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EINLEITUNG UND HINTERGRUND

1.EINLEITUNG UND HINTERGRUND

1.1. POLYTRAUMA

Schwere Verkehrs-, Arbeits- oder Sportunfédlle gehdren zum taglichen Aufgabengebiet in der
Notfallmedizin. Sie gehen haufig mit komplexen Verletzungen einher, welche oftmals mehr
als eine Korperregion betreffen und nicht selten lebensbedrohlich sind. Im weiteren
Krankheitsverlauf stehen den Patienten haufig ein langer stationdrer Aufenthalt, langwierige
RehabilitationsmaRnahmen und trotz allem teils bleibende schwerwiegende
Einschrankungen im taglichen Leben bevor. So wird die Verletzung von mindestens zwei
Kdrperregionen oder Organsystemen, von denen mindestens eine oder deren Kombination
lebensbedrohlich ist, als Polytrauma bezeichnet [1] und ist Uber einen ISS (Injury Severity

Score) > 15 Punkten als Ausdruck der Verletzungsschwere definiert [2].

Der |Injury Severity Score [3] errechnet sich dabei aus den Schweregraden der
Einzelverletzungen nach der Abbreviated Injury Scale (AIS) [4]. Jede Verletzung wird dabei
einem Schweregrad zwischen 0 (keine Verletzung) bis 6 (maximal, gegenwartig nicht
behandelbar) zugeordnet. Es werden insgesamt 6 anatomische Korperregionen (Kopf und
Nacken, Gesicht, Thorax, Abdomen, Extremitdten sowie Weichteil/Gewebe) unterschieden.
Die Schweregrade der drei am schwersten verletzten Korperregionen werden jeweils
guadriert. Ihre Summe ergibt den 1SS-Wert. Der maximal erreichbare ISS liegt somit bei 75
Punkte (5? Region 1 + 5?RRegion 2 + 5% Region 3). Falls der Patient in einer Kérperregion 6

Punkte erhalt, wird die Gesamtpunktzahl automatisch auf 75 gesetzt.

Nach einer neuen Definition aus 2014 (sog. ,Berlin Definition“) wird das Polytrauma als
relevante Verletzung mit AIS = 3 von mindestens zwei Kérperregionen und dem zusatzlichen
Vorhandenseins mindestens eines pathologischen Wertes der physiologischen Parameter
(Alter (>70 Jahre), Hypotension (RRsyst <90 mmHg), Bewusstseinsstorung (Glasgow Coma
Scale (GCS) am Unfallort <8), Azidose (BE <-6 mmol/l), Koagulopathie (PTT 240 Sek., INR
>1,4)) beschrieben [5]. In einem von Paffrath et al. veroffentlichten Artikel wurde die
Definition eines Polytraumas Uber mindestens zwei schwergradig verletzte Korperregionen
(AIS =3) kritisch gesehen, da in einer Untersuchung der Daten des TraumaRegisters der
DGU (Deutsche Gesellschaft fur Unfallchirurgie) die héchste Sterblichkeit aller Subgruppen
bei jenen Patienten mit sehr schwerem Monotrauma (AIS 4 oder 5, ggf. mit leichtgradiger
Verletzung einer zweiten Korperregion) zu messen war; das Vorhandensein mindestens
eines physiologischen Risikofaktors ergab auch in seiner Untersuchung eine deutlich

ansteigende Mortalitat.
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2014 wurden in Deutschland ca. 31.000 Polytraumapatienten im TraumaRegister der DGU
registriert, wobei davon ca. 70% Manner waren, die Patienten im Durschnitt 50,9 Jahre alt
waren, 54% (ca. 16.800) einen ISS 216 Punkten hatten und die Letalitat bei 10,8% lag. Legt
man die Berliner Definition zu Grunde waren es ca. 4.500 Patienten [6]. Wobei die
Gesamtzahl It. Debus et al. noch etwas hoher liege; fir 2012 nimmt er zwischen 18.200-
18.400 Patienten mit einem ISS=16 an [7]. Der Anteil mannlicher Patienten wird bei Regel et
al. mit 65% bis 80% angegeben [8]; besonders haufig ist die Altersgruppe der 20 bis 30
Jahrigen betroffen, so dass es auch die haufigste Todesursache der unter 40-Jahrigen
darstellt. Meistens handelt es sich um stumpfe Verletzungen (ca. 95%) als Folge von
Verkehrsunfallen [9]. Ein weiterer Unfallmechanismus ist der Sturz aus grof3er Hohe, bei
Fallhbhen grolRer drei Meter, wobei neben der Hohe, hier die Beschaffenheit des
Untergrundes die Schwere der Verletzungen bestimmt. Den kleineren Teil nehmen in
Deutschland mit ca. 5% die penetrierenden Verletzungen ein. Sie kbnnen durch Stichwaffen
oder andere scharfe Instrumente, Schusswaffen oder Pfahlungsverletzungen verursacht
werden. Die polytraumatisierten Patienten weisen zum Teil sehr heterogene
Verletzungsmuster auf, was durch die sehr unterschiedlichen Unfallhergéange begriindet sein
kann. Die haufigsten Verletzungen sind: ca. 60% Schadel-Hirn-Verletzungen bzw.
Thoraxverletzungen, 30% Wirbelsaulenverletzungen und ebenso je ca. 30%

Extremitatenverletzungen an Armen bzw. Beinen [10].

1.2. VERBRENNUNGSTRAUMA

In der Bundesrepublik Deutschland mussen jahrlich ca. 10.000 bis 15.000 Patienten mit
thermischen Verletzungen stationdr behandelt werden, von denen etwa 10%
intensivmedizinische Therapie bendtigen; zwei Drittel der Verbrennungsunfalle ereignen sich
im hauslichen Bereich, bei 5-10% der Unfélle liegt ein Suizidversuch oder ein
Gewaltverbrechen vor [11]. Es werden Verbrennungsverletzungen thermischer und nicht-
thermischer Genese unterschieden. Verletzungen thermischer Genese sind direkte
(Explosion) und indirekte (brennende Kleidung) Verbrennungen, sowie Verbrihungen und
Kontaktverbrennungen durch z.B. flissiges Metall. Als Ursachen nicht-thermischer Genese
kommen chemische (Séauren, Laugen), elektrische (Starkstrom), strahlungsbedingte und
toxische (Lyell-Syndrom) Ausléser in Betracht [11]. Das Ausmal} der Verbrennung kann
Anhand der Neuner-Regel nach A. B. Wallace [12] abgeschatzt werden, wobei dabei
grundsétzlich nur zweit- und drittgradige Verbrennungen bertcksichtigt werden (Abbildung
1).
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Abbildung1  ,Neuner-Regel”“ nach Wallace: der Kopf und ein Arm nehmen jeweils 9% der
Kérperoberflache ein; ein Bein, sowie Oberkdrpervorder- oder Rickseite jeweils 2x9% und 1%
entfallt auf die Genitalregion; aus [12]

Die Tiefe der Verbrennung ist von der Hohe und der Einwirkdauer der Temperatur abhangig.
Die Verbrennungstiefe wird in 4 Grade unterteilt (Tabelle 1) [13]: die rein auf die Epidermis
beschréankte, erstgradige Verbrennung ist durch Ro6tung, Juckreiz und Schmerzen
gekennzeichnet und heilt ohne Narbenbildung ab. Zweitgradige Verbrennungen betreffen die
Dermis. Sie sind aufgrund der freiliegenden Nozizeptoren extrem schmerzhaft und zeigen
eine typische Blasenbildung. Bei der lla-Verbrennung ist die Perfusion tiefer Hautschichten
erhalten, so dass ein durchbluteter Wundgrund sichtbar ist, der auf Glasspateldruck weif3
wird. Dagegen zeigt sich bei lIb-Verbrennungen ein nichtwegdriickbares Erythem mit weil3en
Arealen als Zeichen tiefer Nekrosen und Kapillarschadigungen. lla-Verbrennungen kénnen
spontan abheilen, wahrend ab llb-Verbrennungen eine chirurgische Entfernung des
verbrannten Gewebes erforderlich und meist mit Narbenbildung zu rechnen ist. Drittgradige
Verbrennungen mit Zerstérung der gesamten Dermis sind schmerzfrei und zeigen einen
avaskularen, weil3-braunlichen Wundgrund. Sind Subkutis, Muskeln oder Sehnen betroffen,

spricht man von viertgradigen Verbrennungen (Verkohlung).
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Tabelle 1 Einteilung der Verbrennungsschwere anhand von Grad | bis IV, nach [11]
grad tiefe
rein epidermal  Ro6tung, Juckreiz, konservativ.  ohne
brennender Schmerz Narben-
oberflachlich Blasen, extremer konservativ = bildung
dermal Schmerz,
wegdrickbares Erythem
des Wundgrundes
tief dermal Blasen, extremer meist mit Narben-
Schmerz, operativ bildung

nichtwegdrickbares
Erythem mit weiBen
Arealen im Wundgrund

bis in die schmerzlos, avaskularer operativ
Subkutis weil-braunlicher
reichend Wundgrund, Lésen der
Haare
Beteiligung Verkohlung operativ Defekt-
von Muskeln, heilung
Sehnen,
Knochen

Eine haufige Begleitverletzung ist das Inhalationstrauma (IHT). Durch die Inhalation von
Rauchgas kommt es zu thermischen und chemischen Schéden der Atemwegsepithelien
sowie zu Intoxikationen durch Kohlenmonoxid (CO) und seltener durch Zyanid [11]. Es ist die
Todesursache von 80% der am Brandort Verstorbenen und liegt bei 25% aller lebend in die

Klinik gebrachten Schwerbrandverletzten vor [14].

1.3. SIRS, SEPSIS UND ORGANVERSAGEN

Nach schwerem Trauma (Polytrauma bzw. Verbrennungen) aber auch nach Operationen
oder Infektionen kann sich eine lokale Entzindung auf den gesamten Organismus ausweiten
und so zu einer generalisierten Entzindungsreaktion des Korpers fihren — dem
sogenannten SIRS (systemic inflammatory response syndrome). Es stellt die Reaktion des
Korpers auf ein schweres Ereignis infektidser oder auch nicht infektibser Art dar. Mogliche
nicht-infektiose Ursachen sind Verbrennungen, schwere Verletzungen, hamorrhagisch-
nekrotisierende Pankreatitis, Ischamie, ha&morrhagischer Schock und anaphylaktoide
Reaktionen [15]. Im Rahmen des Entzindungsprozesses werden dendritischen Zellen
(Monozyten, Makrophagen, Kupfer-Sternzellen und Alveolarmakrophagen) als Teil des
unspezifischen Immunsystems durch Bestandteile von Bakterien, Viren, Pilzen oder
Parasiten sowie auch durch Zellstrukturen, die bei der Verletzung oder Zerstorung

korpereigener Zellen freigesetzt werden, aktiviert. Als PAMPs (pathogen-associated

4
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molecular patterns) werden bestimmte Strukturen oder Molekile von Mikroorgansimen
bezeichnet, die charakteristisch fir diese sind und uber die sie vom Immunsystem erkannt
werden [16]. Das sind zum Beispiel LPS (Lipopolysaccharid), Lipoproteine, Flagellin,
Peptidoglykane, DNA (Desoxyribonukleinsédure) oder RNA (Ribonukleinsdure) aus Bakterien,
Pilzen oder Viren [16, 17]. Die endogenen Faktoren, die bei Gewebezerstérung und
nekrotischem Zellzerfall im Blut zu finden sind, werden DAMPs (damage-associated
molecular patterns) oder Alarmine genannt [16]. Zu ihnen z&hlen viele unter physiologischen
Bedingungen im Zellkern oder Zytosol lokalisierte Proteine, wie HMGB-1 (high-mobility-
group-box 1), S100, Hitzeschockproteine, Matrix Proteine und Nukleotide, wie z.B. ATP
(Adenosintriphosphat) [17-19]. Die exogenen PAMPs und endogenen DAMPs binden an die
gleichen zellularen Rezeptoren, die als pattern recognition receptors (PRRs) bezeichnet
werden; zu den am meisten erforschten Vertretern gehéren die TOLL-&hnliche Rezeptoren
(toll-like receptors TLR) [17, 20]. Sie interagieren mit den von Makrophagen, Monozyten und
neutrophilen Granulozyten an ihrer Oberflache exprimierten CD14 (cluster of differentiation)
Rezeptoren. So bindet zum Beispiel LPS aus gram-negativen Bakterien an dem
CD14/TLR4/MD-2 (myeloid differentiation) Rezeptor [16]. Die dendritischen Zellen
sezernieren ihrerseits unter anderem proinflammatorischen Zytokine wie Interleukin 1 (IL),
IL-6, IL-8 und TNF-a (Tumornekrosefaktor), die auf lokale Zellen immunmodulatorisch wirken
und u.a. so die Freisetzung von Stickstoffmonoxid, Prostaglandinen, Leukotrienen und
Sauerstoffradikalen oder die Adharenz von Granulozyten an das Endothel férdern. Werden
sie in groRen Mengen ausgeschiittet, so kommt ihre Wirkung im gesamten Organismus zum
Tragen und resultiert im Kklinischen Bild einer systemischen Entzindungsreaktion. Im
Rahmen einer Konsensuskonferenz verstandigte man sich darauf, dass dieser Zustand
anhand der folgenden Befunde festgemacht werden kann [21]: Tachykardie, Tachypnoe,
Temperaturschwankungen und abnorme Leukozytenzahlen im Blutbild (Tabelle 2). Die
Diagnose eines SIRS wird gestellt, wenn mindestens zwei der genannten Kriterien (sog.

Bone-Kriterien) erflllt sind [22].

Tabelle 2 Bone-Kriterien zur Diagnose eines SIRS, nach [21]

Kérpertemperatur > 38,0 °C oder < 36,0 °C
Atemfrequenz oder > 20/min

pCO2 < 32 mmHg

Leukozyten oder > 12000/pl oder < 4000/ul
unreife Neutrophile >10%
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Als Folge einer die Inflammation begrenzenden Gegenantwort kann es zu einer
Beeintrachtigung des Immunsystems kommen, das von einigen Autoren als CARS
(compensatory anti-inflammatory response syndrome) bezeichnet wird [23]. Hierbei werden
antinflammatorische  Zytokine, wie z.B. IL-4, IL-10, Rezeptoren fir TNF und
Rezeptorantagonisten des IL-1, T-Zell vermittelt (TH2) freigesetzt, die ein UberschieRen der
proinflammatorischen Antwort hemmen sollen (,negatives Feedback®), indem sie die
monozytare Antigenprasentation (Uber verminderte HLA-DR Expression) reduzieren und die
Aktivitat der B- und T-Lymphozyten (verminderte Mediatorensynthese) hemmen [24]. In
Folge der Immunsuppression kdnnen sich Infektionen leichter entwickeln, die ihrerseits
wiederum eine Entziindungsreaktion ausldésen kénnen. Unter der Vorstellung, dass sich im
weiteren Verlauf SIRS und CARS abwechseln bzw. auch teilweise Uberlappen propagierte
Bone einen Zustand, den er MARS (mixed antagonists response syndrome) nannte [25].
Heute wissen wir jedoch, dass die antinflammatorische Antwort parallel zur
proinflammatorischen  Antwort ablauft. Ein  Wechsel von reinen pro- oder
antiinflammatorischen Phasen scheint nicht der physiologischen Realitdt zu entsprechen.
Vielmehr handelt es sich um gleichzeitig stattfindende Prozesse, bei denen jedoch im
Rahmen einer Dyshomdostase die eine oder die andere Komponente messtechnisch die
Oberhand bekommt [26, 27].

Eine Sepsis liegt bei dem klinischen Bild eines SIRS mit positivem Keimnachweis (Bakterien,
Viren, Pilze) in Blutkulturen, Abstrichen, etc. oder dem Verdacht einer Infektion vor. Der
Begriff ,schwere Sepsis” ist eine Sepsis, die mit Organdysfunktion assoziiert ist. Besteht
dabei eine volumenrefraktare Hypotension und eine Hypoperfusion, so spricht man von

einem septischen Schock [25].

Aus einem schweren SIRS oder einer Sepsis kann sich durch die (berschie3ende
Immunantwort das Multiorgandysfunktionssyndrom (MODS) bis hin zum Multiorganversagen
(MOV oder MOFS = multi organ failure syndrome) entwickeln. Eine weitere Ursache fir ein
Organversagen kann jedoch auch in einem direkten Schaden am Organ liegen, der durch
das Trauma verursacht wurde, wie zum Beispiel Lungenkontusionen, Leber- oder Milzrisse.
Das MOV kann in zwei Phasen, ein frihes (bis Tag 3 nach Trauma) und ein spétes
unterschieden werden. Nach dieser modelhaften Vorstellung resultiert das friihe MOV aus
einer Uberschiel3enden Immunantwort im Rahmen des SIRS bzw. als Folge des Schocks
und der direkten Organschadigung; das spate MOV entwickelt sich in Folge einer Infektion,
deren Auftreten durch das im Rahmen der posttraumatischen Immunsuppression

geschwachtem Immunsystem begunstigt wird [28].

Kurz vor Fertigstellung dieser Arbeit wurde mit SEPSIS-3 eine Uberarbeitung und

Neuauflage des internationalen Konsensus veroffentlicht [29]. In der Definition wird Sepsis
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als eine lebensbedrohliche Organfunktionsstérung auf der Basis eines Infektes definiert. Das
Kontinuum von SIRS, Sepsis, schwerer Sepsis uns septischem Schock wurde verlassen. Mit
der neuen Definition werden nun Patienten erfasst, die eine deutlich hdhere
Krankheitsschwere aufweisen. Diese neue Definition schlie3t die Mdglichkeit einer nicht-
infektbedingter Inflammation z.B. als Folge von schwerem Trauma aber nicht mit ein,
weshalb diese Aktualisierung fir diese Untersuchung von nachgeordneter Bedeutung zu

sein scheint.

1.4. PATHOPHYSIOLOGIE VON VERBRENNUNGS- UND POLYTRAUMA

Auch wenn es unterschiedliche Ursachen hat, so laufen nach einem Verbrennungs- und
Polytrauma ahnliche physiologische Prozesse im Koérper ab. Beide Traumata haben einen
schweren Schock zur Folge. Bei den Verbrennungspatienten kommt es zu einem
sogenannten Verbrennungsschock, welcher primar ein Volumenmangelschock durch
Stérung der Kapillarpermeabilitdt ist und bei den Polytraumapatienten meist zu einen
hamorraghischer Schock aufgrund offener bzw. geschlossener Frakturen, der Verletzung
innerer Organe oder groRer GefalRe; des Weiteren kommt es durch das Trauma selbst zu
einer direkten Schadigung des Gewebes. Im Folgenden kann es bei beiden
Patientengruppen zu einem SIRS (s. 1.3) kommen, welches durch die Aktivierung des
Gerinnungs- und Komplementsystems, sowie der Freisetzung von Mediatoren wie Zytokinen,
Leukotrienen, Histamin, O2-Radikalen und Prostaglandinen ausgelost wird. Diese kénnen
eine Stérung der Kapillarpermeabilitéat auslésen, wodurch Proteine in den Extravasalraum
verloren gehen und so den gleichzeitigen, osmotisch bedingten Ausstrom von Wasser
fordern. Als Folge resultiert eine massive interstitielle Odembildung [11, 30]. Bei
Verbrennungen von mehr als ca. 20% verbrannter Korperoberflache (VKOF) tritt dieses
Kapillarleck generalisiert auch in nichtverbrannten Korperarealen auf [11], wodurch sich der
Schock durch intravasalen Volumenmangel noch verstarken kann. Durch den Verlust bzw.
Verbrauch von Gerinnungsfaktoren, der disseminierten intravasalen Gerinnung (DIC) und
der Hypothermie kann es zu Gerinnungsstérungen kommen [11]. Ein massiver Zellzerfall
kann eine schwere Hyperkaliamie auslosen [11]. Aufgrund eines verminderten zellularen
Sauerstoffangebots (durch die herabgesetzte Perfusion und den verminderten
Hamoglobingehalt) kommt es in den betroffenen Geweben zum anaeroben Stoffwechsel mit
Laktatbildung und Azidose. Wenn die zunehmende Gewebesauerstoffschuld nicht getilgt
werden kann, kommt es zur Entwicklung eines dekompensierten Schocks mit
Organdysfunktion und konsekutivem MOV [17, 30].
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Die systemische Hyperinflammation bedingt aber auch eine kompensatorische
Antiinflammation, die zu messbaren Funktionsstérungen des Immunsystems fuhrt. Aufgrund
der Suppression der Immunabwehr durch das Trauma selbst mit Hypoxie, Hypotonie und
direktem Gewebeschaden (,first hit“) werden Infektionen begtinstigt, die sich systemisch in
Form einer Sepsis manifestieren konnen [31]. Neben der Kolonisation der grol3en
Wundflachen, insbesondere bei Verbrennungspatienten, kommen als haufiger
Infektionsfokus bei beatmeten Patienten oder bei Patienten mit IHT auch Pneumonien in
Betracht. Dartiber hinaus treten wie bei anderen septischen Patienten Bakteridmien infolge
von Katheterinfekten und von Translokationen aus dem Gastrointestinaltrakt auf. Im Sinne
eines ,second hit* kdnnen die 0.g. Faktoren, sowie erneute Operationen, Hypotension oder

Blutverlust eine erneute Sepsis mit MOV begunstigen [31-33].

Neben den generalisierten pathophysiologischen Verdnderungen kommt es je nach
Unfallmechanismus zu verletzungsbedingten Einschrédnkungen der Organfunktion. So
behindern zum Beispiel Lungenkontusionen oder Rippenserienfrakturen den pulmonalen
Gasaustausch, auRerdem konnen Leber- oder Milzrisse massiven Blutverlust nach sich
ziehen und so im Weiteren eine Verbrauchskoagulopathie bzw. verminderte
Syntheseleistung der Gerinnungsfaktoren durch eine Leberfunktionsstérung aufgrund des
Gewebeuntergangs zur Folge haben; aul3erdem kann, insbesondere bei bestehender
Nierenfunktionseinschrénkung, die Freisetzung des Myoglobins aus zerstérten Muskelzellen

bei ausgedehntem Weichteiltrauma zu einem Crush-Syndrom der Nieren fihren.

1.5. ENDOTOXIN

Endotoxin, auch Lipopolysaccharid (LPS) genannt, ist ein Bestandteil der Zellwand gram-
negativer Bakterien (u.a. Neisseria, Pseudomonas, Haemophilus, Legionella,
Enterobacteriacae, wie Escherichia Coli, Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Shigella,
Salmonella und Proteus) und wird beim Zerfall dieser Bakterien freigesetzt [34]. Es besteht
aus drei Teilbereichen, die miteinander verbunden sind (Abbildung 2) [35]. Den inneren
Bereich bildet das Lipid A, das in der auReren Membran der Bakterien verankert ist. Ihm wird
die toxische Wirkung zugeschrieben. Kovalent ist mit diesem das Core-Oligosaccharid
verbunden. Es ist aus mehreren 2-Keto-3-Desoxyoctansauremolekilen  und
Heptosemolekillen zusammengesetzt. Nach auf3en ist das O-Polysaccharid gebunden,
welches in seiner Struktur stark variiert und so fur die Stereotypcharakterisierung einzelner

Bakterien herangezogen werden kann [35].
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Abbildung 2 Struktur des LPS; aus [35]

Endotoxin scheint eine wesentliche pathogene Bedeutung bei der Entwicklung einer gram-
negativen Sepsis zu haben. Die durch LPS induzierte Entziindungsreaktion entspricht in
vielerlei Hinsicht der klinischen Reaktion auf bakterielle Infektionen und wird zum Beispiel in
Zell- oder Tierversuchen als Modell fur eine Sepsis eingesetzt. Die niedrig dosierte Injektion
von LPS (4ng/kg KG) bei gesunden Freiwilligen fuhrte bereits zu Tachykardie, Fieber,
Leukozytose, Anstieg der Konzentrationen von TNF-a, Cortisol und Adrenalin im Blut [36], zu
einer Beeintrachtigung der myokardialen Funktion einhergehend mit einer Abnahme des
arteriellen Druckes und des peripheren GefalBwiderstandes [37] sowie zu Verdnderungen
des Gerinnungssystems (initial Aktivierung der Fibrinolyse durch Anstieg der t-PA
Konzentration und im Verlauf prokoagulatorischen Phase (ber Anstieg der
Plasminogenaktivator-Inhibitor Konzentration) [38]. Die Haupteffektorzellen, die durch
Endotoxin aktiviert werden, sind die Monozyten und Makrophagen, deren Produktion von
pro- und antiinflammatorischen Zytokinen wesentlich zu den beobachteten Symptomen
beitragt. LPS bindet Uber LBP (LPS-bindendes Protein) an den CD14 Rezeptor der
Monozyten oder Makrophagen (Abbildung 3). Der durch den TLR4/CD14/MD-2 Rezeptor
ausgeldste Signaltransduktionsweg endet in einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-
KB, der seinerseits die Genexpression von verschiedenen proinflammatorischen Zytokinen,
insbesondere TNF-a und IL-1, initiiert [35]. Diese aktivieren ihrerseits weitere Leukozyten
und modulieren so die Synthese und Expression weiterer sowohl pro- als auch
antiinflammatorischer Zytokine, die Freisetzung von Stickstoffmonoxid, Prostaglandinen,
Leukotrienen und Sauerstoffradikalen oder die Adharenz von Granulozyten an das Endothel
[35]. Dies unterliegt einer schnellen Kinetik. Nach der Applikation von LPS lasst sich z.B. ein
Anstieg des TNF-a Spiegels mit einem Maximum bereits nach 1-3 Stunden und einem Abfall
unter die Nachweisgrenze nach 5 Stunden messen [36]. Durch die Freisetzung dieser
proinflammatorischen Zytokine kann es zu den oben beschriebenen Symptomen, mit im
Folgenden SIRS und MOV kommen. So ist es nicht verwunderlich, dass hdhere
Endotoxinkonzentrationen mit einem hoheren Risikos fur einen septischen Schock

einhergehen [39].
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Abbildung 3  Signaltransduktionsweg im Monozyten; aus [35]

Wesentlicher Bestandteil einer Sepsistherapie ist die frihzeitige und kalkulierte Gabe von
Antibiotika. Antimikrobielle Therapien konnen jedoch zu Beginn durch den massiven
Zellzerfall auch zu einer hohen Endotoxinfreisetzung filhren und so eine Kklinische
Verschlechterung des Patientenzustandes bewirken. Dies wurde erstmals von Jarisch und
Herxheimer bei der Therapie der Syphilis mit Arsen beschrieben. Die sogenannte Jarisch-
Herxheimer-Reaktion wurde spater auch bei verschiedenen anderen antibiotischen
Substanzen beobachtet. Neben Penicillin [40], Doxycyclin [41] sollen insbesondere auch [3-
Lactam Antibiotika, die an das Penicillin-bindende Protein-3 binden, wie Piperacillin,

Cefuroxim und Ceftazidin [42, 43] zu einer hohen Endotoxinfreisetzung fuhren.

Im Wissen um die zentrale Rolle des Endotoxins bei dem Verlauf einer gram-negativen
Sepsis wurde seit Jahrzehnten an verschiedene Therapieansatze geforscht. In den 1980er
und 90er Jahren versuchte man humane Immunglobulin (Ig) G Antikorper [44], murine IgM
Antikorper [45] und humane IgM Antikorper [46] gegen das Core-Oligosaccharid und Lipid-A
des LPS zu entwickeln, wobei letztlich in weiteren Studien fiir keine der Therapien ein
Uberlebensvorteil gezeigt werden konnte [47-52]. Ein weiterer Ansatz war die Bindung und
damit Neutralisierung von freiem und membranstandigem Endotoxin mittels Bactericidal
Permeability Increasing Protein (BPI) [53]. Jedoch konnte auch hier in der Kontrollstudie
keine Letalitatssenkung bestétigt werden [54]. Eine Verbesserung des Zustandes von
Peritonitispatienten, jedoch keinen Uberlebensvorteil, zeigte eine Studie zur extrakorporalen
Endotoxinabsorbtion [55]. In einer weiteren Studie konnte ein Uberlebensvorteil durch eine
frihzeitige extrakorporale Endotoxinabsorption mittels Polymyxin B bei Peritonitispatienten
gezeigt werden, wobei es sich um eine kleine Patientenzahl (n=64) handelte [56]. Weitere
Ansétze liegen in einer Hemmung der Signaltransduktion und damit Verminderung der

Endotoxinwirkung Uber Anti-CD14-Antikbrper [57] oder kompetitiver Bindung eines
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synthetischen Lipid-A-Analogons am TLR4 Rezeptor [58]. Ob sich daraus in der Zukunft

Therapiemdglichkeiten ergeben missen weitere Studien zeigen.

1.6. PARAMETER DER KLINISCHEN ROUTINE

Die folgenden Parameter sind schon seit langerem zur Abschatzung einer Infektion (CRP
und Leukozytenzahl) bzw. Gewebehypoxie/Minderperfusion (Laktat) Bestandteil der
klinischen Routine. Deshalb wurden sie auch bei den in die Studie eingeschlossenen
Patienten routinemafig von den jeweiligen Kliniken bestimmt und zum Vergleich zu neueren

experimentellen Parameter mit in diese Studie aufgenommen.

1.6.1.C-REAKTIVES PROTEIN

Das C-reaktive Protein (CRP) ist ein Akut-Phase-Protein, das in der Leber gebildet wird.
Seinen Namen erhielt es durch die Bindung an das C-Polysaccharid der Pneumokokken im
Plasma von Patienten mit einer akuten Pneumokokkenpneumonie [59]. Es kann sowohl bei
lokalen als auch bei systemischen Infektionen bakterieller und abakterieller Genese erhdht
sein und zeigt eine relativ langsame Kinetik, da die Plasmakonzentration erst ca. 12-24
Stunden nach Infektionsbeginn ansteigt und auch noch Tage nach der Beseitigung einer
Infektion erhoht sein kann [15, 60]. Es bindet an Phosphocholin, das auf der Oberflache
absterbender Zellen und Bakterien lokalisiert ist und aktiviert so sowohl das
Komplementsystem, als auch phagozytierende Zellen; dartber hinaus induziert es in
Monozyten die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und Gewebsthromboplastin [61].
IL-6, als proinflammatorisches Zytokin, ist der starkste Stimulus fiur die Expression des CRPs
in der Leber. Die CRP-Werte kénnen sowohl bei akuten Entziindungsprozessen, als auch

bei chronisch entziindlichen Erkrankungen und Tumoren erhéht sein.

1.6.2.LEUKOZYTEN

Die Leukozyten, auch ,weil3e Blutkérperchen* genannt, sind Bestandteil des Immunsystems;
sie werden in Granulozyten, Monozyten, und Lymphozyten unterteilt und erfiillen so
unterschiedliche Aufgaben. Sie werden aus pluripotenten Stammzellen im Knochenmark
gebildet und befinden sich im ausgereiften Zustand zu >50% im extravasalen, interstitiellen
Raum und zu ca. 30% im Knochenmark [62]. Die im Blut gemessene Anzahl liegt bei

Gesunden zwischen 4000/ul-10000/ul und variiert abhéangig von Tageszeit und Aktivitat des
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Organismus [62]. Erhdhte Werte werden als Leukozytose, erniedrigte als Leukopenie
bezeichnet. Erhohte Leukozytenwerte kdnnen unterschiedliche Ursachen haben: nach
Aktivierung von bakteriellen Toxinen, Zytokinen und Kortikosteroiden werden an Endothelien
adharente Leukozyten in die Blutbahn freigegeben, es kdnnen bei malignen Erkrankungen
oder durch Infektion ausgel6st, vermehrt Leukozyten gebildet werden, sowie durch eine
Verlangerung der Lebenszeit, wie z.B. bei malignen Lymphomen/CLL der Abbau verzdgert
werden [63]. Neben den infektibsen oder malignen Ursachen lassen sich erhéhte
Leukozytenwerte auch bei Stress, Herzinfarkt, Apoplex, Kollagenosen, diabetischen
Entgleisungen oder in der Schwangerschaft messen [63]. Einer Leukopenie liegt eine
verminderte Produktion und/oder ein vermehrter Abbau von Leukozyten zugrunde.
Urséachlich fur eine verminderte Produktion kann ein Vitamin-B12- oder Folsaure-Mangel,
eine  hypo-/aplastischen  Stérung (Aplastische  Anédmie, Myelodysplasie), eine
Speicherkrankheit (z.B. M. Gaucher), eine toxische (z.B. Chemotherapie) oder
strahleninduzierten  Schadigung des Knochenmarkes, eine allergische (z.B.
Arzneimittelunvertraglichkeit) oder entzindliche Stdrung, eine Kollagenose oder eine
maligne Erkrankung (z.B. Verdrangung des gesunden Knochenmarks durch Tumor- oder
Leukamiezellen) sein [63]. Ein vermehrter Abbau der Leukozyten findet sich bei
Autoantikbrpern z.B. im Rahmen einer Kollagenose. Eine malige Leukopenie ist bei
Splenomegalie haufig. Die haufigste Ursache fiir eine Leukopenie durch ,Verbrauch® ist aber

die schwere entziindliche Reaktion wie z.B. bei einer Sepsis [63].

1.6.3.LAKTAT

Bei der Glykolyse wird unter Energiegewinn Glucose zu Pyruvat umgewandelt [64]. In Zellen
mit Mitochondrien und ausreichender Sauerstoffzufuhr wird das Pyruvat im Citratzyklus und
der Atmungskette vollstdndig zu CO, und H,O oxidiert. In Erythrozyten, die keine
Mitochondrien besitzen und bei anaerober Stoffwechsellage der Korperzellen, wird das
Pyruvat zu Laktat reduziert. Laktat kann in der Leber und in geringerem Mal3e auch in den
Nieren wieder zu Pyruvat und Glucose synthetisiert werden (Gluconeogenese) [65]. Wenn
Uber den anaeroben Stoffwechselweg mehr Laktat gebildet wird, als dber die
Gluconeogenese abgebaut werden kann, kumuliert es im Blut. Erhdhte
Laktatkonzentrationen kénnen als Marker einer kritischen Hypoperfusion und
Gewebehypoxie angesehen werden. So steigt es zum Beispiel im Rahmen eines
Mesenterialinfarktes oder bei Schockzustanden stark an [64]. Bei der 2016 publizierten
SEPSIS-3 Definition werden tber 2 mmol/l erhdhte Laktatspiegel (neben anderen Kriterien)
zur Diagnose eines septischen Schocks, einhergehend mit einer erhdhten Mortalitét,

beschrieben [29]. LPS kann auch, wie von Michaeli et al. gezeigt, bei Probanden die
12
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gesteigerte Laktat Produktion herbeifihren [66]. AuRerdem ist es bei schweren
Leberschadigungen, welche mit reduzierter Leberfunktion und damit herabgesetzter

Abbaukapazitat einhergehen, erhéht [64].

1.7. KLINISCH-EXPERIMENTELLE PARAMETER

1.7.1.LIPOPOLYSACCHARID-BINDENDES PROTEIN

Das erstmalig 1986 beschriebene Lipopolysaccharid-bindende Protein (LBP) ist ein
Glykoprotein, das durch seine Zugehorigkeit zu den Akut-Phase-Proteinen eine zentrale
Rolle in der Abwehr von Infektionen spielt [67]. Das in den Hepatozyten synthetisierte Protein
wird kontinuierlich freigesetzt und liegt auch bei Gesunden im Blut in eine Konzentration von
2-17 pg/ml vor [39, 68]. LBP bindet an die Lipid-A Einheit von LPS und hat im Folgenden
eine katalytische Funktion [68-70]. Es fordert bereits in niedrigen Konzentrationen den
Transfer von LPS an CD14 Rezeptoren auf Monozyten/Makrophagen bzw. l6slichen CD14
Rezeptoren und l6st so Uber TLR4/MD-2 Rezeptoren die weiteren Signaltransduktionswege
in den Zellen aus in dessen Folge es zu einer Sekretion von TNF-a und weiteren
proinflammatorischen Zytokinen kommt (s. 1.5) (Abbildung 3, Abbildung 4).

Liver
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Abbildung4  Funktion des LBP; aus [71]

In hohen Serumkonzentrationen, wie sie wahrend der Akutphase der Sepsis vorkommen
kénnen, hat LBP einen protektiven Effekt. Es wird mit I6slichem CD14 Rezeptoren in HDL
(high density lipoprotein) gebunden und somit inaktiviert [70]. Dadurch wird die LPS Bindung
an den Monozyten vermindert und so eine Uberschiel3ende Sekretion proinflammatorischer
Zytokine verhindert. Daher wird LBP neben der verstarkenden Wirkung bei der Erkennung

des LPS auch eine detoxifizierende Wirkung zugeschrieben [68].
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Erhéhte LBP Spiegel finden sich bei septischen Patienten unabhangig von dem auslésenden
Erreger; es ist sowohl bei gram-negativen, als auch gram-positiven Bakteridmien und
Pilzinfektionen erhdht [39, 72, 73].

1.7.2.HMGB-1

HMGB-1 (high-mobility-group-box 1) ist ein DNA-bindendes Protein und folglich im Zellkern
lokalisiert. Es bindet an Chromatin und reguliert dadurch DNA-abhéngige Prozesse wie
Replikation, Transkription und DNA-Reparatur [74]. DarUber hinaus erfillt es auch
immunologische Funktionen. Es wird aktiv nach Zytokinstimulation von Monozyten und
Makrophagen sezerniert bzw. passiv von nekrotischen Zellen freigesetzt [74]. Somit wird es
in die Gruppe der DAMPs eingeordnet. Die aktive Freisetzung kann durch verschiedene
Stimuli, wie das Interferon (IFN)-y [75], IL-18 und LPS [76] getriggert werden. Seine
proinflammatorische Wirkung entfaltet es durch die Bindung an TLR-2, TLR-4 und RAGE
(receptor for advanced glycation endproducts) und der daraus folgenden Aktivierung von
neutrophilen Granulozyten, Monozyten und Makrophagen [74]. Diese setzten Zytokine,
Adhasionsmolekilen und INOS (induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase) frei. HMGB-1
spielt eine wichtige Rolle bei der Induktion einer Sepsis; so sind die Serumkonzentrationen
bei Endotoxinamie, Sepsis und Arthritis signifikant erhdht, zeigen jedoch eine verspatete
Kinetik im Vergleich zu TNF und IL-1B [76]. Neben anderen Proteinen kann HMGB-1 auch
LPS binden und dieses den CD14 Rezeptoren prasentieren, sowie insgesamt die Sensitivitat
von TLR4/MD-2 gegeniiber LPS erhthen. Ein UberschieRen der vom HMGB-1 getriggerten
Immunantwort als Reaktion auf das LPS, konnte im Mausmodell durch HMGB-1- Antikorper
verhindert werden und so die letale Wirkung des LPS inhibieren [77]. Als Folge von
Polytrauma [78], Myokardinfarkt [79], Schlaganfall [80], ARDS (acute respiratory distress
syndrome) [81] und Lebertransplantation [82] kénnen die HMGB-1 Werte auch erhéht sein.
Im Gegensatz zur Sepsis sind die Serumwerte bei schwerem Unfalltrauma bereits nach einer
Stunde signifikant erhéht gegeniber den Kontrollen und erreichen ihr Maximum nach 2 bis 6
Stunden [78]. HMGB-1 kann, wenn es von apoptotischen Zellen freigesetzt wird, auch eine
antiinflammatorische Wirkung haben. Es férdert dann die Immuntoleranz, indem das von den
Mitochondrien, nach der Aktivierung durch Caspase, produzierten ROS (reactive oxygen
species) HMGB-1 oxydiert und so seine proinflammatorische Wirkung hemmt [83].
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1.7.3.PMN-ELASTASE

Granulozyten phagozytieren, nach Zytokin-, Komplement- oder LPS-Stimulation, Bakterien,
andere Erreger und Gewebebestandteile. Um diese verdauen zu kdnnen nutzen sie
Proteasen, wie die Poly-Morpho-Nuclear (PMN)-Elastase, die in den azurophilen Granula der
polymorphkernigen Granulozyten lokalisiert ist. Nach der Aktivierung der Granulozyten oder
beim ihrem Zerfall, wird ein Teil der Enzyme in den Extrazellularraum freigesetzt. Dort wird
die Elastase in lhrer Aktivitat von Inhibitoren, wie dem aj-Antitrypsin, reguliert [84]. Eine
UberschielRende Freisetzung kann lokale Gewebeschaden verursachen, die durch
gleichzeitig produzierte Oxidantien, wie den Sauerstoffradikalen, noch verstarkt werden
kénnen. Extrazellular Ubt die Elastase vielseitige Funktionen aus, wie die Induktion der
Zytokin-, Chemokin- und Wachstumsfaktorfreisetzung [85, 86], Aktivierung von Proteasen
[87] und Thrombozyten [88], sowie Abbau von Bestandteilen der Extrazellularen Matrix [89]
und Plasmaproteinen [90]. Dartber hinaus kann sie spezifische Oberflachenrezeptoren, die
die zytokinabhangige Immunantwort steuern, aktivieren oder abbauen [85]. Belaaouaj et al.
zeigten, dass die Elastase Oberflachenproteine gram-positiver Bakterien zerstéren kann [91].
Erhéhte Plasmawerte finden sich bei Sepsis, akuter Pankreatitis, nach Polytrauma und bei
Patienten mit chronisch-entziindlichen Gelenk- bzw. Darmerkrankungen [92], sowie nach
LPS Stimulation [93, 94].

1.7.4.CATHEPSIN X

Die Gruppe der Cathepsine beschreibt elf lysosomale Cystein-Proteasen, die in
verschiedenen Zelllinien vorkommen und dort als Endo- oder Exopeptidasen Proteine
spalten. Cathepsin X, auch als Cathepsin Z oder P bezeichnet, unterscheidet sich in Form,
Genmuster und Aktivitdtseigenschaften stark von anderen Cystein-Proteasen [95]. Es wird
vorrangig in  Monozyten und Makrophagen exprimiert und hat Carboxypeptidase
Eigenschaften [96]. Cathepsine liegen in einer Proform und der aktivierten Form vor.
Cathepsin X wird durch Cathepsin L aktiviert. Neben seinem intrazellularen Vorkommen
kann es auch aktiv sezerniert werden und nimmt dann an Zellmigrations- und
Invasionsprozessen teil; durch seine Interaktion mit ,-Integrinen reguliert es Adhasion,
Phagozytose und T-Zell Aktivierung [95]. Eine weitere immunologische Funktion erfillt es im
Kallikrein-Kinin System, indem es Bradykinin und Kallidin zu spezifischen Liganden fir den
Bradykinin B; Rezeptor, der eine wichtige Rolle fir die Akkumulation von Neutrophilen in
entzlindlichem Gewebe spielt, umwandelt [97]. Au3erdem ist es in der Lage BPP (bradykinin
potentiating peptide), ein Protein das die Wirkung von Kininen in entziindlichem Gewebe

steigert, zu produzieren [98]. In eine Studie von Nagler et al. wurden bei gesunden
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Probanden Plasmaspiegel zwischen 31 bis 165 ng/ml (Median 70 ng/ml) gemessen [96].
Erhéhte  Cathepsin X Werte wurden als Ausdruck einer Monozyten- und
Makrophagenaktivierung bei entziindlichen Prozessen im Kdrper, nach Polytrauma [96],
Prostata- [99] und Magenkarzinom [100], sowie bei an Alzheimerdemenz Erkrankten [101]

gefunden.

1.7.5.NEOPTERIN

Neopterin ist ein Abbauprodukt des Guanosintriphosphat (GTP) und gehdrt zur Gruppe der
Pteridine [102]. Es ist ein relativ stabiles Protein, welches in Korperflissigkeiten, wie Urin,
Serum und Liquor nachgewiesen werden kann [102, 103]. Da es renal eliminiert wird, wird
meist der Neopterin/Kreatinin Quotient bestimmt um von der Nierenfunktion unabh&ngige
Werte angeben zu kodnnen. Bereits 1983 zeigten Niederwieser et al.,, dass nach T-
Zellstimulation durch virale Infektion und Autoimmunreaktionen erhdhte Neopterinwerte
gemessen werden konnen [104]. Aktivierte T-Zellen setzten IFN-y frei, das in Monozyten und
Makrophagen eine Ausschittung von Neopterin induziert [102, 103]. Es konnten erhfhte
Werte bei Infektionen mit Viren, Parasiten und intrazellularen Bakterien bestimmt werden
[103]; entsprechend konnte in vitro nach LPS Stimulation von Yao et al. und Troppmair et al.,
eine gesteigerte Neopterinproduktion gemessen werden [105, 106]. Desweiteren liel3en sich
erhéhte Werte bei Polytraumapatienten messen, die im Verlauf ein MOV entwickelten [107].
Der Neopterinwert kann zudem zur Abschatzung einer Progression einer HIV-Infektion,
Transplantatabstof3ung oder Fortschreiten einer malignen Erkrankung dienen [103], sowie

als prognostischer Marker fur kardiovaskularer Erkrankungen eingesetzt werden [108].

1.7.6.HLA-DR

Humanes Leukozyten-Antigen DR (HLA-DR) kann in die Gruppe der MHC (major
histocompatibility complex)-Molekile Klasse Il eingeordnet werden und ist an der Oberflache
aller antigenprasentierenden Zellen, wie Monozyten, Makrophagen, B-Lymphozyten und
dendritischen Zellen lokalisiert [16]. Seine Aufgabe liegt in der Prasentation von
phagozytierten Proteinen, die Uber T-Zellrezeptoren auf den T-Helferzellen erkannt werden.
Diese setzten daraufhin Zytokine und andere proinflammatorischen Substanzen frei. Die
Expression der MHC Molekile auf der Oberflache kann durch Zytokine gesteuert werden. So
kann zum Beispiel IFN-y die Expression von MHC-I und MHC-II Molekulen verstéarken [109].
Fur IL-10 gibt es gegensatzliche Beobachtungen; in Anwesenheit von IL-10, ein
antiinflammatorisches Zytokin, werden die HLA-DR Molekiile internalisiert [110]. Durch seine
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verschiedenen Allele ist das HLA-DR Molekil sehr vielseitig und das am meisten exprimierte
MHC-II Molekil auf Monozyten [111]. Somit stellt es einen wichtigen Teil der Immunantwort
dar. Sind zu wenige HLA-DR Molekile auf den antigenpréasentierenden Zellen vorhanden
kann keine adaquate Aktivierung des spezifischen Immunsystems erfolgen. So konnte fir
polytraumatisierte Patienten gezeigt werden, dass ein adaquater Anstieg der HLA-DR
Expression nach dem initialen Abfall, in Folge des Traumas, mit dem weiteren
Krankheitsverlauf und dem Uberleben Kkorreliert [112]. Bei einer Studie mit
Schwerbrandverletzten zeigte sich eine niedrigere Expression als in der Kontrollgruppe,
welche weiter abfiel, wenn die Patienten eine Sepsis entwickelten [113]. Eine, Uber den 5.
Tag hinaus gehende, Abnahme der MHC-II Expression auf den Monozyten, scheint mit einer
anhaltenden Immunsuppression und der Entwicklung einer schweren Sepsis einherzugehen
[114]. Wobei durch eine verminderte HLA-DR Expression auch eine Uuberschief3ende
Immunreaktion gehemmt werden soll. So kann die durch LPS induzierte Reduktion der HLA-
DR Expression auf Monozyten im Rahmen einer Endotoxintoleranz gewertet werden [115].

1.8. FRAGESTELLUNG

Die vorliegende Studie sollte folgende Fragen beantworten:

1. Wie stellt sich der klinische Verlauf dar und wie verhalten sich verschiedene
Parameter der inflammatorischen Antwort nach schwerem Verbrennungstrauma (mit
einem Anteil von mindestens 20% zweitgradig verbrannter Korperoberflache) bzw.
nach schwerer Mehrfachverletzung (mit eine Verletzungsschwere nach ISS von 16

oder mehr Punkten (Polytrauma)) vom Unfalltag (Tag 0) bis Tag 10 nach dem Unfall?
Dabei wurden folgende klinisch-experimentelle Parameter bestimmt:

e Lipopolysaccharid-bindendes Protein (LBP)
e High Mobility Group Box 1 (HMGB-1)

e Cathepsin X

e PMN-Elastase

¢ Neopterin/Kreatinin Quotient

e Humanes Leukozyten-Antigen DR (HLA-DR)

sowie die , klassischen“ Entzindungs-/Schockparameter des  klinischen

Routinelabors:

Leukozyten, C-reaktives Protein (CRP) und Plasma-Laktat
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2. Welche Rolle spielt Endotoxin im Verlauf nach schwere Verbrennungsverletzung oder

Polytrauma?

Dafir wurden folgende Aspekte untersucht:

Als Surrogat einer absoluten Endotoxin-Konzentration wurde mit dem
Endotoxin Activity Assay (EAA) die Endotoxinaktivitdt semiquantitativ in einem
Chemolumineszenz-Verfahren gemessen.

Die Endotoxinaktivitat wurde in beiden Patientenkollektiven abh&ngig vom
Unfallmechanismus  (Verbrennung  oder  Polytrauma) dber  den
Beobachtungszeitraum bestimmt um eine mdgliche Rolle einer Endotoxindmie
bzw. deren Auswirkung auf die Entziindungsreaktion zu erkennen.

AuBerdem wurde die Endotoxinaktivitat mit den anderen untersuchten
Parametern unabhangig vom Unfallmechanismus Kkorreliert um deren

mogliche Interaktionen aufzuzeigen.
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2. PATIENTEN, MATERIAL UND METHODEN

2.1. PATIENTEN

Das Patientenkollektiv wurde aus der Abteilung fur Unfallchirurgie des Klinikums der
Universitat Minchen Campus Grol3hadern (Polytraumapatienten) sowie der Abteilung fir
plastische und wiederherstellende Chirurgie (Zentrum fur Schwerbrandverletzte) Stadtisches

Klinikum Minchen-Bogenhausen rekrutiert (Schwerbrandverletzte).

Die Studie wurde von der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultdt der LMU genehmigt
(Studiennummer 284-06).

2.1.1.EIN- UND AUSSCHLUSSKRITERIEN

In die Studien wurden Patienten mit zwei verschiedenen Verletzungsarten eingeschlossen:
mechanisches Gewebetrauma und schwere Verbrennung. Um innerhalb der jeweiligen
Patientengruppe eine mdoglichst homogene Verletzungsschwere und die damit verbundene
Immunreaktion zu erhalten, wurden Patienten mit mechanischem Gewebetrauma
eingeschlossen, wenn sie ein schwere Mehrfachverletzung mit einem Injury Severity Score
(ISS) =16 Punkten (Polytrauma) bzw. Verbrennungspatienten mit einem Anteil verbrannter
Korperoberflache (VKOF) ab 20% und mindestens 2. gradiger Verbrennungstiefe

(Schwerbrandverletzte) erlitten hatten.

Fur alle Patienten galten weiter die folgenden Einschlusskriterien: Mindestalter von 18
Jahren, unterschriebene Einverstandniserklarung und die Mdglichkeit des Studienbeginns
spatestens am ersten Tag nach Trauma. Da die meisten Patienten bei Aufnahme in die
Studie nicht aufklarungs- und einwilligungsfahig waren, galt laut Ethikantrag der mutmalfiliche
Wille der Patienten. Sie wurden, sobald sie aufklarungsfahig waren, von einem approbierten
Arzt Uber die Inhalte, das Prozedere und die Risiken der Studie aufgeklart. Bei der
Ablehnung der Teilnahme wurde das bereits gewonnene Material und in den
Studienunterlagen bereits erhobenen Ergebnisse vernichtet. Bei jenen Patienten, die im
Laufe ihres Aufenthaltes verstarben wurden die Totensorgeberechtigten Uber die Studie

aufgeklart.

Ausschlusskriterien waren eine zurickgenommene Einverstandniserklarung, Jugendliche bis
zur Vollendung des 18. Lebensjahres, mangelnde Deutschkenntnisse, Schwangerschaft und

Unterbringung auf behérdliche Anordnung in einer Anstalt (z.B. Strafgefangene).
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2.1.2. ANGEWANDTE SCORINGSYSTEME

2.1.2.1. SAPSII

Der SAPS Il (Simplified Akute Physiological Score) Score (Tabelle 3) dient seit seiner
Entwicklung von Le Gall et al. 1993 zur Klassifizierung der Verletzungsschwere anhand von
17 Parametern, darunter 12 physiologische und laborchemische Parametern, Alter, Grund
der Aufnahme und bereits vorliegende Grunderkrankungen (Immundefizit, metastasiertes
Tumorleiden, maligne hamatologische Erkrankung) [116]. Es werden die jeweils
schlechtesten Werte in einem Zeitraum von 24 Stunden erhoben. Er wird regelméRig auf
Intensivstationen, neben dem TISS Score (Therapeutic Intervention Scoring System) zur
Verlaufsbeurteilung der Krankheitsschwere erhoben. Einen weiteren Einsatz findet er in

klinischen Studien zur Abschatzung der Erkrankungsschwere bei Einschluss der Patienten.

Tabelle 3 SAPS Il Score; entspricht dem Erhebungsbogen aus dem TraumaRegister der DGU;
nach [116]
SAPS I maRgeblich sind die schlechtesten Werte (hdchste Punkizahl) in einem 24-Stunden-Zeitraum seit
dem zur Intensiv-Aufnahme flihrenden Ereignis (Unfall, OP, Komplikation)
|| Punkte ber abnormal niedrigen Werten | normal” | Punkte bei abnormal hohen Werten Il
Alter (Jahrs) <40 40-59 60-69 70-74 75-79 =80
7 12 15 16 18
Herzfrequenz (pro Min.) <40 40-69 70-119 || 120-159 | =160
11 2 4 7
Blutdruck (syst., mmHa) =70 70-99 100-199 =200
13 5 2
Temperatur (*C) <39.0 239.0
3
nur bei Beatmung o. Pulmonalis-Hatheder <100 100-199 =200 =
Pa0; immHg) | FiOs 11 9 6
Urinausscheidung (LTag) <0.5 0.5-0.99 21,0
11 4
Harnstoff imgial oder <60 180178 1 2180 L e
Harnstoff-Stickstoff (mg/di) <28 28-83 =84
6 10
Leukozyten (10°%mm?) <1.0 1.0-19,9 =20
12 3
Kalium {mmeliL) <3 3.049 =50
3 3
Natrium (mmol/L) <125 125-144 =145
5 1
Serum Bikarbonat (mEqiL) <15 15-19 =20
6 3
Bilirubin (mgidl) <40 4059 | 260
4 9
Glasgow Coma Scale <6 B5-8 9-10 11-13 14-15
(vor Sedierung) 26 13 7 5
Vcrerkrankungen = metastas. Karzinom maligne hdmatolog. Erkr. AIDS
17
Zuweisung auf ICU alakiiv medizinisch (chne OF) ungeplant chirurgisch
chirurgisch

2.1.2.2. RISC - Uberlebensprognose fiir Polytraumapatienten

Der Revised Injury Severity Classification Score (RISC) (Tabelle 4), der aus den Daten des

TraumaRegisters der DGU entwickelt wurde, gibt eine Uberlebenswahrscheinlichkeit in
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Prozent an [117]. Er ist eine Weiterentwicklung des Revised Trauma Score und ISS mit
besserer Vorhersagekraft [118]. Die Daten zur RISC-Prognose in dieser Studie wurden direkt
aus den TraumaRegister-Daten in die Studiendatenbank tibernommen. Die Werte wurden fiir

die jeweiligen Fall dort auf der Basis der vorhanden Daten automatische berechnet.
Tabelle 4 RISC-Score; aus [117]

RISC Revised Injury Severity Classification

Farameter Wert Koeffizient
Alter 55 -64 -10
65 - 74 =20
ab 73 -23
New IS5 Soore -0,03
AIS Ko 4 -0.5
pf 5 -118
ATS Extremititen 5 -10
GCS 15 -09
Crerinnmng (FTT) 40-40 - 0.8
S0-T0 -10
ab 830 -12
Baze Excess -4 1_:51'5._:19.? - ,';',3.
Herzztillstand / ER=) ja -25
Indir. BElutungszeichen™ 1 - Hg
3 -16
Eonstante 50

E

*BR., <90 mmHg / Hb < & mg/dl

Seit 2013 gibt es einen aktualisierten RISC 1l Score, der der zuletzt zu beobachten
verminderten Sterblichkeit (Werte im TraumaRegister lagen deutlich unter der berechneten
Prognose) Rechnung tragt [119]. Der RISC Il Score konnte jedoch fur diese Studie nicht

bertcksichtigt werden, da er erst nach Schluss der Datenbank publiziert wurde.

2.1.2.3. ABSI - Uberlebensprognose fiir Schwerbrandverletzte

Mit Hilfe des Abbreviated Burn Severity Index (ABSI), welcher 1982 von Tobiasen et al.
veroffentlicht wurde, lasst sich die Uberlebenswahrscheinlichkeit nach schweren
Brandverletzungen anhand von funf Kriterien, welche in die Berechnung einflieRen, angeben
(Tabelle 5) [120]. Zu ihnen zéhlen Alter und Geschlecht des Patienten, Vorhandensein eines
Inhalationstraumas (IHT) bzw. drittgradiger Verbrennungen sowie die verbrannte
Kdrperoberflache in Prozent [120]. In dieser Studie wurden die Daten fir den ABSI bei
Einschluss in die Studie erhoben und in einer entsprechenden Tabelle dokumentiert. Als IHT
wurde der bronchoskopische Nachweis von Rufd in den tiefen Atemwegen bei Aufnahme

definiert.
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Tabelle 5 ABSI Score; aus [120]
Pafient
ariable Characteristic Score
Sex Farmaks 1
hdale 0
Age in years 0-20 i
21-40 2
A41-60 3
&1-80 4
81100 5
Imhalatan injury 1
Full thickness burn
Total body surface area
burned (58] =10 1
11-20 2
21-30 3
3140 4
A41-50 5
H1-60 5]
61-70 ¥
7180 il
B1-80 9
91100 10
Protabdity of
Total Bum Scora Threat to Life Survival (%)
2-3 Very low = 09
4.5 Moderate 98
a7 Madaralely severa &0-80
88 Sericus a0-70
10-11 Severe 20-40
12-13 Masirmurm = 10

2.1.2.4. SOFA

Der Sepsis-related Organ Failure Assessment Score (SOFA) dient zur Abschéatzung der
Organfunktion bzw. Organversagen [121]. Die Funktion des Herz-/Kreislauf-, ZNS-
(Zentrales Nervensystem), respiratorischen, hepatischen, renalen und Blutgerinnungssystem
wird betrachtet. FUr jedes System werden flr die einzelnen physiologischen Parameter null
bis vier Punkte vergeben, die dann addiert die Gesamtpunktzahl des Scores ergeben
(Tabelle 6). Je héher die Punktzahl, desto schlechter die Organfunktion. Bei Werten von eins
oder zwei pro Organ spricht man von einer Dysfunktion, bei groRer gleich drei Punkten von
einem Organversagen. Sind bei mindestens zwei Organen an mindestens zwei
aufeinanderfolgenden Tagen die Kriterien fir ein Organversagen erfillt, handelt es sich
definitionsgeman um ein MOV. MOV und hohe SOFA-Scores fur ein Organ gehen mit einer
erhohten Letalitat einher [122].

Analog zum TraumaRegister DGU galt in dieser Studie ein SOFA-Score von 3 oder mehr
Punkten pro Organsystem als ein Einzelorganversagen und lag ein MOV vor, wenn zwei
oder mehr Organsysteme an mindestens zwei aufeinanderfolgenden Tagen von einem

Organversagen betroffen waren.

22



PATIENTEN, MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 6 SOFA-Score; aus [122]
SOFA scone 1 2 3 4
Respiration < ) < 3} < 20 < 10
PaCL RO, mmHg wiLth resparatory support  with respralory support
Cougnilation < 150 < 100 < 5l < 20)
Flatekets x 10Fmm”
Liver 12-19 2059 al-119 = 1110
Bihruln, mgtdl (A-32) (33-1071) (102204 (= AM)
pemal L)
L atreier varseael ar MaAF < Tl mm Hg LDiorpammine =2 5 o Lirpammime < 5 ar Dropamuime = 1.5 or epimne-
Hypotension® Dobutamine (any dose)]  epinephrine = (L] or plurime = (L] dr norepd ne-
oy e e plirimne =< (0.1 plirimne = (.1
Cemtral Nerveus Sysdem 13-14 1012 69 < )
Cilasgow ooma soore
Kenal 1219 20-34 3549 = 5100
Creatmine, mg'dL (113-170) (1T -29) [J-240] o (= 4400 or
(pmol L) or urine owtpet < 500 mLSday < 200 mLfday
* adren ergie agents admintterad for at lest one hour (doses given ame in pgflg - min)

2.1.2.5. Kiriterien fur das Vorliegen eines Systemischen
Inflammatorischen Response Syndroms (SIRS) - sog. Bone-Kriterien

Das Vorliegen einer systemischen Entziindungsantwort — einem sog. Systemic Inflammatory
Response Syndrome (SIRS) — wurde in dieser Studie anhand der sog. SIRS- oder Bone-
Kriterien festgestellt. Diese Kriterien wurden erstmals 1992 in einem Internationalen
Konsensus definiert nach dem Erstautor der begleitenden Publikation R.C. Bone benannt
[21]: Tachykardie, Tachypnoe, Temperaturschwankungen und abnorme Leukozytenzahlen
im Blutbild (Tabelle 2).

Ein SIRS wurde angenommen, wenn zwei oder mehr dieser Kriterien erfllt waren. Wurde
zusétzlich zu einem SIRS eine Infektion durch Keimnachweis oder aufgrund des klinischen

Verdachts auf eine Infektion diagnostiziert, so wurde die Diagnose einer Sepsis gestellt.

2.1.3.KLINISCHE DATENGEWINNUNG, DOKUMENTATION UND
BEURTEILUNG DES KLINISCHEN VERLAUFS

Die klinischen und laborchemischen/mikrobiologischen Parameter der Patienten wurden bei
jeder Blutentnahme sowie nach Entlassung des Patienten mit Hilfe eines fur diese Studie
entwickelten Case Report Form (CRF) erhoben. Dieser umfasst neben der Dokumentation
der Probenentnahme und Verarbeitung, auch die Bone-Kriterien zur Beurteilung eines SIRS,
die Ergebnisse mikrobieller Proben zur Diagnose einer Sepsis, die zur Berechnung des
SOFA-Scores bendtigten Parameter zur Dokumentation eines Organversagens, den SAPS I
Score, den RISC bzw. ABSI Score zur Abschatzung der Uberlebenswahrscheinlichkeit und

letztlich die Dauer des Intensivaufenthaltes und der maschinellen Beatmung, sowie das
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Outcome der Patienten, welche aus der Patientenakte abgelesen wurden. Die
Routineparameter der klinischen Chemie, wie das Blutbild, CRP, Kreatinin, Leberenzyme,
Bilirubin und Gerinnungswerte wurden aus der Dokumentation der jeweiligen Kliniken
tbernommen und ebenso in dem CRF dokumentiert. Bei den polytraumatisierten Patienten

wurde zusatzlich der Dokumentationsbogen des TraumaRegisters der DGU verwendet.

2.1.4 PROBENGEWINNUNG

Den Patienten wurde am Unfalltag (Tag 0), innerhalb der ersten acht Stunden nach dem
Trauma, sowie an den konsekutiven Tagen 1, 3, 5, 7 und 10 morgens zwischen 7:00 Uhr
und 9:00 Uhr jeweils 20 ml EDTA (Ethylendiamintetraacetat)-Blut abgenommen (Abbildung
5). Die Abnahme erfolgte unter sterilen Bedingungen aus zentralvendsen oder intraarteriellen
Zugangen, oder, falls keine entsprechenden Zugange mehr vorlagen, durch periphere

venose Punktion.

Des Weiteren wurden Urinproben genommen, sofern bei den Patienten ein
Blasendauerkatheter vorhanden war. In diesem Fall wurden an den Messzeitpunkten je 10
ml Urin steril aus dem Katheter abgenommen. Die Sammlung von Urinproben wurde
allerdings erst einige Monate nach Studienbeginn begonnen, so dass flr einige der
eingeschlossenen Patienten keine Daten zu den aus dem Urin bestimmten Parametern

vorliegen.

Die Aufarbeitung der Proben erfolgte spatestens 60 Minuten nach der Blut-/Urinentnahme.

>

y y y y

y " v ’ y

TagO0Tagl Tag3 Tag5 Tag7 Tag 10

Abbildung 5  Zeitlicher Verlauf der Probenentnahme

2.2. VERWENDETE GERATE UND MATERIALIEN
2.2.1.ENDOTOXIN ACTIVITY ASSAY

¢ Incubating Mini Shaker (VWR International LLC, West Chester, PA, USA)
e Smartline EAA Luminometer (Berthold Detection Systems GmbH, Pforzheim)

o Vortex VX-100 (Labnet International Inc., Edison, NJ, USA)
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Pipetten: Eppendorf Research 10 upl, Eppendorf Research 100 ul, Eppendorf
Research 1000 pl (Eppendorf AG, Hamburg)
Mehrfachdispenser Handy Step (BRAND GMBH + CO KG, Wertheim)

DNase, RNase, DNA, RNA und pyrogenfreie Pipettenspitzen: epTIPS 50-1000 pl,
Biopur Combitips plus 0,5 ml (Eppendorf AG, Hamburg)

TipOne 101-1000 ul Filter Tips (Starlab GmbH, Ahrensburg)

Endotoxin Activity Assay Kit (Spectral Diagnostics Inc., Toronto, CA, USA)

2.2.2. DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Vortex VX-100 (Labnet International Inc., Edison, NJ, USA)
Thermostat MGW Lauda MS (Fa. MGW Lauda, Lauda-Kdnigshofen)

Durchflusszytometer COULTER EPICS XL with ADC (Beckman Coulter, Inc.,
Fullerton, CA, USA)

Pipetten: Eppendorf Research 10 pl, Eppendorf Research 100 yl (Eppendorf AG,
Hamburg)

Pipettenspitzen: epTIPS 0,5-20 ul, epTIPS 2-200 pl, epTIPS 50-1000 pl (Eppendorf
AG, Hamburg)

BD Falcon 5 ml (BD Biosciences, San Jose, CA, USA)

Antikorper: BD Pharmingen PE mouse anti-human CD142, BD Biosciences, San
Jose, CA, USA, IgG1(Mouse)-PC5, IgG1(Mouse)-PE, IgG2a(Mouse)-ECD, HLA-DR-
PC5, CD14-ECD, CD45-PC5, CD14-FITC (Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA,
USA)

OptiLyse C Lysing Solution (Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA)
Phosphat-gepufferte-Saline  (PBS), pH 7,2, (Natriumchlorid 5,48 g, di-

Natriumhydrogen-phosphatdihydrat 10,12 g, Kaliumdihydrogenphosphat 2,28 g,
Wasser fir Injektionszwecke ad 1000 ml) (Apotheke Klinikum Innenstadt)

2.2.3.LBP-MESSUNG

Vortex VX-100 (Labnet International Inc., Edison, NJ, USA)

Pipetten: Eppendorf Research 10 ul, Eppendorf Research 1000 ul (Eppendorf AG,
Hamburg)

Pipettenspitzen: epTIPS 0,5-20 pl, epTIPS 50-1000 ul (Eppendorf AG, Hamburg)

Immulite (Siemens Healthcare Diagnostics GmbH, Eschborn)
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2.2.4. HMGB-1-MESSUNG

o Vortex VX-100 (Labnet International Inc., Edison, NJ, USA)

o Pipetten: Eppendorf Research 10 pl, Eppendorf Research 100 ul, Eppendorf
Research 1000 pl, 8-Kanal Mikropipette Eppendorf Research 300 pl (Eppendorf AG,
Hamburg)

e Pipettenspitzen: epTIPS 0,5-20 ul, epTIPS 30-300 pl, epTIPS 50-1000 ul (Eppendorf
AG, Hamburg)

e Orbitalschittler MTS 2 (IKA Labortechnik, Staufen)
e VERSA max Microplate Reader (Molecular Devices, California, USA)

e Brutschrank B5060 EK-CO2 (Heraeus, Hanau)

2.2.5.PLASMABANK

o Pipette: Eppendorf Research 1000 ul (Eppendorf AG, Hamburg)
e Pipettenspitzen: epTIPS 50-1000 pl (Eppendorf AG, Hamburg)
e Tischzentrifuge Hettich Rotanta/S (Hettich AG, Béach, CH)

e CryoTubes Vials 1 ml (Nunc A/S, Roskilde, DK)

2.2.6.URINBANK

o Pipette: Eppendorf Research 1000 ul (Eppendorf AG, Hamburg)
e Pipettenspitzen: epTIPS 50-1000 pl (Eppendorf AG, Hamburg)

e CryoTubes Vials 1 ml (Nunc A/S, Roskilde, DK)

2.3. METHODEN

2.3.1.ENDOTOXIN ACTIVITY ASSAY

Der Endotoxin Activity Assay (EAA) ist ein, von der Firma Spectral Diagnostics Inc., Toronto,
Kanada entwickelter Test zur Detektion von gebundenem und freiem LPS im Vollblut. Im
Vergleich zu dem bislang verwendeten Limulus-Amobozyten-Lysat-Test (LAL) liegt die
Neuerung des hier verwendeten EAA-Tests in der direkten Bestimmung der
Endotoxinaktivitat in Vollblut [123]; fir den LAL-Test, bei dem das Vorhandensein von

Endotoxin in einer kristalloiden Ldsung zur Koagulation der Hamolymphe des
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Pfeilschwanzkrebses (Limulus polyphemus) flhrt, ist zuvor die Aufarbeitung des Blutes nétig
[124]. Zudem ist der LAL-Test anfallig fir auf3ere Storfaktoren wie Heparin, EDTA oder
verschiedene Antibiotika [125] und er scheint falsch positive Ergebnisse bei hohen
Konzentrationen von gram-positiven Erregern oder Candida-Spezies im Blut zu liefern [35].
Dieses Problem konnte durch Neutralisation entsprechender Proteine verbessert werden.
Das groflite Manko des LAL-Test ist jedoch, dass biologisch aktives, aber an Zellmembranen
oder anderen Proteinen (wie LBP, l6slicher CD14 Rezeptor, HDL oder LDL (low densitity
lipoprotein)) gebundenes Endotoxin nicht bestimmt werden kann [126]. Daher liegt die
wesentliche Neuerung des EAA-Test, neben der geringeren Storanfalligkeit, in der
Bestimmung der Aktivitat von Endotoxin in freier und gebundenen Form. Die Messung der
Endotoxinaktivitdt beim EAA basiert auf dem Prinzip der Chemolumineszenz (Abbildung 6)

[123, 127].

i
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Abbildung 6  Prinzip des Endotoxin Activity Assays; aus [127]

Die Reaktion lauft im Detail wie folgt ab: LPS, Anti-LPS-Antikdrper und Komplementproteine
(C3b) bilden einen Immunkomplex, welcher tber den Complement Rezeptor (CR) 1 an den
neutrophilen Granulozyten bindet. Dieser Komplex I6st eine Voraktivierung der Zellen aus.
Durch dieses ,Priming* ist eine hohere Sauerstoffradikalfreisetzung auf das Zymosan hin
moglich. Das Zymosan, ein Glykan aus der Wand von Hefen, bindet tber den CR3-
Rezeptor, an den neutrophilen Granulozyten und bewirkt dadurch eine Ausschuttung der
Sauerstoffradikale im ,Oxidativen Burst®. Die freigesetzten Oxidantien reagieren mit dem
Luminol aus dem Reaktionsansatz und losen die Chemolumineszenz aus, die vom

Luminometer detektiert wird.

Zur Durchfiihrung der Messung ist ein sogenanntes ,EAA Kit*, bestehend aus einem
JAliquot-“ und ,LPS max tube® fiir die Inkubation des Vollblutes und jeweils 3 Rdhrchen in

Doppelbestimmung fir die eigentliche Messung nétig. Die einzelnen Roéhrchen enthalten
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Kigelchen, die mit Stabilisatoren und flr den Reaktionsablauf nétigen Reagenzien,
angereichert sind. Das ,Aliquot-tube“ ist leer und dient der Inkubation des reinen
Probenblutes; das ,LPS max tube“ ist mit 2,3 ng Endotoxin (E. coli 055:B5) gefllt, da darin
fur den Hochstwert das Blut mit LPS angereichert wird. ,Tube 1* enth@lt nur Luminol-
Zymosan zur Bestimmung des unspezifischen oxidativen Bursts des Patienten. ,Tube 2“ und
.Tube 3“ weisen mit 1,0-2,0 pg murinem monoklonalem Anti-Endotoxin-Antikérper und
Luminol-Zymosan versetzte Kigelchen auf. Das mit dem LPS angereicherten Blut aus dem
,LPS max tube“ gefiillte ,Tube 3* liefert, durch den Uberschuss an exogenem Endotoxin, den

fur die Neutrophilen des Patienten groRtmdéglichen oxidativen Burst.

Zur Durchfiihrung ist 1 ml EDTA-Vollblut notwendig, das innerhalb von 180 min nach
Abnahme verarbeitet werden muss. Von diesem wird mit pyrogenfreien Pipettenspitzen, um
eine Kontamination zu vermeiden (analog bei allen weiteren Schritten), je 500 ul in das
JAliquot-“ und ,LPS max tube“ pipettiert. Diese werden anschlieRend geschuttelt und fur
10 min bei 37 °C und 250 U/min im Rittelinkubator inkubiert. In der Zwischenzeit werden die
Rohrchen fur die Messung (Tubes 1-3) mit 1 ml der EAA Reagenz beflllt. Die Pufferldsung
besteht aus HBSS (Hanks' Balanced Salt Solution) und Heparin. Nach erneutem Schitteln,
werden im Anschluss an die Inkubation aus dem ,Aliquot-tube” mit einer Multipipette und den
entsprechenden pyrogenfreien Spitzen 40 pl in jeweils das erste und zweite Réhrchen der
Doppelbestimmung pipettiert; aus dem ,LPS-Max-tube* werden ebenfalls je 40 pl in die
dritten R6hrchen pipettiert. Nach erneutem Schiitteln aller 6 Réhrchen werden diese fur 14-
16 min bei 37 °C im Ruttelinkubator (250 U/min) inkubiert.

Nach Beendigung der Inkubation werden die Roéhrchen der Reihe nach (zuerst Tubes 1-3,
danach Tubes 1-3 der Doppelbestimmung) geschittelt und in das Luminometer zur Analyse
gegeben. Das Luminometer zahlt die Photonen, die bei Reaktionen, hier dem ,Oxidativen
Burst* freigesetzt werden und gibt die Reaktionsstérke in RLU (Relative Light Units) an. Die
RLU werden automatisch in ,Endotoxin Activity Units* (EAU), eine dimensionslose Einheit,
umgerechnet. Die EAU werden in Werten von 0 bis 1,0 angegeben und sind als Verhéaltnis

von Probenwert zu Null- und gré3tmdoglichem, mit LPS induzierbarem Wert, zu verstehen.

Fir die Interpretation der Werte gibt es drei Ergebnisbereiche: 0,0 bis 0,39 EAU steht fur
eine niedrige Endotoxinaktivitdt im Blut — eine Infektion mit gram-negativen Bakterien ist
unwahrscheinlich. Werte grof3er als 0,40 sprechen fir eine Endotoxindmie bzw. fur eine
Infektion mit gram-negativen Bakterien. 0,40 bis 0,59 EAU bedeuten eine mittlere und grof3er
bzw. gleich 0,60 fiir eine hohe Endotoxinaktivitat im Probenblut. Bei Werten gréRer als 0,60

ist die Entwicklung einer Sepsis laut Herstellerangaben wahrscheinlich.
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2.3.2.DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Das Prinzip der Durchflusszytometrie basiert auf Zellen, die perlschnurartig
aneinandergereiht, durch einen Laserstrahl passieren und so Signale erzeugen, die Uber
eine Software angezeigt werden kdnnen. So sind beispielsweise Aussagen uUber die Grolie,
Granularitat und die Fluoreszenz von Farbstoffen méglich [128, 129]. Eine isotonische
Flussigkeit, die als Hullstrom (,Sheath”) bezeichnet wird, umhillt die innere Probenlosung,
die mit Druck zur Durchflusszelle transportiert wird, und zentriert sie in ihrer Mitte. Durch den
Druck des aufRReren Hullstroms auf die innere Probenldsung entsteht eine perlschnurartige
Reihung der Zellen, was als ,hydrodynamische Fokussierung® bezeichnet wird [130]. In der
sogenannten Messzelle kreuzen die Zellen der Reihe nach einen Laserstrahl, wodurch das
auf die Zelle treffende Licht gestreut wird [129]. Das von der Zelle abgelenkte Licht des
Laserstrahls wird als ,Vorwartsstreulicht* (Forward Scatter) und ,Seitwartsstreulicht* (Side
Scatter) erfasst [128]. Der ,Forward Scatter-Detektor® wandelt das Licht in einen
Spannungsimpuls um, der proportional zur Partikelgréf3e ist. Neben der Grofl3e wird auch die

Granularitat der Zellen Uber das ,Seitwartsstreulicht* gemessen.

AuBerdem kdnnen Fluorochrome, in Form von Antikérpern, in oder auf Zellen gebunden
werden [128]. Hier wurden Fluoresceinisothiocyanat (FITC), R-Phycoerythrin (PE), sowie die
Tandemkonjugate PE-Cy5 (Phycoerythrin und Cyan 5) und ECD (R-PE und Texas-Red)
verwendet. Fluorochrome werden durch die Energie des Laserlichts angeregt und emittieren
Fluoreszenzen verschiedener Farben [129, 130] (Tabelle 7). Dieses emittierte Licht wird von
einer Sammeloptik aufgefangen und den vier Hochleistungsfotoverstarkerréhren mit
.Bandpassfiltern* 525 nm (FITC), 575 nm (PE), 620 nm (ECD) und dem ,Longpassfilter”
>675 nm (PE-Cy5) zugefiihrt. Hier werden die Lichtimpulse eingefangen, optoelektronisch

verstarkt und an die Datenverarbeitung weitergeleitet.

Tabelle 7 Absorptions- und Emissionsspektren der verwendeten Fluorochrome

Exzitationsmaximum Emissionsmaximum Laseranregung
e
FITC 495 520 488

495, 564 576 488

PE-Cy5 495, 565, 650 670 488

PE-Texas Red 564 615 488

Zur quantitativen Auswertung der gespeicherten Originaldaten (list-mode) erfolgt die
Datenausgabe Uber eindimensionale Histogramme oder bivariate Streuungsdiagramme (dot

plots) mit linearer oder mit 4-Dekaden-Log Skalierung. Die ,Ein-Parameter-Histogramme*
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stellen die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) als indirektes MalR der Expressionsstéarke dar;

die bivariaten ,dot plots” die Koexpression auf den einzelnen Zellen.

Zur Antikorperinkubation wurde in jedes der drei BD Falcon 5 ml Roéhrchen 25 pyl EDTA-

Vollblut gegeben und dieses mit fluoreszierenden Antikorpern versetzt:

Roéhrchen 1: (als Isotypkontrolle)

je 2,5 pl lgG2a FITC, 1gG1 PE, IgG2a ECD, IgG1 PC5

Roéhrchen 2: (zur Bestimmung des Rezeptorstatus fir HLA-DR etc. auf den Monozyten)
5 ul CD284 FITC, 5 ul CD142 PE, 2,5 pl CD14 ECD, 15 pl HLA-DR PC5

Roéhrchen 3: (Anteil der Monozyten an der Leukozytengesamtpopulation)

je 2,5 ul CD14 FITC, CD45 PC5

Die Rohrchen wurden gemixt und fir 20 min im Kihlschrank bei 4 °C inkubiert. Zur Lyse der
Zellen wurde in jedes Rohrchen unter standigem Schitteln 250 ul Optilyse C dazu pipettiert
und diese gleich darauf fir 10-20 min in ein 37 °C warmes Wasserbad gestellt. Die Zeit im
Wasserbad richtete sich nach dem Verlauf der Lyse in der Probe. Nach erfolgter Lyse
mussten die Roéhrchen fir 10 min in  Dunkelheit ruhen. Vor der Messung im
Durchflusszytometer wurde jedem Rohrchen 250 ul PBS zugegeben und dieses geschiittelt.

Die Messung der Proben erfolgte in der Reihenfolge der Réhrchen.

2.3.3.LBP-MESSUNG

Die Bestimmung des LPS-Bindenden Proteins erfolgte aus zuriickgestellten Plasmaproben.
Zur Anwendung kam das kommerziell erwerbliche Kit von Siemens Healthcare Diagnostics
GmbH; ein auf dem Prinzip der Chemolumineszenz basierender Test fur Immulite Gerate
(Firma Siemens). Er ermdglicht die quantitative Messung des LBP Gehalts aus Serum und
Plasma Proben. Entsprechend den Herstellerangaben wurde das aufgetaute Plasma im
Verhéltnis 1:101 mit LBP-Probenverdinner vorverdinnt, bevor es in die entsprechenden
Testrohrchen gegeben wurde. Als Referenzwerte fir gesunde Freiwillige wurden 2,0 pg/ml

bis 15,2 ug/ml (Mittelwert 5,3 pg/ml) vom Hersteller angegeben.

2.3.4. HMGB-1 -MESSUNG

Zur quantitativen Bestimmung von High-Mobility-Group-Box-1 Protein in den Plasmaproben

wurden kommerziell erhdltliche enzymvermittelte Immunoassays (ELISA) der Firma IBL
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International GmbH (Hamburg) verwendet. Der Sandwich-Enzymimmunoassay kann in
Serum- oder Plasmaproben durchgefiihrt werden. Laut Hersteller sind die Wells der
Mikrotiterstreifen mit aufgereinigtem anti-HMGB-1 Antikdrper beschichtet, der spezifisch das
HMGB-1 aus der Probe bindet. Die Nachweisgrenze lag bei 0,2 ng/ml. Die Messungen

erfolgten im sensitiven Bereich mit einem hdchsten Standard von 10 ng/ml.

2.3.5.CATHEPSIN X-MESSUNG

Die Messung der Cathepsin X Konzentration in den zurtickgestellten Plasmaproben erfolgte
durch einen nicht kommerziell erhaltlichen ELISA. Die genaue Methodik wurde von Nagler et
al. 2006 beschrieben [96]. Die Messungen wurden aus den alliquotierten und eingefrorenen
Serumproben im Labor von PD Dr. Dorit Nagler, Klinikum der Universitat Minchen, Standort

Innenstadt durchgefinhrt.

2.3.6.PMN-ELASTASE-MESSUNG

Zur Messung der PMN-Elastase aus den Plasmaproben wurde ein kommerziell erhaltliches
ELISA-Kit der Firma Milenia Biotec GmbH, GieRen, mit einem Standardbereich von 12,5-
1000 ng/ml verwendet. Bei einer vom Hersteller durchgefiihrten Normbereichsstudie lag der
Median bei 35 ng/ml und die 95%-Perzentile bei 64,9 ng/ml. Die Messungen wurden aus den
alliquotierten und eingefrorenen Serumproben im Labor von PD Dr. Dorit Nagler, Klinikum

der Universitat Minchen, Standort Innenstadt durchgefihrt.

2.3.7.NEOPTERIN-MESSUNG

Das Neopterin wurde im Verhdaltnis zu den Kreatininwerten aus den eingefrorenen
Urinproben bestimmt. Dies geschah tber einen kommerziell erhaltlichen ELISA der Firma
Thermo Fisher Scientific Clinical Diagnostics B-R-A-H-M-S GmbH; die Messung wurde von
Herrn Prof. Dr. Dietmar Fuchs von der Abteilung fur Biochemie der Medizinischen Fakultat
Innsbruck durchgefiihrt. Die genaue Methode wurde von Mayersbach et al. beschrieben
[131]. Die Normwerte wurden 1989 von Wachter et al. dargestellt [132].
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2.3.8.PLASMABANK

Aus dem Patientenblut wurde Plasma gewonnen und dies bis zur einer spateren Messung
verschiedener immunologische Parameter eingefroren. Hierfir wurde 18 ml EDTA-Vollblut
bei 3000 U/min fiir 20 min zentrifugiert und das Plasma aus dem Uberstand in 10 CryoTubes
pipettiert — je nach Zusammensetzung des Patientenblutes bis zu 1 ml Plasma pro
Rohrchen. Die mit Pseudonym und Datum beschrifteten Rohrchen wurden dann bei -80 °C

eingefroren.

2.3.9.URINBANK

Ebenso wurde flir eine spatere Bestimmung von Immunparametern aus dem Urin, dieser
zeitgleich mit dem Blut abgenommen, und in 10 CryoTubes zu je 1 ml pipettiert. Diese mit

Pseudonym und Datum beschrifteten R6hrchen wurden dann bei -80 °C eingefroren.

2.4. STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie werden als mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI), die
aus dem geometrischen Mean gebildet wurde, zur Abschatzung des Expressionsgrades
dargestellt. Die Ubrigen Ergebnisse werden als Median mit dem Interquartilenabstand
angegeben. Unterschiede zwischen den Stichproben (Vergleich der Patientenwerte an
konsekutiven Tagen) wurden mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) fir
parametrische Daten oder im Falle nicht-parametrischer Daten mit der Kruskal-Wallis
ANOVA fir Réange erfasst. Die minimal geforderte Signifikanz fur die anschlieRend
paarweise durchgefiihrten post-hoc Mehrfachvergleiche nach Dunn bzw. Holm-Sidak war flr
p<0,05 definiert. Die graphische Darstellung erfolgte tiber sogenannte Boxplots. Die Boxplots
stellen in der Box den Interquartilbereich dar. Die Linie innerhalb der Box beschreibt den

Median, die nach aufRen fihrenden Linien markieren die 5. bzw. 95. Perzentile.

Die Korrelationen zwischen der Endotoxinaktivitat und den weiteren untersuchten
Parametern wurden nach Spearman mit einer Signifikanz fir p<0,05 berechnet und

graphisch als Streudiagramm mit Regressionsgerade dargestellt.

Das Auftreten einer Sepsis bzw. der Nachweis gram-negativer Bakterien wurde in Vier-
Felder-Tafeln mit der Endotoxinaktivitat abhangig von dem Verletzungsmuster erfasst und

statistisch mit dem Fisher-Exact-Test ausgewertet.

Die elektronische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm SigmaPlot 10.0 und 13.
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3. ERGEBNISSE

3.1. EPIDEMIOLOGISCHE DATEN

In die Studie wurden 13 Schwerbrandverletzte und 15 Polytraumapatienten eingeschlossen
(Tabelle 8). Der uberwiegende Anteil war mannlichen Geschlechts (82% bzw. 87%). Das
Durchschnittsalter lag bei den Schwerbrandverletzten mit 52 Jahren Uber dem der
Polytraumapatienten (29 Jahre). Die Polytraumapatienten erreichten einen mittleren ISS von
29 Punkten. Bei den Schwerbrandverletzten lag die durchschnittliche verbrannte
Kdrperoberflache bei 29 % 2. und 3. gradiger Verbrennungen. Drei der 13 Patienten (23%)
erlitten zusatzlich ein IHT. Beide Patientengruppen erreichten &hnliche viele SAPS Il Punkte
am Tag 1 (36 bei Schwerbrandverletzten und 32 bei Polytraumapatienten). 39% der
Schwerbrandverletzten verstarben wahrend ihres Aufenthaltes auf der Intensivstation;
dahingegen nur 13% der polytraumatisierten Patienten. Die aus dem ABSI bzw. RISC Score
errechnete Uberlebenswahrscheinlichkeit lag bei 60% bei den Schwerbrandverletzten und
bei 96% bei den Polytraumapatienten. Bis auf einen Patienten entwickelten alle
Schwerbrandverletzten ein MOV (92%). Der hochste durchschnittiche SOFA-Score
innerhalb des Beobachtungszeitraums lag bei 12 Punkten. Bei den Polytraumapatienten
waren es mit 47% knapp die Halfte, die ein MOV entwickelten. Der hdchste durchschnittliche
SOFA-Score betrug 11 Punkte. Alle eingeschlossenen Patienten hatten an mindestens
einem Tag im Beobachtungszeitraum ein SIRS. Bei den Sepsisraten zeigte sich ein
deutlicher Unterschied zwischen den Patientenkollektiven. 47% bei den Polytraumapatienten
und 100% bei den Schwerbrandverletzten zeigten an mindestens einem Tag eine Sepsis
gemal der Definition von Bone et al. In 84,6% der Schwerbrandverletzten gelang auch der
mikrobiologische Nachweis einer gram-negativen Infektion; bei den Polytraumapatienten
waren es lediglich 26,7%. Es wurden 92,3% der Schwerbrandverletzten und 86,7% der
Polytraumapatienten antibiotisch behandelt (antibiotische Therapie Uber mindestens zwei
aufeinanderfolgende Tage). Ebenso wiesen die Schwerbrandverletzten einen deutlich
langeren Aufenthalt auf der Intensivstation (36 Tage), sowie eine wesentlich langere
Beatmungsdauer mit 32 Tagen auf; nach Polytrauma waren die Patienten 7 Tage auf der

Intensivstation und wurden im Mittel 2 Tage maschinell beatmet.
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Tabelle 8 In die Studie eingeschlossene Patienten aufgeteilt nach Verletzungsmuster;
dargestellt ist, falls nicht anders angegeben, der Median mit Interquartilbereich

Schwerbrandverletzte Polytrauma
13 15

eingeschlossene

Verletzungsschwere 29,0 (25,8-45) (% VKOF 29,0 (25,0-34,0) (ISS Punkte)
11°/111°)

SAPS |l Score Tag 1 36,0 (28,0-61,5) 32,0 (23,0-34,0)

(Punkte)

mannlich (%) 82 87

Alter (Jahren) 52,0 (29,0-67,0) 29,0 (22,0-37,0)

Verstorben (%) 39 13

Errechnete Uberlebens- 60,0 (45,0-85,0) 96,0 (93,0-97,3)

wahrscheinlichkeit (%) (Prognose nach ABSI-Score)  (Prognose nach RISC Score)

MOV (%) 92 47

SIOIS STl C(NEVEIRI I 12,0 (11,5-15,0) 11,0 (9,0-12,0)

an einem

Beobachtungstag)

SIRS (%) 100 100

Sepsis (%) 100 47

Mikrobiolog. Nachweis 84,6 26,7

gram-neg. Bakterien (%

Prozentsatz der mit 92,3 86,7

Antibiotika behandelten

Patienten

ICU-Dauer (Tagen) 36,0 (17,0-44,5) 7,0 (5,0-14,0)

REEWNI L EUENQER ) 32,0 (15,0-39,0) 2,0 (1,0-7,0)

3.2. UBERSICHT UBER DIE ERGEBNISSE

An den Tagen 0, 1, 3, 5, 7 und 10 nach Trauma wurden bei den in die Studie
eingeschlossenen Patienten Endotoxin, LBP-, CRP-, Leukozyten- und Laktatwerte, die
Konzentrationen fiur HMGB-1, Cathepsin-X und PMN-Elastase, der Neopterin/Kreatinin
Quotient und die Expressionsstarke des HLA-DR erhoben (Tabelle 9).
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Tabelle 9 Ubersicht der an den Studientagen erhobenen Parameter aufgeteilt nach
Verletzungsmuster (BT: Schwerbrandverletzte, PT: Polytraumapatienten); angegeben ist der Median
mit Interquartilenabstand, sowie die ProbengréfRe n

C Do Trer  weo  Trs  wer [

Endotoxin-Aktivitat (EAU)

=i 0,18 (0,12-0,19)

0,33 (0,25-0,50)

0,72 (0,62-0,90)

0,65 (0,61-0,87)

0,67 (0,58-0,82)

0,75 (0,65-0,81)

(n3) (n13) (n13) (n12) (n10) (n11)
0,40 (0,31-0,47) 0,49 (0,37-0,58) 0,54 (0,33-0,70) 0,47 (0,36-0,65) 0,50 (0,37-0,61) 0,47 (0,32-0,54)
(n3) (n15) (n15) (n14) (n12) (n12)

LBP (ug/ml)

BT 4,70 (3,70-6,30) 9,20 (7,85-18,40) 24,50 (20,45-35,95) 21,45 (15,05- 30,50 (19,00- 30,70 (22,10-
(n3) (n13) (n13) 31,83) 34,50) 39,50)
(n12) (n11) (n11)
PT 4,00 (2,60-5,00) 23,30 (18,10- 26,70 (19,90-33,40) 23,55 (15,35- 19,20 (13,45- 13,60 (9,48-
(n3) 35,90) (n15) 29,88) 25,35) 25,88)
(n15) (n14) (n12) (n12)

CRP (mg/dl)

BT 0,10 (0,10-2,05) 9,40 (5,60-15,50) 21,45 (17,85-28,30) 15,40 (13,35- 16,00 (14,20- 20,90 (16,20-
(n9) (n13) (n12) 22,70) 20,40) 23,15)
(n12) (n11) (n10)

=17 0,30 (0,15-2,35)
(n5)

7,25 (1,33-10,53)
(n14)

17,20 (11,10-22,40)
(n13)

9,90 (8,40-16,80)
(n11)

7,80 (6,78-17,43)
(n8)

7,30 (5,20-14,68)
(n8)

Leukozyten (G/I)

BT 16,90 (12,80- 12,80 (4,45- 6,10 (3,90-7,95) 8,85 (8,00-11,38) 17,00 (11,70- 15,40 (12,90-
20,30) 19,20) (n13) (n12) 19,10) 19,70)
(n11) (n13) (n11) (n11)

PT 12,90 (6,60- 6,85 (6,15-10,28) 8,15 (5,95-12,15) 7,95 (6,05-9,88) 9,95 (6,65-11,00) 14,40 (11,25-
17,10) (n14) (n14) (n14) (n8) 16,85)
(n15) (n9)

Laktat (mmol/l)
I 6,45 (4,90-9,44)

5,10 (3,10-5,43)

2,68 (2,04-3,23)

1,55 (1,17-1,95)

1,50 (1,08-1,97)

1,73 (1,05-2,45)

(n9) (n11) (n10) (n10) (n9) (n8)
PT 2,51 (1,90-5,57) 2,20 (1,40-2,60) 0,87 (0,80-1,83) 0,90 (0,60-1,20) 1,50 (0,74-2,10) 1,14 (1,10-1,17)
(n12) (n15) (n11) (n7) (n5) (n2)

HMGB-1 (ng/ml)

BT 13,93 (7,88- 6,01 (3,40-12,13) 2,63 (1,76-3,03) 2,68 (1,80-3,49) 2,85 (2,27-3,25) 2,36 (2,02-3,42)
21,79) (n13) (n13) (n12) (n11) (n11)
(n3)

PT 20,55 (4,59- 2,02 (1,43-2,53) 1,28 (0,99-1,53) 1,45 (1,08-1,59) 1,29 (1,17-1,47) 1,51 (1,13-2,09)
24,97) (n15) (n15) (n14) (n12) (n12)
(n3)

Cathepsin-X (ng/ml)

BT 56,00 (53,00- 81,00 (58,50- 118,00 (95,00- 116,50 (89,75- 124,00 (92,00- 126,00 (86,00-
88,00) 109,50) 145,00) 156,25) 148,00) 135,00)
(n3) (n13) (n13) (n12) (n11) (n11)
PT 68,00 (29,00- 84,00 (72,00- 84,00 (73,00- 71,00 (60,25- 61,50 (53,50- 60,50 (48,00-
94,00) 99,00) 127,00) 101,00) 68,00) 74,25)
(n3) (n15) (n15) (n14) (n12) (n12)
PMN-Elastase (ng/ml)
BT 157,80 (134,60- 156,30 (113,30- 132,20 (102,70- 75,65 (70,10- 56,70 (50,60- 51,10 (42,60-
169,80) 223,05) 149,60) 93,68) 68,80) 61,80)
(n3) (n13) (n13) (n12) (n11) (n11)
PT 97,00 (61,60- 101,80 (82,40- 75,40 (62,30-90,60) 63,90 (43,78- 51,80 (31,80- 40,45 (28,98-
149,00) 117,60) (n15) 73,90) 57,90) 52,73)
(n3) (n15) (n14) (n12) (n12)
Neopterin/Kreatinin-Quotient (umol/mol)
BT 179,96 (171,21- 202,40 (174,60- 312, 53 (250,08- 392,23 (246,28- 410,08 (309,81- 705,52 (424,42-
266,30) 337,40) 443,14) 491,49) 528,73) 779,68)
(n3) (n13) (n12) (n10) (n10) (n11)
PT 176,22 181,81 (142,61- 235,88 (165,75- 229,76 (200,97- 266,66 (228,52- 340,56 (256,80-
(n1) 284,31) 304,11) 420,06) 385,07) 401,35)
(n5) (n5) (n5) (n4) (n4)

LA-DR (MFI)

|

7,16 (5,56-11,17) 5,36 (3,95-6,85) 4,22 (3,58-4,92) 3,38 (2,96-4,08) 3,43 (2,74-4,20) 3,91 (3,15-4,84)
(n3) (n13) (n13) (n12) (n11) (n11)
PT 12,40 (6,04- 4,87 (4,10-6,56) 3,50 (3,01-5,42) 5,19 (3,94-6,42) 3,53 (2,86-6,81) 4,94 (4,14-9,13)
13,19) (n6) (n6) (n5) (n3) (n4)
(n3)
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3.3. ENDOTOXINAKTIVITAT

Die Messung der Endotoxinaktivitéat zeigte sehr unterschiedliche Ergebnisse in beiden
Patientenkollektiven. In der Gruppe der Schwerbrandverletzten stellte sich ein einheitlicherer
Verlauf dar (Tabelle 10, Abbildung 7), bei dem alle Patienten an mindestens einem
Beobachtungstag hohe LPS-Konzentrationen im Blut zeigten. Am Tag des Unfalls hatten alle
gemessenen Patienten, und am Tag 1 85% der Patienten niedrige oder mittlere
Endotoxinaktivitatslevel. Diese stiegen am Tag 3 auf 0,72 (0,62-0,90) EAU im Mittel an und
hielten sich im weiteren Beobachtungszeitraum auf dem hohen Niveau. Uber die Halfte der
Patienten (54%) hatte bei allen weiteren Messungen einen Endotoxinaktivtatslevel, der tGber
0,60 EAU und damit im hohen Wertebereich lagen. An den einzelnen Beobachtungstagen ab
Tag 3, zeigten zwischen 80% (Tag 7) und 85% (Tag 3) der Patienten einen hohen Level der
Endotoxinaktivitat. Keiner der Verbrennungspatienten sank nach dem initialen Anstieg auf
eine Endotoxinaktivitat im niedrigen Wertebereich ab. So zeigten die Werte der Tage 1 bis
10 eine signifikante Differenz (p<0,05) und die Tage 3 bis 10 sogar eine hoch signifikante

Differenz (p<0,001) verglichen mit denen vom Unfalltag.

Eine wesentlich inhomogenere Verteilung war bei den Polytraumapatienten zu beobachten
(Tabelle 11, Abbildung 8). In dieser Gruppe war an den ersten beiden Tagen vorrangig eine
niedrige und mittlere Endotoxinaktivitat zu messen. Im weiteren Verlauf entwickelten 73%
der Patienten eine hohe Endotoxinaktivitdt. Ab dem dritten Tag nach Trauma hatten nur
zwischen 8% (Tag 10) und 42% (Tag 7) der Polytraumapatienten eine hohe
Endotoxinaktivitdt. Es blieb aber auch keiner der Polytraumapatienten im gesamten
Beobachtungszeitraum im niedrigen Bereich der Endotoxinaktivitdt. So schwankte die
Endotoxinaktivitdt im Verlauf durchschnittlich zwischen 0,40 (0,31-0,47) EAU (Tag 0) und
0,54 (0,33-0,70) EAU am Tag 7 ohne statistische Signifikanz gegeniiber Tag O.

In der Gruppe der Polytraumapatienten besteht keine so eindeutige Ubereinstimmung
zwischen einer hohen Endotoxinaktivitat und der klinischen Diagnose Sepsis; bei lediglich
funf Polytraumapatienten liel? sich bei hoher Endotoxinaktivitat auch eine Sepsis (anhand der
Bone Kriterien) nachweisen (bei sechs Patienten bestand trotz hoher Endotoxinaktivitét
keine klinische Sepsis). Bei zwei Patienten mit klinischer Sepsis-Diagnose wurden jeweils
nur mittlere Endotoxinaktivitat gemessen, wobei in einem dieser beiden Falle auch nur gram-
positive Keime nachgewiesen werden konnten (Tabelle 11, Tabelle 14, Tabelle 15). Die
statistische Auswertung lieferte dementsprechend auch keine Signifikanz zwischen einer
hohen Endotoxinaktivitdt und dem klinischen Nachweis einer Sepsis (p=1,0). Bei den
Schwerbrandverletzten konnte eine deutliche Beziehung zwischen dem Auftreten einer

Sepsis und der Endotoxinaktivitat beobachten werden. Hier zeigten alle Patienten an
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mindestens einem Tag hohe EAU Werte und alle Patienten erfillten die Sepsiskriterien nach
Bone. Bei 11 von ihnen (84,6%) gelang auch mikrobiologisch der Nachweis einer gram-
negativen Infektion (Tabelle 10, Tabelle 12, Tabelle 13). Eine statistische Auswertung ist

formal nicht moglich (Wert O in der Vier-Felder-Tafel), wobei die Ergebnisse eindeutig sind.
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Abbildung 7  Verlauf der Endotoxinaktivitat bei Schwerbrandverletzten. Die gestrichelten Linien
stellen die Grenzen zwischen den vom Hersteller angegeben EAU Bereichen (niedrig, mittel und
hoch) dar; * p<0,05 vs. Tag 0, + p<0,001 vs. Tag 0
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Abbildung 8  Verlauf der Endotoxinaktivitat im Blut der Polytraumapatienten; die gestrichelten
Linien zeigen die Grenze zwischen niedrigem und mittlerem sowie mittlerem und hohem
Aktivitatsbereich.
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Tabelle 10 Zeitlicher Verlauf der Endotoxinaktivitat im Blut der Schwerbrandverletzten (BT). Pro
Zeile ist der Verlauf eines Patienten dargestellt. Das AusmaR der Verbrennung (VKOF), ein eventuell
vorliegendes Inhalationstrauma (IHT), das Vorliegen eines SIRS oder Sepsis, mikrobiologische
Befunde und das klinische Behandlungsergebnis sind in den rechten Spalten dargestellt (x =
vorhanden). Die drei Wertebereiche der Endotoxinaktivitdt sind durch die Hintergrundfarbe
abgebildet: griin bedeutet niedrige (< 0,4), gelb mittlere (0,4-0,6) und rot hohe (>0,6) EAU.

. . Keimnachweis klinisches
Patient Tag0 Tagl Tag3 Tag5 Tag 7 Tag 10 VKOF(%) SIRS Sepsis .
gram-neg gram-pos andere Ergebnis
BT 50 21 X X X X x  Uberleben
BT 51 25 X X X X X T (Tag 36)
BT 52 0,55 29 X X X X X T (Tag 23)
BT 53 52 + HT X X X X T (Tag 5)
BT 54 28 + IHT X X X X T (Tag 35)
BT 55 46 + IHT X X X X Uberleben
BT 56 27 X X X x  Uberleben
BT 57 | 0,12 44 X X X X X T (Tag 43)
BT 58 | 0,19 25,5 X X X x  Uberleben
BT 59| 0,18 50 X X X X Uberleben
BT 60 39 X X X X Uberleben
BT 61 34 X X X X x  Uberleben
BT 62 26 X X X X x  Uberleben
Tabelle 11 Darstellung der  Endotoxinaktivitit bei  Polytraumapatienten (PT) im

Beobachtungszeitraum. Jede Zeile beschreibt einen Patienten. Die Verletzungsschwere nach ISS, das
Vorliegen eines SIRS oder Sepsis, mikrobiologische Befunde und das klinische Behandlungsergebnis
sind in den rechten Spalten zu sehen (x = vorhanden). Die Hintergrundfarbe beschreibt die drei
Ergebnisbereiche des EAA: griiner Hintergrund bedeutet niedrige (< 0,4), gelb mittlere (0,4-0,6) und
rot hohe (>0,6) Endotoxinaktivitat.

ISS Keimnachweis klinisches

Patient Tag0 Tagl Tag3 Tag5 Tag 7 Tag 10 (Punkte) SIRS SepSISgram-neg gram-pos andere Ergebnis

PT 62 0,28 [OIGEIIGIGEN 035 0,34 34 X Uberleben
PT 63 0,5 0,27 0,36 0,49 | 0,11 22 X Uberleben
PT 64 058 013 034 BN o,47 17 X Uberleben
PT 65 0,52 O8N 0.45 0,36 29 X Uberleben
PT 66 043 033 026 045 0,51 34 X X X X X Uberleben
PT 67 051 | 0,27 0,49 | 0,32 0,31 25 X Uberleben
PT 68 0,48 0,54 0,51 29 X X X Uberleben
PT 69 0,49 0,54 | 29 X Uberleben
PT 70 34 X X X X x  Uberleben
PT 72 0,54 34 X X X Uberleben
PT 73 29 X T (Tag 6)

PT 74 | 0,31 50 X 1 (Tag 3)

PT 75 0,27 41 X X X x  Uberleben
PT76 0,4 0,46 21 X X X X x  Uberleben
PT 77 0,47 0,52 34 X X X x  Uberleben

Tabelle 12 maximal gemessene Endotoxinaktivitdt bei den Schwerbrandverletzten und die

Anzahl der Patienten bei denen eine Sepsis nachgewiesen werden konnte (laut Hersteller ist eine
gram-negative Sepsis bei einer hohen Endotoxinaktivitat wahrscheinlich)

Schwerbrandverletzte

hohe EAA 13
niedrige und mittlere EAA 0 0
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Tabelle 13 maximal gemessene Endotoxinaktivitdt bei den Schwerbrandverletzten und die
Anzahl der Patienten bei denen gram-negative Bakterien in mikrobiologischen Proben nachgewiesen
werden konnten (laut Hersteller ist eine Endotoxindmie ab einer mittleren Endotoxinaktivitat
wahrscheinlich)

Schwerbrandverletzte gram negativer Nachweis anderer Keime
Keimnachweis oder kein Keimnachweis

hohe und mittlere EAA 11

niedrige EAA 0

Tabelle 14 die bei den Polytraumapatienten maximal gemessene Endotoxinaktivitdt und der
entsprechende Nachweis einer Sepsis (laut Hersteller ist eine gram-negative Sepsis bei EAU Werten
im hohen Wertebereich wahrscheinlich)

Polytraumapatienten

hohe EAA 5
niedrige und mittlere EAA 2 2

Tabelle 15 die bei den Polytraumapatienten maximal gemessene Endotoxinaktivitdt und der
entsprechende Nachweis gram negativer Keime in den mikrobiologischen Proben (laut Hersteller ist
eine Endotoxinamie bei EAU > 0,4, entsprechend einer mittleren und hohen Endotoxinaktivitat
wahrscheinlich)

Polytraumapatienten gram negativer Nachweis anderer Keime
Keimnachweis oder kein Keimnachweis

hohe und mittlere EAA 4

niedrige EAA 0 0

3.4. LBP

Die LBP-Werte vom Tag des Unfalls lagen bei den Schwerbrandverletzten bei 4,70 (3,70-
6,30) ug/ml bzw. bei den Polytraumapatienten bei 4,00 (2,60-5,00) ug/ml. Die
Konzentrationen des LPS-bindenden Proteins stiegen bei den Schwerbrandverletzten
(Abbildung 9) im Beobachtungszeitraum kontinuierlich bis zum Tag 10 (30,70 (22,10-
39,50) pg/ml) an. Die Werte der Tage 3, 7 und 10 zeigten einen signifikanten Unterschied,
verglichen mit denen vom Unfalltag.

In der Gruppe der Polytraumapatienten erreichten die LBP-Werte das Maximum bei 26,70
(19,90-33,40) pg/ml am Tag 3, mit einer statistischen Signifikanz, ebenso wie die Werte von
Tag 5, im Vergleich zum Tag 0, und fielen im weiteren Verlauf wieder ab (Abbildung 10).
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Abbildung 9  Verlauf der LBP-Konzentrationen bei Schwerbrandverletzten; * p<0,05 verglichen mit
Tag0
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Abbildung 10 Konzentrationen des LPS-bindenden Proteins bei Polytraumapatienten; * p<0,05 vs.
Tag0

3.5. CRP

Sowohl nach Polytrauma als auch nach schwerer Verbrennung waren die héchsten Werte
des C-reaktiven Proteins am dritten Tag nach dem Trauma zu beobachten (21,45 (17,85-
28,30) mg/dl bei den Schwerbrandverletzten und 17,20 (11,10-22,40) mg/dl bei den
Polytraumapatienten). Bei den Polytraumapatienten fielen im Verlauf die Werte dann aber
bis zum Tag 10 (7,30 (5,20-14,68) mg/dl) kontinuierlich ab (Abbildung 12). Im Gegensatz

dazu blieb die mittlere CRP-Konzentration bei den Verbrennungspatienten auf &hnlich
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hohem Niveau (Abbildung 11). So zeigten sich auch die Werte an den Tagen 3 bis 10 im
Vergleich zum Tag 0 in beiden Gruppen statistisch signifikant bzw. hoch signifikant erhoht.
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Abbildung 11  Verlauf der Konzentrationen des C-reaktiven Proteins bei Schwerbrandverletzten; *
p<0,001 vs. Tag 0
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Abbildung 12  posttraumatischer Verlauf der CRP-Werte bei Polytraumapatienten; + p<0,001 vs.
Tag 0, * p<0,05 vs. Tag 0

3.6. LEUKOZYTEN

Die Konzentrationen der weiRen Blutkdrperchen waren in beiden Beobachtungsgruppen
unterschiedlich. So war bei den Schwerbrandverletzten am Unfalltag eine Leukozytose mit
16,90 (12,80-20,30) G/l gefolgt von einem starken Abfall hin zum Tag 3 (6,10 (3,90-7,95) G/I)

zu beobachten (Abbildung 13). Im weiteren Verlauf stiegen die Leukozytenkonzentrationen
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wieder auf ahnliche Werte wie am Unfalltag (Tag 7 mit dem hdéchsten Wert mit 17,00 (11,70-

19,10) G/I). Es zeigte sich ein statistisch signifikanter Abfall der Werte von den Tagen 3 und
5 gegeniiber Tag 0.

In der Gruppe der Polytraumapatienten waren am Unfalltag grenzwertig erhohte
Leukozytenwerte zu verzeichnen (12,90 (6,60-17,10) G/I), die aber in den folgenden Tagen
wieder in den Normbereich sanken (Abbildung 14). Erst am Tag 10 nach Trauma waren hier
die héchsten Werte des Beobachtungszeitraumes mit 14,40 (11,25-16,85) G/| zu registrieren.

Es ergab sich keine statistische Signifikanz im Vergleich zu Tag 0 (p=0,064 fir Tag 0 vs. Tag
1).

LRl

T T T T T T
Tag O Tag 1 Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 10

Leukozyten (G/I)

Abbildung 13 Konzentration an weillen Blutkorperchen bei Schwerbrandverletzten im
posttraumatischen Verlauf; + p<0,001 vs. Tag 0, * p<0,05 vs. Tag 0
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Abbildung 14 Kinetik der Leukozyten bei Patienten nach Polytrauma (ohne statistische Signifikanz)

42



ERGEBNISSE

3.7. LAKTAT

In der Gruppe der Schwerbrandverletzten zeigten sich die hdchsten Laktatwerte am Tag des
Unfalls mit 6,45 (4,90-9,44) mmol/l. Diese fielen im weiteren Verlauf kontinuierlich ab und
blieben ab dem Tag 3 im Bereich um 2 mmol/l (Abbildung 15). Im Vergleich mit Tag 0 sind
die Werte der Tage 5 bis 10 statistisch signifikant erniedrigt.

Bei den Polytraumapatienten waren die héchsten Konzentrationen des Laktats mit 2,51
(1,90-5,57) mmol/l ebenfalls am Unfalltag zu beobachten. Diese waren jedoch deutlich
niedriger im Vergleich zu denen der Schwerbrandverletzten. Im  weiteren
Beobachtungszeitraum blieben auch in der Gruppe der Polytraumapatienten die
Laktatkonzentrationen in einem grenzwertig normalen Bereich um 2 mmol/l konstant. Im
Vergleich zu den gemessenen Laktatwerten vom Aufnahmetag konnte man einen statistisch
signifikanten Abfall lediglich am Tag 5 feststellen (Abbildung 16).
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Abbildung 15 Verlauf der Laktatwerte bei Schwerbrandverletzten; * p<0,05 vs. Tag 0
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Abbildung 16 Konzentrationen des Laktats bei Polytraumapatienten; * p<0,05 vs. Tag 0

3.8. HMGB-1

In beiden Patientengruppen waren die héchsten HMGB-1 Werte am Unfalltag zu beobachten
mit 13,93 (7,88-21,79) ng/ml bei den Schwerbrandverletzten (Abbildung 17) und 20,55 (4,59-
24,97) ng/ml bei Polytraumapatienten (Abbildung 18). Am ersten posttraumatischen Tag gab
es sehr unterschiedliche HMGB-1 Konzentrationen, jedoch durchschnittlich niedrigere als am
Tag 0 (6,01 (3,40-12,13) ng/ml fur Schwerbrandverletzte und 2,02 (1,43-2,53) ng/ml bei
Polytraumapatienten). Von Tag 3 an bis Tag 10 waren konstant niedrige Werte in beiden
Gruppen zu verzeichnen. So war auch ein statistisch signifikanter Unterschied der HMGB-1
Konzentrationen in der Gruppe der Schwerbrandverletzten von Tag 0 gegentiber Tag 3 bis
10 zu erkennen. Eine ahnliche Beobachtung lie@ sich auch bei den Patienten nach
Polytrauma machen, bei denen eine statistische Signifikanz zwischen den Werten von Tag 0

und Tag 3, 5 und 7 vorlag.
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Abbildung 17 Verlauf der high-mobility-group-box-1 (HMGB-1) Werte nach schwerer
Verbrennungsverletzung; * p<0,05 vs. Tag 0
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Abbildung 18 Kinetik der HMGB-1 Konzentrationen bei Polytraumapatienten; * p<0,05 vs. Tag 0

3.9. CATHEPSIN X

Die Cathepsin X Konzentrationen erreichten in der Gruppe der Schwerbrandverletzten
hohere Werte als bei den Polytraumapatienten mit einem leichten Anstieg bis zu Tag 10 mit
126,00 (86,00-135,00) ng/ml (Abbildung 19). Im Gegensatz dazu zeigte sich bei den
Polytraumapatienten ein Maximum an Tag 1 und 3 mit je 84,0 ng/ml (72,00-99,00 ng/ml far
Tag 1 und 73,00-127,00 ng/ml fur Tag 3) und einem Abfall an den weiteren
Beobachtungstagen auf die Ausgangswerte (Abbildung 20). In beiden Patientenkollektiven
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ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede der einzelnen Beobachtungstage
gegeniber Tag O.
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Abbildung 19 Kinetik der Cathepsin X Werte bei Schwerbrandverletzten (ohne statistische
Signifikanz)
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Abbildung 20 posttraumatischer Verlauf der Cathepsin X Konzentrationen bei Polytraumapatienten
(ohne statistische Signifikanz)

3.10. PMN-ELASTASE

Am Unfalltag bzw. am ersten Tag nach Verbrennungsverletzung oder Polytrauma waren
jeweils sehr ahnliche und die hochsten Werte der PMN-Elastase (ber den
Beobachtungszeitraum zu beobachten, wobei die Werte der Schwerbrandverletzten

durchgehend hoher waren, als die der Polytraumapatienten. Uber den weiteren Verlauf fielen
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in beiden Patientenkollektiven die Werte wieder ab. Bei den Schwerbrandverletzten
(Abbildung 21) sanken die Werte von 157,80 (134,60-169,80) ng/ml (Tag 0) auf 51,10
(42,60-61,80) ng/ml am Tag 10 und in der Gruppe der Polytraumapatienten von 101,80
(82,40-117,60) ng/ml (Tag 1) auf 40,45 (28,98-52,73) ng/ml (Abbildung 22). Es ergab sich
ein signifikanter Unterschied der Werte der Tage 7 und 10 bei den Schwerbrandverletzten

und der Werte des Tages 10 bei den Polytraumapatienten verglichen mit Tag 0.
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Abbildung 21 Kinetik der PMN-Elastase bei Schwerbrandverletzten; * p<0,05 vs. Tag 0
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Abbildung 22 PMN-Elastasekonzentrationen im Verlauf bei Polytraumapatienten; * p<0,05 vs. Tag
0
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3.11. NEOPTERIN/KREATININ QUOTIENT

In  beiden Patientenkollektiven zeigte sich Uber den Beobachtungszeitraum ein
kontinuierlicher Anstieg des Neopterin/Kreatinin Quotienten. Am Tag 10 waren die hdchsten
Werte mit 705,52 (424,42-779,68) umol/mol bei den Schwerbrandverletzten und mit 340,56
(256,80-401,35) umol/mol bei den Polytraumapatienten zu verzeichnen, wobei in diesem
Patientenkollektiv nur wenige Daten vorliegen, da zu Beginn der Studie noch kein Urin
abgenommen wurde (Abbildung 24). Am Tag 0 und 1 waren die Werte fur beide Gruppen auf
ahnlichem Niveau (bei den Schwerbrandverletzten 179,96 (171,21-266,30) pmol/mol und
202,40 (174,60-337,40) umol/mol  bzw. 176,22 umol/mol und 181,81 (142,61-
284,31) umol/mol  bei  denjenigen nach Polytrauma). In der Gruppe der
Schwerbrandverletzten zeigten die Werte des Tages 10 eine statistische Signifikanz
gegenliber denen vom Tag 0 (Abbildung 23). Bei den Polytraumapatienten zeigt sich ein

vergleichbarer Trend, jedoch ohne statistische Signifikanz (Abbildung 24).
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Abbildung 23 Quotient der Neopterin- und Kreatininwerte tGber den Beobachtungszeitraum bei den
Schwerbrandverletzten; * p<0,05 vs. Tag 0
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Abbildung 24  Verlauf des Neopterin/Kreatinin Quotienten bei der Gruppe der Polytraumapatienten
(ohne statistische Signifikanz)

3.12. HLA-DR

Die Messung der mittleren Fluoreszenzintensitdt des HLA-DRs zeigte in beiden Gruppen
ahnliche Verlaufe. Die groldte Expressionsstarke auf den CD14 positiven Zellen wurde bei
Patienten sowohl nach Verbrennung (7,16 (5,56-11,17) MFI) als auch nach Polytrauma
(12,40 (6,04-13,19) MFI) am Unfalltag beobachtet. Im weiteren Verlauf fiel die Expression
stark ab. Bei den Schwerbrandverletzten waren die Werte am Tag 5 mit 3,38 (2,96-4,08) MFI
am niedrigsten mit statistisch signifikantem Unterschied zu Tag O (ebenso fir die Werte von
Tag 7). Sie stiegen zum Tag 10 nochmal leicht auf 3,91 (3,15-4,84) MFI an (Abbildung 25).
Bei den Polytraumapatienten, wobei aufgrund anfanglicher technischer Probleme mit der
Messung nur fir eine geringe Patientenzahlen Werte vorliegen, war die HLA-DR Expression
am Tag 3 mit 3,50 (3,01-5,42) MFI am geringsten ausgepragt; fur die Werte der Tage 1 bis
10 bestand ein signifikanten Unterschied zu den Werten vom Tag des Unfalls (Abbildung
26).
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Abbildung 25 HLA-DR Expressionsstarke bei Schwerbrandverletzten; *p<0,05 gegeniiber Tag 0
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Abbildung 26 Verlauf der Expression des HLA-DR auf CD14 positiven Zellen bei
Polytraumapatienten; * p<0,05 vs. Tag 0
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3.13. KORRELATION ZWISCHEN DER ENDOTOXINAKTIVITAT UND DEN

WEITEREN UNTERSUCHTEN PARAMETERN

Im Folgenden sollen unabhangig vom Verletzungsmuster verschiedene Parameter mit der
Endotoxinaktivitdt in Korrelation gesetzt werden um hier etwaige Auswirkungen einer

Endotoxinamie auf die Entziindungsreaktion zu detektieren.

3.13.1. UBERSICHT

Die hier dargestellte Tabelle (Tabelle 16) soll einen Uberblick iiber die Korrelationen
(Korrelationskoeffizient, n und p) der verschiedenen in der Studie bestimmten Parameter und
der Endotoxinaktivitét geben. Alle Paramater, bis auf HLA-DR, zeigen an zumindest einem
Beobachtungstag eine statistisch signifikante Beziehung mit der Endotoxinaktivitat; die
meisten Ubereinstimmungen (3 Beobachtungstage) lassen sich bei Cathepsin X messen.
Betrachtet man die einzelnen Tage, gibt es an Tag 3 mit finf von neun Parametern die
meisten Wechselbeziehungen (Endotoxinaktivitat und Leukozyten, Laktat, HMGB-1,
Cathepsin X sowie PMN-Elastase), gefolgt von Tag 7 und 10 mit je drei von neun mdéglichen
Korrelationen. Betrachtet man alle Werte Uber den gesamten Beobachtungszeitraum
korrelieren funf von neun Parametern mit statistischer Signifikanz; diese sind LBP, CRP,
Cathepsin X, Neopterin/Kreatinin Quotient und HLA-DR.
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Tabelle 16 Ubersicht (iber die Korrelationen der Endotoxinaktivitit mit den weiteren
untersuchten Parametern (angegeben ist der Korrelationskoeffizient, der Signifikanzwert p, sowie die
ProbengroRe n)

L |Tag0o JTag1 |Tag3 |Tag5 |Tag7 |Tag10 |gesamt |
LBP

(ICIEH e -0,257 0,262 0,092 0,182 0,532 0,401 0,395
koeffizient

0,658 0,176 0,638 0,371 0,0111 0,0571  0,00000297
6 28 28 26 22 23 133
Leukozyten

Korrelations- [E0R:yAe) -0,199 -0,615 -0,0254 0,288 0,238 -0,0924
koeffizient

,0583 0,316 0,000669 0,899 0,241 0,305 0,307
27 27 26 18 20 124

o O

CRP

(CHEGIEUIEEE 0,783 0,26 -0,0456 0,292 0,484 0,49 0,48

koeffizient

, 133 0,188 0,827 0,173 0,041 0,0382 0,0000000654
27 25 23 18 18 116

U1 O

Laktat

(CHEGIEUIEE -0,6 -0,218 0,535 0,357 0,172 0 -0,125
s o35 0,28 0,0125 0,157 0,565 1 0,233
5 26 21 17 13 10 92

HMGB-1

(HEEUGE -0,257 -0,315 0,377 0,457 0,411 0,403 0,0374
[ o658 0,101 0,0477  0,0191 0,057 0,0558 0,669

6 28 28 26 22 23 133
Cathepsin X

Korrelations- Jo¥iYs 0,274 0,381 0,225 0,446 0,448 0,433
[0 0658 0,156 0,0453 0,265 0,0369  0,0317  0,000000242
6 28 28 26 22 23 133
PMN-Elastase

-0,543  0,0279 0,547 0,322 -0,0421 0,046 -0,0627
koeffizient

[0 0,297 0,886 0,00271 0,107 0,848 0,83 0,473

6 28 28 26 22 23 133
(CHEGIEULEE -0,6 0,0176 0,136 0,302 0,127 0,584 0,4
[ o417 0,941 0,592 0,263 0,683 0,0211  0,000239
6 18 17 15 12 15 81
CITEETEGES 00286 -0,382  -0,00351 -0,431  -0,365  -0,29 -0,476
N 0,104 0,986 0,0815 0,214 0,287 0,00000295
6 19 19 17 13 15 89
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3.13.2. LBP

Uber den Gesamtzeitraum betrachtet (Abbildung 27) zeigt sich eine deutliche Korrelation
(p=0,00000297) zwischen der Endotoxinaktivitat und der LBP Konzentration mit einem
Korrelationskoeffizienten von 0,395, so dass bei hoher Endotoxinaktivitidt auch hdhere LBP
Spiegel zu messen sind. An den einzelnen Beobachtungstagen korrelieren diese beiden

Parameter nur an Tag 7 mit statistischer Signifikanz (Tabelle 16).

80

p=0,00000297
Korrelationskoeffizient: 0,395
n=133

LBP (ug/ml)

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

Endotoxin Activity Units

Abbildung 27 Korrelation zwischen Endotoxinaktivitdt und LBP im gesamten Beobachtungszeitraum

3.13.3. CRP

Es zeigt sich Gber den gesamten Beobachtungszeitraum eine hochsignifikante Korrelation
(p=0,0000000654, Korrelationskoeffizient 0,480) zwischen der Endotoxinaktivitdt und den
CRP Werten mit hoheren CRP Werten bei hoherer EAUs (Abbildung 28). Dieselbe
Beobachtung lasst sich, betrachtet man die einzelnen Beobachtungstage, fur die Tage 7 und

10 machen (Tabelle 16).
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n=116
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Abbildung 28 Korrelation zwischen CRP und der Endotoxinaktivitdt im Beobachtungszeitraum

3.13.4.

LEUKOZYTEN

Bei den Leukozyten lasst sich nur an einem Beobachtungstag (Tag 3) eine Korrelation

(p=0,000669, Korrelationskoeffizient -0,615) zu der

Endotoxinaktivitat feststellen mit

niedrigeren Leukozytenzahlen bei héherer Endotoxinaktivitat (Tabelle 16). An den Ubrigen

Beobachtungstagen, wie auch Uber den gesamten Zeitraum zeigt sich kein statistisch

signifikanter Zusammenhang (Tabelle 16, Abbildung 29).
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Abbildung 29 Korrelation zwischen Endotoxinaktivitat und Leukozyten

Beobachtungszeitraum
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3.13.5. LAKTAT

Betrachtet man das Laktat und seine Wechselbeziehung zu der Endotoxinaktivitat ergibt sich
fir Tag 3 eine signifikante Ubereinstimmung (p=0,0125, Korrelationskoeffizient 0,535); die
Ubrigen Beobachtungstage, sowie die gepoolten Daten lber den Beobachtungszeitraum
zeigen keine statistische Signifikanz (Abbildung 30, Tabelle 16).
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Endotoxin Activity Units

Abbildung 30 Korrelationen zwischen Endotoxinaktivitat und Laktatkonzentration fiir die Tage O bis
10

3.13.6. HMGB-1

Uber den gesamten Beobachtungszeitraum zeigt sich fir HMGB-1 und die Endotoxinaktivitét
keine Korrelation (Abbildung 31); werden nur die einzelnen Beobachtungstage betrachtet
ergibt sich eine positive Korrelation fur die Tage 3 und 5 (Tabelle 16).
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Abbildung 31 Korrelation zwischen HMGB-1 und Endotoxinaktivitat im Beobachtungszeitraum

3.13.7.

CATHEPSIN X

Die meisten Korrelationen der untersuchten Parameter (einzelne Beobachtungstage und

gesamter Verlauf) bestehen zwischen der Endotoxinaktivitat und Cathepsin X. Hier konnten

fur die Tage 3, 7 und 10, sowie den gesamten Beobachtungszeitraum positive Korrelationen

gemessen werden (Tabelle 16, Abbildung 32).
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p=0,000000242
Korrelationskoeffizient: 0,433

350 1 n=133

300 -

Cathepsin X (ng/ml)

100 -

50 A

250

200 -

150 -

0,8

Endotoxin Activity Units

1,0 1,2

Abbildung 32 Korrelation zwischen Endotoxinaktivitit und Cathepsin X (ber den gesamten

Beobachtungszeitraum
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3.13.8. PMN-ELASTASE

Bei der PMN-Elastase zeigt sich fur nur einen Beobachtungstag (Tag 3) eine Korrelation mit
der Endotoxinaktivitdt (Tabelle 16); an den Ubrigen Tagen sowie Uber den gesamten

Zeitraum besteht keine signifikante Korrelation (Abbildung 33).
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Abbildung 33 Korrelation  zwischen Endotoxinaktivitdit  und PMN-Elastase  (gesamter
Beobachtungszeitraum)

3.13.9. NEOPTERIN/KREATININ QUOTIENT

Es zeigt sich fur Tag 10, sowie den gesamten Beobachtungszeitraum eine statistisch
signifikante Korrelation zwischen der Endotoxinaktivitat und dem Neopterin/Kreatinin
Quotienten (Tabelle 16, Abbildung 34).
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Abbildung 34 Korrelation zwischen Endotoxinaktivitdt und Neopterin/Kreatinin Quotient im
gesamten Beobachtungszeitraum

3.13.10. HLA-DR

Fir die Endotoxinaktivitéat und die HLA-DR Expression besteht tber den gesamten Zeitraum
eine hochsignifikante negative Korrelation (p=0,00000295, Korrelationskoeffizient -0,476)
(Abbildung 35). Fur die einzelnen Beobachtungstage lasst sich dies statistisch nicht belegen
(Tabelle 16)
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p=0,00000295

20 4 Korrelationskoeffizient: -0,476 ®
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Abbildung 35 Korrelation zwischen Endotoxinaktivitdit und HLA-DR Expression im gesamten
Beobachtungszeitraum
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4. DISKUSSION

4.1. SCORES, SIRS, SEPSIS UND MOV

Sepsis und Organversagen haben trotz moderner Therapiekonzepte weiterhin einen grof3en
Anteil an Morbiditdt und Mortalitdt auf Intensivstationen. In  verschiedenen
Verbrennungszentren schwanken die Angaben tUber MOV als Todesursache zwischen 40%
und 64,9% [133, 134]. Bei einem Grofiteil der Patienten konnte zudem eine Sepsis
beobachtet werden. Bei Patienten nach Polytrauma verstarben 37,5% an einem
posttraumatischen MOV [135].

Die Mittels ABSI und RISC-Score errechnete Uberlebenswahrscheinlichkeit spiegelte die
Realitdt besonders in der Gruppe der Schwerbrandverletzten sehr gut wieder (61%
Uberlebende vs. 60% errechnete Uberlebende). Bei den Patienten nach Polytrauma lag die
reale Zahl der Uberlebenden bei 87% und somit unter der errechneten

Uberlebenswahrscheinlichkeit von 96%. (Tabelle 8).

Diese Studie befasst sich mit der posttraumatischen Immunreaktion bei Patienten nach
schwerer Verbrennungsverletzung oder Polytrauma. Die laborchemisch messbaren Marker
der Entziindungsreaktion konnten hilfreich sein, Sepsis und Multiorganversagen bereits
wahrend des frihen klinischen Verlaufs detektieren zu koénnen. Fir die zunachst rein
deskriptiven  Messungen geeigneter Parameter konnten 13 Patienten nach
Verbrennungstrauma und 15 polytraumatisierte Patienten eingeschlossen werden. In den
ersten zehn Tagen nach Trauma wurde gemaRd dem Studienprotokoll an den Tagen 0, 1, 3,
5, 7 und 10 Blut- und Urinabnahmen durchgefiihrt sowie die klinischen Parameter zur
Erfassung eines MOV und SIRS/Sepsis erhoben.

Die erste Frage, die sich bei der Betrachtung der Ergebnisse stellt ist, ob die
eingeschlossenen Patienten eine reprasentative Stichprobe von Patienten mit einem

ausreichend hohen Risiko fur Sepsis und MOV darstellen.

Bei den Schwerbrandverletzten zeigte sich mit 92% (Tabelle 8) ein deutlich héherer MOV-
Anteil als in der Literatur beschrieben (45,3% - 60,3%) [136]. Bei Polytraumapatienten wird in
der Literatur eine MOV-Inzidenz von 7,9 %-26,1 % [137-139] beschrieben. In dieser Studie
entwickelten 47% der Polytrauma-Patienten ein MOV (Tabelle 8). Das ist wie schon bei den
Schwerbrandverletzten ebenfalls ein hdéherer Anteil als in der Literatur angegeben. Eine
Erklarung hierfir kann aktuell nicht gegeben werden, da die Verletzungsschwere, insofern
sie angegeben ist, in den zitierten Studien vergleichbar zu dem hier eingeschlossenen
Patientenkollektiv ist. Die Diagnosestellung der Sepsis ist immer schon schwierig, weil die
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bisher dafur herangezogenen Kriterien, einer systemischen Entziindungsreaktion in
Gegenwart einer Infektion als wenig spezifisch angesehen werden missen. Diese
diagnostische Unsicherheit ist letztlich die Rationale, auf der alle Uberlegungen zum
Monitoring der posttraumatischen Inflammation ruhen, namlich die Infektion respektive die
eine Infektion verkomplizierende Sepsis von einer physiologischen Reaktion auf ein
schweres Gewebetrauma zu differenzieren. So wurde z.B. gezeigt, dass eine Verstarkung
der systemischen Reaktion bei einer langandauernden Operation (>2,5 Stunden) mit

erhdhten Komplikationen und somit erhdhter Mortalitat einhergeht [140].

In der vorliegenden Studie fanden sich Sepsisraten von 100% fir Patienten mit schwerem
Verbrennungstrauma und 47% fiir Polytraumapatienten (Tabelle 8). Dabei ist streitbar, ob die
Diagnose auf der Basis der angelegten Definition gemaf? der Konsensuskonferenz von 2001
[22] mit hoher Sicherheit angenommen werden kann. Die sog. SIRS-Kriterien sind bei
praktisch allen Patienten mit ausgedehntem Gewebetrauma positiv. So wunderte es nicht,
dass sowohl die Schwerbrandverletzten als auch die Polytraumapatienten in dieser Studie zu
100% ein SIRS aufwiesen und zwar unabhangig davon ob eine Infektion vorlag oder nicht
(Tabelle 8). Damit eignen sich die SIRS-Kriterien im Grunde genommen nicht zur
Diagnosesicherung einer Sepsis. Fur Schwerbrandverletzte wurden aus diesem Grund,
bereits 2007 von der American Burn Association alternative diagnostische Kriterien
veroffentlicht [141]: Tachykardie, Tachypnoe, abnorme Korpertemperatur, Hyperglykamie,
Thrombozytopenie und Schwierigkeiten bei der Erndhrung. Wenn mehr als drei dieser
Kriterien erfillt sind, so kann demnach von einer Sepsis ausgegangen werden. In einer 2012
von Hogan et al. veroffentlichten Studie zeigte sich nur fir die Kriterien Hypo- oder
Hyperthermie und Tachykardie ein statistisch signifikanter Zusammenhang mit einer
nachgewiesenen Bakteriamie [142]. Dieser Kriterienkatalog wurde in dieser Studie allerdings
nicht eingesetzt, weil die Arbeit erst nach Studienbeginn veroffentlich wurde und damit der

prospektive Datenerhebung noch nicht zur Verfiigung stand.

Die Sepsisrate bei den Schwerbrandverletzten lag ebenfalls bei 100% (Tabelle 8). Dabei
gelang in 84,6% der mikrobiologische Nachweis von gram-negativen Keimen und eine
antibiotische Therapie erhielten 92,3% der Falle (Tabelle 8). Die Sepsisraten, anhand der
2007 von der American Burn Association verdffentlichten Kriterien, variieren in der Literatur
stark zwischen 10% und 90% [143, 144]. Das hier insgesamt geringere Prozentangaben

vorliegen kann durch die neue Definition einer Sepsis (s.0.) bedingt sein.

Auch nach Polytrauma entwickelten 100% der Patienten ein SIRS (Tabelle 8); ein
mikrobiologischer Nachweis gram-negativer Bakterien liel3 sich jedoch nur in 26,7% fihren
und eine antibiotische Therapie erhielten 86,7% (Tabelle 8). Insgesamt wurde eine Sepsis

fur 47% der Falle diagnostiziert (Tabelle 8). Dies bestatigt sich in zwei weiteren Studien bei
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Polytraumapatienten mit vergleichbarerer Verletzungsschwere (mittlerer ISS 27 bzw. 28), bei

denen eine Sepsisrate von 33% bzw. 65% zu messen war [145, 146].

Inzwischen liegt mit SEPSIS-3 ein neuer Konsensus vor, der erst kiirzlich im JAMA publiziert
wurde und der in dieser Studie nicht mehr eingegangen ist [147]. In dieser neuen Definition
hat man sich von dem bisher angenommenen Kontinuum aus SIRS, Sepsis, schwerer
Sepsis und septischem Schock gelést. Von nun an ist die Sepsis definiert als ein
lebensbedrohliches Organversagen auf der Basis einer Infektion. Die SIRS-Kriterien selbst
spielen hier nur noch als allgemeiner Hinweis auf eine Infektion eine Rolle. Die Kriterien des
Organversagens sind eine beschleunigte Atemfrequenz, jede Form der Bewusstseinstriibung
und ein Kreislaufschock mit einem systolischen Blutdruck von weniger als 90 mmHg. Ob
diese neue Definition Gberhaupt geeignet ist, um die sterile, einer Infektion klinisch ahnlichen
Reaktion, die durch ein Trauma hervorgerufen wird, von einer schweren Infektion mit

konsekutiver Organdysfunktion zu differenzieren muss anderweitig geklart werden.

Zusammenfassend kann aber festgestellt werden, dass die hier untersuchten Patienten ein
ausreichend schweres Trauma erlitten haben um ein relevantes Risiko fur MOV und Sepsis
und eine entsprechende, systemweite Entziindungsreaktion im weiteren Verlauf vorweisen

zu kdénnen.

Unterschiede in den Raten von MOV und Sepsis modgen Ausdruck unterschiedlicher
Basisrisiken fur MOV und Sepsis nach dem jeweiligen Verletzungsmechanismus haben. Die
an Tag 1 bestimmten SAPS Il Werte als Ausdruck der Stdrung der physiologischen
Homoostase durch das Trauma war in beiden Patientenkollektiven mit 36,0 (28,0-61,5) bzw.
32,0 (23,0-34,0) annahernd vergleichbar (Tabelle 8). Fiur die einzelnen gemessenen
Parameter zeigen sich jedoch sehr heterogene Ergebnisse mit deutlichen Unterschieden
zwischen den beiden Gruppen. Man kann annehmen, dass diese Unterscheide in der
inflammatorischen Antwort zustande kommen, weil die Reaktion des Kérpers auf die beiden
sehr unterschiedlichen Verletzungsmechanismen (mechanisches vs. thermisches
Gewebetraume) offenbar nicht vollig identisch ist. Daher mussen die Ergebnisse von
Betrachtungen, in denen die Mechanismen zusammen ausgewertet wurden mit

entsprechender Vorsicht interpretiert werden.

4.2. ENDOTOXIN

Endotoxin hat in dieser Studie eine zentrale Bedeutung. Als Zellwandbestandteil gram-
negativer Bakterien wird es bei deren Zellzerfall freigesetzt und somit gehen erhdhte Werte

mit einer gram-negativen Infektion einher. Bereits in den 1980er Jahren wurden erhohte
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Endotoxinwerte in Verbrennungspatienten beschrieben, welche mit dem LAL-Test gemessen
wurden [148, 149]. Ebenso konnte in der vorliegenden Studie bei allen
Schwerbrandverletzten an mindestens einem Beobachtungstag mit dem neuen EAA-Test
eine hohe Endotoxinaktivitat festgestellt werden, so dass von einer gram-negativen Infektion
auszugehen ist (Tabelle 10). Dementsprechend gelang auch bei 84,6% der Patienten der
mikrobiologische Nachweis einer gram-negativen Infektion (Tabelle 8, Tabelle 10) und es
bestatigte sich erwartungsgemaf eine Ubereinstimmung einer hohen Endotoxinaktivitat und

dem Nachweis einer Sepsis nach den Kriterien von Bone (Tabelle 12).

Die hdchste Endotoxinaktivitdt zeigte sich ab Tag 3, welche auch im weiteren
Beobachtungszeitraum im hohen Wertebereich lag (mit statistisch signifikantem Unterschied
zu Tag 0) (Abbildung 7, Tabelle 9, Tabelle 10). Winchurch und Ulrich beschreiben in
Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen einen Endotoxinspitzenwert an Tag 3 [148, 150].
Bei Ulrich et al. waren ab dem Tag 4 weitere gelegentliche Anstiege zu messen. Von Dobke
et al. wurde 1989 ein Gipfel nach 7-12 Stunden sowie nach 4 Tagen nach
Verbrennungsverletzung beschrieben [151]. Mdglicherweise konnte dieser in dieser Studie
nicht gemessen werden, da das Zeitintervall innerhalb der ersten 8 Stunden nach Trauma

(am Tag 0) fur die Detektion des Peaks zu kurz gewabhlt ist.

In der Gruppe der Polytraumapatienten lieRen sich sehr heterogene Endotoxinaktivitaten
messen, wobei 73,3% der Patienten an wenigstens einem Beobachtungstag eine hohe
Endotoxinaktivitat zeigten (Tabelle 8, Tabelle 9, Tabelle 11, Abbildung 8). Ab dem dritten Tag
nach Trauma fand sich eine hohe Endotoxinaktivitat jedoch nur noch zwischen 8,3% und
41,7% der Falle (Tabelle 9, Tabelle 11, Abbildung 8). In den mikrobiologischen Proben
konnte auch nur bei 26,7% der Patienten eine gram-negative Infektion nachgewiesen
werden (Tabelle 8, Tabelle 11, Tabelle 15). Es lieR sich auch keine Ubereinstimmung einer
hohen Endotoxinaktivitat und einer nachweisbaren Sepsis herstellen (Tabelle 14), so dass
die Aussage des Herstellers, dass bei hoher Endotoxinaktivitat eine Sepsis wahrscheinlich
ist, in diesem Patientenkollektiv eventuell nur eingeschrankt gilt. Das kénnte z.B. am
Keimspektrum liegen oder aber daran, dass bei den Polytraumapatienten deutlich weniger
mikrobiologische Proben abgenommen wurden, als bei den Schwerbrandverletzten, so dass
hier auch eventuell kein Keimnachweis gelingen konnte. Eine andere Erklarung kdnnte sein,
dass relevante Endotoxinmengen in den Blutkreislauf gelangen, ohne dass eine klinisch
fassbare Infektion vorliegt, z.B. im Rahmen des Schocks. Hier kdnnte unter eingeschrankter
Durchblutung des Darms eine Schrankenstérung zustande kommen, bei der das Endotoxin
der physiologischen Darmflora in die Zirkulation gelangen kénnte, ohne dass eine relevante

gram-negative Infektion mit entsprechenden mikrobiellen Befunden durchgemacht wurde.
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Tierexperimentell konnte ein Zusammenhang mit einem LPS-Anstieg im Blut einhergehend
mit der Entwicklung eines MOV nach schwerem Unfalltrauma und Verbrennung gezeigt
werden [152], was sich in dieser Studie in der Gruppe der Schwerbrandverletzten, die alle
eine deutliche Endotoxinaktivitat zeigen, angesichts einer MOV-Rate von 92% zu bestétigen
scheint (Tabelle 8, Tabelle 9, Tabelle 10, Abbildung 7). In dem Kollektiv der
polytraumatisierten Patienten ergab sich diesbeziiglich keine eindeutige Ubereinstimmung
(Tabelle 8, Tabelle 9, Tabelle 11, Abbildung 8). Eine weitere Studie beschreibt einen klaren
Zusammenhang zwischen erhdhten Endotoxinwerten und dem Entstehen eines MOV nach

Verbrennungstrauma [153].

In der Vergangenheit konnte bereits eine Barrierestérung im Magen-Darm-Trakt nach
schweren Trauma und hdmorrhagischem Schock [154] und nach Verbrennungsverletzungen
[155, 156] nachgewiesen werden. In der Studie von Roumen et al. zeigte sich jedoch, bei
geringer Patientenzahl, kein zeitlicher Zusammenhang fur eine Endotoxindmie. Als zugrunde
liegende Pathogenese wird bei Herdorn et al. die Vasokonstriktion im mesenterialen
Stromgebiet nach thermischen Verletzungen mit konsekutiver Mukosaschédigung und
Barrierestorung genannt. Erhohte Plasmalaktatwerte, die als Ausdruck eines
Schockgeschehens gewertet werden kdnnen, fanden sich fur beide
Verletzungsmechanismen in der Friihphase nach Trauma und blieben dann im weiteren
Verlauf im grenzwertig erhéhten Bereich um 2 mmol/l (Tabelle 9, Abbildung 15, Abbildung
16). Es zeigte sich auch lediglich an einem Tag (Tag 3 nach Trauma) eine statistisch
signifikante Korrelation zwischen der Endotoxinaktivitat und der Laktatkonzentration (Tabelle
16), so dass sich der bereits bei gesunden Freiwilligen beschriebene Laktatanstieg auf LPS

[66] hier nicht zu bestétigen scheint.

Ein weiterer Erklarungsversuch konnte sein, dass eine antibiotische Therapie im Sinne der
Jarisch-Herxheimer-Reaktion, die Endotoxinfreisetzung steigert. In einem Tierexperiment mit
septischen Mausen zeigte sich ein geringer Endotoxinanstieg nach der Gabe von Imipinem,
im Vergleich zu der Gabe von Kochsalzlésung bzw. Ciprofloxacin und Clindamycin, welche
ahnliche LPS-Werte aufwiesen [157]. Neben Penicillin [40] und Doxycyclin [41] sollen auch
B-Lactam Antibiotika, die an das Penicillin-bindende Protein-3 binden, wie Piperacillin,
Cefuroxim und Ceftazidim [42, 43] zu einer hohen Endotoxinfreisetzung fiihren. In dieser
Studie fand ab Tag 2 bei 84,6% der Schwerbrandverletzten (Tabelle 8) eine antibiotische
Therapie mit Cefuroxim bzw. Piperacillin/Combactam statt. Spatestens ab dem 6. Tag nach
Verbrennung erhielten alle Schwerbrandverletzen eine antibiotische Therapie mit Cefuroxim,
Piperacillin/Combactam, Imipinem, Ciprofloxacin, Erythromycin, Ceftazidim oder Linezolid. In
der Gruppe der polytraumatisierten Patienten hatten - je nach Beobachtungszeitpunkt -
zwischen 61,5% und 78,6% der Patienten eine antibiotische Therapie (Tabelle 8) mit den

verschiedensten Substanzen (Cefuroxim, Ceftriaxon, Amoxicillin/Clavulansaure,
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Piperacillin/Tazobactam, Ciprofloxacin, Clindymycin, Erythromycin, Linezolid, Cotrimoxazol,
Vancomycin, Tigecyclin) erhalten, wobei hier im Durchschnitt eine Endotoxinaktivitat im
mittleren Wertebereich (It. Hersteller vereinbar mit einer Endotoxinamie) gemessen wurde
(Tabelle 9, Tabelle 11, Abbildung 8). Bei den hier vorliegenden Daten kann daher fir beide

Patientenkollektive auch eine antibiotikainduzierte Endotoxinfreisetzung diskutiert werden.

Desweiteren kann im Verlauf auch eine ventilatorassoziierte Pneumonie aufgrund der langen
Beatmungsdauer bzw. eine Katheterinfektion als Ausloser der Endotoxindmie in Betracht
gezogen werden. In einer Studie von Tao et al. waren bei Schwerbrandverletzten zweidrittel
der an Katheterspitzen nachgewiesenen Keime dem gram-negativem Spektrum zuzuordnen
[158].

Letztlich bleibt die Ursache der hohen Endotoxinaktivitdt in den Patientenkollektiven
ungeklart. In beiden Patientenkollektiven bedarf es weiterer Studien mit grofRReren
Patientenkollektiven um den Einfluss einer antibiotischen Therapie oder von
Perfusionsstérungen des Darmes z.B. im Rahmen von Schock oder okkultem Schock weiter

zu erforschen.

4.3. LBP

LBP ist als Akut-Phase-Protein durch die Vermittlung einer Bindung von LPS tber CD14 an
die Monozyten an der Immunreaktion beteiligt. In dieser Studie zeigte sich fir
polytraumatisierte und schwerbrandverletzte Patienten &hnliche Werte am Aufnahmetag
(4,00 (2,60-5,00) pg/ml bzw. 4,70 (3,70-6,30) pg/ml) (Tabelle 9, Abbildung 9, Abbildung 10).
Ubereinstimmend mit einer Studie von Cunningham et al [159] war ein deutlicher Anstieg
innerhalb der ersten 24 Stunden nach Trauma zu beobachten. Im weiteren
Beobachtungszeitraum der hier vorgelegten Studie war bei den Schwerbrandverletzten ein
konstanter Anstieg hin zu Tag 10 zu beobachten (Tabelle 9, Abbildung 9); bei den
Polytraumapatienten zeigte sich der héchsten Wert an Tag 3 mit einem Abfall im Folgenden
(Tabelle 9, Abbildung 10). Diesem Muster entspricht eine Beobachtung von Fang et al., die
die hochsten LBP-Werte 12 Stunden nach Verbrennung mafien und ca. 48 Stunden danach
auf das Ausgangslevel abgefallen waren [160]. Weshalb in dieser Studie nach Verbrennung
eine anhaltend hohe LBP-Konzentration bestand, muisste durch weitere Untersuchungen
evaluiert werden Ein mdglicher Ansatz ware die katalytische Funktion von LBP im Sinne
eines Scavenger-Molekils. Normalerweise bindet LBP an LPS und aktiviert Uber die Bindung
an CD14 die Immunantwort von Monozyten. Bei sehr hohen Endotoxinkonzentrationen
bindet LBP jedoch LPS und inaktiviert es durch die von léslichem CD14-Rezeptor vermittelte

Internalisierung in HDL. Damit wird eine Bindung von LPS an membranstéandigem CD14 auf
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Monozyten oder Makrophagen unterbunden und so eine Uberschielende Sekretion
proinflammatorischer Zytokine verhindert [68, 70]. So konnte gezeigt werden, dass unter
anderem eine unveranderte oder sogar gesteigerte LBP-Sekretion (neben anderen Faktoren
wie der Expression von CD14, TLR-2 und TLR-4 Rezeptoren) zu einer Endotoxintoleranz
beitragt [161].

Dementsprechend lieR sich auch in der vorgelegten Studie eine positive Korrelation
zwischen der Endotoxinaktivitdt und der LBP Konzentration Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum messen (Tabelle 16, Abbildung 27). An den einzelnen Tagen war
dies nur fur Tag 7 der Fall (Tabelle 16); die fehlende Korrelation an den (brigen
Beobachtungstagen kann verschiedener Einflussfaktoren (z.B. Aktivierung der Akut-Phase-
Reaktion durch erneute Operationen bzw. gesteigerte LBP Freisetzung auf gram-positive
Infektionen) oder der kleinen Studienpopulation und der starken Streuung der Werte

geschuldet sein.

4.4. CRP

Zur Unterscheidung zwischen SIRS und Sepsis wurde in einer Studie von Lavrentieva et al.
mit  Verbrennungspatienten die Procalcitonin- (PCT), CRP-, Neutrophilen- und
Leukozytenkonzentrationen im Blut, sowie die Temperatur gemessen. Es zeigte sich nur fir
PCT ein signifikanter Unterschied zwischen Sepsis und alleinigem SIRS. Bei Temperatur,
Neutrophilen und Leukozyten ergab sich kein Unterschied; ebenso zeigte sich in allen
Gruppen erhohte CRP-Werte, so dass hier ebenfalls keine Unterscheidungsmadglichkeiten
gegeben waren [162]. Castelli et al beschreibt hingegen einen CRP-Spiegel von 12,8 mg/dl
als Schwellenwert fir die Diagnose einer Sepsis bei Intensivpatienten [163]. Die héchsten
CRP Werte lie3en sich in unserer Studie in beiden Patientenkollektiven an Tag 3 nach
Trauma messen (Tabelle 9, Abbildung 11, Abbildung 12). Bei Castelli et al. wurden fur CRP
Maximalwerte in einem Intervall von 24-48 Stunden nach Trauma beobachtet [163]. Da in
dem hier verwendeten Ansatz an Tag 2 protokollgemanR keine Daten erhoben wurden, lassen
sich die Daten hinsichtlich dieser Beobachtung nicht analysieren. Es besteht jedoch eine
ahnliche Tendenz. Der relative spate Peak ist in der langsamen Kinetik des CRPs zu sehen,
das erst 12 bis 24 Stunden nach Infektion beginnt anzusteigen [15]. Bei einer belgischen
Studie wiesen erhohte CRP-Werte bei Aufnahme auf die Intensivstation (heterogenes
Patientenkollektiv) auf eine schlechtere Prognose mit héheren MOV-Raten und langerem
Intensivaufenthalt im Verlauf hin, im Vergleich zu jenen Patienten mit im Normbereich
gelegenen Werten [164]. Sie beschreiben ab einem CRP-Wert von 10 mg/dl erhéhte Raten
an Organversagen flr das respiratorische, renale und Gerinnungssystem. Anhaltend erhdhte
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Werte fur das CRP auch nach 48 Stunden seien mit einer deutlich erhéhten Mortalitat
vergesellschaftet (60,9% vs. 15,4% bei einem Abfall nach 48 Stunden). In der Gruppe der
Schwerbrandverletzten zeigten sich ebenfalls lang anhaltend hohe CRP-Werte, wohingegen
bei den Polytraumapatienten nach einem Gipfel an Tag 3 ein Abfall zu beobachten war
(Tabelle 9, Abbildung 11, Abbildung 12). Indirekt kann hier eine Ubereinstimmung mit den
Daten von Lobo et al. hergestellt werden, da in der Gruppe der Schwerbrandverletzten
verglichen mit den Polytraumapatienten in der vorgelegten Studie ein wesentlich
schlechteres Outcome bestand: 39% vs. 13% Mortalitat, 92% vs. 47% MOV, 100% vs. 47%
Sepsis und 36,0 (17,0-44,5) Tage vs. 7,0 (5,0-14,0) Tage Aufenthalt auf der Intensivstation
(Tabelle 8). In einer anderen Studie an Patienten mit Organversagen lie3 sich jedoch
wiederum kein Zusammenhang zwischen CRP-Verlauf und Mortalitat herstellen [165], wobei
es sich dort bei 40 eingeschlossenen Patienten um ein deutlich kleineres Kollektiv als bei
Lobo et al. (313 Patienten) handelt, so dass hier eine mogliche Ursache liegen konnte. Eine
statistisch signifikante Korrelation bestand fir die Tage 7 und 10, sowie den gesamten
Beobachtungszeitraum zwischen der Endotoxinaktivitédt und der CRP Konzentration, so dass
bei hoher Endotoxinaktivitdt auch deutlich hhere CRP Werte zu messen waren (Tabelle 16,
Abbildung 28). Hier ware eine relevanten gram-negativen Infektion als Ursache der CRP
Erhohung denkbar, wobei die fehlende Ubereinstimmung an den anderen Tagen in der
langsamen Kinetik des CRPs bzw. der gesteigerten Produktion auf verschiedene Stimuli
geschuldet sein kann (es kann sowohl bei bakteriellen, als auch bei abakteriellen Infektionen,

sowie sterilen Entziindungsreaktionen erhéht sein [60]).

4.5. LEUKOZYTEN

In dieser Studie waren in beiden Patientenkollektiven bei Aufnahme erhohte
Leukozytenwerte zu messen (16,90 (12,80-20,30) G/l bei den Schwerbrandverletzten bzw.
12,90 (6,60-17,10) G/l bei den Polytraumapatienten) (Tabelle 9, Abbildung 13, Abbildung
14). Hohere weilRe Blutkoérperchenzahlen bei Aufnahme gehen mit einer hoheren
Verletzungsschwere nach stumpfem Trauma einher. Dies zeigte Paladino et al. in einer
Studie, bei welcher der ISS Cut Off zur Unterscheidung einer leichten bzw. einer schweren
Verletzung bei 15 Punkten lag. Die Leukozytenwerte aller Patienten mit ISS grof3er bzw.
auch kleiner 15 lagen jedoch noch mit 10,53 G/I bzw. 8,92 G/l im Normbereich [166]. In der
vorliegenden Studie wurden bei den Polytraumapatienten mit gleichem Einschlusskriterien
(ISS =16) ein ahnlicher Leukozytenwert gemessen (Tabelle 9, Abbildung 14); jedoch lag der
Wert bei den Schwerbrandverletzten deutlich héher (Tabelle 9, Abbildung 13), was eventuell

durch den anderen Verletzungsmechanismus und entsprechender physiologischer Reaktion
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begriindet ist. Chang et al. konnten in einem polytraumatisierten Patientenkollektiv am
Aufnahmetag signifikant erhohte Werte bei hohem ISS nachweisen, jedoch keine
Unterschiede in Bezug auf Organschadigungen, Schock, Operationen und die Notwendigkeit
einer Bluttransfusion [167]. Lediglich die Neutrophilenzahl, welche in unserer Studie nicht
flachendeckend erfasst wurde, habe einen prognostischen Effekt auf das Uberleben von
Traumapatienten, nicht jedoch die gesamte Leukozytenzahl [168]. Im Gegensatz hierzu
wurde fir Schwerbrandverletzte neben Alter und dem Anteil der verbrannten
Kdrperoberfliche ein erhdhtes Mortalitatsrisiko beschrieben, wenn bei Aufnahme die
Leukozyten erhdht sind [169]. Aufgrund der geringen Patientenzahlen in der hier vorgelegten
Studie wurde auf eine Korrelation zwischen Uberleben und den einzelnen Parametern aber
verzichtet. Bezlglich der Entwicklung einer Sepsis nach Verbrennungstrauma waren auch in
anderen Studien [170] keine signifikanten Unterschiede fir die Leukozytenwerte
beschrieben. Lediglich PCT, welches in dieser Studie nicht bestimmt wurde, hatte deutlich
hohere Werte in der Gruppe der septischen Patienten [171]. Korreliert man die
Leukozytenwerte mit der Endotoxinaktivitdt ergibt sich fir den Tag 3 nach Trauma eine
starke negative Korrelation (Korrelationskoeffizient -0,615), so dass hier eine hohe
Endotoxinaktivitdt mit einer Leukopenie einhergeht (Tabelle 16). In der Literatur wird eine
schwere Verbrennungsverletzung, sowie auch eine Endotoxindmie als Ursache einer frithen
Leukopenie beschrieben [172], so dass in der vorliegenden Studie diese beiden Faktoren

eine Rolle spielen kénnen.

4.6. LAKTAT

Sowohl nach Polytrauma, als auch nach Verbrennungsverletzung waren bei den Patienten
am Aufnahmetag die hochsten Laktatspiegel u.a. als Zeichen der Minderperfusion bzw.
Schock zu messen (6,45 (4,90-9,44) mmol/l bei Schwerbrandverletzten bzw. 2,51 (1,90-
5,57) mmol/l bei Polytraumapatienten). In beiden Gruppen fiel das Laktat im Verlauf auf
Werte um 2 mmol/l ab (Tabelle 9, Abbildung 15, Abbildung 16). In einer von Vohra et al.
verodffentlichten Studie waren bei Traumapatienten bei Aufnahme &hnlich leicht erhdhte
Laktatwerte zu messen (im Mittel 2,91 mmol/l, wobei die Studie keine Angaben zur
Verletzungsschwere nach ISS macht). Die Autoren billigten dem Laktat aber einen
insgesamt geringe Bedeutung zu [173]. Im Gegensatz dazu wurde in anderen Studie der
pradiktive Wert des Laktats (und des Basendefizits) bei Aufnahme bzw. die Laktatclearance
innerhalb der ersten sechs Stunden bezliglich der Mortalitat herausgestellt [174, 175].
Insbesondere bei initial hohen Laktatwerten (> 5 mmol/l) scheint die Laktatclearance in den

ersten beiden Stunden eine besondere prognostische Rolle inne zu haben [176]; die
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Laktatclearance wurde jedoch in der vorliegenden Studie nicht erhoben. Bei Patienten nach
schwerer  Verbrennungsverletzung waren bei Aufnahme ebenso erhéhte
Laktatkonzentrationen, vereinbar mit anderen Studien, zu messen [177] (Tabelle 9,
Abbildung 15). In jener Studie fielen diese nach 24-32 Stunden in den Normbereich ab; bei
unserem Patientenkollektiv waren erst an Tag 3 grenzwertig normale Werte zu bestimmen,
wobei keine Daten fur Tag 2 vorliegen, so dass u.U. bereits dort ein Abfall der Laktatwerte zu
messen gewesen ware. Erhohte Laktatwerte (so wie auch ein hoher Basendefizit) bei
Aufnahme bzw. deren unzureichender Abfall gingen auch bei dieser Patientengruppe mit
einer erhdhten Mortalitat einher [178-180]. Dasselbe gilt auch fiir Patienten, die initial mit
einer Sepsis aufgenommen wurden [181, 182]; so scheinen bei Aufnahme erhdhte
Laktatspiegel, bzw. deren unzureichender Abfall unabh&ngig von der zur Aufnahme
fuhrenden Erkrankung/Unfall mit einer deutlich reduzierten Uberlebenswahrscheinlichkeit
einherzugehen. Beziglich eines MOV scheinen anhaltend hohe Laktatspiegel bei Patienten
mit septischem Schock, wesentlich mehr Vorhersagekraft fir das Behandlungsergebnis zu
besitzen als der Ausgangswert [183]. Bei der SEPSIS-3 Definition stellen bereits
Laktatspiegel tber 2 mmol/l ein Kriterium zur Diagnose eines septischen Schocks dar und
sind mit einer erhdhtem Mortalitdt vergesellschaftet [29]. So kdnnen die hier gemessenen
erhohten Laktatwerte bei Aufnahme und die im folgenden Beobachtungszeitraum
grenzwertig erhohten Laktatspiegel in beiden Patientenkollektiven (Tabelle 9, Abbildung 15,
Abbildung 16) auch im Sinne eines persistierenden Schockgeschehens bzw. okkultem
Schocks interpretiert werden. Dementsprechend kénnten auch die erhéhten Endotoxinwerte
(Tabelle 9, Tabelle 10, Tabelle 11, Abbildung 7, Abbildung 8) durch eine im Rahmen des
persistierenden Schock bestehende Barrierestérung u.a. im Darm und damit einhergehender
Translokation von Endotoxin erklart werden [184]. Eine weitere Uberlegung ist ein
vermehrter Laktatanstieg auf das Endotoxin selbst, wie es von Michaeli et al. bei gesunden
Freiwilligen gezeigt werden konnte [66]. In der vorliegenden Studie zeigt sich jedoch lediglich
fur Tag 3 eine positive Korrelation der Laktatwerte und der Endotoxinaktivitat im gesamten
Patientenkollektiv (Tabelle 16, Abbildung 30), so dass sich zu den Ergebnissen von Michaeli

et al. keine eindeutige Ubereinstimmung darstellen lieR.

4.7. HMGB-1

Dong et al. untersuchten die HMGB-1 Konzentrationen bei Schwerbrandverletzten und
sahen bei allen erhdhte HMGB-1 Werte an Tag 1 [185], ebenso wie in der hier vorliegenden
Studie, bei welcher jedoch nochmals deutlich héhere Werte am Tag des Unfalls (in beiden

Patientenkollektiven) mit einem Abfall Uber den weiteren Beobachtungszeitraum gemessen
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werden konnten (Tabelle 9, Abbildung 17); ahnlich zeigten sich hier auRerdem die HMGB-1-
Werte nach Polytrauma (Tabelle 9, Abbildung 18). Korreliert man die HMGB-1
Konzentrationen mit der Endotoxinaktivitat (unabhangig vom Verletzungsmuster) ergibt sich
fur zwei Beobachtungstage (Tag 3 und 5) eine positive Korrelation (Tabelle 16). Als
maoglicher Beitrag kann hier die Bindung von LPS an HMGB-1 (und andere Proteine) und
dessen Prasentation an CD14 Rezeptoren und damit die gesteigerte Sensitivitdt gegeniber
LPS gesehen werden [77]. Eine gesteigerte HMGB-1 Expression, als Zeichen der
Gewebezerstérung, konnte bei Fang et al. nach Verbrennungsverletzungen in verschiedenen
Organen nachgewiesen werden, einhergehend mit systemisch erhéhten Parametern fir eine
Organschadigung, so dass HMGB-1 einen Beitrag zur Endotoxin-vermittelten
Organschadigung leisten kénnte [186]. Dong et al. zeigten unter Verwendung des LAL-Tests,
dass es eine Beziehung zwischen hohen Endotoxinwerten und HMGB-1 zu geben scheint.
Die chinesische Forschungsgruppe konnte zudem an den Tagen 7, 21 und 28 nach
Verbrennung bei septischen Patienten héhere Werte als bei nicht-septischen Patienten
messen [185]. Eine andere Studie von Huang et al. deckt sich ebenfalls mit den Ergebnissen
dieser Studie. Auch dort wurde eine erhohte HMGB-1 Expression nach schweren
Verbrennungen beschrieben; aulerdem konnten sie bei septischen Patienten und/oder
jenen welche verstarben nochmals deutlich héhere HMGB-1 Werte messen [187]. In einem
Tiermodell nach Verbrennung wurden ebenso erhohte HMGB-1 Konzentrationen in den
Tagen 1 bis 5 nach Trauma gemessen. Damit einhergehend war zudem eine Suppression
der T-Zellen in der Milz tber die Tage 1-7 zu beobachten, so dass von Zhang et al. vermutet
wurde, dass eine erhohte HMGB-1 Expression zu einer T-Zell-vermittelten
Immunsuppression fihrt [188]. Ein weiterer von Zeng et al. entdeckter Punkt scheint ein
Genpolymorphismus innerhalb des HMGB-1 Proteins zu sein, so dass einige genetische
Varianten starker mit der posttraumatischen LPS-induzierten Sepsis und MOV assoziiert sind
als andere und somit zur Risikoabschatzung genutzt werden kénnten [189]. Hier kdnnten
sich in der Zukunft weitere diagnostische Mdglichkeiten ergeben. Es bleibt unklar, ob ein
direkter Zusammenhang zwischen Ausmal} des Gewebeschadens und der Hohe der
Endotoxinaktivitat besteht. Auch hier sollte in Erwagung gezogen werden, dass Schock und
Ausmald des Gewebeschadens in Beziehung stehen und dass eine hohe Endotoxinaktivitét
Ausdruck des Schocks und nicht direkt Folge des Gewebetraumas sein konnten, eine
Annahme, die in anderen Experimenten zu klaren wére. Einen ersten entsprechenden
Ansatz stellt Horst et al. in einer Studie dar, bei welcher an einem Tiermodell gezeigt werden
konnte, dass hohere HMGB-1 Werte bei den Schweinen zu messen waren, die einen
schweren hamorrhagischen Schock erlitten (bei gleicher Verletzungsschwere des
Polytraumas) [190].
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4.8. CATHEPSIN-X

Cathepsin-X wurde von Néagler et al. als immunologischer Marker fir eine Monozyten- und
Makrophagenaktivierung beschrieben. In einer Studie von ihrer Arbeitsgruppe konnten bei
Polytraumapatienten der héchste Wert an Tag 3 nach dem Unfall [96], ebenso wie in der hier
vorliegenden Studie, gemessen werden (Tabelle 9, Abbildung 20). In ihrer Studie zeigte sich
bei jenen Patienten, die im Verlauf verstorben sind ein deutlicher Anstieg der Cathepsin X
Werte an Tag 3, wohin gegen bei den Uberlebenden Patienten nur ein geringer Anstieg im
Vergleich zu gesunden Probanden zu sehen war [96]. Auf Grund der geringen Patientenzahl
war jedoch in der vorliegenden Studie keine Differenzierung zwischen Uberlebenden und
verstorbenen Patienten moglich. In der vorliegenden Studie wurden auch in der Gruppe der
Schwerbrandverletzten ab dem dritten Tag nach Verbrennung erhdhte Konzentrationen
festgestellt, wobei in diesem Patientenkollektiv sogar héhere Absolutwerte zu messen waren
als nach Polytrauma, jedoch ebenso wie bei den Polytraumapatienten ohne statistisch
signifikanten Unterschied zum Unfalltag (Tabelle 9, Abbildung 19, Abbildung 20). Bei den
Schwerbrandverletzten waren auch im weiteren Beobachtungszeitraum anhaltend hohe
Werte zu messen, im Unterschied zu den Polytraumapatienten, bei welchen ein Abfall auf
Normwerte zu erkennen war (Tabelle 9, Abbildung 19, Abbildung 20). Diese Beobachtung
kénnte mit der hohen Sepsisrate und den konstant hohen Endotoxinwerten bei den
Schwerbrandverletzten zu tun haben. Es scheint eine Beziehung zwischen hohen Cathepsin
X Werten und einer hohen Endotoxinaktivitat zu bestehen. In der vorliegenden Studie konnte
fur die einzelnen Tage 3, 7 und 10 ebenso wie fiir den gesamten Beobachtungszeitraum
eine Korrelation gezeigt werden (fir den gesamten Zeitraum hochsignifikant mit
p=0,000000242) (Tabelle 16, Abbildung 32). In einem Zellmodell zur Neuroinflammation
wurden ebenso unter LPS Einfluss erhdhte Cathepsin X Werte in den Kulturiiberstdnden
gemessen; zudem konnte die Studie zeigen, dass eine Hemmung des Cathepsin X zu einer
verminderten  LPS-induzierten Freisetzung von  Stickstoffmonoxid und anderen
proinflammatorischen Zytokinen und damit einer verminderten Neurotoxizitat fuhrt [191].
Inwieweit diese Beobachtungen auf andere Zellen Ubertragbar sind muss noch geklart

werden.

4.9. PMN-ELASTASE

Am ersten Tag nach Trauma lassen sich in beiden Patientengruppen die héchsten PMN-
Elastase Konzentrationen messen (Tabelle 9, Abbildung 21, Abbildung 22), vereinbar mit

einer zytokingesteuerten Reaktion der Granulozyten auf das Trauma. Da am Tag 0, an dem
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bereits fast ebenso hohe Werte wie an Tag 1 zu beobachten sind (Tabelle 9, Abbildung 21,
Abbildung 22), und an diesen Tagen die Endotoxinaktivitdt meist im niedrigen oder mittleren
Bereich liegt (Tabelle 9, Tabelle 10, Tabelle 11, Abbildung 7, Abbildung 8), scheint es
unwahrscheinlich, dass die Freisetzung Uber LPS getriggert wurde. So zeigte sich auch
lediglich fir den Tag 3 eine Korrelation zwischen PMN-Elastase und der Endotoxinaktivitat
(Tabelle 16). Mit den bislang verdffentlichten Ergebnissen einer LPS gesteuerten
Freisetzung der Elastase [93, 94] scheinen die hier vorgelegten Ergebnisse also nicht
Ubereinzustimmen. In einer von Draisma et al. veroffentlichten Studie war bei gesunden
Freiwilligen nach LPS Gabe zunadchst an Tag 1 eine deutlich gesteigerte Elastasefreisetzung
zu messen; ab Tag 5 war jedoch die Produktion von Elastase und anderen
proinflammatorischen Zytokinen deutlich vermindert, was im Rahmen der Endotoxintoleranz
gewertet wurde [192]. In einem Tierexperiment konnte gezeigt werden, dass nach
Verbrennung und intraabdomineller Infektion PNM-Elastase erhoht war und dass sich die
Konzentration noch weiter steigern lie3, wenn gleichzeitig eine erhthte Myeloperoxidase-
Aktivitdt und eine gesteigerte mikrovaskularer GefaR3permeabilitdt zu messen waren. Die
Autoren schlussfolgerten, dass die Aktivierung der PMN-Elastase nach Verbrennungstrauma
durch die Zerstérung des Mikrovaskularensystems mit Sepsis, MOV und einer erhdhten
Letalitéat assoziiert ist [193]. Zur gesteigerten Elastasefreisetzung scheint es, neben LPS, ein
grolRes Trauma zu bedirfen, da eine alleinige Réhrenknochen- bzw. Beckenfraktur keine
vermehrte Produktion und Freisetzung auslésen konnte [194]; entsprechend dieser
Beobachtung lieRen sich bei den Polytraumapatienten in dieser Studie auch erhéhte
Elastasewerte messen (Tabelle 9, Abbildung 22). Posttraumatisch erhdhte Elastasewerte
scheinen mit einer gesteigerten Rate an MOV und Mortalitdt einherzugehen, wie u.a. von
Nast-Kolb et al. gezeigt wurde [195]. Dementsprechend wurde in den letzten Jahren an
Inhibitoren der neutrophilen Elastase (z.B. Sivelestat) geforscht um die Folgen der Elastase-
Wirkung im Hinblick auf MOV zu reduzieren. In mehreren Studien konnte der positive Effekt

dieser Hemmung belegt werden [196, 197].

4.10.  NEOPTERIN/KREATININ QUOTIENT

In einer chinesischen Studie stieg der Neopterinspiegel, als Ausdruck der Monozyten- und
Makrophagenaktivierung, an Tag 3 nach Verbrennungstrauma an und zeigte in der zweiten
Woche nach Trauma bei einer Endotoxindmie deutlich hohere Werte als ohne
Endotoxinnachweis. AuRerdem waren ebenso hdhere Werte bei septischen Patienten, als
bei aseptischen zu messen, was aber erst an Tag 14 bis 28 signifikant wurde [105]. In der

vorliegenden Studie war sowohl nach Poly-, als auch nach Verbrennungstrauma ein stetiger
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Anstieg des Neopterin/Kreatinin Quotienten Uber den Beobachtungszeitraum (bis Tag 10) mit
hoheren Werten bei den Schwerbrandverletzten zu bestimmen verglichen mit denen der
Polytraumapatienten (705,52 (424,42-779,68) pmol/mol VS. 340,56 (256,80-
401,35) pmol/mol) (Tabelle 9, Abbildung 23, Abbildung 24). In einer von Mommsen et al.
verotffentlichten Studie zeigten sich unter den Polytraumapatienten erhdhte Werte bei jenen
mit MOV [107], so dass die geringere MOV Rate von 47% verglichen zu 92% bei den
Schwerverbrennungspatienten dazu beigetragen haben kann (Tabelle 8). Eine mdgliche
weitere Ursache der hdheren Expression bei den Schwerbrandverletzten kénnte in der
durchweg héheren Endotoxinaktivitat liegen (Tabelle 9, Tabelle 10, Tabelle 11, Abbildung 7,
Abbildung 8). Die Ausgangswerte in beiden Gruppen waren dhnlich (Tabelle 9, Abbildung 23,
Abbildung 24). So zeigt sich auch Uber den gesamten Zeitraum (und an Tag 10) unabhangig
vom Verletzungsmuster eine positive Korrelation des Neopterin/Kreatinin Quotienten mit der
Endotoxinaktivitdt (Tabelle 16, Abbildung 34), was diese These stitzt und mit den
Ergebnissen von Yao et al. und Troppmair et al., die bereits 1988 in vitro eine vermehrte
Neopterinproduktion nach LPS Stimulation nachweisen konnten, tbereinstimmt [105, 106].

4.11. HLA-DR

In dieser Studie zeigte sich sowohl nach Polytrauma als auch Verbrennungsverletzung eine
signifikant verminderte HLA-DR Expression der einzelnen Beobachtungstage verglichen mit
der vom Unfalltag (bei den Schwerbrandverletzten statistisch signifikant fur die Tage 5 und 7,
sowie fur die Tage 1 bis 10 bei den Polytraumapatienten) (Tabelle 9, Abbildung 25,
Abbildung 26). Dahingegen beschreiben Flohé et al. eine gleichbleibende HLA-DR
Expression nach schwerem Trauma. Sie beschreiben aber einen Abfall nach erneuter
schwerer Operation, wie Beckenosteosynthese oder intramedullarer Nagelung; kleinere
Operationen, wie z.B. Osteosynthesen an peripheren Gelenken, zeigten keine Verénderung
[198]. Hershman et al. konnten ebenso einen deutlichen Abfall der HLA-DR Expression nach
Trauma messen; ein erneuter Anstieg der Expressionsstarke korrelierte mit dem klinischen
Ergebnis (bei unkompliziertem Verlauf normalisierten sich die Werte nach ca. einer Woche,
bei septischem Verlauf nach drei Wochen und bei jenen Patienten die verstarben, blieb die
HLA-DR Expression herab reguliert) [112]. Bei einer Studie mit Schwerbrandverletzten zeigte
sich auch eine niedrigere Expression als in der Kontrollgruppe, welche weiter abfiel, wenn
die Patienten eine Sepsis entwickelten [113]. In einer Gruppe polytraumatisierter Patienten
konnte Lendemans et al. ebenso direkt nach Trauma eine verminderte HLA-DR Expression
messen, welche bei jenen Patienten mit MOV im weiteren Verlauf erneut abfiel [199]. Eine

ahnliche Beobachtung zeigt sich in einer Studie von Vester et al., bei welcher alle Patienten
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nach Trauma eine verminderte HLA-DR Expression zeigen, wobei bei jenen mit MOV die
Werte etwas niedriger waren, jedoch ohne statistische Signifikanz; es zeigte sich jedoch kein
Unterschied zwischen jenen die ein SIRS oder Sepsis entwickelten und denen mit
unkompliziertem Verlauf; ab Tag 10 normalisierten sich die Werte bei allen Patienten wieder
[145]. Der Abfall der HLA-DR Expression in der vorliegenden Studie konnte
dementsprechend, wie bei Yang et al. und Ledemans et al. beschrieben in den hohen Sepsis
und MOV-Raten der hier eingeschlossenen Patienten liegen (Tabelle 8). Ein weiterer Ansatz
kann eine LPS induzierte Reduktion der HLA-DR Expression auf Monozyten im Rahmen
einer Endotoxintoleranz sein, wie sie von Wolk et al. in einem in-vitro Modell beschrieben
wurde [115]. Entsprechend lie3 sich insbesondere bei den Schwerbrandverletzten, jedoch
auch bei einigen der Polytraumapatienten eine erhéhte Endotoxinaktivitat ab dem Tag 1 bzw.
3 messen (Tabelle 9, Tabelle 10, Tabelle 11, Abbildung 7, Abbildung 8), so dass hier auch
im  Sinne einer Endotoxintoleranz  (zur Vermeidung einer  Uberschief3enden
Entziindungsreaktion) die Expression von HLA-DR auf den Monozyten gedrosselt wurde
bzw. eine Immunsuppression ausgelost wurde. Dementsprechend zeigt sich auch uber den
gesamten Beobachtungszeitraum eine negative Korrelation der HLA-DR Expressionsstarke
mit der Endotoxinaktivitdt (Tabelle 16, Abbildung 35). Die fehlende Korrelation an den
einzelnen Beobachtungstagen kann in der geringen Patientenzahl und dem Einfluss weiterer
Faktoren, wie Operationen etc. (s.0.) auf die HLA-Expression begrindet sein.
Zusammenschauend scheint es auf Grund eines Traumas
(Polytrauma/Verbrennungsverletzung) zu einer relevanten Endotoxindmie zu kommen
(wobei zu klaren bleibt welcher Genese die Endotoxinamie ist) in deren Folge die HLA-DR
Expression auf den Monozyten vermindert wird und es damit einhergehenden zu einer
Immunsuppression kommt (um eine UberschieBende Immunreaktion zu vermeiden
(Endotoxintoleranz)); weitere Komplikationen, wie Operationen, Organversagen, erneute

Infekte scheinen eine zusatzliche HLA-DR Suppression auszulésen.

4.12. SCHLUSSFOLGERUNG

Diese Studie hatte zum Ziel verschiedene Parameter der inflammatorischen Antwort nach
schwerer Verbrennungsverletzung bzw. Polytrauma im klinischen Verlauf zu beobachten und
die Rolle des Endotoxins in diesem Zusammenhang zu betrachten. Es zeigte sich, dass alle
Schwerbrandverletzten an mindestens einem Beobachtungstag eine hohe Endotoxinaktivitat
haben (gemessen anhand des neuen EAA-Tests) und die Aktivitdt ab Tag 3 bis
einschliel3lich Tag 10 im mittleren oder hohen Aktivitatsbereich liegt (s. 3.3). In der Gruppe

der Polytraumapatienten ergab sich, trotz ahnlicher Verletzungsschwere anhand des SAPS Il
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Scores an Tag 1, ein wesentlich inhomogeneres Bild, so dass der Traumamechanismus und
der initiale Krankheitsverlauf auf die Endotoxinfreisetzung einen Einfluss auszuiiben scheint.
Welche Faktoren jedoch hier den entscheidenden Einfluss austiben, konnte in dieser Studie
nicht geklart werden. Mdgliche Ansétze kdnnten ein persistierendes Schockgeschehen mit
folgender Schrankenstérung und Freisetzung aus dem Darm (s. 4.2) sein (hierzu passende
konstant grenzwertig erhohte Laktatspiegel Uber den Beobachtungszeitraum in beiden
Patientenkollektiven als Ausdruck eines Schocks (s. 3.7), eine antibiotische Therapie, welche
die Endotoxinfreisetzung fordert (s. 4.2) und, wie vom Hersteller angegeben, eine gram-
negative Sepsis (mikrobiologischer Nachweis gram-negativer Keime bei 84,6% der
Verbrennungspatienten (s. 3.1, 4.2)) sein, wobei zu diskutieren bleibt, ob es sich wirklich um
eine relevante gram-negative Infektion bei den entsprechenden Patienten handelt. Die SIRS
Kriterien nach Bone et al. sind bei fast allen Patienten nach schwerem Gewebetrauma
positiv, so dass auch in der vorliegenden Studie alle Patienten (sowohl nach Polytrauma als
auch nach Verbrennungsverletzung) ein SIRS aufwiesen (s. 4.1). Auch der CRP Wert kann,
wie bereits in vorangegangen Studien gezeigt, keine Differenzierung zwischen steriler und
bakterieller (oder abakterieller) Infektion darstellen, so dass die in dieser Studie gemessene
Korrelation der Endotoxinaktivitat und der CRP-Werte im gesamten Beobachtungszeitraum
auch keine richtungsweisende Erkenntnis zur Differenzierung der Genese der
Endotoxinamie beitragt, sehr wohl aber die Akut-Phase-Reaktion unterstreicht, die offenbar
als Folge der erhoéhten Endotoxinaktivitat besteht. Welche Genese die Endotoxindmie auch
hat, so hat sie einen relevanten Einfluss auf das Immunsystem, so dass es auch in Zell- oder
Tiermodellen zur Induktion einer Sepsis verwendet wird. So korrelieren hohe Endotoxinwerte
auch in dieser Studie mit hohen Neopterin/Kreatinin Quotienten (s. 3.13.9) und Cathepsin X
Werten (s. 3.13.7), welche Uuber eine Monozyten/Makrophagenaktivierung an der
proinflammatorischen Antwort beteiligt sind (s. 4.8); in Zukunft kénnte in der Hemmung des
Cathepsin X, der PMN-Elastase oder anderer proinflammatorischer Parameter ein
therapeutischer Ansatz einer UberschieBenden Immunreaktion auf einen LPS Stimulus
liegen (s. 4.8, 4.9). Es scheint jedoch auch physiologisch eine Hemmung einer
Uiberschie3enden Immunreaktion auf Endotoxin zu geben, im Sinne einer Endotoxintoleranz.
Hierbei bindet z.B. LBP an LPS und inaktiviert es durch eine Internalisierung in HDL (s. 4.3)
oder es kommt durch eine verminderte HLA-DR Expression auf den Monozyten zu einer
Immunsuppression (s. 4.11). So lieR sich auch in der vorliegenden Studie im gesamten
Beobachtungszeitraum eine positive Korrelation zwischen LBP und der Endotoxinaktivitat (s.
3.13.2) und eine negative Korrelation zwischen der HLA-DR Expressionsstarke und der
Endotoxinaktivitat (s. 3.13.10) darstellen.

Endotoxin scheint einen wesentlichen Einfluss auf die pathophysiologischen Veranderung

nach einem Trauma auszuiiben. Diesen deskriptiven Ergebnissen sollten weitere Studien mit
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groReren Patientenzahlen zur Uberprifung und Weiterfiihrung der Resultate um die
Ursachen der Endotoxindmie und deren immunologische Folgen, sowie die physiologischen
Prozesse, die, im Sinne einer Endotoxintoleranz, eine UberschielRenden Immunreaktion
verhindern weiter erforscht werden. Mdglicher Wechselbeziehungen zwischen den einzelnen
Parametern und Einflussgrof3en, wie z.B. der Antibiotikatherapie oder des
Verletzungsmusters kdnnten hier ebenfalls eine Rolle spielen. Aus den Ergebnissen kénnten
sich mdgliche Ansatze zur Regulation der Immunfunktion und Interventionen zur Vermeidung

oder Therapie einer schweren Sepsis nach schwerem Trauma ergeben.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Studie war es verschiedene Parameter der inflammatorischen Antwort nach
schwerer Verbrennungsverletzung (mit einem Anteil von mindestens 20% zweitgradig
verbrannter Korperoberflache) bzw. nach schwerer Mehrfachverletzung (mit eine
Verletzungsschwere nach ISS von 16 oder mehr Punkten (Polytrauma) vom Unfalltag bis
Tag 10 nach dem Trauma zu messen und die Rolle des Endotoxins in diesem
Zusammenhang zu beobachten. Endotoxin, ein Lipopolysaccharid (LPS) aus der Zellwand
gram-negativer Bakterien, das eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie der
inflammatorischen Antwort, bei der Pathogenese der Sepsis aber auch als entziindlicher
Stimulus in experimentellen Modellen, spielt, wurde in einem neuen Essay (EAA) gemessen,
der im Gegensatz zu dem bislang gangigen LAL-Test die Aktivitdt von LPS auch in an LBP
und anderen Proteinen gebundener Form bestimmt. So konnte die Endotoxinaktivitat und die
weiteren Parameter (LBP, CRP, Leukozyten, Laktat, HMGB-1, Cathepsin-X, PMN-Elastase,
Neopterin/Kreatinin Quotient und HLA-DR) abhéngig vom Unfallmechanismus (thermisches
und mechanisches Gewebetrauma) Uber den Beobachtungszeitraum beschrieben und die
Endotoxinaktivitit mit den anderen untersuchten Parametern unabhéngig vom

Unfallmechanismus korreliert werden, um deren Interaktionen aufzuzeigen.

Von den in dieser Studie eingeschlossenen Patienten (13 Schwerbrandverletzte, 15
Polytraumapatienten) entwickelten 92% der Patienten nach schwerer
Verbrennungsverletzung und 47% der Polytraumapatienten ein MOV, bzw. 100% der
Schwerbrandverletzten, und 47% mit einem Polytrauma eine Sepsis (auf der Basis der
Definition nach Bone et al.).

In der Gruppe der Schwerbrandverletzten zeigten sich bei allen Patienten ab Tag 3 eine
mittlere und hohe Endotoxinaktivitat, vereinbar mit einer Endotoxindmie. Dementsprechend
gelang auch bei 84,6% der schwerbrandverletzten Patienten der Nachweis gram-negativer
Keime in mikrobiologisch untersuchten Proben und es zeigte sich eine Ubereinstimmung

zwischen einer hohen Endotoxinaktivitat und der Diagnose einer Sepsis.

Bei den Polytraumapatienten zeigten sich im Gegensatz zum Verbrennungstrauma deutlich
inhomogenere Werte mit starken Schwankungen, wobei keiner der Patienten lediglich
niedrige Endotoxinaktivitaten Uber den Beobachtungszeitraum aufweisen konnte. In diesem
Patientenkollektiv gelang nur bei 26,7% der Patienten der mikrobiologische Nachweis einer
gram-negativen Infektion und es konnte keine Ubereinstimmung zwischen einer hohen
Endotoxinaktivitdit und dem Vorhandensein einer Sepsis dargestellt werden. Es bleibt zu

diskutieren, ob der Anstieg der Endotoxinwerte der Polytraumapatienten in Abwesenheit von
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klinisch nachgewiesenen gram-negativen Infektionen nicht z.B. im Rahmen eines
Schockgeschehens zu erklaren ist, bei dem Endotoxin der natirlichen Darmflora aufgrund
von Schrankenstérungen in den Blutkreislauf des Patienten gelangt und ob nicht tatsachlich
nur ein Teil der Patienten eine relevante gram-negative Infektion durchmachte. Bei beiden
Patientenkollektiven finden sich durchgehend grenzwertig erhthte Laktatspiegel, die
vereinbar sein kénnten mit Mikrozirkulationsstérungen z.B. im Bereich des Darms. Eine
echte Korrelation zwischen Laktatspiegeln und Endotoxinaktivitat findet sich aber in den
gepoolten Daten nur fiir einen einzigen Beobachtungszeitpunkt (Tag 3), so dass insgesamt
keine direkte Beziehung zwischen Laktatspiegeln und einer Endotoxinamie belegt werden

kann.

In beiden Patientenkollektiven zeigten die Endotoxinaktivitat und die LBP-Konzentrationen
einen parallelen Verlauf und es lie3 sich Gber den gesamten Beobachtungszeitraum eine
Korrelation zwischen diesen beiden Parametern darstellen. Diese Beobachtung kann mit der
katalytischen Funktion des LBP erklart werden, wodurch die inflammatorische Antwort
abgeschwacht wird und es zu einer Endotoxintoleranz kommt. Als direkte Folge des
Traumas mit Gewebeischamie bzw. Gewebezerstérung lassen sich fir Laktat und HMGB-1
in beiden Patientenkollektiven, am Tag des Unfalls die hdchsten Werte mit einem Abfall im
weiteren Beobachtungszeitraum messen. Wie auch bereits in anderen Studien gezeigt
wurde, kommt es aufgrund des Traumas zu einer Reduktion der HLA-DR Expressionsstarke
und damit zu einer Immunsuppression. Sowohl fir Laktat als auch fiur HMGB-1 wurde bereits
eine gesteigerte Produktion unter LPS Einfluss belegt, was sich in der vorgelegten Studie mit
einer positiven Korrelation der Parameter jedoch nur an einzelnen Beobachtungstagen (Tag
3 fur Laktat und Endotoxinaktivitat, Tage 3 und 5 fur HMGB-1 und Endotoxinaktivitét)
bestétigte. Die Abnahme der HLA-DR Expression steht ebenso im Zusammenhang mit einer
hohen Endotoxinaktivitat, wie sich in einer negativen Korrelation Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum zeigte (dies scheint nach Studienlage auch zu einer
Endotoxintoleranz beizutragen). Desweiteren kommt es in Folge des Traumas, im Sinne
einer Akut-Phase-Reaktion, zu einem Anstieg der PMN-Elastase, als Marker fur die
Aktivierung von Granulozyten, sowie zu einer Monozyten- und Makrophagenaktivierung,
messbar durch einen Anstieg der Cathepsin X und Neopterin/Kreatininwerte. Sowohl fur
Cathepsin X als auch fir den Neopterin/Kreatinin Quotienten besteht eine positive
Korrelation mit der Endotoxinaktivitdt Uber den gesamten Zeitraum (fir die PMN-Elastase
lediglich fir Tag 3), was bereits in anderen Studien im Zusammenhang mit einer

Endotoxintoleranz gewertet wurde.

Endotoxin scheint einen wesentlichen Einfluss auf die pathophysiologischen Veranderung
nach einem Trauma auszuiiben. Hier sollte in weiterfihrenden Studien die Ursachen der

Endotoxinamie und deren immunologische Folgen, sowie die physiologischen Prozesse, die,
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im Sinne einer Endotoxintoleranz, eine UberschieRenden Immunreaktion verhindern weiter
erforscht werden, weil sich daraus mogliche Ansatze zur Regulation der Immunfunktion und

Interventionen zur Vermeidung oder Therapie einer schweren Sepsis ergeben kdnnten.
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ABSI
AIS
ANOVA
ARDS
ATP
BPI
BPP
°C

ca.
CARS
CD
CR
CRF
CRP

DAMP
DIC
DGU
DNA
EAA
EAU
ECD
EDTA
ELISA
FITC

GCS
GTP
HBSS

Abbreviated Burn Severity Index
Abbreviated Injury Scale

Varianzanalyse

acute respiratory distress syndrome
Adenosintriphosphat

bactericidal permeability increasing protein
bradykinin potentiating peptide

Grad Celsius

circa

compensatory anti-inflammatory response syndrome
cluster of differtiation

complement receptor

Case Report Form

C-reaktives Protein

Tag

damage-associated molecular pattern
disseminierte intravasale Gerinnung
Deutsche Gesellschaft fur Unfallchirurgie
Desoxyribonukleinséure

Endotoxin Activity Assay

Endotoxin Activity Units

R-Phycoerythrin und Texas-Red
Ethylendiamintetraacetat
enzymvermittelter Immunoassays
Fluoresceinisothiocyanat

Gramm

Glasgow Coma Scale
Guanosintriphosphat

Hanks' Balanced Salt Solution
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MFI
MHC
MODS
MOFS
MOV

PAMP
PBS
PMN
PRR
PCT
PE
PE-Cy5
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high density lipoprotein
Humanes Leukozyten Antigen
high-mobility-group-box 1
Interferon

Immunglobulin
Inhalationstrauma

Interleukin

induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase
Injury Severity Score

Liter

Limulus-Amobozyten-Lysat
LPS-bindendes Protein

low density lipoprotein
Lipopolysaccharid

Meter

mixed antagonists response syndrome
myeloid differentiation

mittlere Fluoreszenzintensitat
major histocompatibility complex
Multiorgandysfunktionssyndrom
multi organ failure syndrome
Multiorganversagen
StichprobengroRe
Signifikanzwert
pathogen-associated molecular pattern
Phosphat-gepufferte-Saline
Poly-Morpho-Nuclear

pattern recognition receptor
Procalcitonin

R-Phycoerythrin
Phycoerythrin-Cyan 5

91



RAGE
RISC
RLU
RNA
ROS
Sek.

SAPS
SHT
SOFA
sog.
TISS
TLR
TNF

VKOF
VS.

ZNS
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receptor for advanced glycation endproducts
Revised Injury Severity Classification Score
Relative Light Units

Ribonukleinséure

reactive oxygen species

Sekunde

siehe

Simplified Acute Physiological Score
Schéadelhirntrauma

Sepsis-related Organ Failure Assessment Score
sogenannt

Therapeutic Intervention Scoring System
toll-like receptor

Tumornekrosefaktor

Umdrehungen

verbrannter Kdrperoberflache

versus

Zentrales Nervensystem
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