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1 Zusammenfassung

In dieser klinisch-experimentellen Arbeit wurde prospektiv die Aktivierung von CD4+
regulatorischen T-Zellen (CD4+ Tregs) und Th17-Zellen in Polytraumapatienten untersucht, die
Ergebnisse wurden mit der Expansion und Aktivierung von Thrombozyten korreliert. Traumata
stellen die haufigste Haupttodesursache in jungen Menschen unter 45 Jahren dar, dabei spielt
die Dysregulation des Immunsystems vor allem fiir die spate Mortalitdt eine entscheidende
Rolle. Wahrend in den letzten Jahrzehnten ein deutlicher Fortschritt in der direkten
Versorgung von Traumata zu verzeichnen ist, hat sich bei der Diagnostik und Therapie
traumabedingter immunologischer Dysbalancen bisher wenig getan. Ziel dieser Arbeit war die
Charakterisierung der Aktivierung von CD4+ Tregs und Th17-Zellen nach Trauma, die
Phanotypisierung der thrombozytdren Gerinnung, sowie die Analyse deren Zusammenhang.
AulRerdem wurde parallel dazu die plasmatische Gerinnung untersucht. Dazu wurden in einer
nicht-interventionellen klinischen Studie periphere Blutentnahmen zu neun verschiedenen
Zeitpunkten, ab der Ankunft im Schockraum bis zehn Tage nach Aufnahme in der Klinik,
untersucht. Zur Analyse der Expression von Aktivierungsmarkern wurden CD4+ Tregs und
Th17-Zellen mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern gegen CD69, CD62L, TNF-Rezeptor I, und
GITR angefarbt und mittels Durchflusszytometrie ausgewertet. Die Thrombozytenfunktion
und plasmatische Gerinnung wurden mittels Rotationsthromboelastometrie (ROTEM®)
analysiert. AuBerdem wurden klinische Parameter und Daten aus Standard-Laborkontrollen
zur Auswertung herangezogen. Dabei zeigte sich ein signifikanter Anstieg der CD69 Expression
sowohl auf CD4+ Tregs, wie auch auf Thl7-Zellen. Trotz unveranderter thrombozytarer
Aktivierungsmarker zeigte sich ein deutlicher, signifikanter Anstieg der Thrombozytenzahl bei
gleichzeitig abfallender thrombozytarer Gerinnungsfunktion. Daneben zeigte sich eine
deutliche Zunahme der plasmatischen Gerinnungsfunktion. Wir konnten somit erstmals eine
posttraumatische thrombozytare Dysfunktion, sowie einen signifikanten Anstieg der
Thrombozytenzahl, die signifikant mit dem Anstieg der Expression von CD69 auf CD4+ Tregs
und Th17-Zellen korrelierte, nachweisen. Gleichzeitig stieg der Beitrag der plasmatischen
Gerinnungsfaktoren zur Gerinnungsfunktion. Diese Erkenntnisse sollen dazu beitragen, das
Verstandnis der posttraumatischen Interaktion zwischen CD4+ Tregs und Thrombozyten im
Menschen zu verbessern, um zukinftig immunologische Dysbalancen nach Trauma friiher

diagnostizieren und besser behandeln zu kénnen.
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5 Einleitung

5.1 Polytrauma

Mehr als 5 Millionen Menschen sterben jahrlich an den direkten und indirekten Folgen von
Verletzungen. Das entspricht neun Prozent aller weltweiten Todesfalle (WHO, 2014). Bei
jungen Menschen in der Altersgruppe bis 45 Jahre stellen Verletzungen die haufigste
Todesursache dar (MacKenzie, 2000; D. D. Trunkey, 1983; Wick et al., 1997). Dabei
verursachen Unfalle und Verletzungen in den USA einen groReren Verlust an Lebensjahren,
als Krebs und Herzerkrankungen (Donald D. Trunkey, 1983). Ein Polytrauma bezeichnet dabei
mehrere gleichzeitig entstandene Verletzungen verschiedener Kdrperregionen, von denen
mindestens eine oder die Kombination mehrerer Verletzungen lebensbedrohlich ist
(Definition nach Harald Tscherne). Neben den rein medizinischen Kosten sind auch die
wirtschaftlichen Kosten, die durch Folgen von Unféllen und Verletzungen entstehen, nicht zu
vernachldssigen. So schatzt die Amerikanische Vereinigung fir Unfallchirurgie, dass die mit
Verletzung verbundenen Todesfalle die Vereinigten Staaten allein im Jahr 2005 136 Milliarden
Dollar gekostet haben (http://www.aast.org/Generallnformation/costofinjury.aspx).
Wahrend die frihe Mortalitdt nach Trauma hauptsachlich bedingt ist durch primare
Hirnverletzungen oder erheblichen Blutverlust, ist die spate Mortalitdt vornehmlich auf
sekundare Hirnverletzungen oder eine beeintrachtigte Immunfunktion zurickzufihren (Keel
& Trentz, 2005). Die genauen Mechanismen dieser Immunaktivierung nach Polytrauma sind
bis heute noch wenig verstanden und bediirfen dringend weiterer Grundlagenforschung, um

in Zukunft Diagnostik und Therapie schwer verletzter Patienten zu verbessern.
5.2 SIRS, CARS, und MODS

Schwere Verletzungen gehen haufig mit einem erheblichen Gewebeschaden einher. Diese
Gewebeschadigung aktiviert das Immunsystem zunachst nur lokal, kann sich im Verlauf
allerdings auch systemisch ausbreiten. Wird dann keine Homdostase zwischen pro- und anti-
inflammatorischen Mediatoren mehr hergestellt, kann sich daraus ein systemisches
inflammatorisches Response-Syndroms (SIRS) entwickeln. Ein SIRS, eine systemische
Entziindungsreaktion des Organismus, stellt einen entscheidenden Risikofaktor fiir die hohe
Mortalitdt nach schweren Verletzungen dar (Lenz et al., 2007). Bis zu 90 Prozent der
Polytrauma Patienten entwickeln in der ersten Woche nach Trauma ein SIRS (Hoover et al.,

2006). Vor allem Zellen und Mediatoren des angeborenen Immunsystems spielen hier eine
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wichtige Rolle. Hauptsachlich involviert bei der Entwicklung eines SIRS sind
polymorphonukledre Granulozyten (PMN), Monozyten und Lymphozyten; aber auch
Makrophagen, Parenchymzellen und natirliche Killerzellen (NK-Zellen) sind in dem
komplexen Prozess der Immunantwort beteiligt (van Griensven et al., 2003). Durch die
gleichzeitige Aktivierung von neutrophilen Granulozyten und Endothelzellen kdnnen
Endothelschdden entstehen (Neunaber et al., 2011). Als Entziindungsmediatoren werden vor
allem die pro-inflammatorischen Zytokine IL-6, IL-8, TNF-a, und IL-1f ausgeschittet
(Neunaber et al., 2011). IL-6 triggert die Freisetzung von C-reaktivem Protein (CRP) und
Procalcitonin (PCT), hemmt die Apoptose von neutrophilen Granulozyten und aktiviert
natlrliche Killerzellen (Hildebrand et al., 2005), gleichzeitig wirkt es aber auch anti-
inflammatorisch, indem es die Freisetzung von I6slichen TNF-Rezeptoren und IL-1 Rezeptor-
Antagonisten fordert (Tilg et al.,, 1994; Xing et al., 1998). IL-6 Plasmakonzentrationen
korrelieren auBerdem mit dem Schweregrad des Traumas nach Injury Severity Score (ISS) und
werden als einer der besten Outcome-Parameter fir Polytrauma Patienten angesehen

(Gebhard et al., 2000).

Ein SIRS kann dabei Organe schadigen, die keinen Bezug zum urspriinglichen Trauma haben
und zu Akutem Lungenversagen (ARDS), Akutem Nierenversagen (ANV), Schock, und bis hin
zu einem Multiorganversagen (MODS) fiihren. Dabei geht man davon aus, dass das primére
Trauma das Immunsystem derart beeinflusst, dass ein zweites relativ harmloses Ereignis
genligt, um eine starke systemisch Entziindungsreaktion und die Entwicklung eines MODS
auszulésen (Two-Hit Hypothesis) (Butt & Shrestha, 2008). Ein MODS ist ein schweres
Krankheitsbild, das einer intensivmedizinischen Behandlung bedarf, und dennoch haufig mit

einer Mortalitat von 30 bis 80 Prozent einhergeht (Baue et al., 1998).

Fir die Diagnose SIRS missen mindestens 2 der 4 folgenden Kriterien vorliegen (Herold,

2017):

1. Korpertemperatur > 38°C oder < 36°C (Hyperthermie oder Hypothermie)
2. Herzfrequenz > 90/min (Tachykardie)

3. Atemfrequenz = 20/min (Tachypnoe) oder Hyperventilation mit pCO2 < 32 mmHg

4. Leukozyten im Blutbild > 12.000/ul (Leukozytose) oder < 4.000/ pl (Leukopenie) oder

Linksverschiebung (> 10% unreife Granulozyten im Differentialblutbild)
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Die Griinde flr ein SIRS kénnen vielfaltig sein und umfassen unter anderem: Bakterielle
Infektionen, Traumata, Verbrennungen, Pankreatitis, Blutungen, groRe Operationen und

andere schwere Erkrankungen.

Das Immunsystem versucht dieser systemischen Entziindung mit einer kompensatorischen
Reaktion entgegenzuwirken. Diese Reaktion, als kompensatorisches anti-inflammatorisches
Response-Syndrom (CARS) bezeichnet, ist eine komplexe Reaktion des Immunsystems, bei der
dieses kompensatorisch gehemmt wird (Bone, 1996a, 1996b). Dabei werden anti-
inflammatorische Mediatoren freigesetzt werden, unter anderem IL-4, IL-10, IL-13, und
Transforming Growth Factor-f8 (TGF- ) (Collighan et al., 2004; Cox, 1996; Ertel et al., 1996).
Einer der bedeutendsten Mediatoren ist dabei sicherlich IL-10, das verschiedene
immunsuppressive Funktionen aufweist (Oberholzer et al.,, 2002), und nicht nur T-Zell
Populationen beeinflusst, sondern vor allem auch durch die Herunterregulation von TNF
immunsuppressiv wirkt (MacNeil et al., 1990). Dabei hat IL-10 im Tiermodell allerdings sowohl
positive (Howard et al., 1993), als auch negative Auswirkungen (Steinhauser et al., 1999) auf
das Outcome nach Sepsis gezeigt. Auch Lymphozyten spielen eine wichtige Rolle,
insbesondere CD4+ regulatorische T-Zellen (CD4+ Tregs), die die T-Zell Antwort unterdriicken,
und natdrliche Killerzellen, sowie gamma-delta T-Zellen hemmen (Ward et al., 2008).
Wadhrend man friher noch ein zweiphasiges Modell der posttraumatischen Immunreaktion
annahm (Moore et al., 1996), geht man heute davon aus, dass pro- und anti-inflammatorische
Reaktionen parallel ablaufen (Hotchkiss et al., 2013). Normalerweise liberwiegen die positiven
Wirkungen dieser Mediatoren. Erst ein Ungleichgewicht zwischen diesen Kraften ist schadlich
und kann zu Schock, Barriere- und Gerinnungsstorungen, sowie Anergie und
Immunsuppression fiihren. Pro- und anti-inflammatorische Mediatoren kénnen sich dabei
gegenseitig verstarken und zu zunehmend destruktiver immunologischer Dissonanz fiihren

(Bone, 1996a).
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Abbildung 1: Immunologische Dysbalancen nach Trauma: Schwere Traumata kénnen ein Ungleichgewicht zwischen pro- und
anti-inflammatorischen Reaktionen auslésen. Dysbalancen in der Immunregulation kénnen zu Organschéden bis hin zu
Multiorganversagen, oder auch zu Infektionen fiihren (Abb. entnommen aus: Stoecklein, Osuka, & Lederer, 2012).

5.3 Immunsystem

5.3.1 Einleitung

Polytraumata gehen einher mit deutlichen Veranderungen im Phanotyp und
Aktivierungsprofil von zirkulierenden Lymphozyten (Walsh et al., 2000). Besonders Th17-
Zellen und CD4+ Tregs sind bei der Kontrolle von Immunantworten von Bedeutung und

werden durch Verletzungen und Sepsis beeinflusst (Venet et al., 2008).
5.4 Th17-Zellen

5.4.1 Funktion

Th17-Zellen sind ein Subtyp von T-Helferzellen, die in der Abwehr von Bakterien (vor allem
extrazellularen bakteriellen Infektionen) und Pilzen beteiligt sind, und auch in der
Pathogenese von Autoimmunerkrankungen eine Rolle spielen; die Oberflachenexpression von
IL-17A ist dabei ein spezifischer Marker von Th17-Zellen (Brucklacher-Waldert et al., 2009).
Sie sind in vielen Bereichen des erworbenen Immunsystems die Hauptquelle fir IL-17 (Park et
al., 2005) und kénnen durch dessen Sekretion die Aktivierung von CD8+ T-Zellen bewirken
(Martin-Orozco et al., 2009). Insbesondere auch nach schweren Traumata konnte gezeigt
werden, dass die Expression von IL-17A auf Th17-Zellen deutlich zunimmt (Hefele et al., 2019).
Weitere Sekretionsprodukte sind IL-17F, IL-21, IL-22, IL-6, und TNF-a. Rezeptoren fiir diese
Zytokine befinden sich auf verschiedensten Immunzellen, darunter neutrophile Granulozyten,
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Lymphozyten, Epithel-, Endothel-, und Fibroblastenzellen. Die sezernierten Botenstoffe
fihren in den Zielzellen zu Entziindungsprozessen und zum Einwandern von weiteren

Immunzellen ins betroffene Gewebe.

5.4.2 Entwicklung

Th17-Zellen entwickeln sich aus naiven T-Helferzellen. Fir ihre Entwicklung, Differenzierung
und Uberleben stellen TGFp, IL-6, IL-21, und IL-23 wichtige Faktoren dar (Serrano Hernandez,
2009). AuRerdem wird fir deren Differenzierung eine Reihe von Transkriptionsfaktoren
bendtigt, darunter signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3), retinoid acid
receptor-related orphan receptor gamma (RORy), und nuclear factor kappa-light-chain-

enhancer of activated B cells (NF-kB) (Dong, 2011; Jin & Dong, 2013).

CD4+ Tregs spielen bei der Regulation von Thl7-Zellen eine wichtige Rolle. Die beiden
Subtypen beeinflussen sich gegenseitig, und vor allem das Verhaltnis von Th17-Zellen zu CD4+
Tregs scheint einen bedeutenden Einfluss auf die Entwicklung und das Outcome von

inflammatorischen und autoimmunen Erkrankungen zu haben (Noack & Miossec, 2014).
5.5 CD4+ regulatorische T-Zellen

5.5.1 Funktion

CD4+ regulatorische T-Zellen (CD4+ Tregs) stellen eine Subgruppe von T-Zellen dar, die anti-
inflammatorische Wirkung auf den Organismus zeigen und damit zur Selbsttoleranz des
Immunsystems beitragen. Sie wurden zuerst charakterisiert durch die Expression von CD25
und machen ca. 10% der CD4-positiven T-Zellen aus (Stoecklein et al., 2012). Sakaguchi und
Kollegen zeigten 1995 zum ersten Mal, dass die Immunsuppression von einem Subset an T-
Lymphozyten ausgeht, die sowohl CD4, als auch CD25 exprimieren (Sakaguchi et al., 1995).
Seitdem begann die Forschung nach regulatorischen T-Zellen und deren Funktion, und ist in
den letzten zwei Jahrzenten deutlich gewachsen. CD4+ Tregs beeinflussen das Immunsystem
durch Zell-Zell-Kontakte sowie durch die Sekretion von Zytokinen. AuBerdem regulieren CD4+
Tregs die TLR-stimulierte Zytokinproduktion und beeinflussen so die inflammatorische

Reaktion nach Trauma (Murphy et al., 2005).

5.5.2 Entwicklung
CD4+ Tregs stammen wie alle T-Zellen aus dem Knochenmark und entwickeln und
differenzieren sich im Thymus weiter. Dort beginnt auch die Transkription von FoxP3 und die

Differenzierung in verschiedene Subtypen. CD4+ Tregs entwickeln dabei eine héhere TCR
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Diversitat als Effektor T-Zellen. Ein groBes Repertoire an TCR wird benétigt, damit eine
optimale Immunregulation durch CD4+ Tregs gewahrleistet werden kann (Fohse et al., 2011).
Die TCR-Spezifitat spielt eine entscheidende Rolle fiir die periphere Umwandlung von CD4+
Tregs und die Anpassung an die lokale Antigen-Landschaft (Lathrop et al., 2008). CD4+ Tregs
scheinen dynamisch auf lokale Antigen-Umgebung zu reagieren (Walker et al., 2003). TNF
kommt eine besondere Bedeutung bei der Regulation des Immunsystems zu, da es die
Aktivitat von CD4+ Tregs hemmt und damit deren immunsuppressive Funktion beeinflusst
(Valencia et al., 2006). Auch Umweltfaktoren beeinflussen mafigeblich die Entwicklung und
Differenzierung, Migration, und Funktion von regulatorischen T-Zellen; dabei spielen
klassische Zytokine eine entscheidende Rolle, aber auch andere Faktoren wie
Nahrungsmetabolite, Katabolite, Bakterienbestandteile und das Mikrobiom beeinflussen
Entwicklung und Funktion dieser Lymphozyten (Hoeppli et al., 2015). Auch Verletzungen
konnen CD4+ Treg Funktionen induzieren oder verstarken, und deren Entwicklung kann zur
Immunsuppression nach Verletzungen beitragen (Ni Choileain et al., 2006). Durch
Verbrennungsverletzungen beispielsweise werden TCR-Signalwege in regulatorischen T-

Zellen aktiviert (Hanschen et al., 2011).

Der Transkriptionsfaktor Forkhead Protein 3 (FoxP3) beeinflusst maRgeblich die Entwicklung
und Funktion der CD4+ Tregs (Wan & Flavell, 2007), weshalb dieser haufig als Marker fir die
Identifikation von CD4+ Tregs verwendet wird. FoxP3 wirkt dabei als Repressor der
Transkription und reguliert die Aktivitat von CD4+ Tregs (Schubert et al., 2001). AuBerdem
kommt ihm auch in der Entwicklung und Funktion von CD4+ Tregs eine entscheidende
Bedeutung zu (Fontenot et al., 2003; Hori et al., 2003). Allerdings ist FoxP3 nicht spezifisch fiir
CD4+ Tregs und wird auch auf anderen Lymphozytensubtypen exprimiert. Studien zeigten
auBerdem, dass die Spezifitat und Sensitivitdt von CD4+ CD127low Zellen vergleichbar ist mit
der von CD4+ FoxP3+ Zellen, und als Alternative zu Identifikation von CD4+ Tregs verwendet
werden kann, wobei diese Methode sogar mit weniger Antikérpern durchfiihrbar und

kostengtinstiger ist (Dasgupta et al., 2013).

5.5.3 Populationen

Man unterscheidet mindestens 5 Subgruppen von regulatorischen T-Zellen: CD4+ nTregs
inklusive inducing costimulator (ICOS)+ Tregs, CD4+ inducable/adaptive iTregs, CD4+ (IL)-10-
produzierende Typ 1 Tregs (Trl Zellen), CD8+ Tregs, und CD4+ IL-17-produzierende Tregs

(Zhang et al., 2014). Die genauen Rollen dieser Subpopulationen sind bisher allerdings noch
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nicht klar, und Gegenstand aktueller Forschung. In anderen Publikationen werden auBerdem
im Thymus gebildete tTregs von in der Peripherie aus naiven T-Zellen entstandenen pTregs
unterschieden. Die Nomenklatur der beschriebenen Subpopulationen ist bisher noch
uneinheitlich, konnte sich aber in Zukunft mit besserem Verstandnis derer Rollen und

Funktionsmechanismen angleichen.

Der Nutzen von CD4+ Tregs auf das Outcome nach SIRS und Sepsis ist dabei noch nicht
vollstandig geklart. Eine Studie am Mausmodell zeigte, dass der Transfer von in-vitro
stimulierten CD4+ Tregs im Sepsis-Modell protektiv war (Heuer et al., 2005). Andere Studien
konnten trotz Zunahme der Zellzahl und Steigerung der immunsuppressiven Funktion keinen
Nutzen fiir das Gesamtiberleben im Sepsis-Modell nachweisen (Scumpia et al., 2006;

Wisnoski et al., 2007).

5.5.4 Aktivierungsmarker CD69, CD62L, TNF-Rezeptor II, und GITR
CD69, CD62L, TNF-Rezeptor I, und GITR sind etablierte Aktivierungsmarker auf Lymphozyten.

CD69 ist ein Transmembran-Glykoprotein vom Typ |l, mit einer extrazellularen C-Typ-Lektin-
Bindungsdomane (Marzio et al., 1999). Es ist ein frihes Leukozytenaktivierungsmolekiil
(Sancho et al., 2005), und tragt Uber die Produktion von TGF-f und IL-2 zur Differenzierung
von CD4+ Tregs bei (Cibrian & Sanchez-Madrid, 2017). CD69 wird zu Beginn einer
Immunreaktion durch NF-kB hochreguliert und bei Aktivierung auf T- und B-Zellen exprimiert
(Risso et al., 1991). Es wird auf vielen hamatopoetischen Zellen exprimiert (Testi et al., 1994),
meist jedoch zum Nachweis einer Aktivierung von Lymphozyten und NK-Zellen verwendet. Im
Mausmodell zeigte CD69 eine TGF-Bl-vermittelte negative Rickkopplung auf

Immunreaktivitdt und Entziindungsreaktion (Sancho et al., 2003).

CD62L (L-Selektin) tragt in Immunreaktionen zur Leukozytenmigration bei (Wedepohl et al.,
2012). Es spielt eine wesentliche Rolle bei der Migration von Lymphozyten in lymphatisches

Gewebe und im Bereich von Entziindungsherden (Arbones et al., 1994).

TNF-RII (CD120) ist ein Membranrezeptor der Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor Superfamilie
und wird nur auf Lymphozyten, Gberwiegend auf regulatorischen T-Zellen, exprimiert. Er tragt
entscheidend zu Aktivierung, Proliferation und Funktion CD4+ Tregs bei, und scheint fir deren
immunsuppressive Aktivitdt sogar bedeutender zu sein als CD25 (Chen & Oppenheim, 2011).
TNF-RIl wird durch die Bindung von TNF-a aktiviert, was einen stimulierenden Effekt auf T-

Lymphozyten ausibt.
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Glucocorticoid-induced TNFR-related protein (GITR) ist ein ko-stimulierendes Immun-
Checkpoint-Molekdl. GITR spielt eine Schliisselrolle bei der Selbsttoleranz durch CD4+ Tregs,
hemmt das Uberleben von CD4+ Tregs und verlingert das Uberleben von T-Effektorzellen.
Studien zeigen, dass GITR eine entscheidende Rolle bei der immunologischen Selbsttoleranz

durch CD4+ Tregs spielt (Shimizu et al., 2002).

In vielen Studien werden die verwendeten Oberflachenantikorper als Marker fir die
Aktivierung von CD4+ Tregs verwendet, da sie bei deren Aktivierung vermehrt exprimiert
werden. Sie gelten daher als etabliert (Chen & Oppenheim, 2011; Grailer et al., 2009;
Ronchetti et al., 2004; Ziegler et al., 1994)

5.6 Thrombozyten

5.6.1. Einleitung

Thrombozyten sind zellkernlose Blutbestandteile, denen (zusammen mit den plasmatischen
Gerinnungsfaktoren) eine hohe Bedeutung bei der Blutstillung zukommt. Sie entstehen als
Abschnirungen von Megakaryozyten des Knochenmarks, sind bikonvex (Jain, 1975) und
haben einen Durchmesser von 2-3um (Paulus, 1975). Thrombozyten werden nur in
Sdugetieren gefunden, eine Thrombozytenanzahl von 150.000 — 450.000/ul gilt als
Normalwert. Neben ihrer Bedeutung fiir die Gerinnung spielen sie eine Rolle in Prozessen der
angeborenen (Gaertner & Massberg, 2016) und erworbenen (Hampton, 2018)

Immunreaktion.

5.6.2 Entstehung

Die Produktion von Thrombozyten wird durch Thrombopoetin reguliert, das in der Leber und
Niere gebildet wird (Deutsch & Tomer, 2006). Megakaryozyten produzieren taglich 10!
Thrombozyten, deren Lebensdauer durchschnittlich 8-10 Tage betragt (Harker et al., 2000;
Kaushansky, 2005). Abgebaut werden Thrombozyten vor allem in der Milz und Lunge, ein

geringer Teil auBerdem in der Leber.

5.6.3 Gerinnung

Man unterscheidet eine primadre von einer sekundidren Hamostase. Bei der primaren
Hamostase sind vor allem Thrombozyten beteiligt, wahrend fir die sekundare Hamostase im
Blutplasma enthaltene Gerinnungsfaktoren und Fibrin eine Rolle spielen. Man kann die

primdre Hamostase in Adhasion, Aktivierung, und Aggregation der Thrombozyten einteilen,
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wobei diese Phasen nicht strikt voneinander getrennt werden kénnen und sich gegenseitig

Uberschneiden.

Eine Thrombenbildung wird in intakten Gefdflen durch die endotheliale Freisetzung von
Stickstoffmonoxid (NO), Prostazyklin, CD39, sowie durch inhibitorische Rezeptoren auf der
Thrombozytenoberflache, intrazellulare inhibitorische Rezeptoren und weitere hemmende
Signalwege, verhindert (Jones et al., 2012; Marcus et al., 2005; Palmer et al., 1987). Bei einer
Endothelverletzung werden subendotheliale Strukturen freigelegt und Thrombozyten durch
Kollagen, von-Willebrand-Faktor (VWF), Thrombin, ADP und weitere Faktoren aktiviert. Die
Bindung von subendothelialem Kollagen an a2B1 und Glycoprotein VI (GPVI), sowie liber von-
Willebrand Faktor an allB3 und an Glycoprotein |b-IX-V fihrt dann zu Adhdsion und
Aktivierung der Thrombozyten (Dubois et al., 2006). Die Aktivierung fihrt zu einer
Morphologiedanderung der Thrombozyten, der Ausbildung von Pseudopodien, und der
Sekretion von intrazellularen Granula, die chemotaktisch weitere Thrombozyten an die Stelle
der Endothelverletzung anziehen. Thrombozyten interagieren aullerdem neben von-
Willebrand Faktor und Fibrin auch mit Thrombin, Faktor Va, Vlla, IX, X, XI, und Prothrombin
(Ahmad et al., 1992; Bouchard et al., 2010). Durch die Aktivierung der plasmatischen
Hamostase wird das, zuvor als ,weiRer Thrombus” bezeichnete, vorerst noch instabile
Gerinnsel stabilisiert. Es kommt schlieBlich zu einem Verschmelzen der Thrombozyten und
einer irreversiblen Aggregation. Da in das Netz aus Fibrin und Thrombozyten auch
Erythrozyten eingefangen werden, wird das so entstandene Gerinnsel dann als ,roter

Thrombus” bezeichnet.

Die Gerinnung mittels primarer und sekunddrer Hamostase dient allerdings nur
voriibergehend der Unterbrechung der Blutung. Langfristig wird das geschadigte Gewebe
durch Reparaturprozesse ersetzt. Physiologische Prozesse tragen zum Umbau des Gewebes
bei. Das Gerinnsel wird mittels Plasmin, das als proteolytisches Enzym Fibrin in |6sliche
Polypeptide spaltet, aufgelost. Plasmin spaltet auch Fibrinogen, Prothrombin, und die
Gerinnungsfaktoren V, VIII, IX, XI, und XlII (Schmidt, 2011). Die Thrombozyten werden im
Verlauf phagozytiert (Movat et al., 1965).

5.6.4 Immunfunktion

Neben ihrer Rolle bei der Blutgerinnung, haben Thrombozyten auch Einfluss auf angeborene
und erworbene Immunreaktionen (Weyrich & Zimmerman, 2004). Sie sind an entziindlichen
Prozessen beteiligt, interagieren mit Bakterien (Kerrigan & Cox, 2010) und kénnen bakterielle
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Peptidoglykane und Lipopolysaccharide Uber Toll-like Rezeptoren wie TLR2 und TLR4,
erkennen (Semple et al., 2011). AuRerdem konnen bei Aktivierung durch die Expression von
Oberflachenrezeptoren und Freisetzung verschiedener Molekiile, Immunantworten verstarkt
werden (Semple et al., 2011). Eine Ubersicht iber von Thrombozyten ausgeschiitteten
Mediatoren bei Entziindungen zeigen Klinger und Jelkmann (Klinger & Jelkmann, 2002). Uber
den Einfluss von Thrombozyten auf das Outcome in SIRS und Sepsis gibt es in der Literatur
widerspriichliche Daten. Einerseits tragen Thrombozyten zur Hyperinflammation, Sepsis und
Mikrothrombose bei, und sind dariiber hinaus an der Entwicklung Sepsis-bedingter
Komplikationen wie Akutem Nierenversagen oder Akutem Lungenversagen beteiligt (de
Stoppelaar et al., 2014). Klinische Daten zeigten einen Zusammenhang zwischen der
Behandlung mit Thrombozytenaggregationshemmern und einer verringerten Kurzzeit-
Mortalitadt, niedrigerer Pravalenz von Akutem Lungenversagen, und geringerer Notwendigkeit
einer intensivmedizinischen Behandlung (Akinosoglou & Alexopoulos, 2014). Andererseits
war eine erhéhte Thrombozytenfunktion in einer klinischen Studie mit einer verringerten

Mortalitat assoziiert (Adamzik et al., 2012).

Durch die Aktivierung der Gerinnung kénnen Infektionen eingegrenzt werden, was als
Immunthrombose bezeichnet wird, und dazu dienen soll, die Ausbreitung von Infektionen
lokal zu kontrollieren (Gaertner & Massberg, 2016). Thrombozyten kdnnen darliber hinaus
direkt die Aktivitdt von Neutrophilen, Endothelzellen und Lymphozyten beeinflussen, sie
kénnen zusammen mit Neutrophilen die Freisetzung von neutrophil extracellular traps (NETs)
induzieren, und pathogene Krankheitserreger internalisieren und infizierte Zellen direkt
abtoten (Jenne et al., 2013). Sie verbessern nicht nur die Antigenprasentation und die CD8+
T-Zell Reaktionen, sondern haben auch eine Bedeutung bei der T-Zell abhdangigen humoralen
Immunitat (Elzey et al., 2005). Thrombozyten regulieren besonders auch die Immunantworten
durch Thl, Th17, und regulatorische T-Zellen, wobei sie fordernd auf regulatorische T-Zellen
wirken, auf die Aktivierung von Th1/Th17-Zellen jedoch einen biphasischen Einfluss zu haben
scheinen (Zhu et al., 2014). Dabei spielen Zell-Zell-Kontakte, verschiedene Chemokine, wie
Platelet factor 4, aber auch die Expression des CD40 Liganden eine Rolle (Gerdes et al., 2011;
Lievens et al., 2010; C. Y. Liu et al., 2005). In SIRS und Sepsis wird hadufig eine Aktivierung von
Thrombozyten gefunden, wobei eine Thrombozytopenie mit einem schlechten Outcome
assoziiert ist (Katz et al.,, 2011; Russwurm et al., 2002; Vincent et al., 2002). Die

Thrombozytenaktivierung kann dartiber hinaus einen Hinweis auf die spatere Entwicklung von
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Multiorganversagen geben (Lundahl et al., 1998). Durch Sepsis wird allerdings auch die
thrombozytare Gerinnungsfunktion beeinflusst und die VEGF-Freisetzung erhoht (Yaguchi et

al., 2004).

Darilber hinaus sind Thrombozyten in chronisch inflammatorischen Prozessen wie Synovitis

oder Rheumatoider Arthritis involviert (Boilard et al., 2010).

5.6.5 Trauma

Thrombozyten beeinflussen die Gerinnung nach schweren Traumen maligeblich (R. A.
Davenport & Brohi, 2009). Verletzungen fiihren zu einer erhéhten Thrombozytenaktivierung
und schnelleren Adhasion und Aggregation (R. Davenport, 2013). Schwere Verletzungen
fihren normalerweise zu einer verstarken Thrombozytenaktivierung und -funktion (Jacoby et
al., 2001). Allerdings weisen einige Studien auf eine thrombozytadre Dysfunktion nach Trauma

hin (Kutcher et al., 2012).

Die Inzidenz von Gerinnungsstorungen nach Trauma ist hoch, und gilt als unabhéangiger
Pradiktor fur die Mortalitait (Macleod et al.,, 2003). Schon eine leicht verminderte
Thrombozytenaktivierung scheint ein Zeichen fiir eine Koagulopathie zu sein, die mit einer
erhohten Mortalitdt in Traumapatienten einhergeht (Solomon et al., 2011). Auch eine erhdhte
Thrombozytenaktivierung mit verminderter Thrombozytenfunktion ist mit erhohter
Mortalitat assoziiert (Jacoby et al., 2001). In einer deutschen Studie mit 8724 Patienten war
das Vorliegen einer Trauma-bedingten Koagulopathie mit der Verletzungsschwere und einem
verminderten Outcome assoziiert (Maegele et al., 2007). Und Brown und Kollegen zeigten in
einer klinischen Studie, dass die Thrombozytenzahl umgekehrt mit der 24-Stunden Mortalitat

und Transfusion von Blutprodukten korrelierte (Brown et al., 2011).
5.7 Durchflusszytometrie

5.7.1 Einleitung

Durchflusszytometrie ist ein Verfahren, das die Analyse von in Flissigkeit suspendierten Zellen
oder Partikeln erlaubt (Shapiro, 2003). Dabei wird mittels Laserstrahlen idealerweise jede
Zelle einzeln erfasst und anhand des Streulichts, das fur verschiedene Zellen charakteristisch
ist, analysiert. Es konnen auBerdem Zellen mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert werden, um
besondere Eigenschaften zu analysieren. Dariber hinaus sind bestimmte Gerate fahig, Zellen
anhand derer Eigenschaften oder Fluoreszenzmarkierung in unterschiedliche GefaRe zu

sortieren (sog. Flow Sorter) (Cossarizza et al., 2017).
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5.7.2 Prinzip

Zellen oder Partikel, die zuvor in einer FlUssigkeit suspendiert und gegebenenfalls mittels
Fluoreszenzantikdrpern markiert wurden, werden von dem Gerat aufgenommen und, durch
einen Hullstrom fokussiert, durch den Messbereich des Durchflusszytometers gefiihrt. Dort
treffen mehrere Laserstrahlen auf die Probe, und das Streulicht- und Fluoreszenzsignal wird
durch einen Detektor ausgewertet. Wahrend das Vorwartsstreulicht (FSC) Rickschlisse auf
das Volumen einer Zelle oder eines Partikels erlaubt, kénnen anhand des Seitwartsstreulichts
(SSC) die Granularitat, Zellkerneigenschaften, und die Vesikelmenge einer Zelle bestimmt
werden. Mittels antikdrpergebundener Fluorophore konnen Oberflachenproteine von Zellen
identifiziert werden. Jedes Fluorophor hat spezielle Anregungs- und Emissionswellenldangen,
die sich teilweise auch Gberschneiden. Abhangig von Wellenlangenspektrum der eingesetzten
Fluorophore, und der Anzahl der Laser und Detektoren eines Durchflusszytometers, lassen
sich somit Zellen mit unterschiedlich vielen Fluorophoren anfarben, und dementsprechend

unterschiedlich viele Oberflachenproteine einer Zelle identifizieren.

5.7.3 Aufbau

Ein Durchflusszytometer besteht aus einer Messzelle, durch die die Probe, in einem Hillstrom
geleitet, beférdert wird, und in der die Messung der Probe stattfindet. Dabei wird die Probe
mittels einer Lichtquelle, meist mehreren Lasern, bestrahlt. Da unterschiedliche Fluorophore
Uberlappende Wellenlangenspektren besitzen, werden optische Filter und teildurchlassige
Spiegel verwendet, um die Fluoreszenzsignale aufzutrennen. Diese werden dann von
Detektoren aufgenommen, das Signal haufig noch mittels Photomultipliern verstarkt, und

anschlieRend im Computer verarbeitet.

5.7.4 Datenanalyse

Am Computer kann eine Farbkompensation fir sich Giberlappende Wellenlangenspektren von
Fluorophoren durchgefiihrt werden (Roederer, 2001). Die Daten kénnen ein-, zwei-, oder
dreidimensional dargestellt werden, und mittels ,Gates” konnen Teilmengen einzeln
analysiert werden. Darliber hinaus existieren mittlerweile schon automatisierte Algorithmen
zur Identifikation von Zellpopulationen, ebenso gibt es ein offenes Projekt zur Bewertung und
zum Vergleich von Clustering-Methoden, und dem Ziel, Leitlinien fir deren Anwendung zu
erstellen ("FlowCAP - Flow Cytometry: Critical Assessment of Population ldentification

Methods,")
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5.8 ROTEM®

5.8.1 Methode

Die Rotationsthromboelastometrie basiert auf dem Verfahren der Thrombelastographie, das
1948 wurde zum ersten Mal in Heidelberg beschrieben wurde (Hartert, 1948). In den 1990er
Jahren wurde das Prinzip weiterentwickelt und spater in Rotationsthromboelastometrie
umbenannt (Lang & von Depka, 2006). Dieses diagnostische Verfahren dient zur Bestimmung

von Gerinnungseigenschaften in Vollblut.

Bei der Rotationsthromboelastometrie dreht sich ein Stempel in einem, mit Citratblut
gefillten, unbewegten GefaR. Je nach Test werden verschiedene Reagenzien zur Aktivierung
der Gerinnung hinzugefiigt und die Messung gestartet. Es werden dann bei 37°C verschiedene
Parameter eines in der Folge entstehenden Blutgerinnsels erfasst und grafisch dargestellt.
ROTEM® kann dabei friihzeitig Veranderungen der In-vivo Gerinnung erkennen (Rugeri et al.,
2007). AuBerdem kann die Festigkeit des Gerinnsels, dessen Auflésung, und weitere spezielle
Fragestellungen untersucht werden. Der frihzeitigen Diagnose von Blutverlust und
unstillbaren Blutungen kommt in der Klinik ein hoher Stellenwert zu, da dies entscheidenden
Einfluss auf das Outcome von Traumapatienten hat; ROTEM® stellt dabei eine schnelle und
zuverlassige Methode zur Diagnose einer Hyperfibrinolyse dar, und ermoglicht eine
frihzeitige Behandlung mit antifibrinolytischen Medikamenten (Levrat et al., 2008). Eine
mittels ROTEM® festgestellte Hyperfibrinolyse ist mit einem schlechten Outcome nach

schweren Verletzungen assoziiert (Schochl et al., 2009).

5.8.2 Tests

Zur Aktivierung der Gerinnung werden Calcium und — je nach Fragestellung — verschiedene
zusatzliche Aktivatoren dem Citratblut hinzugefiigt. Mit in-tem wird die Kontaktphase der
Hamostase aktiviert und der intrinsische, durch ex-tem mittels Tissue Factor vor allem der
extrinsische Gerinnungsweg gemessen. Fib-tem misst den plasmatischen Anteil der
Gerinnung, indem Thrombozyten mittels Cytochalasin D irreversibel gehemmt werden. Beim
ap-tem Test wird die Fibrinolyse durch Aprotinin gechemmt, wodurch eine Hyperfibrinolyse

diagnostiziert werden kann.

Abnormale ex-tem oder fib-tem Amplituden und MCF-Werte konnen dabei eine
Koagulopathie diagnostizieren und Bluttransfusionen, sowie die Mortalitdt vorhersagen

(Veigas et al., 2016). Der Beitrag der Thrombozyten zur Gerinnung kann errechnet werden aus
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(MCFextem - MCFeigrem), da in fib-tem die Thrombozytenaktivitat durch Cytochalasin D

gehemmt wird (Schochl et al., 2009).

5.8.3 Messparameter

Parameter, die bei der Messung mittels ROTEM® erhoben werden, sind unter anderem:

e Die Clotting Time (CT): Misst die Zeit von Zugabe der aktivierenden Reagenzien bis zum
Beginn der Gerinnselbildung. Die CT (ex-tem) entspricht dabei dem Quick-Wert, die CT
(in-tem) der aPTT.

e Die Clot Formation Time (CFT): Misst die Zeit von Gerinnselbildung bis zu einer
Amplitude von 20mm.

e Die Maximum Clot Firmness (MCF): Misst die maximale Gerinnselfestigkeit.

e Die Amplitudenwerte A5, A10, A15, und A20: Messen die Gerinnselfestigkeit nach 5,
10, 15, und 20 Minuten.

e Der Lyse-Index (LI): Gibt den Anteil der Gerinnselfestigkeit im Vergleich zur MCF nach
einem definierten Zeitraum (meist 60 Minuten) an, und liefert somit Hinweise fiir eine

Hyperfibrinolyse.
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Abbildung 2: Das Ergebnis der Thromboelastometrie wird als Kurve ausgegeben, aus der die Elastizitdt lber die Zeit bei

Bildung und Auflésung des Gerinnsels abgelesen werden kann. (Grafik entnommen vom Webauftritt von ROTEM,
https://www.rotem.de/methodik/rotem-delta-und-sigma-analyse/)
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6 Zielsetzung

Viele Mechanismen der posttraumatischen Immunantwort sind noch weitgehend ungeklart.
Deren Verstandnis kénnte erheblich zur Verbesserung von Diagnostik und Therapie in der
Versorgung Schwerverletzter beitragen. CD4+ Tregs werden posttraumatisch als protektiv
angesehen. Die Mechanismen derer Aktivierung sind jedoch wenig verstanden. Auch
Thrombozyten scheinen posttraumatisch protektive Effekte zu haben. AuRerdem interagieren
diese mit verschiedenen Lymphozyten-Subpopulationen, unter anderem mit CD4+ Tregs.
Unsere Arbeitsgruppe konnte zum ersten Mal im Mausmodell zeigen, dass sich CD4+ Tregs
und Thrombozyten nach Trauma gegenseitig in ihrer Aktivitdt verstarken (Bergmann et al.,
2016). Wir erwarten im Menschen ebenfalls Interaktionen zwischen Thrombozyten und CD4+

Tregs nach Trauma und definieren damit die Ziele dieser Arbeit wie folgt:

CHARAKTERISIERUNG DER AKTIVIERUNG VON CD4+ TREGS UND TH17-ZELLEN IN BEZUG AUF DIE

AKTIVIERUNGSPARAMETER CD69, CD62L, TNF-R Il, UND GITR NACH TRAUMA.
Wie verhalt sich die Aktivierung von CD4+ Tregs und Th17-Zellen nach Trauma?

Welche der untersuchten Oberflachenproteine/Aktivierungsmarker werden nach Trauma auf

diesen Subpopulationen vermehrt exprimiert?

Wie verhalt sich die Aktivierung von CD4+ Tregs zu der von Th17-Zellen?

PHANOTYPISIERUNG DER THROMBOZYTAREN GERINNUNG NACH TRAUMA

Wie wirkt sich Trauma auf die Gerinnung aus? Welche Rolle spielen Thrombozyten hierbei?

UNTERSUCHUNG DER PLASMATISCHEN GERINNUNG

Welche Auswirkungen hat Trauma auf den plasmatischen Teil der Gerinnung?

KORRELATION ZWISCHEN IMMUNOLOGIE UND GERINNUNG, SPEZIELL DER AKTIVIERUNG VON CD4+ TREGS

UND TH17-ZELLEN, UND DER AKTIVIERUNG UND HAMOSTATISCHEN FUNKTION VON THROMBOZYTEN
Wie verhalten sich Thrombozyten im Verhaltnis zu CD4+ Tregs und Th17-Zellen nach Trauma?
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Zur Beantwortung dieser Fragen bedienten wir uns der bereits erwahnten Methoden, der
Durchflusszytometrie und der ROTEM®. AulRerdem wurden klinische Parameter und Standard-
Laborwerte untersucht. Serielle Messungen dienten dem Nachweis einer Kinetik (iber die

ersten 10 Tage nach Trauma.

Ziel soll sein, zu einem besseren Verstandnis der Mechanismen der Immunreaktion nach
Polytrauma beizutragen, um zukiinftige Diagnose- und Therapiemoglichkeiten nach

Polytrauma zu verbessern.
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7 Material und Methoden

7.1 Kollektiv

Die Studie wurde in der Abteilung flr Unfallchirurgie am Universitatsklinikum rechts der Isar
in Miinchen durchgefiihrt. Im Zeitraum zwischen Dezember 2014 und Mai 2017 wurden 20
Patienten in die prospektive Studie eingeschlossen. Das Studienprotokoll wurde von der
Ethikkommission der Klinik geprift (Aktenzeichen 5925/13). Als Einschlusskriterien wurde die
Diagnose eines Polytraumas mit einem Injury Severity Score (ISS) von mindestens 16, und ein
Alter zwischen 18 und 95 Jahren verwendet. Schwangere Frauen und Strafgefangene wurden

ausgeschlossen.
7.2 Blutentnahmen

Die Blutproben wurden an neun verschiedenen Zeitpunkten entnommen: Direkt nach der
Ankunft im Schockraum (TB), nach 6, 12, 24, 48 und 72 Stunden, sowie nach 5, 7 und 10 Tagen.
Das Blut wurde in Monovetten (Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland) gesammelt, die
Citrat fir die Thromboelastometrie und Ethylendiamintetraacetat (EDTA) fir die

Zellfarbungen und Durchflusszytometrie enthielten.
7.3 Gerate

Die Detektion und Differenzierung von T-Zell Subpopulationen, sowie die Analyse der
Oberflachenantigene wurde durchflusszytometrisch mit einem MACSQuant® Analyzer
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) durchgefiihrt. Die Reagenzien fir die
Kalibrierung des Gerates, Pufferung, Wasch- und Reinigungsschritte (MACSQuant® Calibration
Beads, MACSQuant® Running Buffer, MACSQuant® Storage Solution und MACSQuant®

Washing Solution) wurden ebenfalls von Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, bezogen.

Die hamostatische Funktion und Aktivierung von Thrombozyten wurde mit Citrat-Vollblut an
einem ROTEM® Delta (TEM International GmbH, Miinchen, Deutschland) durchgefiihrt.
Hierfliir wurden die Reagenzien ex-tem, in-tem, fib-tem und star-tem genutzt, ebenfalls von

der Firma TEM International GmbH, Miinchen.
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7.4 VVebrauchsmaterialien

7.4.1 Chemikalien und Puffer

Flr die Versuche wurden die unten aufgefiihrten Chemikalien verwendet. Die Erythrozyten
im EDTA-Blut wurden mittels Schwinzer-Losung lysiert und der Zelldebris durch Zentrifugation
bei 1500g und 4° Celsius fiir 10 Minuten abzentrifugiert. Flir die Thrombozyten Farbungen
wurde Citratblut bei 190g fir 10 Minuten zentrifugiert und das Thrombozyten-reiche Plasma
(PRP) fiir die Farbung verwendet. Fiir die Fixierung der Zellen wurde 1%ige Paraformaldehyd-

Losung (PFA 1%) verwendet. Die Zellfarbung wurde in PBA als Pufferlésung durchgefiihrt.

PBS PBS von Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

PBA PBS, Albumin aus Rinderserum von Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, und Sodiumazid von Sigma-Aldrich (St. Lois, MO,
USA)

PFA 1% Paraformaldehyd von Carl Roth GmbH, Karlsruhe, verdiinnt
mit PBS von Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Schwinzer Losung Agua mit Ammoniumchlorid von Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
D), Kaliumcarbonat von Caesar & Lorentz GmbH (Hilden, D),

und EDTA von Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D)

7.4.2 Antikorper

Es wurden die unten aufgefiihrten Antikorper verwendet.

Um ein unspezifisches Binden von Antikorpern am Fc-Teil der Leukozytenpopulationen zu
verhindern, wurde ein Fc-Block verwendet. Zur Identifikation der Zellpopulationen wurden fir
Th17-Zellen floureszenzmarkierte Antikdrper gegen CD4, CD161, und CD196, fiir CD4+ Tregs
gegen CD4, CD25, und CD127 verwendet. Zur Quantifizierung der Aktivierung wurden auf
beiden Zellpopulationen die Antikoérper anti-CD69, anti-CD62L, anti-CD120b (TNF-RII), und

anti-GITR verwendet.
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Antikoérper Fluorochrom Hersteller

Anti-CD4 OKT4 AlexaFluor® 488 eBioscience, San Diego, CA
Anti-CD161 HP-3G10 ef450 eBioscience, San Diego, CA
Anti-CD25 BC96 ef450 eBioscience, San Diego, CA
Anti-CD196 R6H1 FITC eBioscience, San Diego, CA
Anti-CD127 eBioRDR5 APC-eFlour® 780 eBioscience, San Diego, CA
Anti-CD69 FN50 PE eBioscience, San Diego, CA
Anti-CD62L DREG-56 PE eBioscience, San Diego, CA
Anti-CD120b (TNF-R1l) hTNFR-M1 PE BD Biosciences, San Jose,
CA
Anti-GITR eBioAITR PE Thermo Fisher Scientific,
San Diego, CA

Tabelle 1: Antikérpername, Klon, Fluorochrom, und Hersteller der zur Fédrbung der Lymphozyten verwendeten AntikGrper

Fir die Oberflachenfarbung der Thrombozyten wurden die Oberflichenantigene CD41,

CD62P, CD63 und TLR9 angefarbt.

Antikérper Klon Fluorochrom Hersteller

Anti-CD62P Psel.KO2.3 APC eBioscience, San Diego, CA
Anti-CD63 H5C6 PE BioLegend, San Diego, CA
Anti-TLR9 5G5 FITC abcam, Cambridge, UK

Tabelle 2: Antikérpername, Klon, Fluorochrom, und Hersteller der zur Férbung der Thrombozyten verwendeten Antikérper
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7.5 Durchflusszytometrie

7.5.1 Funktionsprinzip Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrie ist ein Messverfahren, das die Analyse von Zellen mithilfe eines
Lichtstrahls erlaubt. Dabei passieren Zellen einer Suspension in einem Hdllstrom den
Messbereich eines Laserstrahls, wobei jede Zelle einzeln anhand des Streulichts auf GréRe und
Komplexitat analysiert wird. Es konnen bis zu 10.000 Zellen pro Sekunde vermessen werden.
Ein Teil des Lichts wird absorbiert, das gestreute Licht, sowie von den Zellen emittiertes Licht,
wird im Winkel 0° als Vorwartsstreulicht und im Winkel 90° als Seitwartsstreulicht detektiert.
Das Vorwartsstreulichts (Forward Scatter) stellt ein Mal} fir das Volumen einer Zelle dar,
wahrend das Seitwartsstreulicht (Side Scatter) Rickschlisse auf intrazelluldre Bestandteile
und deren Zusammensetzung erlaubt. Zusatzlich kénnen anhand des gestreuten Lichts an
Antikorper gebundene Floureszenzfarbstoffe gemessen werden, wodurch die Expression von

Oberflachenproteinen quantitativ bestimmt werden kann (Kurec, 2014).

7.5.2 Farbung der CD4+ Tregs / Th17-Zellen und deren Aktivierungsparameter

Zur Oberflachenfarbung der CD4+ Tregs wurden die Antigene CD4, CD25 und CD127
verwendet, Th17-Zellen wurden Anhand der Expression von CD4, CD161 und CD196
identifiziert. Als Aktivierungsparameter nutzen wir die etablierten Oberflachenantigene CD69,

CD62L, TNF-RIl und GITR.

Zuerst wurde dem EDTA Blut Schwinzerlésung zur Lyse der Erythrozyten hinzugegeben.
AnschlieBend wurde die Zell-Losung gewaschen und mit PBA als Pufferlosung versetzt. Ein Fc-
Block wurde hinzugegeben, um die unspezifische Bindung von floureszenzmarkierten
Antikorpern zu verhindern. Danach wurden fir die Farbung von Th17-Zellen anti-CD4, anti-
CD161, und anti-CD196 Antikorper hinzugegeben, CD4+ Tregs wurden mittels anti-CD4, anti-
CD25, und anti-CD127 angefdarbt. Um die Aktivierung der Zellen zu detektieren, wurde
auBerdem anti-CD69, anti-CD62L, anti-TNF-RIl, und anti-GITR hinzugefligt. Nach einer
Inkubationszeit von 15 Minuten bei 4°C wurden die Zellen gewaschen, mit PBA verdinnt und

direkt im Durchflusszytometer analysiert.

7.5.3 Gating Strategie CD4+ Tregs/Th17-Zellen
Im Forward Scatter (FSC) und Sideward Scatter (SSC) wurden zu Beginn des Gatings Zelldebris
und Zelldoubletten ausgeschlossen. Anhand der Streulichteigenschaften in FSC und SSC lasst

sich die Lymphozytenpopulation gut von den Populationen der Monozyten und Granulozyten
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unterscheiden. Es wurde ein Gate um die entsprechende Population gezogen. Zur
Identifikation von CD4+ Tregs wurde die Expression von CD25, in ef450, sowie die niedrige
Expression von CD127, mittels Fluorochrom APC eFlour 780, und die Expression von CD4 in
AlexaFlour® 488 genutzt. Th17-Zellen wurden anhand ihrer Expression von CD161, mittels

Fluorochrom ef450, und CD196, mittels Fluorochrom FITC, sowie CD4 mittels APC identifiziert.

Die Aktivierungsmarker CD69, CD62L, CD120b (TNF RIl), und GITR wurden auf beiden
Lymphozytenpopulationen in jeweils unterschiedlichen Wells angefarbt und einzeln durch
selektives Gating mittels des Fluorochroms PE ausgewertet, da diese Aktivierungsmarker alle
mit dem gleichen Fluorochrom angefarbt wurden. Fir die Auswertung wurde die mediane

Fluoreszenzintensitat der Antikorper, sowie die absoluten Zellzahlen verwendet.
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Abbildung 3: Gating der CD4+ regulatorischen T-Zellen. Zuerst wurden anhand von Forward Scatter (FSC) und Side Scatter
(SSC) Doubletten und Zelldebris ausgeschlossen. Danach wurde die Population der Lymphozyten ausgewdhlt. Davon wurde
die Zellpopulation gewdbhlt, die sich CD25+, CD127low (rechter unterer Quadrant), und CD4+ darstellt. AnschliefSfend wurde
die Expression der Aktivierungsmarker CD69, CD62L, TNF-RIIl, und GITR bestimmt.
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Abbildung 4: Gating der Th17-Zellen. Zuerst wurden anhand von Forward Scatter (FSC) und Side Scatter (SSC) Doubletten
und Zelldebris ausgeschlossen. Danach wurde die Lymphozytenpopulation, wie beim Gating der CD4+ regulatorischen T-
Zellen, ausgewdhlt. AnschliefSend wurde die Population gewdhlt, die CD161+, CD196+ (rechter oberer Quadrant), und CD4+
war. AnschliefSend wurde die Expression der Aktivierungsmarker CD69, CD62L, TNF-RIl, und GITR bestimmt.

7.5.4 Farbung Thrombozyten und deren Aktivierungsparameter

Zur Farbung der Thrombozyten wurde Citrat-Blut zur Gewinnung von Thrombozyten-reichem
Plasma (PRP) zentrifugiert. Die Zellen wurden mittels PBS und 1%iger PFA-Losung fixiert. Nach
dem Waschen wurden anti-CD41, anti-CD62P, anti-CD63, und anti-Toll-like-Receptor 9
(CD289) Antikorper hinzugegeben und fir 45 Minuten inkubiert. Nach erneuten
Waschschritten wurden die Zellen in PBS resuspendiert und im Durchflusszytometer

analysiert.
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7.5.5 Gating Strategie Thrombozyten

Zu Beginn des Gatings wurde Zelldebris in FSC und SSC ausgeschlossen. Es wurden anhand der
CD41 Expression — mittels VioBlue gefarbt — Thrombozyten identifiziert und ein Gate fiir diese
erstellt. Anschliefend wurden die Aktivierungsmarker anhand der Fluoreszenzintensitat der
Fluorochrome APC (CD62P), PE (CD63), und FITC (Toll-like receptor 9) dargestellt und anhand

des Median der Fluoreszenzintensitat und der absoluten Zellzahl ausgewertet.
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Abbildung 5: Gating der Thrombozyten. Anhand von Forward Scatter (FSC) und Side Scatter (SSC) wurde Zelldebris und andere
Zellen ausgeschlossen. Anschliefsend wurden Thrombozyten anhand der Oberfléichenexpression von CD41 identifiziert. Danach
wurde die Expression der Aktivierungsmarker CD62P, CD63, und TLR9 bestimmt.

7.6 Rotationsthromboelastometrie

7.6.1 Funktionsprinzip Rotationsthromboelastometrie

Die Thrombelastometrie ist ein Verfahren zur Bestimmung der Gerinnungsfunktion von
Vollblut. Dabei kdnnen sowohl der extrinsische und intrinsische Weg der Gerinnung, sowie
der plasmatische Anteil beurteilt werden. AuRerdem erlaubt dieses Verfahren zusatzlich die
Messung der Festigkeit eines Blutgerinnsels und die Bestimmung der Dauer bis zur Lyse. Bei
der klassischen Thromboelastometrie ragt ein Stempel in die Blutprobe, die sich in einem in
Langsrichtung schwenkenden GefaR befindet. Bildet sich dort ein Blutgerinnsel, so wird die
Bewegung auf den Stempel Ubertragen und vom Gerdt registriert. Bei der

Rotationsthrombelastometrie dreht sich ein Stempel in einem unbewegten GefaR.
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7.6.2 Durchfihrung Rotationsthromboelastometrie mit ROTEM® delta

Die thromboelastometrischen Daten wurden an einem ROTEM® delta und mit den ROTEM®
Cup & Pin pro Messzellen durchgefihrt. Dazu wurden die Pins auf die Messstdbe des ROTEM®
delta aufgesteckt und die Cups in den Kivettenhaltern fixiert. Es wurde mithilfe des
automatisierten Pipettiersystems star-tem® zur Rekalzifizierung des Citratblutes, sowie je
einfach ex-tem® zur Aktivierung des extrinsischen, in-tem® zur Aktivierung des intrinsischen
Gerinnungssystems sowie fib-tem® zur Beurteilung der plasmatischen Gerinnung in die Cups
gegeben. Anschliefend wurde Citratblut hinzugefiigt, die Cups auf den Messstempel gesteckt

und die Messung gestartet.
7.7 Statistische Methoden

Zur Auswertung der Daten wurde die IBM SPSS® Statistics Software, Version 25, verwendet.
Die Werte der deskriptiven statistischen Analyse werden in Form von Mittelwert %
Standardabweichung dargestellt. Da es sich um Messwiederholungen handelt, und
gleichzeitig einzelne Werte fehlen, wurden zur Auswertung generalisierte Schatzgleichungen
(GEEs) verwendet, um auf statistisch signifikante Anderungen der Mittelwerte im Zeitverlauf
zu testen. Angegeben sind im Folgenden der Regressionskoeffizient (B), der Standardfehler
(SE), das 95% -Konfidenzintervall (95% -Kl), und der Wahrscheinlichkeitswert (p). Ein p-Wert
von < 0,05 wurde als signifikant angesehen. Weiterhin kann bei Messwiederholungen die
Berechnung eines Korrelationskoeffizienten wie bei einer einfachen Stichprobe mit
unverbundenen Werten zu irrefihrenden Ergebnissen flihren. Deshalb wurde die Korrelation
innerhalb der Subjekte nach Bland und Altman wie folgt berechnet (Bland & Altman, 1995):
Es wurde eine multiple Regression durchgefiihrt, bei der eine der untersuchten Variablen als
Outcome Variable, die andere und die Anzahl der untersuchten Subjekte als Pradiktor
Variablen definiert wurden. Die Anzahl der Subjekte hat somit 19 Freiheitsgrade. Der

Korrelationskoeffizient innerhalb der Subjekte ergibt sich mittels:
V (Quadratsumme der Variablen/(Quadratsumme der Variablen + Quadratsumme der Fehler))

Das Vorzeichen des Korrelationskoeffizienten ergibt sich anhand des Vorzeichens der
Regressionsgleichung. Das Signifikanzniveau kann aus dem zugehoérigen F-Test oder t-Test fir

die Regressionsgleichung bestimmt werden.
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8 Ergebnisse

8.1 Patientenkollektiv

20 Patienten wurden in die Studie eingeschlossen. Das Durchschnittsalter der Patienten
betrug 46.5 * 18.7 Jahre. 70 % der Patienten waren Manner, 30% Frauen. Der
durchschnittliche ISS betrug 28.4 + 11.8. 17 Patienten (85%) liberlebten die ersten 10 Tage
nach Trauma. Diese verbrachten im Durchschnitt 13.2 + 16.6 Tage auf der Intensivstation, und
wurden 3.8 % 2.0-mal operiert. Die meistverletzten Regionen waren in absteigender
Reihenfolge: Extremitaten/Beckengirtel (85%), Brust (80%), Kopf/Halsbereich (60%),
Externes (50%), Gesicht (45%), und Abdomen/Beckeninhalt (30%). Die meisten Patienten
erlitten einen Verkehrsunfall (13 Patienten, 65%), 4 Patienten (20%) einen mutmaRlichen

Suizidversuch.
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Haufigkeit (Prozent) Mittelwert + SD

Patientenzahl 20 (100%)
Alter 46.5 £ 18.7
Geschlecht
mannlich 14 (70%)
weiblich 6 (30%)
ISS 28.4+11.8
Uberleben 17 (85%)
Davon:
ICU Tage 13.2+16.6
OP-Anzahl 3.8+2.0
AIS Werte
Kopf/Hals 13 (65%) 26+1.2
Gesicht 9 (45%) 2.8+0.7
Brust 16 (80%) 3.7+ 1.0
Abdomen/Beckeninhalt 6 (30%) 25+1.0
Extremitdten/Beckengiirtel 17 (85%) 29+0.8
Externes 10 (50%) 1.1+0.3
Verletzungsmechanismus
Verkehrsunfall 13 (65%)
Suizidversuch 4 (20%)
andere 3 (15%)

Tabelle 3: Deskriptive Statistik der Patientencharakteristika

37



8.2 Charakterisierung der Aktivierung von CD4+ regulatorischen T-Zellen und Th17-

Zellen

8.2.1 CD69

Es gab einen signifikanten Anstieg der medianen Fluoreszenzintensitat der PE-gebundenen
CD69 Antikorper, der auf CD4+ Tregs (B =0.001, SE =0.0312, 95% CI [1.040; 1.162], p < 0.001),
sowie auf Th17-Zellen (B = 0.002, SE = 0.0005, 95% CI [0.001; 0.003], p < 0.001) detektiert

wurde.

Die Anstiege korrelierten dabei signifikant miteinander (r = 0.62, p < 0.001).
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Abbildung 6: Relative mediane Fluoreszenzintensitét von CD69 auf CD4+ regulatorischen T-Zellen.
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Abbildung 7: Relative mediane Fluoreszenzintensitit von CD69 auf Th17-Zellen.

8.2.2 CD62L, TNF-R II, und GITR

Die mediane Fluoreszenzintensitat der anderen PE-gebundenen Aktivierungsmarker CD62L
(CD4+ Tregs (B =-0.024, SE = 0.0148, 95% CI [-0.053; 0.005], p = 0.108) und Th17-Zellen (B = -
0.015, SE = 0,0055, 95% CI [-0.026; -0.004], p = 0.008)), TNF-RII (CD4+ Tregs (B = 0.001, SE =
0.0027, 95% Cl [-0.004; 0.006], p = 0,783) und Th17-Zellen (B = -0.002, SE = 0.0015, 95% ClI [-
0.004; 0.001], p = 0.317)), und GITR (CD4+ Tregs (B = 5.569E-5, SE = 0.0002, 95% CI [0.000;
0.000], p = 0.722) und Th17-Zellen (B = 0.000, SE = 0.0003, 95% CI [0.000; 0.001], p = 0.370))

zeigten keine signifikanten Anderungen im Verlauf.
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relative MFI von CD62L auf regulatorischen T-Zellen und Th17-Zellen
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Abbildung 8: Relative mediane Fluoreszenzintensitdt von CD62L (L-Selektin) auf CD4+ regulatorischen T-Zellen und Th17-
Zellen.
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Abbildung 9: Relative mediane Fluoreszenzintensitit von TNF-Rezeptor Il auf CD4+ regulatorischen T-Zellen und Th17-Zellen.
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relative MFI von GITR auf regulatorischen T-Zellen und Th17-Zellen
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Abbildung 10: Relative mediane Fluoreszenzintensitét von GITR auf regulatorischen T-Zellen und Th17-Zellen

8.3 Thrombozytdre Gerinnung

Obwohl die Aktivierungsmarker auf Thrombozyten lber den Zeitraum von 10 Tagen keine
signifikante Anderung zeigten, war ein signifikanter Anstieg der Thrombozytenzahl zu

beobachten (B = 1.051, SE = 0.1714, 95% CI [0.715; 1.387], p < 0.001).

Gleichzeitig nahm die thrombozytiare Gerinnungsfunktion — abgebildet durch die Differenz
von ex-tem MCF und fib-tem MCF — im Laufe der Zeit ab (B = -0.040, SE = 0.0077, 95% CI [-
0.055; -0.025]). Diese Abnahme war signifikant (p < 0.001).
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Thrombozyten

R?# Linear = 0,431
800,00
D
=
= ®
~
o 600,00
(=} ®
(=} >
—
=
c
[
&
g 400,00 s
2
; el
- [ ] °
ﬁ .: ] ° ‘. .
o ° °
200,00 ! = o : l &
’l P | 8
ods . '
.o.
[ J
,00
0 50 100 150 200 250

Zeit [Stunden]

Abbildung 11: Absolute Thrombozytenzahl in [1000/ ul].

8.4 Plasmatische Gerinnung

Es zeigte sich eine Abnahme der clot formation time (CFT) sowohl im extrinsischen (B =-0.357,
SE = 0.0891, 95% ClI [-0.539; -0.183], p < 0.001), wie auch intrinsischen Pfad (B = -0.339, SE =
0.0981, 95% ClI [-0.531; -0.147], p < 0.001). Dariiber hinaus war ein Anstieg der maximum clot
firmness (MCF) in der in-tem- (B = 0.083, SE = 0.0053, 95% Cl [0.072; 0.093], p < 0.001), ex-
tem- (B = 0.069, SE = 0.0140, 95% Cl [0.041; 0.096], p < 0.001), und fib-tem-Messung (B =
0.111, SE =0.0070, 95% CI [0.097; 0.124], p < 0.001) zu beobachten.
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Abbildung 12: Clot formation time (CFT) im extrinsischen Weg.
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Abbildung 13: Clot formation time (CFT) im intrinsischen Weg.
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Abbildung 14: Maximum clot firmness (MCF) im extrinsischen Weg

Maximum Clot Firmness (MCF) in fibtem
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Abbildung 15: Maximum clot firmness (MCF) in fibtem. Dies entspricht dem plasmatischen Anteil im extrinsischen Weg der
Gerinnung, da der thrombozytdre Anteil an der Gerinnung gehemmt wird.
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Abbildung 16: Maximum clot firmness (MCF) in intrinsischen Weg.

8.5 Korrelation zwischen Immunologie und Gerinnung

Es zeigte sich ein positiver linearer Zusammenhang zwischen dem Anstieg der Thrombozyten
und dem Anstieg der Expression des Aktivierungsmarkers CD69 auf CD4+ Tregs, sowie
zwischen dem Anstieg der Thrombozyten und dem Anstieg der Expression von CD69 auf Th17-
Zellen. Der Anstieg der Thrombozytenzahl korrelierte signifikant sowohl mit dem Anstieg der
CD69 Expression auf CD4+ Tregs (r = 0.60, p < 0.001), als auch mit dem Anstieg der CD69
Expression auf Th17-Zellen (r = 0.54, p < 0.001).
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9 Diskussion

9.1 Zusammenfassung

In dieser nicht-invasiven klinisch-experimentellen humanen Studie, wurde zum ersten Mal die
posttraumatische Aktivierung von CD4+ Tregs und Th17-Zellen mit der posttraumatischen
Antwort von Thrombozyten korreliert. Peripheres Blut von 20 Polytraumapatienten wurde zu
9 spezifischen Zeitpunkten entnommen, von der Ankunft im Schockraum bis 10 Tage nach
Aufnahme in der Klinik. Mittels Durchflusszytometrie und Rotationsthromboelastometrie
wurde die Aktivierung von CD4+ Tregs, Th17-Zellen, und Thrombozyten, sowie die Himostase
und Thrombozytenfunktion untersucht. Zusatzlich wurden klinische Parameter und Standard-
Laborwerte evaluiert. Wahrend die Aktivierungsparameter CD62L, TNF-Rezeptor I, und GITR
unverandert blieben, zeigte sich ein signifikanter posttraumatischer Anstieg der Expression
von CD69, sowohl auf CD4+ Tregs, als auch auf Th17-Zellen. Dieser korrelierte signifikant
positiv mit einem deutlichen, signifikanten Anstieg der Thrombozytenanzahl, bei gleichzeitig
abnehmender thrombozytarer Gerinnungsfunktion. Parallel war eine deutliche Zunahme der

plasmatischen Gerinnung zu verzeichnen.

9.2 Diskussion der Methoden

9.2.1 Patientenkollektiv

Die Studie umfasste 20 Polytraumapatienten, wobei ein Polytrauma mehrere gleichzeitig
entstandene Verletzungen, von denen mindestens eine oder deren Kombination
lebensbedrohlich ist, bezeichnet (nach Harald Tscherne), mit einem Injury Severity Score von
mindestens 16. Der Injury Severity Score wurde 1974 zum ersten Mal beschrieben, und wird
berechnet, indem jede Verletzung mittels Abbreviated Injury Scale (AIS) bewertet und
anschlieBend die Summe der Quadrate der hochsten AIS Bewertungen fiir die drei
schwerstverletzten Korperregionen gebildet wird. Er korreliert dabei deutlich besser mit der
Mortalitat als der AIS fir die schwerste Verletzung allein (Baker et al., 1974). Die
demografischen Daten der in die Studie eingeschlossenen Patienten kommen dabei den Daten
des TraumaRegisters der Deutschen Gesellschaft fir Unfallchirurgie sehr nahe
(TraumaRegister Jahresbericht 2018). Das Traumaregister DGU® ist ein freiwilliger

Zusammenschluss unfallchirurgischer  Schwerpunktkliniken mit  standardisierter
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Dokumentation zur Erfassung und Auswertung von Unfallverletzungen. Nach eigenen
Angaben wurden 2017 allein 35.000 Falle aus fast 700 Kliniken eingegeben ("TraumaRegister
DGU®,"). Das Durchschnittsalter unserer Patienten betrug 46.5 Jahre (TraumaRegister: 51.9),
der Mainneranteil 70% (TraumaRegister: 69.8%), der Anteil der Uberlebenden 85%
(TraumaRegister: 89%), und die Anzahl der durchgefiihrten OP’s pro Patient 3.8
(TraumaRegister: 3.3). Wahrend in dem vorliegenden Patientenkollektiv 65% der
Verletzungen durch Verkehrsunfadlle und 20% mutmallich durch Suizidversuch verursacht
waren, betrug dieser Anteil im TraumaRegister nur 48.5% bzw. 4.4%, ein deutlich groRerer Teil
an Verletzungen ist im TraumaRegister auf Stlirze aus groRer Hohe zuriickzufiihren. Deutlich
unterschied sich die Verletzungsschwere der untersuchten Patienten: Wahrend unsere
Patienten im Durchschnitt einen ISS von 28.5 und einen Aufenthalt auf der Intensivstation von
13.2 Tagen aufwiesen, waren dies im TraumaRegister ein ISS von 18.2 und ein
Intensivaufenthalt von 6.2 Tagen ("Allgemeiner Jahresbericht 2018, TraumaRegister DGU®,").
Damit war unser Patientenkollektiv bei ansonsten demografisch vergleichbaren Daten im
Durchschnitt deutlich schwerer verletzt. Dies kénnte durch die GroRRe der Klinik bedingt sein,
da es sich beim Klinikum rechts der Isar in Miinchen um eine Universitatsklinik und ein
Uberregionales Traumazentrum handelt. Allerdings ist die Stichprobenanzahl der Studie
aktuell mit 20 Patienten noch relativ gering und nur bedingt als reprdsentativ anzusehen.
Zukiinftig sollen noch weitere Patienten in die Studie eingeschlossen werden, um
aussagekraftigere Daten zu erhalten, und Subgruppenanalysen im Patientenkollektiv zu

ermoglichen.

9.2.2 Beobachtungszeitraum

Haufig wurde in der Literatur ein dreigipfliges Modell der Mortalitdit nach Trauma
angenommen (Gunst et al., 2010). Dabei ist die Einteilung nicht ganz einheitlich. Meistens wird
die sofortige Mortalitat jedoch als Versterben am Unfallort, in der ersten Stunde nach Unfall,
und in der Notaufnahme, die friihe Mortalitat als Versterben innerhalb der ersten 24 Stunden,
und die spate Mortalitat als Versterben nach 24 Stunden definiert (Sobrino & Shafi, 2013).
Neuere Studien gehen allerdings davon aus, dass mit der Entwicklung von Trauma-Systemen
und der verbesserten Traumaversorgung diese Verteilung nicht mehr aktuell ist (Demetriades
et al., 2005), und berichten eher von einer bimodalen Verteilung (Meislin et al., 1997) oder
sogar ausschlieBlich einem initialen Peak in der ersten Stunde mit darauf folgenden stetigem

Abfall der Mortalitdt (Lansink et al., 2013). Sehr wenig untersucht ist auRerdem die spéate
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Mortalitat von Traumapatienten nach Klinikaufenthalt, sowie die Langzeit Mortalitat. Claridge
und Kollegen beschreiben eine signifikant erhohte Mortalitdt bis zu einem Jahr nach
Entlassung aus dem Krankenhaus, die auf ein urspriingliches Trauma zurlickzuflihren ist
(Claridge et al., 2010). AuBerdem scheinen Polytraumapatienten nach Entlassung aus dem
Krankenhaus neben einer hdheren Mortalitdit auch andere Todesursachen als die
Allgemeinbevolkerung aufzuweisen: Hauptursachen sind neben kardiovaskuldren
Erkrankungen und einem zweiten schweren Trauma, neurologische Erkrankungen,
Selbstmord, und maligne Erkrankungen (Probst et al., 2009). Da sich die vorliegende Arbeit
allerdings mit der potentiell reversiblen Mortalitdit von Polytrauma, bedingt durch
immunologische Dysbalancen, beschaftigt, wurden Patientenproben nur bis 10 Tagen nach
Aufnahme in der Klinik untersucht. Serielle Blutentnahmen dienten dabei dem Nachweis der
Kinetik der Expression von Aktivierungsmarkern und der Thrombozytenfunktion. Da Hanschen
und Mitarbeiter eine friihe posttraumatische Aktivierung von CD4+ Tregs bereits nach 15
Minuten, sowie einen Peak der Aktivierung in lokalen Lymphknoten bereits innerhalb der
ersten Stunden nachweisen konnten (Hanschen et al., 2011), wurden die Proben in den ersten

Stunden und Tagen in kiirzeren Intervallen entnommen und untersucht.

Fiir zuklinftige Studien waren zusatzlich spatere Untersuchungen interessant, da wir in den
ersten 10 Tagen nach Trauma noch kein Abflachen des Anstiegs von CD69 Expression und

Thrombozytenzahl beobachten konnten.

9.2.3 Oberflachenmarker

Th17-Zellen werden charakterisiert durch die Oberflachenexpression von CD4, CD161 und
CD196 (CCR6) und kdnnen auch Uber diese identifiziert werden (Sollazzo et al., 2011). Fir
CD4+ Tregs ist die Expression von CD4 und CD25 charakteristisch. CD25 ist ein IL-2 Rezeptor
und spielt eine wichtige Rolle fiir die Homdostase von CD4+ Tregs (Letourneau et al., 2009).
Es wird zwar auch auf anderen Subpopulationen von Lymphozyten exprimiert, gilt aber
dennoch als etablierter Marker zur Identifikation von CD4+ Tregs (Triplett et al., 2012). FoxP3
reguliert die Entwicklung und Funktion von CD4+ Tregs und wird Ublicherweise als
intrazelluldarer Marker fir die Identifikation von CD4+ Tregs herangezogen (Fontenot et al.,
2003; Hori et al., 2003). Studien zeigten, dass die Verwendung von CD127 eine kosteneffektive
Alternative zu FoxP3 darstellt (Dasgupta et al., 2013), und dass die Verwendung der
Oberflachenmarker CD4, CD25 und CD127 zu einer sehr reinen Population von CD4+ Tregs

fahrt (W. Liu et al.,, 2006). Es wurden zwar in der Literatur verschiedene Subtypen von
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regulatorischen T-Zellen identifiziert (Zhang et al., 2014), in der vorliegenden Studie wurde
aber nicht zwischen diesen Subpopulationen differenziert, da die Interaktion von CD4+ Tregs
und Thrombozyten im posttraumatischen Setting generell nachgewiesen und charakterisiert
werden sollte. Eine Analyse der beteiligten Subpopulationen ware sicher in Zukunft, und bei

einer groReren StichprobengrolRe, sinnvoll.

Als Marker fur die Aktivierung der Lymphozytenpopulationen wurden die
Oberflachenproteine CD69, CD62L, TNF-Rezeptor I, und GITR verwendet, da diese als
etabliert gelten und in vielen Studien verwendet werden (Chen & Oppenheim, 2011; Grailer

et al., 2009; Ronchetti et al., 2004; Ziegler et al., 1994).

CD69 ist ein C-Lectin-Membranrezeptor vom Typ Il, dessen Gene sich im Menschen auf
Chromosom 12 befinden, und der bei Aktivierung von Leukozyten schnell exprimiert wird
(Gonzalez-Amaro et al., 2013). Es wird vor allem bei chronischen Entziindungen und an Stellen
der aktiven Immunantwort nachgewiesen und scheint als regulatorisches Molekil die
Entziindungsreaktion zu modulieren (Sancho et al., 2005). CD69 vermittelt die Produktion von
TGF-B und scheint bei der Regulierung des Gleichgewichts der Th1/Th2-Differenzierung
beteiligt zu sein (Sancho et al., 2005). Wahrend man friiher davon ausging, dass die Expression
von CD69 immunologische Reaktionen aktiviert, gehen mittlerweile immer mehr Studien
davon aus, dass CD69 an der Hemmung lymphozytarer Funktionen beteiligt ist, und sich so
eher immunsuppressiv auswirkt (Martin et al., 2010; Shiow et al., 2006). Einigkeit besteht
jedoch dahingehend, dass CD69 sowohl in Thl7-Lymphozyten, als auch in CD4+ Tregs eine
wichtige Rolle bei der Regulation von Inflammation und Entziindung spielt (Cortes et al., 2014;

Gonzalez-Amaro et al., 2013).

CD62L (L-Selektin) ist ein Typ I-Transmembranprotein aus der Gruppe der Selektine. Es dient
als ,,Homing-Rezeptor” fir Lymphozyten und wird Ublicherweise auf der Oberflache
verschiedener T-Zell Populationen exprimiert. Es vermittelt den Beginn der
Adhasionskaskade, das Binden und Rollen der Leukozyten an Endothelzellen, und ermaoglicht
somit die Migration von Leukozyten in Entziindungsgewebe und zur Immuniiberwachung
(Wedepohl et al., 2012). Die Migration von Lymphozyten aus der Blutbahn in entziindetes
Gewebe und in lymphatisches Gewebe ist essentiell fiur die Aufrechterhaltung der
Immuniberwachung und die Steuerung addaquater Immunantworten. Dariiber hinaus hat L-
Selektin auch signalgebende Funktionen und vermittelt die Leukozytenrekrutierung in
chronisch entziindetem Gewebe und bei Autoimmunerkrankungen (Grailer et al., 2009). Die
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Migration von CD4+ Tregs ist in entzlindetem Gewebe von besonderer Bedeutung, so
scheinen CD4+ Tregs auch mehr CD62L zu exprimieren und einen héheren Turnover dieses
Oberflachenproteins aufzuweisen (Venturi et al., 2007). Interessanterweise kdnnen CD4+
Tregs auch anhand der Expression von CD62L in verschiedene Subsets eingeteilt werden,
wobei CD62L+ Subsets effektiver immunsuppressiv wirken als CD62L- Populationen (Fu et al.,
2004; Taylor et al., 2004). In dieser Studie wurde allerdings nicht differenziert zwischen
unterschiedlichen Subpopulationen der CD4+ Tregs. CD62L sollte lediglich der Untersuchung

der Aktivierung von CD4+ Tregs und Th17-Lymphozyten dienen.

Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor Il (TNF-R 1), auch CD120b genannt, ist ein Membranrezeptor
der Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor Superfamilie, der nur auf Lymphozyten exprimiert wird.
Er bindet TNF-a (Santee & Owen-Schaub, 1996), kann in Zellen eine Apoptose ausldsen (Grell
et al., 1994), tragt zur Proliferation von Thymozyten und peripheren T-Zellen (Tartaglia et al.,
1993; Tartaglia et al.,, 1991), sowie zur Induktion der Zytokinsekretion in T-Zellen bei
(Vandenabeele et al., 1992). Er ist auRerdem bedeutend bei der Hemmung der Proliferation
hamatopoetischer Vorlauferzellen (Jacobsen et al., 1995) und bei der Inaktivierung und
Clearance von TNF durch die Niere (Bemelmans et al., 1993). TNF-R Il spielt besonders auch in
CD4+ Tregs eine wichtige Rolle. Er wird nicht ausschlielRlich, aber liberwiegend auf CD4+ Tregs
exprimiert und tragt auf diesen entscheidend zur Aktivierung, Proliferation und zum
Uberleben CD4+ Tregs bei. Dariiber hinaus scheint es eine entscheidende Bedeutung fiir die
immunsuppressive Wirkung CD4+ Tregs zu haben, und in Bezug auf die Aktivitdt sogar

wichtiger als CD25 zu sein (Chen & Oppenheim, 2011).

Glucocorticoid-induced TNFR-related protein (GITR), auch Tumor necrosis factor receptor
superfamily member 18 genannt, ist ebenfalls ein Mitglied der TNF-Rezeptor Superfamilie. Es
wird bei Aktivierung von T-Zellen vermehrt exprimiert und tragt zur Regulation der CD4+ Treg-
vermittelten immunologischen Selbsttoleranz bei. In Studien wurde eine duale Funktion von
GITR beschrieben, da es sowohl an der Inaktivierung von T-Zellen beteiligt ist, als auch
Aktivierung und Funktionalitdt von T-Zellen erhéhen kann (Kohm et al.,, 2004). Es gibt
aulRerdem Hinweise, dass es die Apoptose von T-Zellen hemmt (Nocentini et al., 1997). GITR
spiel eine Schlisselrolle in CD4+ Tregs, und scheint in diesen immunsuppressive Funktionen
zu stimulieren (Shevach & Stephens, 2006; Shimizu et al., 2002). Es zeigt auBerdem ko-

stimulatorische Wirkungen auf deren Proliferation (Ronchetti et al., 2004), und ist an der
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Regulation des Zusammenspiels von CD4+ Tregs und T-Effektorzellen beteiligt (Esparza &

Arch, 2006).

Aufgrund der hier beschriebenen Bedeutung fiir die Aktivierung von T-Zellen, und im
Speziellen fiur Proliferation und Funktion CD4+ regulatorischer T-Zellen, eigneten sich die
verwendeten Antikorper gut, die Aktivierung von CD4+ Tregs und Thl7-Zellen zu
quantifizieren. Sicherlich existieren weitere Oberflachenmarker, deren Analyse fir die
Aktivitdt und Proliferation von T-Zellen interessant ware, aullerdem lasst sich durchaus fir die
Verwendung des intrazellularen Markers FoxP3 argumentieren. Die verwendeten Antikérper
stellen jedoch durchaus ein valides Konzept dar, die Aktivierung der untersuchten

Lymphozytenpopulationen zu evaluieren.

9.2.4 Thromboelastometrie

Zur Beurteilung der thrombozytaren Gerinnungsfunktion, sowie der plasmatischen Gerinnung
nach Trauma verwendeten wir das Verfahren der Rotationsthromboelastometrie (ROTEM®).
ROTEM® stellt ein einfaches und schnelles Verfahren zur Quantifizierung von
Gerinnungseigenschaften in Vollblut dar, mit dem auferdem die Gerinnselfestigkeit und
Fibrinolyse beurteilt werden kénnen. Es wird auch bereits im klinischen Setting als ,,Point-of-
care” Gerat fir unterschiedlichste Indikationen verwendet, primar jedoch zur Diagnose von
Gerinnungsstorungen. Da es sich um ein artifizielles System handelt, werden physiologische
Verhéltnisse nur  bedingt dargestellt. Das Stromungsverhalten, verschiedene
Medikamentenwirkungen und auch bestimmte Storungen der primaren Hamostase kénnen
nicht adaquat abgebildet werden und bleiben so bei der Auswertung unberiicksichtigt.
Dennoch kommen mehrere Studien zu dem Schluss, dass sich ROTEM® gut eignet,
systemische Storungen der in-vivo Koagulation zu diagnostizieren und besonders in
Traumapatienten ein hilfreiches Instrument zur Steuerung von Transfusionen darstellen kann
(Rugeri et al.,, 2007). Studien deuten zudem darauf hin, dass sich mittels ROTEM® die
Mortalitdt in Traumapatienten vorhersagen lasst (Veigas et al., 2016). In dieser Studie sollte
die Gerinnungsfunktion, sowie deren thrombozytarer und plasmatischer Beitrag in
Polytraumapatienten untersucht und mit der Aktivierung CD4+ regulatorischer T-Zellen und
Th17-Lymphozyten korreliert werden. Mit ROTEM® stand uns damit ein einfaches, schnelles

und gut validiertes Verfahren zur Verfligung.
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9.3 Diskussion der Ergebnisse

9.3.1 Aktivierung von CD4+ Tregs und Th17-Zellen

Wir fanden posttraumatisch einen deutlichen Anstieg der Aktivierung von CD4+ Tregs und
Th17-Zellen, ausgedriickt durch einen signifikanten Anstieg der Expression des
Oberflachenmarkers CD69. In vorangegangenen Studien konnte unsere Arbeitsgruppe bereits
eine Aktivierung von CD4+ Tregs nach Trauma nachweisen (Hanschen et al., 2011). Auch
andere Studien zeigen eine Induktion und Verstarkung der Aktivitat von CD4+ Tregs und deren
immunsuppressive Funktion nach Trauma (Ni Choileain et al., 2006). Viele weitere Studien
kommen zu dem Schluss, dass CD4+ Tregs die Inflammation und Selbstreaktivitat durch T-
Zellen in Trauma und anderen entziindlichen Erkrankungen beeinflussen (Stoecklein et al.,
2012). Darlber hinaus konnten Bergmann und Kollegen im Mausmodell zeigen, dass
Thrombozyten in Wechselwirkung mit CD4+ Tregs die Immunantwort nach Trauma regulieren
(Bergmann et al., 2016). Die Mechanismen, die der Aktivierung von CD4+ Tregs, sowie der
Interaktion mit Thrombozyten zugrunde liegen, sind bislang jedoch noch weitgehend
ungeklart. Aktivierte CD4+ Tregs regulieren neben T-Zellen auch direkt B-Zellen und kdnnen
so Immunreaktionen beeinflussen und Autoreaktivitdt verhindern (Zhao et al., 2006).
Dennoch besteht in der Literatur keine Einigkeit tiber den Effekt von regulatorischen T-Zellen
auf Outcomes in-vivo. Wahrend einige Studien einen positiven Effekt auf das Outcome bei
Sepsis zeigten (Heuer et al., 2005), hatten CD4+ Tregs in anderen Studien keinen Einfluss auf
die Sepsis-Mortalitat (Scumpia et al.,, 2006). Weiterhin ist unklar, welche Subtypen CD4+
regulatorischer T-Zellen in welcher Form an der posttraumatischen Immunregulation beteiligt
sind. Mindestens 5 verschiedene Subtypen von regulatorischen T-Zellen werden
unterschieden, darunter nTregs, iTregs, Trl Zellen, CD8(+) Tregs, und IL17-produzierende
Tregs; allerdings bleibt die Funktion der einzelnen Subtypen bisher weiterhin unklar (Zhang et
al.,, 2014). Wir haben bewusst auf eine Differenzierung unterschiedlicher Treg Subtypen
verzichtet, da generell der Einfluss und die Interaktion mit Thrombozyten im
posttraumatischen Setting untersucht werden sollte. Er herrscht allerdings bislang in der
Literatur auch noch Uneinigkeit (iber Subpopulationen regulatorischer T-Zellen und deren
Marker. Weiterhin weisen diese Zellen eine gewisse Plastizitdt auf, unter anderem ist in der
Literatur eine Konversion regulatorischer T-Zellen in Th17-Zellen, die sogar gegensatzliche
Funktionen aufweisen, beschrieben (Deknuydt et al.,, 2009). Im Hinblick auf die

unterschiedlichen Funktionen von CD4+ Tregs und Th17-Zellen, sowie der Bedeutung derer
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Balance fiir Entwicklung von SIRS, Sepsis und Organversagen (Guo et al., 2017), ist deren
gleichzeitige Aktivierung und die Expression von CD69 auf beiden Lymphozytenpopulationen

sehr interessant.

Hinsichtlich der posttraumatischen Interaktion von CD4+ Tregs mit Thrombozyten
beschrieben Bock und Kollegen in vorangegangenen Arbeiten parakrine Interaktionen lber
TLR4 und TNFR-Il (Bock et al., 2018). In der vorliegenden Studie wurden nur
Oberflachenmarker von CD4+ Tregs und Th17-Zellen untersucht. Andere Mechanismen und
Botenstoffe der Interaktion zwischen T-Zellen und Thrombozyten sollten zukiinftig ebenfalls
adressiert werden. Auch konnte eine Interaktion von Thrombozyten und CD4+ Tregs im
Mausmodell nur frith nach Trauma beobachtet werden (Bergmann et al., 2016). Dabei sollte
jedoch nicht unbericksichtigt bleiben, dass das humane und murine Immunsystem
signifikante Unterschiede in deren Funktionsweise aufweisen (Mestas & Hughes, 2004).
Zusatzliche Subgruppenanalysen und der Einfluss der CD4+ Treg/Th17- Aktivierung auf das
klinische Outcome sollte in weiteren Studien und bei Weiterfihrung der Studie mit einer
grofReren Studienpopulation untersucht werden. Darliber hinaus waren auch Untersuchungen
zu spateren Zeitpunkten interessant, da innerhalb der ersten 10 Tage nach Trauma kein
Abflachen des Anstiegs der Leukozytenaktivierung verzeichnet werden konnte. Durch
VergroRerung der Studienpopulation konnten zusatzlich weitere Zusammenhange entdeckt

und validere Aussagen getroffen werden.

9.3.2 Thrombozytare Gerinnungs- und Immunfunktion

Obwohl sich die Aktivierungsparameter CD62P, CD63, und TLR9 in den ersten 10 Tagen nach
Trauma nicht signifikant dnderten, konnten wir einen deutlichen, signifikanten Anstieg der
Thrombozytenzahl nach Trauma beobachten. Gleichzeitig fiel der thrombozytdre Beitrag an
der Gerinnungsfunktion Uber die gleiche Zeit ab. Eine intravasale Koagulopathie, die nicht
selten nach schweren Verletzungen und Immobilisation auftritt, konnte den Effekt der
Zunahme der Thrombozytenzahl abgeschwacht haben. Andererseits kdnnte ein Teil des
Anstiegs auch auf die Transfusion von Thrombozyten zuriickzufiihren sein. Die eingeschrankte
Funktion transfundierter Thrombozyten konnte zur Abnahme des Beitrags der Thrombozyten
an der Gerinnung mitgewirkt, aber ebenfalls auch immunologische Funktionen beeinflusst
haben (Cauwenberghs et al., 2007; Ng et al., 2018). Dabei ist jedoch noch fraglich, inwieweit
die Gerinnungsfunktion und deren Einschrankung mit der immunologischen Funktion von

Thrombozyten zusammenhangt.
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Dass Thrombozyten mit verschiedenen Zellen des Immunsystems wechselwirken und dadurch
immunologische Funktionen modulieren, ist bekannt. Verschiedene Signalrezeptoren auf
Thrombozyten, die fiir die Himostase entscheidend sind, haben entziindungshemmende oder
immunregulatorische Funktionen (Vieira-de-Abreu et al., 2012). Viele Studien beschreiben die
Bedeutung der Thrombozyten fiir die Regulation der Immunfunktion. Sie Ubernehmen
zahlreiche Funktionen der angeborenen und erworbenen Immunitdt, exprimieren und
sezernieren zahlreiche Molekiile, mittels derer Immunantworten initiiert und moduliert

werden (Semple et al., 2011).

Die Studienlage zur Thrombozytenfunktion nach Trauma ist allerdings uneindeutig. Wahrend
einige Studien im Tiermodell eine Zunahme der Thrombozytenaktivitat und eine endotoxin-
vermittelte gesteigerte Akkumulation und Aggregation nachweisen (Almqvist et al., 1983;
Beijer et al., 1987; Itoh et al.,, 1996), stellen andere Studien im Mausmodell eine
beeintrachtigte Thrombozytenfunktion und einen Anstieg der Thrombozytenzahl 6 Tage nach
Trauma fest (Midura et al.,, 2016). In klinischen Studien wird mehrfach (ber verminderte
Thrombozytenzahl und -funktion in Sepsis-Patienten (Cowan et al., 1976; Leytin et al., 2002),
wie auch in Trauma-Patienten (Kutcher et al., 2012) berichtet. Auch prognostisch kommt der
Thrombozytenanzahl in mehreren Studien Bedeutung zu. Eine klinische Studie zeigt eine
inverse Korrelation der Thrombozytenzahl nach Trauma mit der 24-Stunden Mortalitat, und
schlieBt daraus, dass Patienten von einer erhohten Thrombozytenzahl und einer niedrigeren
Transfusionsschwelle profitieren konnten (Brown et al.,, 2011). Eine beeintrachtigte
Thrombozytenfunktion war in Sepsis-Patienten auch prognostisch fiir spatere Organ-
Dysfunktionen und das Patientenoutcome von Bedeutung (Lundahl et al.,, 1998). In einer
anderen klinischen Studie wiesen Patienten mit Thrombozytopenie an Tag 4 eine deutlich

erhohte Mortalitat als die restlichen Patienten auf (33% zu 16%) (Akca et al., 2002).

Immer mehr Studien weisen zudem die immunologische Funktion von Thrombozyten und
deren Interaktion mit Zellen des Immunsystems nach (Stokes & Granger, 2012). Auch im
Mausmodell wurde eine Modulation der systemischen Immunantwort nach Trauma durch
Thrombozyten beschrieben (Elzey et al., 2003). In vorangegangenen Studien unserer
Arbeitsgruppe konnte im Mausmodell gezeigt werden, dass Thrombozyten durch die
Interaktion mit CD4+ Tregs die Immunreaktion nach Trauma beeinflussen. (Bergmann et al.,

2016).
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Die Thrombozytenanzahl und -aktivierung konnte im klinischen Kontext als diagnostischer
Marker fir immunologische Dysbalance sowie zur Prognose des Outcomes in Trauma- und
Sepsispatienten verwendet werden. Darliber hinaus kdnnten Thrombozyten ein Ziel fiir eine

immunmodulatorische Therapie darstellen.

9.3.3 Plasmatische Gerinnung

Es zeigte sich eine Zunahme der Gerinnungsfunktion im extrinsischen sowie im intrinsischen
Weg der Gerinnung, ausgedriickt durch eine kiirzere Zeit bis zur Gerinnselbildung (Clot
Formation Time), sowie eine hdhere Festigkeit des gebildeten Blutgerinnsels (Maximum Clot
Firmness). Diese Zunahme war vor allem bedingt durch plasmatische Gerinnungsfaktoren.
Bluttransfusionen wurden bei der Auswertung allerdings nicht bericksichtigt, und kénnten
das Ergebnis der Gerinnungsmessung beeinflusst haben. Da es sich bei der Messung mittels
ROTEM® um ein artifizielles System handelt, kénnen auch Einflussgrolen wie das
Stromungsverhalten, Medikamentenwirkungen, und Wechselwirkungen mit Endothelzellen
und anderen Molekiilen nicht adaquat abgebildet werden. Trotzdem kommen viele Studien
zu dem Schluss, dass sich ROTEM®, besonders in Trauma Patienten, gut zur Diagnose von in-

vivo Gerinnungsstérungen eignet (Rugeri et al., 2007).

Der Einfluss von Trauma auf die Gerinnung ist schon langer bekannt, und ist haufig zu
beobachten. In einer Studie von Engelman und Kollegen wiesen 85% der untersuchten
Polytraumapatienten eine Hyperkoagulabilitat auf (Engelman et al., 1996). Diese wird auch als
(akute) traumatische Koagulopathie bezeichnet, und kann von prognostischer Bedeutung
sein, da dieser Zustand mit einem schlechten klinischen Outcome assoziiert ist (Cap & Hunt,
2015). Auch eine Hyperfibrinolyse, die nicht selten nach Trauma auftritt, korrelierte mit
Outcome (Schochl et al., 2009). Unter anderem kann die erhohte Bildung und gestorte
Regulation von Thrombin dabei einen hyperkoagulativen Zustand in Patienten auslosen (Selby
et al., 2009). Neben der Gefahr einer venésen Thrombose und Thrombembolie, scheint der
Grad der Gerinnungsaktivierung aullerdem mit Organversagen und mit der Prognose nach

Verletzungen zusammenzuhangen (Garcia-Avello et al., 1998).

Zwar wurde in einer klinischen Studie von Schreiber und Kollegen eine Hyperkoagulabilitat
nach Trauma vor allem in den ersten 24 Stunden nachgewiesen, wobei diese in Frauen
deutlich starker ausgepragt war als in Mannern (Schreiber et al., 2005). Wilson und Kollegen

konnten jedoch zeigen, dass nach operativer Versorgung von Femurhalsfrakturen eine
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Hyperkoagulabilitdt nachweisbar war, die selbst 6 Wochen nach OP noch bestand (Wilson et

al., 2001).

Immer mehr Studien zeigen Zusammenhange zwischen Gerinnung und Immunfunktion auf.
Dabei scheinen sich Gerinnungssystem und Entziindungsreaktion gegenseitig zu beeinflussen
(Levi et al., 2004). Auch mikrovaskuladre Stoérungen, sowie die Aktivierung und Dysfunktion von
Endothelzellen, spielen dabei nicht nur fiir die Gerinnung, sondern auch fiir die Initiation,
Aufrechterhaltung und Modulation der Immunfunktion eine wichtige Rolle (Aird, 2003). Eine
systemische Entziindung fihrt zur Aktivierung der Gerinnung, und zur Hemmung
antikoagulatorischer Mechanismen und der Fibrinolyse (Schouten et al., 2008). Gleichzeitig
tragt die Gerinnungsaktivierung und Fibrinablagerung zur Abwehr von Infektionserregern und
zur Einddmmung der Entzindungsreaktion bei (Bateman et al., 2003). Bei der
Gerinnungsaktivierung in inflammatorischen Zustanden stellen vor allem Zytokine
entscheidende Faktoren dar (Esmon, 2005). Auch Tissue Factor, der von Endothelzellen, aber
auch von Monozyten und Makrophagen exprimiert wird (Osterud & Flaegstad, 1983), ist fiir
die Kommunikation zwischen Gerinnung und Entziindung von Bedeutung. Zellfragmente von
aktivierten oder apoptotischen Zellen, sogenannte Mikropartikel, kdnnen zusatzlich die

Gerinnung beeinflussen (Schouten et al., 2008).

Der Zeitpunkt der Normalisierung der Gerinnungsfunktionen sowie Mechanismen und deren
Einflussfaktoren, sollten zukiinftig weiter untersucht werden. Ein besseres Verstandnis dieser
Vorgdnge, sowie derer Komponenten kdnnte zur Prognose, aber auch fir Diagnose und

Regulation hamostatischer, sowie mittelbar auch Immunologischer Dysbalancen, beitragen.

9.3.4 Korrelation zwischen Immunologie und Gerinnung

Die CD69 Expression stieg innerhalb der ersten 10 Tage nach Trauma sowohl auf CD4+ Tregs,
wie auch auf Th17-Zellen signifikant an, gleichzeitig lag ein deutlicher, signifikanter Anstieg
der Thrombozytenzahl vor. Wir fanden zwischen dem Anstieg der CD69 Expression und dem
Anstieg der Thrombozyten einen signifikanten, malig starken positiven linearen
Zusammenhang. Wir konnten damit erstmals im Menschen einen positiven Zusammenhang
zwischen der Aktivierung CD4+ Tregs und Th17-Zellen, und der Expansion von Thrombozyten

nachweisen und quantifizieren.

Auch hier gilt allerdings, dass die untersuchte Stichprobengrée mit 20 Patienten eher gering,

und dass nach Abschluss der letzten Messung keine Normalisierung zu Ausgangswerten zu
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beobachten war. Sinnvoll ware daher, die Messungen lber einen langeren Zeitraum
durchzufiihren, bis sich ein konstantes Niveau in Thrombozytenzahl und T-Zell Aktivierung
einstellt. AuBerdem koénnten durch den Einschluss weiterer Patienten mittels
Subgruppenanalysen zusatzliche Einflussfaktoren identifiziert und Zusammenhange mit dem

Patientenoutcome aufgedeckt werden.

Dass Thrombozyten mit Zellen des Immunsystems interagieren, und an verschiedenen
Immunreaktionen  beteiligt sind, ist bekannt. Sie sind ein Bestandteil von
Entziindungsreaktionen und spielen fiir angeborene und erworbene Immunitat eine wichtige
Rolle (Elzey et al.,, 2005). Sie sind sowohl an Entziindungsprozessen, wie auch an
Immunreaktionen maRgeblich beteiligt (Jenne et al., 2013). Thrombozyten férdern die
Differenzierung von CD4+ T-Zellen, sowie deren Zytokinproduktion und -freisetzung,
einschlieRlich der Zytokine, die fir Th17-Zellen und CD4+ Tregs charakteristisch sind (Gerdes
et al., 2011). Sie bilden Zell-Zell-Kontakte zu Lymphozyten aus, und kénnen deren Aktivitat
stimulieren oder hemmen und unterstitzen auRerdem die transendotheliale Migration dieser
Zellen (Klinger & Jelkmann, 2002). Es wurde gezeigt, dass Thrombozyten sowohl CD4+ Tregs,
als auch Th17-Zellen direkt beeinflussen. Wahrend sie die Zellantwort von CD4+ Tregs fordern,
scheinen sie auf Thl7-Zellen einen biphasischen Einfluss zu haben, namlich erstmalig eine
Verstarkung, gefolgt von einer Suppression (Zhu et al., 2014). Eine Modulation der
Thrombozytenaktivierung konnte die Regulation der Immunaktivierung, und gleichzeitig die
Pathogen-Clearance verbessern und die Gewebeschadigung in schweren Entziindungen
mildern; da viele der beteiligten Mediatoren sehr spezifisch sind, konnte deren Regulation
spezifischer wirken als eine klassische Breitspektrum-Immunsuppression (Jenne et al., 2013).
Klinische Daten zeigen sogar, dass eine Thrombozytenaggregationshemmung mit einer
verringerten Kurzzeit-Mortalitdt, niedrigerer Pravalenz akuter Lungenschaden, sowie
verringerter Notwendigkeit einer intensivmedizinischen Therapie einhergeht, ohne dabei das
Blutungsrisiko signifikant zu erhéhen (Akinosoglou & Alexopoulos, 2014). Die lasst den Schluss
zu, dass anhand Thrombozytenzahl und -aktivierung frilhzeitig immunologische Dysbalancen
erkannt, und durch deren Modulation die Immunreaktionen beeinflusst, und somit neue

Konzepte zur Therapie entwickelt werden kénnten.
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10 Schlussfolgerung

10.1 Bedeutung der Studie

In der vorliegenden Studie sollte im Menschen die Aktivierung von CD4+ Tregs und Th17-
Zellen im posttraumatischen Setting, sowie deren Zusammenhang mit einer Anderung in der
Thrombozytenzahl und -aktivierung untersucht werden. Dabei konnte erstmals ein positiver
linearer Zusammenhang zwischen der ansteigenden Aktivierung von CD4+ Tregs und Th17-
Zellen mit einer Zunahme der Thrombozytenzahl gezeigt werden. Immer mehr Studien weisen
auf die immunologische Bedeutung der Thrombozyten, und auf deren Interaktion mit Zellen
des Immunsystems — unter anderem auch CD4+ Tregs und Th17-Zellen — hin. Diese sind
insofern besonders von Bedeutung, als sie mafigeblich zur immunologischen Regulation nach
Trauma beitragen. Dysbalancen kénnen lber SIRS und/oder CARS zu schweren Organschaden
fihren, und die Mortalitdt nach Trauma bedeutend beeinflussen. Diese Studie soll dazu
beitragen, die Mechanismen der Interaktion dieser Zellen besser zu verstehen, und in Zukunft
neue diagnostische und therapeutische Konzepte zu entwickeln, immunologische

Dysbalancen nach Trauma friiher erkennen und besser therapieren zu kénnen.
10.2 Ausblick

Nachdem ein relevanter Zusammenhang zwischen der Aktivierung von CD4+ Tregs und Th17-
Zellen mit der Expansion der Thrombozyten gezeigt werden konnte, stellt sich die Frage nach
weiteren Mechanismen der Interaktion, sowie deren Effekt auf das klinische Outcome der
Patienten. Weiterhin bleibt unklar, wie sich Thrombozyten und die untersuchten T-Zell
Populationen nach dem Zeitraum von zehn Tagen nach Trauma verhalten. Durch den
fortgefihrten Patienteneinschluss in die Studie und die Durchfiihrung von
Subgruppenanalysen, sollen weitere Erkenntnisse gewonnen und validere Aussagen Uber die
untersuchten Zusammenhdnge getroffen werden. Auch die Untersuchung (ber einen
langeren Zeitraum konnte sinnvoll sein, um herauszufinden, nach welcher Zeit und in welcher
Form sich ein konstantes Niveau von Thrombozytenzahl und T-Zell Aktivierung einstellt.
Daruber hinaus kéonnte der Einfluss einer Thrombozytenaggregationshemmung, sowie der

Gabe von Blutprodukten untersucht werden.
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