen dieses proinflammatorischen

Interleukins wiren fiir die weitere Einordnung der Ergebnisse interessant gewesen.

Um eine Verunreinigung der Proben durch DNA moglichst gering zu halten, erfolgte die
Behandlung der Proben mit DNAse vor dem Umschreiben der RNA in cDNA mittels
Reverse-Transkriptase. Eine Uberpriifung auf eine Rest-DNA-Kontamination mittels RT-PCR

ohne vorherige Reverse-Transkriptase-Behandlung wurde nicht durchgefiihrt.
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5.9 Schlussfolgerung

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

In gesunden Normalprobanden lédsst sich die basale mRNA-Expression von IL-10, STATS3,
SOCS1 und SOCS3 detektieren. Die IL-6-mRNA-Expression lief sich mit der in dieser

Arbeit angewendeten Methode nicht analysieren.

Die Stimulation mit LPS zeigt in Monozyten eine signifikante Induktion der mRNA-Synthese
von SOCS1 und SOCS3, sowie eine deutliche Induktion von IL-10-mRNA. Die STAT3-
mRNA-Expression ist nach LPS-Stimulation in beiden Zellreihen, die IL-10, SOCS1 und

SOCS3-Expression in Granulozyten erniedrigt.

In Monozyten und Granulozyten polytraumatisierter Patienten steigt in der frithen
posttraumatischen Phase die IL-10-mRNA-Expression signifikant gegeniiber dem initialen
Wert bei Klinikaufnahme an. Ebenso kommt es sechs Stunden nach Trauma zu einem
signifikanten Anstieg der STAT3-mRNA-Expression in Granulozyten. Die SOCS1-mRNA-
Expression in Granulozyten fillt gegeniiber dem initialen Wert bei Klinikaufnahme und im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe signifikant ab. Die SOCS3-Expression fillt bis zwolf
Stunden nach Trauma in Monozyten signifikant und in Granulozyten deutlich ab. Die
monozytire mRNA-Expression von STAT3 und SOCS1 zeigt innerhalb des

Beobachtungszeitraumes keine Dynamik.

Diese Ergebnisse zeigen in humanen Granulozyten erstmalig eine posttraumatische Induktion
der IL-10-mRNA. Zudem konnte in Granulozyten eine mRNA-Induktion der am zelluldren
Signalling der posttraumatischen Entziindungsreaktion beteiligten Proteine nachgewiesen
werden. Es kommt zu einer Induktion von STAT3-mRNA und zu einer Depression der

mRNA-Expression der Effektorproteine SOCS1 und SOCS3.
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Nach einem schweren Polytrauma entwickeln leichter verletzte Patienten in Monozyten und
Granulozyten eine signifikant hohere IL-10-mRNA-Expression als schwerer verletzte.
Patienten, die im weiteren Verlauf versterben, exprimieren in Monozyten und Granulozyten
signifikant mehr SOCS1 und SOCS3-mRNA als Patienten, die iiberleben (Ausnahme: SOCS1

in Granulozyten).

Diese Pilot-Studie zeigt erstmalig eine Dynamik der untersuchten Mediatoren des STAT-
Signaltransduktionswegs in Monozyten und Granulozyten bereits in einer sehr frithen Phase
nach Polytrauma. Signifikante Unterschiede bei Uberlebenden und Verstorbenen weisen auf
eine malgebliche Beteiligung der untersuchten Mediatoren in der posttraumatischen
Entziindungsreaktion hin. Diese Ergebnisse begriinden weitere Forschungen innerhalb dieses
Signaltransduktionswegs auf Protein- und Zytokinebene, um die Initiation der RNA-
Expression bei Polytraumapatienten genauer zu durchleuchten und deren Translation zu

untersuchen.

Ein genaues Verstindnis dieser Regulation des Zytokin-Signallings und deren Bedeutung in
der posttraumatischen Entziindungsreaktion weckt Hoffnung auf neue Ansdtze in der
zukiinftigen Behandlung von Polytraumapatienten. Durch Eingriffe in die zelluldre
Regulation der frithen posttraumatischen Entziindungsreaktion konnte das spitere Uberleben

schwerstverletzter Patienten verbessert werden.
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6 Zusammenfassung

Nach einem schweren Trauma kommt es zur Destabilisierung des menschlichen
Immunsystems, welches im weiteren Verlauf zu einem Multiorganversagen fiithren kann (6).
Dieses stellt die schwerwiegendste Komplikation und die haufigste spite Todesursache nach
Trauma dar und ist damit von hoher Relevanz im Handling von Polytraumapatienten (7).

Bei der Entwicklung dieser posttraumatischen Entziindungsreaktion spielen Zytokine und
deren Wirkungs- und Regulationsmechanismen eine entscheidende Rolle. Durch den unldngst
beschriebenen Regulationsmechanismus der SOCS/STAT-Proteine wird das zellulédre
Signalling von inflammatorischen Zytokinen vermittelt und gesteuert. Die Signal Transducer
And Activator Of Transkription (STAT)-Proteine sind die Transkriptionsfaktoren von
inflammatorischen Zytokinen. Diese initiieren Gene der Protein-Gruppe der Supressors Of
Cytokine Signalling (SOCS). Zudem ist fiir STAT3 eine autoregulatorische Rolle durch
Induktion des eigenen Genes beschrieben. Die SOCS-Proteine wirken als negative
Regulatoren des Zytokin-Signallings durch Hemmung der Aktivierung der STAT-Proteine.
Im Tierversuch zeigte sich speziell eine Beteiligung von STAT3, SOCS1 und SOCS3 sowie
Interleukin-10 bei der posttraumatischen Entziindungsreaktion. Es liegen diesbeziiglich
jedoch noch keine Erkenntnisse im humanen Mechanismus nach schwerem Polytrauma vor.
So war es Ziel dieser Studie, die beteiligten Mediatoren im humanen Mechanismus nach
schwerem Polytrauma erstmalig auf mRNA-Ebene zu untersuchen und eine mogliche

Dynamik zu festzustellen.

Teilziel 1:

Lasst sich in Monozyten und Granulozyten gesunder Probanden eine basale mRNA-
Expression der STAT/SOCS-Signalkaskade in Zusammenhang mit IL-6 und IL-10

nachweisen und welche Verdnderungen ergeben sich nach artifizieller Stimulation mittels
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LPS? Gibt es Hinweise auf eine mogliche Etablierung der LPS-Stimulation als

Positivkontrolle im JAK/STAT-Signalling?

Antwort:

Aus 30ml Volblut wurden mittels magnetischem cell-sorting (MACS) Monozyten und
Granulozyten isoliert und die mRNA mit Hilfe des RNeasy-Kits der Fima Qiagen extrahiert.
Die Expressionsmessungen erfolgten durch RT-PCR. Die Proben wurden sowohl nativ
verarbeitet als auch nach artifizieller Stimulation mittels bakteriellem LPS.
Die dabei ermittelten Ergebnisse sind in Tab. 28 zusammengefasst:

Tab. 28: mRNA-Expression von IL-10, STAT3, SOCS1 und SOCS3 in Monozyten und Granulozyten
von Normalprobanden

Expression pro S0ng RNA, Probanden n=5, MW+SEM

Nativ LPS
Monozyten
IL-10 Monozyten 34+£15 77 £43
STAT3 Monozyten 5175 £ 1000 3560 + 885
SOCS1 Monozyten 61 £5,0% 3147 £ 203
SOCS3 Monozyten 980 + 353* 7981 £ 1993
Granulozyten
IL-10 Granulozyten 7,4+6,2 1,8 £ 1,0
STAT3 Granulozyten 27814 + 6559 17296 + 3012
SOCS1 Granulozyten 778 £ 187 399 + 84
SOCS3 Granulozyten 6660 + 1624 3510 £ 769

*=p<0,016 im U-Test nativ vs. LPS-stimuliert

Deutlich zu erkennen sind die signifikanten Anderungen der SOCS1- und SOCS3-mRNA-

Expression in Monozyten. In Monozyten kommt es nach LPS-Stimulation zum Anstieg der
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IL-10, STAT3, SOCS1 und SOCS3 mRNA, in Granulozyten fillt sie ab. Die Expression von
IL-6 lieB sich mit dieser Methode nicht bestimmen, die Kopienzahlen lagen konstant in sehr
niedrigen Bereichen. In Monozyten bestitigen die Ergebnisse nach LPS-Stimulation die
erwartete Induktion nicht, was eine mogliche Etablierung als Positivkontrolle fraglich
erscheinen ldsst. Hierfiir sind weitere Untersuchungen auf Proteineben notig. In der Literatur
ist beschrieben, dass es nach LPS-Stimulation von Granulozyten nicht zu einer Aktivierung
des JAK/STAT Systems kommt. Die Ursache der in dieser Studie gemessen Anderung nach
LPS-Stimulation bleibt unklar und Bedarf der weiteren Untersuchung auf Proteinebene. Eine
Etablierung der LPS-Stimulation von Granulozyten als Positivkontrolle im JAK/STAT-System

scheint aufgrund der Literatur nicht moglich.

Teilziel 2:

Wie verhalten sich die mRNA-Expressionen von IL-10, STAT3, SOCS1 und SOCS3 in
Monozyten und Granulozyten polytraumatisierter Patienten in der frithen posttraumatischen

Phase?

Antwort:

Es wurden 20 polytraumatisierte Patienten mit einer Verletzungsschwere von mehr als 16
NISS-Punkten (Mittelwert: 41 Punkte) eingeschlossen. Aus Vollblutproben, die jeweils bei
Aufnahme (maximal 90 Minuten nach Trauma) sowie 6, 12, 24, 48 und 72 Stunden nach
Trauma gewonnen wurden, erfolgte die Isolierung von Monozyten und Granulozyten und
jeweils die Bestimmung der mRNA-Expression von IL-10, STAT3, SOCS1 und SOCS3. Die

Ergebnisse sind in Tab. 29 dargestellt.
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Tab. 29: mRNA-Expression von IL-10, STAT3, SOCS1, SOCS3 und der Kontrollen nativ und LPS-

stimuliert in Monozyten und Granulozyten polytraumatisierter Patienten bei Aufnahme (A), 6, 12, 24,

48 und 72 Stunden nach Polytrauma

Expression pro 50 ng RNA, Patienten n= 20, Kontrolle n=5, MW+SEM

Monozyten IL-10 STAT3 SOCS1 SOCS3
Ko- 34+ 15 5175 £ 1000 61+5,0 980 + 353
LPS 77 £43 3560 + 885 3147 £ 203# 7981 £ 1993#

A 108 + 38 6338 £ 1765 94,7 +20,1 6991 + 2386*
6h 355 + 105%* 7511 £1703 83,7+42,2 1875 £ 567*
12h 298 + O5*# 5657 £ 1124 81,6 + 34,5 1442 £ 473
24h 178 £51%* 6815 + 1761 62,1 £15,0 2607 + 830*
48h 211 + 58* 7102 + 1029 60,1 £ 13,0 2221 £ 623*
72h 217 £ 124* 7965 + 1549 63,4+ 18,0 3034 + 840*

Granulozyten
Ko- 74 +6,2 27814 £ 6559 778 £ 187 6660 + 1624
LPS 1,8 +1,0 17296 + 3012 399 + 84 3510 £ 769

A 1,88 £ 0,44 15832 £2380*  232,5+48.2# 25161 £ 12375
6h 12,0 £2,04* 24378 £4016 85,8 £ 17,9% # 10722 + 3009
12h 272+£103*%# 18567 £2719% 775+ 155%# 6755 + 1911
24h 68,3 £28,6%# 18494 +2704%  112,6 +33,7* # 6021 + 1571
48h 148 £84,3* # 20422 £2548*  135,7 £40,6* # 8886 + 2256
72h 129 + 66,3* 17167 £2704*  111,1 £ 19,0%# 11358 + 4747

*=p <0,05 SNK-Test, IL-10 A vs.6-72h; STAT3 6h vs. A und 12-72h,
SOCS1 A vs. 6-72h; SOCS3 12h vs A, 6h, 24-72h
# =p<0,05 U-Test vs. Ko-

Die wesentlichen Ergebnisse waren hierbei:

e Die IL-10-mRNA-Expression stieg sowohl in Monozyten als auch in Granulozyten

signifikant gegeniiber dem initialen Wert bei Klinikaufnahme an (siehe Tab. 29 *). In

Monozyten ist die IL-10-Expression 12 Stunden, in Granulozyten 12 bis 72 Stunden

nach Trauma signifikant hoher als die der gesunden Kontrollgruppe (siehe Tab. 29 #).
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¢ In Granulozyten kommt es 6 Stunden nach Trauma zu einem signifikanten Anstieg der

STAT3-Expression gegeniiber den anderen Messzeitpunkten (siehe Tab. 29 *).

¢ Die SOCS1-mRNA-Expression in Granulozyten sank zu allen Zeitpunkten signifikant
gegeniiber dem initialen Wert bei Klinikaufnahme ab (sieche Tab. 29 *). Alle
gemessenen Werte waren signifikant niedriger als die der gesunden Kontrollgruppe

(siehe Tab. 29 #).

e In Monozyten kommt es 12 Stunden nach Trauma zu einer signifikanten
Verminderung der SOCS3-mRNA-Expression im Vergleich zu den iibrigen

Messzeitpunkten (siehe Tab 29 *).

Diese Daten weisen erstmalig im humanen Mechanimus eine Stimulierung der mRNA-
Expression der am SOCS/STAT-Regulationsmechanismus beteiligten Mediatoren bereits in

der frithen Phase nach schwerem Polytrauma nach.
Teilziel 3:

Gibt es gemeinsame klinische Faktoren, die eine Verdnderung der mRNA-Expression von
STAT3, SOCS1, SOCS3 und IL-10 in Monozyten und Granulozyten polytraumatisierter

Patienten bewirken (Verletzungsschwere, Uberleben)?
Antwort:

Hierzu wurden die aus Teilziel 2 gewonnenen Daten mit substantiellen Eckpunkten des
klinischen Verlaufs verglichen, das heilit die Patienten wurden gruppiert in Abhingigkeit der
Merkmale Verletzungsschwere und dem damit verbundenen New Injury Severity Score NISS,

sowie dem Uberleben 90 Tage nach Trauma.

Aus den hieraus gewonnenen Daten lassen sich folgende wesentliche Informationen
gewinnen:

115



Verletzungsschwere:

Die Patienten wurden nach der Verletzungsschwere und dem damit verbunden NISS-Score in

eine Gruppe von weniger und eine Gruppe von mehr als 41 NISS-Punkten eingeteilt. Die

Expression von IL-10, STAT3, SOCS1 und SOCS3 in Monozyten und Granulozyten wurde

miteinander verglichen.

Schwerer verletzte Patienten mit einem NISS von mehr als 41 Punkten exprimieren
sowohl in Monozyten (sieche Tab. 29) als auch in Granulozyten (siche Tab. 29)
niedrigere IL-10 mRNA-Kopienzahlen als leichter verletzte Patienten mit einem NISS
von weniger als 41 Punkten (siehe 4.4.1.2 und 4.4.2.2). Diese Ergebnisse waren bei
den Monozyten 12 und 48 Stunden nach Trauma, bei den Granulozyten zum initialen

Zeitpunkt, 24, 48 und 72 Stunden nach Trauma signifikant (p<0,048 im U-Test).

In Granulozyten war die STAT3-mRNA-Expression der schwerer Verletzten zu allen

Messzeitpunkten niedriger als die der leichter verletzten Patienten (siehe 5.5.2.2).

Uberleben

Fiir diese Analyse erfolgte eine Einteilung in eine Gruppe von Patienten, die innerhalb von

90 Tagen starben und eine Gruppe von Patienten, die iiberlebten.

Patienten, die verstarben, exprimierten in Monozyten zum initialen Zeitpunkt deutlich
und 48 Stunden nach Trauma signifikant mehr SOCS1-mRNA als {iiberlebende

Patienten (p<0,033 im U-Test, sieche 4.6.1.3).

Die SOCS3-mRNA-Expression der Gruppe der Verstorbenen ist in Monozyten zum
initialen Zeitpunkt, maximal 90 Minuten nach Trauma, signifikant hoher als die der
Uberlebenden (p=0,042 im U-Test, siche 4.7.1.3). In Granulozyten ist die SOCS3-
mRNA-Expression initial etwa gleich, 6 Stunden nach Trauma in der Gruppe der

Verstorbenen signifikant und zu den {iibrigen Messzeitpunkten 12 bis 72 Stunden
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deutlich hoher als bei den Uberlebenden (p=0,042 im U-Test, sieche 4.7.2.3).

e Patienten, die verstarben, zeigten in Granulozyten initial eine niedrigere, zu den
ibrigen Messzeitpunkten eine hohere STAT3-mRNA-Expression als Patienten, die das

Trauma iiberlebten (siehe 4.5.2.3).

Dateninterpretation, Schlussfolgerung und Ausblick:

Die Daten dieser Arbeit stellen die erstmalige Analyse der mRNA-Expression von IL-10,
STAT3, SOCS1 und SOCS3 in Zellen des unspezifischen Immunsystems polytraumatisierter
Patienten dar. Sie leisten einen wesentlichen Beitrag zur aktuellen Diskussion {iiber die
pathophysiologischen Mechanismen der posttraumatischen Immunfunktionsstorungen durch
Untersuchung der in der jlingsten Literatur beschriebenen STAT/SOCS-Feedbackregulierung
des Zytokin-Signallings. Die posttraumatische Induktion der IL-10-mRNA sowie die des
zugehorigen Transskriptionsfaktors STAT3 und die verminderte Expression der mRNA der
Effektorproteine  SOCS1 und SOCS3 im Gesamtkollektiv weisen deutlich auf eine
posttraumatische Entziindungsreaktion hin. Die niedrigere STAT3-Expression bei schwerer
verletzten Patienten mit ebenfalls niedrigerer IL-10-mRNA-Expression zeigt eine
iiberschieende posttraumatische Entziindungsreaktion mit Wirkung des JAK/STAT-
Signaltransduktionsweges. Die vermehrte Expression von SOCSI1- und SOCS3-mRNA in
Patienten, die verstarben, kann Hinweis auf eine posttraumatische Dysregulation des
Immunsystems mit vermehrter Aktivierung der Feedbackhemmung des Signallings
inflammatorischer Zytokine geben. Um die biologische Relevanz dieser Ergebnisse zu
iberpriifen und eine mogliche Schliisselrolle in der posttraumatischen Entziindungsregulation
nachzuweisen, sind weitere Forschungen auf Proteinebene an einem groBeren

Patientenkollektiv notig.
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