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1. Einleitung und Stand der Wissenschaft

Sowohl das Polytrauma als auch die kardiopulmonale Reanimation fiihren im unmittelbaren
posttraumatischen Verlauf bzw. nach Wiedererlangen eines Spontankreislaufs (,,return of
spontaneous circulation®, ROSC) zu ausgeprégten systemischen Immunreaktionen. Hinsichtlich der
zugrundeliegenden Pathologie weisen die posttraumatische systemische Inflammationsreaktion und

das Postreanimationssyndrom deutliche Parallelen auf und werden im Folgenden kurz erldutert.

Ganz allgemein versteht man unter einem Polytrauma die gleichzeitig entstandene Verletzung
mehrerer Korperregionen, von denen wenigstens eine Verletzung oder die Kombination mehrerer
Verletzungen lebensbedrohlich ist. Durch den Unfall entsteht ein Primérschaden (,,first hit®), der
ebenso wenig zu beeinflussen ist wie die Eingangsmorbiditit des Verunfallten/der Verunfallten.
Massive Blutungen und multiple direkte Organschidigungen fiihren zu einem traumatisch-
hidmorrhagischen Schock in unterschiedlicher Ausprigung, der eine zunichst notwendige und
sinnvolle Stressreaktion des Korpers auslost. Aufgrund der Uberflutung des Kérpers mit
Entziindungsmediatoren kommt es dann aber zu einer iiberschieflenden
Ganzkorperentziindungsreaktion (,,systemic inflammatory response syndrome®, SIRS), die auch
nicht unmittelbar verletzte Organe einbezieht (Rai et al., 2022). Diese regelhaften Sekundérschidden
werden als ,,second hit” bezeichnet. Das ,, Two-hit“-Modell unterscheidet neben dem Initialtrauma
als ,.first hit“ verschiedene endogene und exogene Faktoren, die als repetitive sekundére ,.hits*
betrachtet werden. Die sekundir schiidigenden Ereignisse begiinstigen zusitzlich den Ubergang einer
initial potenziell milden immunologischen Reaktion in eine schwere Verlaufsform mit der moglichen
Entwicklung von Komplikationen (z. B. Multiorgandysfunktion/-versagen). Die wesentlichen
endogenen Faktoren (,,antigenic load*) im Sinne eines ,,second hit* sind respiratorische Dysfunktion

(Hypoxie), kardiovaskuldre Dysfunktion, metabolische Dysfunktion (Azidose) und Infektionen.
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Unter den exogenen Faktoren (,interventional load®) werden therapeutischen Malnahmen,
insbesondere chirurgischen Interventionen, aber auch Transfusionen zusammengefasst.

Dem aktuellen pathophysiologischen Verstdndnis nach entwickeln Polytraumapatientlnnen
gleichzeitig zwei einander entgegengesetzte Immunreaktionen in unterschiedlich zeitlicher
Ausprigung: eine iberschieBende proinflammatorische Inflammationsreaktion (,,systemic
inflammatory response syndrome*, SIRS) sowie eine antiinflammatorische Immunantwort (,,severe
systemic antiinflammatory response syndrome®, SARS) (Sauaia et al., 2016). Beide
Immunreaktionen sind sowohl durch das unspezifische als auch durch das spezifische Immunsystem
gesteuert (Rai et al., 2022).

Charakteristisch fiir den ,,traumatischen Schock® ist einerseits der Blutverlust und anderseits der
mechanische Gewebeschaden. Ersterer resultiert in einer unzureichenden Gewebeperfusion und einer
zelluldren Hypoxie. Letzterer setzt sofort groBe Mengen von RNA, DNA, zytosolischen Organellen,
Matrix- und Membranfragmenten frei. Der traumatische Zellschaden fiihrt dann iiber die Freisetzung
von DAMPs (,,damage associated molecular patterns®) zu einer massiven proinflammatorischen
Reaktion. Uber die Bindung an transmembrandse Proteine (,,toll like receptors®) erfolgt die
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren (z. B. NF-kB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of
activated B-cells)) und die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen (Hildebrand et al., 2005).
Die Aktivierung des unspezifischen Immunsystems ist die unmittelbare Folge des erlittenen Traumas
und fiihrt tiber die - durch traumatische Ischdmie und Reperfusion - freigesetzten Sauerstoffradikale
zu einer direkten Aktivierung der neutrophilen Granulozyten (PMNs) (Gebhard & Huber-Lang,
2008). Diese wandern iiber exprimierte Adhdsionsrezeptoren wie z.B. CD18 und ICAM-1 in die
Gewebe der Organ-Endstrombahn ein. Hier sind sie iiber Degranulation und die Freisetzung von
reaktiven Stickstoff- wund Sauerstoffspezies direkt zytotoxisch und aggravieren die
proinflammatorische Reaktion sowie Zytokinfreisetzung. Als Antwort des Organismus auf den

Trauma-assoziierten Stress werden zeitgleich zahlreiche pro- (IL-1, IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a,
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Interferon-y) und antiinflammatorische Zytokine (IL-4, IL-10, IL-12 und IL-1-Rezeptorantagonisten
(IL-1RA)) ausgeschiittet (Keel & Trentz, 2005). Die Dysbalance zwischen der proinflammatorischen
(SIRS mit reversibler Organdysfuktion) und antiinflammatorischen (SARS) Immunantwort scheint
mafgeblich zur posttraumatischen Zelldysfunktion beizutragen und im schlimmsten Fall der

»Wegbereiter des Organversagens zu sein.

Die endotheliale Glykokalyx stellt eine weitere ,,Schliisselstelle” der posttraumatischen
Inflammationsantwort dar. Sie ist eine den Endothelzellen anliegende Schicht, deren
Hauptbestandteile membrangebundene Proteoglykanen (v.a. Syndecan-1), Glykosaminoglykane wie
beispielsweise Hyaluronan und Glykoproteine sind (Steppan et al., 2011). Zusammen mit lslichen
Plasmaproteinen bildet sie die physiologisch wirksame Oberfldchenschicht, die ,,endothelial surface
layer (ESL) (Jedlicka et al., 2020). Aufgrund ihrer Lage zwischen Intravasalraum und Endothelzelle
erflillt sie vielseitige Funktionen: so dient sie als vaskuldre Permeabilititsbarriere und bildet in ihrer
Gesamtheit eine antiadhdsive und antikoagulatorische Schicht, die die darunterliegenden
Endothelzellen und Zellverbindungen schiitzt.

Der traumatisch-hdmorrhagische Schock geht mit einer frilhen Schidigung der endothelialen
Glykokalyx einher. Hierbei kommt es zum sogenannten ,,Glykokalyxshedding®“. So wird die
Abspaltung einzelner Glykokalyxkomponenten von der Endothelmembran bezeichnet, die zu einem
Verlust der Glykokalyxintegritidt und so zu einer endothelialen Dysfunktion flihrt. Diese traumatische
Schadigung der Glykokalyx wird als ,,traumatische Endotheliopathie* bezeichnet.
Pathophysiologisch fiihren zwei unterschiedliche Wegen zu einer Glykokalyxschadigung. Einerseits
kommt es im Rahmen der posttraumatischen ,,Abwehrreaktion® — getriggert durch die exzessive
Ausschiittung inflammatorischer Mediatoren — zu einer Sezernierung von unterschiedlichen
Proteasen (wie z.B. Heparanasen, Matrixmetalloproteinasen und Hyaluronidasen) aus den

Endothelzellen und neutrophilen Granulozyten, die dann zu einem enzymatischen Abbau der
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Glykokalyx fithren (Wang et al., 2011). Andererseits fiithren reaktive Sauerstoff- und
Stickstoffspezies sowie proinflammatorische Zytokine wie TNF-a zu einer direkten Schidigung der
Glykokalyx (Golen et al., 2012). Der Verlust der endothelialen Abschirmung ermdglicht dann eine
direkte Leukozyten-Endothel-Interaktion, die durch die Shedding-bedingte Freilegung von
Oberflichenmarkern (z. B. ,,intercellular adhesion molecule (ICAM-)1*) ermoglicht wird.

Die dysregulierte Immunantwort nach Polytrauma fiihrt aulerdem zu einer inflammatorischen
Aktivierung der Endothelzellen, die unter anderem iiber endothelial exprimierte
Mustererkennungsrezeptoren (Pattern recognition receptors — PRRs) erfolgt und intrazelluldr unter
Beteiligung von MAP-Kinasen zu einer verstirkten Expression proinflammatorischer Gene fiihrt.
Abgespaltene Heparansulfate wirken zusitzlich chemotaktisch auf Leukozyten und erhéhen durch
einen positiven Feedback-Mechanismus deren Présenz am Inflammationsort (Jedlicka et al., 2020).
So kommt es im posttraumatischen Verlauf durch die Degradation der Glykokalyx und die dadurch
freigesetzten Komponenten zu einer anhaltenden Aktivierung des unspezifischen Immunsystems und
in der Folge zu einer weiteren Verstirkung der systemischen posttraumatischen
Inflammationsreaktion (White et al., 2017). Da die Bestandteile der zerstorten Glykokalyx ihre
antikoagulatorischen, heparindhnlichen Eigenschaften behalten, geht das Shedding der endothelialen
Glykokalyx mit einer aktiven Antikoagulation des Blutes einher (,,endogene Heparinisierung*) und

ist so ebenfalls wesentlicher Treiber der traumatischen Koagulopathie (Lier et al., 2018).

Dieser geschilderte Prozess rund um die endotheliale Glykokalyx ist in seiner lokal begrenzten Form
physiologisch sinnvoll, da er zu einer schnellen Rekrutierung von Leukozyten an die Stelle des
inflammatorischen Geschehens fiihrt. Die Systemisierung im Rahmen der posttraumatischen
Inflammationsrektion verkehrt diesen initial protektiven Effekt dann aber ins Negative und fiihrt zu

einer weiteren Belastung des Organismus (Chelazzi et al., 2015).



Kumulative Habilitationsschrift — Dr. med. Mareen Braunstein

Nach Uberstehen der Akutphase stort vor allem diese systematische iiberschieBende
Immundysregulation mit Beteiligung urspriinglich nicht verletzter Organsysteme hiufig die
Regenerationsablidufe und kann in schwerwiegenden Komplikationen wie dem Multioganversagen
oder der Sepsis miinden (Guisasola et al., 2018). Solange diese Komplikationen nicht immer
beherrscht werden konnen, wird sich die 30-Tage-Letalitdt (zwischen 8-12%, TraumaRegister der

DGU, Jahresbericht 2022) nach Polytrauma nicht wesentlich weiter reduzieren lassen.

Nach einem Herz-Kreislauf-Stillstand mit anschlieBendem ROSC kommt es zu einem Ischémie-
Reperfusionssyndrom des gesamten Korpers (Stoppe et al., 2012). Das daraus resultierende
Postreanimationssyndrom ist ebenfalls durch eine generalisierte Aktivierung proinflammatorischer
und prokoagulatorischer Signalwege unter Beteiligung des Endothels charakterisiert und fiihrt
ebenfalls zu einem systemischen inflammatorischen Response-Syndrom (Adams, 2006). Unmittelbar
nach einem ROSC kommt es einerseits - &hnlich wie bei einem schweren Trauma - zu einer
lokalisierten Gewebeschddigung, wobei die zerebrale Schadigung eine vornehmliche Rolle spielt.
Andererseits imponieren systemische Folgen, die durch eine generalisierte Inflammationsreaktion,
eine Endothelaktivierung und die Beeinflussung des Gerinnungssystems erkldrt sind (Nolan et al.,
2010). Damit gleicht das Krankheitsbild in zahlreichen Aspekten dem der Sepsis und wird vielfach
auch als ,,sepsis-like syndrome* bezeichnet (Adrie et al., 2004a). Im weiteren Verlauf nach ROSC
verstdrkt die systemische Inflammationsreaktion die Organschiddigung durch eine gestdrte Mikro-
und Makrozirkulation, durch Stoffwechseldysbalancen sowie eine direkte Leukozyten-vermittelter
Gewebszerstorung. Geppert et al. konnten in ithrem Kollektiv bei fast 70% nach Herz-Kreislauf-
Stillstand und ROSC die Kriterien eines ,,systemic inflammatory response syndrome® (SIRS)

nachwiesen (Geppert et al., 2000).
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Schon in der Frithphase nach ROSC sind beispielsweise stark erhdhte Plasmakonzentrationen von
u.a. [L-6, IL-8, IL-10 und des 16slichen TNF-Rezeptors detektierbar. IL-6 wirkt iiber unterschiedliche
Kaskaden - eine Syntheseaktivierung von Akute-Phase-Proteinen, iiber eine B- und T-Zell-
Stimulation sowie eine Induktion von Selektinen - auf der Endotheloberfliche, welche in ihrer
Gesamtheit zu einer vermehrten Leukozytenadhision fithren (Nishimoto & Kishimoto, 2006). 1L-8
vermittelt im Rahmen des Postreanimationssyndroms die Rekrutierung und Aktivierung neutrophiler
Granulozyten. Neben dieser proinflammatorischen Reaktion kommt es - &hnlich wie bei Polytrauma-
PatientInnen - auch zu einer kompensatorischen antiinflammatorischen Immunreaktion. Diese wird
u.a. iber die Zytokine IL-4, IL-10, IL-11 und IL-1RA induziert und reduziert iiber eine
Herunterregulation der monozytdren MHC-II Expression deren Féhigkeit der Antigenpridsentation
und in weiterer Folge damit auch die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine (Adrie et al., 2002).
PatientInnen, die nach initialem ROSC verstarben, zeigten beispielsweise signifikant erhohte
Plasmakonzentrationen von IL-10 (Adrie et al., 2002). Wéhrend des Postreanimationssyndroms
kommt es zudem zu einer dysfunktionalen Gerinnung. Diese ist durch eine vermehrte Ausbildung
von Thrombin-Antithrombin-Komplexen und Fibrinmonomere geprigt sowie von einer

thrombozytiren Aktivierung ohne gleichzeitig gesteigerte endogene Fibrinolyse.

Ahnlich wie in der posttraumatischen Inflammationsreaktion spielt die endotheliale Dysfunktion auch
im Rahmen des Ischdmie-Reperfusionssyndroms nach Reanimation eine entscheidende
pathophysiologische Rolle. Synonym zur ,traumatischen Endotheliopathie“ kann von der
»Endotheliitis“ nach Reanimation gesprochen werden (Callaway, 2012). Eine der Hauptaufgaben
der intakten Glykokalyx ist die Bildung einer Schutzschicht iiber der Endotheloberfliche, um die
Endothelzellen von zirkulierenden Blutzellen abzuschirmen (Weinbaum et al., 2007). Das Freilegen
des Gefidflendothels durch das Ischdmie/Reperfusions-getriggerte endotheliale Glykokalyxshedding

verstdrkt die oben erlduterte systemische Inflammationsreaktion und fiihrt u.a. zur Entstehung von
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Thrombosen und einer Permeabilitétssteigerung in der Mikrozirkulation (Adrie et al., 2004b).
Vorangegangene Arbeiten untersuchten diesen Zusammenhang zwischen der Glykokalyx- bzw.
Endothelschddigung, der systemischen Inflammationsreaktion wund der Schwere des
Postreanimationssyndroms und konnten eine signifikante Korrelation von IL-6 als
Inflammationsparameter und erhdhten Syndecan-1-Messwerte als Sheddingparameter zeigen (Bro-

Jeppesen et al., 2016).

Trotz wesentlicher Fortschritte in der Akutversorgung von Patientlnnen nach einem Herz-
Kreislaufstillstand bleibt die Langzeitprognose dieses Patientenkollektivs weiterhin schlecht. Die
EuReCa-TWO-Studie ergab eine Gesamtiiberlebensrate von 8-13% nach OHCA (,,out of hospital
cardiac arrest”) in Europa (Grisner et al., 2020). Eine systematische Uberpriifung und Metaanalyse,
die 56 Studien aus Europa umfasste, ergab eine Uberlebensrate von 11,7 % (95 %-CI 10,5-13,0 %)
(Yan et al., 2020). Urséchlich fiir die anhaltend hohe Letalitdt scheint unter anderem auch die

Auspriagung des Postreanimationssyndroms zu sein (Nolan et al., 2010).

Zusammenfassend soll diese Einleitung verdeutlichen, wie dhnlich die pathophysiologischen
Prozesse nach Polytrauma und Reanimation verlaufen. Beide ,,Zustinde* fithren zu einer
gleichzeitigen Aktivierung und gegenseitigen Wechselwirkung dreier relevanter ,,Systeme®:
Inflammation, Endothel und Gerinnung. Diese Systeme wurden in unterschiedlichen Studien

dieses Habilitationsprojektes adressiert und werden im Folgenden detailliert dargestellt.

10
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2. Zielsetzung des Habilitationsprojektes

Ziel der durchgefiihrten und geplanten Arbeiten des Habilitationsprojektes war es, einzelne
Teilaspekte dieser komplexen immunologischen Vorgénge zu untersuchen und so einen Beitrag zu
einem besseren Verstindnis der Auswirkungen der unmittelbaren Immunreaktion auf
,unterschiedlichen Ebenen™ - nach initial erfolgreicher Akutbehandlung von Polytrauma- und

Reanimations-PatientInnen - zu leisten.

Fiir das Polytrauma konnten in der vorangegangenen Genom-umfassenden Microarray Screening
Analyse der Arbeitsgruppe sowohl spezifische Genexpressionsprofile als auch biologisch-
funktionelle Pathways (MAP-Kinase-Pathway) in Monozyten detektiert werden, die bei verstorbenen
PatientInnen hochsignifikant unterschiedlich exprimiert waren. Unklar ist bislang jedoch, in welcher
Form diese von uns auf transkriptionaler Ebene neu detektierten Genexpressionsprofile in Monozyten
in einer weiteren hoch relevanten Zelllinie - den Granulozyten - exprimiert ist (ad 5.1.und 5.2.).
Zudem ist unklar, ob diese Expression auch auf translationaler Ebene - also als umgeschriebenes
Protein - zu finden ist und letztlich, inwieweit diese Proteine auch extrazelluldr vorhanden und in die

systemische Zirkulation sezerniert werden (ad 5.3. und 5.4.).

Ein weiteres Teilziel des Habilitationsprojektes war es zu untersuchen, ob es zu &hnlichen

intrazelluldren Expressionsverdnderungen bei Patientlnnen nach kardiopulmonaler Reanimation

kommt (ad 5.5.).

11
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MONOZYT GRANULOZYT

GENOM GENOM

C-JUN SOCS 1
P38 MAP KINASE S0CS 3
INK STAT 1
MMP-9 STAT 3
TIMP-1 IL-10
IL-8

INTRAZELLULARES
PROTEOM

IL-6

I8 EXTRAZELLULARES
PROTEOM

BLUTKREISLAUF

Abbildung 1: Darstellung der unterschiedlichen untersuchten Parameter und ihrer Wirkungsebene

In Kooperation mit zwei weiteren Arbeitsgruppen erfolgte zudem die Untersuchung von zwei
relevanten Teilaspekten der Immundestabilisierung nach Polytrauma/Reanimation, die
Konzentrationsverdnderungen von Selen und selenabhidngigen Coenzyme (ad 5.6.) sowie die
Bedeutung der endothelialen Glykokalyx jeweils in den beiden Patientenkollektiven (ad 5.7.) (Becker

et al., 2014a) (Fuchs et al., 2020).

12
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3. Studiendesign und Probengewinnung fiir die klinischen Studien

Polytrauma (Teilprojekte 5.1./5.2/5.3./5.4./5.6./6.1.)

Polytraumatisierte PatientInnen, die in den Schockraum unseres Klinikums eingeliefert wurden und
einen Injury Severity Score (ISS) von >16 Punkten aufwiesen, wurden prospektiv in die laufenden
klinischen Studien der AG Polytrauma/Resuscitation eingeschlossen. Es erfolgten serielle,
sequenziellen Blutentnahmen initial nach Einlieferung in den Schockraum (Oh), sowie erneut nach 6,
12, 24, 48 und 72 Stunden nach Trauma. Fiir jeden eingeschlossenen Patienten/eingeschlossene
Patientin wurden die klinischen Daten (u.a. Geschlecht, Alter, Unfallmechanismus,
Verletzungsmuster und -schwere anhand ISS, die Gabe von Blutprodukten, das Ausmal} des
Multiorganversagens (MOF-Score), das 90-Tage-Uberleben u.v.m.) in einer klinischen Datenbank

erfasst.

Reanimation (Teilprojekte 5.5/5.7./6.2.)

In die laufenden klinischen Projekte der AG Polytrauma/Resuscitation wurden PatientInnen nach
kardiopulmonaler Reanimation (CPR) und Wiedererlangen eines Spontankreislaufs eingeschlossen.
In diesem Kollektiv erfolgte eine initiale Blutentnahme direkt nach Wiedererlangung der
Kreislauffunktion (iiber den Notarzt/die Notirztin des NAW Mitte vor Ort) sowie zusétzlich nach 6,
12, 24, 48 und 72 Stunden nach CPR. Alle relevanten klinische Daten (Geschlecht, Alter,
Vorerkrankungen, Beginn der Reanimationsmafinahmen, Dauer der CPR, Zeit bis ROSC, initialer

Rhythmus, Medikation, u.v.m.) wurden in einer klinischen Datenbank erfasst.

Die molekularbiologischen Methoden zur Aufarbeitung und Analyse der Blutproben waren von der
jeweiligen Fragestellung abhingig und sind in den assoziierten Publikationen ausfiihrlich

beschrieben.

13
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L, Bogner-Flatz V. Selenium and Selenoprotein P Deficiency correlates with Complications

and Adverse Outcome After Major Trauma; Shock, 2020 Jan.

7. Braunstein M*, Bogner-Flatz* V, Kusmenkov T, Ocker LE, Bocker W, Ney L, Tschopp J,

Annecke T. On the scene hyaluraonan and syndecan-1 serum levels and outcome after cardiac

arrest and resuscitation; Mediators of inflammation, May 2019.
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5. Ergebnisse und Diskussion der eigenen Publikationen

5.1. Gezielte mRNA-Expressionsprofile in neutrophilen Granulozyten beim Polytrauma

Bogner-Flatz V, Braunstein M, Bazarian JJ, Keil L, Richter PH, Kusmenkov T, Biberthaler P, Giese
T. Neutrophil Gene Expression Patterns in Multiple Trauma Patients Indicate Distinct Clinical

Outcomes. J Surg Res 2022 Sep; 277:100-109. doi: 10.1016/j.js5.2022.03.011. Epub 2022 Apr 25.

Das anhand der vorausgegangenen genom-umfassenden mRNA-Analyse detektierte monozytére
Genexpressionsprofil ~ enthdlt ein  funktionelles = Netzwerk an  inflammatorischen
Transkriptionsfaktoren, die in einer Aktivierung des MAP-Kinase-Pathways miinden. Dieses
Netzwerk gruppiert sich um den Transkriptionsfaktor c-Jun, welcher als Bestandteil des
Transkriptionsfaktor-Komplexes AP-1 entscheidend an der transkriptionalen Regulation im
Immunsystem beteiligt ist (Hasegawa et al., 2009). Die differentielle Regulation dieses Netzwerks
scheint flir die Kaskade der posttraumatischen Immunreaktion eine wichtige Rolle spielen. In
Abhéngigkeit verschiedener klinischer Ereignisse, zum Beispiel je nach Ausprigung eines
Multiorgandysfunktionssyndroms und schliellich in Abhéngigkeit des klinischen Outcomes (90-
Tage-Uberleben) zeigten sich diese Parameter in Monozyten signifikant unterschiedlich reguliert.
Granulozyten spielen als wesentlicher Bestandteil des zelluliren Immunsystems ebenfalls eine
wichtige Rolle im Rahmen der posttraumatischen systemischen Inflammation. Daher erfolgte in
diesem Teilprojekt die Untersuchung der in Monozyten detektierten Signalkaskade (c-Jun, c-Fos,
BCL2A, MMP-9, TIMP-1, ETS-2) in granulozytirer mRNA.

Hier konnten wir zeigen, dass BCL2A, MMP-9, TIMP-1 und ETS-2 bei Patientlnnen, die im
posttraumatischen Verlauf verstarben (90-Tage-Uberleben), signifikant héher exprimiert waren als
bei Uberlebenden (sieche Abbildung 1 (5.1)). Patientlnnen mit himorrhagischem Schock und

konsekutiver Massentransfusion (>10EKs/24h) wiesen ein signifikant erhohtes BCL2A und MMP-
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9-Expressionsprofil sowie eine signifikante Herunterregulation von IL-1 und MIP-1§ auf (siche

Abbildung 2 (5.1)). Die granulozytire mRNA-Expression von TIMP-1 war bei PatientInnen mit SHT

zu jedem Messzeitpunkt signifikant erhoht (sieche Abbildung 3 (5.1).
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Abbildung 1 (5.1): ETS-2 (6h: p>0.03), MMP-9 (6h: p<0.011 und 24h: p<0.025), BCL2A (6h:
p<0.005 und 72h: p<0.045) und TIMP-1 (24h: p<0.032) waren bei Patientlnnen, die im

posttraumatischen Verlauf verstarben,

(Death/Survival D/S; 90-Tage-Uberleben).

17

signifikant hoher exprimiert als bei Uberlebenden



Kumulative Habilitationsschrift — Dr. med. Mareen Braunstein

800 5000 1 p<0.044
) @ l I p<0.046
2 5 4000 Ml
S 600 2 l
g iad £ 3000 {
5 400 p<0 013 M £
s ® 2000
S 20 =
< Il| 2 |l| 1000 1
\ A%l lnlls 0
o e AT 'zP' A aBNRT AW QOO QEEN AT 9B e 80 ai® 42 g0
Time Time
50000
12045 p<0.008
g_ B p<0.006 2 40000
2 50044 J_ ’ S 30000 ]_ é
e z » p<0.006 / p<0.037
£ o | P20 Nl
@ 60era ] [ Z = 7
o Z < 20000 é
/ 5 /
= 4,0e+4 / d é
é @ 10000 Z
2,0e+4 é é
V)
N z némal L LLUAT
QO QTR AT g% e s AW e oF e‘\" Y A e a8 at 420
Time Time

Abbildung 2 (5.1): PatientInnen mit hamorrhagischem Schock und konsekutiver Massentransfusion
(>10EKs/24h) wiesen eine signifikante Herunterregulation von IL-1/3 und MIP-13 auf. Die MMP-9-
und BCL2A Expression war signifikant erhoht.
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Abbildung 3 (5.1): Die mRNA-Expression von TIMP-1 und MMP-9 war bei Patientlnnen mit SHT
signifikant erhoht.
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Abbildung 4 (5.1): Diese Graphik zeigt das Potenzial der Outcome-Vorhersage anhand der
granulozytiren Expressionsmuster von BCL2A, ETS-2 and MMP-9 im initialen posttraumatischen
Zeitintervall von 0-24h nach Trauma anhand von ROC-Analysen.

Zudem konnten wir zeigen, dass sich BCL2A (p<0.0001), ETS-2 (p< 0.01) und MMP-9 (p<0.001)
bereits zum 6h-Zeitpunkt nach Trauma eignen, um eine Outcome-Vorhersage flir polytraumatisierte
PatientInnen zu treffen (siche Abbildung 4 (5.1)). Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass das in
Monozyten herausgearbeitete Expressionsprofil gleichermafen in Granulozyten detektierbar ist und

ebenfalls signifikant mit den definierten klinischen Outcome-Parametern korreliert war.
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5.2. Intrazelluldre mRNA-Expressionsmuster des STAT/SOCS Signalweges in Granulozyten

beim Polytrauma

Brumann M, Matz M, Kusmenkov T, Stegmaier J, Biberthaler P, Kanz K-G, Mutschler W, Bogner
V. Impact of STAT/SOCS mRNA Expression Levels after Major Injury; Mediators of Inflammation

(Mediat Inflamm) 01/2014; 2014:749175.

Der STAT/SOCS Signalweg ist regulativ mit dem MAP-Kinase-Signalweg verbunden. Eine
Schliisselrolle in der Produktion und Regulation inflammatorischer Zytokine wird den sogenannten
STAT/SOCS-Proteinen zugeschrieben. Durch sie wird das zelluldre Signalling von pro- und anti-
inflammatorischen Zytokinen vermittelt und gesteuert. Bei den sogenannten Signal Transducer and
Activator of Transcription (STATs) handelt es sich um Transkriptionsfaktoren inflammatorischer
Zytokine. Zudem initiieren sie die Expression der sogenannten Supressors of Cytokine Signalling
(SOCSs). Die SOCS-Proteine wirken als negative Regulatoren des Zytokin-Signallings durch
Hemmung der STAT-Proteine. Ein hochpotentes antiinflammatorisches Interleukin in der
posttraumatischen Entziindungsreaktion ist Interleukin-10; hier konnten vorangegangene Arbeiten
unserer Arbeitsgruppe bereits einen Zusammenhang von IL-10 mit der Verletzungsschwere und dem
Uberleben nach Polytrauma aufzeigen (Bogner, Keil, et al., 2009).

Wir haben daher in dieser Arbeit die Expression des STAT/SOCS Signalwegs in Granulozyten
Polytraumatisierter auf transkriptionaler Ebene mittels RT-PCR untersucht. Um die Funktion dieses
pathophysiologisch bedeutenden Mechanismus nach schwerem Polytrauma zu evaluieren,
untersuchten wir die mRNA-Expression von IL-10, STAT 3, SOCS 1 und SOCS 3 mittels
quantitativer RT-PCR in Granulozyten polytraumatisierter PatientInnen.

Hier konnte unsere Arbeit zundchst zeigen, dass die IL-10 mRNA-Expression unmittelbar

posttraumatisch bei allen Patientlnnen signifikant anstieg. Die Einteilung der Patientlnnen nach
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Verletzungsschwere (NISS) ergab bei den schwerer verletzten Patientlnnen eine hoéhere IL-10

mRNA-Expression. Diese Ergebnisse waren zum initialen Zeitpunkt (Oh), 24, 48 und 72 Stunden

nach Trauma signifikant.
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Abbildung la-b (5.2): Posttraumatische IL-10 mRNA-Expression a) Konzentrationsverlauf sowie b)
in Abhdngigkeit der Verletzungsschwere; * p < 0.05 (SNK-Test).
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Die STAT 3 mRNA-Expression zeigte einen signifikanten Peak 6 h nach Trauma, wéihrend die SOCS
1 Expressionslevel im Zeitraum von 6 —72 h nach Trauma signifikant erniedrigt waren. PatientInnen,
die das Trauma nicht iiberlebten, zeigten eine signifikant hohere SOCS 3 Expression als PatientInnen,

die das Trauma uberlebten.
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Abbildung 2 (5.2): Posttraumatische STAT 3 mRNA-Expression. Die STAT 3 mRNA-Expressionslevel

zeigten einen signifikanten Anstieg im zeitlichen Verlauf mit einem Maximum bei 6h verglichen zum
Aufnahmewert (0h); *p < 0.05 (SNK-Test).
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Abbildung 3 (5.2): Posttraumatische SOCS 1 mRNA-Expression; signifikanter Abfall der SOCS 1
Konzentration verglichen mit der Oh-Konzentration; * p < 0.05 (SNK-Test).

Die SOCS3-mRNA-Expression war initial etwa gleich, 6 Stunden nach Trauma in der Gruppe der
Verstorbenen signifikant und zu den iibrigen Messzeitpunkten deutlich hoher als bei den

Uberlebenden (p=0.042).
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Abbildung 4 (5.2): Posttraumatische SOCS 3 mRNA-Konzentration; verstorbene PatientIlnnen
zeigten einen signifikanten SOC3 Anstieg 6 h posttraumatisch, * p < 0.05 (SNK-Test).

Die Daten dieser Arbeit stellen die erstmalige Analyse der mRNA-Expression von IL-10, STAT3,
SOCS1 und SOCS3 in Zellen des unspezifischen Immunsystems polytraumatisierter Patientlnnen
dar. Sie leisten einen wesentlichen Beitrag zum besseren Verstdndnis der STAT/SOCS-
Feedbackregulierung  des  Zytokin-Signallings im  Rahmen der  posttraumatischen
Immunfunktionsstérungen. Die posttraumatische Induktion der IL-10-mRNA sowie die des
zugehorigen Transkriptionsfaktors STAT3 und die verminderte Expression der mRNA der
Effektorproteine SOCS1 und SOCS3 im Gesamtkollektiv weisen deutlich auf eine iiberschiefende
posttraumatische Inflammationsreaktion hin. Die verringerte STAT3-Expression bei gleichzeitig
erhohter IL-10-mRNA-Expression im Kollektiv der schwerstverletzten Patientlnnen - scheinbar
induziert durch posttraumatische Verdanderungen des JAK/STAT Signaltransduktionsweges - spiegelt
diese Dysbalance der immunologischen Antwort wider. Die vermehrte Expression von SOCS1- und
SOCS3-mRNA bei verstorbenen Patientlnnen kann einen Hinweis auf eine posttraumatische

Dysregulation des Immunsystems mit vermehrter Aktivierung der Feedbackhemmung des
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Signallings inflammatorischer Zytokine geben. Um die biologische Relevanz dieser Ergebnisse zu
iiberpriiffen und eine mogliche Schliisselrolle in der posttraumatischen Entziindungsregulation

nachzuweisen, sind aus unserer Sicht weitere Forschungen auf Proteinebene notig.
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5.3. Gezielte Serumanalyse ausgewihlter Biomarker nach Polytrauma

Brumann M, Kusmenkov T, Ney L, Kanz K-G, Leidel BA, Biberthaler P, Mutschler W, Bogner V.
Concentration kinetics of serum MMP-9 and TIMP-1 after blunt multiple injuries in the early

posttraumatic period. Mediators of Inflammation (Mediat Inflamm). 04/2012; 2012:435463.

Im Rahmen der Microarray Voruntersuchungen war die mRNA-Expression der Matrix-
Metalloproteinase 9 (MMP-9) sowie dessen Inhibitor, TIMP-1 in Monozyten polytraumatisierter
Patientlnnen  in  Abhéngigkeit des  Outcomes hoch  signifikant  unterschiedlich.
Matrixmetalloproteinasen greifen auf unterschiedliche Weise in die Regulierung der
Inflammationsantwort ein, indem sie beispielsweise die transepitheliale Migration und Akkumulation
von Leukozyten ermoglichen sowie Einfluss auf die Aktivierung und Kompartimentierung von
Chemokinen nehmen. MMP-9 ist eine Typ-VI-Kollagenase, wird in den tertidiren Granulomen der
polymorphnukleédren Zellen (PMN) gespeichert und von einer Vielzahl von Zellen wie beispielsweise
Monozyten, neutrophilen Granulozyten, Eosinophilen und Makrophagen sezerniert. Betrachtet man
die Gesamtheit aller MMP, so scheint MMP-9 hinsichtlich der Fahigkeit, die Chemokinsignalwege
im Rahmen der Inflammation zu beeinflussen, der wichtigste Vertreter seiner Familie zu sein. Das
Wirkungsspektrum reicht hierbei von der Induktion der Zytokinaktivitdt bis hin zu einer kompletten
Zytokindegradation (Gill & Parks, 2008). TIMP-1 ist der natiirliche Inhibitor von MMP-9.
Hauptaufgabe der TIMP besteht in der Regulation der MMP und so auch in der Regulation der
inflammatorischen Antwort — einerseits durch die Kontrolle der Zytokinaktivierung und andererseits
durch die Prozessierung und Verarbeitung der Zelladhdsionsrezeptoren der Entziindungszellen (Parks
et al., 2004). Zur Untersuchung, ob diese Information auf Genomebene auch in aktives Protein
umgesetzt und im Anschluss in den Blutkreislauf des Patienten/der Patientin sezerniert wird, wurden

beide Proteine mittels ELISA im Serum bestimmt.
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Abbildung 1 (5.3): Im posttraumatischen Verlauf kommt es bei allen Patientlnnen zu einem
signifikanten MMP-9 Abfall verglichen mit dem Aufnahmezeitpunkt.

Hierbei konnten wir zeigen, dass eine relevante Umsetzung des in Monozyten feststellbaren mRNA-

Signals in aktives Protein erfolgt und im Serum als ,,charakteristische Dynamik* nachweisbar ist.
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Abbildung 2 (5.3): Verglichen mit den Oh-Zeitpunkt kommt es bei allen Patientlnnen zu einem
signifikanten TIMP-1 Anstieg.
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Es zeigte sich ein gegensitzliches Konzentrationsmuster der beiden Proteine, welches durch eine
signifikante Abnahme der MMP-9-Konzentration und gleichzeitige signifikante Zunahme des

Inhibitors TIMP-1 im frithen posttraumatischen Verlauf gekennzeichnet ist.
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5.4. Serumanalyse von MMP-9 und TIMP-1 in Abhingigkeit klinischer Parameter nach

Polytrauma

Braunstein M, Kusmenkov T, Bocker W, Bogner-Flatz V. Influence of massive blood transfusion
and traumatic brain injury on TIMP-1 and MMP-9 serum levels in polytraumatized patients,

Unfallchirurg. 2019 Dec.

In Zusammenschau der Ergebnisse unserer Vorarbeiten und mit dem Wissen um die Bedeutung von
MMP-9 und TIMP-1 im Rahmen der Inflammation war die Untersuchung dieser beiden ausgewihlten
Parameter in Abhidngigkeit zuvor identifizierter klinischer Parameter aus unserer Sicht der
konsequente Folgeschritt.

In dieser Folgearbeit fiihrten wir daher eine Analyse der Serumproteinmarker MMP-9 und TIMP-1
in  Abhdngigkeit des Outcomes, der Verletzungsschwere, der Entwicklung eines
Multiorganversagens, einer durchgefiihrten Massentransfusion (MT) sowie eines Schidel-Hirn-
Traumas (SHT) durch. Unsere Ergebnisse konnte zeigen, dass eine Massentransfusion (>10EKs/24h)
mit einer signifikant hoheren TIMP-1 Serumkonzentration einherging. Die von uns vorgestellten
Ergebnisse weisen erstmals einen signifikanten Zusammenhang zwischen der TIMP-1-Serum-
Konzentration polytraumatisierter ~ Patientlnnen und einem posttraumatisch erlittenen
hédmorrhagischen Schock mit konsekutiver Massentransfusion auf. Dies scheint Ausdruck einer
massiv liberschieBenden Inflammationsreaktion zu sein und stellt so einen wesentlichen Faktor bei
der Pathogenese der schweren posttraumatischen Immundysfunktion dieses Kollektivs dar. Dies ist
insbesondere deshalb beachtenswert, da eine FErhohung der TIMP-1-Konzentration bei
vergleichbaren Krankheitsbildern mit einer schlechteren Prognose einherging. So ist ein signifikanter
Anstieg der TIMP-1-Konzentration bei septischen Patienten oder bei schwerer systemischer

Inflammationsreaktion im Rahmen einer Verbrennung mit einer erhdhten Mortalitit assoziiert
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(Hastbacka et al., 2014; Lorente et al., 2009). Da die genannten Krankheitsbilder hinsichtlich ihrer
pathophysiologischen Hyperinflammation eng mit dem Polytrauma verwandt sind, konnen wir davon
ausgehen, dass die erhdhte Konzentration von TIMP-1 im Serum massentransfundierter Patientlnnen
ebenfalls als Hinweis einer deutlich schwereren Inflammationsreaktion gedeutet werden kann.
Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der Sepsisstudie von Lorente et al. zeigt auch unsere Arbeit
eine signifikant erhohte TIMP-1- Konzentration bei gleichzeitig erniedrigter MMP-9-Konzentration.
Ein Erkldrungsansatz fiir die Ergebnisse der Sepsisstudie sowie unserer Arbeit kdnnte in den
Konzentrationsdnderungen von IL-10 liegen. Das antiinflammatorische Zytokin ist fundamental in
die Pathogenese der schweren Inflammationsreaktion involviert und induziert gleichzeitig die
Expression von TIMP-1, wihrend es die MMP-Expression in Monozyten reduziert (Mtairag et al.,
2001). In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen konnte auch unsere Arbeitsgruppe in einer
vorangegangenen Studie bereits nachweisen, dass die IL-10-Serum-Konzentrationen bei
Polytraumatisierten mit hiamorrhagischem Schock und konsekutiver MT signifikant erhoht waren
(Bogner, Baker, et al., 2009). Limitierend ist anzumerken, dass eine Differenzierung zwischen dem
vorausgehenden hidmorrhagischen Schock und der Massivtransfusion als Trigger der
posttraumatischen Immunantwort in diesem Setting nicht sicher gelingen kann.

Gleichzeitig wiesen PatientInnen, die im Rahmen des Polytraumas eine intrakranielle Traumafolge
erlitten, einen signifikanten MMP-9-Anstieg auf. Dies spiegelt die zentrale Rolle der
Matrixmetalloproteinase in der Pathophysiologie des Schiadel-Hirn-Traumas beim Polytrauma wider.
Durch proinflammatorische Zytokine kommt es im posttraumatischen Verlauf zu einer Induktion von
MMP-9 in Astrozyten und gleichzeitig zu einer traumaassoziierten Aktivierung der Mikroglia, die zu
einer vermehrten Freisetzung von MMP-9 fiihrt. In einer aktuellen Arbeit zu diesem Thema konnten
Simon et al. MMP-9 - unabhéngig von extrazerebralen Verletzungen - als Outcome-klassifizierenden
plasmatischen Biomarker nach schwerem SHT (GCS 3-8 Punkte) identifizieren (Simon et al., 2017).

Auch unsere Daten spiegeln eine Schliisselrolle von MMP-9 in der frithen posttraumatischen Phase
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bei Polytraumatisierten mit begleitendem SHT wider. Unsere Daten zeigen sowohl auf mRNA-Ebene

in Granulozyten als auch auf Serumebene eine erhohte MMP-9-Konzentration bei Patienten mit SHT.
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Abbildung 1 (5.4): Verlauf der TIMP-1 Serumkonzentrationen in Abhdngigkeit des klinischen
Parameters “Massentransfusion”; Hochsignifikanter posttraumatische TIMP-1 Konzentrations-
Dynamik innerhalb der ersten 72h nach Trauma (p<0,001) in beiden Gruppen. Die Multivariate-
Analyse zeigte einen signifikanten Zusammenhang der TIMP-1-Konzentrationsverldiufe und den
unabhdngigen Variablen “Zeit“ und “MT* (MT: n=21; OMT: n=38; MANOVA, p=0.003). Die Post-
hoc Testung der einzelnen Zeitpunkte mittels Mann-Whitney-U-Test zeigte signifikante héhere TIMP-
1 Werte in der MT-Gruppe fiir 12h (p=0.015), 24h (p=0.007), 48h (p=0,036) sowie 72h nach Trauma

(p=0.001).
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Abbildung 2 (5.4): Verlauf der MMP-9 Serumkonzentrationen in Abhdngigkeit des klinischen
Parameters “Massentransfusion”; Hochsignifikante posttraumatische MMP-9 Konzentrations-
Dynamik innerhalb der ersten 72h nach Trauma (p<0.001) in beiden Gruppen. Die Multivariate-
Analyse zeigte keinen signifikanten Zusammenhang der MMP-9 Konzentrationsverldufe und den
unabhdngigen Variablen “Zeit” und “MT* (MT: n=21; OMT: n=38; MANOVA; p=0.551).
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Abbildung 3 (5.4): Verlauf der TIMP-1 Serumkonzentrationen in Abhdngigkeit des klinischen
Parameters “SHT*; Hochsignifikante posttraumatische TIMP-1 Konzentrations-Dynamik innerhalb
der ersten 72h nach Trauma (p-Wert<0.001). Die Multivariate-Analyse der unabhdingigen Variablen
“Zeit” und “‘Schdidel-Hirn-Trauma* zeigt keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Patientengruppen (SHT: n=28; OSHT: n=32; MANOVA: p=0.976).
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Abbildung 4 (5.4): Verlauf der MMP-9 Serumkonzentrationen in Abhdngigkeit des klinischen
Parameters “SHT*; Hochsignifikante posttraumatische MMP-9 Konzentrations-Dynamik innerhalb
der ersten 72h nach Trauma (p-Wert<0.001). Das lineare Regressionsmodell mit quadratischer
Funktion zeigt einen signifikanten Unterschied der beiden Gruppen (SHT: n=28; OSHT: n=32;
MANOVA: p=0.049).

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen, die potenzielle Biomarker sowohl auf transkriptionaler
Ebene (mRNA) und im weiteren Verlauf auch auf Serumebene Outcome-assoziiert darstellen
konnten, sind vielversprechend, um in weiterer Zukunft iiber ein ,,Serummonitoring™ besonders
gefdhrdete PatientInnen friithzeitig zu erkennen und so iiber entsprechende Interventionen die Folgen
eines schweren Verlaufs abzumildern. Die tatsdchliche alltigliche klinische Relevanz und

Umsetzbarkeit miissen Folgearbeiten im groen Kollektiv zeigen.
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5.5. Analyse der mRNA-Expressionsprofile nach kardiopulmonaler Reanimation

Braunstein M, Williamson M, Kusmenkov T, Landes J, Kanz KG, Biberthaler P, Bocker W, Bogner
V. Significant mRNA cytokine changes immediately after initiation of cardiopulmonary

resuscitation; Mediators of Inflammation; Dec 2017.

Zur Analyse der initialen intrazelluldiren Steuerungsmechanismen im Rahmen des
Postreanimationssyndroms erfolgte in der durchgefiihrten Arbeit die Untersuchung der Vollblut-
Paxgene mRNA-Expressionsmuster definierter Zytokine (TNF-alpha, IL-8, IL-10 und IL-1RA) in
der unmittelbaren ,,Postreanimationsphase‘. Mit dieser Arbeit konnte in einem ersten Schritt gezeigt
werden, dass eine Quantifizierung der mRNA- Expression fiir immunologisch relevante Zytokine mit
dem PAXgene® Blood RNA System aus Vollblut zum einen moglich ist und zum anderen auch unter
schwierigen priklinischen Blutentnahmebedingungen zuverldssig funktioniert. In einem zweiten
Schritt konnten durch die quantitative Analyse der mRNA-Expressionsmuster von definierten pro-
und antiinflammatorischen Zytokinen neue Erkenntnisse iiber die initialen Aktivierungsvorginge
nach Ischdmie und Reperfusion gewonnen werden. Anhand der Daten aus der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass spezifische pro- und antiinflammatorische Parameter bereits friihzeitig
nach Wiedererlangen eines Spontankreislaufes signifikant verdndert sind. Durch eine serielle
Untersuchung der mRNA-Expressionsmuster konnte es uns gelingen, den zeitlichen Verlauf der
relevanten Zytokine TNF-alpha, IL-8, IL-10 und IL-1RA in der friihen Phase nach erfolgreicher
Reanimation auf Genomebene darzustellen. Selbstverstandlich handelt es sich hierbei nur um einen
sehr kleinen Ausschnitt sehr komplexer und bisher nicht vollstindig verstandener
pathophysiologischer Vorginge im Rahmen des Post-Resuscitation-Syndroms. Allerdings kann die
hier dargestellte Expressionsaktivitit definierter Zytokine moglicherweise einen Beitrag zum

Verstiandnis dieser komplizierten immunologischen Prozesse liefern.
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Im Detail konnten wir zeigen, dass es im kurzfristigen Verlauf zu einem signifikanten Abfall der
proinflammatorischen Zytokine (TNF-alpha (24h), IL-8 (12-72h)) kommt. Zeitgleich dazu kommt es
zu einem signifikanten Anstieg des antiinflammatorischen Zytokins IL-1RA (6h, 12h, 48h).
Patientlnnen, die im weiteren Verlauf verstarben, zeigten signifikant hohere IL-8 mRNA-

Konzentrationen bei Oh und signifikante IL-10-Konzentrationen nach 48h und 72h.
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Abbildung 1 (5.5): Vollblut-RNA Expression von TNF-o, IL-8 IL-10 und IL-1RA im zeitlichen
Verlauf vs. Abnahmezeitpunkt nach ROSC. Kruskal-Wallis-Test * p<0.05 (MW + SEM).
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Abbildung 2 (5.5): Vollblut-RNA Expression von TNF-o, IL-8, IL-10 und IL-1RA.Vergleich der
Gruppen MOF < 4 vs. MOF > 4, Kruskal-Wallis-Test * p<0.05 (MW + SEM).
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Abbildung 3 (5.5): Vollblut-RNA Expression von TNF-o, IL-8, IL-10 und IL-1RA von iiberlebenden
vs. verstorbenen Patienten; Kruskal-Wallis-Test * p<0.05 (MW + SEM).

Zusammenfassend bieten unsere Daten - insbesondere durch die préklinische Oh-Abnahme - die
Moglichkeit, die initialen Verdnderungen auf mRNA-Expressionsebenen nach kardiopulmonaler
Reanimation sichtbar zu machen und so zu zeigen, wie schnell sich die Expressionsmuster auf
Genomebenen bereits signifikant d&ndern und auch schon Unterschiede hinsichtlich des klinischen

Verlaufs sichtbar machen konnen.
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5.6. Untersuchung der Serumkonzentrationen von Selen und Selenoprotein P nach Polytrauma

Braunstein M, Kusmenkov T, Zuck C, Angstwurm M, Becker NP, Bocker W, Schomburg L,
Bogner-Flatz V. Selenium and Selenoprotein P Deficiency correlates with Complications and

Adverse Outcome After Major Trauma; Shock, 2020 Jan.

Vorarbeiten verschiedener Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass PatientInnen, die ein SIRS oder eine
Sepsis entwickelten, einen Abfall des Selenspiegels sowie der Aktivitit der abhédngigen
Glutathionperoxidase (GSH-Px) im Plasma vorweisen und von einer adjuvanten hochdosierten
Selensubstitution profitieren (Castro, 2007). Selenabhingige Enzyme sowie Selenoprotein P spielen
eine bedeutende Rolle in immunologischen und endothelialen Regulationsprozessen der Zellfunktion.
Hierbei scheint vor allem die Aktivitit selenabhéngiger Enzyme von entscheidender Bedeutung zu
sein (Angstwurm & Gaertner, 2006). Auf molekularer Ebene wirkt Selen beispielsweise aktivierend
auf den redoxsensitiven Transkriptionsfaktor AP-1 (Aktivator-Protein-1), welcher - wie oben bereits
aufgefiihrt - ein zentraler Regulator der posttraumatischen inflammatorischen Immunantwort ist.
Uberwiegt die AP-1-Aktivitit in mononuklediren Zellen die Aktivierung seines Gegenspielers NF-
kB, so fiihrt dies zu einer Abmilderung der iiberschieBenden proinflammatorischen Reaktion nach
Trauma.

Entscheidend war es aus unserer Sicht nun zu untersuchen, ob polytraumatisierte PatientInnen in der
frithen posttraumatischen Phase bereits einen Abfall des Selenspiegels und der abhéingigen Enzyme
im Serum zeigen und ob sich dieser mit den erhobenen klinischen Parametern (MOF-Score,
APACHE 1II Score (Acute Physiology and Chronic Health Disease Classification System II) und 90-
Tage-Uberleben) korrelieren lisst. Hier konnten wir zuniichst zeigen, dass sowohl das Serumselen
als auch die Serumkonzentrationen von Selenoprotein P polytraumatisierter PatientInnen signifikant

niedriger war als im gesunden europdischen Vergleichskollektiv. Dieses Selen/Selenoprotein P
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Defizit konnte in unserem Kollektiv bereits unmittelbar nach Trauma bei der initialen Messung

nachgewiesen werden (siche Abbildung 1 (5.6)).
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Abbildung 1 (5.6): Normalverteilung von Selen und Selenoprotein P im Vergleichskollektiv sowie
zeitlicher Verlauf der Serum-Selenkonzentrationen and Selenoprotein P Konzentration
polytraumatisierter Patientlnnen in der friihen posttraumatischen Phase.

Die lineare Regressionsanalyse von Selen und Selenoprotein P zeigt zu allen Abnahmezeitpunkten
eine enge Korrelation der beiden Parameter. Diese enge Korrelation besteht nur bei einem relevanten
Selen-Defizit, welches wir in unserem Kollektiv nach Polytrauma zu allen Zeitpunkten nachweisen

konnten — mit einer besonders engen Korrelation zum 6h-Zeitpunkt (siche Abbildung 2 (5.6)).
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Abbildung 2 (5.6): Lineare Regression von Selen und Selenoprotein P: (A) Oh, B) 6h, C) 12h, D)
24h, E) 48h, F) 72h.
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Abbildung 3 (5.6): 90-Tage Uberleben, Mann- Whitney-Rank Sum Test: Selen zu allen Zeitpunkten:
A) Uberleben, B) Versterben; Selenoprotein P zu allen Zeitpunkten: C) Uberleben, D) Versterben;
Initiale Selen (E) und Selenoprotein P (F) Konzentrationen zum Oh-Zeitpunkt
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Abbildung 4 (5.6): MANOVA Analyse and T-Test fiir Selenoprotein P abhdngig von der
Entwicklung eines Multiorganversagens (MOF-Score).
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Abbildung 5 (5.6): MANOVA Analyse and T-Test fiir Selen abhdngig vom APACHE II score.
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Abbildung 6 (5.6): Die Multiple Regressionsanalyse zeigt einen signifikanten Zusammenhang
zwischen dem initialen Serum-Selenspiegel und dem APACHE II Score (R2 =0.382; p=0.003).

Betrachtet man die Serumselenkonzentration sowie die Konzentration von Selenoprotein P in
Abhiangigkeit des klinischen Outcomes so zeigt sich anhand unserer Ergebnisse, dass es bereits
unmittelbar nach Polytrauma zu einem signifikanten Selen-/Selenoprotein P-Defizit kommt. Wir
konnten dariiber hinaus zeigen, dass das Selen-/Selenoprotein P-Defizit mit einem komplizierten
posttraumatischen Verlauf assoziiert war. So ergab sich in der Regressionsanalyse beziiglich der Oh-
Selenkonzentration und dem APACHE II-Score ein hoch signifikanter Zusammenhang (p= 0.003).
Da der APACHE II-Score als anerkannter Prognosefaktor gilt, scheint eine initial niedrige

Selenkonzentration einen Risikofaktor fiir einen schwereren klinischen Verlauf beim Polytrauma
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darzustellen. Signifikante Unterschiede konnten mittels T-Test fiir die 6h (p=0.046) und 72 h
Abnahme (p=0.03) gezeigt werden. Patientlnnen, die im posttraumatischen Verlauf verstarben,
wiesen ebenfalls bereits in der Oh-Abnahme einen signifikanten Selen- (p=0.002) und Selenoprotein
P-Mangel (p=0.033) auf.

Zusammenfassend konnen diese Erkenntnisse nach unserer Auffassung eine unmittelbare adjuvante

Substitution von Selen bereits in der frithen posttraumatischen Phase unterstiitzen.
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5.7. Glykokalyxshedding nach kardiopulmonaler Reanimation

Braunstein M*, Bogner-Flatz* V, Kusmenkov T, Ocker LE, Bocker W, Ney L, Tschopp J, Annecke
T. On the scene hyaluraonan and syndecan-1 serum levels and outcome after cardiac arrest and

resuscitation; Mediators of inflammation, May 2019.

Einen Schliisselschritt in der Entwicklung der systemischen, Endothel-vermittelten
Inflammationsreaktion im Rahmen des Postreanimationssyndroms stellt die Schidigung der
endothelialen Glykokalyx dar. Aufgrund ihrer Lage zwischen dem Gefdllendothel und dem
Intravasalraum hat die endotheliale Glykokalyx einen wichtigen Einfluss auf viele molekulare und
zelluldre Interaktionen und spielt somit eine groBBe Rolle in verschiedensten pathophysiologischen
Ablaufen (Grundmann et al., 2012). Grundlegende Vorarbeiten der vorliegenden Studie konnten nach
20-miniitiger ~ Hypoxie/Ischdmie =~ mit  anschlieBender =~ Reperfusion  an  isolierten
Meerschweinchenherzen eine vermehrte Freisetzung verschiedener Glykokalyxbestandteile im Sinne
eines Sheddings nachweisen. Untersuchungen des koronarvendsen Effluats zeigten nach
Reoxygenierung oder Reperfusion eine signifikante Erh6hung der Glykokalyxbestandteile Syndecan-
1 und Heparansulfat im Blut (Annecke et al., 2011). Um das Phanomen des Sheddings nach Ischimie
und Reperfusion nach kardiopulmonaler Reanimation besser zu verstehen, war es das Ziel dieser
Arbeit, die Glykokalyxschédigung im Rahmen der Ganzkorperischdmie und -reperfusion nach Herz-
Kreislauf-Stillstand und Wiedererlangen eines Spontankreislaufs zu untersuchen. Zur
Quantifizierung des Ausmalles des Glykokalyxschadens erfolgte - auf Basis der Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe (Annecke et al.) - die Messung der abgespaltenen Glykokalyxbestandteile
Hyaluronan und Syndecan-1 im Serum der Patientlnnen. Da fiir die Entwicklung des
Postreanimationssyndroms die frithe Phase einen bedeutenden Zeitraum darstellt, wurden die ersten

48 Stunden nach Reanimation untersucht. Ein besonderer Fokus dieser Arbeit wurde auf den ersten
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Serummesswert, den Nullstundenwert (Oh), gelegt. Dieser ,native® Wert ist von besonderem
Interesse, da sich so bereits initiale Verdnderungen der Glykokalyx untersuchen lassen, die nicht
durch eine eingeleitete Therapie beeinflusst wurden.

Wir konnten in unserer Arbeit erstmals zeigen, dass Patientlnnen, die im weiteren Verlauf verstarben,
bereits unmittelbar nach ROSC (0Oh-Abnahme) signifikant héhere Hyaluronanwerte aufwiesen.
Sowohl Hyaluronan- als auch Syndecan-1-Konzentrationen waren in Abhdngigkeit der Entwicklung

eines Multiorganversagens signifikant erhoht.
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Abbildung 1 (5.7): Serumkonzentration von Hyaluronan innerhalb von 48h nach OHCA.
Signifikanter Anstieg der Hyaluronan Level; MW +/- ISE. MANOVA Analyse; p=0.043.
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Abbildung 2 (5.7): Korrelation von Hyaluronan-Konzentrationen und dem 30-Tage Uberleben Oh-
48h nach OHCA. Signifikante Korrelation Oh-24h nach ROSC; MW +/- ISE; MANOVA Analyse
und post-hoc * Mann-Whitney-U-Test; p < 0.05; Uberlebende n=9, Verstorbene n=6
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Abbildung 3 (5.7): Korrelation von Hyaluronan-Konzentrationen und der Entwicklung eines
Multiorganversagens 0h-48h nach OHCA. Signifikante Korrelation 0h-48h nach ROSC; MW +/-
ISE; MANOVA Analyse und post-hoc * Mann-Whitney-U-Test; p < 0.05; MOF < 6: n=9, MOF > 6:

n=4).
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Abbildung 4 (5.7): Korrelation von Syndecan-1 Konzentrationen and Multiorganversagen 0-48h
nach OHCA. Signifikante Korrelation von Syndecan-1 und Multiorganversagen (MOF > 6); MW +/-
ISE; MANOVA Analyse und post-hoc * Mann-Whitney-U-Test; p < 0.05; MOF < 6: n=9, MOF > 6:
n=4).

Die von uns untersuchten Parameter konnten so bereits unmittelbar (Oh) nach einem
Herzkreislaufstillstand und ROSC zeigen, welche PatientInnen besonders von einem komplizierten
Verlauf betroffen waren. In Zukunft kdnnen diese Glykokalyxparameter daher eventuell als ,,Serum-
Biomarker* fiir die friihe Phase nach Reanimation dienen und so eine Auskunft iiber den individuellen
Status eines reanimierten Patienten geben, um die individuelle Gefahrdung fiir die Entwicklung eines
schweren Ischdmie-Reperfusions-Syndroms abschidtzen zu konnen. Damit koénnte ein

»Serummonitoring™ unter Umstdnden dazu beitragen, diese besonders gefihrdeten Patienten
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frithzeitig zu erkennen und so die Folgen eines schweren Ischidmie-Reperfusions-Syndroms

abzumildern.
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6. Aussicht

Aktuell werden zwei weitere konkrete Teilprojekte dieses Habilitationsprojektes umgesetzt, die sich

inhaltlich aus den gewonnenen Erkenntnissen der oben vorgestellten Vorarbeiten ergeben.

6.1. Friithes Glykokalyxshedding, Multiorganversagen und Outcome nach Polytrauma

Korrespondierend zu der oben aufgefiihrten Untersuchung des Glykokalyxshedding nach
Reanimation wollen wir in einem weiteren Teilprojekt die Auswirkungen des Polytraumas auf die
endotheliale Glykokalyx untersuchen, denn der traumatisch-hdmorrhagische Schock geht ebenfalls
mit einer frithen posttraumatischen Schiadigung der endothelialen Glykokalyx einher. Das Shedding
von Glykokalyxkomponenten fiihrt mutmaBlich iiber eine Aktivierung des unspezifischen
Immunsystems zu einer zusdtzlichen Verstirkung dieser systemischen posttraumatischen
Inflammationsreaktion. Zu diesem Zweck sollen Hyaluronan und Syndecan-1 als Indikator fiir das
endotheliale Shedding im Plasma polytraumatisierter Patientlnnen bestimmt werden. Die
Verdnderungen der Plasmakonzentrationen innerhalb der ersten 12h nach Trauma koénnen uns so
moglicherweise helfen, die pathophysiologischen Zusammenhdnge dieses vulnerablen Kollektivs
besser zu verstehen. Insbesondere die initiale Oh-Abnahme ist hier von erheblichem Interesse, da
diese friithe ,,native* Untersuchung uns moglicherweise helfen kann, den unmittelbaren Einfluss der
traumatischen Gewebezerstorung, (Massen-)Blutung/Koagulopathie und zelluliren Hypoxie anhand

von Glykokalyxmakern zu erfassen und mit dem weiteren posttraumatischen Verlauf zu korrelieren.

6.2. Selen und seine Coenzyme nach kardiopulmonaler Reanimation

Die Arbeitsgruppe um Schomburg sowie Reisinger und Kollegen konnten zeigen, dass Selenoenzyme
eine essenzielle Schutzfunktion des Korpers gegen schidigende Oxidationsvorginge sowie

regulatorischen Einfluss auf die Immunantwort innehaben (Becker et al., 2014b; Reisinger et al.,
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2009). Unsere eigene Arbeit konnte bereits ein signifikantes Oh-Selendefizit nach Polytrauma
nachweisen; passend dazu bestétigte eine aktuelle groBe Metaanalyse den positiven Effekt der
Selensupplementierung beim Polytrauma (Huang et al., 2022).

Da wir einerseits zeigen konnten, dass sowohl das Serumselen als auch die Serumkonzentrationen
von Selenoprotein P beim Polytrauma signifikant niedriger war als im gesunden europdischen
Vergleichskollektiv und ein signifikantes Defizit bereits initial bei Aufnahme im Schockraum vorlag
und wir anderseits wissen, dass die Immunreaktion nach Polytrauma und Reanimation &hnlich sind,
liegt es also nahe, den Selenhaushalt auch bei Patientinnen nach Herzkreislaufstillstand so ftriih als
mdglich zu evaluieren.

Vorausgegangene Arbeiten konnten zudem den engen Zusammenhang zwischen der endothelialen
Dysfunktion und dem Selenspiegel im Rahmen des Postreanimationssyndroms aufzeigen. Die frithe
Substitution von Selen fiihrte iiber einen antiinflammatorischen Effekt zu einer Protektion der
endothelialen Glykokalyx, ein Selendefizit war gleichzeitig mit einem schlechten Outcome nach
Reanimation assoziiert.

Basierend auf diesen Erkenntnissen, soll in der geplanten Studie - sowohl im Plasma als auch auf
mRNA-Ebene - bereits unmittelbar nach erfolgreicher CPR (0Oh) und im weiteren Verlauf nach
ROSC-Selen, Selenoprotein P (SePP) und Glutathionperoxidase 3 (GPx3) bestimmt werden. Dariiber
hinaus wollen wir evaluieren, inwieweit die Bestimmung dieser Parameter zu einer frithzeitigen
Risiko- sowie Bedarfseinschitzung verwertbar ist. Damit konnten diese Patientlnnen speziell
angepassten Therapieschemata zugefilhrt werden, die darauf abzielen, die Folgen der

Immundysregulation nach Reanimation abzumildern.
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