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1. Einleitung

1.1 Einflhrung in die Thematik

Das schwere Trauma ist in den westlichen Industrienationen die dritthaufigste Todesur-
sache tUberhaupt und die haufigste in den ersten drei Lebensdekaden [188]. Durch Fort-
schritte in der praklinischen und klinischen Versorgung konnte die Gesamtletalitat
schwer verletzter Patienten gesenkt und damit die Uberlebenszeit verlangert werden
[68]. Hierzu zahlen eine Modernisierung von Rettungsmitteln, eine Verkirzung der
Rettungszeiten sowie organisatorische Anderungen mit einer optimierten, standardi-
sierten interdisziplindren Zusammenarbeit bei der Versorgung polytraumatisierter Pati-
enten und einer verbesserten friihzeitig einsetzenden Schocktherapie und Schockpro-
phylaxe [56,68]. Diese Malinahmen haben im Wesentlichen zur Senkung der hohen
Letalitat in den ersten 24 Stunden, der unmittelbaren posttraumatischen Phase, beige-
tragen. Der priméare Behandlungserfolg wird aber haufig durch das Auftreten schwerer
sekundarer Komplikationen in Frage gestellt, sodass die Letalitat der schweren Mehr-
fach-verletzungen insgesamt sehr hoch bleibt [68,73]. Als Ursache steht dabei ganz im
Vordergrund das progressive, septisch-toxische Multiorganversagen (MOV) oder ,,Mul-
tiple Organ Dysfunction Syndrome* (MODS) als gegenwartig haufigste Todesursache
poly-traumatisierter Patienten auf einer Intensivstation [14,15,68,77,190]. Die Vorstel-
lungen Uber die relevanten Pathomechanismen, die der Entwicklung dieser lebensbe-
drohlichen Komplikationen zugrunde liegen, sind in den vergangenen Jahren griindlich
revidiert worden. Nach heutiger Meinung sind vor allem die initialen Frihveranderun-
gen nach Hochgeschwindigkeitstraumen als die entscheidenden pathomechanistischen
Triggermechanismen spaterer Komplikationen anzusehen. Die Entwicklung zu einer
hoch-gradig konsumptiven, im Endergebnis aber frustranen Auseinandersetzung mit
den Folgen des Traumas fuhrt zu einer vélligen Erschopfung der kdrpereigenen Defen-
siv-systeme, die irreversibel und nicht mehr zu korrigieren ist. Die Konsequenz fir eine
erfolgreiche Intensivtherapie des polytraumatisierten Patienten liegt in einem frih-
zeitigen Einsatz aller verfligbaren therapeutischen Mittel mit dem Ziel, die korper-eige-
nen Defensivsysteme so frihzeitig wie moglich zu stiitzen, einzelne immunkompetente
Zellsysteme zu schiitzen und die Entwicklung eines posttraumatischen Immundefektes

ZU minimieren.



1.2 Polytrauma und Multiorganversagen

1.2.1 Definition und Epidemiologie des Polytraumas

Ein Polytrauma ist die gleichzeitige Verletzung mehrerer Kérperregionen oder Organ-
systeme, von denen mindestens eine Verletzung oder die Summe aller Verletzungen fur
den Patienten lebensbedrohlich ist [86,187].

Etwa ein Drittel aller Todesfalle nach Unféllen ist auf ein Polytrauma zurtickzufuhren.
Angaben uber Inzidenz, Mortalitat und Letalitat unterscheiden sich zum Teil erheblich,
doch kann eine Haufigkeit von 0,5/Million Einwohner/Tag angenommen werden. Die
haufigsten Ursachen sind Verkehrsunfélle und Stuirze aus groBerer Hohe [176]. Durch
die Variabilitat der bestimmenden Unfallmechanismen gibt es keine typische Verlet-
zung als Polytrauma, sondern eine Vielzahl heterogener Verletzungsmuster, die sehr
unterschiedlich auf die Prognose Einfluss nehmen [156,208]. Bezogen auf die Gesamt-

zahl unfallverletzter Patienten betragt die Letalitat im Krankenhaus 15 bis 18 % [157].

1.2.2 Klassifikation und Beurteilung eines Polytraumas

Fur eine Beurteilung der Verletzungsschwere und ihre voraussichtliche Bedeutung fur
den Krankheitsverlauf ist es notwendig, einheitliche Kriterien flir das zu untersuchende
Kollektiv zu bestimmen. Nur so ergibt sich eine ,,Vergleichbarkeit“ der Patienten mit
schweren Mehrfachverletzungen. Zur Klassifizierung eines polytraumatisierten Patien-
ten kommen unterschiedliche Score-Systeme zur Anwendung, die mit Hilfe von phy-
siologisch-biochemischen oder anatomisch-morphologischen Kriterien, einzelne oder
kombinierte Parameter zugrunde legen. Der Einsatz von Scores hat den Vorteil der sys-
tematischen und grundlichen Erfassung aller verfugbaren Daten [81]. Sie dienen der
Abschéatzung einer individuellen Prognose eines Patienten, zur Evaluierung der Be-
handlungs- und Ergebnisqualitat, als Orientierung fir therapeutische Entscheidungen

und als Grundlage fur epidemiologische Studien.

1.2.2.1 Der ISS-Score

Der Injury-Severity-Score (ISS) von Baker wurde zuletzt 1985 Uberarbeitet und ist vor

allem im angloamerikanischen Raum der am haufigsten eingesetzte Score zum Erfassen



der Verletzungsschwere [10,9]. Der ISS ist ein rein anatomischer Score, der sich mit der
Letalitat, Morbiditat und der Dauer eines Aufenthaltes auf einer Intensivstation korrelie-
ren lasst. Der ISS beriicksichtigt jedoch nicht das Patientenalter und gewichtet nicht alle
verletzten Korperregionen. Die Sensitivitat des ISS, bezogen auf die Vorhersagbarkeit
des Uberlebens, liegt bei 83 %, die Spezifitit bei 96 %. Die Reliabilitat wird mit 74 bis

87 % angegeben [117,200].

Schwer egrad
1 2 3 4 5
Allgemein KleinereWeich- Verbrennung von 3.gradige Verbren- 2.-3.gradige Ver- 2.-3.gradige Ver-
tellverletzung 10-20% KO, aus- nung von 20-30% brennung von 30- brennung > 50%
gedehnte Weich- KO, ausgedehnte 50% KO, aus-
teilverletzung an 1 Weichteilverletzung  gedehnte Weich-
oder 2 Extremitéten  an>2 Extremitéten  teilverletzung mit
bedrohlicher Blutung
Kopf / Hals Schédeltraumaohne  Schadeltrauma mit Schédel-Hirn- Schédel-Hirn- Schédel-Hirn-
BewuRtseinsein- BewuRtlosigkeit Traumamit Bewufl3t-  Traumamit Bewuf3t- Traumamit Bewuft-
tribung, HWS- < 15min, ohneretro-  losigkeit > 15min, losigkeit >15min losigkeit >24h,
Schleudertrauma grade Amnesie, ohne Seitenzeichen,  oder Seitenzeichen,  retrograde Amnesie
ohne path. Réntgen-  HWS-Schleuder- retrograde Amnesie  retrograde Amnesie  >12h, intrakranielle
befund trauma mit rontgeno-  bis 3h, dislozierte 3-12h, mehrfache Blutung, Hirn-
logischen Zeichen Frakturen von Schédel frakturen druckerhéhung,
Kalotte bis Mittel- HWS-Fraktur mit
gesicht, Orbita oder Querschnitt-
Nasennebenhohlen, symptomatik
HWS-Fraktur ohne
Ruckenmarksver-
letzung, Zerstorung
des Auges, Optikus-
abri3
Thorax Thoraxprellung Einfache Rippen- / Mehrfache Rippen- Offenes Thorax- Thoraxverletzung mit
Sternumfraktur, frakturen und trauma, instabiler schwerer Atem-
Kontusion ohne L ungenkontusion Thorax, Pneumo- behinderung,
Behinderung der ohne Behinderung mediastinum, Peri- Trachealabri3,
Atmung der Atmung, kardverletzung, Hamomediastinum,
Pneumothorax, Herzkontusionohne  Aortenruptur,
Hamatothorax, Kreislauf- Myokardruptur,
Zwerchfellruptur beeintréchtigung schwere
Herzkontusion
Abdomen Bauchwand- Ausgedehnte Kontusion von Weniger schwere Ruptur oder Per-
kontusion Kontusion des Bauchorganen, Verletzung von foration ab-
Abdomens retroperitoneales Abdominalorganen  domineller Organe
Hamatom, extra- (Milz- / Nieren- auller Milz, Blase
peritoneale Blasen- ruptur, Pankreas- und Pankreas-
ruptur, Ureter- und schwanzkontusion),  schwanz
Urethraverletzung, intraperitoneale
BWS- oder LWS- Blasenruptur,
Fraktur ohne Genitalverletzung,
Neurologie BWS- oder LWS-
Fraktur mit Quer-
schnittsymptomatik
Extremitéten Verstauchung, Geschlossene disozierte ge- Mehrfache Réhren-  Mehrfache offene
Fraktur von Fingern  Frakturen von schlossene oder knochenfrakturen, Rohrenknochen-
und Zehen Becken / Réhren- einfache offene Gliedmalien- frakturen
knochen, Ver- Rohernknochen- amputation
stauchung grofer frakturen, dislozierte
Gelenke Beckenfraktur,
mehrfache Hand- /
Fuf3frakturen,
Luxation grofier
Gefélie, Verletzung
von grof3en

Extremitétennerven/
-geféllen

Tabelle 1: Injury-Severity-Score (ISS) nach Baker et al. (1974).



1.2.2.2 Der PTS-Score

Der erstmals von Oestern beschriebene Polytraumaschlissel (PTS) bertcksichtigt in
seiner aktuellen Form alle Verletzungen, die Glasgow Coma Scale (GCS), das Basende-

fizit und den Quotienten aus arterieller Sauerstoffsattigung (PaO,) und der inspiratori-

schen Sauerstoffkonzentration (FiO,) bei stationdrer Aufnahme des Patienten
[145,143,142]. Die Sensitivitat des PTS liegt bei 83,1 %, die Spezifitdt bei 83,7 %
[29,184].
Variable Punkte  Variable Punkte
Schédel Thorax
GCS9-12 2 Sternum / Rippenfrakturen 1
GCS6-8 4 Rippenserienfraktur 4
GCS3-5 16 Rippenserienfraktur bds. 10
Mittelgesichtsfraktur 1 Pneumothorax 2
Schwere Mittelgesi chtsfraktur 2 Héamatothorax 1
L ungenkontusion 3
Abdomen Lungenkontusion bds. 5
Milzruptur 5 Aortenruptur 16
L eberruptur 8
L eberruptur ausgedehnt 10 Becken
Pankreas 8 Beckenfraktur einfach 2
Magen, Darm, Niere, Mesenterium 5 Beckenfraktur kombiniert 5
Becken- / Urogenital verletzung 8
Extremitéten / -frakturen Beckenquetschung 12
Oberschenkeltrimmerfraktur 8 Wirbelbruch 2
Oberschenkelfraktur 6 Wirbelbruch mit Querschnitt 8
Oberarm, Schulter 4
Unterschenkel fraktur 2 Alter [Jahrg
Patella, OSG, Unterarm, Knieband 1 0-39 0
Gefalverletzung Oberschenkel 5 40-54 1
Gefalverletzung Oberarm 4 55-59 2
Geféldverletzuna Unterschenkel/ -arm 3 60-64 3
2° und 3° offene Fraktur 2 65-69 5
Weichteilverletzung 1 70-74 8
>75 17
P20,/ FiO, » base excess*
<50 22 <-16 26
50-99 12 -14 bis-15,9 20
100-149 8 -12 bis-13,9 14
150-199 5 -10 his-11,9 9
200-249 3 -08 bis-09,8 5
250-299 2 -06 his-07,9 3
300-349 1 -04 his-05,9 1
> 350 0 >-39 0

PTS revidiert = Summe der Punktwerte der Einzelverletzunaen

Tabelle 2: Polytrauma-Schlussel (PTS) nach Oestern et al. (1991).
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1.2.2.3 Der APACHE II- und APACHE IllI-Score

Das von Knaus und Mitarbeitern 1981 publizierte APACHE-Scoresystem (Acute Physi-
ology And Chronic Health Evaluation) zahlt zu den Standardverfahren einer Beurteilung
von Intensivpatienten [72,95,108,103,106,146,161]. Der APACHE II-Score unterschatzt
jedoch die zu erwartende Mortalitat, da polytraumatisierte Patienten meist jung und
gesund sind und daher initial nicht als schwer krank klassifiziert werden [105]. Als
Weiterentwicklung stellt Knaus 1991 den APACHE llI-Score vor [107]. Die Sensitivitat
des APACHE lII liegt bei 50,4 %, die Spezifitat bei 96,3 % [179]. Zimmermann fand
eine gute Vorhersagbarkeit mit Hilfe des APACHE IlI-Scores, bezogen auf den Krank-

heitsverlauf bei Patienten mit Multiorganversagen beziehungsweise MODS [209,210].

1.2.3 Immunreaktion nach Polytrauma

Das menschliche Immunsystem l&asst sich in zwei zentrale Komponenten unterteilen,
das spezifische zellulare und humorale Abwehrsystem sowie das unspezifische Ab-
wehrsystem. Die zellvermittelte Immunantwort reguliert tGber T-Helfer-Lymphozyten
(T4-Zellen, CD4*-Zellen) die Proliferation und Differenzierung von T-Lymphozyten (T8-
Zellen, CD8"-Zellen), die spezifische zellulare Abwehr, und B-Lymphozyten die spezi-
fische humorale Abwehr. Die Stimulation dieser Zellen fuhrt zur Aktivierung zytotoxi-
scher T-Lymphozyten (NK-Zellen) und induziert die Reifung von B-Lymphozyten zu
Immunglobulin produzierenden Plasmazellen. Das unspezifische Immunsystem besteht
aus Makrophagen, teils gewebsstandig und gewebstypisch (z.B. Alveolarmakrophagen)
und polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN), die bei der Elimination
eindringender Mikroorganismen eine grof3e Rolle spielen. Daneben existiert eine Viel-
zahl von Proteinen, die lokal auto- und parakrin, sowie im Rahmen der Immunreaktion
die Aufgabe eines immunologischen Signalibermittlers Gbernehmen (z.B. Zytokine).

Insbesondere initiale immunologische Friuhveranderungen nach schwerwiegenden
Traumen gelten als die entscheidenden pathophysiologischen Induktoren spéaterer
Komplikationen [74]. Deshalb ergibt sich aus intensivmedizinischer Sicht die Notwen-
digkeit der mdoglichst frihzeitigen umfassenden Versorgung aller kndéchernen Verlet-
zungen und Weichteillasionen, um frihzeitige Triggermechanismen einer inflammato-

rischen Reaktion zu vermeiden, mit dem Ziel einer Stabilisierung der korpereigenen
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Abwehrmechanismen [135,152]. Zerstérte Haut- und Schleimhautbarrieren lassen Mi-
kroorganismen nahezu ungehindert in den Organismus eindringen, die zunéchst lokal
begrenzt eine Infektion mit einer lokalen begrenzten Immunreaktion verursachen.
Ubersteigen die lokalen inflammatorischen Prozesse die gleichzeitig aktivierten korper-
eigenen lokalen immunologischen Defensivsysteme, so kann es zu einer tberschiel3en-
den sich systemisch ausbreitenden Entziindungsreaktion kommen. Diese kann sich,
wenn sie sich nicht immunologisch oder therapeutisch begrenzen lasst, zu einer Uber-
schieBenden Entztndungsreaktion entwickeln, die dann zu teils irreversiblen, noxen-
fernen Organfunktionsstérungen fiihren kann [80]. Eine Storung der Granulozytenfunk-
tion ist bereits in der Frihphase, das heif3t wenige Stunden nach einem Trauma, nach-
weisbar. Es kommt zur Einschrankung der Chemotaxis, der Adharenz, der Phagozyto-
seleistung und des oxidativen Burst (Respiratory Burst) als Zeichen einer posttrauma-
tisch beeintrachtigten unspezifischen Immunfunktion [3,6].

Parallel fihren zerstérte Endothelstrukturen tber eine direkte Aktivierung immunkom-
petenter Zellen und Uber Mediatoren aktivierte Endothelzellen zu proteolytischen Pro-
zessen am Geféallendothel [167,170]. Neben den humoralen Regelkreisen des Immun-
systems stehen das Komplementsystem, die Arachidonsdure-Kaskade, das System der
Kontaktaktivierung, die Funktionen des Gefaliendothels sowie das Gerinnungs- und das
Fibrinolysesystem bei einer generalisierten inflammatorischen Reaktion als gleich-

wertige Faktoren nebeneinander [11,71,102,160].

1.2.4 Multiorganversagen nach Polytrauma

In der posttraumatischen Phase kann es infolge des Traumas zu einer unkontrolliert ge-
steigerten Immunreaktion kommen, die das gesamte Immunsystem umfassen kann und
in eine partielle oder subtotale immunologische Anergie minden kann. Die diesem
klinischen Zustandsbild zu Grunde liegende, unterschiedlich ausgepragte Immunsup-
pression wird haufig zusatzlich durch das Auftreten von Infektionen kompliziert
[121,197,199]. Die Prognose eines polytraumatisierten Patienten wird deshalb ent-
scheidend beeinflusst durch die mdgliche Entwicklung von Funktionseinschrankungen
einzelner Organsysteme in der posttraumatischen Phase. Diese kbnnen rasch progre-
dient in einem therapeutisch nicht beherrschbaren Multiorganversagen enden. Sie kon-

nen sich aber auch mit minder schwerer Auspragung lokal begrenzen auf ein oder zwei
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Organe, und der Patient bleibt bei vergleichbarer Ausgangslage von einem Multi-
Organ-Dysfunktions-Syndrom (MODS) verschont [92].

Von Tilney 1973 erstmals als sequentielles Versagen von mehreren, primar unbeteilig-
ten Organsystemen nach Ruptur eines Aortenaneurysmas beschrieben [185], gingen
alle im Folgenden aufgefuhrten Erklarungsmodelle des Multiorganversagens von einer
stattgehabten Infektion als Ausloser dieser meist letalen Reaktionsabfolge aus
[8,48,58,70]. Erst als in weiteren Studien an polytraumatisierten Patienten mit Multior-
ganversagen weder ein Infektionsherd noch ein Erreger nachgewiesen werden konnte,
kamen Zweifel an der infektionsbedingten Pathogenese des Multiorganversagens auf
[60,76]. Seitdem gilt auch das stattgehabte Trauma selbst in Fallen ohne Infektionsherd
als potentieller Ausl6ser einer systemischen, autodestruktiven Entziindungsreaktion
[24,54,62].

Um die Vielfalt an Begriffen flir eine systemische autodestruktive Entziindungsreaktion
zu begrenzen, wurde in einer Konsensuskonferenz des American College of Chest Phy-
sicians (ACCP), zusammen mit der Society of Critical Care Medicine (SCCM) 1991 der
Begriff ,,Systemic Inflammatory Response Syndrome* (SIRS) fur eine systemische Ent-
zundungsreaktion festgelegt [26,13].

Analog zur Begriffsbestimmung des SIRS wurde aus der Vielzahl der Umschreibungen
fur Organfunktionsstorungen und Organversagen von Bone 1992 der Begriff ,,Multi Or-
gan Dysfunction Syndrome* (MODS) vorgeschlagen [27].

Seitdem verwendet man den Begriff des ,,Systemic Inflammatory Response Syndrome*
(SIRS) fur eine systemische Entziindungsreaktion unabhéngig von ihrer Ursache. Das
SIRS ist durch das Vorhandensein bestimmter klinischer und laborchemischer Parame-
ter definiert und kann nicht nur durch eine unkontrollierte Infektion, sondern auch
durch Schock, Trauma, Verbrennungen, Hypoxie oder durch eine Pankreatitis verur-
sacht werden [13,27]. Alle humoralen und zellularen Abwehrmechanismen sind akti-
viert und unterscheiden sich nur in ihrer Gewichtung. Im Rahmen der lokalen Entzin-
dungsreaktion werden fir lokale Prozesse bestimmte proinflammatorische Mediatoren
freigesetzt, die simultan autoaggressiv-toxisch auf den eigenen Organismus wirken [12].
Uberschreitet die initiale Freisetzung dieser Mediatoren ein bestimmtes MaR, kénnen
die reflektorisch aktivierten, regulativ wirkenden Defensivsysteme nur noch zu schwach
oder zu spat dem sich ausweitenden Entziindungsgeschehen entgegenwirken. So

kommt es durch das bestehende Uberangebot an freigesetzten proinflammatorischen
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Mediatoren (Akute Phase Proteine), Proteasen (Elastase) und reaktiven Sauerstoffmeta-
boliten zu einer ungebremsten, sich selbst unterhaltenden, systemischen Entziindungs-
reaktion mit Permeabilitatsstérungen an den Membranen der Organe und daraus resul-
tierenden progredienten Organfunktionsstérungen [15,50]. Somit ist SIRS und MODS
nach schweren Verletzungen zum Teil als Autoimmunreaktion auf das vorangegangene
Trauma zu verstehen.

Fur die Entwicklung eines Multiorganversagens zeigt sich bei einer schweren Mehr-
fachverletzung oft ein klinisch-phasenhafter Verlauf [186]:

I. Mehrfachverletzung mit traumatischer Zerstérung von Weichteilgewebe und der
Entwicklung eines hdmorrhagisch-traumatischen Schockes mit sekundarem Auf-
treten eines Ischamie- und Reperfusionssyndroms (I/R-Syndrom).

Il. Hypererge Phase mit Ausbildung einer akuten (a)bakteriellen Entztiindungsreak-
tion (Acute Inflammatory Response) unter Rekrutierung aller Komponenten des
humoralen und zelluldren Immunsystems, initial lokalisiert und kompensiert.

. Im Falle einer Dekompensation der Defensivsysteme die systemische Ausbrei-
tung der Entztindungsreaktion mit Entwicklung eines posttraumatischen Immun-
defektsyndroms, welches mit einem erhéhten Infektionsrisiko verbunden ist.

IV. Auftreten eines hyperdynamen Zustandsbildes aufgrund einer (a)bakteriellen
Sepsis und/oder Funktionsstdrungen einzelner Organe.

V. Septisches Multiorganversagen.

1.2.5 Epidemiologie des Multiorganversagens nach Polytrauma

Die Inzidenz des MODS steigt trotz standiger Weiterentwicklungen in der Intensivme-
dizin weiter an und liegt fur einzelne Studien bei bis zu 42 % fur polytraumatisierte
Patienten [135]. Die Letalitat ist abhangig von der Zahl der betroffenen Organe und der
Dauer des Organversagens. Sie liegt bei zwei betroffenen Organen etwa bei 60 % und
fur vier betroffene Organe bei 100 % [15,114].



14

1.3 Bedeutung der Gerinnung und Fibrinolyse im Entztiindungsgeschehen

1.3.1 Einfihrung

Konzentrierten sich friihere Vorstellungen der Entstehung eines SIRS auf Mikroorganis-
men und ihrer Pathogenitat und Virulenz, erachtet man heute die inflammatorisch-
immunologische Komponente der Wirtsreaktion als wesentlichen Mechanismus eines
septischen Geschehens. Es kommt zu einer mediatorinduzierten, unkontrollierten sys-
temischen Hyperinflammation durch lokal autoaggressive Komponenten der inflam-
matorischen Reaktion, die die simultan einsetzende anti-inflammatorische Gegenregu-
lationen Uberfordern. Diese Storung der inflammatorisch-antiinflammatorischen Balan-
ce ist nach heutigem Verstandnis als Ursache fur akute, infektionsortferne Organfunk-

tionsstorungen anzusehen.
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Abbildung 1: Darstellung der Entziindungsreaktion am Endothel.

Daneben wird den Funktionen des Gefaliendothels und seiner Verkntpfungen mit den
immunologischen Regelkreisen eine zunehmende Bedeutung auch im unmittelbaren
posttraumatischen Entziindungsgeschehen zugewiesen [160]. Sowohl zerstérte Endo-
thelstrukturen als auch von immunkompetenten Zellen direkt und/oder durch Mediato-
ren aktivierte Endothelzellen generieren und unterhalten proteolytische Prozesse am
GefalRendothel [167,170,148]. Wenn regulativ wirkende Einflussfaktoren tberfordert
sind, kdnnen diese eigentlich lokal reparativen Prozesse ebenfalls autolytischen, auto-
aggressiven Charakter annehmen [11]. Das Gerinnungs- und Fibrinolysesystem mit sei-

nen Inhibitoren steht somit bei einer generalisierten inflammatorischen Reaktion
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gleichwertig neben den anderen Ubergreifenden humoralen Funktionskreisen: dem
Komplementsystem, der Arachidonsaure-Kaskade und dem System der Kontakt-aktivie-
rung [71,102,89].

1.3.2 Rolle des Gerinnungs- und Fibrinolysesystems im Entziindungsprozess

Neben der oben genannten Immunreaktion kommt es zusatzlich zur Aktivierung des
Gerinnungs- und Fibrinolysesystems. Dies geschieht einerseits direkt tGber die Endothel-
und Weichteillasionen infolge des Traumas, andererseits vermittelt Gber die Mediatoren
der ablaufenden Entztindungsreaktion [44]. Somit ist die Aktivierung des Immunsystems
und des Gerinnungssystems voneinander abhangig und bedingt sich teilweise gegen-sei-
tig [57].

Klinisch imponieren diese Patienten durch einen Abfall der Thrombozytenzahl, einen
Anstieg von Produkten des Fibrinogenabbaus (z.B. ein Anstieg der D-Dimer-
Konzentration) und weiteren charakteristischen Merkmalen der disseminierten intrava-
salen Gerinnung (DIC, Verbrauchskoagulopathie). Darlber hinaus zeigen septische
Patienten Konzentrationsabfélle von aktiviertem Protein C (APC), Tissue-Factor-
Pathway-Inhibitor (TFPI) und Antithrombin Il (AT 1) [22,45].

TFPI, welches das fir die Blutgerinnung wichtige Thrombin hemmt, ist hauptsachlich
an Endothelzellen, aber auch an im Blut zirkulierenden Lipoproteinkomplexen und
Thrombozyten gebunden. Die Freisetzung erfolgt nach Stimulation durch Thrombin
und zeigt eine fibrinolytische und antiinflammatorische Wirkung durch eine Unterbre-
chung der Gerinnungskaskade an unterschiedlichen Stellen. TFPI bindet sich an Faktor
Xa, Faktor Vlla und den Gewebefaktor und beeinflusst damit sowohl die intrinsischen
als auch die extrinsischen Kaskaden der Gerinnung. Hieraus ergibt sich eine interes-
sante therapeutische Option, die zur Zeit in klinischen Studien erprobt wird [94,22,45].
Bei einer Phase-lI-Studie mit 210 septischen Patienten betrug die Mortalitatsrate bei
Patienten mit Sepsis und Organdysfunktion in der Plazebogruppe 38 % und bei den
Patienten, die Uber 96 Stunden TFPI erhielten, 30 %. Das entspricht einer Reduktion
der Mortalitat (bei diesen Patienten) um etwa ein Viertel. Hinzu kommt, dass besonders
die Patienten von TFPI profitierten, deren Sepsis besonders schwer verlief. So nutzte die
Therapie besonders Patienten mit einem APACHE II-Score >20, Patienten mit akuter

respiratorischer Insuffizienz (ARDS) zu Therapiebeginn und Patienten mit schweren
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inflammatorischen Zeichen (IL-6 >1000 pg/ml). Diese Patienten wiesen in der Kontroll-
gruppe eine Mortalitatsrate von 62 % auf. Patienten mit einem IL-6-Spiegel von mehr
als 1000 pg/ml, die mit dem Gewebefaktor-Inhibitor behandelt wurden, wiesen eine
Mortalitatsrate von 41% auf und profitierten daher am meisten [183].

AT 11l ist ein Kofaktor des Heparins und ein AT lll-Mangel zeigt sich als Heparinre-
sistenz  mit erhohter Thromboseneigung. Niedrige AT IlI-Spiegel bei einer
Verbrauchskoagulopathie und bei einer Sepsis gehen einher mit einer erhdhten Morta-
litdt [204]. Hieraus resultiert die Annahme, dass sich durch exogene Zufuhr von AT llI
die Prognose der Patienten verbessern lasst. AT Ill vermittelt seinen antiinflammatori-
schen Effekt durch seine Bindung an das Endothel und dortige Regulation der Prosta-
zyklinfreisetzung. Jedoch muss erwahnt werden, dass Heparin, welches wéahrend der
Intensivtherapie den Patienten oft verabreicht wird, die Bindung von AT Ill an die En-
dothelzellen und damit die antiinflammatorische Wirkung inhibiert. Fourrier et al.
konnten in einer randomisierten, Plazebo-kontrollierten Doppelblindstudie bei Patien-
ten mit dokumentiertem septischen Schock und DIC zeigen, dass bei Patienten, die AT
I (90 — 120 I.E/kg KG Startdosis, gefolgt von 90 — 120 1.E./kg KG/d uber 4 Tage) er-
hielten, die AT IlI-Spiegel rasch und dauerhaft auf Normalwerte hin korrigiert werden
konnten. Die Dauer der DIC liel3 sich durch AT llI-Gabe signifikant reduzieren. 64 %
der Patienten wurden dabei am Tag 2 von DIC kuriert und 71 % am Behandlungsende.
In der Plazebogruppe lagen die entsprechenden Ergebnisse bei 11 % und 33 %. Die
Unterschiede waren signifikant (p=0,01 bzw. 0,05). Die Mortalitat auf der Intensivstati-
on wurde durch AT Il um 44 % reduziert, die Reduktion war allerdings nicht signifi-
kant. Der Bedarf an Blutbestandteilen unterschied sich nicht zwischen beiden Gruppen,
unerwinschte Wirkungen wurden unter der Therapie nicht beobachtet. Das zirkulie-
rende Protein C und die Protein S-Spiegel wurden durch die AT IlI-Gabe nicht beein-
flusst. Als Fazit dieser Studie lasst sich feststellen, dass AT Ill-Konzentrate in hoher Do-
sierung wahrscheinlich in der Lage sind, die durch Sepsis induzierte DIC wahrend eines
septischen Schocks zu verbessern [66,67].

Protein C, in der Leber produziert, wird aktiviert durch einen Komplex aus Thrombo-
modulin (TM), Endothelzellen und Thrombin. Am Endothel wird die Proteinaktivierung
von Protein C zu APC induziert durch die Hemmung der Fibrinolyse. Dieser Vorgang
wird vermittelt durch PAI-1 [18,94]. APC, ein Hemmstoff der Thrombinsynthese, zeigt

fibrinolytische und antiinflammatorische Aktivitat und ist durch niedrige Plasmaspiegel,
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verursacht durch einen gesteigerten Verbrauch, bei septischen Patienten gekennzeich-
net [64]. Patienten im septischen Schock zeigten die niedrigsten Protein C-
Plasmaspiegel und eine Mortalitat bis zu 100 % [129]. Der Abfall der Protein C-
Konzentration im Plasma beruht auf einer gesteigerten Umwandlung in seine aktive
Form dem APC und einer verminderten hepatischen Synthese. Klinische Studien erpro-
ben zur Zeit eine immunmodulatorische Therapie der Sepsis mit APC [18]. Eine Sub-
stitutionstherapie mit aktiviertem Protein C kénnte in der Lage sein, die Prognose von
Patienten mit Sepsis und &hnlichen Erkrankungen zu verbessern. In einer Plazebo-
kontrollierten Phase II-Studie bei Patienten mit schwerer Sepsis senkte eine Infusion mit
rekombinantem humanem APC (aktiviertem Drotrecogin alpha) dosisabhangig die Se-
rumspiegel von D-Dimer, als Marker fiir eine Koagulopathie, sowie IL-6, als Marker fur
eine ablaufende Entztindungsreaktion [17]. In der PROWESS-Studie erhielten Patienten
mit einer schweren Sepsis, begleitet von systemischen entziindlichen Prozessen und
Organversagen, aktiviertes Drotrecogin alpha (24 pg/kg/h) oder Plazebo. Die Infusions-
dauer betrug 96 Stunden. Der prospektiv definierte Endpunkt war der Tod der Patienten
nach 28 Tagen. Samtliche unerwinschte Wirkungen und veradnderte Laborparameter
wurden dokumentiert. Weiterhin wurde auf neutralisierende Antikdrper gegen APC
untersucht. Insgesamt erhielten 1690 Patienten eine Infusion, davon 840 Plazebo und
850 Verum. Die Mortalitatsrate betrug 30,8 % mit Plazebo und 24,7 % in der \e-
rumgruppe. Unter Verum litten die Patienten haufiger an schweren Blutungen als unter
Plazebo (3,5 % vs. 2 %) [18].
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Die Serinprotease PAI-1, der wichtigste Regulator des endogenen fibrinolytischen Sys-
tems, ist als einziger Plasminogen-Aktivator-Inhibitor direkt an Tissue-Plasminogen-
Aktivator (t-Pa) und an die Urokinase gebunden und hemmt dartber die Fibrinolyse
[139,21]. Eine gesteigerte Transkription des PAI-1-Proteins erfolgt bereits direkt auf ge-
netischer Ebene, denn die Expression von PAI-1 wird teilweise durch proinflammatori-
sche Zytokine positiv beeinflusst und auch seine Transkription erfolgt zum Teil Gber
identische Faktoren [162]. Erhohte TNF-a und IL-1b-Spiegel im Plasma beeinflussen
die Freisetzung von PAI-1 aus Endothelzellen, Thrombozyten und Leberparenchymzel-
len direkt [44,189].

Auf eine initial gesteigerte Fibrinolyse unmittelbar nach dem Trauma, vermittelt durch
eine erhohte t-Pa-Aktivitat, folgt reflektorisch eine systemische Fibrinolysehemmung
aufgrund einer gesteigerten PAI-1-Synthese [34,205]. Kommt es durch oben genannte
Faktoren nach einer schweren Verletzung zu einer initial gesteigerten Hemmung der
lokalen Fibrinolyse, folgen lokale Mikrozirkulationsstérungen mit einer sich verstarken-
den Hypoxie, die parenchymalen Lasionen aggravieren mit der Folge der exazerbieren-

den Freisetzung weiterer Entziindungsmediatoren [87,125,127,202].

1.3.3 Der PAI-1-Genpolymorphismus

Das Ausmal} einer Mediatorenfreisetzung ist nach einer vergleichbar schweren Mehr-
fachverletzung bei Patienten nicht einheitlich [43] und scheint genetisch beeinflusst.
Die unterschiedliche Auspragung eines Entziindungsprozesses kann auf genetische
Unterschiede einzelner Zytokingene und deren Einflussnahme auf Synthese und Frei-
setzung der Zytokine grinden [5]. Eine unterschiedliche Auspragung des Genotyps ei-
nes Zytokingens kann mit einer erhéhten oder verminderten Synthese und Freisetzung
des entsprechenden Zytokins einhergehen [84,90,169]. In Vergleichsstudien konnten
auffallige Genotypverteilungen bei verschiedenen Erkrankungen nachgewiesen werden.
Genpolymorphismen der Zytokingene Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-a), Interleu-
kin-6 (IL-6), Interleukin-1b (IL-1b) und der Serinprotease Plasminogen-Aktivator-
Inhibitor-1 (PAI-1) zeigten auffallige Genotypverteilungen fur einzelne Erkrankungen
und Krankheitsverlaufe [36,55,74,97,128,153,178]. Des Weiteren konnten fir die -

weiligen Genotypen funktionelle Assoziationen zur HOhe der Plasmaspiegel, zur Aus-
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pragung eines SIRS, zu Organfunktionsstorungen und der Prognose polytraumatisierter
und septischer Patienten festgestellt werden [55].

Der PAI-1-Genlocus ist auf dem Chromosom 7 (q21.3-g22) lokalisiert. Bisher sind ftr
das PAI-1-Gen drei Polymorphismen beschrieben, die Auffalligkeiten in ihrer Verteilung
bei verschiedenen Erkrankungen zeigen. Neben einem (CA),-Box-Polymorphismus im
dritten Intron findet sich ein Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus (RFLP) mit
einer Hind IlI-Schnittstelle in der unmittelbaren Nahe des 3'-Endes der PAI-1-Promotor-
region [159]. Daneben[177,211] gibt es einen Insertions-/Deletions-Polymorphismus
mit einer variablen Guanosinmolekilzahl an der Position —675 innerhalb der PAI-1-
Promotorregion [120,177,211]. Dieser Zwei-Allel-Polymorphismus enthalt je nach
Auspragung ein Guanosinquartett (4G) oder ein Guanosinquintett (5G) und zeigt
auffallige Genotypverteilungen bei verschiedenen Erkrankungen im Vergleich zu PAI-1-

Plasmaspiegeln [120,177,211].
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1.4 Fragestellung

Die Interaktionen der Entzindungsreaktion mit dem Gerinnungs-/Fibrinolysesystem
zeigt die Komplexitat der Vorgange nach schwerer Mehrfachverletzung auf. Es er-
scheint schwierig, Faktoren dieser Systeme als kausale Ursachen in die Entstehung von
SIRS und MODS hinsichtlich ihres Stellenwertes einzugliedern. Der auftretenden, alle
Systeme umfassenden Immunsuppression nach einem Polytrauma muss sicherlich in
diesem Zusammenhang eine grof3e Beachtung geschenkt werden. Im Gegensatz zu au-
genscheinlichen Verletzungen, Organléasionen und Organdysfunktionen bei polytrau-
matisierten Patienten und Einschrankungen des Gerinnungssystems (Verbrauchskoagu-
lopathie) ist eine Dekompensation (Verbrauchsimmunopathie) des Immunsystems zur
Zeit noch nicht kausal therapierbar. Bevor eine Pravention des SIRS und MODS gelin-
gen kann, ist es notwendig, fur die betroffenen Patienten Risikofaktoren zu erfassen und
ein individuelles Risikoprofil zu erstellen.

Ziel der Arbeit war es, durch eine engmaschige Erfassung der Plasmaspiegel von IL-1b,
TNF-a sowie PAI-1, einer Genotypisierung der Patienten hinsichtlich des PAI-1-
Promoter (-675) Genpolymorphismus und der Erhebung umfangreicher klinischer Da-
ten festzustellen, ob es einen Zusammenhang zwischen diesen Parametern und dem
klinischen Verlauf besonders in der frihen Phase nach einem Polytrauma gibt. Beziig-

lich dieser Uberlegungen ergeben sich folgende Fragen:

|. Besteht eine Korrelation zwischen dem einzelnen PAI-1-Genotyp und dem indi-
viduellen Krankheitsverlauf eines Patienten?
Il. Besteht ein Zusammenhang zwischen den Plasmaspiegeln von TNF-a, IL-1b
und PAI-1 und den einzelnen PAI-1-Genotypen?
[ll. Besteht eine Assoziation zwischen einzelnen PAI-1-Genotypen und dem Schwe-

regrad des SIRS bzw. MODS eines einzelnen Patienten?
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

In die prospektive, von der Ethikkommission genehmigte Studie wurden im Zeitraum
vom 1. Marz 1997 bis zum 31. Dezember 1999 insgesamt 65 polytraumatisierte Pati-
enten einbezogen. Die einzelnen Patienten wurden wahrend ihrer Behandlung auf der
Operativen Intensivstation der Abteilung Anaesthesiologie, Intensivmedizin, Schmerz-
therapie des Universitatsklinikums GieRen und dariiber hinaus an bis zu 28 Tagen nach
dem Unfall untersucht.
Entsprechend der in der Einleitung erwahnten Definitionen fur Polytrauma, SIRS und
MODS wurden die Daten der Patienten erfasst. Anschlie3end erfolgte die Klassifizie-
rung mit Hilfe des ISS-Scores, des PTS-Schlussels und des APACHE IlI-Scores zur Beur-
teilung der Patienten. Weiterhin wurden Rettungsmittel und Rettungszeit dokumentiert.
Die Erfassung der Vitalparameter (Hamodynamik, Respiration, laborchemische Daten)
geschah mit Hilfe des EDV-gestltzten Patienten-Daten-Managment-Systems ICU-Data.
Als Einschlusskriterien wurden festgelegt:
I. Vorliegen einer Einverstandniserklarung
Il. Diagnose Polytrauma
[ll. PTS-Wert >30 und/oder ISS-Wert >10
IV. Alter >18 Jahre und <65 Jahre
V. Aufnahme des Patienten auf die Operative Intensivstation <12 Stunden nach
dem Trauma
Als Ausschlusskriterien galten:
I. Schwere Einzelverletzungen wie Wirbelsaulenverletzungen und Beckenverlet-
zungen (Barytraumen)
Il. Patienten mit anzunehmendem Hirntod und funktionierendem Kreislauf
lll. Massive ZNS-Schadigung (Patienten mit im Vordergrund stehendem operativ zu
versorgendem Schéadel-Hirn-Trauma, SHT I1°-111°)
V. Reanimation nach Herzstillstand oder schwerer kardiogener Schock

V. Verabreichung steroidaler und nicht-steroidaler Antiphlogistika
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VI. Schwangere Frauen und Frauen in der Stillzeit
VII. Gleichzeitige Teilnahme an einer anderen Studie
VIIl. Patienten mit Verbrennungen aller Stadien
IX. Versterben des Patienten innerhalb der ersten drei Tage auf der Operativen h-
tensivstation
X. Patienten mit vorbestehenden malignen, hamatologischen oder einer anderen,

das Immunsystem schwer verandernden Grunderkrankung

2.2 Messzeitraum und Behandlung der Patienten

Beginnend mit dem Aufnahmetag wurde die Dokumentation der Patienten entweder bis
zum 28. Tag fortgefiihrt oder bis zum Zeitpunkt des friihzeitigen Endes der stationaren
Therapie. Tag 1 war der Aufnahmetag, wobei sich die Probenentnahme abhangig vom
Studieneinschluss zeitlich variabel gestaltete. An den Tagen 2 bis 14 sowie Tag 21 und
28 wurde jeweils um 8 Uhr morgens das Untersuchungsmaterial entnommen. Die
Routinelaborparameter wurden taglich ebenfalls um 8 Uhr morgens bestimmt. Im An-
schluss an das vierwochige Intervall wurde die Krankengeschichte der Uberlebenden

Patienten bis zum Abschluss der stationaren Therapie dokumentiert.

2.2.1 Monitoring

Bei allen Patienten erfolgte kontinuierlich die auf Intensivstationen tbliche Uberwa-
chung. Im Einzelnen beinhaltete das Monitoring eine EKG-, Puls- sowie Sauerstoffsatti-
gungsuberwachung und eine Messung des arteriellen Blutdrucks. Weiterhin wurde die
Korpertemperatur rektal registriert und die tagliche Urinausscheidung gemessen, um
eine Flussigkeitsgesamtbilanz zu erstellen. War die Erfassung weiterer hdmodynami-
scher Parameter notwendig, wurde ein Pulmonaliskatheter platziert. Zudem waren alle
Patienten der Studie mit einem mehrlumigen zentralen Venenkatheter sowie einer Ma-
gen- oder Duodenalsonde versorgt und mindestens wahrend der ersten Behandlungs-
tage kontrolliert beatmet. Alle Patienten unterlagen einem weitgehend standardisierten
Therapieregime der Intensivstation der Abteilung Anaesthesiologie, Intensivmedizin,

Schmerztherapie des Universitatsklinikums Giel3en. Bedarfsadaptiert an die individuelle
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Situation des einzelnen Patienten wurden mindestens einmal taglich bei den Patienten
routinemallig Laboruntersuchungen (Elektrolyte, Gerinnung, Blutbild, Blutzucker, le-
berwerte, Nierenretentionswerte, Gesamteiweif3) und Blutgasanalysen vorgenommen.
Das mikrobiologische Screening beinhaltete Bronchial- und Trachealsekret, Urinkultu-
ren sowie Abstriche bei offenen Wunden oder Verdacht einer Wundinfektion. Die -
gelméaRige Untersuchung von entfernten intravasalen Kathetern wurde erganzt durch
die Abnahme von vendsem Blut fur Blutkulturen. Diese wurden, bei klinischem Ver-
dacht auf eine septische Reaktion, zu Beginn eines Fieberanstieges auf Uber 38,5°C ge-

wonnen.

2.2.2 Intensivmedizinische Behandlung

Fur alle Patienten der Studie kamen bis zur endgultigen Entwdhnung von der maschi-
nellen Beatmung druckkontrollierte und druckkontrolliert assistierende Beat-
mungsverfahren zur Anwendung. Hierbei wurde immer ein PaO, zwischen 100 und
150 mmHg und ein PaCO, zwischen 38 und 48 mmHg angestrebt. Die Heparindosie-
rung wurde nach der partiellen Thromboplastinzeit (PTT) eingestellt und im Normalfall
in einer Dosierung von 125-500 1.E./h kontinuierlich infundiert. Adrenalin und/oder
Noradrenalin wurden bei einem systemischen vaskularen Widerstand (SVR) unter 700
dyn * sec™* cm™ und einem mittleren arteriellen Blutdruck (MAP) unter 60 mmHg ap-
pliziert. Die Therapie mit Antibiotika war bei Aufnahme auf die Intensivstation ai-
nachst rational und wurde in Folge den Ergebnissen des taglichen mikrobiologischen
Monitorings angepasst. Die Gabe von homologen Erythrozytenkonzentraten erfolgte
bedarfsadaptiert, in der Regel bei einem Hb-Wert <7 g/l. Die Beatmungs-, Erndhrungs-
und Infusionstherapie wurde durch die behandelnden Arzte bestimmt, die nicht an der
Studie beteiligt waren. Eine kontinuierliche veno-vendse Hamodiafiltration (CVVHDF)
wurde bei Patienten mit einem akuten Nierenversagen durchgefiihrt, wenn trotz inten-
siver diuretischer Therapie mit Schleifendiuretika die Retentionswerte und die Urin-
ausscheidung folgende Grenzen Uberschritten: Kreatinin im Serum >3 mg/dl, Harnstoff

im Serum >250 mg/dl, Urinausscheidung <20 ml/h.
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2.2.3 Operationen

Die operative Behandlung erfolgte unter Berticksichtigung des Allgemeinzustandes zum

frhest moglichen Zeitpunkt. Das chirurgische Management war bei allen Patienten

vergleichbar. Die durchgefiihrten Operationen wurden im Einzelnen dokumentiert.

2.2.4 Kontrolle der Organsysteme

Fur die intensivmedizinische Behandlung sowie fiur die Dokumentation wahrend der

Studie wurden samtliche Organsysteme engmaschig tUberwacht. Dabei wurde auf fol-

gende Parameter geachtet:

Herz-Kreislauf-System: Herzfrequenz, systemischer Blutdruck (syst., diast.,
MAP), zentraler Venendruck, Herzzeitvolumen, Cardiac Index, pulmonalarte-
rieller Druck, pulmonalkapillarer Verschlussdruck, systemischer Widerstand,
pulmonaler Widerstand, arteriovendse Sauerstofidruckdifferenz.

Lunge und Beatmung: arterielle Blutgase: Sauerstoffpartialdruck (PaO,), Koh-
lendioxydpartialdruck (PaCQO,), pH-Wert, Base Excess, arterielle Sauerstoffsatti-
gung, gemischtvenoser Sauerstoffpartialdruck (PvO,), gemischtvendser Kohlendi-
oxydpartialdruck (PvCQO,), gemischtvendse O,-Sattigung, Rontgenthorax, Atem-
frequenz, Atemminutenvolumen, Atemzeitverhaltnis (I:E), inspiratorische Sauer-
stoffkonzentration (FiO,), positiv endexspiratorischer Partialdruck (PEEP), stati-
sche Compliance, Resistance, Beatmungsdrucke.

Niere und Elektrolyte: Urin- und Flissigkeitsbilanz, Urin-Werte von Natrium,
Kalium, Kalzium, Kreatinin und Harnstoff.

Leber und Pankreas: Serum-Werte fur Bilirubin, Aloumin, Cholinesterase, Glu-
tamat-Oxalazetat-Transaminase (GOT), Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT),
Laktat-Dehydrogenase (LDH), Gamma-Glutamyl-Transferase (g-GT), Kreatin-
Kinase (CK), alkalische Phosphatase (APH), Amylase, Lipase.

Blutbild und Blutgerinnung: Hamoglobin (Hb), Hamatokrit (Hk), Leukozyten,
Erythrozyten, Thrombozyten, Differentialblutbild, Thromboplastinzeit (TPZ,
Quickwert), partielle Thromboplastinzeit (PTT), Plasmathrombinzeit (TZ), Fibri-
nogen, Antithrombin 11l (AT III).
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VI. Infektiologische Parameter: Mikrobiologisches Probenmaterial, C-reaktives
Protein (CRP), Blutkulturen.

2.2.5 Die prospektive Beurteilung der klinischen Situation eines Patienten

Zu jedem Messzeitpunkt wurde der Patient klinisch auf Vorliegen von Infekt- oder Sep-
siszeichen hin untersucht. SIRS wurde angenommen, wenn folgende, zuvor festgelegte
Kriterien durch die behandelnden Arzte am Krankenbett festgestellt wurden:

l. Temperaturspitzen tber 39°C in den letzten 24 Stunden.

I. Zunahme des Volumenbedarfs, nicht erklart durch andere Ereignisse (z.B. Ope-
rationen) mit den klinischen Zeichen der Odembildung, Schrankenstérung und
positive Flussigkeitsbilanz (>1000ml).

M. Kreislaufzentralisierung mit peripher kalten Extremitaten.

V. Klinische Zeichen beginnender Organfunktionsstérungen mit:

Verschlechterung des Gasaustausches,

Stérung/Rickgang der Darmfunktion (lleuszeichen, Zunahme des Magen- und
Duodenalsondenricklaufes, Abnahme/Fehlen der Peristaltik),

zunehmender Ikterus,

zunehmende Eintribung und verminderte Ansprechbarkeit bei wachen Patien-
ten.

V. Insgesamt akute, nicht erkléarbare Verschlechterung des Allgemeinzustandes
nach klinischer Beurteilung.

Fakultativ:

VI. Makroskopisch nachweisbare Eiter- oder suspekt eitrig aussehende Sekretion aus
Wunden, eitrig aussehendes Trachealsekret.

Diese Beurteilung des Zustandes ergibt ein ,,klinisches Bild“ des Patienten, das letztlich

viele Entscheidungen fir den Patienten beeinflusst. In dieses Zustandsbild flieRen Pa-

rameter wie Laborbefunde, bakteriologische Befunde, quantitative Erfassung des Per-
meabilitatsschadens (Messung des extravaskuldren Lungenwassers) nicht ein. Diese

»Klinische SIRS-Diagnostik” wurde zu jedem Messzeitpunkt unabhangig von der vorhe-

rigen Bewertung durchgefihrt.
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SIRS wurde postuliert, wenn eine mindestens 24 Stunden andauernde Reaktion des Or-
ganismus entsprechend der SIRS-Kriterien nachweisbar war, ohne dass gleichzeitig ein
anderes Ereignis (Operation) stattgefunden hatte. Waren fiinf der Kriterien zur Festle-

gung von SIRS erfullt, wurde der Patient entsprechend der Definition klassifiziert.

KlinischeKriterien der Sepsis

1. Infektiose Atiologie der Inflammation
2. Mikrobiologisch dokumentierte Infektion oder Infektion nach klinischen Kriterien
3. Schwerelnflammatorlsche Wirtsreaktion [mind. 2 Kriterien]
Fieber: Korperkerntemperatur >38°C oder
Hypothermie: Koérperkerntemperatur < 36°C
Tachykardie: Kammerfrequenz > 90/min
Tachypnoe: > 20 Atemzige/min oder
Hyperventilation: PaCO; < 4,3 kPa (=33 mmHg)
Leukozytose > 12 G/I oder
L eokopenie < 4 G/I oder
Linksverschiebung im Differentialblutbild [unreife/Gesamtzahl der neutrophilen Granulozyten > 0,1]
4. Zeichen der generaisierten Inflammation: akute infektionsferne Organdysfunktionen/-versagen
[m| nd. 1 Kriterium]
Akute Enzephalopathie: reduzierte Vigilanz, Desorientierung, Unruhe, Delir
(bei fehlender Beeinflussung durch psychotrope Pharmaka, endokrine oder metabolische Ursachen)
Arterielle Hypotension: systolischer Blutdruck zumindest 1 Stunde lang < 90 mmHg bei einem zuvor
normotensiven Patienten oder ein anhaltender Blutdruckabfall > 40 mmHg gegeniiber dem
Ausgangsblutdruck

Bei Abwesenheit anderer Schockursachen
Relative oder absolute Thrombozytopenie: Thrombozytenabfall > 30%/24h oder
Thrombozytenzahl < 100 G/I

Ohne Blutverluste als Ursache
Arterielle Hypoxamie: PaO2 < 10 kPa (=75 mmHg) unter Atmung von Raumluft oder
PaO [kPa]/FiO2 < 33kPa[=Pa0-mmHg/FiO, < 250 mmHg] unter Sauerstoffsupplementierung

Ohne manifeste pulmonale oder kardiale Erkrankung als Ursache
Renale Dysfunktion/Oligurie: Urinausscheidung < 0,5 ml/kg KG zumindest fir 2 Stunden oder
ein Abfall der Kreatininclearance
Metabolische Azidose: negativer base excess > 5 mmol/Il, der nicht anderweitig erklérbar ist oder
eine Laktatkonzentration im Plasma auf3erhalb des Referenzbereiches des jeweiligen Labors

Klinische Kriterien des septischen Schocks

Kriterium 1, 2, 3 und 4 sowie
Zumindest 2 Stunden lang bestehender systolischer arterieller Blutdruck < 90 mmHg ohne Ansprechen auf
eine adaquate V olumenexpansion oder
Einsatz von a-adrenerg wirksamen Katecholaminen erforderlich, um den mittleren arteriellen Blutdruck

auf > 60 mmHg anzuheben und zu stabilisieren
[nicht beriicksichtigt wird eine Dopamindosis < 5 pg/kg KG]

Tabelle 3: Klinische Kriterien der Sepsis und des septischen Schocks.
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2.2.6 Die prospektive Sepsisklassifizierung der Patienten mit Hilfe von Score-
systemen

Die prospektive Klassifizierung hinsichtlich SIRS und MODS entspricht dem allgemein
Ublichen Modus der Auswahl einer Reihe von als bedeutsam angesehenen Parametern
mit Grenzwertangaben.

Das Ausmal? des Schweregrades der Erkrankung des einzelnen Patienten wurde anhand
folgender Scores festgelegt:

l. Multiple Organ Dysfunction Score (MODS) [122].

I. Acute Physiology Chronic Health Evaluation Il (APACHE III) [107].

Organ Parameter Einheit 0 1 2 3 4
Lunge PO./FO:2 - >300 226-300 151-225 76-150 <75
Niere Kreatinin [umol/I] <100 101-200 201-350 351-500 >500

Leber Bilirubin [umol/I] <20 21-60 61-120 121-240 >240
Herz Pressure [1/min] <10 10,1-15 151-20 20,1-30 >30
adjusted Heart
Rate
Blut Thrombozyten [1.000/ml] <120 81-120 51-80 21-50 <20

ZNS GCS - 15 13-14 10-12 9-7 <6

Tabelle 4: MOD-Score nach Marshall (1994).



Parameter
Rektaltemperatur

Art. Mitteldruck

Herzfrequenz

Atemfrequenz

PO,

Kreatinin im Serum

Kretainin im Serum
unter akutem
Nierenversagen
Hamatokrit
Leukozyten

24h Sammelurin
Harnstoff

Na®* im Serum
Albumin

Bilirubin

Glucose

Punkte fir laborchemische Daten und Vital zeichen

Einheit
[°C] 335-339 34-349
13 8
[mmHgl 40-59 60 - 69
15 7
<39
8
<5 6-11
17 8
[mmHg] <49 50- 69
15 5
[mg/di]
[mg/di]
[%]
[1.000 <1
mm? 19
[mi] 600-800 900 - 1499
7 5
[mg/di]
[mmol/I] <119
3
(9] <19
11
[mg/di]
[mg/dl] <39 40 - 59
12 9

Alterspunkte:  Alter in Jahren Punkte

35-35,9
2

70-79
6

40-49
5

12-13
7

70-79
2

<04
3

1500 - 1999
4

120- 134

20-24

60- 120
0

36-39,9
0

80-99
0

50-99

41-49
0

3-199
0

2000 - 3999
0

<16,9
0

134-154
0

25-44
0

<19
0

200 - 349
3

<40,0
4

100-119
4

100-109

15-194
4

>15
10

>50

3
20-24,9
1

> 4000

1

17-19

Chronische Punkte (wird bei Elektivoperationen nicht berticksichtigt):

<4 0

45-59 5

60 —64 11

65—69 13

70-74 16

75-84 17

> 8 24
Erkrankung Punkte
AIDS 23
L eberversagen 16
Lymphome 13

MetastasierendesCa 11

Leukémie

10

Immunsuppression 10

L eberzirrhose

04

120-129 130-139

7 9
110-119 120-139
5 7

35-39 40-49

9 11
<1,95

7

>25

5

20-39 40-79
7 11

28

<140
10

>14
13

>50
18

>80

>8
16
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Punkte fur Abweichungen im Saure-Basenhaushalt:

PCO, <25 25-<30|30-<35| 35-<40| 40-<45| 45-<50| 50-<55| 55-<60| >60
(mmHg)
pH

<715 12 4
715-<7.2

7,2-<7,25 6 3 2
725-<73 9

7,3-<7,35 1

735-<74 0
74-<745 5 1

745-<75 0 2

75-<755
7,55-<7,6 3 12

7,6-<7,65 0

> 7,65

Tabelle 5: APACHE IlI-Score nach Knaus et al. (1991).

Der APACHE llI-Score bewertet physiologische Parameter, Vorerkrankungen und das
Alter des Patienten, der MODS-Score einzelne Organsysteme. Das Ausmal’ der Abwei-
chung von festgelegten Normwerten, definiert als Entgleisungen des physiologischen
Gleichgewichts, wurde auf eine Gesamtpunktzahl aufsummiert. Die Berechnung jedes
Zahlenwertes wurde fur jeden Patienten taglich durchgefuhrt, da der MODS- wie auch
der APACHE IlI-Score lediglich die Schwere, nicht jedoch die Dauer bzw. den zeitli-
chen Verlauf des Organversagens erfassen.

Zur Ermittlung der Zahlenwerte des APACHE llI-Score wurde jeweils der schlechteste
Wert fur den einzelnen Parameter innerhalb von 24 Stunden bertcksichtigt. Auf die
Beurteilung des ZNS wurde verzichtet, da alle Patienten zumindest in den ersten Tagen
analgosediert waren und beatmet werden mussten.

Auch beim MODS-Score wurde auf die Beurteilung des ZNS aus den genannten Grin-
den verzichtet. Zahlenwerte innerhalb der ersten 48 Stunden wurden nicht beriicksich-
tigt, da dies reversible Veranderungen, die durch das initiale Ereignis oder ungentigen-
de Erstversorgung bedingt sind, hatte reflektieren konnen [29]. Regel et al. (1991) wie-
sen zudem darauf hin, dass die Beurteilung von polytraumatisierten Patienten durch
diesen Score ein verzerrtes Bild ergeben kann, da die Patienten unter anderem zur S-

cherung der Atemwege und zur Vermeidung einer Aspiration, haufig initial intubiert
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und beatmet werden [157]. Dies bedeutet nach Goris bereits ein Lungenversagen [73].
Ein MODS/MOV war demnach erst dann anzunehmen, wenn ein taglicher MODS-
Score groRer 6 Punkte Gber mehr als drei Tage erreicht wurde.

Da das MODS einen dynamischen Verlauf haben kann, prinzipiell reversibel ist und
nicht zu allen Zeitpunkten gleich viel Organe betroffen sein mussen, ist es haufig
problematisch, einen definierten Zeitpunkt fur die Diagnose festzulegen. Eindeutig zu
diagnostizieren sind jene Patienten, bei denen sich ein MODS entwickelt und die im
Verlauf versterben. Nur in diesen Fallen liegt ein therapierefraktares Multiorganversa-
gen (MQV) vor. Fur eine Differenzierung der Schwere eines SIRS, MODS, MOV wur-
den die Patienten nochmals in Uberlebende und Verstorbene unterteilt. Das Multior-
gan-versagen wurde in dieser Studie somit als Endstrecke eines MODS betrachtet, das
im ungunstigsten Fall zum Tode fthrte.

Alle Patienten mit einem letalen Verlauf verstarben wahrend des Aufenthaltes auf der
Intensivstation. Von Uberlebenden Patienten wurde gesprochen, wenn diese zur weite-
ren Behandlung auf eine periphere Station oder in ein anderes Krankenhaus verlegt

wurden.

2.3 Labormethodik und Messparameter

2.3.1 Messparameter

Fur alle in die Studie eingeschlossenen Patienten wurden samtliche Routinelaborpara-
meter taglich im Zentrallabor des Instituts fur Klinische Chemie und Pathobiochemie
des Universitatsklinikums GielBen erfasst. Das mikrobiologische Monitoring umfasste
den Nachweis von grampositiven und gramnegativen Bakterien, von Pilzspezies (Can-
dida, Aspergillus, Kryptokokkus) und von atypischen Erregern wie Mykoplasmen,
Chlamydien und Rickettsien aus aeroben und anaeroben Abstrichen sowie aus Blutpro-
ben. Die Untersuchungen wurden im Institut fir Medizinische Mikrobiologie des Uni-
versitatsklinikums GieBen durchgefuhrt. Die Plasmaspiegel der Zytokine und die Para-
meter der Fibrinolyse wurden mittels ELISA-Technik in den ersten 48 Stunden 6-
stindlich und dann 24-stiindlich gemessen (siehe Seite 88). 10 ml Blut wurden in ein
mit Athylendiamintetraessigsdure (EDTA) als Antikoagulanz gefuilltes Rohrchen uber-
fihrt und sofort nach Abnahme bei 4 °C und 6.000 U/min fur mindestens 10 Minuten
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zentrifugiert. AnschlieBend wurde das so gewonnene Plasma in 1,5 ml ,,Eppendorf*-
Hutchen aliquotiert und bei —80 °C gelagert. Die Bestimmung der Plasmaspiegel er-
folgte bei Raumtemperatur. Es wurden keine Proben verwendet, die bereits aufgetaut

waren, um eventuell entstehende Messungenauigkeiten zu vermeiden.

2.3.2 Allgemeines Prinzip des Enzyme-Linked-Immunosorbend-Assay (ELISA)

Beim ELISA erfolgt eine kovalente Bindung des Enzyms an das Antigen oder den Anti-
korper, diese Verbindung bezeichnet man als Konjugat. Nach der Bildung von Antigen-
Antikorper-Komplexen folgt ein Trennschritt. Hierbei werden freie Reaktionspartner
vom Immunkomplex getrennt. Anschliellend bestimmt man die Aktivitat des Markie-
rungsenzyms in der freien oder gebundenen Phase. Die Enzymreaktion wird durch Zu-
gabe eines Substrates gestartet und das entstehende Reaktionsprodukt photometrisch
gemessen. Uber Referenzkurven mit Standard-Seren wird die Konzentration der zu
messenden Substanz berechnet.
In dieser Studie kamen zwei unterschiedliche Verfahren des ELISA zur Anwendung:

Der quantitative ,,.Sandwich“-ELISA [41]
In einem ersten Reaktionsschritt bindet sich das Antigen an einen Festphase-Antikérper.
Im zweiten Schritt werden die noch freien Antigen-Determinanten mit enzymmarkier-
ten Antikorpern besetzt. Man erhdlt eine direkte Proportionalitéat zwischen Antigenkon-
zentration und Messsignal.

Der quantitative kompetitive ELISA [41]
Enzymmarkiertes und freies Antigen konkurrieren um einen korrespondierenden Anti-
korper, der an eine Festphase gebunden ist. Nach Abtrennen der flissigen Phase wird
die Enzymaktivitat der festen Phase bestimmt. Man erhdlt eine inverse Beziehung zwi-
schen Antigenkonzentration und Messsignal (Anhang, Verzeichnis verwendeter ELISA-
Tests).

Mit dem ELISA-Analyseverfahren wurden folgende Parameter bestimmt:
l. Variablen der Fibrinolyse
Fibrinogen, Normalwert im Plasma 300 mg/dI

Plasminogen, Normalwert im Plasma 10 mg/dl



Gewebe-Plasminogenaktivator-Antigen (t-PA-AQ),
Normalbereich im Plasma <5pg/mi

Plasminogenaktivator-Inhibitor (PAI-1), Normalbereich im Plasma <5 pg/ml

Variablen der Immunologie (ELISA)
Tumour necrosis factor alpha (TNFa), Normalbereich im Plasma <10 pg/ml
Tumour necrosis factor alpha Rezeptor | (TNFa rl),
Normalbereich im Plasma <2 ng/ml
Tumour necrosis factor alpha Rezeptor Il (TNFa rll),
Normalbereich im Plasma <2 ng/ml
Interleukin 1 beta (IL-1b), Normalbereich im Plasma <3,9 pg/ml
Interleukin 2 (IL-2), Normalbereich im Plasma <1,1 U/ml
Interleukin 2 Rezeptor (IL-2r), Normalbereich im Plasma <650 U/mi
Interleukin 6 (IL-6), Normalbereich im Plasma <300 ng/ml
Interleukin 8 (IL-8), Normalbereich im Plasma <10 pg/mi

Interleukin 10 (IL-10), Normalbereich im Plasma <50 pg/ml

Transforming growth factor beta (TGF-b), Normalbereich im Plasma <10 ng/ml

Prostaglandin 2 alpha (PGE,a), Normalbereich im Plasma <1,5 pg/mi

32
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2.3.3 Molekularbiologische Untersuchungsmethoden

2.3.3.1 Prinzip der DNA-Isolation aus EDTA-Vollblut

Die Aufbereitung genomischer DNA aus EDTA-Vollblutproben wurde mit der Phenol-
Chloroform-Extraktion durchgefuihrt, die im Folgenden beschrieben wird.

10 ml EDTA-Vollblut werden mit 25 ml kihlem Kernextraktionspuffer (siehe Seite 89)
gemischt, dreimal fir je 5 bis 10 Sekunden gevortext, mit Kernextraktionspuffer bis auf
50 ml aufgefillt und bei 4 °C 10 Minuten mit 1.500 U/min zentrifugiert. Der wassrige
Uberstand wird verworfen. Das Pellet wird mit 1 ml DNA-Extraktionspuffer (siehe Seite
89) und 100 pl 20 % Sodium-Dodecyl-Sulfat (SDS)-L6sung resuspendiert, mit etwa 10
pg Proteinase K versetzt und tiber Nacht im Wasserbad bei 50 °C belassen.

In ein 50 ml Falcongefal? werden zu 1ml der obigen DNA-LAsung 15 ml Phenol hinzu-
geflgt, 20 bis 30 Minuten vorsichtig gemischt und bei Raumtemperatur (RT) mit 3.000
U/min zentrifugiert. Von dieser wassrigen Losung wird dann 1 ml in ein mit 0,5 ml
Phenol gefllltes Eppendorf-Reaktionsgefal’ tbertragen, fur 20 bis 30 Minuten vorsichtig
bei RT gemischt und fir 10 Minuten bei RT mit 2.500 U/min zentrifugiert. Anschlie-
Rend werden 0,5 ml der wassrigen DNA-haltigen Phase in ein mit 0,75 ml Phenol-
Chloroform-Gemisch gefulltes Eppendorf-Reaktionsgefal tberfihrt und 20 bis 30 Mi-
nuten durch vorsichtiges Schwenken gemischt. Der Ansatz wird anschliel3end bei RT
fur 10 Minuten bei 13.000 U/min zentrifugiert. Mit 0,5 ml des wassrigen DNA-haltigen
Uberstandes wird der Vorgang der Phenol-Chloroform-Extraktion so oft wiederholt, bis
die Interphase zwischen wassriger und organischer Phase klar erscheint Der DNA-
haltige Uberstand wird in ein neues, mit 1 ml ,,Zeitspar-Alkohol“ (Losung aus absolu-
tem Alkohol und '/,, Volumenteil Natrium-Acetat-Losung (3 mol, pH 5,2)) gefilltes Ep-
pendorf-Reaktionsgefald pipettiert. Die Losung wird vorsichtig etwa 5 bis 10 Minuten
geschwenkt, bis die DNA ausgefallt ist und keine Schlieren mehr zu erkennen sind. Die
Losung wird dann fur 30 Minuten bei —30 °C gekihlt und nochmals bei RT fur 15 Mi-
nuten mit 13.000 rpm zentrifugiert. Der alkoholische Uberstand wird verworfen, das
Pellet zweimal mit 70 %igem Alkohol gewaschen. Die gefallte DNA wird nochmals 10
Minuten bei 13.000 U/min und RT zentrifugiert. SchlieBlich wird das Eppendorf-

Reaktionsgefall samt Inhalt fur ca. 5 Minuten auf einer Reinraumbank getrocknet. Das
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getrocknete Pellet wird mit 500 pl Tris-Puffer-Losung, die als RNA-spaltendes Enzym flr
eventuell eingeschleppte RNA 1 ul RNase A enthalt, resuspendiert und fur etwa 12 bis
14 Stunden bei 50 °C im Wasserbad inkubiert. Die fertige Losung wird bis zur weiteren

Verwendung portioniert bei 5 bis 8 °C im Kuhlschrank gelagert.

2.3.3.2 Allgemeines Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion

Durch die von Kary B. Mullis et al. und Saiki et al. 1985 entwickelte Polymerase-
Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction [PCR]) ist die Vervielfaltigung (Amplifikati-
on) einer definierten DNA-Sequenz in vitro moglich geworden [136,163].

Die hierfur verwendeten Enzyme sind DNA abhéangige DNA-Polymerasen. Grundsatz-
lich wird zur DNA-Synthese von einem einzelstrangigen Ausgangsnukleinsaurestrang
(Matrixstrang) ein gegenlaufiger, komplementérer Strang angefertigt. Dafiir muss eine
Startsequenz (Primer, einzelstrangige Oligonukleotide mit ca. 15 bis 30 Nukleotiden) in
Form eines zum Matrixstrang komplementéren Oligonukleotids mit einem freien 3°-
Hydroxylrest vorhanden sein. Diese Primer binden komplementéar an die DNA, die als
Zielsequenz amplifiziert werden soll. Als Substrat der Reaktion dienen Desoxyribo-
nukleotidtriphosphate (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), die in ausreichender Konzentration
dem Reaktionsgemisch zugegeben werden mussen.

Zuerst erfolgt die Denaturierung der noch doppelstrangigen in ihrer helikalen Form
vorliegenden DNA in ihre Einzelstrange durch Erhitzung des Reaktionsgemischs auf 90
°C fur ungeféahr 15 bis 30 Sekunden. AnschlieBend erfolgt die Bindung (Annealing) der
Primer an ihre komplementdren DNA-Fragmente durch Wasserstoffbriicken. Die An-
nealingzeit ist abhangig von der Primerlange, die Annealingtemperatur von der Primer-
zusammensetzung. Die Temperatur sollte unterhalb der Schmelztemperatur der Primer
liegen, aber hoch genug sein, dass die Primer an ihre spezifische Zielsequenz binden,
denn mit der Temperatur kann die Spezifitat der Reaktion gesteuert werden. Durch die
Wahl einer zu niedrigen Temperatur ist eine Hybridisierung an eine nicht perfekt pas-
sende, aber genetisch verwandte Matrix-DNA mdglich. Die Primerbindungsstellen
werden maoglichst so ausgewahlt, dass sie einen Guanin-Cytosin-Gehalt von etwa 50 %
bis 60 % aufweisen. Hierbei binden die Primer in Sekundenbruchteilen an die antipa-

rallelen 5’-Enden des Amplifikates. Dies gewahrleistet, dass man die Temperatur fir das
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Annealing, also die Stringenz fur die Hybridisierung der Primer an den Matrixstrang,
relativ hoch wahlen kann, was wiederum die Spezifitat der Amplifikation gewahrleistet.
Zu beachten ist auch, dass Primer weder zu sich selbst, noch innerhalb eines Primer-
paares langere, komplementare Basenabfolgen tragen. Existieren langere komplementi-
re Basenabfolgen in einem Primerpaar, so entstehen gehauft Primer-Dimere und der
Amplifikationsfaktor sinkt. AnschlieBend verldngert eine thermostabile DNA-
Polymerase die Primer in 3’-Richtung komplementéar zum DNA-Template (Extension).
Die so genannte Extentionstemperatur sollte dem Temperaturoptimum der DNA-
Polymerase entsprechen. Die Extentionszeit muss der GroR3e der Ziel-Sequenz ange-
passt werden (1 min pro Kilobase (kb)). Nach einer Reaktionszeit von 15 bis 60 Sekun-
den, abhangig von der Lange der zu amplifizierenden Sequenz, ist die DNA-Synthese
abgeschlossen und die DNA wird erneut denaturiert. Nach Vervollstandigung der
Strange beginnt der Zyklus von neuem. Die neuen Strange aus dem ersten Zyklus sind
an ihrem 5’-Ende durch die Primer eindeutig begrenzt, wahrend das 3’-Ende eine vari-
able Lange aufweist. Ab dem zweiten Zyklus entstehen an diesen DNA-Abschnitten
erstmals Amplifikate, die in ihrer Lange durch die beiden Primer definiert sind. Bei je-
der Abfolge von Denaturierung, Annealing und Extension wird der durch die Primer
definierte Nukleinsdureabschnitt verdoppelt. Da die entstandenen Produkte wiederum
Substrate des nachsten Zyklus sind, kommt es zu einer theoretisch exponentiellen Men-
genzunahme der Zielsequenz. Dabei nimmt die Menge der beidseitig genau begrenzten
Produkte, die ab dem zweiten Zyklus erscheinen, anndhernd exponentiell zu, wahrend
die einseitig und damit weniger genau begrenzten Produkte nur linear mit der Anzahl
der Zyklen anwachsen. Die DNA-Polymerasen, deren Temperaturoptimum in den
meisten Fallen zwischen 68 bis 75 °C liegt, entdeckte man in thermophilen Bakterien,
die vorzugsweise in heiBen Quellen leben. Die DNA-Polymerase, die auch heute noch
am haufigsten fur die PCR verwendet wird, ist die Tag-Polymerase aus Thermophilus
aquaticus (Temperaturoptimum: 72 °C) beheimatet im Yellowstone Nationalpark, USA.
Diese Tag-Polymerase wurde auch fur diese Studie verwendet.

Die einzelnen Komponenten flr den Reaktionsansatz werden zusammen mit einem
spezifischen Puffer fur die Tag-Polymerase in den fir die Reaktion optimalen Konzent-
rationen in einem Eppendorf-Reaktionsgefall vereinigt. Die Reaktion startet man in ei-
nem ,,Thermocycler”, der eine zyklische Abfolge der einzelnen Reaktionsschritte er-

laubt.
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Standard-Reaktionsansatz:

10-50 ng Template-DNA

10 pl Nukleotidmix (je 1,25 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

5 pl 10 x Taqg-Puffer

1 pl Primer A (50 pmol)

1 pl Primer B (50 pmol)

2 ul Tag-Polymerase

ad 50 pl mit A. bidest
Der Reaktionszyklus, der ca. 25- bis 35-mal wiederholt wird, startet im Allgemeinen
mit einem Denaturierungsschritt. Diesem PCR-Grundschema wird haufig noch ein fi-
naler Verlangerungsschritt (5 bis 10 min.) angehangt. Auch kann die Reaktion mit e-
nem einmaligen Denaturierungsschritt gestartet werden (2 bis 3 min.). Eine 10°- bis
10’fache Anreicherung stellt im Allgemeinen die durchschnittliche Vermehrungsrate
dar, aufgrund der Abnahme der Aktivitat der DNA-Polymerase mit exponentiellem An-

stieg der DNA-Menge.

]

1. 7yklus

Denulurierung

Vrireer-
dnnealios”

\

Doppelstrung-
synthese

Z. 7yklus

3. Zyklus

WLl D7) R

23 M1 Lykler

Abbildung 4: Schematische Darstellung der PCR.
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2.3.3.3 Theoretische Aspekte der PCR

Die letztlich zum Nachweis zur Verfiigung stehende Menge der DNA-Zielsequenz ei-
ner PCR (DNA)¢; entspricht der Summe aus der eingesetzten (DNA)q,;, und der in je-
dem Zyklus generierten DNA-Menge.

(DNA)pcr = S (DNA)y, + (DNA), + (DNA), + ... + (DNA),

Gleichung 1: Quantitative Bestimmung des PCR-Produktes.

Da bei jedem Zyklus die Gesamtmenge der Ziel-DNA verdoppelt wird,
(DNA);. ; = (DNA); x2

Gleichung 2: Verdopplung des Produktes pro Amplifikationssequenz.

folgt daraus fiir eine PCR mit n Zyklen ein 2"facher Mengenanstieg.

(DNA)pcr = (DNA)y, x2"

Gleichung 3: Abhéangigkeit der Produktmenge von der Anzahl der Zyklen.

Dabei verschieben sich die Anteile von einseitig begrenzten DNA-Amplifikaten
(DNA),.,, zu beidseitig begrenzten Amplifikaten (DNA),,,,. Erstere nehmen nur linear zu,

letztere beinahe exponentiell.

(DNA)PCR = (DNA)Orig + (DNA)Iang XN + (DNA)kurz (Zn -n- 1)

Gleichung 4: Verhaltnis der Elternstrange zu den Tochterstrangen im Amplifikat.

Diese Stiicke sind fur den Nachweis ausschlaggebend.
Bei der Bestimmung der Annealingtemperatur, die experimentell herausgefunden wer-
den muss, ist die Basenzusammensetzung des verwendeten Primers ausschlaggebend.

Es gilt fur Primer von etwa 20 Basen Lange:

Tan(°C)=4(G+C)+2(A+T)- 5

Gleichung 5: Rechnerische Ermittlung der Annealingte mperatur.

Der Nachweis der Amplifikate kann einerseits tber eine anschlieBende Hybridisierung

der Produkte mit einer spezifischen DNA-Sonde und andererseits direkt im Agarose-Gel
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nach Ethidiumbromidanfarbung der DNA-Amplifikate und Vergleich mit DNA-

Langenstandards erfolgen.

N Iniln in inin inin iy il I I I Iin U U
(OB OB SEn OhN OB Shw Nhw BEn DE NN Ohw DA BEm Nhn BN

Abbildung 5: Darstellung der Amplifikationsreihe der Elternstrange.

2.3.3.4 Allgemeines Prinzip der elektrophoretischen Auftrennung mit Agarose-Gelen

Die Elektrophorese mit Agarosegelen erlaubt die Auftrennung der DNA-Fragmente un-
terschiedlicher GroRe durch Anlegen eines elektrischen Feldes. Die Agarose wird in

unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt, die sich nach der zu erwartenden Grolie
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des DNA-Fragmentes richtet. Der prozentuale Anteil der Agarose bestimmt die Poren-
grofle der Gelmatrix. Hochprozentige Gele dienen der Auftrennung besonders kleiner
Fragmente, wahrend Gele mit niedriger Konzentration den Lauf groRBerer DNA-
Fragmente im elektrischen Feld begtinstigen. Die Agarose wird abgewogen und in 1 x
TrissAmmonium-EDTA (TAE) durch kurzes Aufkochen geldst. Danach wird die flussige
Agarose in eine Flachbett-Gel-Apparatur gegossen. Durch Einstecken eines PVC-
Kammes in die Agarose-Losung erhalt man kleine, gleichméaRig angeordnete Gel-
taschen (Slots). Die DNA-Proben werden vor dem Auftragen mit Bromphenolblau und
Xylencyanol zu 10 x TAE gemischt. Hierdurch kommt es zum endgultigen Stopp der
PCR-Reaktion. Nutzlicherweise kann man dadurch den Verlauf der Gelelektrophorese
Uberwachen und somit verhindern, dass die aufgetragene Probe aus den Taschen he-
rausdiffundiert.

Um die aufgetrennten DNA-Fragmente sichtbar zu machen, wird das Gel in Ethidi-
umbromid gebadet und nach ungeféahr 10 Minuten mit Wasser gewaschen. Die Ethidi-
umbromidmolekiile interkalieren in die DNA-Doppelhelix und fluoreszieren bei Be-
strahlung mit UV-Licht (254 und 300 nm) im sichtbaren Bereich (500 bis 590 nm). Die
Intensitat des emittierten Lichtes ist proportional zur Menge der in die DNA eingela-
gerten Ethidiumbromidmolekile. Die Konzentration einer DNA-Bande kann durch op-
tischen Vergleich mit DNA-Banden definierter Konzentration des DNA-
Langenstandards bestimmt werden. Nach der Beendigung der Elektrophorese wird das

Gel zur Dokumentation photographiert.

2.3.3.5 Methode der radioaktiven Markierung von Oligodesoxynukleotiden und
DNA-Fragmenten

Die radioaktive Markierung von Deoxynukleotidtriphosphaten dient in den meisten
Fallen der Detektion der Basenabfolge von DNA-Fragmenten meist bekannter Lange.
Verschiedene DNA-modifizierende Enzyme (Klenow-Fragment, T4-Polynucleotid-
kinase) konnen die Markierungsreaktion mittels unterschiedlicher Mechanismen
durchfiihren. Dabei werden radioaktiv markierte Desoxynukleotide entweder in ein
DNA-Fragment eingebaut oder an das 5’-Ende von Oligodesoxynukleotiden angehangt

(Cycle Sequencing). Die Reaktion wird in einem Thermocycler durchgeftihrt. Alle a-

dioaktiven Desoxynukleotide (3-ATP, a-dCTP) wurden, modifiziert mit dem hochener-
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getischen b-Strahler **Phosphor, kommerziell erworben. Die radioaktiv markierten Pro-

dukte wurden in dieser Arbeit im Rahmen des ,.Southern-Blots* fur die Erfassung der
PAI-1-Genotypen eingesetzt.

Zur 5’-Endmarkierung von Oligodesoxynukleotiden wird die T4-Polynukleotidkinase
(PNK) eingesetzt. Dieses Enzym ist in der Lage, den g-Phosphatrest des radioaktiven g
ATP auf das 5’-OH-Ende von DNA-Molekiilen zu tbertragen. Die T4-PNK muss vor der

Anwendung in einem ,,Dilutionspuffer* 1:10 verdinnt werden.

2.3.3.6 Verfahren der radioaktiven Hybridisierung

Die radioaktive Hybridisierung kann beim ,Southern-Blot“ zur Detektion gel-
elektrophoretisch getrennter DNA-Sequenzen eingesetzt werden [175]. Durch die
»Blotting“-Methode werden die gelelektrophoretisch getrennten DNA-Fragmente auf
eine Membran Ubertragen. Diese Membran kann mit einer radioaktiven Sonde hybridi-
siert werden. Die Sonde bindet an eine komplementére Sequenz und kann durch Auto-
radiographie sichtbar gemacht werden. Nach Ausmessen kann der Abstand des Signals
von den Auftragtaschen des Gels, die auf der Membran markiert werden, mit den Ban-
denabstanden auf dem Photo der Gelelektrophorese verglichen werden.

Die Membran wird mit 10 bis 20 ml Oligo-Hybridisierungslosung luftblasenfrei in eine
Plastiktite eingeschweil3t und bei 40 °C vorhybridisiert. Nach zwei Stunden wird die
radioaktive Sonde zugegeben. Eine weitere zweistindige Hybridisierungszeit folgt. Die
Membran wird etwa 10 min in einer 50 °C warmen Waschloésung (2 x SSC, 0,1 % Nat-
rium Dodecyl Sulfat (SDS)) von der Giberschissigen radioaktiven Losung befreit und auf
einem in Klarsichtfolie eingepackten Whatman-Papier exponiert. Nach mehrstindiger
Exposition wird der Film entwickelt und das Signal einer Bande auf dem Elelektropho-
resephoto zugeordnet. Das Verfahren wurde zum Nachweis der PAI-1-Genotypen in

dieser Studie eingesetzt.
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Abbildung 6: Verfahren der radioaktiven Hybridisierung (Southern Blot).
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2.3.3.7 Matrix-assisted laser desorption time-of-flight mass spectrometry
(MALDI-TOF MS)

Zur Validierung der Ergebnisse der voranbeschriebenen autoradiographischen Detekti-
on wurde ein massenspektrometrisches Verfahren als Gegenprobe verwendet. Bewusst
wurde hiermit ein Verfahren ausgewahlt, das speziell fir den Massendurchsatz an Pro-
ben konzipiert ist. Zur massenspektrometrischen Bestimmung erfolgt zunachst die Auf-
reinigung der PCR-Produkte mit Hilfe des Aufreinigungskits genopure ds™ (siehe Seite
90). Hierbei wird die amplifizierte DNA an magnetische Partikel, ,,magnetic beads”,
gebunden und mit zwei Pufferlésungen, die Isopropanol und Ethanol enthalten, ge-
waschen. Nach erfolgter Trocknung der Produkte wird die nach wie vor doppelstrangi-
ge DNA in Gegenwart der beads eluiert und eine Cycle-Sequencing-Reaktion (siehe
Seite 90) 30 Zyklen lang mit markierten Desoxynucleotidtriphosphaten (dNTP) und
spezifischen endmarkierten Oligonukleotiden durchgefiihrt. Nach dieser allelspezifi-
schen Primerextension erfolgt die Produktaufreinigung mit genopure oligo™ (siehe
Seite 90), einem Kit zur Aufreinigung einzelstrangiger DNA mit magnetic beads. Hier-
bei wird die einzelstrangige DNA mit zwei verschiedenen Waschlésungen gereinigt
und anschlieBend von den Magnetpartikeln gel6st. Das Eluat der Primerextension wird
getrocknet und 1ul mit einer Matrix (3-HPA 6g/l, Di-Ammonium-Citrat 1,6¢/l) auf einen
Anchor-Chip (siehe Seite 90) aufgebracht. Der Anchor-Chip wird in ein BIFLEX IlI
MALDI-TOF (siehe Seite 90), bestlickt mit einer Scout MTP lonenquelle (siehe Seite 90),
eingesetzt. Die Probe auf dem Chip wird mit einem gepulsten Laser aus dem Anchor-
Chip herausgel6st und die Flugzeit des ionisierten Oligonucleotids durch eine evaku-
ierte R6hre bestimmt. Fir jede Probe werden die Spektren von 15 Messungen gesam-
melt und ihr Mittelwert bestimmt. Aufgrund der gemessenen Flugzeit des Oligonukleo-
tids wird mittels des Softwarepakets genotools™ SNP-Manager (siehe Seite 90) die Mas-
se des Produktes berechnet und der gesuchte Einzelnukleotidpolymorphismus (SNP)
angegeben. Durch die Automatisierung der Probenaufbereitung und des Messverfah-
rens kdnnen mehrere tausend Proben pro Tag mit einer wesentlich héheren Messge-
nauigkeit bearbeitet werden, als dies herkommliche molekularbiologische Verfahren im
Labormafstab leisten kdnnen. Die MALDI-TOF MS-Analyse wurde in dieser Studie
durchgefiihrt zur Validierung der Ergebnisse der im vorhergehenden Kapitel beschrie-

benen autoradiographischen Detektion.
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Abbildung 8: Bearbeitung der Proben mit magnetic beads.
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Abbildung 9: Prinzip des MALDI-TOF MS-Messverfahrens.

2.3.3.8 Bestimmung der PAI-1-Genotypen mit Autoradiographie

Zur Genotypisierung wurde ein 890 Basenpaare umfassendes Fragment der Promoterre-
gion des PAI-1-Gens amplifiziert. Zur Amplifizierung wurden die von Dawson et al. be-
schriebenen beiden Primer 5’-AAGCTTTTACCATGGTAACCCCTGGT-3’ (PAI-1-L) und
5’-GGAGCTGCAGGAATTCAGC-TGCTGGA-3’ (PAI-1-R) benutzt [44]. In 100 pl Reak-
tionsgemisch waren 1ug genomischer DNA gel6st. Der Amplifikationsmodus der PCR
umfasste 35 Zyklen zu jeweils 94 °C (60 s), 55 °C (30 s) und 72 °C (60 s). Das PCR-
Produkt wurde mit einem einprozentigen Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt,
denaturiert und auf zwei Filterblattern aus Nitrocellulose (siehe Seite 89) Ubertragen
(doppelt geblottet). Zwei allelspezifische, 14 Oligonukleotide umfassende Primer, 5’-
CACGTGGGGAGTCA-3’ (PAI-1/4G) und 5’-ACGTGGGGGAGTCA-3’ (PAI-1/5G) wur-
den zur Hybridisierung genutzt. Die beiden endstandig mit g*Phosphor-ATP markierten
Oligonukleotide hybridisierten separat bei 41 °C Uber eine Stunde in einem speziellen
Reaktionsmedium (5 x Denhardt’s Lésung, 5 x SSPE (3 M NaCl, 0.2 M NaH,PO,, 20
mM EDTA, 0,1 % Natrium Dodecyl Sulfat und 0,1 g/l denaturierte Lachssperma-DNA).

Uberschiissige Reagenzien wurden bei 47 °C mit einer Mischung aus 3 x SSPE und 0,1
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% SDS ausgewaschen. Die Nitrocellulosefilter wurden dann einzeln fur 4 bis 5 Stunden
auf eine Entwicklerfolie gelegt und entwickelt. Die Zuordnung der Genotypen erfolgte

anschlieRend im Vergleich zu Standards.

Refercnz Paticnt
4G homozygot
4 Prinr -
5CG Primer
5¢ homarygol
4G Primer
i i - —O
heterozyaot
0 primer - e
36 primer - —e

Abbildung 10: PAI-1-Autoradiographie.

2.3.3.9 Bestimmung der PAI-1-Genotypen mit MALDI-TOF MS

Die massenspektrometrische Genotypisierung bevorzugt kleinere Fragmente. Deshalb
wurden im Genom innerhalb des 890bp grolien, im Kapitel 2.3.3.8 beschriebenen
Fragments, neue Primer gelegt. Das neue PCR-Produkt umfasst 129bp. Alle folgenden
PCR- und Primerextensionsreaktionen wurden mit einem MJ PTC 225 Tetrad thermo-
cycler (siehe Seite 89) durchgefiihrt. Zur Amplifizierung wurden die nachfolgend ge-
nannten Primer verwendet:

PAI-1u 5-ACACCTCCAACCTCAGCCCAG-3’,

PAI-1d 5 -CTCACGTTGCCTGCTTTTCC-3'.

In 10 pl Reaktionsgemisch waren 10 ng genomische DNA, 200 uM dNTP, 1,5 mM
MgCl,, 5 pmol der beiden oben beschriebenen Primer PAI-1u und PAI-1d, und 0,5U

Tag-Polymerase (siehe Seite 89) gelost. Die PCR umfasste nach ,,simplified hot start*
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(hier wird das Reaktionsgemisch erst nach Erreichen der Zieltemperatur des Thermo-
cyclers in den Heizblock eingesetzt) einen Denaturierungsschritt von zwei Minuten bei
94 °C und 35 Zyklen zu jeweils 94 °C (10 s), 62 °C (25 s) und 72 °C (15 s). Nach einer
~final extension* bei 72 °C fir zwei Minuten wurde das PCR-Produkt bei 8 °C bis zur
weiteren Bearbeitung gekuhlt. Die Aufreinigung des PCR-Produktes erfolgte mit geno-
pure ds™ (siehe Seite 90). Fur die Primerextensionsreaktion wurde dem Reaktionsge-
misch 0,5U Thermosequenase (siehe Seite 90), 2mM MgCl, und 5pmol des spezifi-
schen Extensionsprimers (siehe Seite 90): PAI-1l 5 -GAGTCTGGACAGGTGGG*G-3
hinzugegeben. Die letzten drei Nukleotide der 3'-Seite sind Uber eine Phosphorthiosau-
rebriicke miteinander verbunden. Das ,,Cycle Sequencing* umfasste 40 Zyklen bei 94
°C (10s), bei 57 °C (60s) und bei 72 °C (60s). Die Aufreinigung der einzelstrangigen
DNA erfolgte mit genopure oligo™ (siehe Seite 90). Das so gereinigte Produkt wurde
anschliellend mit MALDI-TOF MS bei einer Spannung von 19kV mit einem gepulsten
Laser im Linearmodus gemessen und mit Hilfe des Softwarepakets genotools™ SNP-
Manager (siehe Seite 90) bearbeitet. Die Zuordnung der Genotypen erfolgte anschlie-

Rend aufgrund der gemessenen Spektren.

+ddA

4G/4G homozygot

5500 6000 6500 7000 m/z

+dG+ddA

5500 6000 6500 7000 m/z

+ddA
+dG+ddA

5500 6000 6500 7000 m/z

Abbildung 11: Beispiel einer PAI-1 MALDI-TOF MS Analyse.

5G/5G homozygot

4G/5G heterozygot
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2.4 Statistische Analyseverfahren

2.4.1 Deskriptive Statistik und Haufigkeitsverteilung

Die statistische Bewertung berticksichtigte 65 Patienten, von denen 8 immunologische
Variablen, der APACHE IlI-Score und der MODS-Score uber einen Zeitraum von ma-
ximal 28 Tagen erfasst wurden. Einmalig wurden die Parameter ISS, PTS sowie die de-
mographischen Merkmale wie Alter, Korpergewicht und Geschlecht bestimmt.
Fur weitere Bewertungsverfahren wurden die Variablen entsprechend dem von Lillie-
fors modifizierten Kolmogorov-Smirnov-Test mit einem Signifikanzniveau von p=0,05
auf Normalverteilung untersucht. Die nicht normalverteilten Variablen wurden einer
logarithmischen Transformation unterzogen. Zur Analyse nicht metrisch skalierter Vari-
ablen wurde der Chi-Quadrat (A?)-Test nach Pearson (exakt nach Fischer) eingesetzt
[110]. Als Hypothese wertet der Chi-Quadrat (A ?)-Test die Annahme einer mengenma-
Rig gleichen Verteilung der Variablen in Relation zum davon unabh&ngigen Faktor
(Genotyp des Patienten). Im Falle einer Bestatigung (gleiche Verteilung, keine signifi-
kante Differenz) der Hypothese wurde die Genotypfrequenz mit dem ,,Linear by Linear
Association Test“ bewertet. Dieses differenziertere Verfahren testet in ordinalen Skalen
die prozentuale Aufteilung des unabhéngigen einzelnen Faktors (Genotyps) in Relation
zur jeweils betrachteten Variablen (Prognose, SIRS, MODS). Dabei wird weniger die
Unabhangigkeit als die prozentuale Verteilung, d. h. an- oder absteigende Prozentzah-
len in einer einzelnen Spalte des Einzelfaktors, gegeniiber den betrachteten Variablen
gewichtet. Dieser Test ermdglicht damit eine préazisere Aussage zur Assoziation des
einzelnen Genotyps [91].
Die statistische Bewertung der prospektiven Studie diente der Klarung folgender Fragen:
l. Zeigen sich Unterschiede in den morphometrischen Daten, der Haufigkeit des
Auftretens eines SIRS, eines MODS bis hin zum Multiorganversagen und der
Prognose der Patienten (Outcome), wenn man die Patienten fur das Gen PAI-1

entsprechend der drei Genotypen PAI-1 (PAI-1/4G/PAI-1/4G, homozygot; PAI-
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1/4G/PAI-1/5G, heterozygot; PAI-1/5G/PAI-1/5G homozygot) in drei Gruppen
unterteilt?

I Unterscheiden sich die Daten der immunologischen Parameter im zeitlichen
Durchschnitt zwischen den analog der Genotypisierung erstellten drei Patienten-
gruppen?

M. Unterscheiden sich die beobachteten klinischen Daten zwischen den betrach-te-
ten Gruppen im zeitlichen Verlauf?

Der Einfluss der Gruppenzugehorigkeit auf den zeitlichen Durchschnitt der untersuch-

ten Parameter wurde mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse tuberprift. Waren in der

ersten Fragestellung keine signifikanten Unterschiede zu finden, wurde auf eine Einzel-
betrachtung zu den jeweiligen Messzeitpunkten verzichtet. Zur Bewertung der Ent-
wicklung der zu analysierenden Parameter im zeitlichen Verlauf wurde ein univariates

Messwiederholungsdesign verwendet.

2.4.2 Methodik der logistischen Regression

Fur die Schatzung von Risikowahrscheinlichkeiten fir ein interessierendes Ereignis
(z. B. ,,Patient verstirbt“) auf der Grundlage des Vorliegens von ordinalskalierten Vari-
ablen wird in dieser Arbeit das Modell der logistischen Regression benutzt [91]. Wie in
der multivariaten Regression wird hierbei ein Z-Wert errechnet, der aus einer Linear-

kombination der unabhéngigen Variablen X, bis X,, entsteht:

Z=B,+B,X,+..+B X, .

Dieser Z-Wert wird jedoch fur

Z

das Schatzen der Wahrscheinlichkeit in die Gleichung | p(Ereignis) = eingesetzt.

1+e

Ubersichtlicher ist dabei das Beobachten der Veranderung des Risikos (Odds) mit der

Formel:

Odds= Wahrscheinlichkeit (,, Ereignis findet statt*)
Wahrscheinlichkeit (,, Ereignisfindet nicht statt")
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BnXn

oder in obigem Kontext: [Odds= e” =& 8% = gB BN e

Das Risiko eines Patienten mit dem Vorliegen der Werte X; bis X, ist damit das Produkt
der ,Einzelrisiken* der Werte.

Aus dem Odds-Wert kann umgekehrt die Wahrscheinlichkeit p fir das interessierende
Ereignis errechnet werden:

Wahrscheinlichkeit (,,Patient verstirbt*“) = Odds / (1+ Odds)

Anhand des Zusammenhangs zwischen der Prognose (Outcome) und den einzelnen

Genotypen wird folgende Codierung vorgeschlagen:

Parameter Code
1 2 3
PAI-1 4G/5G 55 45 44

Tabelle 6: Codierung der Genotypen.

Dabei wird aufsteigend nach Vorkommen des Outcomes ,,verstorben* codiert und nach
dem Vorkommen des Ereignisses ,,Patient verstirbt“ die Wahrscheinlichkeit fir dieses
Ereignis bei Vorliegen eines Genotypen geschatzt. Entscheidend sind dabei das Schat-
zen und die Veranderung des Risikos (Odds). Aus dem Odds-Wert kann umgekehrt,
wie oben angeflhrt, die Wahrscheinlichkeit p flr das Ereignis ,,Patient verstirbt* e-
rechnet werden. Dabei wird aufgrund des geringsten Risikos, posttraumatisch zu ver-
sterben, ein ,,Basiswert” flr das Vorliegen des Genotyps PAI-1/5G/PAI-1/5G homozygot
= 55, dem das geringste Letalitatsrisiko unterstellt wird, errechnet. Die Erhéhung des
Risikos wird dann bei Veranderungen des Genotyps geschéatzt. Dazu wird ein Faktor
(Multiplikator) angegeben, mit dem der Basiswert (Rechenwert, dem das geringste Leta-
litatsrisiko entspricht) multipliziert werden muss, um das neue Risiko zu errechnen.

Im Modell zu schatzen sind also, analog der multivariaten Regression, die Koeffizienten
B, und B, bis B,. Wie im multivariaten Modell auch kdénnen fir kategorial unabhangige

Parameter Dummy-Variablen eingefuihrt werden [91].
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3.1 Grunddaten
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Die 65 Patienten der Studie wurden hinsichtlich ihres Genotyps folgenden Gruppen

zugeordnet:
Gruppe 1 n=13 PAI-1 5G/5G
Gruppe 2 n=232 PAI-1 4G/5G
Gruppe 3 n=20 PAI-1 4G/4G

Es lieRen sich fur die morphometrischen Daten, die Scores und weitere préklinische

Daten keine Unterschiede feststellen. Die Menge homologer Blutkomponenten und die

Gesamtmenge kristalloider und kolloidaler Infusionen waren in den ersten 24 Stunden

jeweils nicht signifikant unterschiedlich. Die Ordnung der Patienten in Abhangigkeit

vom untersuchten Genotyp ergab sowohl fur ISS und PTS zum Aufnahmezeitpunkt als

auch fur den APACHE IlI- und MOD-Score zu Sepsisbeginn keine signifikanten Unter-

schiede. Der einzelne Patient hatte im Mittel 6,1 Einzelverletzungen, wobei 83,2 % der

Verletzten in Verkehrsunfalle verwickelt waren.
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Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
n=13 n=232 n=20
PAI-15G/5G PAI-1 4G/5G PAI-14G/4G
Alter [Jahre] 39,85 + 12,85 38,28 + 12,31 37,32 + 132
Gewicht [kg] 78,62 + 13,07 7755 £ 12,35 7784 = 817
GrofRe [cm] 1689 + 44 171,7 + 39 1731 + 53
Rettungszeit [Minuten] 49 + 128 53 + 13,3 50 + 11,7
Therapiefreies Intervall [Stunden] 29 £ 11 32 £ 14 31 £ 09
Préklinische Volumentherapie [ml] 1430 + 300 1240 + 390 1430 + 480
Scores zum Aufnahmezeitpunkt
ISS [Injury severity score] 30,46 + 12,03 3355 + 1541 33 + 15,13
PTS [Polytraumaschl Uissel] 33,62 + 1357 37,03 + 17,86 40,68 = 15,68
Scores zu Sepsisbeginn
APACHE 11 705 + 12,6 594 + 10,8 65,7 £+ 115
MOD 55 + 24 58 £ 25 59 + 21
Blutersatz erste 24 h [EK] 41 + 2,8 43 + 29 52 + 23
Kristalloide erste 24 h [1] 45 + 2 48 + 18 51 + 14
Beatmungsdauer [Tage] 11,3 + 2,7 13,7 + 1,9 129 + 29
Infektionsfokus [Haufigkeit, %]
Lunge 1[7,7] 5[15,6] 9[45,0]
Abdomen / Becken - 2[6,2] 2[10,0]
Haut / Wunden - 2[6,9] 4120,0]
Katheter - 1[3,5] 1[10,0]
Sonstiges - - 1[10,0]

Tabelle 7: Morphometrische Daten der Patientengruppen.

3.1.1 Unfallmechanismus

Der Unfallmechanismus spielt zwar in den Definitionen des Polytraumas und der Ent-

wicklung eines posttraumatischen SIRS und MODS keine Rolle, soll hier aber dennoch

berlcksichtigt werden. Es wurden die Verletzungsursachen analysiert. Die Verteilung

innerhalb jeder Gruppe ist prozentual dargestellt. In allen Gruppen waren Autounfalle

am haufigsten, vor Unfallen als Motorrad- bzw. Fahrradfahrer oder FuRganger. Eine

weitere grof3e Gruppe von Patienten verunfallte durch einen Sturz aus grol3er Héhe.



Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
n=13 n=32 n=20
PAI-1 5G/5G | PAI-1 4G/5G | PAI-14G/4G
penetrierende Wunden 0 3 1
Motorradunfall 3 8 6
Autounfall 6 15 10
FuRganger/Fahrradunfall 1 3 1
Sturz aus grof3erer Héhe 3 1 1
Sonstige 0 2 1

Tabelle 8: Verteilung der Unfallmechanismen.

3.1.2 Verletzungsmuster
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Bei der Untersuchung des Verletzungsmusters wurden samtliche Einzeldiagnosen zum

Zeitpunkt der Aufnahme des Patienten auf die Operative Intensivstation einer der fol-

genden sechs Kategorien zugeordnet:

Schadelverletzungen,

Thoraxverletzungen,

Abdominalverletzungen,

Becken-/Wirbelsaulenverletzungen,

Extremitatenverletzungen und

Weichteilverletzungen.

Zu den Schadelverletzungen zéhlten Mittelgesichtsverletzungen und Gesichtsfrakturen.

Den Thoraxverletzungen wurde neben Rippenserienfrakturen, Pneumo- und Hamato-

pneumothorax auch eine réntgenologisch und bronchoskopisch gesicherte Lungen-

kontusion zugeordnet. Unter den Abdominalverletzungen waren Milz- und Leberruptu-

ren, Nieren- und Pankreasverletzungen und penetrierende Intestinalverletzungen. Be-

ckenverletzungen bestanden aus Beckenschaufel- und Beckenringfrakturen mit und

ohne Beteiligung der Organe des kleinen Beckens. Mit Ausnahme von Wirbelsaulen-

und Beckenfrakturen wurden samtliche, den Bewegungsapparat betreffenden Lasionen

zu den Extremitatenverletzungen gezahlt, hierunter fielen ausgepragte Decollements,

zweit- und drittgradig offene Frakturen und Subamputationen. Mehrfache Verletzungen
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in einer Untergruppe, z. B. mehrfache Knochenfrakturen, wurden lediglich einmal be-

rucksichtigt. Die Prozentzahl bezieht sich auf die Gesamtzahl der Patienten der jeweili-

gen Gruppe.
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
n=13 n=32 n=20
PAI-15G/5G | PAI-1 4G/5G | PAI-14G/4G

Schédel 11 15 21
Thorax 37 59 81
Abdomen 35 47 55
Becken/Wirbelsaule 68 61 79
Extremitaten 73 72 88
Weichteile 32 30 41

Tabelle 9: Prozentuale Verteilung der Verletzungen (Verletzungsmuster) innerhalb der
einzelnen Patientengruppen.

3.1.3 Operative Versorgung

Die weitere operative Versorgung eines polytraumatisierten Patienten wahrend der vul-
nerablen Phase nach einem Trauma (innerhalb der ersten finf Tage nach einem Trau-
ma) kann als ,,second hit* betrachtet werden. Deshalb interessierten bei der Beurteilung
der operativen Versorgung vor allem zwei Gesichtspunkte: der Zeitpunkt und die Art
der Operation.

Die durchgefiihrten Operationen wurden vier Gruppen zugeordnet. Da sich viele Pati-
enten mehr als einer Operation im Untersuchungszeitraum unterziehen mussten, wurde
jede einzelne Operation gezahlt. Das Ergebnis (in Prozent) bezieht sich daher auf die
Gesamtzahl der Operationen, nicht auf die Zahl der Patienten innerhalb der Gruppen.
Zur Osteosynthese wurden Operationen jeglicher Art gezahlt, die zur Stabilisierung
einer Fraktur beitrugen (Fixateur extern, -intern, Marknagel, Platte, Drahtung etc.). Ab-
dominelle Operationen umfassten die Ubernahung von Milz- und Leberrupturen (inklu-
sive Milzexstirpationen), in sieben Fallen eine Nekrosektomie nach traumatischer Pank-
reasruptur mit anschlieBender Etappenlavage (die Lavagen gingen in die Wertung ein)

sowie drei Nephrektomien. In finf Fallen musste nach penetrierenden Verletzungen des
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Darms ein Darmsegment reseziert werden. Eine Thoraxoperation mit Eroffnung des
Brustraumes war in vier Fallen notwendig. Unter Wundrevisionen wurden ausgedehnte
Nekrosenabtragungen bei Weichteilverletzungen, Hautdeckungen, Wunderéffnungen

und Debridements zusammengefasst.

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
n=13 n=232 n=20
PAI-15G/5G | PAI-1 4G/5G | PAI-14G/4G
Thoraxoperation 0 11 7
Abdominaloperation 31 21 25
Osteosynthesen 58 57 61
Wundrevisionen 11 10 7
keine Operationen 0 1 0

Tabelle 10: Prozentuale Verteilung der Operationen innerhalb des Messzeitraumes,
gemessen an der Gesamtzahl der Operationen innerhalb der einzelnen
Gruppen.

Bei einer Gesamtzahl von 370 Operationen wurden pro Patient durchschnittlich 5,7 +
1,4 Operationen durchgefuhrt. Am Tag des Traumas wurden 49,4 % aller Operationen
durchgeftihrt. Der Rest verteilte sich auf die folgenden Tage: 2. Tag 15,7 %, 3. Tag
5,3 %, 4. Tag 11,8 %, 5. Tag 2,7 %, 6. Tag 6,5 %, 7. Tag 8,6 %. Es wurden somit bei
etwa 35% der Patienten in der vulnerablen Phase zwischen dem zweiten und flnften
Tag nach dem Unfall Operationen durchgefuhrt. Eine Haufung bei den verstorbenen

Patienten war aber nicht festzustellen.

3.2 Allgemeine klinische Daten

An 529 Untersuchungstagen wurden 1307 mikrobiologische Untersuchungen durchge-
fuhrt, pro Patient durchschnittlich 20,1 Abstriche. Mehr als die Halfte war positiv (825
= 63,1 %). Bakterielle Infektionen gingen am haufigsten von den Atemwegen aus. Es
gab keine signifikanten Unterschiede beziglich der Haufigkeit, der Lokalisation einer
Infektion und der Art der Keimbesiedlung der Patienten. Grampositive Erreger waren
bei sechs Patienten (9,3 %) Ursache der Sepsis, wohingegen eine gemischte oder rein

gramnegative Sepsis fur 19 Patienten (29,2 %) nachweisbar war. Eine systemische Can-
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dida albicans-Infektion lag bei zwei Patienten (3,1 %) der Sepsis zugrunde. Bei einem

Patienten (1,5 %) konnte eine atypische Pneumonie mit Mykoplasmen nachgewiesen

werden.
Gruppe 1l Gruppe 2 Gruppe 3
Infektionserreger n=13 n=32 n=20
PAI-15G/5G | PAI-14G/5G | PAI-14G/4G
Grampositiv
Staphylokokkus aureus - 1
Pneumokokken 1 1
K oagulase negative Staphylokokken [CNS) - -
Enterokokken 1 2
Gramnegativ
Escherichia coli - 1 2
Pseudomonas aeruginosae 1 3 3
Klebsiellen 1 2
Serratia ssp. 1 1
Enterobacter 1 1
Bacteroides - 1
Candidassp 1 1
Mycoplasmen 1
Sonstiges 1

Tabelle 11: Keimspektrum der Patienten bei PAI-1-Genotypisierung.

Eine wesentliche Differenz zwischen den analog der PAI-1-Genotypisierung erstellten

Patientengruppierungen konnte fir die mittlere Keimzahl pro Patient, das Keimspekt-

rum und die Resistenzlage nicht aufgezeigt werden. Die begleitende antibiotische Ab-

deckung wahrend der Intensivtherapie war fir alle Patienten vergleichbar und lag bei

tber 80 % der Behandlungstage.

Die Betrachtung der 28 septischen Patienten hinsichtlich der drei Genotypgruppen des

untersuchten PAI-1-Genpolymorphismus zeigte signifikante Unterschiede. Insgesamt 17

septische Patienten wurden PAI-1/4G//PAI-1/4G homozygot typisiert. Zehn septische

Patienten konnten dem Genotyp PAI-1/4G//PAI-1/5G heterozygot zugeordnet werden

und flr einen Patienten war der Genotyp PAI-1/5G//PAI-1/5G homozygot erfassbar.
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Sepsis | PAI-1 4G/4G | PAI-1 4G/5G | PAI-1 5G/5G | Summe
Septisch 17[85%) 10[31,3%] 1[7,7%] 28[43,1%]
keine Sepsis 3[15%) 22[68,8%] | 12[92,3%] | 37[56,9%]
Summe 20 32 13 65

Chi-Quadratkoeffizient: Chi2= 16,708 mit p=0,0001
Tabelle 12: Sepsis (Prozentwerte sind Prozentwerte der Spalten).

Organfunktionsstérungen waren zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses wie auch im
weiteren Verlauf der Studie in Anzahl und Verteilung fur alle 65 polytraumatisierten

Patienten ohne signifikanten Unterschied.

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
n=13 n=232 n=20
PAI-15G/5G | PAI-14G/5G | PAI-14G/4AG

Herz-Kreislauf (Schock) 68% 75% 78%
Lunge 55% 59% 49%
Niere 41% 30% 40%
Leber 17% 44% 26%
Gastrointestinal trakt 22% 25% 31%
Gerinnung 11% 23% 9%

Tabelle 13: Haufigkeit von Organdysfunktionen der Patienten.

3.3 Genotypisierung der polytraumatisierten Patienten

Die Verteilung der einzelnen Genotypen der Patienten fir PAI-1 (PAI-1/4G//PAI-1/4G,
31,1 %; PAI-1/4G//PAI-1/5G, 47,5 %; PAI-1/5G/IPAI-1/5G 21,3 %) entsprach der des
Normalkollektivs von 32 Patienten. Auch der Vergleich der Allelfrequenzen der Pati-
enten mit der Verteilung des PAI-1 (PAI-1/5G 45 %, PAI-1/4G 55 %) entsprach der Al-
lelfrequenz des Normalkollektivs. Von den insgesamt 65 polytraumatisierten Patienten
der Studie entwickelten 28 (43,1 %) eine Sepsis, 23 (35,4 %) schwerwiegende Organ-
funktionsstorungen bis hin zum Multiorganversagen und 21 (32,3 %) verstarben zwi-
schen dem 13. und 35. Tag nach Studieneinschluss. Nicht Uberlebende Patienten zeig-

ten, im Gegensatz zur Allelfrequenz aller polytraumatisierten Patienten, fur das Allel
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PAI-1/4G eine signifikant hohere Pravalenz (PAI-1 (63,2 %)). Allgemein war fir den
Zwei-Allel-Polymorphismus im PAI-1-Genlocus eine auffallige Genotypverteilung in
Assoziation zur Entwicklung einer Sepsis, dem Auftreten eines Multiorganversagens und
der Prognose des Patienten festzustellen.

Gruppiert man die Patienten analog den PAI-1-Genotypen PAI-1/4G//PAI-1/4G, PAI-
1/4G//PAI-1/5G und PAI-1/5G//PAI-1/5G, so lasst sich folgende Verteilung der Patienten
erfassen: Ein Multiorganversagen entwickelten 16 der 20 PAI-1/4G homozygoten Pati-
enten. 84,2% der PAI-1/4G homozygoten Patienten entwickelten eine Sepsis (siehe Ta-
belle 9). 12 von 20 PAI-1/4G homozygoten Patienten verstarben. 71 % der 32 PAI-
1/4G//PAI-1/5G heterozygoten Patienten und 84,6 % der 13 PAI-1/5G homozygoten

Patienten Uberlebten.

Genotyp Patienten Uberlebende Verstorbene Sepsis MOD Normalkollektiv
n==65 n=44 n=21 n=28 n=23 n=232
Homozygot
PAI-15G/5G 13 [21,3%] 1 2 1 1 13[40,6%)

[Gruppe 1, Patienten, %]

Heterozygot
PAI-1 4G/5G 32 [47,5%)] 25 7 10 6 14 [43,8%)
[Gruppe 2, Patienten, %]

Homozygot
PAI-1 4G/4AG 20 [31,1%] 8 12 17 16 5 [15,6%]
[Gruppe 3, Patienten, %]

Tabelle 14: Verteilung der PAI-1-Genotypen.

Bezogen auf die Variablen Prognose (Outcome), Sepsis und Multiorganversagen waren
die PAI-1-Genotypen PAI-1/4G//PAI-1/4G, PAI-1/4G//PAI-1/5G und PAI-1/5G//PAI-1/5G
signifikant unterschiedlich verteilt. Posttraumatisch entwickelten PAI-1/4G homozygot
typisierte Patienten signifikant haufiger eine Sepsis (p=0,0001) und ein Multiorganversa-

gen (p=0,0001). Zwolf von 20 PAI-1/4G homozygoten Patienten verstarben (p<0,05).

Outcome | PAI-1 4G/4G | PAI-1 4G/56| PAI-1 5G/5G | Summe
Uberlebt 8[42,1%)] 25[72,4%] | 11[84,6%] | 44[67,7%)
Gestorben 12[57,9%) 7[27,6%) 2[15,4%)] 21[32,3%)
Summe 20 32 13 65

Chi-Quadratkoeffizient: Chi2=7,325 mit p=0,0284

Tabelle 15: Patienten verstorben/tberlebt (Prozentwerte sind Prozentwerte der Spalten).
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Sepsis | PAI-1 4G/4G | PAI-1 4G/5G | PAI-1 5G/5G | Summe
Septisch 17[85%) 10[31,3%] 1[7,7%] 28[43,1%]
keine Sepsis 3[15%) 22[68,8%] | 12[92,3%] | 37[56,9%]
Summe 20 32 13 65

Chi-Quadratkoeffizient: Chi2= 16,708 mit p=0,0001

Tabelle 16: Sepsis (Prozentwerte sind Prozentwerte der Spalten).

MOD | PAI-1 4G/4G | PAI-1 4GISG| PAI-1 SGISG| Summe
MOD > 10* 16[80%)] 6[18,8%)] 1[7,7%) 23[35,4%]
MOD < 10** 4[20%) 26[81,2%] | 12[92,3%] | 42[64,6%)
Summe 20 32 13 65

Chi-Quadratkoeffizient: Chi2= 21,017 mit p=0,0001
* MOD-Wert bei wenigstens einem der 15 Zeitpunkte grof3er oder gleich zehn
** MOD-Wert bel allen Zeitpunkten kleiner als zehn

Tabelle 17: MOD (Prozentwerte sind Prozentwerte der Spalten).

Das Ergebnis zeigt fir homozygote Patienten fur die Allele PAI-1/4G einen signifikant
ungunstigeren posttraumatischen Krankheitsverlauf als fir PAI-1/4G//5G heterozygote
Patienten sowie PAI-1/5G homozygote Patienten (p<0,01). Ein Multiorganversagen
entwickelten 16 PAI-1/4G homozygote Patienten. 84,2 % der PAI-1/4G homozygoten

Patienten entwickelten eine Sepsis (p>0,05, siehe Tabelle 14).

3.4 Ergebnisse der immunologischen Messparameter der genotypisierten
Patienten

Die Daten der PAI-1-Plasmaspiegel, der Gewebeplasminogen-Aktivator (t-PA-Ag), der
»Transforming Growth Factor beta“ (TGFb) sowie die Werte der proinflammatorischen
Zytokine TNF-alpha und IL-1 beta wurden, geordnet nach der Allelauspragung des PAI-
1-Gens eines Patienten, in je einer von drei Genotypgruppen zusammengefasst. Da die
Daten der Plasmaspiegel nicht normalverteilt waren, wurden sie einer logarithmischen
Transformation unterzogen.

Gruppierte man die Patienten analog den PAI-1-Genotypen, so hatten die PAI-1/4G ho-
mozygoten Patienten (Gruppe 3) die signifikant hochsten PAI-1-Plasmaspiegel und die

hdchste Inzidenz posttraumatischer Komplikationen.
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Abbildung 12: Plasmaspiegel PAI-1. Die Abbildung zeigt Patienten der Gruppe 3
(? , Homozygot PAI-1 4G/4G, n=20) im Vergleich zu Patienten
der Gruppe 2 (®, PAI-1 4G/5G, n=32) und Patienten
der Gruppe 1 (W, PAI-1 5G/5G, n=13).

Es konnte von den im Rahmen der PAI-1-Genotypisierung erfassten Mediatoren zwar
fur Fibrinogen (p=0,029) und den immunsuppressiv wirkenden ,,Transforming Growth
Factor beta” (TGFb) (p=0,01), nicht aber fir den Gewebeplasminogen-Aktivator (t-PA-

Ag) und weitere proinflammatorische Zytokine (TNFa, IL-1b) eine deutliche Differenz
erfasst werden.
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Abbildung 13: Plasmaspiegel t-PA. Die Abbildung zeigt Patienten der Gruppe 3
(? , Homozygot PAI-1 4G/4G, n=20) im Vergleich zu Patienten
der Gruppe 2 (®, PAI-1 4G/5G, n=32) und Patienten
der Gruppe 1 (®, PAI-1 5G/5G, n=13).
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Abbildung 14: Plasmaspiegel TGF-beta. Die Abbildung zeigt Patienten der Gruppe 3
(? , Homozygot PAI-1 4G/4G, n=20) im Vergleich zu Patienten
der Gruppe 2 (®, PAI-1 4G/5G, n=32) und Patienten
der Gruppe 1 (M, PAI-1 5G/5G, n=13).
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Abbildung 15: Plasmaspiegel TNF-alpha. Die Abbildung zeigt Patienten der Gruppe 3
(? , Homozygot PAI-1 4G/4G, n=20) im Vergleich zu Patienten

der Gruppe 2 (®, PAI-1 4G/5G, n=32) und Patienten
der Gruppe 1 (M, PAI-1 5G/5G, n=13).
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Abbildung 16: Plasmaspiegel IL-1 beta. Die Abbildung zeigt Patienten der Gruppe 3
(? , Homozygot PAI-1 4G/4G, n=20) im Vergleich zu Patienten

der Gruppe 2 (®, PAI-1 4G/5G, n=32) und Patienten
der Gruppe 1 (H, PAI-1 5G/5G, n=13).
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Variable / Faktor |Faktor PAI-14G/5G
Fibrinogen p=0,029*
Plasminogen p=0,099
PAI-1 p=0,001**
t-PA-AG p=0,787
TNF-alpha p=0,404
TNF-R1 p=0,252
TNF-R2 p=0,125
IL-1beta p=0,323
IL-2 p=0,526
IL-2R p=0,159
IL-6 p=0,749
IL-8 p=0,239
IL-10 p=0,260
TGF-beta p=0,010*
PGE2 p=0,355

* = gignifikant unterschiedlich sind die Gruppen PAI-14G/4G und PAI-15G/5G
** = gignifikant unterschiedlich sind die Gruppen PAI-14G/4G und PAI-15G/5G sowie PAI-14G/4G und PAI-15G/5G

Tabelle 18: PAI-1-Messwiederholungsstudie (erste 14 Zeitpunkte); Tests beziehen sich
auf die logarithmierten Werte; t-Test der Mittelwerte tber die Zeit.

Homozygote Patienten fir das Allel PAI-1/4G hatten signifikant hohere PAI-1-
Plasmaspiegel als heterozygote und PAI-1/5G homozygote Patienten (p<0,01).

Das Allel PAI-1/4G korrelierte mit einer signifikant h6heren Mediatorenfreisetzung. Fur
den einzelnen polytraumatisierten Patienten bestand eine Assoziation zwischen der
individuellen Genotyp-Konstellation und der Schwere des posttraumatischen Krank-
heitsverlaufes. In Abhangigkeit von der Allelauspragung des einzelnen Genotyps war
das Risiko, posttraumatisch Komplikationen wie Sepsis und Multiorgandysfunktionen
zu entwickeln, unterschiedlich hoch. Der individuellen Typisierung des einzelnen Pati-
enten entsprach eine unterschiedliche Wahrscheinlichkeit, das posttraumatische Krank-

heitsgeschehen zu Uberleben.

3.5 Risikoabschatzung des einzelnen Patienten

Das Risiko des einzelnen Genotyps konnte mittels inferenzstatistischer Methoden (lo-
gistische Regression) beurteilt werden, indem das Risiko des einzelnen Patienten auf-
steigend nach Vorkommen des Prognosefaktors ,,verstorben“ codiert wurde. Unter Be-

ricksichtigung des zugrundeliegenden Genotyps schatzte man die Wahrscheinlichkeit
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des Auftretens des Ereignisses ,,Patient verstirbt“ (Odds, siehe Abschnitt 2.5.2). Ausge-
hend von den Ergebnissen der Studie war die Allelauspragung PAI-1/5G//5G der CGe-
notyp mit dem retrospektiv am geringsten zu erfassenden Risiko zu versterben. Fir den
Genotypen PAI-1/5G//5G wurde der Basiswert errechnet. Die Erh6hung des Risikos bei
Veranderungen des Genotyps wurde bewertet, indem der Basiswert mit dem spezifi-
schen Faktor (Multiplikator) des einzelnen Genotyps multipliziert wurde [91].

Die Multiplikatoren zur Abschatzung des Risikos sind in folgender Tabelle angefihrt:

Code
2 3
PAI-1 4G/5G Genotyp 2,0946 7,5601

Tabelle 19: Multiplikatoren zur Risikobeurteilung.

Die Existenz des homozygoten Genotyps PAI-1/4G//4G= 44 vergroRert nach diesem
Verfahren das Risiko um das 3,8fache (PAI-1 4G) gegeniiber dem Basiswert flr den ein-
zelnen Patienten. In Prozentzahlen beschrieben ist das Risiko fur PAI-1/4G homozygote
Patienten gegeniber homozygoten PAI-1/5G Patienten um 57,9 % erhoht, an den Fol-

gen der Verletzungen im weiteren Verlauf zu versterben.

PAI-Code | Anzahl | Davon verstorbenl Verstorbenin % | Odds | P [Patient verstirbt] | Verhdltnis P/Basiswert

55 13 2 154 0,182[Basiswert] | 0,154 [Basiswert] 1
45 29 8 27,6 0,381 0,276 1,791
“ 19 11 57.9 1.376 0579 3.7€

Tabelle 20: Risikoskala des PAI-1-Genotyps.

Das Auftreten des Genotyps PAI-1 4G/4G ist assoziiert mit der systemisch und in ein-
zelnen Kompartimenten vermehrt freigesetzten Menge an PAI-1. Dariber hinaus ist das
Auftreten dieses Genotyps mit einer sehr viel schlechteren Prognose dieser Patienten

verbunden.
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Abbildung 17: Graphische Darstellung des Risikos der polytraumatisierten Patien-
ten. Die Einteilung ergibt sich aus der Gruppierung nach dem PAI-1
Genotypen.



65

4 Diskussion

Seit vielen Jahren ist man bemuht, die molekularen Zusammenhé&nge von Sepsis, septi-
schem Schock und verwandten Krankheitsbildern zu entschlisseln, um zu neuen, wenn
moglich kausalen therapeutischen Interventionsmoglichkeiten zu kommen. Die bio-
chemische und molekularbiologische Grundlagenforschung hat in den letzten Jahren
eine Reihe pathophysiologischer Schritte innerhalb der Ereignisabfolge, die zur Sepsis
fuhrt, aufgedeckt [16,128,178,195,155]. Die destruktiven Komponenten der
proinflammatorischen Wirtsantwort unterliegen bei regelhaftem Entzindungsablauf
wirksamen Kontrollmechanismen. Unkontrolliert kbnnen sie eine eigene Wertigkeit mit
einem entziindungsbedingten Letalitatsbeitrag entwickeln
[82,100,140,150,86,123,132].

Die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine (TNFa, IL-1b) und Serinproteasen (PAI-
1) ist absolut notwendig, damit sich der Organismus adaquat auf die Auseinanderset-
zung mit einer Noxe (Trauma) und die Regeneration nach einer Organschadigung ein-
stellen kann [39,98,118,151,83,104,133]. Bei individuell sehr unterschiedlich ausge-
pragter immunologischer Reagibilitat gilt deshalb die absolute Hohe von Plasmaspie-
geln einzelner Mediatoren, trotz grofRer individueller Schwankungsbreite, als ein we-
sentliches MaRR der Erkrankungsintensitat [20,31,82,100,30,69,86]. Die nach einem
Trauma einsetzende Storung der Immunfunktionen korrespondiert haufig mit einem
Versagen der endogenen Defensivsysteme und damit einem Unvermaogen, die sekunda-
ren Auswirkungen eines Hochrasanztraumas zu kompensieren und ein Uberleben zu
sichern [28,80]. In der Studie spielte nicht der friihe, sondern der spate Tod nach Trau-
ma mit der Hauptkomponente des Multiorganversagens die fuhrende Rolle und war die
eigentliche Limitierung der Polytraumabehandlung.

Das in der Literatur bis dato nicht endgultig geloste Problem der Sepsisdiagnose wurde
auf verschiedenen Wegen parallel adressiert. Die subjektive, erfahrungsgebundene Ein-
schatzung einer septischen Reaktion wurde prospektiv am Krankenbett erhoben und
mit einer modifizierten, retrospektiv erstellten  Sepsisdefinition verglichen
[181,180,116,141,182].

Bei der Betrachtung der Scores zu Organfunktionsstérungen war eine allgemeine, trau-

mabedingte Beeintrachtigung einzelner Organfunktionen zu beobachten, die im Laufe
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der Zeit eine Tendenz zur Normalisierung zeigte. Bei den Patienten, die eine Sepsis
entwickelten, wurde diese Tendenz zur Konsolidierung jedoch unterbrochen und fiihrte
zur Entwicklung eines Immundefektsyndroms mit zunéchst auftretenden Einschrankun-
gen einzelner Organsysteme. Setzte sich diese Entwicklung fort, kam es zur Dysfunkti-
on mehrerer Organsysteme. Diese lie sich anhand der Beurteilung der verwendeten
Score - Systeme gut nachvollziehen. Tatsdchlich liess sich durch die Scores zu
MODS/MOV eine traumabedingte Organschadigung nachweisen, die durch eine ®-
kundare septische Reaktion richtungsweisend beeinflusst wurde [1,27,25,59,53].

Die bakteriologischen Untersuchungen der Studienpatienten konnten keine Differenz
zwischen septischen und nicht septischen Patienten hinsichtlich der Keimzahl, des
Keimspektrums und der Resistenzlage nachweisen, wohl aber eine teilweise ausge-
pragte Kolonisation, was eine pathogene Relevanz der nachgewiesenen Keime in Frage
stellt. Hierzu muss bertcksichtigt werden, dass die Patienten zu Uber 80 % der Be-
handlungstage antibiotisch abgedeckt waren. Eine Begleiterscheinung im septischen
Geschehen erscheint unter diesen Gesichtspunkten eher unwahrscheinlich. Im Einklang
mit anderen Studien unterschieden sich die Patientengruppen allein durch die septische
Reaktion und nicht durch das Keimspektrum [98].

Zeigte sich die Entwicklung eines MODS unter Umstanden erst nach einer gewissen
Latenzzeit durch das Ausbleiben der Normalisierung der Organfunktion, waren bereits
einige klinische Parameter (Hamodynamik, Oxygenierung) in der Gruppe der spater
verstorbenen septischen Patienten schon 24 Stunden nach dem Trauma signifikant ver-
andert [23]. Die Unterschiede fur gerinnungsphysiologische wie auch immunologische
Parameter zwischen den einzelnen Gruppen sprechen fir eine generelle Ersch6pfung
des Immunsystems zu Beginn der septischen Reaktion bei Patienten, die einen kompli-
zierten Krankheitsverlauf entwickelten und gehauft verstarben [97].

Verschiedene, zunachst vielversprechende Versuche wurden bereits unternommen,
um den UberschieRenden inflammatorischen Ablaufen des traumatisch beeintrachtigten
Organismus zu begegnen. Bis zum jetzigen Zeitpunkt konnte nur eine einzige klinische
Studie bei septischen Patienten mit grampositiven und gramnegativen Infektionen all-
gemein gultige, klinisch relevante und reproduzierbare therapeutische Vorteile aufzei-

gen [17,18]. Andere Anséatze, unabhangig davon, ob monoklonale Anti-LPS-Antikorper

(AK), losliche TNF-Rezeptor-AK, IL-1b-Rezeptorantagonisten oder aber Anti-TNF-AK
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(MAK 195F) und PAF-Antagonisten (Ginkgolid B) verabreicht wurden, zeigten nicht das
erwlnschte Ergebnis [158,2].

Es ist nach wie vor unklar, ob eine schwere Mehrfachverletzung mit der nachfolgenden
inflammatorischen Reaktion alleine zur Ausbildung eines Multiorganversagens aus-
reicht, oder ob ein bakterieller Stimulus den traumabedingten Vorschaden in synergisti-
scher Weise, im Sinne eines Kofaktors, verstarkt. Die Beweisfuhrung fur eine rein n-
flammatorische, aseptische Reaktion als Ausldser wird bei bestehenden, unumgangli-
chen Keimbesiedlungen des Patienten schwierig sein. Es ist ein pathogenetisches Kon-
zept vorstellbar, dass den septischen Insult und das Trauma gleichbedeutend in der In-
duktion von Stérungen des oxidativen zellularen Metabolismus sieht, entweder durch
direkte Zellschadigung oder indirekt tGber eine Aktivierung von Phagozyten und deren
Schadigungspotenzial. Durch die zelluldre Funktionsstérung kommt es zu einem Per-
meabilitatsschaden der Zellmembran. Analog zu dem bekannten Symptomkomplex der
lokalen Entziindung Rubor, Calor, Dolor, Tumor und Functio laesa ist der Ablauf des
Multiorganversagens, der zundchst einzelne Organsysteme erfasst und bei ausbleiben-
der Therapie oder Versagen der eingeleiteten Therapie immer weiter um sich greift. Es
kommt tiber eine Odementwicklung zu einer Organfunktionsstérung mit oder ohne
Infektion, die, wenn sie langere Zeit nicht therapeutisch beherrscht werden kann, in
eine irreversible autodestruktive Entzindung mit einem Multiorganversagen als dem
gemeinsamen Endpunkt mindet [2,59,197].

Es ist zu beachten, dass das Immunsystem des einzelnen Patienten auf ein Trauma sehr
unterschiedlich reagiert. Es stellt sich deshalb die Frage, inwiefern die fur einzelne Pati-
enten existierende, gesteigerte, immunologische Reaktivitat auf ein Trauma als eine
Uberschief3ende, unkontrolliert imponierende Entziindungsreaktion oder als not-
wendige, adaquate, immunologische Reaktion, unabhangig von einzelnen Verletzun-
gen, zu bewerten ist. Weiterhin ist offen, ob diese immunologische Abwehrreaktion
gegenuber der Noxe per se als fixe Reagibilitat zu sehen ist, die auf Polymorphismen in
Genen pro- und antiinflammatorischer Mediatoren und deren unterschiedlichen E-
pression  sowie  nachgeordneten  Proteinbiosynthesen  basiert [16,86,100,
123,128,132,140,150,155,178,195]. Die Freisetzung der proinflammatorischen Zyto-
kine (TNFa, IL-1b) und der Serinprotease (PAI-1) ist sowohl notwendig zur adaquaten
Auseinandersetzung des Organismus mit einer Noxe als auch fiir die Regeneration nach
einer Organschadigung [20,34,46,51,60,83,98,104,118,133,151]. Trotz individuell
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sehr unterschiedlich ausgepragter immunologischer Reagibilitat des Organismus mit
grofRer individueller Schwankungsbreite und daraus resultierend fehlenden ,,Normwer-
ten“ gilt die absolute H6he von Plasmaspiegeln einzelner Mediatoren als ein wesentli-
ches MalR der Erkrankungsintensitat [20,31,82,100,30,69,86]. Bei septischen Patienten
kann eine gesteigerte Expression des TNFa- und IL-1b-Gens von hohen TNFa- und IL-
1b-Plasmaspiegeln abgeleitet werden, wobei insbesondere Patienten, die versterben,
signifikant hohere Plasmaspiegel entwickeln [28,47,39]. Aus in-vitro-Untersuchungen
ist bekannt, dass sich beide Zytokine in ihrer Wirkung gegenseitig verstarken
[19,147,172,187,149]. Sowohl TNFa als auch IL-1b fordern in synergistischer Weise
die Transkription des PAI-1-Gens und damit die Synthese und systemische Freisetzung
von PAI-1 direkt Gber eine Signalkaskade, dessen Endglied, der Transkriptionsfaktor nF-
kappa-beta, die Transkriptionsrate in der Promotorregion des PAI-1-Gens steuert
[79,172,203,149,171].

Nach einem Trauma ist die Fibrinolyse initial gesteigert und ihr folgt als Reaktion durch
eine gesteigerte PAI-1-Synthese eine systemische Fibrinolysehemmung [34,205,172].
Aufgrund dieser zeitlichen Abfolge hangt die fibrinolytische Aktivitdét nach einem
Trauma in hohem Male von der plasmatischen PAI-1-Aktivitat ab [34]. Wie bei den
proinflammatorischen Zytokinen TNFa und IL-1b konnte ein Zusammenhang zwischen
unterschiedlichen PAI-1-Plasmaspiegeln und genetischen Variationen des PAI-1-Gens
aufgezeigt werden [87,127,159,177,207,194,137,154,173]. Im Vergleich zu den 32
PAI-1/4G//PAI-1/5G heterozygoten und 13 PAI-1/5G homozygoten Patienten war fir
die 20 PAI-1/4G homozygoten Patienten eine niedrigere Fibrinolyseaktivitat nachweis-
bar. In ihrer GroRenordnung variabel, war sie tUber den Untersuchungszeitraum insge-
samt konstant reduziert. Dies bedeutet flr einen polytraumatisierten, PAI-1/4G homo-
zygot typisierten Patienten, mit einem hohen Anteil an geschadigtem Weichteilgewebe
ein kritisch eingeschranktes Vermdgen, bestehende Mikrothromben (durch eine ai-
nachst gesteigerte Gerinnungsaktivitat) aufzulésen. Dies kdnnte das nach einer Weich-
teiltraumatisierung nachweisbare Phanomen erklaren, dass kapillare Stromgebiete in
geschadigten Arealen nur eingeschrankt perfundiert werden und oft nur sehr verzégert,
stark reduziert oder gar nicht wieder revaskularisiert werden. Lokal bedeutet dies fur
den Patienten eine massive Einschrankung der Mikrozirkulation mit einer verstarkten
Hypoxie, weiter eskalierenden Zell- und Gewebeschaden sowie eine exazerbierende
Freisetzung weiterer Mediatoren [191,197,198,166,168].
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Bezogen auf die Gruppenmittelwerte der Plasmaspiegel fiur TNFa und IL-1b konnten

keine signifikanten Differenzen flr die nach PAI-1-Genotypen gruppierten 65 Studien-
patienten nachgewiesen werden. Als mdgliche Erklarung konnte die zumindest partiell
zugleich existierende immunsuppressive TGFb-Wirkung dienen
[35,79,99,124,131,192,65,85,111,113,165], dessen Plasmaspiegel bei PAI-1/4G ho-
mozygoten Patienten signifikant erh6ht war. Beispielhaft fur die Interaktion zwischen
proinflammatorischen (TNFa, IL-1b) und antiinflammatorischen Mediatoren (TGFb)
spiegeln die Daten exemplarisch die Komplexitat wieder. Dieser zunachst scheinbare
Widerspruch kann Uber die immunologische Funktion des TGFb erklart werden. TGFb
wirkt inhibierend auf Fc'-aktivierte Makrophagen und die Th(CD4%)-
Lymphozytensubpopulation [112,113,124,126,130]. Eine posttraumatisch vermehrte
Freisetzung von TGFb aus Uber TNFa aktivierten Fc*-Makrophagen vermindert die
weitere TNFa- und IL-1b-Freisetzung aus diesen Zellen im Sinne einer Ruckkopplung.
Es resultiert durch eine verminderte TNFa- und IL-1b-Aktivierung der Th1(CD4%)-
Lymphozytensubpopulation ein weiterer Abfall der von diesen Zellen freigesetzten
proinflammatorischen Mediatoren (TNFa, IL-1, IL-6 und IL-8). Auf die proinflammatori-
sche Aktivierung wirkt TGFb insgesamt als physiologisch begrenzendes Regulativ [126,
144,164,165,192]. Trotzdem entwickelten PAI-1/4G homozygote Patienten nicht nur
die héchsten PAI-1-Plasmaspiegel, sondern auch die hochsten TNFa- und IL-1b-Werte.
Hieraus lasst sich vermuten, dass erhdhte TNFa- und IL-1b-Werte bei PAI-1/4G homo-
zygoten Patienten als eine systemisch tberschie3ende, unkontrollierte Entziindungsre-
aktion anzusehen sind. Diese Uberreaktion der immunologischen Antwort und die ge-
nerell beeintrachtigte Fibrinolyse, als Antwort auf ein stattgehabtes Trauma, fuhrten als
Resultat unserer Untersuchung fir PAI-1/4G homozygote Patienten signifikant haufiger
als fur PAI-1 heterozygote und PAI-1/5G homozygote Patienten zu einem komplikati-
onstrachtigen Krankheitsverlauf [33,38,42,132,150]. Die hier beschriebene, stark ein-
geschrankte Fibrinolyse fur PAI-1/4G homozygote Patienten mag der ursachliche Faktor
sein, dass kritische, aber noch kompensierte und damit reversible Or-
ganfunktionsstérungen in morphologische Organschaden und Funktionsausfalle min-
deten [166,195,197]. Der posttraumatische Prozess PAI-1/4G homozygoter Patienten
wird gepragt durch eine kontinuierlich eingeschrankte Fibrinolyse, eine gesteigerte im-
munsuppressive Aktivitat (TGFb, PGE,) und eine zugleich abgestufte proinflammatori-

sche Wirkqualitat und konnte somit die signifikant erh6hte Inzidenz von Sepsis und
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MOD erklaren [168,172,174,177,197,205,211]. Ebenso konnte die signifikant unter-
schiedliche Haufung septisch-toxischer Komplikationen und multipler Organfunktions-
storungen fur die nach PAI-1-Genotypen geordneten Patienten in einer signifikanten
Differenz der Risikoabwagung gezeigt werden. Sie resultierte mit 57,9 % in einem um
Uber 40 % erhohten Risiko fur PAI-1/4G homozygote Patienten, ihre Verletzungen nicht
zu Uberleben, gegentber PAI-1/5G homozygoten Patienten (15,4 %) [91].

Soweit anamnestisch in Erfahrung gebracht werden konnte, hatten alle in die Studie
einbezogenen polytraumatisierten Patienten vor dem Unfallereignis einen unbeein-
trachtigten Gesundheitszustand. Festzuhalten bleibt, dass eine Vielzahl von Faktoren,
die bei einem kritisch Kranken auf die Genexpression und Transkriptionsrate eines ein-
zelnen pro- wie auch antiinflammatorischen Mediators einwirken, berticksichtigt wer-
den muss [82]. Dies gilt auch fur die Beurteilung von Polymorphismen, d.h. verschie-
dener Allele einzelner Gene im Vergleich zum Krankheitsverlauf. Die Steigerung der
Transkriptionsrate eines Genes kann durch sehr unterschiedlich organisierte, intrazel-
lulare enzymatische Signalkaskaden ablaufen [7,65,79,206,196]. Die initialen Stimuli
konnen dabei durchaus sehr differieren. Einzelnen Genotypen kdnnen als funktionelle
,High-“ bzw. ,Low-Responder“ theoretisch, abhéngig von der damit quantitativ freige-
setzten zirkulierenden Mediatorenmenge und deren biologischen Effekten, sehr unter-
schiedliche Einflisse auf einen Krankheitsverlauf zugeschrieben werden [127]. Die
qualitativen Effekte kbénnen daneben auch von den zelluldren Strukturen und dem
Kompartiment abhangen, in dem der Fokus des entziindlichen Prozesses einerseits und
die Aktivierung des immunologischen Prozesses andererseits initial startet [197]. Zu-
satzlich kann die Expression eines Gens nach Stimulation beim einzelnen Patienten
durch benachbarte Gene (z.B. HLA-Gene) beeinflusst sein. Solche Gene kdnnen direkt
die Transkription steigern oder aber posttranskriptionell Einfluss auf die Mediator-
synthese nehmen [16].

Die biologische Wirkung proinflammatorischer Zytokine ist im Kontext der Interaktio-
nen pro- und antiinflammatorischer Zytokine zu sehen, die bei septischen polytrauma-
tisierten Patienten in einem komplex organisierten Netzwerk interagierender Mediato-
ren das ausufernde Entztindungsgeschehen pragen. Dies wird exemplarisch in einer
Studie von Westendorp et al. deutlich [201]. Patienten mit einer Meningokokkeninfek-

tion und einer in vitro gering ausgepragten TNFa-Synthese hatten ein zehnfach erhoh-

tes Risiko, an dieser Infektion zu versterben. Dieses Risiko erhohte sich auf das Zwan-
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zigfache, wenn in vitro gleichzeitig eine gesteigerte IL-10-Synthese vorlag [4,138,119].
Das Ergebnis legt nahe, zumindest auf einem jeweils eng umschriebenen Teilbereich
des immunologischen Netzwerkes (z.B. proinflammatorische Zytokine) nicht einen ein-
zelnen Einflussfaktor, sondern maoglichst viele Mediatoren und ihre Allelverteilung fur
eine Patientenklientel gleichzeitig zu erfassen. Dieser Vorstellung steht zur Zeit der
noch sehr begrenzte Kenntnisstand Uber die Existenz von Genpolymorphismen im
Genlocus einzelner pro- und antiinflammatorischer Mediatoren entgegen [16]. Zudem
stehen die Arbeiten zur Qualitat des Einflusses einzelner schon bekannter Genpoly-
morphismen pro- und antiinflammatorischer Zytokine (TNFa, TNFb, IL-1, -2, -2r, -6, -8,
-8r (CCR5), -10, PAI-1 und TFPI) auf ein definiertes Krankheitsgeschehen wie die Sepsis,
das Leberversagen und verschiedener Autoimmunerkrankungen erst ganz am Anfang
[31,32,37,40,49,52,54,61,74,75,76,96,97,105].

Moglicherweise ist das Erfassen von definierten Allelen einzelner, das Bild einer syste-
mischen Entziindungsreaktion pragender Mediatoren als genetische Risikofaktoren eine
vielversprechende Basis fur erfolgreichere therapeutische Bemuhungen um kritisch
kranke Patienten [151]. Voraussetzung hierfur sind aber ein noch umfassenderes Ver-
standnis der Rolle des einzelnen Zytokins im Entztindungsgeschehen einerseits und
verbesserte Kriterien fur eine Diskriminierung von Patientensubpopulationen anderer-
seits. Erst dann sollte modulierend zum Schutz und zur Unterstitzung der immunologi-
schen Abwehrfunktionen in das Entziindungsgeschehen eines Patienten eingegriffen
werden, da der bisherige Misserfolg immunmodulatorischer Therapiestrategien eng mit
der mangelhaften Diskriminierung geeigneter Patientensubpopulationen verknupft ist
[63]. In diesem Sinne ist die Genomanalyse des PAI-1-Genlocus eine Moglichkeit der
verbesserten Risikostratifizierung sepsisgefahrdeter Patienten. Zusatzlich ist die Genoty-
pisierung ein zusatzliches Instrument in der derzeit verfigbaren molekularbiologischen
Diagnostik, welches neue Informationen zum Verhalten des Immunsystems in der Dy-
namik des septischen Prozesses bietet [135,151,133]. Das Auftreten der Allele PAI-
1/4G ist assoziiert mit der systemisch in Kompartimenten und der Zirkulation vermehrt
freigesetzten Menge an TNFa, IL-1b und PAI-1. Diese gewahrt eine prazisere Definition
von Zielparametern, indem sie Hochrisikopatienten diskriminiert [135].

Die Genotypisierung des Patienten unter Bertcksichtigung der damit verbesserten Dis-
krimination von ,,High“- und ,,Low-Respondern“ mag eine Basis bereiten, mittels einer

verbesserten Risikostratifizierung den interventionellen Therapiestudien mit hoherer
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Wahrscheinlichkeit nur noch solche Patienten zuzufiihren, die von einer solchen The-
rapie profitieren [16]. Gleichzeitig konnten ,,Low-Responder* besser von solchen The-
rapieinterventionen ausgeschlossen werden, um so eine ungewollte therapeutisch ver-
ursachte Immunsuppression zu vermeiden, deren schadigendes Potenzial etwa genauso
hoch wie das einer unkontrollierten Hyperinflammation zu veranschlagen ist
[2,135,115].

Es ist zu hoffen, dass ein zu erwartendes umfassenderes Verstandnis der genetischen
Grundlagen der Entziindungsprozesse helfen kann, eine verbesserte Risikostratifizierung
von Patienten schon zu Beginn der Erkrankung zu ermdglichen. Demzufolge ist auf der
weiteren Suche nach gezielten vorbeugenden immunmodulatorischen Therapie-
ansatzen zur Verbesserung der Prognose kritisch kranker Patienten die Genotypisierung
pro- und antiinflammatorischer Mediatoren einzubeziehen und an entsprechenden Pa-
tientengruppen zu uberprifen[135,115]. Schliel3lich sollte zur Verbesserung der Prog-
nose polytraumatisierter Patienten die frihzeitige Anwendung eines intensivmedizini-
schen bedarfsadaptierten, abgestuften Malinahmenkataloges an Standardtherapiemass-
nahmen so frih wie mdoglich beginnen. Nach der Entschliisselung des menschlichen
Genoms und der daraus resultierenden Hinwendung zur Funktionsanalyse der Gene,
z.B. in der Bundesrepublik Deutschland im Rahmen des Nationalen Genomfor-
schungsnetzwerkes (NGFN), ist heute zu erwarten, dass schon in naher Zukunft geneti-
sche Regulation von Krankheiten, u.a. von Sepsis, Multiorganversagen nach Trauma,
besser und vollstandiger in ihrer Gesamtheit verstanden werden kdnnen. Beginstigt
wird dieser Prozess durch sich rasant entwickelnde biotechnologische Verfahren, z.B.
dem in dieser Arbeit vorgestellten MALDI-TOF MS oder der Chip-Technologie, die
vollautomatisiert Massenanalysen in kurzer Zeit erlauben. So wird sich zukinftig ein
immunmodulatorischer Therapieansatz fur polytraumatisierte Patienten ableiten lassen,
dessen Vielfaltigkeit und individualspezifische Komposition sich heute wohl nur erah-

nen lasst.
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5 Zusammenfassung

Schwere Verletzungen fuhren zu einer tief greifenden Funktionsanomalie der korperei-
genen humoralen und zellularen Abwehrsysteme. Die Ursachen fur dieses pathologi-
sche Phanomen finden sich in der ausgepragten Gewebezerstérung, im Durchlaufen
eines hamorrhagischen Schocks und in der frih einsetzenden aggressiven Endotoxina-
mie. Diese wird Uberwiegend durch eine bakterielle Translokation aus dem Gastroin-
testinaltrakt hervorgerufen. Dies zeigt sich bereits friilh nach einem Trauma durch eine
ungeordnete Zytokinsynthese als Ausdruck einer zellvermittelten Immunfunktionssto-
rung [80]. So kommt es nach initialer Stabilisierung eines polytraumatisierten Patienten
oft zu einem Unvermdgen der endogenen Defensivsysteme, die sekundaren Aus-
wirkungen eines Hochrasanztraumas zu kompensieren [62].

Die Scores zu Organfunktionsstorungen dokumentierten eine allgemeine, traumabe-
dingte Beeintrachtigung einzelner Organfunktionen, die bei den meisten Patienten im
Verlauf eine Tendenz zur Normalisierung zeigten. Diese Entwicklung wurde bei den
septisch reagierenden Patienten unterbrochen und fihrte durch ein Immundefektsyn-
drom zur Dekompensation. Insofern lasst sich durch die Scores zu MODS/MOQV eine
traumabedingte Komponente der Organschadigung nachweisen, die durch eine sekun-
dare septische Reaktion richtungsweisend beeinflusst wird [2,59,53].

Die bakteriologischen Untersuchungen wiesen keine Unterschiede zwischen septi-
schen und nicht septischen Patienten hinsichtlich der Keimzahl, des Keimspektrums
und der Resistenzlage auf, was eine pathogene Relevanz der nachgewiesenen Keime
deshalb in Frage stellt. Es muss aber bertcksichtigt werden, dass die Patienten zu Uber
80 % der Behandlungstage antibiotisch abgedeckt waren. Die Patientengruppen der
Studie unterschieden sich lediglich durch die septische Reaktion und nicht durch das
Keimspektrum [98].

Die Gruppenunterschiede flr gerinnungsphysiologische wie auch immunologische Pa-
rameter sprechen fir eine generelle Erschépfung des Immunsystems zu Beginn der sep-
tischen Reaktion in Patienten, die einen komplizierten Krankheitsverlauf entwickelten
und gehauft verstarben. Verschiedene Ansatze erscheinen geeignet, den tberschieRen-

den inflammatorischen Regelablaufen des geschadigten Organismus zu begegnen. Es
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gilt zu verhindern, dass der Zustand einer systemischen inflammatorischen Reaktion bei
einem immunsupprimierten Patienten in einen Zustand der Sepsis Ubergeht[28].
Unklar ist, inwieweit nach Polytrauma eine rein inflammatorische Reaktion zur Ausbil-
dung eines Multiorganversagens ausreicht, oder ob ein bakterieller Stimulus den trau-
mabedingten Vorschaden in synergistischer Weise verstarkt. Insofern ist ein pathogene-
tisches Konzept vorstellbar, bei dem der septische Insult und das Trauma gleichbedeu-
tend in der Auslosung von Stérungen des oxidativen zellularen Metabolismus sind. Dies
kann durch direkte Zellschadigung erfolgen oder indirekt Uber eine Aktivierung von
Phagozyten und deren Schadigungspotenzial. Die zellulare Funktionsstérung zieht e-
nen Permeabilitatsschaden der Zellmembran nach sich. Dies fuhrt Gber eine Odem-
entwicklung zu einer Organfunktionsstérung mit oder ohne Infektion, welche, wenn sie
Uber langere Zeit besteht, in eine irreversible, autodestruktive Entztindung mit einem
Multiorganversagen als dem gemeinsamen Endpunkt miindet [197].

Innerhalb des komplexen Gebiets der praventiven Immunmodulation und im Hinblick
auf die Kontrolle der autoaggressiven Immunfehlfunktionen sind einige wichtige As-
pekte zu bertcksichtigen. Die praventiven Interventionen sollten kontrolliert verschie-
denste Zellsysteme schiitzen und auf diese Weise den verletzten Patienten sowohl vor
der zellularen Hyperaktivierung als auch vor einer zellularen Erschopfung (Verbrauchs-
immunopathie) bewahren [59]. So kommt der Auswahl des geeigneten Patienten und
des optimalen Zeitpunktes, an dem die Therapie begonnen werden sollte, besondere
Bedeutung zu. Ein vollstdndiges Abschalten der inflammatorischen Reaktion ist hierbei
zu vermeiden, da die Freisetzung pro- und antiinflammatorischer Zytokine und S-
rinproteasen fur eine adaquate Auseinandersetzung des Organismus mit einer Noxe
notwendig ist [2]. Aufgrund der Beobachtung, dass das Immunsystem des einzelnen
Patienten auf ein Trauma sehr unterschiedlich reagiert, ist die Frage zu kléaren, inwie-
fern die fur einzelne Patienten existierende gesteigerte immunologische Reaktivitat auf
ein Trauma als eine Uberschiel3ende, unkontrolliert imponierende Entziindungsreaktion
unabhangig von einzelnen Erkrankungen zu werten ist. Weiterhin bleibt offen, inwie-
fern diese immunologische Abwehrreaktion ein stetiges Reaktionsmuster gegentiber der
Noxe ist, die als genetische Disposition gewertet werden kann.

Die PAI-1-Genotypisierung des Patienten bietet die Mdéglichkeit, Informationen zur Ak-
tivierung, Interaktion und Dysbalance immunologischer Ablaufe in der Dynamik des

septischen Krankheitsverlaufes nach schwerer Mehrfachverletzung zu liefern
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[16,151,133]. Die Existenz der Allele PAI-1/4G ist fur einen polytraumatisierten Pati-
enten assoziiert mit einer signifikant vermehrt freigesetzten Menge an TNFa, IL-1b und
PAI-1 [128,178,155]. PAI-1/4G homozygote polytraumatisierte Patienten haben ein
3,8fach erhohtes Risiko (57,9 %) gegentber PAI-1/5G homozygoten polytraumatisierten
Patienten, im septischen Multiorganversagen zu versterben [127]. Durch die PAI-1-
Genotypisierung ist es moglich, Hochrisikopatienten gezielt zu erfassen. Unter diesen
neuen Gesichtspunkten kdnnten interventionellen Therapiestudien nur solche Patienten
zugefuhrt werden, die davon auch profitieren.

Neben den intensivmedizinischen Standardtherapiemal3nahmen gilt es, die Funktions-
einschrankungen des Immunsystems genau zu identifizieren und zu quantifizieren. Die
hieraus mogliche prazise Diskriminierung von Hochrisikopatienten ist zu bertcksichti-
gen, um eine gezielte praventive immunmodulatorische Therapie den betroffenen Pati-

enten zukommen zu lassen [2,16].
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6 Abkurzungsverzeichnis

AaDO,
AIS
APACHE
ARDS
AVDO,

BIPAP

C3a
Cha
CARS
CD

Cl
CPAP
CVVHD

DIC
DNA
DO,

EDTA
EKG
ELAM
ELISA
FiO,
FPA

GCS

HF
HI
HZV

ICAM
IR
ICU
IFN-g

IL-1ra
ISS

Alveolo-arterielle Sauerstoffdruckdifferenz
Abbreviated injury scale

Acute physiology, age and chronic health evaluation
Acute respiratory distress syndrome

Arterio-vendse Sauerstoffdruckdifferenz

Biphasic positive airway pressure

Komplementfaktor 3 aktiviert

Komplementfaktor 5 aktiviert

Compensatory antiinflammatory response syndrome
Cluster of differentiation (Zelloberflachenmolekiile)
Cardiac Index

Continuous positive airway pressure

Continuous Veno-Venous Hemodiafiltration

Disseminated intravascular coagulation
Desoxyribonucleic acid
Oxygen Delivery

Athylendiamintetraessigsaure
Elektrokardiogramm

Endothelial leukocyte adhesion molecule
Enzym linked immunosorbent assay
Inspiratorische Sauerstoffkonzentration
Fibrinspaltprodukt A

Glascow coma scale

Herzfrequenz
Herzindex
Herzzeitvolumen

Intracellular adhesion molecule
Ischamie/Reperfusion

Intensive care unit

Interferon gamma

Interleukin

IL-1 Rezeptorantagonist

Injury severity score



LAP Linksatrialer Druck

LPB Lipopolysaccharide binding protein
LPS Lipopolysaccharide

LTA Lipoteichoic acid

LVSW Linksventrikuléare Schlagarbeit

MADb Monoclonal antibody

MAP Mean arterial pressure

MARS Mixed antagonist response syndrome
MODS Multiple organ dysfunction syndrome
MOF Multiple organ failure

MOV Multiorganversagen

NF-kB Nuclear factor kappa B

NO Nitric oxide

NOS Nitric oxide synthase

0O, Oxygen

PaCO, Arterieller Kohlendioxydpartialdruck
PaO, Arterieller Sauerstoffpartialdruck

PAF Platelet activating factor

PAP Pulmonary artery pressure

PAW Pulmonalarterieller VerschluRdruck
PEEP Positive end-expiratory pressure

PGE Prostaglandine E

PMN Polymorphonuclear leukocyte

PTS Polytraumaschlussel

PVR Pulmonary vascular resistance

QS:QT Pulmonales Shuntvolumen

RES Retikulo-endotheliales System

RT Raumtemperatur

RVSW Rechtsventrikulare Schlagarbeit

SDS Sodium-Dodecyl-Sulfat

SCHE Serumcholinesterase

SGOT Serum-Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
SGPT Serum-Glutamat-Pyruvat-Transaminase
SHT Schéadel-Hirn-Trauma

SIRS Systemic inflammatory response syndrome
SPSSx Scientific package for the social sciences

SSS Simplified severity score



SVR

TAE
TFPI
™
TGFb
TNF
TPN

VCAM
VO,

WOB

XO

ZNS
ZVD

Systemic vascular resistance

TrissAmmonium-EDTA

Tissue Factor-Pathway Inhibitor
Thrombomodulin

Transforming growth factor beta
Tumour necrosis factor

Total parenteral nutrition

Vascular adhesion molecule
Oxygen consumption/uptake

Work of breathing
Xantine Oxidase

Zentralnervensystem
Zentralvenoser Druck
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8 Anhang: Verzeichnis der Labor- und Messparameter

8.1 Liste der verwendeten ELISA

Variablen der Fibrinolyse
Medgenix Diagnostics S.A., Fleurus, Belgien
Gewebe-Plasminogenaktivator-Antigen (t-PA-Ag), Normalbereich im Plasma <5 pg/ml
Plasminogenaktivator-Inhibitor (PAI-1), Normalbereich im Plasma <5 pg/ml
Variablen der Immunologie
BioSource Deutschland GmbH, Ratingen, Deutschland
Tumour necrosis factor alpha (TNFa), Normalbereich im Plasma <10 pg/ml
Tumour necrosis factor alpha Rezeptor | (TNFa rl), Normalbereich im Plasma <2 ng/ml
Tumour necrosis factor alpha Rezeptor Il (TNFa rll), Normalbereich im Plasma <5 ng/ml
Interleukin 1 beta (IL-18), Normalbereich im Plasma <3,9 pg/ml
Interleukin 2 (IL-2), Normalbereich im Plasma <1,1 U/ml
Interleukin 2 Rezeptor (IL-2r), Normalbereich im Plasma <650 U/ml
Interleukin 6 (IL-6), Normalbereich im Plasma <300 ng/ml
Interleukin 8 (IL-8), Normalbereich im Plasma <10 pg/ml
Interleukin 10 (IL-10), Normalbereich im Plasma <50 pg/ml
Transforming growth factor beta (TGF-b), Normalbereich im Plasma <10 ng/ml

Prostaglandin 2 alpha (PGE,a), Normalbereich im Plasma <1,5 pg/ml

Tabelle 21: Liste der verwendeten ELISA und ihre Hersteller.
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8.2 Liste der verwendeten Labormaterialien

8.2.1

8.2.2

8.2.3

DNA-Isolation

Kernextraktionspuffer (100 ml):

10,95 g Saccharose

0,5ml 1 M MgCl,

1 ml Triton X-100

1ml 1M Tris pH 8,0

anschlieRend steril filtrieren und bei 4 °C lagern
DNA-Extraktionspuffer (100 ml):

4ml 1M Tris pH 8,0

4ml0,5MEDTApH 8,0

2ml 5 M NaCl

anschlieRend steril filtrieren und bei 4 °C lagern
Proteinase K: Fa. Boehringer, Ingelheim

RNAse A: Fa. New England Biolabs, Beverly/Massachusetts, USA

PCR

Thermocycler: Omnigene Hybaid, Heidelberg, Deutschland
MJ PTC 225 Tetrad, MJ Research, USA

TAQ-Polymerase: Fa. QIAGEN, Hilden, Deutschland

Nukleotide: Fa. QIAGEN, Hilden, Deutschland

Primer: Fa. Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Gelelektrophorese: Fa. Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Agarose: Fa. Biozym, Hamburg, Deutschland

Autoradiographische Detektion

T4-PNK: Amersham, Braunschweig, Deutschland

Nitrocellulose Hybond N+: Amersham, Braunschweig, Deutschland
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8.2.4 MALDI-TOF MS

genopure ds: Bruker Saxonia Analytik, Leipzig, Deutschland
Thermosequenase: Amersham, Braunschweig, Deutschland
Cycle-sequencing-Kit: Amersham, Braunschweig, Deutschland
genopure oligo: Bruker Saxonia Analytik, Leipzig, Deutschland
Anchor-Chip: Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland

Scout MTP lonenquelle: Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland
BIFLEX Il MALDI-TOF: Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland

genotools™ SNP-Manager: Bruker Saxonia Analytik, Leipzig, Deutschland



9 Studienpatienten

9.1 Biometrische Daten, Genotyp, Scores
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Code Code PCR-Nr. | Sepsis | Eintritt] Outcome | Alter | KG | Sex| ISS|PTS| MOD| Apache Il
PAI-1 Tag
Promotor 4G / 5G
Polymorphismus
P-1 4G/AG ja 5 gestorben| 38 | 84| M |56] 64| 4 48
P-2 4G/5G nein 0 Uberlebt | 35 | 72| M | 38] 42| 3 34
P-3 4G/5G nein 0 Uberlebt | 27 | 70| M | 39] 39| 6 43
P-4 4G/5G nein 0 Uberlebt | 36 | 84| M | 18] 26| 3 35
P-5 4G/5G nein 0 Uberlebt | 47 | 80| M | 21| 28 2 19
P-6 4G/4G ja 3 gestorben] 34 1 80| M | 57| 63 5 65
P-7 5G/5G nein 0 Uberlebt | 21 § 64| W |45] 50| 5 45
P-8 5G/5G ja 6 gestorben| 57 | 75| M | 31] 46 3 25
P-9 4G/5G ja 7 gestorben| 43 80| W |[35] 30| 3 26
P-10 4G/5G nein 0 Uberlebt | 42 190 M | 23] 39| 2 19
P-11 5G/5G nein 0 tberlebt | 18 1 62| W | 23] 26] 3 32
p-12 5G/5G nein 0 dberlebt | 35 J100] M | 36] 40] 3 27
P-13 5G/5G nein 0 gestorben| 48 | 70| W | 53] 61 6 38
P-14 4G/5G nein 0 Uberlebt | 21 J 75| W ([24]35] 4 46
P-15 4G/4G ja 5 gestorben| 49 | 80| M | 49] 59 3 55
P-16 4G/AG ja 6 gestorben| 34 | 78| M| 56] 62| 4 46
P-17 4G/AG ja 5 gestorben| 46 | 81| M |42] 50| 3 63
P-18 4G/4G ja 6 gestorben| 39 | 73| M | 48] 60| 3 49
P-19 4G/5G ja 7 gestorben] 42 1100| M | 47] 40| 2 32
P-20 4G/5G nein 0 Uberlebt | 31 | 95] M | 25| 35 5 38
P-21 4G/AG nein 0 uberlebt { 27 1 65] M [12] 34] 5 22
pP-22 4G/AG ja 6 gestorben| 42 | 71| W |34] 38| 4 46
P-23 5G/5G nein 0 uberlebt { 56 | 79 | W [ 18] 23] 2 23
pP-24 4G/5G nein 0 Uberlebt | 44 § 65| W | 19] 18] 3 31
P-25 5G/5G nein 0 Uberlebt | 38 J100f M | 16] 19| 4 37
P-26 4G/5G nein 0 tberlebt | 33 J100] M | 26| 21| 2 47
pP-27 4G/4G ja 6 gestorben] 34 185| M |15] 19| 7 58
p-28 4G/4G ja 7 tberlebt | 74 1 80| W | 25| 49] 6 52
P-29 4G/4G ja 6 dberlebt | 33 100 M | 25]| 33] 6 45
P-30 5G/5G nein 0 Uberlebt | 28 | 66 | W | 22] 19| 5 45
P-31 4G/4G ja 6 Uberlebt | 18 1 80| M | 15] 15| 3 28
P-32 4G/4G nein 0 Uberlebt | 35 | 83| M | 24] 26| 4 36
P-33 4G/5G nein 0 Uberlebt ] 35 | 59| W |16] 21| 2 35
P-34 4G/5G ja 6 Uberlebt | 29 | 73| W | 25] 22| 3 41
P-35 4G/5G nein 0 Uberlebt | 49 | 83| M | 24| 26 3 36
P-36 4G/5G nein 0 uberlebt { 26 184 ] M [19] 16| 2 36
pP-37 4G/5G nein 0 Uberlebt | 33 | 62 ] W | 20| 18 3 48
P-38 4G/5G nein 0 uberlebt { 68 ] 65] M [17] 16| 5 54
P-39 4G/5G ja 8 gestorben| 64 | 90| W | 22] 29 3 34
P-40 5G/5G nein 0 uberlebt { 46 | 71 ] W [18] 20| 2 35
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Tabelle 22: Die 65 Patienten der Studie im Verlauf ihrer Intensivtherapie.

P-41 4G/4G ja 9 Uberlebt | 34 | 70| M | 13] 30| 6 21
P-42 4G/5G ja 9 Uberlebt | 36 | 81| M | 10] 12| 3 27
P-43 5G/5G nein 0 Uberlebt | 37 | 88| M | 37] 26| 3 38
P-44 4G/5G nein 0 Uberlebt | 19 | 53| W | 39] 41| 4 43
P-45 4G/5G ja 4 gestorben| 32 | 61| W | 58] 67 5 53
P-46 4G/5G nein 0 Uberlebt | 47 | 84| M | 41] 38| 3 57
P-47 4G/5G ja 4 gestorben| 57 | 73| W | 58] 72| 5 58
P-48 4G/5G ja 4 gestorben| 41 | 89| M | 63] 65 5 68
P-49 4G/4G ja 6 Uberlebt | 22 | 78| M | 38] 31| 4 48
P-50 4G/4G ja 4 gestorben] 51 | 76 | W |55]|64] 5 59
P-51 5G/5G nein 0 Uberlebt | 55 | 71| W | 42] 36| 4 48
P-52 4G/5G ja 4 gestorben| 23 | 60 | W | 48] 68 5 48
P-53 5G/5G nein 0 tberlebt | 33 J 91| M | 36] 44| 4 36
P-54 4G/5G nein 0 Uberlebt | 39 | 881 M | 46] 48 3 39
P-55 4G/AG ja 7 gestorben| 61 | 73| M | 34| 38 5 44
P-56 5G/5G ja 5 Uberlebt | 46 185 M 119|127 3 39
P-57 4G/5G nein 0 Uberlebt | 41 1 79 M | 38| 34| 4 24
P-58 4G/5G ja 3 Uberlebt | 19 | 78| M | 59| 64| 5 66
P-59 4G/4G ja 9 gestorben| 25 | 66 | W | 32| 42 3 42
P-60 4G/AG nein 0 gestorben| 31 | 69| W | 19] 21 2 35
P-61 4G/4G ja 5 Uberlebt | 33 | 83| M | 33] 39| 2 42
P-62 4G/5G ja 8 Uberlebt ] 33 | 85| M | 15] 19| 3 27
P-63 4G/5G nein 0 tberlebt | 63 1 90 W | 23] 20| 3 22
P-64 4G/5G ja 5 Uberlebt | 22 | 86| M | 43] 30| 6 34
P-65 4G/5G nein 0 uberlebt | 25 | 78 | W [26] 21| 4 33




93

10 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Injury-Severity-Score (ISS) nach Baker et al. (1974) 8
Tabelle 2: Polytrauma-Schliissel (PTS) nach Oestern et al. (1991) 9

belle 3: Klinische Kriterien d i und d iscl hocl 26
Tabelle 4: MOD-Score nach Marshall (1994). 27
Tabelle 5: APACHE Ill-Score nach Knaus et al. (1991). 29
Tabelle 6: Codierung der Genotypen, 49
Tabelle 7: Morphometrische Daten der Patientengruppen, 51
Tabelle 8: Verteilung der Unfallmechanismen. 52

bell o | I : bei PAI-1- - 55
Tabelle 12: Sepsis 56

belle 13: Hiufiakei - vsfunkii I : 56
Tabelle 14: Verteilung der PAI-1-Genotypen. 57

Tabelle 15: Patienten verstorben/uberlept, = 57

Tabelle 16: Sepsis. 58

Tabelle 17: MOD. 58

belle 18: PAL-1- iederhol i 62

Tabelle 19: Multiplikatoren zur Risikobeurteilung. 63
Tabelle 20: Risikoskala des PAI-1-Genotyps. 63
Tabelle 21: Liste der verwendeten ELISA und ihre Hersteller. 88

belle 22: Di : I e lauf i il : 92



94

11 Abbildungsverzeichnis

14

17

19

36

38

41

43

43

44

45

- - - 46
Abbildung 12: Plasmaspiegel PAI-1 59
Abbildung 13: Plasmaspiegel t-PA, 60
Abbildung 14: Plasmaspiegel TGF-beta, = 60
Abbildung 15: Plasmaspiegel TNF-alpha. 61

Abbildung 16: Plasmaspiegel IL-1 beta 61




12 Lebenslauf

Personliche Daten
geboren am
Staatsangehdrigkeit

Eltern

Ausbildungsdaten

Schulausbildung

Zivildienst

Berufsausbildung

Studium

13.07.1968 in Bad Nauheim
deutsch
Geoffrey R. Little

Christina Little

1974-1978 Grundschule in Reichelsheim / Wett.
1978-1984 Augustinerschule in Friedberg, Gymnasium
1984-1987 Johann-Philipp-Reis Schule in Friedberg,

Abschluss: Abitur

1988-1989

1990 Rettungssanitater

1993 Praxisanleiter im Rettungsdienst
1994 Anerkennung als Rettungsassistent

Humanmedizin an der JLU GielRen 1992 bis Mai 2001

1996 Physikum
1998 1. Staatsexamen
2000 2. Staatsexamen

Mai 2000 Praktisches Jahr

Mai 2001 3. Staatsexamen

95



Berufstatigkeit

Arzt im Praktikum,
Abteilung Anaesthesiologie,
Intensivmedizin, Schmerztherapie
am Universitatsklinikum GiefRen
(Leiter: Prof. Dr. Dr. h.c. G. Hempelmann)
Juli 2001 bis Dezember 2002

seit Januar 2003 Assitenzarzt,
Abteilung Anaesthesiologie,
Intensivmedizin, Schmerztherapie
am Universitatsklinikum Giel3en

(Leiter: Prof. Dr. Dr. h.c. G. Hempelmann)

96



97

13 Danksagung

Mein ganz besonderer Dank gilt:

Herrn PD Dr. T. Menges,

fur die ausgesprochen engagierte Betreuung dieser Arbeit, der Begleitung mit Rat und
Tat meiner ersten beruflichen Schritte und dem hohen Mal} an persénlichem Engage-

ment Uber Berufliches hinaus.

Herrn Prof. Dr. Dr. h.c. G. Hempelmann,

mochte ich fir die freundliche Uberlassung des Themas und die mir erwiesene groRzii-

gige Unterstttzung herzlich danken.

Herrn Dr. M. Kostrzewa,

(Bruker Daltonik Bioanalytik GmbH, Leipzig),

fur die Einarbeitung in die Grundlagen molekularbiologischer Verfahren und fir die
praktische Hilfestellung bei der Durchfiihrung der molekulargenetischen Untersuchun-

gen.

Herrn Dr. F. Stahl,
(Gesellschatft fuir biotechnologische Forschung, Braunschweig)

far ,, Tipps und Tricks* aus der Molekularbiologie.

Herrn Dr. En-lieng Lau (Tainan, Taiwan),

fur die gute Gesellschaft und manch gutes Essen bei langen Labornéachten.

Frau Dr. T. Langefeld, Herrn J. Stricker und Herrn O. Bbning

fur die ausgesprochen angenehme und freundschaftliche Zusammenarbeit bei der

Durchflihrung unserer gemeinsamen Studien.

Frau B. Weber,
fur ihr stets groRzlgiges Entgegenkommen bei technischen und organisatorischen Fra-

gen des Laboralltags.



98

Herrn Dipl. Math. J. Reitze und Herrn Dipl. Math. M. Mogk,
(Buro fur Statistik, Giel3en),

fur die bereitwillige Unterstiitzung bei der Durchfiihrung der aufwéandigen biometri-

schen Verfahren zur Analyse der klinischen und experimentellen Daten.

Meiner Familie, insbesondere meiner lieben Frau Maren und meinem Sohn Niklas, die

durch ihre groRe Unterstitzung, Geduld und Anteilnahme das Zustandekommen dieser

Arbeit mit erméglicht haben.



