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1. Einleitung

In der Bevdlkerung der Bundesrepublik Deutschland stellen Unfélle bei den
Menschen unter 65 Jahren eine der Haupttodesursachen dar [1]. Neben der
schnellen und optimalen Versorgung der Verletzungen spielt die Behandlung der im
Verlauf auftretenden Komplikationen fiir das Uberleben der Patienten eine immer
grollere  Rolle [2]. Mitverantwortlich  fir diese  Komplikationen, wie
Multiorganversagen (MODS), Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS)
und Sepsis, kann die Entwicklung einer Immundysregulation nach dem Trauma sein
[3]. Eine Moglichkeit, die Mortalitat auf der Intensivstation bei diesen Patienten zu
senken, kdnnte die frihe Erkennung und Préavention der Immundysregulation sein.

Doch ausreichende pradiktive Marker zur posttraumatischen Entstehung von SIRS
und Sepsis sowie spezifische praventive Mallnahmen existieren derzeit nicht. In
letzter Zeit konnten in Studien immer wieder Hinweise gefunden werden, dass der
Tryptophanstoffwechsel eine Schlusselrolle bei der Steuerung des immunologischen
Gleichgewichts zwischen Immunabwehr und Toleranz nach einem Polytrauma spielt
[4-10]. Die durch das Enzym Indoleamin 2,3-Dioxygenase (IDO) entstehenden
Abbauprodukte von Tryptophan, z.B. Kynurenin, kédnnen zuséatzlich Organschaden
bewirken [5]. Daher sollte die Rolle des IDO vermittelten Tryptophankatabolismus im
Rahmen der posttraumatischen SIRS-Entstehung und die Wertigkeit der Parameter
Tryptophan, Kynurenin und Kynurenin:Tryptophan Quotient (Kyn:Trpt Quotient) zur

Friherkennung einer Sepsis und Multiorganversagen untersucht werden.

Polytrauma

In der Bundesrepublik Deutschland ereignen sich jahrlich ca. 7-8 Mio. Unfélle mit ca.
580.000 Verletzten [1] von denen Uber 30.000 ein Polytrauma (ISS =16) erleiden [11,
12]. Ein Polytrauma ist definiert als eine gleichzeitige Verletzung mehrerer
Korperregionen oder Organsysteme, von denen mindestens eine oder die
Kombination mehrerer lebensbedrohlich ist [13]. Sowohl an der Verbesserung der
Behandlungsablaufe im Schockraum als auch an der primaren chirurgischen
Versorgung der Schwerverletzten wird stédndig gearbeitet. Doch die Herausforderung

in der Betreuung dieser Patienten besteht nicht nur in der Versorgung der initialen
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Verletzungen, sondern auch der pathophysiologischen Folgezustédnde, die sich
wahrend des stationdren Aufenthalts entwickeln. So formten Friedl et al 1992 eine
moderne Auffassung des Polytraumas als erworbenes Immundefektsyndrom [14] mit
den daraus resultierenden sekunddren Komplikationen wie SIRS, Sepsis und
Multiorganversagen. Diese posttraumatische Fehlregulierung des Immunsystems
erhoht nicht nur die Morbiditat und Mortalitdt der Patienten, sondern verursacht auch

ca. 30% der Kosten auf deutschen Intensivstationen [15].

SIRS und Sepsis

Der Begriff des Systemic Inflammatory Response Syndroms (SIRS) bezeichnet einen
Symptomkomplex, der im Rahmen einer Infektion, aber auch nach nichtinfektiésen
Ereignissen, wie zum Beispiel einem Trauma, beobachtet werden kann. Ein SIRS

liegt vor, wenn 2 der folgenden 4 Kriterien erfillt sind [16].

- Temperatur = 38°C oder < 36°C, bestatigt durch eine rektale, intravasale oder
intravesikale Messung

- Herzfrequenz = 90 /min

- Atemfrequenz = 20 /min oder PaCO2 < 4,3 kPa/ < 33 mmHg

- Leukozytose mit = 12000 /mm? oder Leukopenie < 4000 /mm?® oder

= 10 % unreife Neutrophile im Differentialblutbild

Gelingt zudem die Diagnose einer Infektion Uber den mikrobiologischen Nachweis
oder anhand klinischer Kriterien liegt eine Sepsis vor [16]. Nach Erhebungen des
vom Bundesministeriums fir Bildung und Forschung (BMBF) geférderten
Kompetenznetzwerkes Sepsis (SepNet) erkranken in Deutschland pro Jahr ca.
79.000 Einwohner an einer Sepsis, von denen ca. 60.000 versterben. Damit stellen
die septischen Erkrankungen die dritthdufigste Todesursache nach dem akuten
Myokardinfarkt dar [15].

Von den polytraumatisierten Patienten erleiden ca. 30 % eine schwere Sepsis, d.h.
neben den Kriterien einer Sepsis besteht zusatzlich eine akute Dysfunktion
mindestens eines Organsystems [16, 17]. Insgesamt entwickeln etwa 15 % ein
Multiple Organ Dysfunction Syndrome (MODS) [18].
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Die Kriterien fur ein MODS sind erfullt, wenn mindestens zwei oder mehr
Organsysteme in ihrer Funktion beeintrachtig sind. Betrachtet werden dabei das
pulmonale, kardiovaskulare, renale, hepatische und das hdmatologische System.

Da die Prognose mit Zunahme der Dysfunktion der Organsysteme schlechter wird,

besteht grol3es Interesse an frihzeitigen pradiktiven Markern.

Der Tryptophan-Stoffwechsel

Tryptophan ist eine essentielle Aminosaure, die definitionsgemal nicht vom Kérper
synthetisiert werden kann und deshalb mit der Nahrung zugefihrt werden muss.
Uber das Blut wird Tryptophan in alle Zellen verteilt, wo es fiir die Proteinbiosynthese
gebraucht wird [9]. Im ZNS katalysiert das Enzym Tryptophan-5-Monooxygenase die
Bildung des Neurotransmitters Serotonin aus Tryptophan. Serotonin ist wiederum
Vorstufe fir die Synthese von Melatonin in der Hypophyse.

Der grofdte Teil des Tryptophans wird Uber den Kynureninweg in N-Formylkynurenin
gespalten. Es existieren zwei Enzyme, die diesen Weg katalysieren: zum einen die
Tryptophan 2,3-Dioxygenase, die besonders in der Leber die Serumkonzentration
des Tryptophans reguliert, und zum anderen die Indoleamin 2,3- Dioxygenase. Die
Indoleamin-2,3-Dioxygenase ist ein Hamenzym, das die oxidative Spaltung des
Indolringes des Tryptophans, den ersten und limitierenden Schritt des
Tryptophanabbaus Uber den Kynureninweg, katalysiert. Die Kynurenin-Formylase
setzt dann das N-Formylkynurenin weiter zu Kynurenin und Formiat um. Im weiteren
Abbauweg entsteht das Chinolat aus dem Uber die
Chinolatphosphorybosyltransferase das Nicotinsduremononucleotid gebildet wird
[19-21].

Die Transkription des IDO Gens wird stark von IFNy und nur schwach von anderen
Interferonen induziert [22]. Durch die Induktion kommt es in der Zelle zum verstarkten
Abbau von Tryptophan [23]. Zunachst wurde diese Tryptophandepletion nur als
Abwehrmechanismus gegen intrazelluldre Parasiten, maligne Zellen und andere
Pathogene wie Pilze verstanden, da nicht nur eukaryote Zellen, sondern auch
prokaryote Zellen ohne diese Aminosaure nicht Gberleben kénnen [7, 24-31]. Dieses

Konzept musste erweitert werden als entdeckt wurde, dass der
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Tryptophankatabolismus Uber die Abwehr hinaus, auch fir die Immuntoleranz eine
wichtige Rolle spielt. So fuhrte die Hemmung der IDO bei schwangeren Mausen zur
AbstoRBung allogener Feten [32]. In Studien konnte gezeigt werden, dass die
Tryptophandepletion Uber eine Steigerung der IDO-Aktivitat in Dendritischen Zellen

zu einer T-Zell Anergie und damit zur Immuntoleranz fuhrt [8, 33].

Um die kérpereigenen, IDO exprimierenden Zellen vor der Tryptophandepletion im
Rahmen der Abwehr zu schitzen, stimuliert Interferon-y (IFNy) auch die Transkription
der Tryptophanyl-tRNA-Synthetase [34]. Die Tryptophanyl-tRNA-Synthetase ist ein
ubiquitdres Enzym, dass Tryptophan intrazelluldr an seine spezifische tRNA bindet.
Die entstehenden Tryptophan —tRNA Komplexe koénnen dann direkt fur die
Proteinsynthese verwendet werden, da der so gebundene Teil der Aminosaure nicht
mehr durch die IDO abgebaut werden kann. Dieser Mechanismus versorgt die Zelle
mit einem Tryptophanvorrat, der nicht mehr Parasiten oder anderen Erregern zur
Verfligung steht [35-39].
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Diesem Enzym scheint Uber die Regulation der Tryptophankonzentration so eine
wichtige modulatorische Eigenschaft zwischen Immuntoleranz und Abwehr
zuzukommen. Erst kirzlich konnte die Arbeitsgruppe von D&ubener zeigen, dass in
den verschiedenen Stadien der Immunantwort die Aktivitdt der IDO variiert. Die
Tryptophandepletion hat dabei zundchst einen antimikrobiellen Effekt und mit
sinkender Tryptophankonzentration dann eine Inhibition der T-Zellen zur Folge [40].
Neben der Konzentration des Tryptophans konnte auch die Bedeutung des
Kynurenins und seiner Metabolite gezeigt werden. Della Chiesa et al. wiesen fir L-
Kynurenin eine Beeinflussung und reversible Inhibition der Funktion natirlicher
Killerzellen nach [5]. Dariber hinaus verursachen das Kynurenin und seine
Metabolite, wie das 3-Hydroxykynurenin und das Chinolat, direkte Gewebe- und
Organschaden und scheinen auch neurotoxische Wirkung zu haben [5, 10, 32, 41-
43]. Die Bedeutung dieser Stoffe fir die Organschaden und Dysfunktionen nach

Trauma ist bisher nicht untersucht.

Immunreaktion nach Trauma

Das Immunsystem des menschlichen Koérpers reagiert auf eingedrungene
Krankheitserreger oder absterbendes Gewebe, wie nach ausgedehnten Operationen
oder schweren Unféllen, mit einer Entziindungsreaktion. Im Gewebe anséssige
Makrophagen sezernieren neben Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) und Interleukin-
1 (IL-1) als einen der ersten Botenstoffe Interleukin-6 (IL-6) und locken somit weitere
Abwehrzellen aus der Blutbahn an.

Von den Makrophagen angelockt verlassen die neutrophilen Granulozyten als
weitere primare Abwehrzellen der angeborenen Immunitat, die Blutbahn. Im
Extrazellularraum tragen sie zur Eliminierung kérperfremder Stoffe bei, in dem sie
diese in intrazelluldre Vesikel, die Phagosomen, aufnehmen, die dann mit den
Lysosomen, die proteolytische Enzyme enthalten, verschmelzen [44]. Neben den
neutrophilen Granulozyten werden auch TH1-Zellen von den Makrophagen
angelockt. Sie produzieren am Ort der Abwehr pro-inflammatorische Zytokine wie
IFN-y, das die Makrophagen zusatzlich aktiviert und zur Phagozytose stimuliert.
Gleichzeitig verstarken die T-Helferzellen die zytotoxische Potenz der Natirlichen

Killerzellen und induzieren die Antikdrperproduktion der eingewanderten B-Zellen.
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Neben der Aktivierung der Makrophagen induziert IFN-y auch die Expression der
Indoleamin 2,3- Dioxygenase und damit den Tryptophankatabolismus. Das
sezernierte TNF-a fUhrt zu einer Erhéhung der GefalRpermeabilitdt und mobilisiert
zuséatzlich die im Gewebe anséssigen Dendritischen Zellen (DC). Die DC gelangen
Uber die Lymphbahnen in die Lymphknoten und aktivieren dort die T-Zellen. In
diesem Stadium der Abwehr greifen viele Faktoren der angeborenen und

erworbenen Immunitat ineinander.

Gleichzeitig mit der Inflammation nach dem Trauma setzt die Immunsuppression, als
physiologischer Feedbackmechanismus, ein um die inflammatorischen Vorgange zu
modulieren. Diese Gegenregulation wird oft als compensary anti-inflammatory
response syndrome (CARS) bezeichnet. Im Rahmen dieser Mechanismen kommt es
zusatzlich zu den bereits genannten proinflammatorischen Zytokinen, auch zur
Ausschittung antiinflammatorischer Molekile, wie zum Beispiel das Interleukin 10
(IL-10) [45]. Dabei konnte eine gute Korrelation fir die Héhe des IL-10 und die
posttraumatische Morbiditat gezeigt werden [46, 47].

Immunologische Dysregulation

Nach einem Trauma spielt die Balance zwischen pro- und antiinflammatorischen
Faktoren im Rahmen der Immunantwort des Koérpers eine grofde Rolle [48, 49]. Ein
Uberwiegen der proinflammatorischen Mediatoren kann zu einer Hyperinflammation
und konsekutiv zu Organschaden und Multiorganversagen fiihren. Uberwiegen
jedoch die antiinflammatorischen Faktoren erhéht sich das Risiko einer Infektion und
damit der Entwicklung einer Sepsis [50-52]. Die Mechanismen, die diese Balance

Aufrecht erhalten sind bisher noch unklar.

Fr die Betrachtung der posttraumatischen Immunreaktion konnte Interferon Gamma
(IFN-y) als besonders bedeutsamer inflammatorischer Mediator identifiziert werden,
da dieser in deutlich erhéhten Konzentrationen bei polytraumatisierten Patienten
nachgewiesen werden konnte [4]. IFN-y wiederum beeinflusst die Aktivitat der IDO.
Die daraus resultierende Tryptophandepletion spielt eine wichtige Rolle im Rahmen

der Steuerung des inflammatorischen Immungeschehens. Zum einen ist ein Mangel
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dieser essentiellen Aminosédure ein wichtiger limitierender Faktor in der klonalen
Vermehrung der Lymphozyten im Rahmen der Immunabwehr [48]. Dartber hinaus
konnte gezeigt werden, dass die Aktivitdt der IDO in Dendritischen Zellen die
Funktion der T-Zellen mit bestimmt. Eine erhéhte IDO-Aktivitét in diesen Zellen fuhrt
Uber die Trytophandepletion zu einer T-Zell Anergie und zu immunologischer
Toleranzentwicklung [8, 23, 33, 53]. Physiologisch scheint dieser Mechanismus zum
Beispiel fir den Ablauf einer normalen Schwangerschaft zu sein, die auf die Toleranz

des mitterlichen Organismus gegenliber dem Feten angewiesen ist [27].

Das unterschiedliche @ Zusammenspiel von IFN-y,  Tryptophandepletion,
Lymphozytopenie und verénderter T-Zell Aktivitdt konnte im Rahmen verschiedener
Krankheiten, wie z.B. viralen Infektionen, Autoimmunprozessen und malignen
Erkrankungen als Faktor fir eine erhéhte Morbiditat und Letalitdt der Patienten
identifiziert werden [54-57]. Auch fur die immunologischen Vorgdnge nach einem
Trauma lassen sich diese Zusammenhange vermuten. Pellegrin et al konnten bereits

erniedrigte Tryptophankonzentrationen bei Patienten im Schockraum messen [4].

Eine Aussage Uber eine mdgliche Korrelation der Hoéhe der Tryptophan- und
Kynureninspiegel nach einem Trauma und der Morbiditdt konnte bisher nicht
getroffen werden. Auch der prognostische Wert dieser Parameter ist bisher nicht
untersucht. Tryptophan und dessen Abbauprodukte scheinen eine Schllsselrolle bei
der Steuerung immunologischer Prozesse nach einem Polytrauma zu spielen. In
dieser Studie sollte daher die Rolle des Tryptophankatabolismus Uber den
Kynureninweg im Rahmen der posttraumatischen Entstehung von SIRS und Sepsis

untersucht werden. Dazu wurden folgende Fragestellungen formuliert:
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Zielsetzung dieser Arbeit

Ziel dieser Studie war die Untersuchung der Rolle des Tryptophankatabolismus im
Rahmen der posttraumatischen Entstehung von SIRS und Sepsis. Dazu wurde die
Konzentration von Tryptophan und dessen Abbauprodukt Kynurenin im Blut von
polytraumatisierten Patienten bestimmt und der daraus zu errechnenden
Kynurenin:Tryptophan-Quotient berechnet.
So ergaben sich folgende Fragen:
* Lassen sich nach einem Polytrauma im Serum erniedrigte Tryptophan- und
erhéhte Kynureninkonzentrationen messen?
* |Ist der Kynurenin:Tryptophan-Quotient im Vergleich zu Normalpersonen
verandert?
* Unterscheidet sich die H6he der gemessenen Konzentrationen bei Patienten

mit und ohne Entwicklung einer Sepsis nach Trauma?

Da bisher keine Studien zur H6he der Kynureninspiegel bei unterschiedlichen
Organschédden  vorliegen  wurde  zuséatzlich der Zusammenhang  der
posttraumatischen Kynureninspiegel und der verschiedenen Verletzungsmuster
untersucht. Insbesondere wurde auch analysiert, wie gut die Parameter des
Tryptophanmetabolismus mit dem weiteren Verlauf, also der Entwicklung einer
Sepsis und einem Multiorganversagen, korrelieren und damit als prognostische
Marker genutzt werden kénnten.
Zusatzlich ergaben sich damit folgende Fragestellungen:

* Fdhrt die Verletzung des Koérperstamms zu anderen Konzentrationen von

Tryptophan und Kynurenin als die Verletzung der Extremitaten?
* Erlaubt der Quotient aus Tryptophan und Kynurenin eine friihe prognostische

Aussage Uber den posttraumatischen Verlauf des Patienten?
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2. Patienten, Material und Methoden

Patienten

Zwischen Mai 2006 und Januar 2008 wurden 60 Patienten, die mit der Diagnose
eines Polytraumas mit penetrierendem oder stumpfen Verletzungen und einem ISS >
16 in die Notaufnahme der Klinik fir Unfall- und Handchirurgie der Heinrich-Heine-
Universitdt Dusseldorf eingeliefert wurden, in die Studie aufgenommen. Dabei
wurden die Definitionskriterien eines Polytraumas nach Tscherne, namlich
,gleichzeitig entstandene Verletzung mehrerer Kérperregionen oder Organsysteme,
wobei wenigstens eine Verletzung oder die Kombination mehrerer Verletzungen
lebensbedrohlich ist* [13] zugrunde gelegt. Als Ausschlusskriterien galten fehlendes
Einverstandnis der Patienten und Tod innerhalb der ersten 24 Stunden. Signifikante
Vorerkrankungen wurden nicht bertcksichtigt, doch war bei keinem Patienten eine

immunologische Grunderkrankung oder eine immunsuppressive Therapie bekannt.

Die einzelnen Patienten wurden gemalf ihrer Verletzungen in der Unfallchirurgischen
oder der Neurochirurgischen Klinik weiter behandelt und dort Gber mindestens 10
Tage weiter beobachtet. 54 von 60 Patienten (89.9 %) wurden am Aufnahmetag
operiert, drei am ersten Tag, zwei am zweiten Tag und ein Patient am vierten Tag
nach dem Trauma. Alle Patienten wurden Uber einen zentralen Venenkatheter
parenteral erndhrt (Aminosteril® N-HEPA 8% (Fresenius Kabi, GmbH, Austria),
Lipofundin MCT 20 % (B.Braun Melsungen AG, Germany), Glucose 50 %
gewichtsadaptiert).

Ab der Unfallstelle wurden alle ha&modynamischen, respiratorischen und
laborchemischen Daten mittels Microsoft Excel prospektiv erfasst und die
Verletzungsschwere mit dem Injury Severity Score [ISS] nach Baker [58] basierend
auf der Abbreviated Injury Scale (AIS) eingeschatzt [59]. Dabei werden die
Verletzungen nach dem AIS nach |hrer Schwere von 0 (unverletzt) bis 6 (t6dlich)
bewertet und dann den sechs Korperregionen Schadel-Hals, Gesicht, Thorax,

Abdomen, Extremitdten und Weichteile zugeordnet. Der ISS berechnet sich dann
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aus der Summe der Quadrate der drei hochsten AlS-Werte und nimmt somit einen

Endwert zwischen 0 und 75 Punkte an.

Zur Klassifikation eines SIRS oder einer Sepsis wurden die Kriterien der
Internationalen Sepsis Definitions Konferenz von 2001 benutzt [60]. Somit galten
Patienten als septisch wenn sie die Kriterien eines Systemic Inflammatory Response
Syndrom (SIRS) erflllten und zuséatzlich ein Infektionsfokus gefunden werden
konnte.

Zur Uberwachung und Einschatzung der Organdysfunktion wurde (iber mindestens
10 Tage alle 24 Stunden der Multiple Organ Dysfunction Score (MODS) [61] erhoben
(Tabelle 2).

0 1 2 3
Atmung > 300 226 -300 151 -225 76 -150 <75
PaO,/ FiO, mmHg
Thrombozyten >120 81-120 51 -80 21 -50 <20
x10%/mm?
Bilirubin mg/dl <1,2 1,3-3,5 3,6 -7,0 7,1-14,0 >14,0
Herz-Kreisauf <10,0 | 10,1-15,0 | 15,1-20,0 | 20,1-30,0 | >30,0
HF x ZVD x MAD
Glasgow Coma Scale 15 13-14 10-12 7-9 <6
Kreatinin mg/dl <11 1,2-2,3 2,4-4,0 41-57 >5,7

Tabelle 2: MODS (Multiple Organ Dysfunction Score) nach Marshall JC et al [61]

Material

Gerite

- Fresco 17 Thermo Zentrifuge

- Victor 3 Perkin Elmer

- Schuttler KS250/ IKA Labortechnik

- High Performance Liquid Chromatographie, Alliance Separation Module,
Waters 2690, USA

- UV-Detektor, Dual A Absorbance Detector; Waters 2487, USA

- Fluoreszenz Detektor, Fluorescence Detector; Waters 474, USA
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Chemikalien, Lésungen, Medien

- Serumréhrchen, Vacutainer SST Il Advance, REF 366566, BD, UK

- Eppendorf Tubes 1,5 ml; 0,5 ml

- Methanol Chromasolv fiir die HPLC, Sigma

- Glasflaschen, neck vial, Waters

- mobile Phase 4,08 g KH2PO4 in 2000 ml H20 und 80 ml Acetonnitril

- Saule EC 250/4.6, Nucleodur C18 Pyramid 5 y; Macherey-Nagel, D

- kurze Vorsaule C18; Grofie 4x3 mm; Phenomenex, USA

- L-Tryptophan, Sigma-Aldrich, USA

- L-Kynurenin, Merck, D

- Pipetten Eppendorf Research und Reference jeweils in den Gré3en 0,5-10 pl/
10-100 pl/ 100-1000

- Pipettenspitzen von Eppendorf und StarLab

- Combitips Plus 10 ml Eppendorf

- Filter Tips/ Star Lab

- Multipette plus, Eppendorf

Methoden

Die durchgefiihrte Studie wurde von der Ethikkommission der Universitatsklinik der
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf gepruft und genehmigt. Von allen Patienten
lag vor Einschluss in die Studie das schriftliche Einverstdndnis vor. Bei intubierten
oder nicht ansprechbaren Patienten wurde das Einverstdndnis durch die

Angehdorigen oder unmittelbar nach Wiedererlangen des Bewusstseins eingeholt.

Blutentnahme

Die Dokumentation der Patienten begann am Unfalltag, Tag 1, mit der Aufnahme in
die Notfallambulanz und die Blutabnahme im Schockraum. Dazu wurde ein
Blutabnahmeset fiir den Schockraum entwickelt um sicherzustellen, dass die Proben

unmittelbar nach Eintreffen der Schwerverletzten gewonnen werden konnten.
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Abbildung 1: Polytrauma-Box

An den Tagen 2 — 11 wurde den Patienten jeweils morgens, um Einflisse durch die
zirkardiane Rhythmik weitmdéglichst auszuschlieRen, eine vendse Blutprobe
entnommen. DarUber hinaus wurden die Routinelaborparameter: Leukozytenzahl,
Erythrozytenzahl, Thrombozytenzahl, Hamoglobin, Kreatinin, Harnstoff, C-reaktives
Protein, Laktatdehydrogenase, Quick, Partielle Thromboplastin Zeit (pTT),
Elektrolyte, Kreatinkinase und Gesamtbilirubin; aus der morgendlichen Blutabnahme

im Zentrallabor bestimmt und in die Dokumentation aufgenommen.

Taglich wurden somit folgende Materialien gewonnen:
e Serum (5 ml)
Vacutainer SST Il Advance, REF 366566, BD, UK

Aufbereitung

Zur vollstandigen Gerinnung wurde das Serumrdhrchen fir eine halbe Stunde bei
Raumtemperatur ruhen gelassen und danach 6 min bei 1700 g und 4°C in der
Zentrifuge (Megafuge 1.0R Thermo, D) zentrifugiert. Das so gewonnene Serum
wurde abpipettiert und in Eppendorf Tubes (Safe Lock Tubes 1,5 ml, Eppendorf, D)
zu je 100 pl aliquotiert und bei -20°C eingefroren.
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High Performance Liquid Chromatography

Die High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ist ein chromatographisches
Trennverfahren bei dem die zu untersuchende Substanz zusammen mit einem
Laufmittel, der mobilen Phase ,Eluent®, durch eine Trennsdule gepumpt wird, in der
sich die stationare Phase befindet. Die Substanz reagiert mit der stationaren Phase,
wobei sich je nach Wechselwirkungsgrad unterschiedliche Retentionszeiten ergeben.
Anhand dieser Retentionszeiten kann die Substanz identifiziert und quantifiziert
werden. Der Trennsaule nachgeschaltet sind ein UV- und ein Fluoreszenzdetektor,
aus deren Messwerte mit Hilfe eines Computerprogramms und anhand von
Standardkurven die Substratkonzentration berechnet wird. Verwendet wurde die
Methode der reversed-phase HPLC bei der eine unpolare stationdre Phase zum
Einsatz kommt, da die polaren Aminosauren in der Normalphase zu hohe

Retentionszeiten aufweisen.

Eine Stunde vor Messbeginn wurde eine 100 pl Portion aufgetaut. Bei
Raumtemperatur wurde dann das Serum mit 200 yl HPLC-reinem Methanol
(Methanol Chromasolv V Plus, for HPLC = 99,9 %, Sigma-Aldrich, USA) mit Hilfe des
Vortex gemischt und anschliel3end bei 17.000 g 10 min bei 4°C abzentrifugiert um
stérende Proteine auszufillen. 200 upl des klaren Uberstands wurden in eine
Glasflasche (neck vial, Waters, USA) fir die HPLC Messung pipettiert.

Tryptophan und Kynurenin wurden durch High Performance Liquid Chromatographie
(Alliance Separation Module, Waters 2690, USA) in umgekehrter Phase in
Kombination mit einem UV-Detektor (Dual A Absorbance Detector; Waters 2487,
USA) und einem Fluoreszenz Detektor (Fluorescence Detector; Waters 474, USA)
nachgewiesen und quantifiziert. Die mobile Phase, bestehend aus 25 mmol KH2PO4
und 4 %igem Acetonnitril, wurde mit einer Geschwindigkeit von 1 ml/min und einem
Druck von 2000 psi bei 22°C auf die Saule (EC 250/4.6 Nucleodur C18 Pyramid 5 y;
Macherey-Nagel, D) der umgekehrten Phase aufgebracht. Zum Schutz vor
Verunreinigung wurde eine kurze Vorsaule (C18; Grole 4x3 mm; Phenomenex,
USA) der Hauptsaule vorgeschaltet. 10 pl je Probe wurden durch einen Autosampler
mit Kdhimodul bei 5°C injiziert. Hinter der Saule wurde zunachst mit dem UV-

Detektor bei 360 nm (Kynurenin) und danach mit dem Fluoreszenz-Detektor bei einer
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Exzitationswellenldnge von 286 nm und einer Emissionswellenldange von 366 nm

(Tryptophan) gemessen.

Die Daten wurden durch das HPLC-Computerprogramm Millenium 32 aufgezeichnet.
Zur Etablierung der Normwerte wurden in gleicher Weise die Proben von zehn
gesunden Probanden gemessen, wobei sich fiir Tryptophan ein Mittelwert von 62.5 =+

2.9 yumol/l und fir Kynurenin von 1.63 = 0.09 pmol/l ergab. Fir jede Probe wurde

dann der Kynurenin:Tryptophan Quotient (Kyn:Trpt Quotient) ermittelt.
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Statistische Auswertung

Die Statistische Auswertung wurde mittels SAS/Stat fur Windows Software (SAS
Institute, Inc, Cary, NC) durchgefiihrt. Zur besseren Darstellung der Normalverteilung
und zum Ausgleich der Varianzen wurden die Logarithmen der Daten verwendet. Zur
Erfassung der Gruppenunterschiede wurde eine univariate Varianzanalyse (ANOVA)
mit der Zeit als Faktor durchgefuhrt. Fehlende Werte wurden durch den letzten
gemessenen Wert dieser Variablen ersetzt (LOCF). Die Receiver Operating
Characteristics (ROC) wurden mittels SPSS (SPSS, Chicago, USA) bestimmt. Bei
dieser Methode zur Grenzwertoptimierung wird die Effizienz von der Fehlerrate
dargestellt. Sie umfasst die Ermittlung der relativen Haufigkeitsverteilung fir jeden
mdglichen Grenzwert und die Berechnung der entsprechenden Sensitivitdt und
Spezifitat. Danach wird in einem Diagramm die Sensitivitat auf der Ordinate gegen 1-
die Spezifitdt auf der Abszisse aufgetragen. Der Schnittpunkt einer 45°
ansteigenden, durch den Nullpunkt verlaufenden Tangente mit der ROC-Kurve
markiert das theoretische Optimum des Grenzwertes bei einheitlicher Skalierung
beider Achsen. Im Idealfall hat die ROC-Kurve die Form einer Parabel. Je weiter die
Kurve von der Diagonalen abweicht, desto gréRer ist die Vorhersagekraft des
Parameters. Ein weiteres Mal fiir die prognostische Bedeutung ist die Area Under
the Curve (AUC), die zwischen 0.5 und 1.0 liegen kann. Je naher der Wert an 1.0
liegt, desto groRer ist die Vorhersagekraft des Tests.

Die Daten wurden als signifikant erachtet bei p < 0.01. Ein Bonferroni post hoc Test
wurde bei alpha = 0.01 durchgefuhrt. Die Daten sind jeweils angegeben als
Mittelwert + Standardabweichung (Mean + SEM).
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3. Ergebnisse

Patienten

Das Patientenkollektiv setzte sich zusammen aus 60 Patienten, 15 weiblich und 45
mannlich, die in die Notfallambulanz der Klinik fir Unfall- und Handchirurgie des
Universitatsklinikums Dusseldorf eingeliefert wurden. Im Durchschnitt waren die
Patienten 45.8 + 2.6 Jahre alt (Range 15-92 Jahre), die Verletzungsschwere lag nach
ISS im Mittel bei 30.9 + 1.4 (Range 16-57) und die Liegedauer auf der Intensivstation
betrug 19.7 + 3.0 Tage (Range 1-147 Tage). Die demographischen Daten und die
initialen Blutwerte wie Quick, Laktat und Base Excess (BE) sind in Tabelle 1
aufgefihrt.

Alle Patienten erfiillten die Kriterien einer SIRS von Tag 1 bis Tag 10 nach dem
Unfall. 17 der 60 Patienten entwickelten 9.4 Tage (Range 4-21 Tage) nach
Aufnahme eine Sepsis, wovon finf im Mittel nach 55.2 + 23.3 Tage posttraumatisch
an multiplen Organversagen verstarben. Bei jedem dieser funf Patienten wurde bei
Aufnahme ein Quick-Wert unter 70 % und ein BE von weniger als -3.0 mM
gemessen. Aus diesen Beobachtungen ergaben sich zwei Gruppen, die Patienten

ohne septischen und diese mit septischem Verlauf.

Patienten Alter 1SS Intensiv Sepsis | Tod Quick Laktat BE
(Jahren) (Tagen) (%) (%) (%) (mM) (mM)
Alle 458 + 2.6 309=x14 19.7 £ 3.0 28.3 8.3 | 70.6+3.1 30+£03 | -28+0.5
(n=60)

ohne Sepsis 424 +£29 28.8 +1.7 106 1.3 0.0 0.0 774 2.7 25202 | 2104
(n=43)

mit Sepsis 544+45 | 36121 | 429+79% | 1000 | 294 | 535+7.0° | 44+08%| -48+15
(n=17)

Tabelle 3: Demographische Daten, ISS, initiale Blutwerte

ISS = Injury Severity Score, Intensiv = Hospitalisationszeit auf der Intensivstation, BE = Base Excess, SHT = Schadel-Hirn
Trauma, Thorax, Abdomen und Frakturen = Gruppierung nach den unterschiedlichen Verletzungen;

a = statistische Signifikanz (p < 0.01) zwischen Sepsis und Nicht-Sepsis-Gruppe; d = statistische Signifikanz (p < 0.01)

zwischen den Gruppen mit unterschiedlichem Verletzungsmuster

Bei den 17 Patienten (2 Frauen, 15 Manner), die eine Sepsis entwickelten lag das
Alter bei 54.4 + 4.5 Tagen (Range 21-80) und der ISS bei 36.1 + 2.1 (Range 16-50).
Im Vergleich dazu lag der ISS in der Gruppe ohne Sepsis nur bei 28.8 + 1.7 (Range
16-57; p < 0.01). Ein signifikanter Unterschied zwischen Sepsis und Nicht-Sepsis
Gruppe ergab sich auch bei den Laktat- und Quickwerten bei Aufnahme, sowie bei

der Lange der Hospitalisation auf der Intensivstation (p < 0.01).
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Tryptophan und Kynurenin

Sepsis und Nicht-Sepsis

Bei allen polytraumatisierten Patienten konnten im Vergleich zu der Kontrollgruppe
signifikant erniedrigte Tryptophanwerte (p < 0.01) gemessen werden, ohne
signifikante Unterschiede zwischen der Sepsis und der Nicht-Sepsis Gruppe (Sepsis
30.8 = 4.3 umol/l und Nicht-Sepsis 31.4 = 2.3 umol/l; p > 0.01) (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Serumtryptophankonzentrationen bis Tag 10 nach Trauma
Konzentrationen als Mittelwerte + SEM. ER = Schockraum. D1-D10 = Posttrauma Tag 1-10;
b = statistische Signifikanz (p < 0.01) zwischen Kontrollgruppe und Sepsis-Gruppe; ¢ = statistische Signifikanz (p < 0.01)

zwischen Kontrollgruppe und Nicht-Sepsis-Gruppe

Im Gegensatz zu den Tryptophankonzentrationen waren bei den gleichzeitig
erhobenen Kynureninwerten sehr deutliche Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen messbar (Abbildung 3). Wahrend bei den Patienten, die keine Sepsis
entwickelten im Vergleich zu gesunden Personen erniedrigte Kynureninwerte am
Aufnahmetag bestimmt werden konnten (ohne Sepsis 1.10 = 0.08 umolll,
Kontrollgruppe 1.63 = 0.09 umol/l; p < 0.01), waren diese bei Patienten, die spater
eine Sepsis bekamen normal (Sepsis 1.42 + 0.26 umol/l; p > 0.01). Im weiteren
Verlauf stiegen allerdings die Kynureninwerte der septischen Patienten beachtlich an
(Tag 3, 3.51 = 0.7 umol/l; Tag 6, 5.88 = 1.06 umol/l), wahrend die anfanglich
erniedrigten Werte der nicht-septischen Patienten sich normalisierten (Tag 3, 1.54 +
0.1 umol/l; Tag 6, 1.82 + 0.09 umol/l). Dabei ergaben sich signifikante Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen fur die Tage 1-10 (p < 0.01).



Ergebnisse 23

8,0 1
7,0 1
6,0 1
50 1
4,0 1
3,0 1
2,0 1
1,0 1
0,0 T T T T T T T T T T 1

ER D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10

Days

—— Kontrollgruppe
— O - Keine Sepsis
—&— Sepsis

Kynurenin (pmol/l)

Abbildung 3: Serumkynureninkonzentrationen bis Tag 10 nach Trauma

Konzentrationen als Mittelwerte + SEM. ER = Schockraum. D1-D10 = Posttrauma Tag 1-10;

a = statistische Signifikanz (p < 0.01) zwischen Sepsis und Nicht-Sepsis-Gruppe; b = statistische Signifikanz (p < 0.01)
zwischen Kontrollgruppe und Sepsis-Gruppe; ¢ = statistische Signifikanz (p < 0.01) zwischen Kontrollgruppe und Nicht-Sepsis-
Gruppe

Zusammen mit  diesen signifikant  unterschiedlichen  Verlaufen der
Kynureninkonzentrationen, spiegelt auch der Kyn:Trpt Quotient, als Mal} des IDO
vermittelten Tryptophanstoffwechsels die Unterschiede wider (Abbildung 4). So
konnte fir die Sepsis Gruppe schon ab Tag 1 ein signifikant erhéhter Kyn:Trpt
Quotient errechnet werden (p < 0.01), der fUr die nicht septische Gruppe nie

signifikant vom Kontrollwert abwich.
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Abbildung 4: Kynurenin:Tryptophan Quotient bis Tag 10 nach Trauma
Konzentrationen als Mittelwerte + SEM. ER = Schockraum. D1-D10 = Posttrauma Tag 1-10;
a = statistische Signifikanz (p < 0.01) zwischen Sepsis und Nicht-Sepsis-Gruppe; b = statistische Signifikanz (p < 0.01)

zwischen Kontrollgruppe und Sepsis-Gruppe
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Im Gegensatz zu den Parametern des Tryptophanstoffwechsels, zeigte sich fir das
C-reaktive Protein, als Marker des inflammatorischen Geschehens, nur an Tag 8 ein
signifikanter Unterschied zwischen der Sepsis und der Nicht-Sepsis Gruppe (p <
0.01). Da in beiden Gruppen die Menge dieses Akut-Phase-Proteins in den ersten

beiden Tagen enorm anstieg (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Serumkonzentrationen des C-reaktiven Proteins (CRP) bis Tag 10 nach Trauma;
Normwert des Zentrallabors der Universitatsklinik Dusseldorf < 1 mg/dl, Konzentrationen als Mittelwerte + SEM. ER =

Schockraum. D1-D10 = Posttrauma Tag 1-10; a = statistische Signifikanz (p < 0.01) zwischen Sepsis und Nicht-Sepsis-Gruppe

Auch die klinische Evaluation mittels Erhebung des MODS Score erbrachte keinen
signifikanten Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen, bei nur leicht erhéhten
Werten bei der Sepsis Gruppe gegeniber der nicht-septischen Gruppe (p > 0.01)
(Abbildung 6).

9,0 1
8,0 1
7,0 1
6,0 1
5,0 1
4,0 1
3,0 1
2,0 1
1,0 A

— o= —Keine Sepsis
—&— Sepsis

MODS

ER D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10
Days

Abbildung 6: Multiple Organ Dysfunktion Score (MODS) bis Tag 10 nach Trauma
Punktwerte als Mittelwerte + SEM. ER = Schockraum. D1-D10 = Posttrauma Tag 1-10
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Verletzungsmuster

Neben der Frage nach den Unterschieden im Tryptophanstoffwechsel bei septischen
und nicht-septischen Patienten, sollte auch ndher untersucht werden, ob die Art der
Verletzungen eine Rolle spielt. Verletzungen von Organen wie Lunge, Leber, Niere
und Darm spielen im Rahmen der posttraumatischen Immunantwort eine wichtige
Rolle [62, 63]. Aus diesem Grund wurden die Patienten in zwei Gruppen nach dem
Verletzungsmuster in Thoracoabdominaltrauma und periphere Frakturen ohne
Verletzungen des Kdrperstamms eingeteilt. Innerhalb dieser zwei Gruppen wurden
die Patienten wieder in zwei Untergruppen, ndmlich solche mit septischen und ohne
septischen Verlauf unterteilt und die Verldufe von Tryptophan, Kynurenin und dem

Kyn:Trpt Quotient beurteilt.

Abgesehen von den insgesamt erniedrigten Tryptophanwerten bei den
polytraumatisierten Patienten gegeniiber den gesunden Kontrollpersonen, wie oben
beschrieben, ergaben sich bei den Tryptophankonzentrationen keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen mit unterschiedlichen Verletzungen. Auch bei
der Betrachtung der Sepsis und Nicht-Sepsis Untergruppen fielen im Hinblick auf das

Tryptophan keine signifikanten Unterschiede auf (Abbildungen 7, 8).
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Abbildung 7: Serumtryptophankonzentrationen bei Patienten mit Thoracoabdominaltrauma bis Tag 10 nach Trauma
Konzentrationen als Mittelwerte + SEM. ER = Schockraum. D1-D10 = Posttrauma Tag 1-10;
b = statistische Signifikanz (p < 0.01) zwischen Kontrollgruppe und Sepsis-Gruppe; ¢ = statistische Signifikanz (p < 0.01)

zwischen Kontrollgruppe und Nicht-Sepsis-Gruppe
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Periphere Frakturen
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Abbildung 8: Serumtryptophankonzentrationen bei Patienten mit peripheren Frakturen bis Tag 10 nach Trauma
Konzentrationen als Mittelwerte + SEM. ER = Schockraum. D1-D10 = Posttrauma Tag 1-10
b = statistische Signifikanz (p < 0.01) zwischen Kontrollgruppe und Sepsis-Gruppe; ¢ = statistische Signifikanz (p < 0.01)

zwischen Kontrollgruppe und Nicht-Sepsis-Gruppe

Im Gegensatz zu den Tryptophanwerten konnten bei der Messung der
Kynureninwerte in allen Gruppen Unterschiede zwischen der Nicht-Sepsis und der
Sepsis Gruppe gesehen werden. Dabei waren die Werte der Nicht-Sepsis Patienten
nahezu normal (p > 0.01). Den groéten Anstieg der Kynureninkonzentration und die
hoéchsten  absoluten  Kynureninwerte konnten bei den Patienten mit
Thoracoabdominaltrauma und Sepsis im Verlauf bestimmt werden (Tag 7, 8.7 = 1.5
umol/l). Zusatzlich ergaben sich signifikante Unterschiede in der Gruppe mit
Thoracoabdominaltrauma zwischen den septischen und nicht-septischen Patienten,
sowie zwischen den septischen Patienten und der Kontrollgruppe fir Tag 2 -10 (p <
0.01) (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Serumkynureninkonzentrationen bei Patienten mit Thoracoabdominaltrauma bis Tag 10 nach Trauma
Konzentrationen als Mittelwerte + SEM. ER = Schockraum. D1-D10 = Posttrauma Tag 1-10

a = statistische Signifikanz (p < 0.01) zwischen Sepsis und Nicht-Sepsis-Gruppe; b = statistische Signifikanz (p < 0.01)

zwischen Kontrollgruppe und Sepsis-Gruppe

In der Gruppe mit peripheren Frakturen ergab sich ein signifikanter Unterschied

zwischen den Patienten mit septischem Verlauf und den Kontrollpersonen, sowie

zwischen diesen Patienten und denen ohne spéater entwickelte Sepsis an den Tagen
2-4und 6-10 (p <0.01) (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Serumkynureninkonzentrationen bei Patienten mit peripheren Frakturen bis Tag 10 nach Trauma
Konzentrationen als Mittelwerte + SEM. ER = Schockraum. D1-D10 = Posttrauma Tag 1-10

a = statistische Signifikanz (p < 0.01) zwischen Sepsis und Nicht-Sepsis-Gruppe; b = statistische Signifikanz (p < 0.01)

zwischen Kontrollgruppe und Sepsis-Gruppe; ¢ = statistische Signifikanz (p < 0.01) zwischen Kontrollgruppe und Nicht-Sepsis-

Gruppe
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Analog zu den Messergebnissen der Kynureninkonzentration wurde auch beim
Kyn:Trpt Quotient der héchste Wert bei den Patienten mit Thoracoabdominaltrauma
und Sepsis gemessen (Kyn:Trpt Quotient Tag 6, 0.276 + 0.04). Dabei lagen die
Werte der septischen Patienten mit diesem Verletzungsmuster zwischen Tag 1 — 10
signifikant Gber denen der Kontrollgruppe (p < 0.01; Tag 1, 0.15 = 0.03). Dartber
hinaus waren signifikante Unterschiede zwischen der septischen und nicht-
septischen Gruppe mit Thoracoabdominaltrauma an Tag 2 — 10 messbar (p < 0.01)
(Abbildung 11).

Thoracoabdominaltrauma

0,35 T b a,b a,b a,b a,b
0,30 1 ab % ab ab
0,25 T a,b e Kontrol
0.20 b ontroligruppe
0,15 1
0,10 A
0,00 T T T T T T T T T T 1

ER D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10

Days

—[Or - Keine Sepsis

—&— Sepsis

Kyn:trpt Quotient

Abbildung 11: Kynurenin:Tryptophan Quotient bei Patienten mit Thoracoabdominaltrauma bis Tag 10 nach Trauma
Konzentrationen als Mittelwerte + SEM. ER = Schockraum. D1-D10 = Posttrauma Tag 1-10

a = statistische Signifikanz (p < 0.01) zwischen Sepsis und Nicht-Sepsis-Gruppe; b = statistische Signifikanz (p < 0.01)
zwischen Kontrollgruppe und Sepsis-Gruppe;

FUr die Patientengruppen mit peripheren Frakturen wurden an Tag 2 — 6 signifikant
erhdhte Werte bei den septischen Patienten gegeniber den Patienten ohne

septischen Verlauf und den Kontrollpersonen gemessen (p < 0.01) (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Kynurenin:Tryptopan Quotient bei Patienten mit peripheren Frakturen bis Tag 10 nach Trauma
Konzentrationen als Mittelwerte + SEM. ER = Schockraum. D1-D10 = Posttrauma Tag 1-10;

a = statistische Signifikanz (p < 0.01) zwischen Sepsis und Nicht-Sepsis-Gruppe; b = statistische Signifikanz (p < 0.01)
zwischen Kontrollgruppe und Sepsis-Gruppe

Insgesamt waren in beiden Gruppen mit den verschiedenen Verletzungsmustern bei
den Patienten ohne Entwicklung einer Sepsis im Vergleich zur Kontrollgruppe kein
signifikanter Unterschied zu verzeichnen (p > 0.01) (Abbildung 11, 12).

Diagnostisches Potenzial

Neben der Erhebung der absoluten Werte der Tryptophan-,
Kynureninkonzentrationen und Berechnung des Kyn:Trpt Quotienten sollte das
diagnostische Potenzial des Kyn:Trpt Quotienten genauer evaluiert werden. Zu
diesem Zweck wurden Receiver Operating Characteristic (ROC) — Kurven etabliert.
Die beste Diskriminierung ergab sich bei einem Grenzwert von 0.08 mit guter
Spezifitdt an allen Tagen und steigender Sensitivitdt mit Bestwerten an Tag 2 — 6
(Tabelle 4). Die Area under the curve (AUC) lag fur alle Testwerte zusammen
genommen bei 0.843 (Abbildung 13).
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Grenzwert 0.08 ER | D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 | D10 | Alle
Sensitivitat 0.17 1 059 | 0.82 | 0.88 | 0.88 | 0.82 | 0.82 | 0.76 | 0.76 | 0.65 | 0.65 | 0.73
Spezifitat 094 | 0.95|0.86 | 0.91 | 0.91 | 0.86 | 0.86 | 0.84 | 0.88 | 0.91 | 0.91 | 0.89
Positiv pradiktiver Wert 0.50 | 0.83 | 0.70 | 0.79 | 0.79 | 0.70 | 0.70 | 0.65 | 0.72 | 0.73 | 0.73 | 0.73
Negativ pradiktiver Wert | 0.77 | 0.85 | 0.93 | 0.95 | 0.95 | 0.93 | 0.93 | 0.90 | 0.90 | 0.87 | 0.87 | 0.89

Tabelle 4: Pradiktive Werte des Kynurenin:Tryptophan Quotienten fiir die Entwicklung einer Sepsis an den

verschiedenen Tagen
ER = Schockraum. D1 — D10 = Posttrauma Tag 1 — 10.
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Abbildung 13: Receiver Operating Characteristic (ROC) Kurven
Tag der Aufnahme im Schockraum (ER), an Tag 2 (D2) , an Tag 4 (D4) und von allen Werten des Kynurenin:Tryptophan

Quotienten an allen Tagen. Area under the curve (AUC).
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Zusammenfassung der Ergebnisse

Es konnten bei allen polytraumatisierten Patienten bereits im Schockraum erniedrigte
Tryptophanspiegel nachgewiesen werden. Bei den Patienten, die im Verlauf eine
Sepsis entwickelten, wurden ab dem ersten Tag nach dem Trauma erhdhte und
immer weiter steigende Kynureninspiegel gemessen. Dabei ergaben sich signifikante
Unterschiede zwischen diesen Patienten und denen ohne Entwicklung septischer
Komplikationen fur die Tage 1-10. Besonders der Kyn:Trpt Quotient war in der
Gruppe mit Entwicklung einer Sepsis signifikant héher als bei Normalpersonen und
wich bereits am ersten Tag nach Trauma signifikant von den Werten nicht septischer
Patienten ab. Mittels ROC-Kurven wurde zusétzlich der Vorhersagewert des Kyn:Trpt
Quotienten errechneten. Hierbei zeigte sich bereits im Schockraum eine gute

Aussagekraft.

Im Vergleich der Patienten mit und ohne Verletzung des Kdrperstammes zeigte sich
kein signifikanter Unterschied bei den Tryptophanwerten, abgesehen von den
Unterschieden auf Grund der septischen Komplikationen, wie bereits beschrieben.
Bei den Kynureninwerten konnten deutliche Unterschiede in Bezug auf das
Verletzungsmuster gesehen werden. Bei Patienten mit Thoracoabdominaltrauma war
ein deutlich hoéherer Anstieg des Kynurenins im Vergleich zu Patienten mit
peripheren  Frakturen messbar. Analog zu den Messergebnissen der
Kynureninkonzentration wurde auch beim Kyn:Trpt Quotient der héchste Wert bei

den Patienten mit Thoracoabdominaltrauma und Sepsis gemessen.
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4. Diskussion

In dieser Studie sollte die Rolle des IDO vermittelten Tryptophankatabolismus im
Rahmen der posttraumatischen Entstehung von SIRS und Sepsis und die Wertigkeit
der Parameter Tryptophan, Kynurenin und des Kynurenin:Tryptophan-Quotienten zur
Friherkennung einer Sepsis untersucht werden. Schon in friiheren Studien ist dieser
Stoffwechselweg in unterschiedlichen klinischen Situationen mit T-Zell Anergie und
Immundysregulation [6-10, 26] in Zusammenhang gebracht worden. Im Rahmen
dieser Fehlregulation des Immunsystems wird der Mangel an der essentiellen
Aminosaure Tryptophan fiur die ausbleibende Proliferation aktivierter Lymphozyten
verantwortlich gemacht. Erst kiurzlich konnte gezeigt werden, dass mit zunehmender
Tryptophandepletion zunachst ein antimikrobieller Effekt und mit sinkender
Tryptophankonzentration dann eine Inhibition der T-Zellen zu beobachten ist. Die
daraus resultierende Immunmodulation wird als Schutz des eigenen Organismus vor
einer Uberschiefenden Immunantwort verstanden [40]. Diese T-Zell Anergie kann
aber auch in einer nur ungeniigenden Abwehr gegen lebensbedrohliche Pathogene,
besonders bei Patienten nach Polytrauma, die ein erhdhtes Risiko haben eine SIRS

oder Sepsis zu entwickeln, resultieren [8, 64, 65].

Patienten

Um diesen Sachverhalt nédher zu untersuchen, wurden 60 Patienten, die mit der
Diagnose Polytrauma in die Notaufnahme der Kilinik fur Unfall- und Handchirurgie der
Universitatsklinik Dusseldorf aufgenommen wurden, in diese Studie eingeschlossen.
Von der Studie ausgeschlossen wurden Patienten unter 18 Jahren, bei Eintritt des
Todes innerhalb der ersten 24 Stunden nach Aufnahme sowie ein fehlendes
Einverstandnis zur Studienteilnahme. Das Einverstandnis wurde, mit Erlaubnis der
Ethikkommission der Universitdt DUsseldorf, am ersten Tag nach dem Trauma oder
unmittelbar nach Wiedererlangen des Bewusstseins eingeholt. Bei Patienten, die im
gesamten Zeitraum das Bewusstsein nicht wiedererlangten gaben die Angehérigen
die Einwilligung. Durch die Auswahl nur weniger Ausschlusskriterien ergab sich eine

Zusammensetzung des Kollektivs aus allen Altersklassen und beiden Geschlechtern.
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In der aktuellen Literatur werden das Alter und auch die Verletzungsschwere als
prognostische Faktoren beziglich der Morbiditat und Letalitdt nach Polytrauma
angesehen [66-68]. Auch in diesem Kollektiv lag das durchschnittliche Alter der
Patienten mit septischem Verlauf mit 54.4 + 4.5 Jahren héher als in der Gruppe ohne
Sepsis mit 424 =+ 29 Jahren. Zusatzlich unterschied sich auch die
Verletzungsschwere der beiden Gruppen. Dabei lag der Injury Severity Score (ISS)
der Gruppe mit septischem Verlauf bei 36.1 + 2.1 und der Score der nicht-septischen
Patienten mit 28.8 + 1.7 deutlich darunter. Somit lassen sich die in groRen Studien

ermittelten Faktoren auch auf das hier untersuchte Patientenkollektiv anwenden.

Dartuber hinaus kommen auch die epidemiologischen Unterschiede, die beim
Polytrauma in Bezug auf das Geschlecht beobachtet werden in diesem Kollektiv mit
insgesamt dreimal mehr Mannern als Frauen zum tragen [69]. Diese Verteilung ist im
Hinblick auf die Mortalitatsrate wichtig, da sich bei den Geschlechtern Unterschiede
ergeben. So konnten Studien eine geringere Letalitdt und Morbiditdt nach
Polytrauma fur weibliche gegentber mannlichen Patienten gleichen Alters zeigen
[70]. Auch in diesem Kollektiv entwickelten von 45 Mannern 15 (33,3%) und von 15
polytraumatisierten Frauen nur zwei (13,3%) eine Sepsis. Die Ursachen fir diese
Unterschiede sind bislang noch nicht vollstédndig gekléart. Es wird der schitzende
Einfluss von Ostrogenen bei der Entwicklung einer Sepsis und eines
Multiorganversagens diskutiert [70, 71]. Aus dieser Beobachtung haben sich bereits
therapeutische Ansatze entwickelt, Patienten nach Trauma mit Ostrogenen zu
behandeln um das Ausmal} der Inflammation zu reduzieren [72]. Angesichts der
zirkadianen Ostrogenspiegel bei Frauen vor Beginn der Menopause sind jedoch
noch keine Behandlungsstrategien mit Ostrogenen in den klinischen Alltag integriert.
Hier missten weitergehende Studien priifen, ob die Behandlungsansatze in die

Routineversorgung polytraumatisierter Patienten Einzug finden sollten.

Ein wichtiges Ausschlusskriterium fur diese Studie war der Eintritt des Todes
innerhalb der ersten 24 Stunden. Der frlhe Todeszeitpunkt musste aus mehreren
Grinden mit beriticksichtigt werden. Zum einen sind gerade in der frihen Phase nach
dem Trauma mehrere aufeinander folgende Werte fiir die Beurteilung der Dynamik
der zu untersuchenden Parameter besonders wichtig. Dartiber hinaus werden fiir das

Versterben innerhalb der ersten 24 Stunden Faktoren wie Hypoxie, Hypovoldmie
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oder ein sehr schweres Schadel-Hirn-Trauma verantwortlich gemacht, die hier nicht
untersucht werden sollten [73-76]. Retrospektiv Uberlebten alle in die Studie
eingeschlossenen Patienten Uber die ersten 24 Stunden hinaus den gesamten

Beobachtungszeitraum von zehn Tagen.

Dieser Zeitraum wurde gewahlt um die antiinflammatorische Gegenregulation des
Koérpers nach einem Trauma zu erfassen. Diese Phase der Immunsuppression
schlief3t sich an das Stadium der Hyperinflammation an. Die Dauer und Ausprégung
des proinflammatorischen Geschehens ist nicht nur vom Trauma selbst sondern
auch von iatrogenen Faktoren abhdngig. So stellt auch ein operativer Eingriff einen
starken inflammatorischen Stimulus dar [46, 77-81]. So konnten nach chirurgischen
MalRnahmen erhéhte Interleukin-6  Konzentrationen als Zeichen eines
infllammatorischen =~ Geschehens gemessen werden [77]. Doch auch
antiinflammatorische Parameter, wie das Interleukin-10 stiegen nach operativer

Versorgung von Verletzungen messbar an [46].

Alle Patienten dieses Kollektivs wurden innerhalb der ersten vier Tage nach dem
Trauma, die meisten (54/60 Patienten) direkt am Unfalltag operativ versorgt, so dass
ein ,zweites Trauma“ zu Beginn des Beobachtungszeitraumes auf die Patienten
einwirkte. Die Sepsis trat im Mittel nach 9,4 Tagen mit einer Zeitspanne zwischen 4
und 21 Tage nach dem Unfall auf. Nach einem schweren Trauma kann es bei den
Patienten zur Entwicklung einer friihen oder spaten Sepsis kommen. Aus Griinden
der Fallzahlen wurde in dieser Studie nicht zwischen diesen beiden Formen
unterschieden. In weiteren Studien innerhalb dieser Fragestellung durch die
Arbeitsgruppe sollen in Zukunft lediglich Patienten untersucht werden, die eine

Sepsis innerhalb des laborchemisch ausgewerteten Zeitraums entwickeln.

Wichtig fur die Prognose des Patienten und die Entwicklung eines
Multiorganversagens ist die zu jeder Zeit ausgeglichene Balance der verschiedenen
pro- und anti-inflammatorischen Mediatoren [71, 82-84]. Es ist daher méglich, dass
der Koérper zunachst in der Lage ist den inflammatorischen Stimulus des Traumas zu
kompensieren und erst spatere Einwirkungen, allgemein als ,second hit* bezeichnete
Ereignisse, zu einer Imbalance und damit einer Verschlechterung der Prognose

fihren.
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Die erste Blutabnahme erfolgte bereits im Schockraum mittels eines speziell
entwickelten Polytrauma-Blutabnahmesets. Lackner et al konnten in ihrer Studie
zeigen, dass die im Schockraum erhobenen Parameter im Vergleich zu anderen
Abnahmezeitpunkten im Bezug auf die Prognose einen sehr guten pradiktiven Wert
aufweisen [85]. Deshalb wurde auf diese Probe gesteigerten Wert gelegt. Aus dieser
ersten Probe wurden einige Routineparameter wie der Quick-Wert und der Base-
excess bestimmt. Wie in der Studie der Arbeitsgruppe um Lackner fielen auch im
vorliegenden Kollektiv in der Gruppe mit septischem Verlauf bereits im Schockraum
erniedrigte Quick-Werte sowie ein erhdhter Base-Excess auf [85]. Bei allen Patienten
mit letalem Verlauf wurde bereits im Schockraum ein Quick-Wert unter 70% und ein
Base-Excess von weniger als -3.0 mM gemessen. Der Quick-Wert unterschied sich
dabei signifikant zwischen der Sepsis und der Nicht-Sepsis Gruppe. In der Studie
von Raum et al konnte der Quick Wert im Schockraum als guter Prognosefaktor fir
Letalitdt und Morbiditat identifiziert werden. Auch zwischen einem erhdéhten Base
excess im Schockraum und der Letalitdt zeigte sich eine sehr gute Korrelation [86,
871].

Tryptophan und Kynurenin

Neben der frihen Bestimmung einiger Routinelaborparameter ermdglichte die
Blutabnahme im Schockraum auch eine sehr frihe Bestimmung des
Tryptophanhaushaltes nach dem Trauma. Aus den Werten der gesunden
Kontrollpersonen wurden Normwerte definiert. Dies ist ein gangiges Vorgehen in der
Generierung eines Kontrollkollektivs. Bereits im Schockraum von dieser Norm
abweichende Tryptophankonzentrationen wurden als Traumafolge gewertet.
Eventuell bereits vor dem Trauma bestehende individuell abweichende
Tryptophanwerte konnten nicht beriicksichtig werden. Alle Patienten waren zum
Aufnahmezeitpunkt in einem guten Erndhrungszustand und zeigten keinen Anhalt fur
eine Mangelversorgung. Wahrend der intensivmedizinischen Behandlung wurden
alle Patienten inklusive Substitution aller essentiellen Aminosauren standardisiert

erndhrt. Daher wurden die erniedrigten Tryptophanspiegel nicht als nutritiv
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verursacht, sondern als Folge eines erhdhten Katabolismus nach dem Trauma

gewertet.

Als essentielle Aminosdure kann der Korper Tryptophan nicht de-novo
synthetisieren, daher wurde bei allen Patienten auf eine ausreichende Zufuhr
geachtet. Patienten, die parenteral erndhrt wurden, erhielten Aminosteril, das mit 1g
Tryptophan, den Tagesbedarf nach den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fir
Erndhrung deckt. Somit konnten die erniedrigten Tryptophanmengen nicht auf
mangelnde Zufuhr, sondern auf einen verdnderten Metabolismus zurlickgefuhrt

werden.

Die Messung der Tryptophanmenge und seiner Abbauprodukte wurde mittels High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) durchgefiihrt. Dieses Verfahren
ermdglicht es auf Grund seiner Empfindlichkeit die Konzentrationen und deren

Veranderung sehr exakt zu bestimmen [88].

Der grofdte Anteil des Tryptophans wird Uber den Kynureninweg mittels der
Indoleamin-2,3-Dioxygenase verstoffwechselt. Fur das Hauptabbauprodukt, das
Kynurenin, konnte gezeigt werden, dass es direkte Organschaden verursacht [10,
41-43, 89]. Daher wurde nicht nur die Tryptophan-, sondern dartber hinaus auch die
Kynureninkonzentration im Blut von polytraumatisierten Patienten und der daraus zu

errechnenden Kynurenin: Tryptophan-Quotient untersucht.

Dabei zeigen die vorliegenden Daten von 60 Patienten mit einem ISS >16 einen
deutlichen Abfall des Serumtryptophanspiegels bei polytraumatisierten Patienten mit
Sepsis 30.8 = 4.3 umol/l und Nicht-Sepsis 31.4 + 2.3 umol/l gegenliber gesunden
Personen 62.5 = 2.9 umol/l bereits im Schockraum. Pellegrin et al berichteten bereits

von ahnlichen Ergebnissen mit 37 Patienten nach Polytrauma [4].

Bei dem nun untersuchten Patientenkollektiv zeigte sich im Schockraum bei den
Patienten, die spéater eine Sepsis entwickelten, ein noch normwertiges Kynurenin
1.42 + 0.26 umol/l (Kontrollgruppe 1.63 + 0.09 umol/l; p > 0.01). In der Gruppe von
Patienten, die keinen septischen Verlauf hatten, konnten im Schockraum neben

erniedrigten Tryptophankonzentrationen auch erniedrigte Kynureninwerte bestimmt
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werden 1.10 = 0.08 umol/l (p < 0.01). Hier muss Uber eine eventuell iatrogen
bedingte Verédnderung dieser Parameter diskutiert werden, welche beispielsweise im
Rahmen einer Verdinnung durch Volumenzufuhr denkbar ware. Auch bei den im
Verlauf septischen Patienten steht die Veranderung der Konzentrationen durch
iatrogene Malnahmen zur Diskussion. Doch macht hier eine gegensinnige
Verdnderung der Parameter des Tryptophanstoffwechsels eine Verdinnung als

Begrundung der erniedrigten Tryptophanwerte eher unwahrscheinlich.

Neben den Kynureninwerten war in der Schockraumprobe auch das C-reaktive
Protein normwertig. Im Verlauf konnte bei den Patienten, die spéater eine Sepsis
bekamen, ein simultaner Anstieg von Kynurenin und dem C-reaktiven Protein (CRP),
einem anerkannten Inflammationsmarker, beobachtet werden. Daraus folgend wére
es moglich, dass die Stimulation des Kynureninwegs Folge der Inflammation ist.
Allerdings kann nicht sicher unterschieden werden, ob der Anstieg von Kynurenin
und seinen Metaboliten dabei ein pathogenetischer Faktor oder nur eine zufallige
Begleiterscheinung ist. Eine genauere Untersuchung dieses Zusammenhangs

erscheint daher nach den Ergebnissen dieser Studie besonders sinnvoll.

Wie das CRP und der MODS steigen auch das Kynurenin und der Kyn:Trpt Quotient
in den ersten Tagen nach Trauma deutlich an. Allerdings konnte in mehreren Studien
fur das CRP kein nennenswerter pradiktiver Wert fir das Auftreten septischer
Komplikationen nach Polytrauma gezeigt werden [90, 91]. Auch im vorliegenden
Kollektiv ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen dem CRP-Anstieg der
Sepsis und der Nicht-Sepsis Gruppe (Tag 3 héchster Anstieg: Sepsis 24.3 + 1.8
mg/dl; Nicht-Sepsis 18.7 + 1.2 mg/dl; p > 0.01). Der zuséatzlich ermittelte MODS war
zwar in der Sepsis Gruppe leicht erhdht, wich aber nicht signifikant von den

Punktwerten der Nicht-Sepsis Gruppe ab.

Im Gegensatz dazu unterscheiden sich die H6he des Kynurenin und des Kyn:Trpt
Quotienten bei den Patienten mit und ohne septischen Verlauf schon sehr frih (Tag
1: Sepsis 2.3 = 0.3 umol/l und Nicht-Sepsis 1.2 + 0.08 umol/l; p < 0.01). Auf Grund
dieser Beobachtung wurde nicht nur analysiert wie gut diese Parameter mit dem
weiteren Verlauf, also der Entwicklung einer Sepsis und einem Multiorganversagen,

korrelieren, sondern auch ob sie als prognostische Marker genutzt werden kénnten.
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Das friihe Erkennen von Sepsis und Multiorganversagen wird nicht nur im Bezug auf
die Senkung der Morbiditdt und Mortalitdt der Patienten, sondern auch bei der
Betrachtung unter betriebswirtschaftlichen Aspekten immer wichtiger. Denn neben
dem individuellen Verlauf eines einzelnen Patienten, stellt auch die Verursachung
von Kosten, welche der Patient im Rahmen seines klinischen Verlaufes verursacht
ein immer wichtiger werdendes Problem dar. Ein Marker, welcher friihzeitig eine
zuverldssige Einschatzung von Prognose und ggf. durch entsprechende
praventivmedizinische Mallnahmen vermeidbarem Verlauf erlauben wirde, wére

daher sowohl in individualmedizinischer wie in soziobkonomischer Hinsicht sinnvoll.

Tatsachlich war der Kyn:Trpt Quotient schon im Schockraum bei Patienten, die
spater eine Sepsis entwickelten, erhéht und unterschied sich ab dem ersten Tag
nach Trauma signifikant von denen die keinen septischen Verlauf hatten (Tag 1:
Sepsis 0.11+ 0.19 und Nicht-Sepsis 0.05 + 0.003; p < 0.01).

Sepsis und Nicht-Sepsis

Nach Messung erniedrigter Tryptophankonzentrationen beim untersuchten
Patientenkollektiv, stellte sich die Frage, ob dieser Parameter zwischen Patienten mit

septischem Verlauf und diesen ohne unterscheiden kann.

Im Gegensatz zu der Arbeitsgruppe um Pellegrin konnte in dieser Studie kein
signifikanter Unterschied zwischen den Tryptophpanspiegeln dieser beiden
Patientengruppen gefunden werden (Sepsis 30.8 + 4.3 umol/l und Nicht-Sepsis 31.4
+ 2.3 umol/l; p > 0.01). Bisher machte eine Theorie die Tryptophandepletion nach

Polytrauma allein verantwortlich fiir die Entwicklung einer Sepsis [4, 92].

Im Rahmen der posttraumatischen Inflammation kommt es zu einer erhdhten IFN-y
Aktivitdt und damit zu einer Aktivierung der IDO. Da dieser Zusammenhang bereits
Inhalt mehrerer Studien war [30, 93-95], wurde auf eine Messung des IFN-y im
Rahmen dieser Studie bewusst verzichtet. Ziel aktueller Arbeiten unserer
Forschungsgruppe ist die Identifizierung von Zellen der Immunantwort, in denen die

Aktivierung dieses Enzyms stattfindet. Insbesondere auf Grund der
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posttraumatischen Hyperaktivitdt der neutrophilen Granulozyten [96], wére es
mdglich, dass diese Zellen eine erhéhte IDO Aktivitdt aufweisen. Eine IDO
Expression in neutrophilen Granulozyten konnte jedoch bisher weder in vitro noch in

vivo nachgewiesen werden.

Ein Zusammenhang zwischen Tryptophanmetabolismus und inflammatorischer
Antwort konnte bisher schon fiir verschiedene Krankheiten nachgewiesen werden [6-
10, 26]. Trotzdem wurde bisher noch nicht von einer Korrelation zwischen den
Tryptophanmetaboliten, wie zum Beispiel L-Kynurenin, 3-Hydroxykynurenin oder
Chinolat, und der posttraumatischen Entstehung von Organversagen berichtet.
Durch die posttraumatische Stimulation des Tryptophan katalysierenden Enzyms
IDO kommt es nicht nur zur Tryptophandepletion, sondern gleichzeitig auch zu
steigenden Kynureninkonzentrationen. Diese erhéhten Kynureninspiegel kénnten
Uber eine Inhibition der T-Zellen ein wesentlicher pathogenetischer Faktor [40, 97-99]
fur das frihe Auftreten von Organversagen und SIRS sein. Bereits bei malignen
Erkrankungen konnte eine Korrelation fur die IDO Aktivitdt und das Outcome der

Patienten gezeigt werden[100, 101].

Die Ergebnisse dieser Studie unterstiitzen nun diesen komplexeren Zusammenhang
des Tryptophanstoffwechsels und der Morbiditat der Patienten. Denn obwohl keine
signifikanten Unterschiede bei den Tryptophankonzentrationen zwischen den
Patienten mit Sepsis und ohne gemessen werden konnten, zeigten sich bei den
Kynureninspiegeln schon frih Differenzen. Diese signifikanten Differenzen waren
Uber den gesamten Beobachtungszeitraum von zehn Tagen messbar (Sepsis Tag 3,
3.51 = 0.7 umol/l; Tag 6, 5.88 + 1.06 umol/l und Nicht-Sepsis Tag 3, 1.54 = 0.1
umol/l; Tag 6, 1.82 + 0.09 umol/l; Tage 1-10 p < 0.01). Somit muss davon
ausgegangen werden, dass sich nicht die absolute Tryptophanmenge, sondern viel

mehr der Abbau Gber den Kynureninweg bei den septischen Patienten verandert.

Der Hauptmetabolit in diesem Abbauweg, das L-Kynurenin, war ndmlich bereits am
ersten Tag nach dem Trauma signifikant bei Patienten, die im Verlauf eine Sepsis
entwickelten, erhéht (Tag 1: Sepsis 2.3 = 0.3 umol/l, Kontrollgruppe 1.63 + 0.09
umol/l ). Hingegen konnten Pellegrin et al einen signifikanten Unterschied erst ab

dem vierten Tag nach Trauma messen [4]. Auch der Kyn:Trpt Quotient, als Mal} fir
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den IDO vermittelten Tryptophanabbau, differierte bei den beiden Gruppen in unserer
Studie bereits im Schockraum. Uber den gesamten Beobachtungszeitraum konnte
ein signifikanter Unterschied zwischen Patienten, die im Verlauf eine Sepsis
entwickelten, und diesen, die keine entwickelten, gesehen werden (Sepsis Tag 3:
0.17 = 0.03, Tag 6: 0.22 + 0.03, Nicht-Sepsis Tag 3: 0.06 + 0.01, Tag 6: 0.06 =
0.003). Dabei wichen die Werte der nicht septischen Patienten nie deutlich von der
Kontrollgruppe ab (0.03 + 0.001). Dies kénnte ein Hinweis dafiir sein, dass das
Gleichgewicht des Tryptophanstoffwechsels insgesamt bei den Patienten ohne

septischen Verlauf nahezu unbeeintrachtigt blieb.

Somit kommt neben der lange diskutierten Tryptophandepletion ein anderer Aspekt
fur die Morbiditdt nach Polytrauma hinzu, namlich die direkte Wirkung von L-
Kynurenin und seinen Abbauprodukten auf den Organismus. Fir das L-Kynurenin
und seine Metabolite, das Chinolat und das 3-Hydroxykynurenin konnten direkte
gewebe- und organschadigende Effekte nachgewiesen werden [10, 41-43].
Besonders das Chinolat scheint in der Pathogenese einiger Hirnerkrankungen wie
z.B. Alzheimer als Neurotoxin eine wichtige Rolle zu spielen und wird auch mit den
neurologischen Veranderungen im Rahmen des Acquired Immunodeficiency
Syndrome (AIDS) in Zusammenhang gebracht [102-105].

Die Arbeitsgruppe um Mackay konnte bei Patienten mit schwerem Schadel-Hirn
Trauma noch Jahre nach dem Ereignis einen erhdhten Tryptophankatabolismus Uber
den Kynunreninweg nachweisen. Sie gehen davon aus, dass die so entstandenen
Metabolite fur die anhaltende cerebrale Dysfunktion, die bei diesen Patienten
beobachtet werden kann, verantwortlich sind [89].

Neben den Effekten auf das zentrale Nervensystem werden auch Auswirkungen
verschiedener Metabolite des Kynurenins auf die renale Funktion diskutiert. So
fuhren erhdhte Serumspiegel der Kynureninmetabolite zu mesangialer Dysfunktion
und kénnten fur das Fortschreiten chronischer Nierenerkrankungen mitverantwortlich
sein [106].
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Verletzungsmuster

Diese direkten Schaden durch Kynurenin und seine Metabolite kénnten neben der
Immunfehlregulation mal3geblich an der posttraumatischen Morbiditat und Mortalitat
der Patienten beteiligt sein. In Hinblick auf diese direkten Organsch&den konnten
auch die unterschiedlichen Verletzungsmuster eine bedeutende Rolle spielen. Doch
insbesondere der Zusammenhang zwischen einem veranderten
Tryptophanstoffwechsel und der Art des Verletzungsmusters nach Polytrauma ist

bisher nicht untersucht worden.

Daher wurde in dieser Studie zusatzlich die Korrelation zwischen unterschiedlichen
Organschéden und der Hohe der posttraumatischen Kynureninspiegel untersucht.
Hier zeigten Patienten mit Thoracoabdominaltrauma die héchsten Werte im Verlauf
(Kérperstamm und Sepsis 8.79 = 1.5 umol/l).

Neben der Art des Traumas hangt das Ausmald der immunologischen Antwort nach
einem schweren Trauma vom Grad der Gewebeschaden ab [107, 108], und kénnte
entscheidend fur die Entstehung eines immunologischen Second-Hit bei Patienten
sein [96, 109]. So konnten Seitz et al zeigen, dass die posttraumatische Infiltration
des betroffenen Organs durch aktivierte neutrophile Granulozyten (PMN) mafgeblich
fur die immunologische Antwort nach stumpfem Thoraxtrauma verantwortlich ist
[110]. In diesem Zusammenhang untersucht die Arbeitsgruppe Scholz et al seit
ldngerem die Mechanismen der Aktivierung der PMN im Rahmen von operativen
Eingriffen und nach Trauma [111, 112]. Dabei steht die Entwicklung von Malinahmen
zur Inhibition dieser Zellen und damit Regulation der Inflammation im Vordergrund
[113-119].

In der vorliegenden Studie fanden sich bei Patienten mit Thoracoabdominaltrauma
hdéhere Kynureninspiegel als bei Patienten mit peripheren Frakturen ohne Verletzung
des Korperstammes. Auch der Kyn:Trpt Quotient erreichte bei den Patienten mit
Thoracoabdominaltrauma die héchsten Werte. In dieser Untergruppe konnte dieser
Quotient zwischen Tag 2 und 10 signifikant zwischen den Patienten mit septischem

und nicht septischem Verlauf unterscheiden.
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Neben der IFN-y abhdngigen IDO Expression in Zellen des angeborenen und
erworbenen Immunsystems, wird dieses Enzym auch in vielen Zellen verschiedener
Organe, wie zum Beispiel der Lunge, des Darms und der Leber exprimiert [62].
Iwamoto et al konnten kirzlich im Tiermodell zeigen, dass Hepatozyten den
Tryptophankatabolismus im Rahmen der Inflammation steigern kénnen und es so zu
einem lokalen Anstieg von Kynurenin und seinen Metaboliten kommt [120].

Dies unterstutzt die These, dass bei den polytraumatisierten Patienten die
Schadigung eines Organs direkt zur IDO Expression der Zellen des betroffenen

Gewebes und im Verlauf zur Induktion des Tryptophankatabolismus fihrt.

Fir diesen Zusammenhang sprechen auch die Messungen grollerer
Konzentrationen von Kynurenin in Zellkulturen nach IDO Stimulation [40]. In
Zusammenschau dieser Ergebnisse wére es besonders interessant die Bestimmung
von Tryptophan und seinen Metaboliten in Geweben mit der Messung im Serum zu
vergleichen. In der klinischen Anwendung ware eine Materialgewinnung
beispielsweise Uber eine Bronchioalveoldre Lavage denkbar, da ein gro3er Teil der
polytraumatisierten Patienten im Verlauf ein ARDS (Acute Respiratory Distress

Syndrome) entwickelt [121].

Diagnostisches Potenzial

Zur Verbesserung der Versorgung polytraumatisierter Patienten kommt frihen
Prognosemarkern zunehmend Bedeutung zu. Die Mdoglichkeit schnell nach dem
Trauma Patienten mit hohem Risiko fiir die Entwicklung eines septischen Verlaufes
von denen mit geringerem Risiko zu unterscheiden, kénnte in Hinblick auf die
Optimierung von individuellen Therapiekonzepten ein wichtiger Bestandteil in der
Versorgung polytraumatisierter Patienten sein. Fir diese frihe Therapieplanung
ricken besonders Parameter, die bereits im Schockraum eine Prognoseaussage
erlauben, immer mehr in den Mittelpunkt [85]. Daher liegt das Interesse der
Forschungsgruppe an der Identifizierung von Parametern des Immunsystems, die in
der Routineversorgung einsetzbar sind und eine mdéglichst friihe Aussage Uber den

posttraumatischen Verlauf erlauben [112, 122-124].
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Unter diesem Aspekt wurde das diagnostische Potenzial des Kyn:Trpt Quotienten
mittels Receiver Operating Characteristics (ROC) Kurven und Quantifizierung der
Area under the Curve (AUC) genauer betrachtet. Hierbei lie® sich fur diesen
Parameter im Schockraum ein Wert von 0.66 ermitteln. In einer Analyse des
Traumaregisters von 17.200 Patienten konnten Raum et al fir Prognosemarker wie
das Alter und den Base excess AUC-Werte von 0.63 (Alter) und 0.67 (BE) ermitteln.
Die Werte fur den Quick-Wert (0.70) und den GCS (0.73) im Schockraum waren

etwas héher und erlaubten damit eine noch genauere Prognose [125].

Doch die vorliegenden Daten zeigen, dass der Kyn:Trpt Quotient schon zu einem
frihen Zeitpunkt gerade im Vergleich zu anerkannten Parametern eine gute Aussage
Uber die Prognose erlaubt. Hier wéare eine Vereinfachung der Bestimmung des
Kyn:Trpt Quotienten fir den Routineeinsatz notwendig, da die Messung mittels
HPLC kosten- und zeitaufwendig ist. An der Optimierung dieses sehr préazisen
Verfahrens flir den Routineeinsatz wird fortwdhrend gearbeitet [126]. Zwar
ermoglichen anerkannten Parameter wie das Alter und der BE bereits heute eine
Identifizierung von Patienten mit hohem Letalitatsrisiko, doch gibt der Kyn:Trypt
Quotient dartber hinaus einen genaueren Hinweis zur Art des Risikos nd@mlich
septischen Komplikationen. Somit kénnten bei derart ermittelten Risikopatienten
gezielte Mallnahmen zur Pravention oder friihzeitigen Behandlung ergriffen werden
bevor sich ein septischer Verlauf manifestiert. Eine Inhibition des IDO vermittelten
Tryptophankatabolismus Uber den Kynureninweg durch die Gabe von Levo-1-
Methyltryptophan wére hier ein denkbarer Therapieansatz [127, 128].

Im weiteren Verlauf stieg die Aussagekraft des Quotienten mit AUC Werten von bis
zu 0.94 am vierten Tag nach Trauma. Zu diesem Zeitpunkt muss jedoch bei einigen
Patienten schon von septischen Zustdnden ausgegangen werden, so dass zu
diesem Zeitpunkt generell weniger eine Prognose als eine Unterscheidung zwischen

Patienten mit hohem und niedrigem Risiko getroffen wird.

Insgesamt konnte mit den Daten dieser Studie der Stellenwert des
Tryptophanstoffwechsels bei der Entstehung von SIRS wund Sepsis bei
polytraumatisierten Patienten demonstriert werden. Jedoch noch viel mehr als die
absoluten Werte des Tryptophans oder seines Abbauproduktes Kynurenin erwies

sich der hieraus zu errechnende Quotient (Kyn:Trpt) als ein wichtiger Parameter. Mit
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Hilfe dieses Wertes gelingt es bereits im Schockraum eine sehr zuverlassige
Aussage Uber die Prognose eines Patienten hinsichtlich der Entwicklung von SIRS
und Sepsis zu treffen. Diese Einschatzung kénnte in der Kombination mit der frihen
Einleitung entsprechender therapeutischer Malknahmen in der Behandlung
polytraumatisierter Patienten zu einer Vermeidung septischer Krankheitsverldufe
verhelfen. Dies stellt sowohl aus individualmedizinischer wie soziodkonomischer

Sicht eine Optimierung der Polytraumaversorgung dar.

Zielsetzung

Insgesamt lassen sich die von uns formulierten Fragen wie folgt beantworten:

* Nach einem Polytrauma lassen sich im Serum erniedrigte Tryptophan- und
erhéhte Kynureninkonzentrationen messen.

* Der Kynurenin:Tryptophan-Quotient ist bei Patienten nach Polytrauma mit
septischem Verlauf im Vergleich zu Normalpersonen erhéht.

* Die H6he der gemessenen Konzentration von Kynurenin unterscheidet sich
bei Patienten mit und ohne Entwicklung einer Sepsis nach Trauma, wahrend
sich die Tryptophankonzentration nicht signifikant unterscheidet.

* Die Verletzung des Koérperstamms fihrt zu héheren Konzentrationen von
Kynurenin als die Verletzung der Extremitdten. Die Tryptophanwerte
unterscheiden sich nicht signifikant.

* Der Quotient aus Tryptophan und Kynurenin erlaubt eine friihe prognostische
Aussage Uber den posttraumatischen Verlauf des Patienten und kénnte in

Zukunft als neuer Marker genutzt werden.
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5. Zusammenfassung

Die Mehrfachverletzung ist in Deutschland eine der Haupttodesursachen junger
Menschen. Die Versorgung dieses Patientenkollektivs wird stédndig verbessert um die
Morbiditat und Letalitdt und damit auch die soziobkonomische Belastung zu senken.
Mit der zunehmenden Verbesserung der operativen Techniken kommt dabei der
Behandlung pathophysiologischer Folgezustdnde nach dem Trauma eine
zunehmende Bedeutung zu.

Daher sollte diese Arbeit untersuchen in wieweit die Parameter des
Tryptophanstoffwechsels als Marker fur die Entstehung dieser Folgezustdnde z.B.
eines Systemic Inflammatory Response Syndrome geeignet sind und dartber hinaus

eine Prognose bezuiglich der Morbiditat und Mortalitat der Patienten zulassen.

Zu diesem Zweck wurden die Blutproben von 60 polytraumatisierten Patienten zu elf
Abnahmezeitpunkten untersucht und daraus mittels HPLC die Konzentration an
Tryptophan und Kynurenin bestimmt. Zusatzlich wurde der Kyn:Trpt Quotient als
Parameter des Tryptophankatabolismus Uber den Kynureninweg errechnet. Fur die
gleichen Zeitpunkte wurden Routinelaborparameter und klinische Parameter erfasst.
Aus den klinischen Verlaufen der Patienten ergaben sich zwei Gruppen, eine Gruppe
mit septischem Verlauf und eine Gruppe ohne septische Komplikationen. Es konnten
bei allen Patienten bereits im Schockraum erniedrigte Tryptophanspiegel gemessen
werden und ab dem ersten Tag nach dem Trauma erhéhte und immer weiter
steigende Kynureninspiegel bei den Patienten, die im Verlauf eine Sepsis
entwickelten. Besonders der Kyn:Trpt Quotient war in dieser Gruppe signifikant héher
als bei Normalpersonen und wich bereits am ersten Tag nach Trauma signifikant von
den Werten nicht septischer Patienten ab. Mittels ROC-Kurven wurde zusétzlich der
Vorhersagewert des Kyn:Trpt Quotienten errechneten. Hierbei zeigte sich bereits im

Schockraum eine gute Aussagekraft.

Um den Zusammenhang zwischen der Art der Verletzungen und dem Ausmal} des
Tryptophankatabolismus zu untersuchen, wurden die Patienten in Untergruppen
eingeteilt. So ergaben sich vier Gruppen: Patienten mit Thoracoabdominaltrauma
und peripheren Frakturen und innerhalb dieser Gruppen jeweils Patienten mit und

ohne septischem Verlauf. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied bei den
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Tryptophanwerten dieser Patienten, abgesehen von den Unterschieden auf Grund
der septischen Komplikationen, wie bereits beschrieben. Bei den Kynureninwerten
konnten deutliche Unterschiede in Bezug auf das Verletzungsmuster gesehen
werden. Bei Patienten mit Thoracoabdominaltrauma war ein deutlich héherer Anstieg
des Kynurenins im Vergleich zu Patienten mit peripheren Frakturen messbar. Diese
Ergebnisse geben einen ersten Hinweis auf die Korrelation der Art der verletzten

Organe und dem daraus verédnderten Tryptophanmetabolismus.

In dieser Studie konnte der Stellenwert des Tryptophanstoffwechsels bei der
Entstehung von SIRS und Sepsis bei polytraumatisierten Patienten mit
unterschiedlichen Verletzungsmustern gezeigt werden. Jedoch noch viel mehr als die
absoluten Werte des Tryptophans oder seines Abbauproduktes Kynurenin erwies
sich der hieraus zu errechnende Quotient (Kyn:Trpt) als ein wichtiger Parameter mit
guter prognostischer Aussagekraft. Die frihe Einschatzung des Risikos jedes
einzelnen Patienten hinsichtlich der Entwicklung septischer Komplikationen an Hand
dieser Parameter bietet die Mdglichkeit bereits frih entsprechende therapeutische
Mallnahmen einzuleiten und die Prognose schwerstverletzter Patienten zu

verbessern.
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Einfiihrung:

Tryptophan und dessen Abbauprodukte kénnten eine Schitsselrolle bei
der Steuerung immunologischer Prozesse nach einem Polytrauma
spielen (1, 2). Die durch das Enzym Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO)
entstehenden Abbauprodukte von Tryptophan, z.B. Kynurenin, kénnen
zusatzlich direkte Organschadigungen bewirken. Daher sollte die Rolle
IDO, tryptophanyl-tRNA-synthetase (TTS), Tryptophan und
Kynurenin im Rahmen der posttraumatischen SIRS-Entstehung unter
Berlicksichtigung der Neutrophilen-Aktivierung untersucht werden.

von

Patienten und Methoden:

Bei 11 Polytrauma Patienten (ISS > 16) wurde taglich Blutproben von
Tag 1 (Schockraum) bis Tag 10 gewonnen. Aus dem Serum der
Patienten wurde mittels HPLC der Tryptophan- und Kynureningehalt
gemessen. Die Leukozyten wurden aus dem Vollblut lber eine
Dichtegradientenzentrifugation getrennt und in Trizol eingefroren. Mittels
quantitativer PCR wurde dann die Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO)
sowie die TTS mRNA gemessen.

Tabelle 1.
MMT Thorax- |Abdomina |Beck | SIRS/ |Tod
Trauma |I-Trauma |[fraktur [tage Sepsis

1 92 36 (8 X 5 NEIN
I2 29 24 X 8 NEIN
18 21 27 I° X 147 |JA X
4 80 29 X X 43 JA X
5 72 16 X 1 NEIN
| & 59 41 e X X X 25 JA X
7 31 29 X X 5 NEIN
I8 21 29 (8 X 6 NEIN
| HIERE X 1 [NEN

10 22 17 1° X 1 NEIN

11 42 16 X 10 NEIN
Ergebnisse:

Bei allen Polytrauma Patienten (n=11) wurden im Schockraum
verminderte  (20-50  micromol/l)  Tryptophan-  Konzentrationen

(Normbereich: 60-90 micromol/l) im Serum gemessen. Am 4.-8. Tag
nach Trauma stiegen bei allen Patienten die Tryptophan-Konzentrationen
bis zu 700% (Abb. 1A) sowie bei drei Patienten die Kynurenin-
Konzentrationen bis zu 400% (Abb. 1B) an. Die Erhéhung der
Tryptophan- und Kynurenin-Konzentrationen im Serum korrelierte mit
dem klinischen Outcome der Patienten (Tabelle 1). Alle Patienten mit
signifikantem Kynurenin Anstieg entwickelten im weiteren Verlauf ein
posttraumatisches SIRS und verstarben. Bei 4/4 Patienten wurde
posttraumatisch eine signifikant veranderte IDO und TTS Expression
mittels quantitativer PCR in Neutrophilen, jedoch nicht in Lymphozyten
nachgewiesen (Abb. 2).

Tryptophan umol.

Kynurenin pmoll

Tryptophan Verlauf

=

!

et

0

3 . 6 © 5 0 )
Tag nach Trauma
Kynurenin Verlauf
=
3
4
- =
1 2 4 5 e 7 s s o
Tag nach Trauma
Abbildung 1. Tryptophan- (A) und Kynurenin (B)-Konzentrationen im Serum von
Polytrauma-Patienten im Zeitverlauf nach Mehrfachtrauma
i
|| - I m_ |
g 2. IDO- und TT: in von zwei Poly Patienten
Diskussion:

Die Ergebnisse deuten auf eine wesentliche Rolle des Tryptophan-
Abbaus durch IDO bei der Entstehung posttraumatischer SIRS/
Sepsis hin. Hohe Konzentrationen von Kynurenin schadigen das
Gewebe und kénnten zum Teil mit der Mortalitat (hier: 3/11)
assoziiert sein. Unsere Vermutung, dass aktivierte Neutrophile
durch verstarkte IDO-Expression nach einem Trauma Tryptophan
und somit weitere Immunreaktionen (T-Zellaktivierung) modulieren
kénnten, wurde hier erstmals bestatigt. Die Inhibition
hyperaktivierter Neutrophiler und/oder die Hemmung von IDO
konnten wichtige therapeutische Strategien sein. Funktionelle
Experimente zum Einfluss der Neutrophilen-IDO die
posttraumatische Immunparalyse und Sepsis werden derzeit
durchgefihrt.
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Fragestellung: Tryptophan und dessen
Abbauprodukte kdnnten eine Schlisselrolle bei
der Steuerung immunologischer Prozesse nach
einem Polytrauma spielen. Die durch das Enzym
Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) entstehenden
Abbauprodukte von Tryptophan, z.B. Kynurenin,
kénnen zusatzlich direkte Organschadigungen
bewirken. Daher sollte die Rolle von IDO,
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Tryptophanyl-tRNA-Synthetase (TTS),
Tryptophan und Kynurenin im Rahmen der
posttraumatischen SIRS-Entstehung unter
Berucksichtigung der Neutrophilen-Aktivierung
untersucht werden.

Methodik: Bei 20 Polytrauma Patienten (ISS >
16) wurden taglich Blutproben von Tag 1
(Schockraum) bis Tag 10 gewonnen. Aus dem
Serum der Patienten wurde mittels HPLC die
Tryptophan- und Kynureninkonzentration
gemessen. Die Leukozyten wurden aus dem
Vollblut tUber eine Dichtegradientenzentrifugation
getrennt und in Trizol eingefroren. Mittels
quantitativer PCR wurde dann die Indolamin 2,3-
Dioxygenase (IDO) sowie die TTS mRNA
gemessen.

Ergebnisse: Bei allen Polytrauma Patienten
(n=20) wurden im Schockraum verminderte (20-
50 pmol/l) Tryptophan- Konzentrationen
(Normbereich: 60-90 pmol/l) im Serum
gemessen. Am 4.-8. Tag nach Trauma stiegen
bei allen Patienten die Tryptophan-
Konzentrationen bis zu 700% sowie bei drei
Patienten die Kynurenin- Konzentrationen bis zu
400% an. Die Erhéhung der Tryptophan- und
Kynurenin-Konzentrationen im Serum korrelierte
mit dem klinischen Outcome der Patienten.
Patienten mit signifikantem Kynurenin Anstieg
entwickelten im weiteren Verlauf ein
posttraumatisches SIRS und verstarben. Bei 4/4
Patienten wurde posttraumatisch eine signifikant
veranderte IDO und TTS Expression mittels
quantitativer PCR in Neutrophilen, jedoch nicht in
Lymphozyten nachgewiesen.

Schlussfolgerungen: Die Ergebnisse deuten
auf eine wesentliche Rolle des Tryptophan-
Abbaus durch IDO bei der Entstehung
posttraumatischer SIRS/Sepsis hin. Hohe
Konzentrationen von Kynurenin schadigen das
Gewebe und kénnten zum Teil mit der Mortalitat
assoziiert sein. Unsere Vermutung, dass
aktivierte Neutrophile durch verstarkte IDO-
Expression nach einem Trauma Tryptophan und
somit weitere Immunreaktionen (T-
Zellaktivierung) modulieren kénnten, wurde hier
erstmals bestatigt. Die Inhibition
hyperaktivierter Neutrophiler und/oder die
Hemmung von IDO kénnten wichtige
therapeutische Strategien sein.
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INCREASED PLASMA KYNURENINE VALUES AND
KYNURENINE-TRYPTOPHAN RATIOS AFTER MAJOR TRAUMA ARE
EARLY INDICATORS FOR THE DEVELOPMENT OF SEPSIS

Tim T. Logters,* Maurice D. Laryea,! Jens Altrichter,* Janina Sokolowski,*
Jindrich Cinatl,* Jenny Reipen,* Wolfgang Linhart,* Joachim Windolf,*
Martin Scholz,* and Michael Wild*

Departments of *Trauma and Hand Surgery and T General Paediatrics, University Hospital Diisseldorf, and
*Institute for Medical Virology, Johann Wolfgang Goethe University, Frankfurt am Main, Germany

Received 10 Sept 2008; first review completed 7 Oct 2008; accepted in final form 18 Nov 2008

ABSTRACT—Kynurenine, the major degradation product of tryptophan has been shown to directly damage tissues, but
its possible contribution to posttraumatic morbidity is unknown. Here, we studied the kinetics of kynurenine in patients
after major trauma and whether this correlates with the development of posttraumatic sepsis. Kynurenine and tryptophan
levels of 60 multiple-injured patients with Injury Severity Score of more than 16 were quantified prospectively by high-
performance liquid chromatography. Blood samples were obtained daily from admission until day 10 after admission.
Significantly increased kynurenine values were detectable already at day 1 after admission in blood from patients who later
developed sepsis, regardless of injury pattern (P < 0.01). In contrast, kynurenine values of nonsepsis patients remained
low throughout the observation period. However, all patients exhibited significantly decreased tryptophan values versus
healthy controls (P < 0.01). Moreover, significantly increased kynurenine-tryptophan ratios rapidly predicted subsequent
sepsis, multiple organ failure, and death (P < 0.01). Both increased kynurenine values and kynurenine-tryptophan ratios
predicted posttraumatic development of sepsis and organ failure. This ought to be validated in subsequent studies.

KEYWORDS—Tryptophan, kynurenine, sepsis, trauma, multiple organ failure
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NEUTROPHIL-DERIVED CIRCULATING FREE DNA (CF-DNA/NETS):
A POTENTIAL PROGNOSTIC MARKER FOR POSTTRAUMATIC
DEVELOPMENT OF INFLAMMATORY SECOND HIT AND SEPSIS

Stefan Margraf,* Tim Logters,’ Jenny Reipen,’ Jens Altrichter,t Martin Scholz,!
and Joachim Windolf'

*Department of Thoracic and Cardiovascular Surgery, Johann Wolfgang Goethe University, Frankfurt am
Main; and T Department of Trauma and Hand Surgery, Heinrich-Heine University, Diisseldorf, Germany
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ABSTRACT—The release of “neutrophil extracellular traps” (NETs) has been identified as a novel immune response in

innate immunity. Neutrophil extracellular traps are composed of neutrophil-derived circulating free DNA (cf-DNA), histones,
and neutrophil cytoplasm-derived proteins such as proteases. Here, we studied the putative predictive value of plasma cf-
DNA/NETs for the development of sepsis and mortality after multiple trauma. In a prospective pilot study with 45 multiple

trauma (Injury Severity Score >16) patients, cf-DNA was directly quantified in plasma. Blood samples were sequentially

obtained daily from admission to our Trauma Center until day 10. Because of limited intensive care unit (ICU) stay of less

than 3 days, 8 patients have been excluded, resulting in 37 patients that were evaluated. Time kinetics of cf-DNA/NETs

was compared with C-reactive protein (CRP), interleukin (IL) 6, leukocyte counts, and myeloperoxidase. The severity of

the injury was calculated on the basis of the Injury Severity Score, as well as Multiple Organ Dysfunction Score, Sequential
Organ Failure Assessment, and Simplified Acute Physiology Score Il on ICU. Initially high cf-DNA/NETSs values (800 ng/mL)
with recurrent increased values between days 5 to 9 were associated with subsequent sepsis, multiple organ failure, and
death. In conjunction with cf-DNA/NETS, IL-6 was significantly elevated after admission. However, the development of a
second hit was not indicated by IL-6. In contrast to cf-DNA/NETSs, no difference in CRP kinetics was observed between

patients with and without development of sepsis. Circulating free DNA/NETSs kinetics rather followed kinetics of Multiple

Organ Dysfunction Score, Sepsis-related Organ Failure Assessment, leukocyte counts, and partially of myeloperoxidase.
Circulating free DNA/NETs seems to be a valuable additional marker for the calculation of injury severity and/or prediction
of inflammatory second hit on ICU. However, a large clinical trial with severely injured patients should confirm the

prognostic value of neutrophil-derived cf-DNA/NETSs.
KEYWORDS—NETS, neutrophils, multiple trauma, inflammation, SIRS, multiple organ failure
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