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1 Einleitung

1.1 Hintergrund

Die zunehmende Frakturhaufigkeit bei alteren Erwachsenen stellt fir das
Gesundheitssystem ein immer schwerwiegenderes Problem dar. Zwischen den
Jahren 2009 und 2019 wurde ein Anstieg der Frakturinzidenzen in Deutschland
um 14 % vermerkt. Fast jeder zweite Erwachsene im Alter von 55 Jahren oder
alter erlitt in seinem Leben bereits eine Fraktur, wobei die weibliche Bevdlkerung

ofters betroffen war als die mannliche (1).

In ca. 5-10 % der Falle kommt es zu Komplikationen der Knochenbruchheilung
bis hin zur Ausbildung einer Pseudarthrose (2). Bei Patienten mit Risikofaktoren
kann sich diese Wahrscheinlichkeit auf Uber 30 % erhdhen (3). Ebenso bei
Frakturen, die mit zusatzlichen Schaden der Weichteile oder Muskulatur
verbunden sind, steigt die Wahrscheinlichkeit eines verzdgerten

Heilungsverlaufes (4).

Die Folgen solcher Komplikationen reichen von physischen und psychischen
Belastungen fur die Patienten (5), bis hin zu eingeschrankter Lebensqualitat,

sowie hohen zusatzlichen Kosten fur das Gesundheitssystem (6, 7).

Diese Daten bestatigen den zunehmenden Bedarf an Praventionsmal3inahmen
fur Komplikationen wahrend der Frakturheilung. Hierflr ist jedoch eine friihzeitige

Identifikation von Risikopatienten unumganglich.

1.2 Frakturheilungsprozess

Grundsatzlich ist die Art der Frakturheilung in eine direkte (primare) und eine
indirekte (sekundare) zu unterteilen. In den meisten Fallen kommt es zu einer
sekundaren Frakturheilung (mit Bildung eines stabilisierenden Kallus im
Frakturspalt), da eine geringe interfragmentare Bewegung trotz guter Fixierung
haufig nicht vermeidbar ist (8). Nur bei einer besonders rigiden Fixierung durch
stabile Kompressionsplatten, kann es zu dem Prinzip der primaren

Frakturheilung kommen (9).



Die sekundare Frakturheilung basiert auf einem natirlichen Heilungsprozess,

und lauft in vier zeitlich Gberlappenden Phasen ab (10):

1. Inflammationsphase: Unmittelbar nach dem Auftritt der Fraktur tritt durch

die Unterbrechung der Gefallsysteme eine Hamatombildung auf und
Entzindungszellen (Makrophagen, neutrophile Granulozyten und
Lymphozyten) wandern an die betroffene Stelle.

2. Weichgewebekallus: Das entstandene Hamatom wird nach und nach

durch Knorpel- und Bindegewebe ersetzt. Dies dient als temporare
Stutzstruktur des Frakturspaltes.

3. Kndécherner Kallus: Der bindegewebige, weiche Kallus wird zunehmend

durch hartes Knochengewebe (harter Kallus) ersetzt. Die zunehmende
Vaskularisierung des Kallus fuhrt dazu, dass sich die Mesenchymalen
Stammzellen vermehrt zu knochenbildenden Zellen differenzieren.

4. Remodellierungsphase: Der gebildete Geflecht-Knochen wird mithilfe von

knochenbildenden (Osteoblasten) und knochenresorbierenden Zellen
(Osteoklasten) durch Lamellenknochen ersetzt. Dieser Prozess kann Uber

mehrere Monate andauern.

Wahrend dem Prozess der Frakturheilung kann es zu Komplikationen und
atypischen Heilungsverlaufen kommen, welche durch Begleitumstande, das
Trauma Ereignis selbst, verschiedenen Komorbiditaten oder durch die
Behandlung entstehen koénnen. Zu diesen Komplikationen zahlen z.B.
Hamatome, Infektionen oder gelockertes Osteosynthese Material, welche haufig

zu einer erneuten Operation fuhren (11).

1.3 Zytokine und deren Rolle wahrend der Fraktur- und Wundheilung

Bei Zytokinen handelt es sich um korpereigene Proteine (Molekulargewicht
< 30 Kilodalton), welche von Zellen des Immunsystems bei Bedarf freigesetzt
werden und bei der Steuerung von Entztiindungsreaktionen eine entscheidende
Rolle spielen. Zu unterscheiden sind Zytokine mit entzindungsférdernder
(proinflammatorischer) und entziindungshemmender (antiinflammatorischer)
Wirkung (12).
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Schon wahrend der Initialphase der Frakturheilung (Inflammationsphase) wird
der Heilungsprozess durch Zytokine wie Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-6 (IL-6)
und dem Tumor Necrosis Faktor Alpha (TNF-a) in Gang gesetzt. Gerstenfeld et
al. zeigte in seiner Studie, dass fur eine erfolgreiche Knochenheilung ein zeitlich
Uberlappendes Zusammenspiel von vielen verschiedenen Zytokinen
entscheidend ist (13). Eine Ubersicht von wichtigen Zytokinen ist in Abbildung 1

aufgezeigt.

Eine besondere Rolle wahrend der Knochenheilung spielt der Transforming
Growth Factor Beta (TGF-p) und dessen Superfamilie. In der Literatur ist bereits
bekannt, dass TGF-f durch das Fordern der Differenzierung und Proliferation von
Osteoblasten die Knochenbildung antreibt und zudem die Produktion von
Kollagen und anderen extrazellularen Matrixproteinen stimuliert (14).
Zimmermann et al. zeigten in ihrer Studie, dass das Zytokin TGF-1 im Blutserum
von Patienten mit verzogerter Frakturheilung vier Wochen nach Trauma
Zeitpunkt signifikant niedrigere Konzentrationen aufwies als bei Patienten mit
regularem Knochenheilungsverlauf. Diese Erkenntnis lieferte somit erste
Hinweise, dass TGF-1 auch als potentieller pradiktiver Zytokin-Serummarker fur

verzogerte Frakturheilung dienen kdnnte (15).

Die genaue Funktion aller Zytokine wahrend der Knochen- und Wundheilung,
sowie deren gegenseitigen Beeinflussung bedarf jedoch noch weiterer

Forschung (15).
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Abbildung 1: Beteiligte Zytokine wéhrend des Frakturheilungsprozesses. In Anlehnung an
Maruyama et al. (16). Erstellt mit BioRender®.

1.4 Risikofaktoren postoperativer Komplikationen

1.4.1 Mechanische Einflussfaktoren

Wahrend der Frakturheilung kdnnen unterschiedliche mechanische Faktoren den
Heilungsprozess beeinflussen. Es kann zu Plattenlockerungen und damit
einhergehenden mangelnden Rigiditat mit vergrof3ertem Frakturspalt kommen,
was nachweislich die Frakturheilung verzdogern kann (17). DarUber hinaus kann
auch ein zu steif befestigter Bruchspalt durch fehlende Stimulation zu
Heilungsschwierigkeiten fuhren (18). In seltenen Fallen kommt es zu einem

kompletten Materialversagen (11).

1.4.2 Raucher
Der Effekt des Konsums von Zigaretten auf die Fraktur- und Wundheilung wird
bereits seit vielen Jahren erforscht. Raucher weisen nicht nur eine signifikant

langere Frakturheilung auf, auch die Gefahr eines komplikationsreichen,
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postoperativen Verlaufs nimmt mit dem Konsum von Zigaretten zu (19-21). Durch
den Nikotinkonsum wird die Durchblutung und Sauerstoffversorgung im Gewebe
beeintrachtigt und dadurch die Wundheilung mal3geblich erschwert (22). Eine
weitere Ursache fur den erschwerten Heilungsprozess bei Rauchern ist eine
eingeschrankte Immunreaktion (23, 24). Lindstrom et al. bewiesen zudem in ihrer
Studie einen positiven Effekt einer vierwdchigen praoperativen und vierwdchigen

postoperativen Nikotinabstinenz auf die Frakturheilung (25).

1.4.3 Fortgeschrittenes Alter

Mit steigendem Alter verlieren mesenchymale Stammzellen zunehmend ihre
Differenzierungsfahigkeit und ihre Lebensdauer ist verringert, was wiederum eine
geringere Anzahl an Osteoblasten und deren knochenbildenden Aktivitat
bedeutet. Eine (gleichzeitige Zunahme an oxidativem Stress und
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-6 und TNF-a fuhrt zu einer Verstarkung
der Osteoklastogenese. Dies fuhrt im Alter zu einer geringeren
Knochenmineraldichte (26) und einer verzdgerten Frakturheilung (27). Eine
verminderte Produktion an Vitamin-D in der Haut, geringe korperliche Aktivitat
und Regenerationsfahigkeit erhdhen zudem das Risiko fur Osteoporose im Alter
um ein vielfaches (28). Osteoporose tritt durch den postmenopausalen
Ostrogenmangel vor allem bei Frauen im Alter von Uber 65 Jahren auf und steht
im direkten Zusammenhang mit dem Auftreten einer verzégerten Frakturheilung
(29, 30).

1.4.4 Immunsystem

Ein intaktes Immunsystem ist fur den gesamten Knochenstoffwechsel und damit
auch fur den Reparaturvorgang nach Verletzungen besonders wichtig.
Autoimmunerkrankungen gehen haufig mit einem groReren Risiko fur das
Auftreten von Osteoporose und Frakturen einher (31). Der Zusammenhang von
chronischen Erkrankungen wie Diabetes mellitus und dem Auftreten von
komplikationsreichen postoperativen Verlaufen wahrend der Frakturheilung

konnte mehrfach bestatigt werden (32, 33).

T-Lymphozyten, kurz T-Zellen, prasentieren einen essenziellen Bestandteil des

adaptiven Immunsystems und Ubernehmen eine Schlusselrolle bei der
13



Identifikation und Eliminierung von Infektionen sowie bei der Regulation von
abnormen Zellen im Organismus. Durch die Differenzierung und Reifung im
Thymus, einem lymphatischen Organ, entwickeln T-Zellen spezifische
Oberflachenrezeptoren. Diese Rezeptoren ermoglichen es den T-Zellen, antigen-
spezifische Erkennungsmechanismen auszubilden und so auf Fremdstoffe und

Pathogene im Organismus zu reagieren (34).

Unabhangig von definierten Krankheiten stellten Wissenschaftler fest, dass eine
bestimmte Art an T-Zellen (CD8+ Temra-Zellen) in erhdhter Konzentration zu
einer verzogerten Frakturheilung beitragen. CD8+ Tewmra-Zellen produzieren
unter anderem proinflammatorische Zytokine wie IFN-y und TNF-a und tragen so
zu einer krankhaften Bindegewebsvermehrung und einer eingeschrankten
Knochenbildung bei (35).

1.4.5 BMI

Der Body Mass Index (BMI) dient als BewertungsmafRstab von Uber- oder
Untergewicht und ist verbunden mit dem Risiko an chronischen Krankheiten zu
erkranken (36).

Bei Patienten mit einem erhéhten BMI (kg/m?) wurde ein Zusammenhang mit der
Entstehung von komplikationsreichen Verlaufen, insbesondere der Entstehung
von Wundinfektionen beobachtet. Darlber hinaus konnte auch bei Patienten mit

einem BMI < 18,5 kg/m? diese Korrelation festgestellt werden (37).
1.5 Therapiemoglichkeiten bei Frakturheilungsstorungen

1.5.1 Bone morphogenetic proteins (BMPs)

BMPs gehoéren zur Superfamilie der TGF-f Proteine und spielen wahrend der
Knochen- und Knorpelentwicklung, sowie der Knochenheilung eine besondere
Rolle (38). Sie tragen zur Knochenneubildung bei, indem sie die Differenzierung
von mesenchymalen Stammzellen zu knochenbildenden Zellen induzieren
konnen (39).

Bereits seit dem Jahr 2002 werden BMPs (vor allem BMP-2 und BMP-7) auch in

der Therapie von schwer heilenden Frakturen eingesetzt. Studien beweisen
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durch den Einsatz solcher Knochenwachstumsfaktoren, auch bei bereits
mehrfach operierten Brichen, eine Heilungschance von bis zu 92 % (40). Vor
allem die klinische Wirksamkeit von BMP-7 konnte mehrfach positiv bestatigt
werden (40, 41). Daruber hinaus kann der therapeutische Einsatz von BMPs zu
wirtschaftlichen Einsparungen und Verbesserung des Patientenwohls flhren.
Dennoch konnte eine Etablierung von BMPs im klinischen Alltag bislang nicht
flachendeckend durchgesetzt werden. Die klinischen Erfolgsaussichten dieser
Therapie bleiben ungewiss, wahrend die Erstattung durch Krankenkassen bisher

schwierig ist (42).

1.5.2 Elektromagnetisches Feld

Durch die Knochenstimulation durch elektromagnetische Felder wird nicht nur die
Proliferation von Knochenbildenden Zellen geférdert (43), sondern es konnte
auch ein positiver Effekt auf Bindegewebszellen bestatigt werden (44). Eine in
vitro Studie von Ehnert et al. zeigte, dass mit einem extrem niedrigfrequentierten
elektromagnetischen Feld eine verbesserte Osteoblastenfunktion erreicht

werden konnte, ohne dabei die Osteoklastenfunktion zu stimulieren (45).

Die Effektivitat der Behandlung von nicht heilenden Briachen mithilfe von
elektromagnetischen Feldern wurde bereits im Jahr 1974 von Bassett et al.
erkannt (46). Seither konnten einige Studien den positiven Nutzen dieser
Therapie bestatigen, allerdings waren die Ergebnisse nicht ausreichend, um eine
standardmafige Etablierung bei schwer heilenden Brichen durchzusetzen (47,
48).

1.5.3 Mesenchymale Stammzellen

Bei mesenchymalen Stammzellen handelt es sich um reife bzw. adulte
Stammzellen, welche die Fahigkeit der Differenzierung zu verschiedenen
Zelltypen (z.B. Osteoblasten, Knorpelzellen oder Fettzellen) aufweisen. Die aus
dem Knochenmark, Fettgewebe oder Beckenkamm gewonnenen Zellen werden
durch ihre Differenzierungsfahigkeit bereits in der regenerativen Medizin
eingesetzt (49). Zudem gibt es erste Erkenntnisse Uber die Effektivitat der
Kombination von BMP-7 und mesenchymalen Stammzellen bei nicht heilenden

Bruchen (50). Die Anwendung wahrend der chronischen Entzindungsphase
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konnte dem Prozess der Knochenheilung positiv beitragen. Der richtige Zeitpunkt
der Anwendung dieser Therapiemoglichkeit ist jedoch von besonderer
Wichtigkeit, da das Einsetzen von mesenchymalen Stammzellen wahrend der
akuten Entzindungsphase der Knochenheilung auch zu negativen

Auswirkungen fuhren kann (51).

1.6 Einordnung der vorliegenden Studie in das KIKS-Projekt

Die Patienten der vorliegenden Studie wurden im Rahmen des Projektes der
.kunstlichen Intelligenz fur klinische Studien (KIKS)* in die Datenbank
aufgenommen. Bei dem KIKS-Projekt handelt es sich um ein
Digitalisierungsprojekt, welches eine sektorentbergreifende Digitalisierung von
Patientendaten anstrebt. Im Rahmen dieses Projektes werden in der
berufsgenossenschaftlichen Unfallklinik (BGU) Tubingen stationare Patienten
aus den Bereichen Traumatologie, Endoprothetik, geriatrische Traumatologie
(ATZ), sowie ,septische’ Unfallchirurgie durch Doktorand/-innen und Mitarbeiter/-
innen des klinischen Studienzentrums der BGU Tubingen in die Datenbank
aufgenommen. Dadurch wird eine Art ,Patientenpool” aufgebaut, welcher unter
Berucksichtigung des Datenschutzes in der Zukunft auch weiteren Kliniken zur
Verfiigung stehen soll. Als eine Art ,digitales Okosystem*“ soll das Projekt auch
die Medizintechnik in den Punkten Okonomie und Qualititssicherung
weiterbringen und klinische Studien in einem hohen Mal} einfacher und schneller
vorantreiben (52). Fur die vorliegende Studie wurden ausschliellich Daten der

Trauma-Patienten aus der KIKS-Dokumentation analysiert.

1.7 Ziele und Fragestellung der vorliegenden Studie

Wie zuvor beschrieben, sind bereits einige Risikofaktoren fur verzdgerte
Frakturheilungen bekannt (siehe Kapitel 1.4). In vielen Fallen werden die
Patienten allerdings zu wenig Uber ihr vorhandenes Risiko aufgeklart und aktive
PraventionsmalRnahmen fallen nur geringflugig aus. Dartber hinaus ist Uber die
Funktion von Zytokinen als Risikomarker fur verzogerte Frakturheilungen bislang

wenig bekannt.

Anhand der Microarrays und ELISAs soll in der vorliegenden Studie erforscht

werden, ob bestimmte Zytokine postoperative Komplikationen von Trauma-
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Patienten vorhersagen koénnten. Zudem sollen durch die Auswertung der
Fragebdgen zusatzliche Risikofaktoren bestimmt werden konnen. Ein
wunschenswertes Ziel ist es, bereits vor der Operation anhand des
Anamnesebogens und einer Blutuntersuchung erkennen zu kdnnen, welche
Trauma-Patienten ein erhdhtes Risiko fur einen komplikationsreichen
Heilungsverlauf haben. Auch wenn es sich bei dem Gesundheitszustand,
Geschlecht oder Lebensumstande der Patienten um nicht-modifizierbare
Faktoren zum Zeitpunkt der Fraktur handelt, besteht ein potenzieller Nutzen
darin, Personen mit einem erhdhten Risiko fur Komplikationen zu identifizieren.
Anhand dieses Wissens konnte in Zukunft durch angepasste Therapieansatze
das postoperative Komplikationsaufkommen bei Trauma-Patienten reduziert

oder gar verhindert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Alle Patienten der vorliegenden klinisch-experimentellen Studie befanden sich
aufgrund von Traumata der Extremitaten oder der Wirbelsdule in stationarer
Behandlung an der BGU in Tubingen. Nach freiwilliger Zustimmung der
Teilnahme und unterschriebener Datenschutzerklarung, fullten die Patienten
einen Erhebungsbogen mittels iPad aus. Sofern die Patienten zustimmten, wurde
zusatzlich zur Befragung eine vendse Blutabnahme mittels EDTA- und Serum-
Roéhrchen durchgeflhrt, um spater die Zytokin Profile der Patienten zu

bestimmen.

Zur Erfassung des postoperativen Verlaufs wurden die eingeschlossenen
Patienten nach drei Monaten im Rahmen eines Follow-ups (siehe Kapitel 2.7)
uber ihren bisherigen postoperativen Verlauf befragt. Um Komplikationen
bestimmen zu kénnen, wurden dabei jegliche Abweichungen aus der Befragung

und der Patientenakte dokumentiert.

FUr die Bestimmung des Komplikationsgrades wurde die Clavien-Dindo (CD)
Klassifikation (53) (siehe Tabelle 1) verwendet. Hierfir wurden die Angaben des
Follow-ups und die arztlichen Diagnosen der routinemalligen, postoperativen
Kontrolluntersuchung (entnommen aus dem Kiliniksystem Medico) genutzt.
Anhand dieser Klassifikation wurden die Patienten in Komplikationsgruppen und

Kontrollgruppen fur die weitere Analyse eingeteilt.

Mit den gewonnenen Blutproben wurde durch die Methode der Microarrays die

relative Expression von verschiedenen Zytokinen im Blut bestimmit.

Im Anschluss an die Microarrays wurden fur bestimmte Zytokine die
Konzentrationen mit Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA) quantifiziert
und mit den Daten aus dem klinischen Verlauf korreliert, um potenzielle

Risikopatienten zu identifizieren.
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Tabelle 1: Klassifikation nach Clavien-Dindo (53)

Grad Definition

| Jede Abweichung vom normalen postoperativen Verlauf, ohne Notwendigkeit
einer pharmakologischen Behandlung, chirurgischer, radiologischer oder
endoskopischer Intervention.

Erlaubte Therapien sind: Medikamente wie Antiemetika, Antipyretika,
Analgetika, Diuretika und Elektrolyte sowie Physiotherapie. Zu diesem Grad
gehdren auch Wundinfektionen, die am Krankenbett eroffnet werden.

Il Komplikationen, welche eine pharmakologische Behandlung, Bluttransfusion
oder eine parenterale Ernahrung bendtigen

]l Komplikationen, die eine chirurgische, endoskopische oder radiologische
Intervention erforderlich machen

1IE] - Intervention in Lokalanasthesie

lllb |- Intervention in Allgemeinanasthesie

v Lebensbedrohliche Komplikationen, welche eine intensivmedizinische
Behandlung erfordern

IVa |- Dysfunktion eines Organs

IVb |- Multiorgandysfunktion
\' Tod des Patienten

2.2 Gutachten der Ethikkommission

Das Gutachten der Studie wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen
Fakultat der Eberhard Karls Universitat Tubingen am 08.07.2020 unter der
Projekt-Nummer: 346/2015B0O2 gepruft und genehmigt.

2.3 Aufnahme der Patienten in die Studie

Bei den Patienten der vorliegenden Studie handelt es sich ausschlieRlich um
Trauma-Patienten des Trauma Level 1 Centers der BG Klinik Tubingen, wobei
Polytraumata, Traumata aus dem Bereich Mund- Kiefer- und Gesichtschirurgie,
sowie Handverletzungen ausgeschlossen wurden. Die ausfuhrliche Aufklarung
uber den Datenschutz fand Uber einen Broad Consent (umfassende
Datenschutzerklarung fur allgemeine Forschungszwecke) statt. Alle Patienten
haben eine Kopie der unterschriebenen Datenschutzerklarung ausgehandigt
bekommen und wurden ausfuhrlich Gber einen jederzeit moglichen Austritt aus

der Studie informiert. Um an der Studie teilzunehmen, musste die Einwilligung an
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der Studie und die selbststandig unterschriebene Datenschutzerklarung
vorliegen. Die Patientendaten wurden verschlisselt und mittels einer
Studiennummer (Studien-ID) codiert. Ein Zugang zu den unverschlisselten
Patientendaten stand nur dem Doktorvater, dem Mentor, der Betreuerin und der

Doktorandin zu.

2.4 Einschlusskriterien
e Freiwillige Teilnahme an der Studie mit unterschriebener
Datenschutzerklarung
o Diagnostizierte Fraktur der Extremitaten oder der Wirbelsaule
e Operativer Eingriff
e Alter zwischen 18 und 69 Jahren (ab 70 Jahren Einstufung in ATZ)
e Kognitiv uneingeschrankt

e Gute Deutschkenntnisse

2.5 Befragung der Patienten

Die Beantwortung der Fragebdgen fur die Datenerhebung wurde im Rahmen des
KIKS-Projektes mittels iPad durch die Patienten selbst durchgefuhrt. Nur in
einzelnen Fallen wurden z.B. altere oder motorisch eingeschrankte Patienten

durch Studenten oder Mitarbeiter der BGU Tubingen befragt.

2.5.1 Allgemeiner Teil
Zunachst wurden allgemeine Daten wie Alter, Geschlecht und Trauma-Zeitpunkt
dem Krankenhausinformationssystem (Medico) entnommen und notiert. Daten

wie die Krankhausverweildauer wurden nachtraglich ermittelt.

2.5.2 FINDRISK

Der Finnish Diabetes Risk Score (FINDRISC) dient der Einschatzung des Risikos
in den nachsten 10 Jahren an Diabetes mellitus Typ-2 zu erkranken. In der
vorliegenden Studie wurde die deutsche Version: ,Finde dein Risiko“ (FINDRISK)
verwendet, welche an die deutsche Bevolkerung angepasst wurde (54). Hierbei
werden acht Fragen einbezogen und den Antworten Punkten zugeteilt. Je hdher
der ermittelte Punktwert desto hoher ist das Risiko in den nachsten zehn Jahren

an Diabetes zu erkranken.
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2.5.3 Alkoholkonsum

Der Alcohol Use Disorders Identification Test (AUDIT) wird als Screening-Score
in Bezug auf eine magliche Alkohol-Abhangigkeit verwendet. In der vorliegenden
Studie wurde eine verklirzte Version genutzt (AUDIT-C der
Weltgesundheitsorganisation), bei der nur die ersten drei Fragen abgefragt
werden (siehe Anhang: Fragebdgen). Diese beziehen sich nur auf die Menge und
Haufigkeit des Alkoholkonsums. Fur jede beantwortete Frage werden Punkte
vergeben, wodurch am Ende ein Score zwischen 0 und 12 Punkten erreicht
werden kann. Auch hier zeigt ein hdherer Score einen riskanten Alkoholkonsum

an (ab 5 Punkte bei Mannern/ ab 4 Punkte bei Frauen).

2.5.4 Rauchverhalten

Das Rauchverhalten wurde durch den Ultrakurzfragebogen des Robert-Koch-
Instituts dokumentiert (siehe Anhang: Fragebdgen). Wenn die Patienten aktuell
oder friher geraucht haben, wurde durch den zweiten Fragenkomplex naher tber
die Menge und Dauer des Konsums abgefragt. Dadurch konnte die Anzahl der
Pack Years (PY) berechnet werden. Eine Zigarettenpackung wird mit 20

Zigaretten berechnet.

Anzahl PY =
(Pro Tag gerauchte Zigarettenpackungen) x (Anzahl Raucherjahre)

2.5.5 Komorbiditaten

Besonders die Multimorbiditat (Vorhandensein von zwei oder mehr chronischen
Erkrankungen) stellt fur das Gesundheitssystem eine immer groRer werdende
Herausforderung dar, da die Versorgung dieser Patienten im Krankenhaus,
deutlich zeit- und kostenintensiver ist (55). Zudem werden in der Literatur
Komorbiditaten haufig in den Zusammenhang mit dem Auftreten von Knochen-
und Wundheilungsstérungen gebracht (56, 57). Daher wurde die Anzahl der
vorhandenen Komorbiditaten der Patienten notiert und im Zusammenhang mit

dem Auftreten von komplikationsreichen, postoperativen Verlaufen analysiert.
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2.6 Probengewinnung und Verarbeitung

Die Probengewinnung erfolgte wahrend einer routinemaRigen Blutabnahme in
der Berufsgenossenschaftlichen Unfallklinik Tubingen. Es liegen sowohl pra-
operative als auch postoperative Blutabnahmen vor, da eine einheitliche pra-

operative Blutabnahme aus logistischen Grinden nicht mdglich war.

Mithilfe einer Safety-Multifly®- Kanule wurden 7 ml vendses Blut entnommen (1x
Serum-Roéhrchen, 1x EDTA-R6hrchen). Bei der Blutenthahme wurde stets auf
eine korrekte und hygienisch sichere Durchfuhrung geachtet, sowie eine
Stauungszeit von maximal 30 bis 60 sec eingehalten. Die beiden Blut-Réhrchen
wurden fur mindestens 30 bis maximal 60 min auf Eis gelagert, um eine
vollstandige Gerinnung zu gewahrleisten. AnschlieRend wurde das Blut in den
Monovetten bei 1000 G fur 10 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Im Anschluss wurde
das Blut in sieben verschiedene Eppendorf Mikroreaktionsgefalle (Eppis)
pipettiert (3 x 450 ul Serum, 3 x 450 ul EDTA-Plasma, 1 x 450 pl Vollblut) und zur
Konservierung bei - 80 °C eingefroren. Fur die Microarrays wurde in dieser
Studie nur das Blutserum verwendet, wobei fur die DurchfiUhrung der ELISAs

sowohl das Blutserum als auch EDTA-Plasma genutzt wurde.

2.7 Follow-up

Von wesentlicher Bedeutung waren die Follow-ups, bei denen die Patienten nach
drei Monaten anhand eines Erhebungsbogens uber ihren aktuellen
Gesundheitszustand befragt wurden. Fur die spatere Analyse war eine
Zustimmung und ein erfolgtes drei-Monats-Follow-up der Patienten eine weitere

Voraussetzung.

In dem Erhebungsbogen wurden zunachst wieder allgemeine Daten wie
aktuelles Korpergewicht, allgemeiner Gesundheitszustand und
Wohnverhaltnisse abgefragt. Des Weiteren wurde explizit gefragt, ob der
postoperativen Heilungsverlauf wie erwartet, prolongiert oder mit Komplikationen
stattgefunden hat. Vermerkt wurden alle nach der Entlassung stattgefundenen
Operationen, aktuell bestehende Krankschreibungen und Einschrankungen in

der Mobilitat und Alltagsbewaltigung.
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Wahrend bei den Patienten, welche durch das Softwaresystem Klido in die Studie
aufgenommen wurden, das Follow-up ausschlieBlich per telefonischer Befragung
stattgefunden hat, konnte der Fragebogen bei Heartbeat medical automatisch
per E-Mail an die Patienten gesendet werden. Lediglich die Patienten, die nach
dreimaliger Verschickung des Fragebogens nicht auf die E-Mail reagiert haben

oder keine E-Mail-Adresse angegeben hatten, wurden telefonisch kontaktiert.

2.8 Bestimmung des Komplikationsgrades

Mithilfe der Follow-ups und zusatzlicher arztlicher Diagnose der postoperativen
Kontrolluntersuchung konnte erfasst werden, ob die Patienten von einer
postoperativen Frihkomplikation (innerhalb der ersten drei Monate postoperativ)
betroffen waren. Um die Arten der Komplikationen vergleichbarer zu machen,
wurde das Ausmal der Komplikation in die Clavien-Dindo Klassifikation (siehe
Tabelle 1) eingeteilt, wobei die Patienten der vorliegenden Studie ausschlie3lich
die Grade I-lll aufwiesen. Grunde fur die Einstufung in Grad | waren haufig
persistierende Schmerzen und/oder Schwellungen im betroffenen Bereich. Die
Komplikationspatienten mit Grad Ill erlitten Uberwiegend leichte bis mittelschwere
Wundheilungsstoérungen, wodurch eine erneute Intervention in Lokalanasthesie
(Grad llla) oder Allgemeinanasthesie (Grad IlIb) durchgefihrt werden musste. Da
lediglich ein Patient einen Clavien-Dindo Grad Il aufwies, und es sich hierbei um
eine mittelschwere Wundheilungsstérung (konsolidierte Wunde mit oberflachlich
verzogerter Wundheilung) handelte, wurde dieser Patient zu der
Komplikationsgruppe Il gezahlt. Patienten ohne Komplikationen dienten als

Kontrollgruppe.

2.9 Studienpopulation

Der Zeitraum der Patientenaufnahme fur die vorliegende Studie startete am
03.05.2021 und endete am 07.07.2022. Das letzte Follow-up wurde am
09.11.2022 erledigt.

2.10 Matching
Fir das bestmogliche Matching wurde jeweils ein Patient aus der
Komplikationsgruppe mit einem Patienten aus der Kontrollgruppe ,gematcht®.

Hierbei wurde darauf geachtet, dass die gematchten Patienten in Geschlecht,
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Alter, Rauchverhalten, Menge an Alkoholkonsum und Summe des FINDRISK

Scores vergleichbare, dokumentierte Angaben aufwiesen.

2.11 Methode der Microarrays

Im nachsten Schritt der Studie wurde die Methode der Microarrays durchgeflhrt,
um relevante Zytokine und deren relative Expression zu ermitteln. Insgesamt
wurden vier Mircoarrays der Firma RayBio® durchgefuhrt (siehe Tabelle 2). Der
Human Cytokine Antibody Array C5 und Human Immune Checkpoint Array 1
wurden fur diese Studie ausgewahlt, da auf den Membranen dieser Microarrays
Zytokine (Targets) enthalten sind (siehe Anhang), welche fur das Immunsystem
von Bedeutung sind. Auf den Membranen des Human Angiogenesis Antibody
Array C2 und Human TGFpB Array 2 sind entsprechende Zytokine enthalten,

welche eine wichtige Rolle wahrend der Knochenheilung spielen.

Tabelle 2: Ubersicht der durchgefiihrten Microarrays mit Anzahl der detektierten Zytokine pro
Membran.

Microarray (Firma: RayBio®) Anzahl der Zytokine (Targets)
Human Cytokine Antibody Array C5 80
Human Immune Checkpoint Array 1 23
Human Angiogenesis Antibody Array C2 23
Human TGF( Array 2 25

Als Proben wurden die Seren einer Gruppe zu einem Serum-Pool gemischt und
als eine Probe auf die Membran aufgetragen. Um Schwankungen der
Serumqualitat innerhalb einer Studiengruppe zu minimieren, wurden die
Serumproben der jeweiligen Studiengruppe zusammen in  einem
Mikroreaktionsgefal® homogen vermischt (Serum-Pool) und bei -80°C

eingefroren.

Alle Zytokin Arrays wurden sorgfaltig unter gleichen Bedingungen durchgefuhrt.
Die Arrays wurden entsprechend der Herstellervorgaben durchgefihrt. Um eine

gleichmaliige Verteilung der Losungen auf den Membranen zu gewahrleisten,
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fanden alle Inkubations- und  Waschdurchgange unter sanften
Rotationsbewegungen statt. Bei dem Umgang mit den Membranen wurde stets
darauf geachtet, dass nur der nicht bedruckte Teil (Rander) mit der Pinzette
berthrt wurde. Jeder Serum-pool wurde in zwei Durchlaufen (Duplikate)

analysiert.

Zunachst wurden die Membranen mit der bedruckten Seite nach oben vorsichtig
in ein Inkubationstablett gelegt. Anschlieend wurde auf jede Membran 1 mi
Blocking Buffer pipettiert und eine Inkubationszeit von 30 Minuten eingehalten.
Die zuvor hergestellten Serum-Pools wurden auf Eis vollstandig aufgetaut,
mithilfe eines Vortex Schuttlers gut vermischt und jeweils 200 ul Serum-pool zu
dem Blocking Buffer hinzugefigt. Um eine ausreichende Inkubationszeit zu
erreichen, wurden die Membranen mit den Serumproben Uber Nacht bei 4 °C
gelagert. Am zweiten Tag wurde mit dem ersten Waschvorgang begonnen.
Hierzu wurde jede Membran 3 x mit 1 ml Wash Buffer | und 2 x mit 1 ml Wash
Buffer Il fur jeweils 5 Minuten gewaschen. Danach wurde 1 ml des biotinylierten
Antibody Cocktails auf jede Membran pipettiert und fiar 2 Stunden bei
Raumtemperatur (RT) inkubiert. Anschliel3end wurden die Membranen erneut 3 x
mit 1 ml Wash Buffer | und 2 x mit 1 ml Wash Buffer Il fir jeweils 5 Minuten
gewaschen. Im Anschluss wurde 1 ml der Streptavidin-HRP Ldsung auf jede
Membran aufgebracht und bei RT fur 2 Stunden inkubiert. Danach erfolgte der
nachste Waschvorgang mit 3 x mit 1 ml Wash Buffer | und 2 x mit 1 ml Wash
Buffer Il fur jeweils 5 Minuten. Fir die Chemilumineszenz Erfassung wurde der
letzte 1 ml Wash Buffer Il entfernt, die Membranen auf eine Glasplatte gelegt und
ca. 300 ul der enhanced chemiluminescence (ECL)-Lésung auf jede Membran
pipettiert. Hierbei wurde sorgfaltig darauf geachtet, dass die Losung gleichmaRig
auf der Membran verteilt wurde. AnschlieRend wurde die Glasplatte mit den
Membranen in den ChemoCam Imager gelegt und auf eine optimale Belichtung

geachtet.

In Abbildung 2 wurde der Ablauf der Microarrays bildlich dargestellt.
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Abbildung 2: Ablauf der Microarrays. Nach Protocol ,RayBio® C-Series Human Cytokine
Antibody Array C5”. Erstellt mit BioRender®.

2.12 Auswertung der Microarrays
Jede Probe wurde in Duplikaten durchgefihrt. Auf der Membran des C5
Microarrays war jedes Zytokin (Target) einmal vorhanden, auf den anderen

Arrays war jedes Target zweimal vorhanden.

Um die Signalintensitaten der Targets in numerischer Weise zu vergleichen,
erfolgte die Auswertung mit dem Bildbearbeitungsprogramm Imaged. Um die
Signaldichten der Targets mdglichst genau zu messen, wurde zuerst der
Hintergrund subtrahiert. Es wurden je neun Belichtungszeiten ausgewertet.
AnschlielRend wurde die gemessene Intensitat der Negativ-Kontrolle von den
restlichen Werten abgezogen. Um die Signalintensitaten zwischen den
Membranen vergleichen zu koénnen, wurden die Daten auf den jeweiligen
Mittelwert (MW) der Positiv Kontrolle (POS) normalisiert.
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Im nachsten Schritt wurde der MW eines Zytokins Uber alle Gruppen berechnet

und die einzelnen gemessenen Signalintensitaten auf diesen MW normalisiert.

AnschlieBend wurde die Differenz zwischen Komplikationsgruppe und
Kontrollgruppe berechnet und das Signifikanzniveau auf > 40 % Differenz

festgelegt.

2.13 Messung der Zytokin Konzentrationen mittels ELISA

Far die Quantifizierung der Zytokin-Konzentrationen im Blut der Patienten, wurde
die Methode der Sandwich-ELISAs durchgefuhrt. Bei dieser Methode kamen
ELISAs der Firma R&D Systems® (ELISA Duo Sets) und der Firma Peprotech®
(ABTS ELISA Development Kits) zum Einsatz (Versuchsprotokolle siehe
Anhang). Die Durchfuhrung erfolgte streng nach Herstellerangaben. Alle
Waschvorgange wurden unter den gleichen Bedingungen mit jeweils 4x Wasch-
Puffer (0,05 % Tween-20 in PBS) durchgeflhrt. Die Inkubationsschritte erfolgten

bei leichter Rotationsbewegung und bei RT.

Zunachst wurden 96-well-Mikrotiterplatten mit dem entsprechenden Capture
.Fang“ Antikdrper (AB) vorbereitet und Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag
wurden die Platten 4 x mit Wasch Puffer gewaschen. Um unspezifische
Bindungen zu verhindern erfolgte im nachsten Schritt eine einstiindige Inkubation
mit 150 pl/well Block-Puffer (1 % BSA in PBS). Nach einem weiteren
Waschvorgang mit 4 x Wasch-Puffer, wurden die Proben in Duplikaten auf die
wells gegeben und eine Inkubationszeit von 2 Stunden eingehalten. Bei jeder
ELISA-Platte lief eine Standardreihe (S1-S8) in Triplikaten mit. Im Anschluss
wurde nochmals mit 4 x Wasch-Puffer gewaschen und dann der Detektion AB in
entsprechender Konzentration fur 2 Stunden inkubiert. Es folgte ein weiterer
Waschvorgang mit Wasch-Puffer. Danach wurde das Streptavidin-HRP
(Peprotech®: Avidin-HRP) auf die Wells pipettiert und eine Inkubationszeit von
20 Minuten (Peprotech®: 30 Minuten) bei RT und Schutz vor Tageslicht
eingehalten. Nachdem die wells ein letztes Mal mit Wasch-Puffer gewaschen
wurden, konnte die Substratlosung (Peprotech®: ABTS-Losung) in die Wells

gegeben werden und flr 40 Minuten bei RT und Schutz vor Tageslicht die
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Farbreaktion stattfinden. Mit der Zugabe von 50 ul 2 N H>SO4 wurde die

Farbreaktion gestoppt und bei einer Wellenlange von 450 nm die optische Dichte

im Photometer gemessen (Peprotech®: keine Stopldsung wird verwendet,

Messung der optischen Dichte nach einer Inkubationszeit von 60 und 90 Minuten

bei 405 nm). Der Hintergrund wurde bei 540 nm gemessen (Peprotech®: 650

nm).

Tabelle 3: Ubersicht der unterschiedlichen Konzentrationen und Verdiinnungen der ELISA

Hersteller R&D Systems® Peprotech®
ELISA B7-1 B7-2 TIM-1 | TGFB-2 | CTLA-4 |PIGF-1 |BMP-2 |IL-1B
Capture-AB 4 yg/ml |2 yg/ml |4 pg/ml |2 yg/ml |1 yg/ml |1 pg/ml 0,5 pg/ | 0,5 pg/

mi mi
Standard 15,6- 31,3- 7,8- 15,6- 15,6- 32- 47- 8-1000
1000 2000 1000 1000 1000 2000 3000 pg/ml
pg/mi pg/ml pg/ml pg/mi pg/ml pg/ml pg/mi
Proben 4:5 4:5 Keine 1:5 1:10 1:2 1:2 1:2
(EDTA) |(EDTA) |Verdin |(Serum) |(Serum) |(Serum) |(Serum)|(Serum)
nung
(EDTA)
Detection-AB | 125 250 200 150 500 500 500 500
ng/mi ng/ml ng/mil ng/ml ng/ml ng/mil ng/ml ng/ml
Streptavidin- | 1:200 | 1:40 1:200 [1:200 |1:200 |1:2000 |1:2000 |1:2000
HRP/
(Peprotech®:
Avidin-HRP)

Die Abbildung 3 vermittelt eine exemplarische Ubersicht der einzelnen Schritte
fur die ELISAs von R&D Systems®.
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@ Capture Antikorper (" Fang @ Probe (Serum) wird @ Biotinylierter
Antik6rper") wird in wells hinzugefiigt und bindet Detection Antikdrper
gegeben an "Fang Antikorper" bindet an Antigene.

Substrat

\ \\(ffs;?

@ Streptavidin - HRP @ Tetramethylbenzidine (TMB)

bindet an Biotinylated Substratldsung fiihrt zu einer
Detection Antibody. blauen Farbreaktion. Die

Stoplosung (2N H,S0,) fiihrt zu

Legende einer gelben Farbreaktion.

¢ @ Blutprobe (Serum) \1(/ Capture Antikdrper A Ei:t'ﬂ?dyrl‘i)eerrter

passendes Antigen ‘\‘ Streptavidin-HRP 4 ¢ ¢ Substrat
aus Probe

Abbildung 3: Ablauf der ELISAs (R&D Systems®). In Anlehnung an das Protokoll R&D
Systems®. Erstellt mit BioRender®. Ausfiihrliche Protokolle ELISA siehe Anhang.

2.14 ELISA Datenauswertung

FuUr die Auswertung wurde zunachst der Hintergrund bei 540 nm bzw. 650 nm
abgezogen. Die Konzentrationen der Standardkurve wurden logarithmisch
(Log10) gegen die gemessene Absorption aufgetragen. So konnten die
Konzentrationen der Proben ermittelt werden, welche anschliefend mit dem
Verdunnungsfaktor multipliziert wurden, um die Konzentration in den Proben zu

erhalten.

2.15 Statistische Auswertung
Fur die Auswertung der ermittelten Daten wurde das Statistikprogramm
GraphPad Prism (Version 8, MA, USA) und JMP 16 angewandt. Fur die
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Darstellung der Ergebnisse wurden Tabellen, Heat Maps, Box-Plots, Violin-Plots

und Receiver-Operating-Characteristics-Kurven (ROC-Kurve) genutzt.

Mithilfe einer Partition-Analyse mit dem Statistikprogramm JMP wurden die fur
diese Studie relevanten Fragen und mogliche Cut-off Werte ermittelt, um die
Studienpopulation  anhand  dessen, zwischen  Kontrollgruppe und
Komplikationsgruppe trennen zu kénnen. Die Cut-off Werte flr die ROC-Kurven
Analyse wurden mittels Youden-Index berechnet. Fir den Vergleich von zwei
unabhangigen Gruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test angewandt, wobei das
Signifikanzniveau bei p < 0,05 lag. Die jeweilige Grolie einer Patientengruppe

wurde mit (N) unter der jeweiligen Abbildung aufgefuhrt.

Eine statistische Beratung erfolgte am 23.05.2023 im Institut fiir klinische
Epidemiologie und angewandte Biometrie Tubingen durch Herrn Prof. Dr.

Blumenstock.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv und Studiengruppen

Alle Patienten dieser Studie wurden aus der KIKS-Dokumentation entnommen.
Von 379 dokumentierten Trauma-Patienten wurden 92 Patienten
ausgeschlossen, bei denen keine Zustimmung flr das Follow-up vorlag oder
keine CD-Klassifikation bestimmt werden konnte. Die verbliebenden 287
Patienten wurden fur die Auswertung der Fragebdgen einbezogen. Bei 48
Patienten lag keine Zustimmung fur die vendse Blutabnahme vor, somit ergab
sich fur die weiteren Laboruntersuchungen ein Patientenpool von 239 Patienten
(siehe Abbildung 4).

Trauma + Trauma-Wirbelsaule
Patienten aus KIKS-
Dokumentation

(N =379) Ausgeschlossen
(N=92)

Patienten ohne
Zustimmung fiir Follow-up
Patienten ohne eindeutige
CD Bestimmung

v

A\ 4

Patienten mit Zustimmung fiir
Follow-up + eindeutige CD
Bestimmung

(N = 287)

Kontrollgruppe (Ktrl.) Komplikation Komplikation
(N = 234) Grad | (CDI) Grad Il + Il (CDIII)
(N=22) (N=31)

> Keine Blutabnahme moglich
oder erwiinscht

Patienten mit vorhandener (N=48)
Blutprobe
(N =239)
I
I I |
Kontroligruppe (Ktrl.) Komplikation Komplikation
(N =192) Grad | (CDI) Grad Il + lll (CDIII)
(N=17) (N =30)

Abbildung 4: Ubersicht der Fallzahlen
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Weiter wurden die Patienten nach dem Geschlecht eingeteilt (siehe Tabelle 4).

Tabelle 4: Aufteilung der Patienten nach Geschlecht

Patienten Mit Zustimmung fiir mit vorhandener
Follow up (N = 287) Blutprobe (N = 239)
Geschlecht Frauen Méanner Frauen Méanner
Kontrollgruppen N =103 N =131 N =84 N =108
Komplikations- CDI N=10 N=12 N=9 N=8
gruppen cbil N=13 N=18 N=13 N=17

Nach statistischer Beratung wurde eine MindestgruppengroRe von N =10
eingehalten, wodurch die Grad | Komplikationen in der weiteren statistischen
Auswertung nicht mit einbezogen wurden. Da die Auswertung der Fragebdgen
und Laboruntersuchungen eine einheitliche Analyse darstellen sollten, wurde
bereits bei Auswertung der Fragebdgen nur die Kontrollgruppen mit der

Komplikationsgruppe CDIII mit einbezogen.

Die Komplikationsarten aller Patienten mit Grad Ill Komplikationen (N = 31)
wurden im Folgenden in Kategorien zusammengefasst und als Kreisdiagramm
dargestellt. Mit 55 % trat die Wundheilungsstérung am haufigsten als

postoperative Komplikation auf.

ARTEN DER KOMPLIKATIONEN

B Wundheilungsstorung
m Nekrose

Infektion des
Osteosynthesematerials

m Dislokation/Lockerung des
Osteosynthesematerials

m Sonstige Komplikationen

Abbildung 5: Arten der Komplikationen der Gruppe CDIII (N = 31).
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3.2 Analyse des Patientenkollektivs

3.2.1 Geschlechterspezifische Unterschiede

Zunachst wurden Manner und Frauen in Bezug auf Alter, Verweildauer, Body
Mass Index (BMI), Diabetesrisiko (Summe FINDRISK), Anzahl an
Komorbiditaten, Rauchverhalten anhand der PY und Haufigkeit des
Alkoholkonsums (aus AUDIT-C) verglichen (siehe Tabelle 5).

Interessanterweise waren Frauen im Schnitt mit 52,86 Jahren signifikant alter als
Manner (44,92 Jahre). Der Vergleich der Verweildauer zeigte, dass Manner mit
9,79 Tagen im Schnitt einen dezent langeren Aufenthalt im Krankenhaus hatten
als Frauen mit 8,21 Tagen. Dagegen war der durchschnittliche BMI bei Mannern
(26,3 kg/m?) und Frauen (26,18 kg/m?) ahnlich. Die Summe des FINDRISKs
unterschied sich zwischen Mannern (6,42) und Frauen (8,15) signifikant (p =
0,0024). Frauen litten im Durchschnitt an mehr Komorbiditdten als Manner
(Frauen: 0,98 < Manner: 0,50). Das Rauchverhalten wurde anhand der PY
analysiert, wobei Manner im Schnitt etwas mehr PY aufwiesen als Frauen
(Frauen: 8,34 < Manner: 10,77). Auch die Summe des AUDIT-C unterschied
sich signifikant zwischen Frauen und Mannern (Frauen: 1,67 < Manner:
3,37; p = <0,0001). Betrachtete man nur die erste Frage des AUDIT-C, zeigte
sich auch hier ein signifikanter Unterschied der Punktwerte zwischen Frauen und
Mannern (Frauen: 1,31 < Manner: 2,08; p = < 0,0001).

33



Tabelle 5: Unterteilung der Studiengruppen in Ménner und Frauen mit Darstellung des
Mittelwertes, der Standardabweichung und p-Wert (mittels Mann-Whitney-Test berechnet).
Ménner: N = 149 (Kontrollgruppe + CDIll); Frauen: N = 116 (Kontrollgruppe + CDIII).

Parameter Manner Frauen p-Wert

@ Alter [Jahre] 44,92 + 14,41 52,86 + 14,32 < 0,0001*
@ Verweildauer 9,79+9,42 8,21 £ 6,61 0,1427
[Tage]

@ BMI [kg/m?] 26,3 £ 4,26 26,18 £ 6,96 0,0634

@ Summe 6,42 + 3,68 8,15+ 4,61 0,0024+
FINDRISK

@ Anzahl 0,50 £ 0,79 0,98 + 1,28 0,0016*
Komorbiditaten

@ Anzahl PY 10,77 £ 18,41 8,34 £ 15,85 0,0477+
® Summe AUDIT-C |3,37 £ 2,19 1,67 £1,70 < 0,0001*
@ Haufigkeit 2,08+1,24 1,31+£1,15 <0,0001*
Alkoholkonsum

[Punktwert AUDIT-C]

In der weiteren Analyse des Patientenkollektivs wurden Frauen und Manner
weiterhin gesondert betrachtet und mithilfe von Box-Plot und Violin-Plot
zusatzlich  die  Unterschiede der jeweiligen  Kontrollgruppe  zur

Komplikationsgruppe dargestellt.

3.2.2 Frauen mit Komplikationen weisen mehr Komorbiditdten auf
Im Rahmen der deskriptiven Statistik wurde die Anzahl an Komorbiditaten
(anhand der ICD-10 Codes) in Bezug auf das Geschlecht und die

Komplikationsentwicklung der Patienten analysiert.

Folgende Krankheiten wurden hierbei mit einbezogen: Diabetes mellitus,
Hypertonie, Krankheiten des Kreislaufsystems, Erkrankungen des
Atmungssystems, Erkrankungen des Nervensystems, Endokrine, Ernahrungs-
und  Stoffwechselkrankheiten, sowie  psychische  Krankheiten  und

Verhaltensstdrungen.

Abbildung 6A zeigt, dass in der Komplikationsgruppe mit CDIIl deutlich mehr

Patienten an Komorbiditaten litten als Patienten in der Kontrollgruppe
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(p = 0,0063). Sieht man sich die Geschlechterverteilung in Abbildung 6B und C
an, fallt auf, dass vor allem Frauen mit Komplikationen mehr Komorbiditaten
aufwiesen (p =0,0001). Bei Mannern zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede. Fur Frauen stellt das Vorhandensein von Komorbiditaten somit ein
Risikofaktor flr das Auftreten von Komplikationen wahrend der Knochen- und

Wundheilung dar.

Anzahl Komorbiditaten

A) ; B) ! C)
Manner + Frauen Manner Frauen
6- Pp=0.0063* 6o Pp=0.728 6o  P=0.0001*
c | — ] c T 1 c
2 2 2
e} T e
s 47 5 47 s 47
S S [
o o] [e]
5 5 5
X 2 X 24 X -
< < <
© © ©
g g g
< < <
0 1 1 0 1 1 0 1 1
Ktrl.  CDIll Ktrl.  CDIII Ktrl.  CDIlI

Abbildung 6: Verteilung der Anzahl an Komorbiditdten in Bezug auf das Geschlecht. A) Kirl.:
N =234; CDIIl: N = 31. B) Kirl.: N = 131; CDIll: N = 18. C) Kirl.: N = 103; CDIlI: N = 13.

3.2.3 Frauen mit Komplikationen weisen einen h6heren BMI auf

Frauen mit CDIII hatten einen signifikant héheren BMI als die Kontrollgruppe. Bei
Mannern war kein Unterschied zwischen den Gruppen zu erkennen. Der Cut-off-
Wert der JMP-Analyse ergab 29,4 kg/m?. Ein erhdhter BMI stellt einen weiteren

Risikofaktor fur Frauen dar.
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Body Mass Index (BMI)
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Abbildung 7: Body Mass Index. A) Ktrl: N =131; CDIIl: N = 18. B) Ktrl: N = 103; CDIll: N = 13.
Mann-Whitney Test.

3.2.4 Frauen mit Komplikationen weisen einen hé6heren FINDRISK auf
Wahrend bei den Mannern der FINDRISK keinen Unterschied zwischen
Kontrollgruppe und Komplikationsgruppe aufwies (p = 0,784), zeigte sich bei den
Frauen ein signifikanter Unterschied zwischen Kontrollgruppe und
Komplikationsgruppe (p = 0,044). Auch eine erhdhte Summe des FINDRISKs
stellt sich als Risiko flr einen komplikationsreichen postoperativen Verlauf bei
Frauen dar. Die Partition Analyse ergab einen moglichen Cut-off-Wert bei einer
Summe FINDRISK > 14.
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Summe FINDRISK

A) B)
Manner Frauen
25—  Pp=0.784 25  p=0.044"
T 1 | — |
520- 520— :
2] £ .| 1
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1T L 1
1 1

0 I I
Ktrl. CDIIl Ktrl. CDIII

Abbildung 8: Summe FINDRISK. A) Ktrl: N = 131; CDIll: N = 18. B) Ktrl: N = 103; CDIIl: N = 13.
Mann-Whitney Test.

3.2.5 Frauen mit Komplikationen weisen eine Ilangere stationare
Verweildauer auf

Wie in Abbildung 9B zu erkennen, hatten Frauen mit Komplikationsentwicklung
eine signifikant (p = 0,0487) langere stationare Verweildauer als Frauen in der
Kontrollgruppe (Median: Kitrl.: 5,0 Tage; CDIIl: 12,0 Tage). Manner in der
Komplikationsgruppe wiesen hingegen nur eine Tendenz zu einem langeren
Krankenhausaufenthalt auf (Median: Kitrl.: 7,0 Tage; CDIIl: 11,5 Tage; p=
0,137).
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Stationare Verweildauer

A . B
) Manner ) Frauen
p=0.137 p=0.0487 *
920 — 90 —
—80/, T — 80
> 40/ & 404
E E
= 30 ¢ = 30
g o g ° -|-
© © LN
3 20- 'l' S 20- T
[] [
g g
10 101
S S
R e e
Ktrl. CDIlI Ktrl. CDIII

Abbildung 9: Stationdre Verweildauer. A) Ktrl: N =131; CDIll: N =18. B) Ktrl: N =103; CDIlI:
N = 13. Mann-Whitney Test.

3.2.6 Frauen weisen héheres Alter bei Studienaufnahme auf als Manner

Die Verteilung des Alters innerhalb einer Geschlechtergruppe ergab keine
signifikanten Unterschiede zwischen Kontrollgruppe und Komplikationsgruppe.
Es ist jedoch auffallig, dass Frauen zum Zeitpunkt der Studienaufnahme

insgesamt deutlich alter waren als Manner.

Alter bei Studienaufnahme

A) Manner B) Frauen
80+ p=0.60 80+ p=0.66
| —] | —]
AP YY L) T T
_e04 T . 60-
o o
5 5
2. 40 2. 40
ks .L T s
<L 20 onbs, L 20 ebs,
0 T T 0 I I
Ktrl. CDIIl Ktrl. CDIll

Abbildung 10: Alter bei Studienaufnahme. A) Ktrl: N = 131; CDIII: N = 18. B) Ktrl: N = 103; CDIII:
N = 13. Mann-Whitney Test.
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3.2.7 Keine Auffélligkeiten in Bezug auf das Rauchverhalten

Das Rauchverhalten wurde anhand der Pack Years (PY) analysiert. Bei Frauen
in der Komplikationsgruppe zeigte sich eine Tendenz zu einer hoheren Anzahl
an PY (p =0,269), ansonsten zeigten sich keine Korrelationen zwischen dem

Rauchverhalten der Patienten und dem Auftreten von Komplikationen (Abbildung
11).

Pack Years (PY)

A) . B)
Manner Frauen
1104  P=0413 1104  P=0.269
90 ,' ' 90 - f
70 . 70
> 504 o > 50 e,
o o
E 30 ,/ T T E 30 ’/ T T
S 204 N 204 ]
(= [
< 154 < 154
10 10 -
5 5
0 1 1 0 1 1
Ktrl. CDIll Ktrl. CDIll

Abbildung 11: Anzahl der berechneten PY. A) Ktrl: N = 131; CDIIl: N = 18. B) Ktrl: N = 103; CDIII:
N = 13. Mann-Whitney Test.

3.2.8 Alkoholkonsum

In Abbildung 12A ist zu erkennen, dass Manner mit Komplikationsentwicklung
ausschlieRlich Summen von > 3 des AUDIT-C Scores vorwiesen. Somit gab jeder
Mann dieser Gruppe an, Alkohol zu konsumieren. Bei den Frauen fielen die

Summen des AUDIT-C in der Kontrollgruppe und Komplikationsgruppe im Mittel

geringer aus als bei den Mannern.
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Alkoholkonsum (AUDIT-C)
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Abbildung 12: Summe Audit-C. A) Ktrl: N = 131; CDIll: N = 18. B) Ktrl: N = 103; CDIIl: N = 13.
Mann-Whitney Test.

3.2.9 Haufigkeit des Alkoholkonsums bei Méannern signifikant

Betrachtete man hingegen nur die erste der drei Fragen des AUDIT-Cs (,Wie oft
trinken Sie Alkohol?“), viel auf, dass Manner in der Komplikationsgruppe
signifikant haufiger Alkohol tranken als Manner in der Kontrollgruppe
(p = 0,0087). Die Partition Analyse ergab einen Cut-off-Wert ab 3 Punkten (2—-3-
mal pro Woche Alkoholkonsum). Bei den Frauen war kein signifikanter

Unterschied zwischen den beiden Gruppen zu verzeichnen.

Wie oft trinken Sie Alkohol?

A) " B)
Manner Frauen
5o p=0.0087"* 54  p=0.954
| — | | — |
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1 J— 14
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Ktrl. DIl Ktrl. DIl

Punkte

Punkte

Abbildung 13: Wie oft trinken Sie Alkohol? A) Ktrl: N = 131; CDIII: N = 18. B) Kirl: N = 103;
CDIlI: N = 13. Mann-Whitney Test.
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3.3 Analyse der Microarrays

Das uUbergeordnete Ziel dieser Studie war es, anhand von Zytokinprofilen
Risikopatienten fir Knochen- und Wundheilungsstérungen frihzeitig
identifizieren zu kénnen. Fur die Bestimmung der relativen Zytokin Spiegel im
Blutserum wurden, wie zuvor beschrieben, Zytokin Arrays der Firma RayBio®
angewandt. Nach der Auswertung aller Zytokin-Signalintensitaten zeigten sich

folgende relevante Zytokine (siehe Abbildung 14).

A) B)
B7-2 0.6 . 0.5 1.0 SMAD 3= 12 0.9 0.8 .
B7-1 0.5 1.6 0.7 1.3 SMAD 4=- 12 0.9 1.0 0.7
CTLA4 0.5 1.0 . TG F-BZ - 1.2 0.8 1.1 0.7
TIM-1 12 08 16 BMPRII- 16 09 10 | 05
1 1 1
Ktrl. CDIIl Ktrl. CDIII BMP-2< 14 o9 | 05 os
. 1 1 1 1
Manner  Frauen Ktrl. CDIIl Ktrl. CDIII
Manner Frauen
C)

Lefty A

2.0
12 07 .

NOGGIN= 0.7 1.6 1.0 - 4 1.5

uPAR- 1.2 13 06
- 4 1.0

ANGPT2- 05 12

p|_G|=- 14 14 07 0.5

IL-1B=] 13 10 07 11
1 1 1 T 0
Ktrl. CDIII Ktrl. CDIlI

Manner Frauen

Abbildung 14: Heat Map. Relative Zytokin Spiegel im Blutserum. A) Hochregulierte Zytokine. B)
Herunterregulierte Zytokine. C) Gegensétzlich hoch- herunter regulierte Zytokine, zur jeweiligen
Geschlechter spezifischen Kontrollgruppe. Ménner: CDIIl: N =17; Ktrl: N = 17. Frauen: CDIII:
N = 13; Ktrl.: N = 13. Die Werte der Signalintensitdten wurden zweimal normalisiert (zunéchst auf
den MW der jeweiligen positiv Kontrolle und darauffolgend auf den MW der Signalintensitéten der
Jjeweiligen Zytokine)
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3.4 Ergebnisse der ELISAs
Um die Ergebnisse der Microarrays weiter zu spezifizieren, wurden wie zuvor

beschrieben, darauffolgend ELISAs durchgefuhrt.

Zu folgenden Zytokinen wurden ELISAs durchgefuhrt: B7-2, PIGF-1, B7-1, IL-1p3,
TGFB-2, BMP-2, TIM-1 und CTLA-4, da sich diese Zytokine teilweise gegenseitig

beeinflussen und hierzu interessante Ergebnisse zu erwarten waren.

Wie bereits bei der Analyse der Arrays wurde fur die ELISA Auswertung auch auf
eine geschlechterspezifische Auswertung geachtet. Fur die Analyse der ELISAs

wurden alle vorhandenen Patientenproben verwendet.

Die Auswertung der gemessenen B7-2 Konzentrationen ergab, sowohl bei
Mannern als auch bei Frauen, keine signifikanten Unterschiede zwischen
Kontroll- und Komplikationsgruppe. Auch die Konzentrationen von IL-13, PIGF-

1, TGF-B2 und BMP-2 ergaben bei beiden Geschlechtern keine Signifikanzen.

A) B)

B7-2 Manner B7-2 Frauen
4300 - p=0.54 4300 - p=0.57
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X 100- X 00-
50 50 -
0- 0 I i
Ktrl.  CDIll Ktrl.  CDII

Abbildung 15: Vergleich der Konzentration von B7-2. A) Kirl: N =109; CDIll: N =17. B) Kitrl:
N = 86; CDIII: N = 13. Mann-Whitney Test.
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Abbildung 16: Vergleich der Konzentration von IL-14. A) Ktrl: N =109; CDIIl: N=17. B) Kirl:
N = 86; CDIII: N = 13. Mann-Whitney Test.
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Abbildung 17: Vergleich der Konzentration von PIGF-1. A) Ktrl: N = 109; CDIll: N = 17. B) Ktrl:
N = 86; CDIII: N = 13. Mann-Whitney Test.
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Abbildung 18: Vergleich der Konzentration von TGF-£2. A) Ktrl: N = 109; CDIIl: N = 17. B) Kirl:
N = 86; CDIII: N = 13. Mann-Whitney Test.
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Abbildung 19: Vergleich der Konzentration von BMP-2. A) Kitrl: N = 109; CDIIl: N = 17. B) Ktrl:
N = 86; CDIII: N = 13. Mann-Whitney Test.

Die Analyse der B7-1 Konzentrationen ergab keine signifikanten Werte, jedoch
ist bei den Frauen ein Trend zu hoheren B7-1 Konzentrationen in der

Komplikationsgruppe zu erkennen.
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Abbildung 20: Vergleich der Konzentration von B7-1. A) Kitrl: N =109; CDIll: N =17. B) Kirl:
N = 86; CDIII: N = 13. Mann-Whitney Test.

In der Komplikationsgruppe der Manner zeigte sich ein dezenter Trend zu

héheren TIM-1 Konzentrationen. Dagegen war bei den Frauen dieser Trend nicht
zu erkennen.
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Abbildung 21: Vergleich der Konzentration von TIM-1. A) Kirl: N =109; CDIIl: N = 17. B) Ktrl:
N = 86; CDIII: N = 13. Mann-Whitney Test.

3.4.1 Niedrige CTLA-4 Konzentrationen bei Frauen mit Komplikation

Die CTLA-4 Konzentrationen zeigten, im Vergleich zu der Kontrollgruppe der
Frauen, in der Komplikationsgruppe signifikant niedrigere Konzentrationen (p =
0,036) (siehe Abbildung 22B). Manner hingegen zeigten keine Tendenz zu
veranderten CTLA-4 Konzentrationen (p = 0,47) (siehe Abbildung 22A).

In Abbildung 22C wurde eine ROC-Kurve erstellt, um das Ergebnis und die

diagnostische Qualitat von CTLA-4 durch die Kombination der Sensitivitat und
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Spezifitat graphisch darzustellen. Bei CTLA-4 Konzentrationen < 484,6 pg/ml,
ergab sich eine Sensitivitat von 92,31 % und eine Spezifitat von 51,16 % fur
Frauen. Bei den Mannern hingegen lag bei einem Cut-off-Wert von > 480,4 pg/mi
die Sensitivitat bei nur 64,71 %. Die Spezifitat war mit 56,88 % ca. 5 % hoher als
bei den Frauen. Die Flache unter der ROC-Kurve (AUC), der Youden-Index und

die Likelihood ratio zeigten fur Frauen bessere diagnostische Werte (siehe
Tabelle 6).
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Abbildung 22: Vergleich der Konzentration von CTLA-4. A) Ktrl: N = 109; CDIIl: N = 17. B) Kirl:
N = 86; CDIII: N = 13. Mann-Whitney Test. C) Roc-Kurve
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Tabelle 6: Koordinaten ROC-Kurve zu Abbildung 22C.

Geschlecht AUC Cut-off Sensitivitit Spezifitit Youden- Likelihood
(95% Kil) [pg/ml]  [%] [%] Index ratio

Frauen 0,68 <4846 92,31 51,16 43,47 1,89
(0,56-0,80)

Manner 0,56 >480,4 |64,71 56,88 21,59 1,50
(0,40-0,70)

3.5 Spezifische Zusammenhange zwischen den CTLA-4 Konzentrationen
und den zuvor identifizierten Risikofaktoren fur Frauen

Die vorherige Analyse ergab fur Manner den signifikanten Risikofaktor des

erhdhten Alkoholkonsums. Die Ergebnisse der ELISAs zeigten keine

signifikanten Unterschiede zwischen Kontroll- und Komplikationsgruppe bei

Mannern.

FUr Frauen ergaben sich aus den Fragebdgen folgende Risikofaktoren: erhdhte
Verweildauer, erhdhter BMI, Summe des FINDRISKs und hdhere Anzahl an
Komorbiditaten. Diese Risikofaktoren werden im Folgenden mit dem zusatzlichen
Marker aus der ELISA-Analyse (CTLA-4) in Verbindung gebracht, um eine

madgliche Steigerung der Sensitivitat und Spezifitat zu erreichen.

In Kombination mit CTLA-4 zeigten sich bei einem BMI zwischen 25-30 kg/m? in
der Komplikationsgruppe signifikant niedrigere CTLA-4 Konzentrationen
(p =0,0219). FiUr eine vereinfachte klinische Anwendbarkeit wurden fur die
Darstellung und Analyse der ROC-Kurve in Abbildung 23B alle weiblichen
Patienten ab einem BMI von 25 kg/m? mit einbezogen. Durch die Kombination
der Risikofaktoren BMI und CTLA-4 konnte die Sensitivitat auf 100 % (vorher
92,31 %) und die Spezifitat auf 60 % (vorher 51,16 %) gesteigert werden. Der
Youden-Index lag somit bei 60,00. Der Cut-off-Wert fur CTLA-4 anderte sich
hierbei auf < 504,3 pg/ml (siehe Tabelle 7).
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Abbildung 23: A) Zusammenhang des BMIs mit der CTLA-4 Konzentration. Ktrl. 216-18.4: N =7;
18.5-24.9: N = 44; 25-30: N = 16; >30: N = 19. CDIll > 16-18.4: N =0, 18.5-24.9: N = 4; 25-30:
N =4; >30: N = 5. Mann-Whitney Test. B) ROC-Kurve. Ktrl.: N = 35; CDIII: N = 9.

Tabelle 7: Koordinaten ROC-Kurve zu Abbildung 23B

AUC Cut-off Sensitivitat Spezifitit Youden- Likelihood
(95% KI)  [pg/ml] [%] [%] Index ratio

0,78 <504,3 100 60 60,00 25
(0,63-0,92)

Ein weiterer Risikofaktor fur Frauen stellte eine erhdhte Summe des FINDRISKs
dar. Allgemein sind in der Komplikationsgruppe der Frauen zwar niedrigere
CTLA-4 Konzentrationen als in der Kontrollgruppe zu finden, der Vergleich der
beiden Gruppen nach Unterteilung des FINDRISK Scores ergab jedoch keine
signifikanten Werte (siehe Abbildung 24A).

Bei vorheriger Analyse des FINDRISK ergab sich ein Cut-off-Wert bei = 14
Punkten. Der Mittelwert bei Frauen mit Komplikationen lag bei ca. 11 Punkten.
Nach der FINDRISK Punktebewertung liegt ab einer Summe von 12 Punkten ein
Diabetes Risiko von 17 % vor. Daher wurde der Cut-off-Wert von 14 auf 12

Punkte heruntergesetzt.

Bei CTLA-4 Konzentrationen < 504,3 pg/ml und einer Summe des FINDRISK
= 12 konnte die Sensitivitat auf 100 % (vorher 92,31 %) und die Spezifitat auf
58,82 % (vorher 51,16 %) gesteigert werden. Auch die AUC verbesserte sich auf
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0,79 (vorher 0,68), der Youden Index auf 58,82 (vorher 43,47) und die Likelihood
ratio auf 2,4 (vorher 1,89) (siehe Tabelle 8).
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Abbildung 24: A) Zusammenhang der Summe des FINDRISK mit der CTLA-4 Konzentration bei
Frauen. Ktrl. > 0-6: N = 35; 7-11: N=34; 12-14: N=10; 15-21: N=7. CDIlll = > 0-6: N=4; 7-
11: N=2; 12-14: N=4; 15-21: N = 3. B) ROC-Kurve. Ktrl.: N = 18; CDIIIl: N = 7.

Tabelle 8: Parameter der ROC-Kurve zu Abbildung 24B

AUC Cut-off Sensitivitdit Spezifitit Youden- Likelihood
(95% Ki) [pg/ml] [%] [%] Index ratio

0,79 <504,3 |100 58,82 58,82 24
(0,61-0,97)

In Abbildung 25A wurde der Zusammenhang zwischen der Anzahl an
Komorbiditaten und der CTLA-4 Konzentrationen aufgefihrt. Es zeigte sich
jedoch keine Korrelation zwischen niedrigerer CTLA-4 Konzentration und mehr
Komorbiditaten. Auch die ROC-Kurve in Abbildung 25B =zeigt, dass die
Kombination der CTLA-4 Konzentration und das Vorhandensein einer

Komorbiditat keine Steigerung der Sensitivitat und Spezifitat erbringen konnte
(siehe Tabelle 9).
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Abbildung 25: A) Zusammenhang der Anzahl an Komorbiditdten mit der CTLA-4 Konzentration.
Ktrl. 2 0: N =42; 1-2: N = 36; 3-5: N=4. CDIll »0: N=1;1-2: N = 6; 3-5: N = 6. B) ROC-Kurve.
Ktrl.: N =40; CDIII: N = 12.

Tabelle 9: Fldche unter der ROC-Kurve zu Abbildung 25B

AUC Cut-off Sensitivitdit Spezifitit Youden- Likelihood
(95% Ki) [pg/ml] [%] [%] Index ratio

0,62 <491,7 |91,67 42,50 34,17 1,59
(0,46-0,79)

Bei einer Verweildauer von =12 Tagen hatten Frauen in der
Komplikationsgruppe signifikant niedrigere CTLA-4 Konzentrationen als Frauen
in der Kontrollgruppe (siehe Abbildung 26A). Durch die Kombination der
Risikofaktoren Verweildauer = 12 Tage und CTLA-4 Konzentration konnte die
Sensitivitat auf 100 % (vorher 92,31 %) und die Spezifitdt auf 66,67 % (vorher
51,16 %) gesteigert werden (siehe Tabelle 10). Der Youden-Index stieg somit auf
66,67 (vorher 43,47). Die Kombination von CTLA-4 und Verweildauer zeigte

somit die beste Vorhersagekraft einer Komplikation bei Frauen.
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Abbildung 26: A) Zusammenhang der Verweildauer mit der CTLA-4 Konzentration. Ktrl. > 1-11:
N=65;212: N=21. CDIll > 1-11: N=6; 2 12: N = 7. Mann-Whitney Test. B) ROC-Kurve. Kitrl.:

N=21,CDII:N=7.

Tabelle 10: Koordinaten ROC-Kurve zu Abbildung 26B

AUC Cut-off Sensitivitit Spezifitit Youden- Likelihood

Index ratio

(95% KI)  [pg/ml]  [%] [%]
0,78 <447,0 100 66,67
(0,61-0,95)

66,67 3,00
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4 Diskussion

Mit der vorliegenden Arbeit konnten Erkenntnisse uber die mit Komplikationen
assoziierten Risikofaktoren bei Trauma-Patienten in der orthopadischen
Unfallchirurgie gewonnen werden. Eine essenzielle Erkenntnis, die aus der
vorliegenden  Studie hervorgeht, betrifft die geschlechterspezifischen
Diskrepanzen in den Ergebnissen. Diese Differenzen spiegelten sich nicht nur in
der Analyse der Fragebdgen wider, sondern diese waren auch in den

Ergebnissen der ELISA-Messungen wiederzufinden.

Im Folgenden werden die ermittelten Ergebnisse kritisch beurteilt, diskutiert und

mit ahnlichen Studien verglichen.
4.1 Identifizierte Risikofaktoren fiir Frauen

4.1.1 Anzahl an Komorbiditidten

Ein signifikantes Ergebnis dieser Studie war die erhdhte Anzahl an
Komorbiditaten bei Frauen mit Komplikationen, im Vergleich zu Frauen ohne
Komplikationen (p = 0,0001). Der ermittelte Cut-off-Wert lag hierbei bei > 3
Komorbiditaten. Dieses Ergebnis spiegelt sich auch in einer Beobachtungsstudie
von Roche et al. wider, in welcher bei Patienten Uber 60 Jahren ein
Zusammenhang zwischen einer erhdhten Letalitat und dem Vorhandensein von
mehr als 3 Komorbiditaten festgestellt wurde (58). Daruber hinaus konnten
Kruppa et al. eine generelle Zunahme der Quantitat von Komorbiditaten zwischen
den Jahren 2005-2016 feststellen (59) und bestatigte so die zunehmende

Relevanz von Komorbiditaten flir den medizinischen Versorgungssektor.

In den meisten wissenschaftlichen Arbeiten steht nicht primar die Analyse der
Quantitat von Komorbiditaten im Vordergrund, sondern vielmehr die Analyse der
spezifischen Art der vorliegenden Komorbiditat (60, 61). Von besonderem
wissenschaftlichem Interesse fur zukunftige Forschungsergebnisse ist eine
systematische Analyse der Zusammenhange zwischen der Anzahl an
Komorbiditaten, sowie spezifische Kombinationen von Komplikationsarten und

deren Einfluss auf die Komplikationsrate.
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4.1.2 Krankenhausverweildauer

In der vorliegenden Studie hatte zudem die Dauer des stationaren Aufenthaltes
einen signifikanten Einfluss auf die Komplikationsrate bei Frauen (p = 0,0497). In
den Studien von Mostafa et al. und Marfil-Garza et al. konnten dagegen bei
Mannern allgemein langere Krankhausaufenthalte festgestellt werden (62, 63).
Betrachtet man in der vorliegenden Studie hingegen die Manner unabhangig von
der Komplikationseinteilung, ist auch hier in der mannlichen Geschlechtergruppe
im Schnitt ein dezent langerer Krankenhausaufenthalt (9,79 Tage) als bei den

Frauen (8,21 Tage) zu verzeichnen.

Allgemein ist die Krankenhausverweildauer als ermittelter Risikofaktor auch
kritisch zu beleuchten, da dieser erst zum Zeitpunkt der Entlassung der Patienten
beurteilt werden kann und dieses Kriterium nicht als potenzieller Marker fur eine
praoperative Risikoprophylaxe analysiert werden kann. Dennoch ist dieses
statistisch  signifikante Ergebnis aus medizinischer Sicht nicht zu
vernachlassigen, denn auch in der Literatur sind Angaben Uber Zusammenhange
von Komplikationsaufkommen und einem verlangerten Krankenhausaufenthalt
zu finden (64, 65). Haufig wurden hierbei auch Komplikationen mit einbezogen,
welche bereits wahrend des Krankenhausaufenthaltes auftraten. Dies war in der
vorliegenden Studie jedoch nicht der Fall. Frauen in der Komplikationsgruppe
wiesen zudem auch deutlich mehr Komorbiditaten auf (p = 0,0001), somit kdnnte
der verlangerte Krankenhausaufenthalt auch hiermit im Zusammenhang stehen.
Auch andere Studien konnten einen Zusammenhang von verlangertem
Krankenhausaufenthalt und dem Vorhandensein von Komorbiditaten mit dem

Auftreten von Komplikationen bestatigen (63, 66).

Dies unterstreicht die Wichtigkeit von PraventionsmalRnahmen bei potenziellen
Risikopatienten im klinischen Alltag. Diese Patientengruppen sollten bereits
wahrend ihres Aufenthaltes und zusatzlich vor ihrer Entlassung uUber ihr
potenzielles Risiko einer Komplikationsentwicklung aufgeklart werden und ein

entsprechender Praventionsplan aufgestellt werden.
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4.1.3 BMI

Die Analyse der Fragebdgen ergab, dass Frauen in der Komplikationsgruppe
einen signifikant hoheren BMI als Frauen in der Kontrollgruppe aufwiesen
(p = 0,0267). Der ermittelte Cut-off-Wert lag hierbei bei > 29,4 kg/m?, wobei ab
einem BMI von 30 kg/m? eine Adipositas Grad | vorliegt (67). Diese Korrelation
zeigte sich geschlechterunabhangig auch in vorausgegangenen Studien, in
denen vor allem Wundheilungsstérungen bei adipésen Patienten haufiger als bei
Normalgewichtigen auftraten (37, 68). Grund hierfur sind unter anderem erhohte
Serumspiegel von pro-inflammatorischen Zytokinen, welche fur eine erhohte
Entzindungsbereitschaft des Korpers sorgen (69-71). Zudem ist die
Immunantwort bei Ubergewichtigen Patienten allgemein reduziert. Diese kann
jedoch interessanterweise durch eine Gewichtsabnahme wieder gesteigert
werden (72).

Daruber hinaus kann das erhohte Gewicht von adiposen Patienten vermehrt zu
komplizierteren Brichen fuhren (73) und zusatzlichen Aufwand im Krankenhaus
verursachen (74). Somit stellt eine Adipositas nicht zuletzt auch einen erhdhten

wirtschaftlichen Aspekt fir das Gesundheitssystem dar (75).

In der Studie von Whiting et al. konnte zusatzlich eine Korrelation zwischen dem
Auftreten von postoperativen Komplikationen und einem BMI < 18,5 kg/m?
festgestellt werden (37). Dabei ist vor allem bei alteren Patienten ein
Zusammenhang zwischen Mangelernahrung und Komplikationsaufkommen zu
beobachten (76). In der vorliegenden Studie wurden geriatrische Patienten (> 70
Jahre) ausgeschlossen. Dieser Ausschluss konnte ein Grund sein, warum die
Korrelation eines zu niedrigen BMIs und eines erhdhten Aufkommens an

Komplikationen nicht als Risikofaktor identifiziert wurde.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass eine Uberernahrung grundsétzlich
eine gesundheitlich belastende Situation darstellt und aus medizinischer Sicht
madglichst vermieden werden sollte. Auch wenn der BMI zu den praoperativ nicht-
modifizierbaren Risikofaktoren zahlt, ist eine ausfuhrliche Aufklarung der
Betroffenen unverzichtbar, um ein allgemeines Bewusstsein fur diesen

Risikofaktor zu vermitteln.
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4.1.4 FINDRISK

Auch die Summe des FINDRISK stellte fur Frauen ein signifikantes Ergebnis der
Auswertung der Fragebdgen dar. Frauen in der Komplikationsgruppe wiesen
hierbei signifikant hdhere Summen des FINDRISK auf als Frauen in der
Kontrollgruppe (p = 0,044). Bei den Mannern waren hierbei keine signifikanten

Ergebnisse zu betrachten.

Die Gesamtsumme des FINDRISK dient der Ermittlung des individuellen Risikos
an Diabetes Typ 2 zu erkranken. Insgesamt besteht der FINDRISK aus acht
Fragen (siehe Anhang: Fragebdgen), welche sowohl Lifestylefaktoren als auch
medizinische Parameter (unter anderem BMI) betreffen. Jede beantwortete
Frage erhdlt einen bestimmten Punktwert, wodurch am Ende eine
Gesamtsumme (bis 26 Punkte) berechnet werden kann. Ab einem Punktwert von
11 Punkten ist von einem erhodhten Diabetes Risiko auszugehen und eine

Verbesserung des Lebensstils wird dringend angeraten (54).

In der vorliegenden Studie lag der Mittelwert bei den Frauen mit Komplikationen
bei ca. 11 Punkten, womit dieser Wert bereits in der Risikogruppe einzuordnen
ist. Diabetes Typ 2 hat einen negativen Effekt auf die Wundheilung (60) und kann
sogar das Frakturrisiko erhdéhen (77), wodurch eine Identifikation und

Praventionsstrategie dieser Krankheit in der Traumatologie besonders wichtig ist.

Die Frage, ob die verschiedenen medizinischen Parameter des FINDRISK
Fragenkatalogs besser einzeln betrachtet werden sollten oder ob eine Analyse
als Gesamtsumme des FINDRISK angemessener ist, eroffnet zweifellos einen
Diskussionspunkt. Eine ganzheitliche Analyse der FINDRISK Gesamtsumme
bietet Vorzlige aus medizinischer und wissenschaftlicher Sicht. Sie ermoglicht
die Berlcksichtigung eines komplexen Zusammenspiels von wechselseitig
beeinflussenden, medizinischen Faktoren und bietet zudem eine vereinfachte
Vergleichbarkeit. Die Betrachtung einzelner Parameter allein ist moglicherweise
weniger aussagekraftig. Jedoch kdnnte bei einer isolierten Betrachtung ndher auf
die einzelnen Parameter eingegangen werden und eine gezieltere
Praventionsstrategie angewandt werden. Der BMI wurde alleinstehend auch als
Risikofaktor identifiziert und gehdrt als medizinischer Parameter bereits zu den
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routinemalig dokumentierten Daten im Klinikalltag. Dieser muss im Gegensatz
zu einem FINDRISK nicht zusatzlich bei den Patienten erfragt werden. Somit
ware die alleinige Auswertung des BMIs flr weitere Studien eine mogliche

Alternative als die gesamte FINDRISK Befragung durchzufuhren.

4.2 Erhohter Alkoholkonsum als Risikofaktor fiir Manner

FUr Manner ergab sich der Risikofaktor des erhéhten Alkoholkonsums, da dieser
bei Mannern mit Komplikationsaufkommen im Vergleich zu Mannern aus der
Kontrollgruppe (p = 0,0087) signifikant hdher war. Bei der Analyse des AUDIT-C
Fragebogen fiel auf, dass in diesem Zusammenhang insbesondere ein

Alkoholkonsum von mindestens zweimal wochentlich ausschlaggebend war.

Allgemein wurde, im Vergleich zu den Frauen, von Mannern ein hoherer
Alkoholkonsum festgestellt (p = <0,0001). Dieser spiegelt sich auch in
allgemeinen Daten der deutschen Bevdlkerung wider. Nach Daten des Robert-
Koch-Instituts trinken ca. 13 % der Frauen und ca. 18 % der Manner Alkohol in
gesundheitsgefahrdenden Mengen (78). Daruber hinaus ist bekannt, dass
Alkohol durch einen gesteigerten Entzindungsprozess zu einer gestorten
Wundheilung fuhren kann (79). Im Rattenmodell konnte bereits ein negativer
Einfluss von erhohtem Alkoholkonsum in Bezug auf die Frakturheilung
festgestellt werden (80). Auch in der vorliegenden Studie wurde dieser

Zusammenhang in der mannlichen Geschlechtsgruppe deutlich.

Betroffene Patienten sollten in jedem Fall Uber ihr Risiko aufgeklart werden und

alkoholfreie Alternativgetranke in Betracht gezogen werden.
4.3 Ergebnisse der ELISAs

4.3.1 Nicht signifikante Ergebnisse der ELISAs
Nach Auswertung der ELISA Messwerte stellte sich lediglich der CTLA-4 ELISA
fur Frauen als signifikant dar. In der Literatur dagegen liegen auch weitere

signifikante Ergebnisse von den in dieser Studie untersuchten Targets vor.

TGF-B wird in vorausgegangenen Studien bereits in Verbindung mit dem

Auftreten von postoperativen Wundinfektionen gebracht. DarUber hinaus konnte
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bestatigt werden, dass die Substitution von TGF-$1 sogar die Heilung von
Frakturen mafgeblich unterstitzen kann (81). Ein Zusammenhang zwischen
niedrigen TGF-f Konzentrationen und einem erhohten Aufkommen an
postoperativen Komplikationen konnte in der vorliegenden Studie nicht bestatigt
werden. Auch das zu der TGF- Superfamilie gehérende Zytokin BMP-2 zahlt zu
den bereits erforschten Zytokinen in Bezug auf postoperative Komplikationen in
der Traumatologie (39, 40, 82). Auch in diesem Fall decken sich die Angaben der
Literatur nicht mit den vorliegenden Ergebnissen dieser Studie. Dies kann zum
einen auf die verringerte Zahl an vorhandenen Blutproben zurickzuflhren sein,
zum anderen auf die Art der Komplikationen in der vorliegenden Arbeit. So wird
in einigen Studien vor allem auf den Bezug zwischen TGF-B und reine
Knochenheilungsstorungen eingegangen (15, 81). In der vorliegenden Studie

handelte es sich meist um Stérungen der Wundheilung (siehe Abbildung 5).

TIM-1 (KIM-1) stellt bereits einen Marker fur Nierenschadigungen dar (83) und
hat eine regulierende Wirkung auf Immunzellen (84). Auch mit
Asthmaerkrankungen (85) und der Infektionskrankheit COVID-19 (86) wird eine
erhdhte Expression von TIM-1 (KIM-1) in Verbindung gebracht. In der
Komplikationsgruppe der Manner war zwar eine Tendenz zu héheren TIM-1
Konzentrationen zu erkennen, allerdings stellten sich diese Ergebnisse als nicht
signifikant dar. Mdglicherweise hat eine Hochregulierung von TIM-1 einen
negativen Einfluss auf Heilungsprozesse des Korpers. Die Rolle von TIM-1
wahrend der Frakturheilung ist jedoch noch nicht ausreichend bekannt und sollte

in weiteren Studien geklart werden.

Die Zytokine B7-1 (CD80), B7-2 (CD86) haben ko-stimulatorische Funktionen
wahrend der T-Zell Aktivierung. Hierbei fuhrt die Bindung von B7-1 und B7-2 an
CD28 zu einer Aktivierung der T-Zelle (87, 88). Diese Aktivierung spielt eine
entscheidende Rolle in der Immunfunktion (89). Dennoch wurden sowohl im
Mausmodell, als auch in humanem Blutserum erhdhte Konzentrationen von B7-
1 mit einer erhdhten Entzindungsbereitschaft des Korpers in Verbindung
gebracht (90). Daher ist es nicht erstaunlich, dass in der vorliegenden Arbeit eine

Tendenz zu erhdhten B7-1 Konzentrationen bei Frauen mit Komplikationen zu
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finden waren. Bei den B7-2 Konzentrationen der Manner war dieses Ergebnis
jedoch nicht zu erkennen. Die genaue Funktion von B7-1 und B7-2 in der
Entstehung von Komplikationen bei Trauma-Patienten muss jedoch weiterhin

erforscht werden.

Die Auswertung der IL-13 ELISA Messungen ergaben keine Signifikanzen.
Obwohl eine gewisse Expression von IL-1B fur die Wundheilung essenziell ist,
konnte im Mausmodell bestatigt werden, dass unter erhdhten IL-13 Expressionen
die krankhafte Vermehrung von Bindegewebe geférdert wird (91). Zudem kann
IL-13 eine Verringerung der Kollagenproduktion und eine Hemmung der
Granulationsgewebebildung bewirken (92). Dies kann sich negativ auf die
Wundheilung auswirken. In stark traumatisierten Wunden konnten neben
erhohten IL-6 und TNF-a Werten auch erhdhte Expressionen von IL-13
nachgewiesen werden (93). Zudem kann eine Blockade der IL-1p Aktivitat zu
einer Reduzierung diverser entzundlicher Krankheiten fuhren. So werden bereits
einige IL-1p Blocker in der Chirurgie und Unfallchirurgie genutzt (94). Bei den
Trauma-Patienten dieser Studie konnten diese Forschungsergebnisse allerdings

nicht belegt werden.

Bei PIGF handelt es sich um einen Wachstumsfaktor, welcher zu Beginn der
Frakturheilung der Vaskularisation des Knochens beitragt. Im Mausmodell wurde
das Fehlen von PIGF bereits in Zusammenhang mit einer unzureichenden
Knochenbruchheilung gebracht (95). In den vorliegenden Ergebnissen konnte
jedoch keine Verbindung zwischen herunterregulierten PIGF-1 Konzentrationen

und dem Aufkommen von Komplikationen identifiziert werden.

4.3.2 CTLA-4 als potenzieller Risiko-Marker fiir Frauen

In der Komplikationsgruppe der Frauen waren signifikant niedrigere CTLA-4
Konzentrationen zu finden als in der Kontroligruppe. Mit einer ermittelten
Sensitivitat von 92,31 % und einer Spezifitat von 51,16 % bei CTLA-4
Konzentrationen <484,6 pg/ml stellt dieses Zytokin einen potenziellen

Blutserum-Marker zur frihzeitigen Detektion von Risikopatienten bei Frauen dar.
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CTLA-4 wird auf der Oberflache aktivierter T-Zellen exprimiert und ist flr eine
negative Regulation der T-Zell-Aktivierung verantwortlich (96). Diese Regulation
ist fir das Immunsystem von hoher Bedeutung, da so eine Ubermallige
Immunreaktion verhindert werden kann. Bei einem Mangel an CTLA-4 kann es
zu Immunstorungen bis hin zu Autoimmunerkrankungen kommen (97).
Mesenchymale Stammzellen kdnnen durch die Sekretion von CTLA-4 sogar eine

Unterdrickung des Immunsystems ausldsen (98).

Zudem konnte in der Studie von Jiang et al. eine geringere
Oberflachenexpression von CTLA-4 bei Patienten mit verzégerter Frakturheilung
nachgewiesen werden (99). Bozec et al. stellten zudem eine erhdhte
Osteoklasten Aktivitat bei einer Inhibierung von CTLA-4 fest (100). Im Gegenteil
dazu, konnte in der Immuntherapie gegen verschiedene Krebsarten,
insbesondere des Melanoms, durch die Blockade von CTLA-4 mittels
monoklonaler Antikdrper (z.B. Ipilimumab) vielversprechende Ergebnisse erzielt
werden (101). Durch das Blockieren von CTLA-4 wird die T-Zell-Hemmung

reduziert und eine verbesserte Immunaktivitat gegen Tumore erzielt (102).

Interessanterweise wird in der Behandlung der rheumatoiden Arthritis bereits ein
Medikament namens ,Abatacept® eingesetzt, welches in der Lage ist, die
Bindung von CTLA-4 und CD80/CD86 zu unterbinden und somit die Menge an
l6slichem CTLA-4 im Blut zu erhohen. Folglich weist Abatacept eine
immunsuppressive  Eigenschaft auf, welche sich positiv auf die
Entzindungsprozesse der rheumatoiden Arthritis auswirkt (103). Die
immunsuppressive Wirkung von Abatacept wird jedoch auch kontrovers
diskutiert, da es zu Nebenwirkungen wie virale oder bakterielle Infektionen fuhren
kann (104). Uber die Wirkung von Abatacept auf Wundheilungs- und
Knochenheilungsstorungen ist bislang wenig bekannt. Mdglicherweise konnte
sich die Immunsuppression auch negativ auf solche Heilungsstdérungen

auswirken.

Zusammenfassend handelt es sich bei CTLA-4 um einen bedeutenden Regulator
des Immunsystems, der das Immun-Gleichgewicht aufrechterhalt. Zu geringe
Konzentrationen an CTLA-4 scheinen eine Uberaktive Immunantwort
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herbeizufihren und somit Heilungsprozesse des Korpers negativ zu
beeinflussen. Dagegen konnte dieses Prinzip in der Tumortherapie bereits
positive klinische Relevanz erlangen, da es die Aktivierung der Immunantwort

des Organismus gegenuber schadlichen Tumorzellen ermoglicht.

Die genaue Rolle von CTLA-4 wahrend der Entstehung von postoperativen
Komplikationen bleibt weiter zu erforschen. Zudem muss in grolieren
Kohortenstudien getestet werden, ob sich die Ergebnisse auch bei Mannern
feststellen lassen. Fur eine klinische Anwendbarkeit sind zudem noch weitere
Studien Uber CTLA-4 und dessen Potenzial als Risiko-Marker fur postoperative

Komplikationen bei Trauma-Patienten nétig.

4.3.3 CTLA-4: Unterschiedliche Regulation in Microarrays und ELISAs

Nicht zu vernachlassigen ist das widerspriuchliche Ergebnis der gemessenen
CTLA-4 Werte von Microarrays und ELISAs. So wurden bei den Microarrays in
den Komplikationsgruppen hochregulierte Werte gemessen und die Werte der
ELISAs waren herunterreguliert. Da alle Laborversuche streng nach
Herstellerprotokoll durchgefluhrt worden sind, ist nicht von einem Laborfehler
auszugehen. Moglicherweise lassen sich die Ergebnisse durch die verschiedene
Anwendung der Blutproben erklaren. So wurden die Microarrays mit Proben-
Pools durchgefuhrt, die ELISAs dagegen wurden mit einzelnen Blutproben
durchgefuhrt. Ausreilder kdnnen in einem Probenpool groflere Auswirkungen
haben, wodurch diese unterschiedliche Regulation moglicherweise zu erklaren

ist.

4.4 Kombination der CTLA-4 Ergebnisse mit den signifikanten
Ergebnissen der Fragebogen

Um die diagnostische Leistungsfahigkeit des Blutmarkers CTLA-4 zu verbessern

und somit eine klinische Anwendbarkeit der Ergebnisse anzustreben, wurden die

zuvor identifizierten signifikanten Parameter der Fragebogenergebnisse in einer

kombinierten Analyse integriert.

Es stellte sich heraus, dass die Kombination der Verweildauer, BMI und Summe
FINDRISK mit den CTLA-4 Werten zu einer Steigerung der Sensitivitat und
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Spezifitat fuhrte. Am besten war die Kombination der CTLA-4 Werte und der
Krankenhausverweildauer. Dabei konnte die Sensitivitat um ca. 8 % (92,31 % vs.
100 %) und die Spezifitat um ca. 15 % (51,16 % vs. 66,67 %) gesteigert werden.
Somit wurden durch diese Kombination alle tatsachlich vorkommenden
Komplikationen identifiziert, wobei zu beachten ist, dass bei dieser Analyse die
Probandenzahlen deutlich verringert waren. Eine verlangerte stationare
Verweildauer geht haufig auch mit vermehrten Komorbiditaten einher (63, 66).
Daher ist es mdglich, dass nicht die Verweildauer allein, sondern die Kombination
mit einer erhdhten Anzahl an Komorbiditaten zu einer verstarkten Reaktion des
Immunsystems und den mdglicherweise damit verbundenen niedrigeren CTLA-
4 Konzentrationen im Blutserum fuhrt. Die Korrelation von Verweildauer und
Komorbiditaten sollte in weiteren Studien Uberprift werden, um die Kombination
einer CTLA-4 Diagnostik und der Krankenhausverweildauer als Diagnostikmittel

von Risikopatienten in der Traumatologie einsetzen zu kénnen.

4.5 Klassifikation nach CD als geeignete Einteilung der Komplikationen?
Fir die Einteilung der Komplikationen wurde in dieser Studie die Klassifikation
nach CD gewahlt. Diese Klassifizierung von postoperativen Komplikationen
ermoglicht eine prazisere Einschatzung des individuellen
Komplikationsaufkommens und  verbessert die Interpretation und
Vergleichbarkeit von klinischen Forschungsergebnissen. Die Klassifikation nach
CD wurde von Pierre-Alain Clavien 1992 erstmals vorgestellt und 2004 durch
Daniel Dindo modifiziert (53, 105). Postoperative chirurgische Komplikationen
werden hierbei unabhangig von der Art der Komplikation anhand der
durchgefuhrten Therapien eingeteilt. Dadurch wird eine Vielzahl von
Komplikationen vereinheitlicht und vergleichbarer gemacht. Die Effektivitat und
Anwendbarkeit dieser Graduierung konnte flr verschiedenste Bereiche der

Chirurgie klinisch bestatigt werden (106).

Aus Sicht der medizinischen Forschung gibt es auch negative Aspekte dieser Art
der Klassifizierung. Zwar wird nach Art der durchgeflihrten Therapie eingeteilt,
jedoch wird die genaue medizinische Diagnose und somit Typ der Komplikation

nicht mit einbezogen. So besteht die Gefahr, dass sehr unterschiedlich schwere
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Komplikationen aufgrund derselben Therapie verglichen werden. In der
vorliegenden Studie reichten die Grunde fur eine erneute Operation (CDIII) von
gelockertem  Osteosynthesematerial bis hin zu  schwerwiegende
Wundinfektionen. Eine Studie von Suda et al. zeigte, dass unter anderem das
Ausmald der vorausgegangenen Gewebelasion, sowie die Frakturlokalisation
entscheidende Faktoren im Zusammenhang mit dem Komplikationsaufkommen
darstellen (107). DarUber hinaus stellten spezifische Faktoren wie der genaue
Operationszeitpunkt (108) und Ausbildungsstand des Chirurgen (109) in
vorherigen Studien weitere signifikante Risikofaktoren dar. Dabei konnte in der
Orthopadischen Unfallchirurgie vor allem bei Operationen am spaten Nachmittag
und in der Nacht ein erhdohtes Komplikationsaufkommen festgestellt werden
(108). Die Art der WundverschlieBung konnte unabhangig von weiteren
Risikofaktoren als signifikanter Einflussfaktor identifiziert werden. So konnte ein
Wundverschluss nach orthopadischen Operationen mittels Z-Plastik im Vergleich
mit einer normalen Wundnaht mafgeblich zu einer verbesserten Wundheilung
beitragen (110).

Es ist jedoch zu erwahnen, dass die genannten moglichen Einflussfaktoren sich
unmaoglich in eine klinisch anwendbare Komplikationseinteilung ableiten lassen,
da es sich um unvermeidbare Diskrepanzen in der Behandlung von Trauma-

Patienten handelt.

In kiinftigen Studien sollte dennoch neben der klassischen Klassifikation nach
CD die Berucksichtigung der spezifischen Art, Lokalisation und Schwere der
aufgetretenen Komplikation in Betracht gezogen werden. Somit konnte das
Komplikationsaufkommen noch individueller beurteilt werden und Risikofaktoren

sicher diagnostiziert und anschlielend vorbeugend behandelt werden.

4.6 Klinischer Ausblick

Durch eine praoperative Diagnostik der CTLA-4 Werte kdnnte in Zukunft eine
Identifikation von Risikopatienten mdglich sein und eine frihzeitige Intervention
bei den betroffenen Patienten mdglicherweise Komplikationen reduzieren oder
sogar vermeiden. Dennoch bedarf es einer kritischen Betrachtung, ob eine

praoperative Fruhdiagnose mittels der Bestimmung eines Zytokin-Profils einen
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positiven Nutzen fur die Patienten bietet. Die Bestimmung eines breitflachigen
Zytokin Profils wirde einen zusatzlichen Zeit- und Kostenaufwand fur den
klinischen Alltag bedeuten. Zudem konnen operative Eingriffe in der
Traumatologie haufig zeitlich nicht verschoben werden, sodass eine
Beeinflussung des Immunsystems durch den begrenzten Faktor Zeit nur bedingt

moglich ist.

In weiteren Studien muss erforscht werden, ob es sich bei einer geringen CTLA-
4 Konzentration im Blut tatsachlich um einen Risikofaktor handelt und eine
frihzeitige Intervention Komplikationen vermeiden lasst. Beispielsweise sollte
eine Langzeitstudie in Betracht gezogen werden, bei der weitere Erkenntnisse
uber den genauen Zeitpunkt der CTLA-4 Ausschuttung und Konzentrationen im
Blut der Patienten gewonnen werden kénnen. Hierbei sollte auf eine zeitlich
Ubereinstimmende, praoperative Blutabnahme geachtet werden. Dartber hinaus
sollte das CTLA-4 beeinflussende Medikament ,Abatacept zunachst durch
Laborversuche in weitere Forschungsstudien mit einbezogen werden, um die
potenzielle Anwendung dieses Biologikums zur Risikopravention in der

Traumatologie zu untersuchen.

Da es das Ziel war, mdgliche Risikofaktoren zu finden, welche in der
praoperativen Fruhdiagnostik eingesetzt werden kénnen, ist den Ergebnissen
des CTLA-4 die grofdte klinisch, chirurgische Relevanz zu erteilen. Bei den
ermittelten Risikofaktoren: Krankenhausverweildauer, BMI, Anzahl der
Komorbiditaten, Summe FINDRISK und Alkoholkonsum handelt es sich um
praoperativ nicht therapiebare Faktoren. Um diese zu reduzieren, bedarf es einer
ausfuhrlichen Aufklarung der Patienten, wobei insbesondere die Compliance der

Patienten von der Effektivitat der Pravention von Komplikationen abhangt.

4.7 Limitierungen der Arbeit

Durch Faktoren wie zu wenige freiwillige Blutabgaben und fehlende
Einwilligungen der Follow-ups waren die absoluten Zahlen des
Patientenkollektivs deutlich reduziert. Dartber hinaus konnte aus logistischen
Grinden das Blut nicht rein praoperativ gesammelt werden, somit waren sowohl

pra- als auch postoperative Blutproben vorhanden. Um ein einheitliches
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Zytokinprofil der Patienten widerspiegeln zu kdnnen und zu analysieren, ist fur
zukunftige Studien eine zeitlich einheitliche Blutentnahme zu empfehlen. Hierfur
konnte bereits bei Aufnahme der Patienten ins Krankenhaus, im Rahmen der

Pradiagnostik, eine Blutabnahme mit folgender Zytokin Diagnostik stattfinden.
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5 Zusammenfassung

Postoperative Komplikationen im Bereich der Unfallchirurgie stellen zweifellos
eine starke physische und psychische Belastung fur die Patienten, sowie eine
zusatzliche wirtschaftliche Belastung flur das Gesundheitssystem dar. Um
Komplikationen vorzubeugen ist eine frihzeitige Identifizierung von
Risikopatienten unumganglich. Wie Eingangs beschrieben konnten in der
Literatur bereits Erkenntnisse Uber spezifische Risikofaktoren gewonnen werden.
Uber die Effektivitdt von Zytokin-Blutmarkern als Mittel zur Identifikation von
Risikopatienten ist jedoch bislang wenig bekannt. Zudem existiert nach heutigem

Kenntnisstand keine einheitliche Praventionsstrategie bei Risikopatienten.

Von 379 aufgenommenen Trauma- und Trauma-Wirbelsdule Patienten konnten
von 239 Patienten mittels Microarrays und ELISAs Zytokinprofile analysiert
werden. Die Analyse der Fragebdgen vermittelte weitere Erkenntnisse Uber
Risikofaktoren im Bereich allgemeiner und medizinischer Parameter. Nach
ausfuhrlicher Diskussion sollte fur weitere Studien eine modifizierte Klassifikation
nach CD genutzt werden, um auch entscheidende Faktoren wie Art und
Lokalisation der Fraktur mit einzubeziehen und so Risikofaktoren noch genauer

identifizieren zu kbnnen.

Eine entscheidende Erkenntnis zeigte die geschlechterspezifische Diskrepanz
der Ergebnisse. Obwohl die Rolle des Geschlechts im Zusammenhang mit dem
Komplikationsaufkommen in der Literatur kontrovers diskutiert wird, stellten sich
in der vorliegenden Studie vor allem Risikofaktoren fur Frauen heraus
(verlangerte Krankenhausverweildauer, erhdohter BMI, Summe FINDRISK,
erhohte Anzahl an Komorbiditaten sowie niedrige CTLA-4 Werte). Fur Manner
ergab sich lediglich der ermittelte Risikofaktor eines erhdhten Alkoholkonsums.
Um die diagnostische Qualitat des CTLA-4 flr Frauen weiter zu verbessern,
wurden die zuvor ermittelten signifikanten Risikofaktoren mit den CTLA-4 Werten
kombiniert. Die separate Kombination von CTLA-4 mit der Verweildauer, dem
BMI und der Summe FINDRISK fuhrte jeweils zu einer Verbesserung der

Sensitivitat und Spezifitat. Die Ergebnisse sind aufgrund der geringen Anzahl an
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Probanden in den Subgruppen trotz einer ermittelten Sensitivitat von bis zu

100 % mit gebotener Zurtckhaltung zu betrachten.

CTLA-4 stellt anhand der vorliegenden Ergebnisse einen potenziellen Blutmarker
fur Frauen bei der Identifizierung von Risikopatienten in der Unfallchirurgie dar.
Um die Effektivitat dieses Zytokinmarkers zur Praventionsdiagnostik weiter zu
bestatigen und diesen im klinischen Alltag einsetzen zu kdénnen, sind weitere

klinische Forschungen durchzufuhren.
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6 Anhang

1. Materialliste:

Zytokin-Array Hersteller Katalognummer

Human Cytokine Array C5 RayBiotech® | Cat# AAH-CYT-5

Human Immune Checkpoint Array C1 | RayBiotech® | Cat# AAH-ICM-1

Human Angiogenesis Array C2 RayBiotech® | Cat# AAH-ANG-2

Human TGF beta Array C2 RayBiotech® | Cat# AAH-TGFB-2

ELISA

Human TIM-1 DuoSet ELISA R&D Cat# DY1750B
Systems®

Human B7-2/CD86 DuoSet ELISA R&D Cat# DY141-05
Systems®

Human B7-1/CD80 DuoSet ELISA R&D Cat# DY140
Systems®

Human TGF-B2 DuoSet ELISA R&D Cat# DY302
Systems®

Human CTLA-4 DuoSet ELISA R&D Cat# DY386-05
Systems®

Human IL-1B Standard ABTS ELISA | Peprotech® Cat# 900-K95

Development Kit

Human/Murine/Rat BMP- 2 Standard | Peprotech® Cat# 900-K255

ABTS ELISA Development Kit

Human PIGF-1 Standard ABTS Peprotech® Cat# 900-K307

ELISA Development Kit

Weitere Chemikalien ELISA

PBS (137mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8,1 | R&D Cat#DY006

mM NaxHPOs, 1,5 mM KH2POs4, pH | Systems®

7,2-7,4, 0,2 um filtered)

Wash Buffer (0,05% Tween® 20 in | R&D Cat#WA126

PBS, pH 7,2-7,4) Systems®
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Reagent Diluent (1% BSA in PBS, pH | R&D Cat#DY995

7,2-7,4, 0,2 um filtered) Systems®

Substrate Solution (1:1 mixture of | R&D Cat#DY999

Color Reagent A (H202) and Color | Systems®

Reagent B (Tetramethylbenzidine)

Stop Solution (2N H2S04) R&D Cat#DY994
Systems®

2. Verwendete Gerate:
Gerat (Typ/Modell) Hersteller

Kleine Zentrifuge (Sprout)

Heathrow Scientific LLC, MA, USA

GrolRe Zentrifuge (Megafuge 40R)

Thermo Fisher Scientific, MA, USA

Chemolumeneszenz- Immunoassay-

Analysegerat (Chemocam Imager)

INTAS Science Imaging Instruments

GmbH, Gaéttingen, Germany

Schuttelgerat (BenchRocker 3D)

Benchmark Scientific, New Jersey,
USA

Mischer (Vortex Mixer)

Corning Incorporated, New York, USA

Spektralphotometer (Fluostar Omega)

BMG LABTECH GmbH, Germany

Pipetten

Corning, New York, USA; Eppendorf,

Hamburg Germany

3. Fragebogen zu AUDIT-C, FINDRISK, Rauchen

AUDIT-C Alkoholkonsum

Wie oft trinken Sie Alkohol?

o Nie (0 Punkte)

o Etwa 1-mal pro Monat (1 Punkt)
0 2—4-mal pro Monat (2 Punkte)
0 2—-3-mal pro Woche (3 Punkte)

0 4-mal oder ofter pro Woche (4 Punkte)
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Wenn Sie an einem Tag Alkohol trinken, wieviel alkoholhaltige Getranke
trinken Sie dann typischerweise?

o 1 oder 2 (0 Punkte)

o 3 oder 4 (1 Punkt)

o 5 oder 6 (2 Punkte)

o 7 oder 8 (3 Punkte)

0 10 oder mehr (4 Punkte)

Wie oft haben Sie an einem Tag mehr als 6 alkoholische Getranke
getrunken?

o Nie (0 Punkte)

o seltener als 1-mal pro Monat (1 Punkt)

o 1-mal pro Monat (2 Punkte)

o 1-mal pro Woche (3 Punkte)

o taglich oder fast taglich (4 Punkte)

FINDRISK Diabetesrisiko

1. Wie alt sind Sie?
o unter 35 Jahre (0 Punkte)
o 35 bis 45 Jahre (1 Punkt)
0 45 bis 54 Jahre (2 Punkte)
o 55 bis 65 Jahre (3 Punkte)
o alter als 64 Jahre (4 Punkte)

2. Wurde bei mindestens einem Mitglied lhrer Verwandtschaft

Diabetes diagnostiziert?
o Nein (0 Punkte)
0 Ja, in der entfernten Verwandtschaft bei leiblichen GroRReltern, Tanten, Onkel,
Cousinen oder Cousins (3 Punkte)
o Ja, in der nahen Verwandtschaft bei leiblichen Eltern, Kindern oder

Geschwistern (5 Punkte)

3. Welchen Taillen-Umfang messen Sie auf Hohe des Bauchnabels?

Frau: Mann:
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o unter 80cm (0 Punkte) o unter 94cm (0 Punkte)
0 80 bis 88cm (3 Punkte) 0 94 bis 102cm (3 Punkte)
o Uber 88cm (4 Punkte) o Uber 102cm (4 Punkte)
4. Haben Sie taglich mindestens 30 Minuten korperliche Bewegung?
o Ja (0 Punkte)
o Nein (2 Punkte)
5. Wie oft essen Sie Obst, Gemuse oder dunkles Brot (Roggen-oder
Vollkornbrot)?
o Jeden Tag (0 Punkte)
o nicht jeden Tag (1 Punkt)
6. Wurden lhnen schon einmal Medikamente gegen Bluthochdruck
verordnet?
o Nein (0 Punkte)
0 Ja (2 Punkte)
7. Wurden bei arztlichen Untersuchungen schon einmal zu hohe
Blutzuckerwerte festgestellt?
o Nein (0 Punkte)
o Ja (5 Punkte)
8. Wie ist bei lhnen das Verhaltnis von KorpergroBe zu Korpergewicht
(BMI)?
o unter 25 (0 Punkte)
0 25 bis 30 (1 Punkt)
o Uber 30 (3 Punkte)

Rauchen — Ultrakurzfragebogen RKI

Rauchen Sie zurzeit Zigaretten- wenn ja auch nur gelegentlich?

o Ja

o Nein, ich habe friher regelmallig geraucht, aber jetzt nicht mehr

o Nein, ich habe noch nie regelmafig geraucht

Anzahl Zigaretten pro Tag?

Wann haben Sie angefangen regelmaBig zu rauchen (Alter, im Jahr...)?
Anzahl Zigaretten pro Tag (friher)

Wann haben Sie das Rauchen angefangen (Alter, im Jahr..)?

70



4. Targets Zytokin- Arrays

Human Cytokine Array C5

A B C D E F G H 1 J K
ENA-78 i GRO GRO alpha
1 POS POS POS POS NEG NEG (CXCL5) G-CSF GM-CSF i (cxXcL1)
1309 | IL-1alpha | IL-1 beta 7 _ 7 i IL-8 5
2 (ccL1) (L1 F1) (L1 F2) IL-2 IL-3 IL-4 IL-5 IL-6 IL-7 (CXCL8) IL-10
IL-12 IFN- MCP-1 MCP-2 MCP-3 MDC MIG MIP-1 beta
i p40/p70 i il gamma (CCL2) (CCL8) (CCL7) i (CCL22) (CXCL9) (CCL4)
MIP-1 RANTES SDF-1 TARC TNF beta . "
4 delta (ccLs) SCF doha (ccL17) TGF beta 1 | TNF alpha (TNFSF1B) EGF IGF-1  |Angiogenin
BLC Ck beta 8-1| E in-1 | E in-2 | E in-3
S b 0 i il O BONF | (excL13) | (ca23) | (ca11) | (ca2a) | (ccize)
FGF-7 . Fractalkine| GCP-2
6 FGF-4 FGF-6 (KGF) FGF-9 [FLT-3 Ligand (CX3CL1) (CXCLS) GDNF HGF IGFBP-1 IGFBP-2
IP-10 LIGHT MCP-4 MIP-3 NAP-2
e B ol L T i (TNFSF14) | (CCL13) e alpha | (CXCL7) a
OPN OPG
8 NT-4 (sPP1) |(TNFRSF11 PARC PLGF TGF beta 2 |TGF beta3| TIMP-1 TIMP-2 POS POS
Human Immune Checkpoint Array C1
g 1 A B & D E F G H
i Q 5 POS POS NEG NEG 4-1BB (CD137)| B7-1/CD80 B7-2/CD86 |B7-H2/ICOSL
T o
8 2|3
S 'g 4 B7-H3 B7-H4 CD200 CD200R CD27 CD270/HVEM [CD27L/CD70) CcD28
[ ]
® 5[5
6 g ” CcD4oL CTLA4 1COS LAG3 0X40 0X40L/CD252| PD-1/CD279 | PDL1/B7-H1
8 g =
“ 3 PD-L2 TIM1 TIM3 BLANK BLANK BLANK BLANK POS
Human Angiogenesis Array C2
A B C D E F G H
1| POS POS NEG NEG | ANGPT1 | ANGPT2 | AG | Endodain
2 | POB POS NEG NEG | ANGPT1 | ANGPT2 | AG | Endodain
105 ]
3 | GCSF | GMCSF 1309 =10 i s -2 -4
[T I
4 | GCSF | GMCSF 1309 IL-10 akia e L2 -4
5 | FTAC | MCP3 MCP4 | MMP1 | MMPS | PECAMH1 | TIE2 ;[“,2
6| tTAC | McP3 | McP4 | MvPa | MMP9 | PECAMI | TIE2 aT:hI;
7 | WPAR | VEGFR2 | VEGFR3 | BLANK | BLANK | BLANK | BLANK POS
3 | UPAR | VEGFR2 | VEGFR3 | BLANK | BLANK | BLANK | BLANK POS
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Human TGF beta Array C2

o= A B C D E G H
+ (O
° Y
¥ POS POS NEG NEG ActivinA | ActivinR1A BAMBI beta-IG-H3
@ s
%‘ % BMP2 BMP4 BMPé6 BMP7 BMP8 BMP9 BMP15 BMPRIA
o v
25
c 3 BMPRII Follistatin GDF11 GDF15 LeftyA NOGGIN SMAD3 SMAD4
©
Py
% TGFa TGFb1 TGFb2 TGFbRII TGFbRIII NEG NEG POS
LLl
5. ELISA Protokoll (R&D Systems®)
TGF-B2 CTLA4
- Plate preparation - Capture 2 ug/ml-30plin5,4 ml 1 pg/ml-45ulin5,4 ml
- diluent PBS
o
Incubation 50 ul/well ON (RT)
washing step 4X washing with washing buffer (0.05% Tween-20 in PBS)
blocking unspecific binding sites| 150 pl blocking buffer (1 % BSA in PBS) per well for 1 h
washing step 4X washing with washing buffer (0.05% Tween-20 in PBS)
standard incubation 15,6 - 1000 pg/ml 15,6 - 1000 pg/ml
dilution factor Standard S1: 8 ulin460 ul S1: 8 ulin 520 ul
dilution factor samples 1:5 1:10
sample incubation 50 pl/well RT 2h
diluent 1 % BSA in PBS
Incubation 50 pl/well for 2 h
'; washing step 4X washing with washing buffer (0.05% Tween-20 in PBS)
a Detection AB 150 ng/ml - 30 plin 5,4 ml | 500 ng/ml-90 ulin 5,4 ml

diluent

1 % BSA in PBS

Incubation

50 ul/well for 2 h

washing step

4X washing with washing buffer (0.05% Tween-20 in PBS)

Streptavidin-HRP conjugate

1:200 dilution

1:40 dilution

diluent

1 % BSA in PBS

Incubation

50ul/well 20 min at RT - protected from light

washing step

4X washing with washing buffer (0.05% Tween-20 in PBS)

Substrate Solution

50 ul/well 20-60 min at RT (370 nm)

Stop solution

50 pl/well --> immediatly into microplate reader (450 / 540 nm)
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B7-1 B7-2 TIM-1
- Plate preparation - Capture| 4 ug/ml-30ulin5,4 ml 2 ug/ml-45pulin5,4 ml 4 pug/ml-30ulin5,4ml
& |diluent PBS
e Incubation 50 ul/well ON (RT)
washing step 4X washing with washing buffer (0.05% Tween-20 in PBS)
blocking unspecific binding 150 pl blocking buffer (1 % BSA in PBS) per well for 1 h
washing step 4X washing with washing buffer (0.05% Tween-20 in PBS)
standard incubation 15,6 - 1000 pg/ml 31,3 - 2000 pg/ml 7,8 - 500 pg/ml
dilution factor Standard S1: 5ulin 450 pl S1: 10 plin 500 pl S1: 2,5 ulin 500 pl
dilution factor samples 4:5 4:5 no dilution
sample incubation 50 pl/well RT 2h
diluent 1% BSA in PBS
Incubation 50 pl/well for 2 h
‘; washing step 4X washing with washing buffer (0.05% Tween-20 in PBS)
8 Detection AB 125 ng/ml - 30 pl in 5,4 ml | 250 ng/ml - 90 pl in 5,4 ml |200 ng/ml - 30 pl in 5,4 ml
diluent 1 % BSA in PBS
Incubation 50 pl/well for 2 h
washing step 4X washing with washing buffer (0.05% Tween-20 in PBS)
Streptavidin-HRP conjugate 1:200 dilution | 1:40 dilution 1:200 dilution
diluent 1% BSA in PBS
Incubation 50ul/well 20 min at RT - protected from light
washing step 4X washing with washing buffer (0.05% Tween-20 in PBS)
Substrate Solution 50 pl/well 20-60 min at RT (370 nm)
Stop solution 50 pl/well --> immediatly into microplate reader (450 / 540 nm)
6. ELISA Protokoll (Peprotech®)
human PIGF-1 human BMP-2 human IL-1B
- Plate preparation - Capture 1 pg/ml (50 pl) 0.5 pg/ml (25 pl) /50 pl 0.5 pg/ml (25 ul)
= |diluent 5 ml PBS
9 [incubation 50 pl/well ON (RT)
washing step 3X washing with washing buffer (0.05% Tween-20 in PBS)
blocking unspecific binding 150 pl blocking buffer (1 % BSA in PBS) per well for 1 h
washing step 3X washing with washing buffer (0.05% Tween-20 in PBS)
standard incubation 32-2000 pg/ml (2 ulin 1 ml) {47-3000 pg/ml (2 ml in 666 ul)| 8-1000 pg/ml (2ul 2 ml)
sample incubation 1:2 1:2 1:2
diluent 0.05% Tween-20 and 0.1%BSA in PBS
Incubation 50 pl/well for 2 h
~ washing step 3X washing with washing buffer (0.05% Tween-20 in PBS)
- Detection AB 0.5 pg/ml (25 pl) I 0.5 pg/ml (50 pl) | 0.5 pg/ml (25 pl)
e diluent 0.05% Tween-20 and 0.1%BSA in PBS
Incubation 50 pl/well for 2 h

washing step

3X washing with washing buffer (0.05% Tween-20 in PBS)

Avidin-HRP conjugate

1:2000 dilution (5.5 pl in 11 ml diluent)

diluent

0.05% Tween-20 and 0.1%BSA in PBS

Incubation 30 min at RT
washing step 3X washing with washing buffer (0.05% Tween-20 in PBS)
ABTS 100 pl / well => measure immediately
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