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1 EINLEITUNG UND HINTERGRUND

Das schwere Schidel-Hirn-Trauma (SHT) ist die hdufigste Todesursache in der Altersgruppe
zwischen 15 und 30 Jahren. In den USA erleiden schitzungsweise 500.000 Patienten pro Jahr
ein SHT (180). 1990 fiihrten Unfille weltweit zu 5.563.000 intrakraniellen Verletzungen
(125). Unter einem Schidel-Hirn-Trauma wird eine dauerhafte oder voriibergehende
Schéadigung des Gehirns infolge stumpfer oder penetrierender Gewalteinwirkung verstanden.
Das Verletzungsmuster kann ausgesprochen vielfdltig sein. So konnen Verletzungen der
Kopfschwarte, Frakturen des Schiadelsknochens, gedeckte und offene Hirnverletzungen sowie
GefaBlverletzungen resultieren.

Die Mortalitdit des schweren Schéddel-Hirn-Traumas wurde in einer prospektiven
Untersuchung der Traumatic Coma Data Bank (TCDB) in den USA untersucht. In dieser
Kohorte betrug die Mortalitdt etwa 37% (96). Diese Zahl entspricht im Wesentlichen der aus
anderen Studien mit geringeren Patientenzahlen (25;117). Nach retrospektiven Erhebungen
der Centers of Disease Control (CDC) in den USA ist die Mortalitdt in den vergangenen 15
Jahren um {iber 20% gesunken (164).

Fir Deutschland liegen derzeit keine exakten epidemiologischen Daten zur Haufigkeit,
Schwere und Art von Schéidel-Hirnverletzungen vor, insbesondere, wenn diese in Verbindung
mit anderen schwerwiegenden Schiddigungen im Rahmen eines Polytraumas auftreten. Dies
ist bei ca. 90% der Mehrfachverletzten der Fall. Aus Erhebungen des Bundesamtes fiir
Statistik geht hervor, dass 1994 ca. 10.000 Patienten an den Folgen eines schweren SHTs
starben. Untersuchungen des Traumaregisters der Deutschen Gesellschaft fiir Unfallchirurgie
zufolge erleiden ca. 200-300 Patienten pro 10.000 Einwohner ein Schédel-Hirn-Trauma
unabhingig vom Schweregrad. Hauptursache stellen die stumpfen Gewalteinwirkungen bei
Verkehrs-, Sport- und Freizeitunfillen dar. In der Gruppe der schweren Schadel-Hirn-

Traumen zeigt nur jeder vierte Patient eine gute Erholung ohne oder mit nur geringen



neurologischen Defiziten wie moderate kognitive Einschrankungen. In 15 % der Fille
resultiert ein permanenter vegetativer Zustand bzw. Invaliditét.

Uber die volkswirtschaftlichen Auswirkungen in Deutschland kann nur spekuliert werden, da
hierzu bislang keine hinreichende statistische Auswertung vorliegt.

Dagegen wurde in Nordamerika die Verteilung der Leistungen von der Primérversorgung
iiber die stationdre Behandlung bis hin zur anschlieBenden Rehabilitation bei SHT gut
untersucht. Diesen Studien zufolge werden jdhrlich etwa 38 Milliarden US-Dollar fiir die
Behandlung von Patienten mit schwerem SHT aufgewendet. Dabei entstehen ca. 12 % der
Kosten direkt durch die Therapie und ca. 88 % durch die Rehabilitation und andere
Folgekosten (112).

Zusammengefasst stellt das schwere SHT fiir Betroffene und die Gesellschaft ein erhebliches

medizinisches und sozial relevantes Problem dar.

Hinsichtlich der klinischen Einteilung des SHTs hat sich der 1974 von Jennett und Teasdale,
zwel Neurochirurgen an der Universitit Glasgow, eingefiihrte Glasgow-Coma-Scale (GCS)
international durchgesetzt (77). Der GCS dient sowohl zur initialen Beurteilung sowie als
Verlaufsparameter der Schwere des SHTs. Die Ursache spielt dabei keine Rolle. Nachteile
werden bei intubierten, sedierten bzw. alkoholisierten sowie bei Patienten mit
Augenschidigungen angegeben. In der Akutbeurteilung eines Komas inkl. traumatischer
Genese ist der GCS unbestritten.

Anhand dreier leicht zu beurteilender Parameter (Augen6ffnen, beste verbale Reaktion und
beste motorische Reaktion) kann der GCS an jedem Ort und zu jeder Zeit bestimmt werden.
Die Punkte werden fiir jede einzelne Rubrik vergeben (siche Tabelle 1) und anschlieBend
addiert. Die maximale Punktzahl ist 15 (bei vollem Bewusstsein), die minimale 3 (tiefes
Koma oder Tod). Bei 8 oder weniger Punkten muss von einer schweren

Funktionseinschrinkung des Gehirns ausgegangen werden. Aufgrund fehlender oder
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verminderter Schutzreflexe muss eine Atemwegssicherung durch endotracheale Intubation in

Betracht gezogen werden.

Augendffnen spontan 4
auf Ansprechen 3
auf Schmerzreiz 2
keine Reaktion 1
Motorische Reaktion befolgt Aufforderung 6
gezielte Schmerzabwehr 5
ungezielte Schmerzabwehr 4
Beugesynergismen 3
Strecksynergismen 2
keine Reaktion 1
Verbale Reaktion orientiert 5
desorientiert 4
inadidquate Antwort 3
unverstidndliche Laute 2
keine Reaktion 1

Tabelle 1: Glasgow-Coma-Scale nach Jenett und Teasdale (77)

Basierend auf der GCS erfolgt die Unterscheidung in:

e Leichtes SHT (13 — 15 Punkte)

e Mittelschweres SHT (9 — 12 Punkte)

e Schweres SHT (3 - 8 Punkte)

Das schwere Schidel-Hirn-Trauma definiert sich somit durch einen GSC zwischen 3 und 8
Punkten und eine begleitende fassbare Hirnsubstanzschidigung.

Die im Zusammenhang mit der Rehabilitation und der Prognoseabschidtzung am haufigsten

verwendete Skala ist der Glasgow-Outcome-Score (GOS). Dieser wurde erstmals im Jahre



1975 von Jennett und Bond beschrieben (66). Ziel war es, die Beurteilung von geistigen und
korperlichen Fahigkeiten im Verlauf der Erkrankung zu objektivieren und eine Aussage iiber
das Outcome treffen zu konnen. AuBerdem spielten soziodkonomische Uberlegungen eine
wesentliche Rolle. Die Skala wurde in fiinf Abschnitte unterteilt, wobei die maximale
Punktzahl das optimale Outcome des Patienten beschreibt. Der Tod des Patienten wird mit
einem Punkt beurteilt. Therapeutische Maflnahmen konnen daraufhin optimal angepasst
werden. Als Kritikpunkte gelten einerseits die Reduktion eines komplexen Krankheitsbildes
auf fiinf Abschnitte, andererseits seine fehlende Sensibilitit gegeniiber dem Verlauf der
Remission (70).

Die Prognose fiir das schwere SHT konnte in den letzten 20 Jahren erheblich verbessert
werden. So ist gemidll Erhebungen der Centers of Disease Control (CDC) in den USA die
Mortalitit des schweren SHT's in den vergangenen 15 Jahren um iiber 20% gesunken (165).
Dies wird u.a. auf erhohte Verkehrssicherheit und die verbesserte Qualitdt in der
posttraumatischen Versorgung zuriickgefiihrt. Dabei spielen die Fortschritte in der
préklinischen Notfallrettung mit erheblich verkiirzten Rettungszeiten sowie die Verzahnung
mit der Schockraum- und Intensivversorgung eine herausragende Rolle. Eine Verringerung
der Mortalitét in der Frithphase ist demnach vor allem durch einen schnellen Transport der
Patienten, die zeitliche Optimierung von Handlungsabldufen und einen allgemeinen hohen
Standard in der Notfallmedizin moglich (160). Je schneller die Patienten den
neurochirurgischen Kliniken zugefiihrt werden, desto eher konnen lebensrettende Operationen
durchgefiihrt werden. Die Verringerung der Mortalitdt durch Verbesserung der postoperativen
Therapie setzt genaue Kenntnisse der zerebralen pathophysiologischen Zusammenhinge

voraus. Darauf wird im folgenden Kapitel eingegangen.



1.1 Pathophysiologie des SHT

Unter dem Begriff SHT werden Kopfverletzungen zusammengefasst, welche im Gegensatz zu
duBeren Verletzungen von Weichteilen des Kopfes (Gesichtsweichteile und Kopfschwarte)
den Schéadel, das Gehirn und dessen Haute betreffen. SHTs entstehen meist aufgrund direkter
oder indirekter mechanischer Gewalteinwirkung. Bei direkter Einwirkung wird je nach
Querschnittfliche des Gegenkorpers zwischen stumpfer und scharfer Gewalteinwirkung
unterschieden, wodurch geschlossene oder gedeckte bzw. offene Hirnverletzungen erzeugt
werden konnen.

Als direkte klinische Folgen eines Schidel-Hirn-Traumas miissen zwei grof3e
Schadensgruppen, der primére sowie der sekunddre Hirnschaden, unterschieden werden, die
in zeitlicher Abfolge aber auch parallel zueinander auftreten konnen. Deren Auspriagungen
terminieren letztendlich die Prognose des Patienten. Die pathophysiologischen Grundlagen

des priméren und sekundédren Hirnschadens werden im Folgenden kurz skizziert.

1.1.1 Primérer Hirnschaden

Durch die unmittelbare Einwirkung von du3erer Gewalt auf den Schéidel und das Gehirn kann
es zur irreversiblen Schiadigung kommen, welche als primédre Hirnschddigung bezeichnet
wird. Der primédre Hirnschaden wird in fokale und diffuse Schiadigungen unterteilt. Fokale
Lasionen umfassen Einblutungen in das Hirnparenchym, Verletzungen an Gefal3en,
kontusionelle Schidden etc. AuBlerdem kann es nach schwerem Akzelerations- und
anschlieBendem Dezelerationstrauma zu diffusen Schadigungen des Hirnparenchyms durch
Scherkriafte an den Axonen (diffuse axonal injuries) aufgrund mikroskopischer axonaler
Uberdehnung und Membranschidigung kommen. Dies hat intra-axonale Ionenverschiebungen
(v.a. von Kalziumionen) und Depolarisation zur Folge. In der Magnetresonanztomographie
(MRT) konnen sich als radiologisches Korrelat kleinste punktférmige Blutungen u.a. im

Bereich des Balkens und des dorsolateralen Hirnstamms nachgewiesen werden. Die initiale



kraniale Computertomographie (CCT) divergiert hiufig aufgrund nur geringer Verdnderungen
von der eindrucksvollen Klinik mit tiefer Bewusstlosigkeit.
Nachfolgend abgebildet ist eine schematische Zeichnung eines axialen Schnittes durch den

Schidel, die die beiden wesentlichen Blutungstypen darstellt.

Abbildung 1: Epidurale Blutung Subdurale Blutung

In diesem Zusammenhang muss auf die anatomischen Besonderheiten des Schédels und die
Monroe-Kellie-Doktrin eingegangen werden. Diese basiert auf der Tatsache, dass der Schédel
ein starrer Hohlraum ist, dessen Volumen immer konstant bleibt. Mokri ver6ffentlichte 2001
eine interessante Ubersichtsarbeit zu diesem Thema (120). Folgende Gleichung verdeutlicht
die pathophysiologische Besonderheit, dass die Summe der drei Kompartimente (Hirngewebe,
Liquor und Blut) stets konstant bleiben muss, um den intrakraniellen Druck konstant zu

halten.

Volumen ;i akranien= Volumen g, + Volumen g0 + Volumen gy,

Die Monroe-Kellie-Hypothese driickt somit eine Volumenabnahme eines Kompartiments als

Folge einer Zunahme eines anderen aus. Beispielsweise fiihrt somit eine intrakranielle



Blutung zu einer Volumenabnahme des Gehirns mit konsekutiver Druckerh6hung. Aufgrund
der Anatomie des Schédels und dessen Funktion als kndcherne Begrenzung resultiert das
Anschwellen von Hirngewebe in einem Abfall der cerebralen Perfusion. Dies kann bereits
nach kiirzester Zeit zu irreversiblen Schiadigungen flihren. Als Reservevolumen fungiert im
Wesentlichen nur der Liquor bzw. die Liquorrdume, der aus Ventrikeln, Zisternen und
Gehirnfurchen ausgepresst und rasch in den etwas besser dehnbaren spinalen Raum

verschoben werden kann.

Abbildung 2 verdeutlicht die Anderung der Hirnkompartimente bei intrakranieller

Raumforderung.
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Abbildung 2: Monro-Kellie-Doktrin: Konstanz des intrakraniellen Volumens bestehend aus den drei

Kompartimenten: Hirn, Liquor und Blut.



1.1.2 Sekundirer Hirnschaden

Im weiteren zeitlichen Verlauf nach Trauma treten intra- und extrakraniell bedingte
Sekundirschdden auf. Der sekundédre Hirnschaden ist bei ca. 90% der verstorbenen SHT-
Patienten histopathologisch nachzuweisen (116). Stein et al. zeigen, dass bei moderater
primdrer Gewalteinwirkung der sekunddre Hirnschaden als unabhéngige prognostische
Variable fiir die Letalitét eingeht (170).

Pathophysiologisch kommt es zu 6dem- oder blutungsbedingten Hirnschwellungen mit
nachfolgendem Anstieg des intrakraniellen Druckes (ICP) daraus resultierender Kompression
der Ventrikelsysteme und zur Minderperfusion des Gehirns. Hypotonie und Hypoxie
beeinflussen den sekundiren Schaden als extrakranielle Faktoren ebenfalls.

Der sekundéire Hirnschaden wird einerseits durch die physiologischen Reaktionen der
zerebralen GefdBBversorgung auf das Trauma, andererseits durch die Ausbildung einer akuten
Entziindungsreaktion im Areal des geschiadigten Gewebes verursacht. Er kann sich dadurch
iiber das Areal der primdren Lasion ausdehnen (13).

Nach heutiger Erkenntnis stellen die lokale Ischdmie und Hypoxie von primér vitalem
Gewebe die Hauptursache fiir sekunddre Hirnschdden dar. Die Voraussetzung zur
Vermeidung einer zerebralen Ischdmie ist die Kenntnis der moglichen Ursachen, die in

Tabelle 1 aufgefiihrt sind.

Systemische Ursachen Intrakranielle Ursachen
Eingeschrinkte O,-Versorgung Hypoxédmie Erhohter ICP

Hypotonie Vasospasmus

Animie Verlust der Autoregulation
Erhéhter O,-Verbrauch Pyrexie Krampfe
Azidose Hyperglykédmie

Hyperkapnie

Tabelle 1: Die haufigsten Ursachen der zerbralen Ischdmie nach einem schwerem SHT (modifiziert nach: (34))
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Lokale Ischimie und Hypoxie verursachen im weiteren Verlauf die Odembildung, den Ablauf
inflammatorischer Kaskaden und Stérungen der Mikrozirkulation. Der sekundire
Hirnschaden ist aus diesen Griinden nicht nur von der primér einwirkenden Gewalt, sondern
auch von Faktoren, welche die lokale Ischimie und Hypoxie verursachen oder verstérken,
abhédngig. In diesem Zusammenhang werden Zusatzverletzungen, die einen hdmorrhagischen
Schock oder generelle Hypoxie bedingen, diskutiert. Andererseits ist der intrakranielle
Druckanstieg bedingt durch Himatome und Hirnddem mit resultierender Gewebskompression
ein liberaus wichtiger Faktor, der Einfluss auf Ischdmie und Hypoxie nimmt. Mehrere Studien
weisen auf eine Korrelation von ICP und klinischem Outcome hin (130;145).

Fiir die lokale Durchblutung des Hirngewebes ist der zerebrale Perfusionsdruck (CPP) von
entscheidender Bedeutung. Dieser errechnet sich aus der Differenz des mittleren arteriellen

Blutdrucks (MAP) in der Arteria carotis interna und des intrazerebralen Druckes (ICP).

zerebraler Perfusionsdruck(CPP) = arterieller Mitteldruck (MAP) - intrakranieller Druck (ICP)
(wobei MAP = Paia+ 1/3 (Psys- Paia); Messung des MAP in Ohrhohe )

Bei ldngerer Unterschreitung des Wertes von 60-70 mmHg kommt es zu einer bedrohlichen
Minderperfusion des Gehirns mit deutlichem Anstieg der Letalitit. Diese insuffiziente
Durchblutung  fiihrt zu  ausgeprdgter Schadigung des Zellstoffwechsels mit
Elektrolytverschiebungen sowie Freisetzung von Sauerstoffradikalen und anderen toxischen
neurochemischen Substanzen (13). Ein ausreichend hoher CPP ist somit ein wichtiges
Therapieziel in der Akutversorgung der Patienten und entscheidend fiir die Minimierung
sekunddrer Hirnschdden (147). Die folgende Abbildung zeigt die Komplexitit der
Zusammenhdnge bei der Entstehung des sekundédren Hirnschadens mit letztlich erhohtem
intrakraniellen Druck und einige therapeutische Mdglichkeiten, auf die im Rahmen dieser

Arbeit nicht eingegangen werden soll.



INJURY = :::.Dexanabinol Hypertonlc
--;_::. --::___: ) Sahne
AR TH
DIRECT PARENCHYMAL & ' Hypothermla
‘I VASCULAR[NSRUP“ON

{ Decompressive'-.
\ Craniectomy 4

VASCULAR

DYSREGULATION /

OSMOLAR
LOAD

Abbildung 3: Systematik des sekundidren Hirnschadens und experimentelle Therapieansitze (aus (13))

1.2 Blut-Hirn-Schranke

Paul Ehrlich beobachtete im Jahre 1895, dass die intravendse Injektion bestimmter Farbstoffe
bei Versuchstieren zu einer Farbung aller Organe mit Ausnahme des Gehirns fiihrte. Er
nannte diese Barriere zwischen Gehirn und Blut Blut-Hirn-Schranke (BHS). Bei Wirbeltieren
mit geschlossenem Blutkreislaufsystem wird sie von Astrozytenfortsitzen, den Endothelzellen
der Kapillaren und der Basalmembran gebildet (Abbildung 4). Des Weiteren beinhaltet ihre
Funktionalitét auch eine metabolische Schranke, die durch die endothelialen Enzyme gebildet
wird. Die Endothelzellen schotten das Kapillarlumen gegen das Interstitium des Gehirns ab,
da sie im Gegensatz zu den Kapillarendothelien anderer Organe kaum transzelluldre Poren

besitzen und untereinander mit Tight junctions verbunden sind.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Blut-Hirn-Schranke (nach (150))

Aufgrund dieser anatomischen Besonderheit ist die Endothelschranke fiir lipidlosliche
Substanzen durchldssig. Metabolite wie Glucose und einige Aminosduren werden mittels
Transportproteinen in der inneren und &ufBleren Endothelzellmembran durch die BHS
geschleust. Fabry sowie Lassmann et al. zeigen, dass Serumbestandteile, Antikdrper und
immunkompetente Zellen nur einen sehr eingeschrankten Zutritt zum Hirngewebe haben
(47;93). Obwohl Tight junctions im Kapillarendothel die Regel sind, ist ein kleiner Anteil der
Hirnkapillaren fenestriert, und zwar im Bereich der Plexus choroidei und zirkumventrikulérer
Organe. In diesem Fall liegt die Barriere im nahe gelegenen Ependym. Dies ist die sogenannte
Blut-Liquor-Schranke. Die Liquorbildung erfolgt hauptsichlich in den Plexus choroidei, in
geringerem Mal3e auch an den Kapillaren der Blut-Hirn-Schranke. Die Ionenkonzentrationen
des Liquor cerebrospinalis werden physiologisch in besonders engen Grenzen konstant
gehalten. Dies ist fiir die Funktionalitidt des Gehirns unerldsslich.

Wihrend bei der Produktion des Liquors die Zusammensetzung der gebildeten Fliissigkeit
exakt reguliert wird, ist eine solche Selektivitdt bei der Resorption nicht festzustellen. Die
Resorption erfolgt in den Wurzeltaschen der Hirn- und Spinalnerven sowie in den

Arachnoidalvilli der zerebralen Sinus. Ausschlaggebend ist der hydrostatische Druckgradient
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zwischen Liquor und hirnvendsem Blut. Die Arachnoidalvilli erflillen dabei eine
Klappenfunktion. Dieser Resorptionsmodus bedingt eine erhdhte Liquorresorption bei

erhohtem Hirndruck.

1.3 Funktionalitiit der Blut-Hirn-Schranke

Die BHS ist im eigentlichen Sinne eine morphologisch definierte Struktur. Die entscheidende
Funktion fiir die Liquordiagnostik hat die Blut-Liquor-Schranke. Sie beschreibt pauschal das
Verhiltnis der Proteinkonzentrationen zwischen vendsem und (lumbalen) Liquor und schlief3t
somit zusdtzlich zur BHS dynamische Prozesse ein, die mit einer rein morphologischen
Definition nicht erfasst werden kdnnen. Dabei handelt es sich u.a. um den Liquorfluss (141).
Neben der Vielfalt der oben beschriebenen morphologischen Strukturen, die den
Diffusionsweg der Molekiile zwischen Blut und Liquor bestimmen, hat die zusétzliche
Wirkung des Liquorflusses dazu gefiihrt, dass fiir den Zusammenhang zwischen Proteinen im
Liquor und Blut von einer Blut-Liquor-Schrankenstorung gesprochen wird (141).

Hansotto Reiber entwickelte ein Quotientendiagramm zur Analyse von Immunglobulinen im
Liquor im Rahmen der Diagnostik neurologischer Erkrankungen (139;140). Dabei werden
jeweils Quotienten aus den Konzentrationen des Albumins und der Immunglobuline in Serum
und Liquor gebildet und grafisch gegeneinander aufgetragen. Daraus ist ersichtlich, ob
bestimmte Immunglobuline im Korper oder im Bereich des zentralen Nervensystems gebildet
werden. Diese Diagramme sind bei der Diagnostik entziindlicher Erkrankungen des zentralen
Nervensystems (ZNS) hilfreich.

Durch die Bildung eines Liquor/Serum-Quotienten wird der Einfluss der individuellen
Blutkonzentration eines Proteins auf seine Liquorkonzentration eliminiert. Bei der dadurch
errechneten normalisierten Liquorkonzentration handelt es sich um einen dimensionslosen

Quotienten mit Werten zwischen 0 und 1 (140).
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In der vorliegenden Arbeit wurde zur Quantifizierung der Blut-Hirn-Schranke nur der Liquor-
Serum-Quotient fiir Albumin bestimmt. Nach Arbeiten von Tibbling und Link aus dem Jahr
1977 bildet der Albuminquotient den funktionellen Zustand der BHS sehr gut ab (98;99). Da
Albumin ausschlieBlich in der Leber synthetisiert wird, erfiillt es die Voraussetzungen fiir eine
Testsubstanz, die im ZNS selbst nicht gebildet wird. Auch unter pathologischen Umstdnden
stammt das Albumin im Liquor ausschlieBlich aus dem Blut. Aus diesem Grund ldsst der
Liquor-Serum-Albuminquotient eine individuelle Aussage iiber die BHS-Funktion zu
(143;144). Die richtige Interpretation setzt voraus, dass die Probenentnahmen aus Blut und
Liquor zum gleichen Zeitpunkt stattfinden. Liegt eine erhohte Konzentration im Liquor bei
unverdnderter Serumkonzentration vor, so spricht dies fiir eine erhohte Durchldssigkeit der
BHS. In diesem Fall ldsst sich ein erhohter Albuminquotient nachweisen. Felgenhauer und
Reiber sehen die Ursache fiir eine gestorte BHS-Funktion in der gesteigerten

Gefilpermeabilitit an den Grenzschichten des Liquorkompartments (142).

1.4 Inflammation nach SHT

Die posttraumatische Entziindungsreaktion ist mafigeblich an der Ausbildung sekundérer
Hirnschédden beteiligt und spielt damit eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie des SHTs.
Entziindungsreaktionen dienen dem Korper zum Schutz gegen innere und duBlere Angriffe.
Ziel der Inflammation ist es, den Kdrper in eine erhohte Abwehrbereitschaft zu versetzen, was
mit einer gesteigerten Immunantwort verbunden ist. Inflammation ist eine Antwort des
Korpers auf Trauma, Gewebsischdmie, Autoimmunreaktionen oder Infektionen.
Entziindungsreaktionen haben im Allgemeinen einen akuten Verlauf. Chronifizierend wirkt
eine unzureichende Elimination des auslosenden Agens oder verselbststindigte
Autoimmunreaktionen (58). Auferhalb des Gehirns ist die Entziindung durch Schwellung,
Odem, Rotung, Erwirmung des betroffenen Gebietes charakterisiert. Aktuellere Definitionen

schlieBen die Einwanderung von immunkompetenten Zellen sowie die Induktion bzw.
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Aktivierung von spezifischen Mediatoren wie Kinine, Produkte der Cyclooxygenase und
Zytokine ein (104).

Das zentrale Nervensystem (ZNS) galt lange Zeit als immunprivilegierte Region, in der kein
Austausch zwischen den Zellen des Immunsystems und den Zellen der Nervensystems
stattfindet (171;172). Dies liegt einerseits daran, dass sich innerhalb des Gehirns kein
Lymphsystem befindet. Arachnoidea und Virchow-Robin-Raum stellen hier Ausnahmen dar.
Andererseits unterscheidet sich das Gehirn von anderen Organen durch das Vorhandensein
der BHS. Neue Studien konnten jedoch zeigen, dass es Wechselwirkungen zwischen Gehirn
und Immunsystem gibt (72;92). Aufgrund der Funktionalitit der BHS haben
Serumbestandteile, immunkompetente Zellen sowie Antikdrper aus der Korperperipherie nur
in geringem Mafle Zutritt zum Hirngewebe (47;93). Es ist weiterhin unbestritten, dass sich das
Gehirn von anderen Geweben sowie der Antwort auf pathophysiologische Einwirkungen wie
Infektion oder Inflammation von diesen Geweben unterscheidet. Beispielhaft sei die
verzogerte und milde Einschwemmung von Leukozyten in das betroffene Gebiet im
Gegensatz zur sofortigen Rekrutierung in vielen systemischen Organen genannt.

Tabelle 2 gibt einen kleinen Uberblick iiber die Pathophysiologie der Inflammation im ZNS:

=> Aktivierung der Mikroglia

= Odembildung

= MHC Expression

=>» Systemische Inflammation mit Synthese von Akutphase-Proteinen

=>» Synthese von inflammatorischen Mediatoren (Zytokine, freie Radikale, Prostaglandine)

=>» Expression von Adhédsionsmolekiilen

=>» Invasion von immunkompenten Zellen

Tabelle 2: Pathophysiologische Folgen der ZNS-Inflammation
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Das Risiko einer Schiddigung von auflen wird durch die strenge Selektion der den Liquorraum
iiberwachenden Immunzellen so gering wie moglich gehalten. Im ZNS ist dies besonders
wichtig, da hier kleine Schiadigungen bereits schwerwiegende Folgen haben konnen und die
neuronale Regenerationsfihigkeit sehr begrenzt ist. Trotz dieser Schutzmafnahmen werden
im ZNS inflammatorische Prozesse beobachtet. Werden beispielsweise Neurone
schiadigenden mechanischen oder biochemischen Einfliissen ausgesetzt, startet eine
inflammatorische Kaskade, die zum neuronalen Zelltod fiihren kann (104). Diskutiert werden
diesbeziiglich die Freisetzung von Neurotransmittern, Stdrungen in der Ionenverteilung sowie
der Verlust von wichtigen Membranpotenzialen. Beispielsweise werden grofle Mengen
exzitatorischer Neurotransmitter bei verdnderter Kalzium-Homoostase ausgeschieden.
Halliwell et al. beschreiben eine intraneurale Bildung toxischer Sauerstoffradikale, die Folge
der Bindung an ionotropen Glutamatrezeptoren ist (67;84). Diese Sauerstoffradikale kdnnen
mit neuronalen Makromolekiilen reagieren und unter den Bedingungen des Primérschadens
toxisch wirksam kumulieren. Darauthin wird eine Vielzahl proinflammatorischer Faktoren
freigesetzt, die eine schnelle Aktivierung immunkompetenter Zellen nach sich ziehen (57).

Einen grofen FEinfluss auf Auslosung, Regulation und Suppression haben aktivierte
Mikrogliazellen, welche als intrinsische Gehirnmakophagen fungieren. Diese sind primir fiir
die Entziindungsreaktion verantwortlich. Dabei kommt es zur Einwanderung ins geschidigte
Gewebe und nachfolgend zur dortigen Aktivierung (11;29;86). Durch die Produktion einer
Vielzahl von Substanzen wie Zytokine, Chemokine, Adhéisionsmolekiile und
Sauerstoffradikale  greifen = Mikrogliazellen entscheidend in alle Stadien der
Neuroinflammation ein und sind an Auslosung, Steuerung und Suppression der
Immunantwort mafBigeblich beteiligt. (54;69;136). Infolge der Faktoren, die im Prozess der
Neuroinflammation von Mikrogliazellen und anderen emigrierten Immunzellen wie z.B. T-
Zellen und peripheren Leukozyten gebildet werden konnen, entsteht die sekundire

Neurodegeneration, die entweder parallel oder zeitlich versetzt zum Primérschaden initiiert
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wird. Dabei werden Neurone, die den Primérschaden initial tiberlebt haben, abgetdtet, so dass
sich das Gebiet des sekundéiren Hirnschaden im Vergleich zum Primérschaden ausdehnen
kann. Der neuronale Gewebsschaden, der paradoxerweise durch die immunkompetenten
Zellen getriggert wird, ist durch die Produktion zytotoxischer Komponenten eben dieser
infiltrierten Immunzellen begriindet (48;123). Der Verlauf einer Neuroinflammation ist immer
vom auslosenden Reiz, der Anzahl eingewanderter und aktivierter Mikrogliazellen und auch
von der Anzahl und Art anderer immunkompetenten Zellen abhéngig (132;158).

Therapeutische MaBnahmen konzentrieren sich, basierend auf den geschilderten
Erkenntnissen, auf die Stimulation der neuronalen Regeneration, soweit diese beeinflussbar
ist (32;129) sowie auf die Neuroprotektion initial iiberlebender Neurone, indem die
Immunantwort der in das Schadensgebiet eingewanderten Zellen unterdriickt werden soll

(18;123).

1.5 Immunkompetente Zellen

Im Gehirn sind Mikrogliazellen die wichtigsten intrinsischen immunkompetenten Zellen, die
fiir eine Entziindungsreaktion verantwortlich sind (3;87). Sie werden deshalb auch als
Makrophagen des ZNS bezeichnet. Im Gesunden liegen Mikrogliazellen deaktiviert vor,
besitzen aber das Potenzial phagozytotisch aktiviert zu werden. Es gibt in vivo keine Beweise
dafiir, dass Mikroglia gesunde Neurone schédigt oder zerstort (87).

Erst bei neuropathologischen Prozessen weisen Mikrogliazellen viele Gemeinsamkeiten mit
Gewebsmakrophagen aber auch mit neutrophilen Granulozyten aus der Korperperipherie auf.
Neutrophile Granulozyten werden bei einer Entziindung schnell mobilisiert und aus dem
Knochenmark freigesetzt. Adhdrenz an Endothelzellen, Durchwandern von Gefdwénden
(Diapedesis) und gezielte Migration durch Chemotaxis sind essenzielle Funktionen, die zur
Ansammlung von neutrophilen und anderen Leukozyten am Entziindungsherd beitragen (58).

Die Entfernung untergehender Granulozyten erfolgt in der Korperperipherie iiber die
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nachstromenden = Makrophagen.  Diese  sollen die  unerwiinschte  Freisetzung
gewebsschiddigender Enzyme verhindern (154). Im nicht entziindeten Gewebe besteht die
Aufgabe von Gewebsmakrophagen in der Beseitigung gealterter Zellen und der Produktion
einer grolen Anzahl I6slicher Faktoren, die fiir die Kommunikation innerhalb des
Immunsystems wichtig sind. Bei Entziindungsreaktionen werden residente Makrophagen zu
einer erhohten Funktionsfahigkeit stimuliert und aktiviert. Makrophagen gehéren zu den
sekretorisch aktivsten Zellen des Organismus (127).

Neutrophile Granulozyten, aktivierte Mikrogliazellen und Gewebsmakrophagen sind
bedeutende Zellen der unspezifischen Abwehr. Alle drei Subpopulationen besitzen die
ausgepriagte Fahigkeit zur Phagozytose. Auflerdem sind sie in der Lage, proteolytische
Enzyme wie Lysozym, saure Hydroasen (Kathepsine) und Kollagenasen zu produzieren. Uber
die Integrine sind sie zur Migration in Entziindungsgebiete befdhigt (56). Die Zellen setzen
zytotoxische Substanzen wie Sauerstoffmetaboliten frei und besitzen Rezeptoren fiir TNF-a,
IL-6 und IL-1. Unter den Phagozyten sind die neutrophilen Granulozyten die potentesten
Produzenten von reaktiven Sauerstoffmetaboliten (58).

Mikroglia und Makrophagen haben im Gegensatz zu neutrophilen Granulozyten eine hohere
Lebensdauer von mehreren Monaten und besitzen einen ausgeprigten Syntheseapparat zur
Erneuerung verbrauchter Proteine. Zusidtzlich weisen sie ein groferes Spektrum an
produzierbaren Mediatoren, Rezeptoren und Zytokinen wie TNF-a, IL-1, IL-6 auf. Des
Weiteren besitzen Mikrogliazellen/Makrophagen die Fahigkeit zur Immunregulation durch

Kooperation mit Lymphozyten {iber eine Antigenprozessierung und Antigenprisentation (58).

Mikrogliazellen und Makrophagen greifen in alle Stadien der Neuroinflammation ein und sind
maflgeblich an der Auslosung, der Regulation, aber auch an der Suppression der
Neuroinflammation beteiligt. AuBlerdem sind sie in der Lage, die notwendigen

Heilungsprozesse im Gewebe nach einer Entziindung zu unterstiitzen.
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Zu den erwiesenen pathophysiologischen Mechanismen nach SHT, aber auch nach
ischdmischem Insult, gehdren:

e Aktivierung von Mikrogliazellen im Gehirn

e Aktivierung von Makrophagen aus dem Blutkreislauf

e Invasion der Zellen in das vorgeschidigte Gebiet

e Freisetzung freier Radikale und toxischer Zytokine

All diese Vorginge fiihren insgesamt zur Ausbildung massiver sekundérer Schiadigungen.
Prinzipiell ldsst sich die Immunabwehr in spezifische und unspezifische Mechanismen
unterteilen. Zur unspezifischen Abwehr gehoren Oberflaichenbarrieren (Schleimhéute, Haut),
Phagozytose (Granulozyten, Makrophagen) und Mediatoren der Entziindungsreaktion
(Komplement, Zytokine, Prostaglandine, Leukotriene). Unter spezifischer Abwehr werden auf
humoraler Ebene antigenspezifische Antikorper und auf zelluldrer Ebene ausdifferenzierte B-
sowie T-Lymphozyten subsumiert.

Grundlegende Konzepte zelluldrer Immunreaktivitdt im Nervensystem wurden zunédchst am
Modell der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) entwickelt. Die EAE
wird in geeigneten Versuchstieren durch autoantigenspezifische CD4-T-Helferzellen
vermittelt. Sie dient in Teilaspekten als Tiermodell der humanen Multiplen Sklerose (134). Es
konnte gezeigt werden, dass es im Akutstadium der Erkrankung zu einer ausgeprigten
Infiltration von Lymphozyten und Monozyten in das ZNS kommt (72). T-Lymphozyten
exprimieren proinflammatorischer Zytokine wie Interferon (IFN)-y, Interleukin-2 (IL-2) und
Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a) (185). Diese proinflammatorischen Zytokine exprimieren auf
zerebralen Endothelzellen Adhédsionsmolekiile, welche an Integrinen auf der Oberfldache
aktivierter Leukozyten binden (166). Uber diesen Mechanismus erfolgen die Adhision und
schlieBlich die Migration ins ZNS (30;191). Hier 16sen sie eine pathogene Effektorkaskade

aus, an der sowohl Gliazellen als auch himatogen rekrutierte Makrophagen beteiligt sind (12).
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Wie erwihnt, fungiert die EAE als Modell fiir die humane Multiple Sklerose. Trotz vieler
Parallelen gibt es entscheidende histopathologische Unterschiede, welche differenzierte
Untersuchungen an MS-Patienten unerldsslich gemacht haben. Die wesentlichen
Strukturmerkmale der MS sind chronisch-entziindliche Entmarkungsherde, die mit
Entziindung, astrozytdrer Gliose und variabler Axondestruktion assoziiert sind (71). Die
Lasionen sind durch ein entziindliches Zellinfiltrat, bestehend aus aktivierten T-Zellen, B-
Zellen, Plasmazellen und Mikrogliazellen, charakterisiert. Den T-Zellen wird eine besondere
Bedeutung bei der gerichteten Immunantwort gegen das ZNS zugesprochen (9).

Die humorale Immunantwort durch B-Zellen in der Pathogenese der MS zeigt sich in der
erhohten intrathekalen Immunglobulin-G(IgG)-Antikdrperproduktion und dem Nachweis
oligoklonaler Banden im Liquor, was fiir diagnostische Zwecke genutzt wird (121).

Die eben genannten Untersuchungen lassen die besondere Bedeutung immunkompetenter
Zellen bei der Pathogenese zahlreicher neurologischer Erkrankungen erkennen.

Im Folgenden soll auf Zellgruppen eingegangen werden, die in der vorliegenden Arbeit von
besonderem Interesse sind. Es handelt sich dabei um B-Lymphozyten (CD19), T-

Lymphozyten (CD3) sowie um natiirlichen Killerzellen (CD56).

1.5.1 B-Lymphozyten

B-Lymphozyten gehéren zu den Leukozyten und bilden mit den T-Lymphozyten den
entscheidenden Anteil am adaptiven Immunsystem. Charakteristisch ist ein grof3er rundlicher
Zellkern, welcher einen hohen Chromatingehalt aufweist. Die funktionelle Prigung findet
grofBtenteils auBBerhalb des Knochenmarks im lymphatischen Gewebe statt. Lymphknoten und
Thymus sind exemplarisch  erwdhnt.  Beziiglich  ihrer  Funktionalitit und
Immunphénotypisierung sind die Lymphozyten duflerst heterogen (159). Aufgabe der im Blut
zirkulierenden B-Lymphozyten ist, die an beliebiger Stelle in den Korper eingedrungenen

pathogenen Umweltkeime mdglichst schnell zu detektieren und zu eliminieren. Dazu wandern
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sie in Lymphknoten und Milz ein, reifen zu Plasmazellen heran, welche anschliefend
Antikorper sezernieren (115). Der erste Schritt besteht in der B-Zellaktivierung, welche
entweder unabhéngig von T-Zellen durch bakterielle Polysaccharide stattfindet oder mithilfe
von T-Helferzellen (51;193). Dabei wird durch antigenprisentierende Zellen der Kontakt
zwischen antigenspezifischen T- und B-Zellen hergestellt. Hierfiir sind sowohl die Erkennung
durch T- und B-Zellrezeptor als auch Zytokine (IL-2, IL-6) und Molekiile zur Costimulation
und Zelladhdsion notwendig (22;45).

B-Zellen tragen auf ihrer Oberfliche eine Reihe von funktionell wichtigen Eiwei3en, welche
auch zur Identifizierung der B-Zellen verwendet werden konnen. Es handelt sich dabei um die
sogenannten Oberflaichenmarker, zu denen neben den membranstdndigen Immunglobulinen
sogenannte Cluster of Differentation (CD) gehdren. Dieser Begriff bezeichnet Gruppen
immunphénotypischer Oberflichenmerkmale von Zellen. Diese Gruppen lassen sich nach
funktionellen und biochemischen Kriterien ordnen. Charakteristisches Merkmal aller B-Zellen
ist die Exprimierung von CDI19 auf ihrer Oberfliche. Das Molekiil hat verschiedene
Funktionen in der B-Zell-Hidmoostase, wirkt als B-Zell-Corezeptor und ist essenziell fiir die
Aktivierung und Differenzierung der Zellen (177).

Vorangegangene Forschungsarbeiten konnten zeigen, dass aktivierte B-Zellen und
Autoantikorper eine bedeutende Rolle in der Pathogenese der MS, der EAE und des Lupus
erythematodes (SLE) spielen (41;59;74). Ahnliche Relevanz konnte Ankeny et al. im Rahmen
von tierexperimentellen Untersuchungen bei Wirbelsdulentraumata belegen (4). Bislang gibt
es keine Untersuchungen, die die Rolle der B-Zellen in der Pathogenese der

Neuroinflammation nach traumatischem Hirnschaden untersuchen.

1.5.2 T-Lymphozyten

T-Lymphozyten nehmen in der Immunabwehr eine zentrale Rolle ein. Sie regulieren das

spezifische sowie das unspezifische Immunsystem. T-Zellen befinden sich wie die B-Zellen
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zum Teil im Blut und zum Teil in den sekundidren Lymphorganen. Nach antigener
Stimulation proliferieren sie und differenzieren entweder zu T-Effektorzellen oder T-
Gedichtniszellen. Humane T-Zellen werden in T-Helfer und zytotoxische T-Zellen unterteilt.
T-Helferzellen tragen den Marker CD4 auf ihrer Oberfliche und werden entsprechend als
CD4-positive T-Zellen bezeichnet. Zytotoxische T-Zellen sind durch den Oberflachenmarker
CDS charakterisiert. Aufgrund ihres Zytokinsprofils werden T-Helferzellen in TH1- und TH2-
Zellen unterteilt. Im Folgenden wird auf die Subpopulationen der T-Zellen genauer

eingegangen.

T-Helferzellen

T-Helferzellen fordern die Differenzierung von B-Zellen zu antikdrperproduzierenden
Plasmazellen und erfiillen somit bei der Induktion der Immunantwort eine wichtige
regulatorische Aufgabe. Ruhende TH-Zellen konnen sich durch Stimulation bestimmter
Zytokine in 3 Subtypen differenzieren. THI1-Zellen sezernieren ihrerseits IL-2, TNF-a,
Tumor-Nekrose-Faktor-beta (TNF-B) und Interferon-Gamma (IFN-y). TH2-Zellen sind durch
die Freisetzung von Interleukin-4 (IL-4), Interleukin-5 (IL-5), Interleukin-6 (IL-6),
Interleukin-8 (IL-8), Interleukin-10 (IL-10) und Interleukin-13 (IL-13) charakterisiert. Einige
weitere Zytokine kdnnen von beiden Subtypen sezerniert werden. TH3-Zellen produzieren als
Leitzytokin den Transforming-Growth-Factor-beta (TGF-), der sowohl die Entwicklung von

THI- als auch von TH2-Zellen hemmen kann (124).

Zytotoxische T-Zellen

Zytotoxische T-Zellen (T-Killerzellen) toten korpereigene Zellen, an deren Oberflédche ein
Fremdantigen auftritt. Zusdtzlich miissen noch MHC-I-Molekiile auf der Zelloberfldche
vorhanden sein. Nur wenn diese Kombination vorhanden ist, binden die T-Killerzellen mit

threm T-Zell-Rezeptor, ihrem CD8-Protein und anderen Liganden an der Zielzelle. Das fiihrt
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zur lokalen Freisetzung von Perforinen und folglich zu einer irreversiblen Schidigung der
Zielzelle. AuBBerdem produzieren und sezernieren T-Killerzellen Proteine wie das Interferon-
v, welches in benachbarten Zellen die Produktion von MHC-I fordert. Letzteres flihrt zu einer
starkeren Prédsentation von intrazelluldr abgebauten Peptiden.

In der vorliegenden Arbeit wurde fiir die T-Helfer- und T-Killerzellen eine potentielle frithe
Aktivierung durch Analyse der Expression von CD69 untersucht. CD69 wird besonders frith
nach Aktivierung der Zellen exprimiert und wird daher auch frithes Aktivierungs-Antigen
(early activation antigen) genannt. Das Molekiil besteht aus zwei unterschiedlich
glykosylierten Untereinheiten, welche durch eine Disulfidbriicke zu einem Homo- bzw.
Heterodimer verbunden sind (101;183). CD69 gehort zu den frithesten Aktivierungsmarkern
auf B- und T-Lymphozyten sowie NK-Zellen, Makrophagen, Neutrophilen und Eosinophilen

(103;179).

NK-Zellen

Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) wurden in den 70er Jahren als dritte eigenstindige
Lymphozyten-Population neben den B- und T-Zellen entdeckt. Sie machen ca. 15 Prozent der
peripher zirkulierenden Lymphozyten aus und gelten als Effektoren der angeborenen
Immunitét. Zu den Zellen der angeborenen Immunitét gehdren dariiber hinaus die myeloiden
Zellen wie Granulozyten, Monozyten und Makrophagen. NK-Zellen zeichnen sich durch ihre
Fahigkeit aus, Zielzellen ohne antigene Aktivierung lysieren zu konnen. Auf diese Weise
konnen sie unmittelbar Tumorzellen sowie virusinfizierte Zellen abtéten und diese
kontrollieren, bis das spezifische Immunsystem adédquat reagieren kann. Daher wurden sie
bald als ,natiirliche” Killerzellen bezeichnet (79;80). Neben dem zirkulierenden Anteil
wurden NK-Zellen auch in der Leber, dem Gastrointestinaltrakt, der Milz und der Lunge
gefunden (106). Im Thymus und Lymphknoten gibt es dagegen nur sehr wenige NK-Zellen
(186).
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NK-Zellen und T-Zellen besitzen gemeinsame Vorlduferzellen, aus denen sich beide
Populationen aber keine B-Zellen entwickeln kdnnen (31). Daraus resultiert, dass NK- sowie
T-Zellen dhnliche Mechanismen der Target-Zell-Lyse besitzen. Im Gegensatz zu den T-
Lymphozyten konnen NK-Zellen Zielzellen ohne spezifische Sensibilisierung angreifen. NK-
Zellen unterscheiden ihre Zielzellen mit Hilfe spezieller Rezeptoren, die mit den MHC-
Klasse-I-Molekiilen auf der Oberfliche der Zielzellen interagieren. Sie miissen nicht aktiviert
werden, dennoch lésst sich die Aktivitit durch Zytokine oder Interferone steigern.

Da diese Zellen aufgrund ihrer Unabhéngigkeit eine Sonderstellung in der zelluldren
Immunantwort einnehmen, sind sie fiir die im Rahmen dieser Arbeit vorgenommene Studie

von besonderer Bedeutung.

1.5.3 Monozyten

Zahlreiche Untersuchungen konnten belegen, dass die unspezifische zelluldire Immunabwehr
eine herausragende Rolle in der posttraumatischen Entziindungsreaktion spielt (49;110). Den
Monozyten wird dabei besondere Bedeutung zugeschrieben. Sie fungieren als Vorldufer der
Gewebsmakrophagen sowie von Teilen der dentritischen Zellen, zirkulieren im peripheren
Blut und sind mit einem Durchmesser von 12-20 um die grofiten Blutzellen des menschlichen
Organismus. Sie werden im Knochenmark von Stammzellen gebildet und halten sich etwa 8
bis 72 Stunden in der Blutbahn auf. Durch chemotaktische Stimuli angelockt, kdnnen
Monozyten im Rahmen einer Entziindung die GefiBwand durchwandern. Die gelingt
aufgrund der amdboiden Beweglichkeit, die Diapedese genannt wird. Danach siedeln sie sich
am Ort der Entziindung an. Ihr Zellkern ist anndhernd nierenférmig. Thre Aufgaben sind
einerseits die Zerstorung korperfremder Strukturen und anderseits die Antigenprdsentation mit
nachfolgender Aktivierung des angeborenen Immunsystems. Unter Zytokineinfluss
differenzieren sie zu dentritischen Zellen, die Antigene prasentieren (33). Monozyten bilden

in der Haut, im Darm und in der Lunge eine erste Barriere gegen mikrobielle und parasitire
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Infektionen (8). Sie haben einen Anteil von ca. 7% an der Gesamtpopulation der Leukozyten.
Monozyten sind keine homogene Zellpopulation. Neben den fiir Monozyten typischen
Oberflichenmarker CD14 gibt es Subpopulationen, die den Oberflichenmarker CD16 tragen.
Monozyten nehmen aufgrund der Antigenprédsentation und der Ausschiittung von Zytokinen
eine zentrale Rolle in der Immunantwort von T- und B-Lymphozyten ein (184;192).
AuBerdem sind sie in der Lage unter dem Einfluss diverser Modulatoren zu Makrophagen zu
differenzieren. Posttraumatische Fehlregulationen des Monozyten/Makrophagen Systems
fihren zur Unfdhigkeit der Antigenprdsentation und in dessen Folge zum kompletten
Versagen der zelluldren Immunantwort (40). Monozyten bilden einen kompetitiven Inhibitor
fiir Interleukin-1 (IL-1), der strukturell dem IL-1 entspricht aber biologisch inaktiv ist (43). Es
handelt sich dabei um den IL-1 Rezeptorantagonist (IL-1ra). Darauf wird im folgenden

Kapitel gesondert eingegangen.

1.6 Interleukinrezeptor-Antagonist (IL-1ra)

Zytokine sind Schliisselregulatoren der angeborenen und erworbenen Immunantwort und
werden von Monozyten, Lymphozyten, Makrophagen sowie natiirlichen Killerzellen
produziert und sezerniert. Sie werden in der Effektorphase der Immunantwort gebildet. Es
handelt sich dabei um Polypeptide mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 20
KD. In der erstmaligen Beschreibung wurden diese Mediatoren als ,,Lymphokine* oder auch
als ,,Monokine* beschrieben. Diese Nomenklatur basierte auf ihren zelluldren Ursprung.
Neuere Erkenntnisse zeigten, dass die Zytokine von fast allen zellkernhaltigen Zellen
produziert werden, was zum aktuell benutzen Namen fiihrte (44). Wesentliche Funktionen der
Zytokine sind die direkte Kommunikation der Zellen untereinander und die Forderung der
Himatoese. Sie sind an der Zellaktivierung und der Differenzierung im Rahmen der
spezifischen und unspezifischen Immunantwort beteiligt. Die Zytokinwirkung erfolgt {iber

Oberflachenrezeptoren auf den Zielzellen und fiihrt zu einer zelluldren Antwort in Form einer
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Anderung der Proteinsynthese. Zytokine konnen ihre Synthese gegenseitig fordern oder
hemmen. Thre Wirkung auf die Zielzellen kann synergistisch aber auch antagonistisch sein
(61).

Nach schwerem SHT kommt es zur Aktivierung proinflammatorischer Kaskaden, welche zur
Ausbildung des sekundéren Hirnschadens beitragen und letztendlich entscheidenden Einfluss
auf das Outcome der Patienten nehmen. Die Erforschung der Beteiligung von
Entziindungsmediatoren an der Ausbildung sekundérer Hirnschddigungen ist Gegenstand
aktueller Forschung. Bei Patienten mit schwerem SHT lésst sich eine starke Pridsenz von
Zytokinen nicht nur im Plasma sondern auch im Liquor, nachweisen. Zu den am besten
untersuchten Zytokinen gehdren der Tumornekrosefaktor TNF-a (62;63), das Interleukin IL-6
(83;113) sowie IL-1 (63;113).

Interleukin-1 (IL-1) gilt als ein zentraler Mediator im Zytokinnetzwerk und iibt unzéhlige
Funktionen im Rahmen physiologischer und pathologischer Vorginge aus (42). IL-1 wird
neben TNF-a als Prototyp des proinflammatorischen Zytokins beschrieben (44). Es gibt zwei
funktionell gleichwertige Hauptformen des IL-1, ndmlich IL-1a und IL-1p, die durch zwei
verschiedene Gene kodiert werden (7;102). Beide Formen binden an den gleichen
membranstindigen Rezeptor auf den Zielzellen und zeigen daher nahezu identische
biologische Wirkungen (88;181).

Jiingste Untersuchungen haben gezeigt, dass letztendlich nur I1-1p biologische Relevanz hat,
da Il-1ae nur in zu vernachldssigenden Mengen synthetisiert wird (14). Die Freisetzung aus
Monozyten, Makrophagen und Endothelzellen wird durch Ischdmie, H&morrhagie und
mikrobielle Substanzen sowie durch inflammatorische Mediatoren, wie C5a und TNF
induziert (42). Die Hauptwirkung von II-1p ist die Stimulation von T-Helferzellen zur

Produktion von II-2 und Expression von Il-2-Rezeptoren.
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Neugebauer et al. vermuten, dass neuronales IL-1 am Informationstransfer aus der Periphere
beteiligt ist, wohingegen IL-1 aus Gliazellen die Wundheilung, neuronales Wachstum und
Reparaturmechanismen vermittelt (128).

Abbildung 5 fasst die vielfaltigen Effekte von IL-1 im Rahmen eines SHTs zusammen.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Effekte von IL-1 im Rahmen eines SHT s, entnommen aus (104)

Der Interleukin-1-Rezeptor-Antagonist (IL-1ra) ist ein weiteres Mitglied der Familie, welches
um den IL-1 Rezeptor I konkurriert (43). IL-1ra, ein 23-25 Kilodalton (KD) schweres
glykosiertes Protein, wird von Monozyten, Fibroblasten, Makrophagen, neutrophilen
Granulozyten, Endothelzellen, Hepatozyten sowie Gliazellen produziert. IL-1ra wirkt den
biologischen Effekten von IL-1 entgegen, in dem er an den IL-1-Rezeptor bindet, ohne eine
Signaltransduktion zu initiieren. Durch die Bindung an den Rezeptor wird das Andocken von
IL-1o und IL-1B an den IL-1 Rezeptor verhindert. Somit inhibiert IL-1ra die

proinflammatorische Wirkung von IL-1. Dies wurde durch eine Vielzahl von Studien belegt
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(28;34;111). Diese Arbeiten konnten auBerdem zeigen, dass IL-1ra eine hohere Affinitit zum
IL-1 Rezeptor als IL-1a und IL-1f hat.

Mathiesen et al. untersuchten den Interleukin-1-Rezeptor-Antagonist bei Patienten nach
subarachnoidaler Blutung (SAB). Tierexperimentelle Studien konnten zuvor signifikant
erhohte Werte von IL-1ra bei Ischdmie detektieren. AuBBerdem wurde die Studie durch friithere
Untersuchungen von IL-6 nach SAB motiviert, in denen Mathiesen signifikant erh6hte Werte
dieses proinflammatorischen Zytokins nachweisen konnte (111). Experimentelle Studien
kommen zu dem Schluss, dass IL-1 Zellschaden vermittelt (100). Im Gegensatz dazu
reduziert IL-1ra den Hirnschaden nach Episoden tempordrer Ischdmien, wie Feuerstein et al
1994 zeigen (52). Mathiesen untersuchte darauthin 22 Patienten mit SAB, indem er bei den
Patienten téglich IL-1ra im Liquor mittels ELISA bestimmte. Als Kontrollgruppe fungierten
10 Probanden. Ziel dieser Studie war es, den Einfluss der SAB auf moglicherweise erhohte
Mediatorwerte im Liquor zu eruieren. Die Einteilung der Schweregrade erfolgte mittels der
neurologischen Einteilung von Hunt und Hess. Das Outcome wurde durch den Glasgow-
outcome-score (GOS) quantifiziert. Mathiesen konnte zeigen, dass die IL-1ra Werte bei
Patienten, die in einem kritischen Zustand aufgenommen wurden, signifikant hoher gegeniiber
denen mit leichter Schidigung waren. Auflerdem stiegen die Werte wihrend verzogerter
Ischdmieepisoden und nach chirurgischen Eingriffen bei Patienten in klinisch kritischem
Zustand (Hunt und Hess Stadium III bis IV). Bei Patienten in stabilem Zustand geméil des
neurologisches Status konnten keine Anstiege von IL-1ra gefunden werden. Diese Ergebnisse
lassen schliefen, dass Patienten in schlechten neurologischen Zustand einen labilen
biochemischen Status im Gehirn aufweisen, der sich in erhohten Zytokinwerten nach dem
chirurgischen Eingriff zeigt. In der Studie von Mathiesen et al. konnte gezeigt werden, dass
erhohte Werte von IL-1ra mit der Hirnschadigung korrelieren. Da bekannt ist, dass IL-1 sowie

TNF-a Fieber, Leukozytose sowie die Synthese von Nitritoxid induzieren konnen, ist der
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Schluss nahe liegend, dass diese Mediatoren sehr wahrscheinlich zum sekundéren

Hirnschaden und der dazu gehdrenden Neuroinflammation beitragen.

1.7 N-terminales proBrain Natriuretic Peptide (NTpro-BNP)

Das Sédugerherz synthetisiert und sezerniert eine Reihe verwandter Peptidhormone, die
kardialen natriuretischen Hormone (169). Es handelt sich dabei um eine Gruppe von
Eiweillen, die sich in ihrem Synthese- und Sekretionsmuster, ihrer Rezeptorspezifitit und
ihren Halbwertszeiten unterscheiden. Sie sind an der Regulation des Fliissigkeitshaushaltes
und des Blutdrucks beteiligt. Gleichzeitig interagieren sie mit dem Hormon- und
Nervensystem. Die Hauptvertreter der natriuretischen Peptide sind ANP (atrial natriuretic
peptide) und BNP (B-type natriuretic peptide).

BNP wurde im Jahre 1987 von Sudoh erstmals als weiteres natriuretisches Peptid
beschrieben. Namensgebend war die Tatsache, dass es zundchst im Hirngewebe von
Schweinen nachgewiesen wurde (174). Bald darauf gelang der Nachweis in hdheren
Konzentrationen im Myokard. Die hatte die Anderung der Nomenklatur in ,,B-type natriuretic
peptide* zur Folge (190). BNP entsteht durch proteolytische Spaltung aus pra-proBNP (134
Aminosduren). Durch Abspaltung eines Signalpeptids entsteht dann die aus 108 Aminoséuren
bestechende Hormonvorstufe proBNP. Wéhrend der Sekretion wird proBNP durch eine
Endoprotease in das physiologisch aktive BNP und in das inaktive aminoterminale Peptid
NT-proBNP (76 Aminoséduren; 8,5 kD) gespalten (75). Die Halbwertszeit (HWZ) beider
Spaltprodukte ist deutlich unterschiedlich. Wahrend BNP schon nach 20 Minuten zur Hilfte
eliminiert ist, verbleibt das inaktive Spaltprodukt NT-proBNP mit einer HWZ von ca. 120
Minuten sehr viel linger im Blut. Bei gesunden und herzinsuffizienten Patienten konnte eine
Korrelation zwischen BNP im Plasma und dem linksventrikulir-enddiastolischen Druck und

der Ejektionsfraktion als Marker fiir die linksventrikuldre Funktion nachgewiesen werden
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(68;108). NT-proBNP hat sich in der Vergangenheit als valider laborchemischer Parameter
zur Diagnostik und Quantifizierung der Herzinsuffizienz erwiesen (114).

In der Pathophysiologie des sekundidren Hirnschadens spielen die Ausbildung des Hirnddems
und die Hirnschwellung eine herausragende Rolle. Wie schon erwihnt sind die genauen
Mechanismen, die zur Ausbildung und Triggerung des sekundédren Hirnschaden fiihren, noch
nicht vollstidndig geklirt. In diesem Zusammenhang wurden in der Vergangenheit potentielle
Aktivatoren der sekundédren Hirnschwellung identifiziert, die mit der Dysregulation der
zerebralen Wasser-Natrium-Homdoostase in  Verbindung stehen (107). Studien am
tierexperimentellen Modell des Schédel-Hirn-Traumas zeigen, dass die Dysregulation der
zerebralen Wasserhomoostase moglicherweise durch die Sekretion von ANP in die
systemische Zirkulation und von BNP in den Liquor beeinflusst wird (55). Aulerdem wurde
durch Berendes et al. bei Patienten nach nichttraumatischer Subarachnoidalblutung eine
signifikante Korrelation zwischen intrakraniellem Druck (ICP) und BNP-Werten im Serum
ermittelt (19).

Obwohl diese Ergebnisse den Schluss nahe legen, dass Erkenntnisse iiber die Funktion von
BNP bei der Entwicklung des Hirnddems einen detaillieren Einblick in die
pathophysiologischen Zusammenhénge des sekunddren Hirnschadens geben konnten, ist die
Sekretion bislang quantitativ und qualitativ nicht charakterisiert.

Aus diesem Grund ist ein Ziel der in die vorliegende Abhandlung inbegriffenen Studie die
Bestimmung der intrathekalen Konzentration von NT-proBNP in Korrelation zum

intrazerebralen Druck.
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2 FRAGESTELLUNG

Die Ursachen fiir das Auftreten des sekunddren Hirnschadens sind bislang noch nicht
vollstindig geklart. Bei entziindlichen Erkrankungen wurde gezeigt, dass immunkompetente
Zellen in den Liquorraum oder ins Hirnparenchym einwandern und vielfdltige Auswirkungen
auf die neuroinflammatorischen Kaskaden haben (94;122). Andererseits ist der Einfluss von
pro- und antiinflammatorischen Zytokinen auf die Prognose des sekundidren Schadens
unbestritten. Unklar ist aber bisher, ob Subpopulationen der Immunzellen in den Liquor
emigrieren. AufBlerdem gibt es nur Vermutungen bzw. anschauliche Theorien {iiber die
Herkunft der im Liquor von Patienten nach SHT identifizierten und quantifizierten
Mediatoren (122).

Ziel der Arbeit ist es daher, die Quantitit der Subpopulationen der Immunzellen und wichtige
Mediatoren, denen eine groBe Rolle bei der Ausbildung des sekunddren Schadens
zugeschrieben wird, in der Initialphase des schweren Schéddel-Hirn-Traumas genauer zu
erfassen.

Daraus ergeben sich die Einzelziele der Studie:

1. Quantifizierung der zelluldren Subpopulation humaner Immunzellen (B-Lymphozyten,
T-Helferzellen, T-Killerzellen, natiirliche Killerzellen) im Liquor von Patienten nach
schwerem SHT in der Initialphase nach Trauma

2. Analyse des antiinflammatorischen Interleukin-1-Rezeptor-Antagonist (IL-1ra) im
Liquor

3. Analyse des NT-proBNP im Liquor von Patienten nach SHT als Pilotstudie

4. Korrelation der Ergebnisse mit der Funktionalitdt der Blut-Hirn-Schranke
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3 PATIENTEN UND METHODEN

3.1 Studiendesign

Nach Genehmigung durch die lokale Ethikkommission (AZ 330/03) wurde die Studie von
Januar bis Dezember 2004 an der Chirurgischen Klinik, Campus Innenstadt, Klinikum der
Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen durchgefiihrt.

Prospektiv wurden alle Patienten mit isoliertem schweren SHT eingeschlossen, denen nach
Anlage einer ICP-Sonde im Schockraum sowie sequenziell 12h, 24h, 48h und 72h nach

Trauma Liquor und Blutproben abgenommen wurden (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Zeitachse der sequenziellen Liquor- und Blutabnahmen.

Aufgrund der klinischen Situation beim Eintreffen in unsere Klinik (Bewusstlosigkeit,
Intubation, Sedierung), war es nicht moglich, die Einverstindniserkldrung vor der
Probenentnahme einzuholen. In enger Absprache mit der Ethikkommission ist es flir eine
solche Situation geregelt, dass diese im Nachhinein nach Erreichen der kognitiven
Féahigkeiten eingeholt werden kann. Kam es aufgrund der Schwere der Verletzungen zu
unzureichender kognitiver Remission, wurde die Einwilligung von Familienangehorigen oder
von einem vom Gericht eingesetzten Betreuer eingeholt.

Als Kontrollgruppe dienten Liquorproben 10 gesunder Normalprobanden, die im Rahmen

einer Spinalandsthesie gewonnen wurden.
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3.1.1 Ein- und Ausschlusskriterien

Die in diese Studie eingeschlossenen Patienten hatten ein schweres SHT erlitten. Ein
schweres SHT liegt definitionsgemél bei einem GCS von acht oder weniger Punkten vor. Des
Weiteren musste jeweils eine klare Indikation zur sofortigen Anlage einer ICP-Sonde
bestehen. Zeigten sich in der initialen kraniellen Computertomografie intrakranielle
Blutungen sowie ggf. radiologische Hirndruckzeichen, wie Mittellinienshift, Konturverlust
der Gyri und Sulci, komprimierte Ventrikel, wurde bei den Patienten eine frithe Anlage der
Sonde angestrebt. Da das Ziel der Studie die Analyse inflammatorischer Kaskaden
ausschlieBlich in der Frithphase nach Trauma ist, stellt die kurze Intervallzeit zwischen
Trauma und Anlage der ICP-Sonde von maximal 90 Minuten ein weiteres

Einschlusskriterium dar.

Ausgeschlossen wurden Patienten, welche innerhalb der ersten 72 Stunden nach Trauma
verstarben, sowie Patienten, die an einer entziindlichen oder neurologischen Grunderkrankung
litten, welche Einfluss auf die Liquoreigenschaften haben konnte. Des Weiteren wurden
Schwangere und Strafgefangene nicht in die Studie aufgenommen.
Nach der Stabilisierung und Diagnostik im Schockraum, den entsprechend der
Verletzungsmuster notwendigen Operationen, wurden die Patienten auf der chirurgischen
Intensivstation aufgenommen und dort gemif3 der Leitlinien der Brain Trauma Foundation
behandelt (50). Das bedeutet im Einzelnen:

e der CPP wurde durchschnittlich zwischen 50 und 70 mmHg gehalten

e der ICP wurde unter 20 mmHg gehalten

e das Prinzip der milden Hyperventilation wurde angewandt (p,CO, 30-35 mmHg,

Beginn frithestens 24 Stunden nach Trauma)

e Bolusgaben von Mannitol 20%, 0,25-1 g/kgKG
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Steroide kamen bei unserem Patientenkollektiv nicht zum Einsatz. Zur tiefen Sedierung
wurde Phenobarbital verwendet (1).

Einschlusskriterien:

- Vorliegen eines Schidel-Hirn-Traumas mit einem GCS < 8 Punkten
- Intrakranielle Blutung

- Intervall: Trauma und Aufnahme in den Schockraum < 90min.

- Mindestalter: 18 Jahre

- Vorliegen einer schriftlichen Einwilligung

Ausschlusskriterien:

- Strafgefangene, Schwangere und Patienten mit bekannter Betreuung
- entziindliche Grunderkrankung wie: Sepsis, Meningitis, HIV, Hepatitiden etc.
- neurologisch-psychiatrische Grunderkrankung

- Patienten, welche innerhalb der ersten 72h an den Traumafolgen verstarben

3.1.2 Kontrollgruppe

Als Kontrollgruppe wurden Patienten eingeschlossen, die im Rahmen eines elektiven
Eingriffs ein spinalandsthesiologisches Verfahren erhielten. Keiner der Probanden litt an einer
neurologischen oder infektiosen Grunderkrankung.

Bei dieser Form der Anésthesie fallen normalerweise ca. 3 ml Liquor an, die in der Regel
nach der Punktion verworfen werden. Dieser Liquor wurde als Negativkontrolle aufgefangen
und den identischen Verarbeitungen unterzogen. Die Abnahme des Liquors erfolgte nur nach

entsprechender Aufklarung und schriftlicher Einwilligung der Patienten.
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3.2 Gewinnung der Liquor- und Blutproben

Nach der ersten Stabilisierung im Schockraum werden bei Patienten mit Verdacht auf
Schidel-Hirn-Trauma oder Polytrauma standardisiert eine CT-Untersuchung des Schidels,
Thorax und Abdomen im Sinne einer sogenannten ,,Polytraumaspirale* angefertigt.

Nach zeitnaher Anlage der ICP-Sonde (Trauma-Cath®; Integra® Neurosciences, Plainsboro,
NJ), ist neben der Liquorgewinnung eine kontinuierliche Hirndruckdiagnostik moglich
(Abbildung 7). Die ICP-Sonde wird iiber ein Bohrloch in den Ventrikel eingefiihrt, der weiter

von der Verletzung entfernt ist (89).

Abbildung 7: Schematische Darstellung der intrathekalen Lage der ICP-Sonde (89)

Die Liquorabnahmen iiber diese Sonde erfolgen direkt nach ICP-Anlage sowie 12h, 24h, 48h
und 72h nach Trauma. Circa 3 bis 4 ml Liquor werden entnommen und gekiihlt sofort ins
Labor zur weiteren Verarbeitung gebracht. Zur Bestimmung des Standardzellprofils und des
Albuminspiegels im Liquor werden 500 ul ebenfalls ins Labor gegeben. Zeitgleich werden
dem Patienten jeweils ein EDTA- und ein Serum-Ro6hrchen Blut abgenommen, welche fiir die
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Bestimmungen von Differenzialblutbild (DiffBB) und der Albuminkonzentration im Labor

den notwendigen diagnostischen Verfahren zugefiihrt werden.

3.3 Methoden

Der Liquor wurde in der durchgefiihrten Studie drei verschiedenen diagnostischen Verfahren
unterzogen. Die Analyse der Zellpopulation erfolgt mittels der anerkannten Methode der
Durchflusszytometrie, die Bestimmung der Quantitét des antiinflammatorischen Zytokins IL-
Ira erfolgt mit Hilfe der ELISA-Technik und schlieBlich wird der Uberstand zur Bestimmung
von NT-proBNP durch die Immunoassay-Methode dem Routinelabor {iibergeben. Im

Folgenden werden die verwendeten Methoden kurz erldutert.

3.3.1 Analyse der zelluliren Subpopulationen

Die Untersuchung der Proben mittels Durchflusszytometrie ldsst sich in drei Phasen

unterteilen:

a. Fluoreszenzfirbung

Nach Zentrifugation des Liquors mit 1200 Umdrehungen pro Minute (RPM) bei 4°C iiber 10
Minuten wird der Uberstand abpipettiert, in ein neues Falcon iiberfiihrt, mit Patientennummer,
Datum der Abnahme versehen und bei —80°C fiir die spiteren Zytokinbestimmungen gelagert.
Das entstandene Zellpellet wird mit 200ul FC Puffer (0,01 M PBS; PH 7,2, 1%Bovines
Serum Albumin, 5% FCS, 0,02% NaNj3) resuspendiert. Im Anschluss wird jeweils 20ul der
Zellsuspension in ein FACS-Rohrchen {iberfithrt, welches entsprechend des folgenden

Farbeprotokolls zu beschriften ist (Tabelle 4).

T-Helferzellen T-Killerzellen B-Lymphozyten NK-Zellen

CD3, CD4, (CD69) | CD3, CDS8, (CD69) CD19 CD56

Tabelle 4: Oberflichenfiarbung der entsprechenden immunkompetenten Zellen
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Die Zellsuspensionen werden dann mit 3ul des jeweiligen Antikorpers (Caltag Laboratories
GmbH, Hamburg, Germany) versehen. Diese binden an den spezifischen Antigenen, welche
von dem jeweiligen Immunzelltyp exprimiert und auf der Oberfliche dargestellt werden.
Nach einer 20-miniitigen und verdunkelten Inkubationsphase auf Eis, werden die Rohrchen
mit 500ul FACS Lysing Antikoérpers (Caltag Laboratories GmbH, Hamburg) Solution
resuspendiert und weitere 10 Minuten inkubiert, um die im Zellpelett befindlichen
Erythrozyten zu zerstoren.

Im direkten Anschluss folgen zwei Waschvorgédnge inklusive Zentrifugation mit 1200 RPM
bei 4°C tiber 10 Minuten mit PBS (0,5/FCS).

Damit ist die Aufbereitung der Proben vollstindig abgeschlossen, so dass die Messungen am

FACS-Gerit durchgefiihrt werden konnen.

b. Messung

Fiir diese Messungen wird ein EPICS XL MCL Durchflusszytometer (Beckman- Coulter,
Krefeld) verwendet. Das Gerdt ist ausgestattet mit einem 15-mW 488nm Argon-Ionen-Laser
und besitzt vier Kanéle (Abbildung 8). Die Filter fiir Fluoreszein-Isothiocyanat (FITC) waren
auf 530 nm, fiir Phycorthrin (PE) auf 585 nm und fiir Phycoerythrin-Cyanin-5 (PC5) auf

grofler 650 nm eingestellt.
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Abbildung 8: Prinzip der Funktion der durchflusszytometrischen Analyse: Zuerst wird ein Multispektrallicht auf

die Zielsuspension emittiert. Die Fluoreszenztrager in der Zielsuspension emittieren auf Anregung verschiedene
charakteristische Spektralwellen, die durch halbdurchlédssige Spiegel hindurchtreten. Ein hochaufldsender
Detektor zdhlt das fiir jeden Fluoreszenzfarbstoff spezifische Signal. Als Lichtquelle wird im
Durchflusszytometer (FACS) ein luftgekiihlter Argonlaser mit einer Wellenldnge von 488 nm eingesetzt. Es
besitzt vier Fluoreszenzdetektions-Kanile, die simultan die Farben Blau, Griin, Gelb und Orange-Rot messen

kénnen.

Die Datenaquisition erfolgte an der EPICS System Station mit der Expo 32 Software
(Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland). Vor jeder Messung werden die System- und
Filtereinstellungen {tberpriift und die Stabilitdt der Lichtspektren mit Floureszenz-Beads
(FlowCheck, Beckman-Coulter) validiert.

Zunichst erfolgt die Oberflichencharakterisierung mittels Scatter-Analyse geméf den
dreidimensionalen Eigenschaften der Zellen. Zuerst wird entsprechend Grofle und Zelldichte
die zu untersuchende Zellreihe als region of interest markiert. Aus diesen werden dann
beispielsweise die CD19+ B-Lymphozyten {iber den PC-5-Detektionskanal sortiert. Bei den
T-Zellen werden zunichst die CD3+-Zellen markiert. Aus dieser Population werden daran

anschlieBend entweder die CD4+(T-Helferzellen)- bzw. die CD8+(T-Killer)-Zellen markiert.
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Zuletzt werden die CD69+-Zellen detektiert. Bei CD69 handelt es sich um den
Aktivierungsmarker der T-Zellen.

In jeder Analyse zdhlt die Software standardisiert 5000 der zu untersuchenden Zellen.

c. Auswertung

Fiir die Auswertungen der Daten wird das Analyseprogramm der Firma Beckman-Coulter
benutzt. Beispielhaft ist in der folgenden Abbildung die Unterscheidung von Granulozyten
und Monozyten durch die scatter-Analyse, bei der zundchst die Leukozyten als region of
interest markiert und im Folgenden iiber den PC-5-Detektionskanal die CD14+Monozyten

isoliert wurden (Abbildung 9).

1023

side scatter

10° 10" 102 103 104
CD14-PC-5

Abbildung 9: Unterscheidung Granulozyten-Monozyten Auf der y-Achse ist der side scatter, auf der x-Achse

das Oberflachenepitop CD14 im PC-5-Konjugat aufgetragen. Die sichere Unterscheidung zwischen CD14+
Monozyten und CD14+ Granulozyten ist moglich
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3.3.2 Analyse von IL1-ra

Zusatzlich zu den oben beschriebenen Untersuchungen wird zu jedem Zeitpunkt der
Liquorabnahme eine geringe Menge Uberstand nach Zentrifugation (ca. 3ml) gesichert,
tiefgefroren und mit etablierter ELISA-Technologie die Konzentration von ILI-ra
entsprechend den Angaben des Herstellers (Milenia Biotech, Bad Nauheim) bestimmt.

Die Konzentrationen von IL1-ra werden anhand von spezifischen, sogenannten sandwich
ELISAs gemessen. Dabei werden die einzelnen Vertiefungen (,,wells*) einer Mikrotiterplatte
mit einem spezifischen gegen das Antigen gerichteten, monoklonalen Antikdrper beschichtet.
Die das Antigen enthaltenden Proben (in dieser Studie: Liquoriiberstand) sowie verschiedene
Verdiinnungen des bekannten Standards werden in die einzelnen Vertiefungen pipettiert.
Wihrend der Inkubationszeit werden die vorhandenen Proteinmolekiile an den
,immobilisierten* Antikorper gebunden. Nach einem Waschvorgang, der alle ungebundenen
Proteine entfernte, wird nun ein zweiter, enzymkonjugierter, poly- oder monoklonaler
Antikorper dazugegeben, der gegen ein anderes Epitop auf der Molekiiloberfliche gerichtet
ist (,,Sandwich®). Nach einem erneuten Waschvorgang erfolgt die Zugabe einer
chromogengebundenen Substratlosung. Die darauthin auftretende Farbentwicklung wird dann
gestoppt und die optische Dichte aller Proben in einem Spektrophotometer (ELISA Reader)
bei einer definierten Wellenldnge gemessen. Die Werte werden anschlieBend mit Hilfe des
integrierten Computerprogramms analysiert, indem zunichst aus den Antigenkonzentrationen
der Standardlosungen eine Standardkurve erzeugt wird. AnschlieBend werden die

unbekannten Konzentrationen der Proben durch Interpolation bestimmt.
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3.3.3 Analyse von NT-pro-BNP

Die Konzentrationen von pro-BNP im Liquor der Patienten werden mittels der
Elektrochemiluminescence-Immunoassay-Methode (ECLIA, Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim) bestimmt. Der Test ldauft nach folgendem Schema ab:

e Im ersten Inkubationsschritt werden ein biotinylierter polyklonaler Antikérper und ein mit
Ruthenium-Komplex markierter ebenfalls poyklonaler Antikdrper mit 20ul der Probe
versetzt und bilden einen Sandwich-Komplex.

e Der Antigen-Antikorper-Komplex bildet iiber Biotin eine kovalente Bindung mit
beschichteten magnetisierbaren Mikropartikeln. Dadurch wird das Antigen sicher an die
Festphase der Mikropartikel gebunden.

e Das Reaktionsgemisch wird in die Messzeile iiberfiihrt, in der die Mikropartikel durch
magnetische Wirkung auf die Oberfliche der Elektrode fixiert werden. Danach werden
mit einer Waschlosung die ungebundenen Substanzen entfernt. Durch Anlegen einer
Spannung wird die Chemilumineszenzemission induziert und mit dem Photomultiplier
gemessen.

e Die Ergebnisse werden anhand einer Kalibrationskurve ermittelt. Diese wird durch eine 2-
Punkt-Kalibration und eine {iiber den Reagenzbarcode mitgelieferte Masterkurve

geritespezifisch generiert.

3.4 Funktion der Blut-Hirn-Schranke

Um Teilaspekte der Studie beziiglich der Herkunft von immunkompetenten Zellen und
Mediatoren zu kldren bzw. signifikante Anstiege durch Stérung der BHS zu begriinden, ist die
Quantifizierung der Funktion der Blut-Hirn-Schranke unerlésslich. Dafiir wird die von Reiber
erstmals beschriebene Berechnung des Verhéltnisses von Albumin im Liquor zu den Werten

im Serum (Q,) angewendet. Diese Ratio ist ein anerkannter Marker fiir die Funktion der BHS.
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Um die Funktionalitit quantifizieren zu konnen, werden die Ergebnisse in vier Gruppen
aufgeteilt. Q,-Werte < 0.007 verweisen dabei auf eine normale Schrankenfunktion, Werte
zwischen 0.007 und 0.01 stellen eine milde, Werte zwischen 0.01 und 0.02 eine moderate und
Werte tiber 0.02 eine schwere Dysfunktion dar. In der vorliegenden Arbeit werden jeweils
zwei Gruppen zusammengefasst. Normalwerte und die milde Schrankenstorung werden zur
Gruppe BHS intakt zugeordnet. Die moderate sowie die schwere Schrankenstérung werden
zur Gruppe BHS gestort subsumiert. Albumin wird im klinisch-chemischen Labor mit Hilfe

der Turbidimetrie (Cobas Integra® Albumin; Roche® Diagnostik) bestimmt.

3.5 Statistische Auswertung

Alle statistischen Analysen werden mit Sigma Stat™ 3.0 (SPSS® Inc., Chicago) durchgefiihrt.
Die prozentualen Subpopulationen der Immunzellen sowie die Konzentrationen von IL1-ra
und pro-BNP werden als MittelwertetSEM (standard error of the mean) angegeben. Die
Werte werden mittels Analysis of Variance (ANOVA) on Ranks fiir nichtverbundene
Stichproben gegeniiber den Kontrollgruppen, sowie dem initialen Wert bei Aufnahme in die
Klinik verglichen und durch den Student-Neumann-Keuls-Test (SNK) als post-hoc Verfahren

innerhalb der Gruppe entlang der Zeitachse analysiert. Die Signifikanzniveaus werden mit
p=<0.05 festgesetzt. Der Spearman-Test wurde angewandt, um Korrelationen zu berechnen.

Die Diagramme wurden mit dem Programm Sigma Plot® erstellt (SPSS® Inc., Chicago).
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4 ERGEBNISSE

4.1 Klinische Daten

In diese Studie wurden 15 Patienten mit einem schweren SHT eingeschlossen. In den meisten
Féllen handelt es sich um Verkehrsunfille oder Stiirze aus groBerer Hohe auf den Schidel.
Das Alter dieser 5 weiblichen und 10 ménnlichen Patienten lag zwischen 20 und 82 Jahren
(47 = 5 Jahre). Drei dieser Patienten erlagen im weiteren Verlauf ihren schweren
Verletzungen (33 + 6 Jahre).

Die Patienten werden gemdfl dem Liquor-Serum-Albuminquotienten in zwei Subgruppen
getrennt. In Gruppe I mit intakter BHS sind neun Patienten zwischen 20 und 82 Jahren (43 +
6 Jahre) subsumiert. Es handelt sich bei ihnen um zwei weibliche und sieben ménnliche
Patienten. Gruppe II werden sechs Patienten zwischen 27 und 69 Jahren (53 + 7 Jahre)
zugeordnet. In dieser Gruppe mit gestorter BHS befinden sich jeweils drei minnliche und drei
weibliche Patienten. Zwei der verstorbenen Patienten sind aus der Gruppe mit intakter BHS.
Als Kontrollgruppe wurden 10 Normalprobanden (6 Minner, 4 Frauen) mit einem
durchschnittlichen Alter von 55 + 6 Jahren eingeschlossen. Es handelt sich bei ihnen um
Patienten, die sich einem elektiven Eingriff an der unteren Extremitét unterziechen mussten.
Als Narkoseverfahren wurde eine Spinalandsthesie gewdhlt.

Die detaillierten Daten der eingeschlossenen Patienten inklusive Geschlecht und Alter der
Patienten, durchschnittlichem ICP, Albuminquotienten, Verletzungsmuster und operativen

Interventionen sind in der folgenden Tabelle (Tabelle 5) zusammengefasst.
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Gruppe | Pat. | Alter | Geschlecht | ICP (mmHg) Qatbumin X 10° Initiales Verletzungsmuster Interventionen Uberlebt
.BHS I 32 W 10,8+2,2 1,8 +0.8 SAB, SDH - ja
intakt

II 82 M 6,4+1,1 6,8+2,5 Felsenbeinldngs#, SAB, Kontusionsblutung, SDH - ja
11 23 M 11,84€2,5 7,0£33 SAB, KOHtUSIOI.lelutung, Irr.l.p ressionst, Osteoklastische Trepanation nein
intrakranielle Fremdkdrper
v 50 \\% 30,4+13,1 5,8+34 Kalotten#, SAB, Parechymblutung Osteoklastische Trepanation nein
A\ 20 M 17,4+1,3 3,0+0,7 ICB, Mittelgesichts# Frakturversorgung ja
VI 43 17,8+1,6 7,6 £3,1 EDB, SAB, Rindenkontusionsherde Osteo.lflastlsche Trepanation ja
Hématomentfernung
VII 34 M 11,2+1,7 2,0+£0,6 SAB, Kalotten#, Felsenbeinldngs# - ja
VII 48 M 8,8+2,0 2,8+0,3 Kleinhirn ICB, SHD Occipitale Kraniotomie ja
IX 54 M 14,2+1,9 1,5+0,5 SAB - ja
BHS X 27 W 22,2427 13,0+ 6,1 SDB, SAB, Kglotten#, Mastoid#, Osteoklastische Trepanation nein
gestort Kontusionsblutung
XI 62 M 9,2+0,2 45,6 + 10,1 SDB, EDB, SAB, Schédel#, Parenchymldsion Osteoklastische Trepanation ja
XII 50 M 21,4+1,2 10,1 £2,9 Impressions# Parenchymblutung, SAB Osteoklastische Trepanation ja
XIII 41 W 17,6£2,2 17,0+ 2,1 SAB, SDH, Schadelbasis# - ja
Schédelbasis#, Os occipitale#, Felsenbein#, EDB, | Osteoklastische Kraniotomie, .
X1V 67 M 25,7+8.,7 13,7+3,3 ICB. SAB SDH-Entfernung ja
XV 69 W 14,6+0,9 20,1 +£9,2 ICB, SAB Osteoklastische Trepanation ja

Tabelle 5: Demografische und klinische Daten, SAB= Subarachnoidalblutung, EDB=Epiduralblutung, ICB=Intrazerebrale Blutung, SDB= Subduralblutung, # =Fraktur,

SEM=Standarderror of mean, (ICP und Qapumi, als MittelwerteSEM)

43



Folgende Abbildung zeigt das Patientenkollektiv gemdl dem maximalen intrakraniellen
Druck aufgeteilt in zwei Gruppen (Abbildung 10). Auf der X-Achse sind die
Abnahmezeitpunkte aufgetragen, auf der Y-Achse der quantitative Wert des intrakraniellen
Drucks in mmHg. Ersichtlich wird, dass zu jedem Abnahmezeitpunkt, ausgenommen 24
Stunden nach Trauma, ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen besteht. Die
Werte in der Gruppe II zeigen zudem eine Tendenz mit ansteigenden ICP-Werten tiiber die
Zeit und erreichen bei 72 Stunden nach Trauma ihr Maximum (30,624+8,62). Bei Aufnahme
betrug der ICP in Gruppe 1 9 = 1,8 mmHg gegeniiber Gruppe II mit 17,8 + 1,9 mmHg. Dieser
Unterschied ist statistisch signifikant. Nach 12 Stunden zeigt sich keine Dynamik: Gruppe I
11,7 + 1,1 mmHg, Gruppe II 17 + 2,4 mmHg. Die Unterschiede nach 24, 48 und 72 Stunden
sind jeweils wiederum statistisch signifikant. Am Ende des Untersuchungszeitraumes nach 72

Stunden betrdgt der ICP in Gruppe 1 9,9 + 1,8 mmHg und in Gruppe 11 30,1 + 8,9 mmHg.

50
——e—— Gruppel, n=7 (ICP<15mmHg) MW<SEM; p<0.05
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Abbildung 10: ICP-Verlauf von Aufnahme bis 72 Stunden nach Trauma. Auf der x-Achse sind die
Abnahmezeitpunkte, auf der y-Achse der ICP in mmHg aufgetragen. Gruppe I zeigt die Patienten mit einem

ICP<15, Gruppe II die Patienten mit ICP>15. ICP als Mittelwerte£SEM, ~ = p<0,05.
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4.2 Quantifizierung der Blut-Hirn-Schranke

Abbildung 11 zeigt den Verlauf der Funktionalitit der Blut-Hirn-Schranke von der
Aufnahme bis 72 Stunden nach Trauma. Die Patienten werden in zwei Gruppen abhdngig von
der Hohe des intrakraniellen Druckes eingeteilt. Es soll gepriift werden, ob zwischen Hohe
des ICP und der Funktion der Blut-Hirn-Schranke ein statistisch signifikanter Zusammenhang
besteht. In Anlehnung an die Arbeiten von Reiber et al. (138) werden Albuminquotienten
unter 0.007 als Normalbefunde definiert. Q,-Werte von 0.007-0.01 reprédsentieren eine milde,
0.01-0.02 eine moderate Schrankenstérung und Werte liber 0.02 implizieren eine schwere
Dysfunktion der Blut-Hirn-Schranke. Normalbefunde und milde Schrankenstérung werden
zusammengefasst und als intakte Blut-Hirn-Schranke deklariert (BHS intakt). Entsprechend
wird bei moderater und schwerer Schrankenstérung verfahren (BHS gestort).

In der Kontrollgruppe betrdgt der Albuminquotient 0,008+0,01. Bei Aufnahme betrdgt der
Quotient in Gruppe I 0,015+0,009; in Gruppe II 0,019+0,006. Ein statistisch signifikanter
Unterschied besteht folglich nicht. Wiahrend des Beobachtungszeitraums zeigt sich eine
Tendenz zur Verbesserung der initial stirker geschiadigten BHS (72 h: Gruppe I 0,055+0,001;
Gruppe 11 0,05+0,001). Statistisch ldsst der Trend sich aber wiederum nicht belegen: Es gibt
zu keinem Zeitpunkt eine statistische Signifikanz zwischen den beiden Gruppen, des Weiteren

zeigt sich iiber die ersten 72h keine signifikante Dynamik.
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Abbildung 11: Qapumin (Q,) in Gruppe I (n=7) und in Gruppe II (n=8) zum Aufnahmezeitpunkt, nach 12h, 24h,
48h sowie nach 72h. Q, kleiner als 0,01 sind als Normalbefund definiert. Q, groBer 0,01 repridsentieren eine
gestorte Funktion der BHS, MW+SEM.

4.3 Durchflusszytometrische Analysen

4.3.1 B-Lymphozyten

Die durchflusszytometrischen Ergebnisse der CD19+-Lymphozyten sind in der folgenden
Grafik dargestellt. Ab 12 Stunden nach Aufnahme (4,08+1,01) erreichen die Zellen
signifikant hohere Werte gegeniiber der Kontrollgruppe (0,23+0,07). Einen signifikanten
Anstieg gegeniiber dem Aufnahmewert erreichen die CD19+Zellen erst nach 48 Stunden
(6,14£1,18). Dieser besteht ebenso 72 Stunden nach Beginn der Messung (9,93+1,64)

(Abbildung 12).
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Abbildung 12: Prozentualer Anteil der CD19+Lymphozyten von der Gesamtzellpopulation. Auf der x-Achse
sind jeweils die Entnahmezeitpunkte aufgetragen, auf der y-Achse der prozentuale Anteil an der Gesamtzellzahl

im Liquor. Werte als Mittelwerte=SEM. #,* = p<0,05.

Der Graph in Abbildung 13 zeigt den prozentualen Anteil der CD19+ B-Lymphozyten in
Bezug auf die gesamte Leukozytenpopulation im Liquor in Abhédngigkeit zur Funktion der
Blut-Hirn-Schranke. In Gruppe I werden die Patienten mit einer intakten, in Gruppe II die
Patienten mit einer Storung der Blut-Hirn-Schranke dargestellt. Wie bereits erwdhnt werden
in dieser Arbeit die normale Schrankenfunktion und die milde Schrankenstérung zu einer
Gruppe zusammengefasst (BHS intakt). Ebenso sind die moderate und schwere Stérung der
Blut-Hirn-Schranke in einer Gruppe subsumiert (BHS gestort). Nach Aufnahme besteht ein
signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen (Gruppe I: 0,32+0,07 gegeniiber Gruppe
IT: 1,97+0,41). Nach 12 Stunden bis zum Ende der Messungen ist dieser Unterschied nicht

mehr nachweisbar. FEin signifikanter Unterschied gegeniiber der Kontrollgruppe ist
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unabhédngig von der BHS-Funktion nach 24 Stunden vorhanden. Gegeniiber der Aufnahme
(Gruppe I: 0,31+0,07; Gruppe II: 1,97+0,41) steigen die B-Lymphozyten in Gruppe I
signifikant ab 24 Stunden (4,15+0,64). In Gruppe II ist ein signifikanter Anstieg allerdings

erst ab 72 Stunden zu verzeichnen (6,63+1,31).
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Abbildung 13: Prozentualer Anteil der CD19+Lymphozyten von der Gesamtzellpopulation, abhéngig von der
Funktion der Blut-Hirn-Schranke (BHS), Auf der x-Achse sind jeweils die Entnahmezeitpunkte aufgetragen, auf
der y-Achse der prozentuale Anteil an der Gesamtzellzahl im Liquor. Ab der Aufnahme sind links die Patienten

mit intakter BHS (grau) und rechts die mit gestorter BHS (weil}) aufgetragen. Mittelwerte=SEM; * #,~=p<0,05

4.3.2 T-Helferzellen

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchungen
der T-Helfer-Zellen (CD3/4) und der T-Killer-Zellen (CD3/8) dargestellt. Des Weiteren
diente zur Kontrolle der Aktivierung der Oberflichenmarker (CD69). Einfiihrend zeigt der

folgende Graph (Abbildung 14) die Gesamtpopulation der T-Lymphozyten (CD3).
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Abbildung 14: Prozentualer Anteil der T-Lymphozyten (CD3+) unabhéngig von der BHS-Funktion. Auf der X-
Achse sind jeweils die Entnahmezeitpunkte aufgetragen, auf der y-Achse der prozentuale Anteil an der

Gesamtzellzahl im Liquor. Werte als Mittelwerte=SEM. #,* = p<0,05.

Tendenziell ist ein Anstieg im Verlauf zu erkennen. Ein signifikanter Anstieg der T-
Lymphozyten gegeniiber der Kontrollgruppe (3,49+0,89) und dem Aufnahmewert
(3,83+0,94) ist allerdings erst ab 48 Stunden (11,54+1,84) zu verzeichnen.

Die Aufteilung in die zwei Gruppen ist in folgender Abbildung dargestellt. Zu keinem
Zeitpunkt ist ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen zu verzeichnen (Abbildung
15). Interessanterweise besteht bei 48h ein signifikanter Unterschied der Gruppe I (13,21+£2,7)
zur Kontrolle (3,49+0,89) und zur Aufnahme (3,82+1,56), wohingegen der Anstieg in Gruppe

IT (9,8442,7) vs. Aufnahme (3,53%1,56) bis dahin nicht signifikant ist.
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Abbildung 15: Prozentualer Anteil der CD3+T-Lymphozyten von der Gesamtzellpopulation, abhdngig von der
Funktion der Blut-Hirn-Schranke (BHS), Auf der x-Achse sind jeweils die Entnahmezeitpunkte aufgetragen, auf
der y-Achse der prozentuale Anteil an der Gesamtzellzahl im Liquor. Ab der Aufnahme sind links die Patienten
mit intakter BHS (grau) und rechts die mit gestorter BHS (weil}) aufgetragen. Mittelwerte=SEM; * # =p<0,05

Durch die Oberflichenmarkierung mit den Antikérpern CD3 und CD4 werden die T-
Helferzellen im Liquor bestimmt. Der folgende Graph (Abbildung 16) zeigt die Ergebnisse
von allen 15 Patienten und der Kontrollgruppe. 72 Stunden nach Aufnahme (67,72+4,07)

besteht ein signifikanter Anstieg der T-Helferzellen gegeniiber der Kontrollgruppe

(38,11£7,03) und dem Wert nach Anlage der ICP-Sonde (47,124+2,63).
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Abbildung 16: Prozentualer Anteil der T-Helferzellen (CD3/4+) unabhédngig von der BHS-Funktion. Auf der x-
Achse sind jeweils die Entnahmezeitpunkte aufgetragen, auf der y-Achse der prozentuale Anteil an der

Gesamtzellzahl der T-Zellen im Liquor. Werte als Mittelwerte+SEM. #,* = p<0,05.

Der signifikante Anstieg gegeniiber Kontrolle und Aufnahme ldsst sich nur in der Gruppe
verzeichnen, welche die Patienten mit der intakten Blut-Hirn-Schranke beinhaltet. Dies wird
aus folgender Abbildung ersichtlich (Abbildung 17). Nach 72 Stunden erreichen die T-
Helferzellen in Gruppe I einen prozentualen Anteil von 68,7+4,8. Wie erwéhnt ist dieser
Anstieg gegeniiber der Kontrollgruppe (38,1+7,1) und dem Aufnahmewert in Gruppe I
(43,8+4,4) statistisch signifikant. In Gruppe II hingegen war der angedeutete Trend nicht
bedeutsam. Bei Aufnahme betrug hier der prozentuale Anteil 51,1+2,3. Dieser stieg im

Beobachtungszeitraum auf 64,3£8,1 an.
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Abbildung 17: Prozentualer Anteil der T-Helfer-Zellen (CD3/4+) von der Gesamtzellpopulation, abhéngig von
der Funktion der Blut-Hirn-Schranke (BHS). Auf der x-Achse sind jeweils die Abnahmezeitpunkte aufgetragen,
auf der y-Achse der prozentuale Anteil an der Gesamtzellzahl der T-Zellen im Liquor. Ab der Aufnahme sind
links die Patienten mit intakter BHS (grau) und rechts die mit gestorter BHS (weil}) aufgetragen.
Mittelwerte£SEM; * # =p<0,05

Abbildung 18 zeigt den prozentualen Anteil der aktivierten T-Helferzellen in Abhidngigkeit
von allen T-Helferzellen. Wie zu erwarten, wurden in der Kontrollgruppe keine aktivierten
Zellen gemessen (0,06+£0,06). Ein signifikanter Anstieg gegeniiber dieser Gruppe wird ab 12
Stunden (2,29+0,48) bis 72 Stunden (4,96+0,83) nach Aufnahme gemessen. Ein signifikanter
Unterschied zum Aufnahmewert (0,98+0,25) besteht allerdings erst nach 48 Stunden

(2,970,49).
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Abbildung 18: Prozentualer Anteil der aktivierten T-Helferzellen (CD3/4/69+) unabhingig von der BHS-

Funktion. Auf der X-Achse sind jeweils die Entnahmezeitpunkte aufgetragen, auf der y-Achse der prozentuale

Anteil an der Gesamtzellzahl der T-Zellen im Liquor. Werte als Mittelwerte£SEM. #,* = p<0,05.

Die aktivierten T-Helferzellen sind als prozentualer Anteil aller T-Helferzellen in Abbildung
19 dargestellt. Unabhingig von der BHS-Funktion zeigt sich ein signifikanter Anstieg der
Population gegeniiber der Kontrollgruppe (0,06+0,06) ab 12 Stunden (Gruppe I: 2,05+0,78;
Gruppe II: 2,4240,65) nach Aufnahme (Gruppe I: 0,76+0,26; Gruppe II: 1,2940,53). Es
finden sich liber den ganzen Zeitraum keine statistisch signifikanten Unterschiede in beiden
Gruppen. In Gruppe II ist lediglich eine steigende Tendenz ab dem Aufnahmewert zu
beobachten. Statistisch signifikant ist diese jedoch nicht. Im Gegensatz dazu zeigt Gruppe I ab
48 Stunden (3,45+0,79) bis 72 Stunden (4,66+1,16) einen statistisch relevanten Anstieg

gegeniiber dem Wert bei Aufnahme (0,76+0,25).
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Abbildung 19: Prozentualer Anteil der aktivierten T-Helfer-Zellen (CD3/4/69+) von der Gesamtpopulation der
T-Helferzellen, abhingig von der Funktion der Blut-Hirn-Schranke (BHS). Auf der x-Achse sind jeweils die
Abnahmezeitpunkte aufgetragen, auf der y-Achse der prozentuale Anteil an der Gesamtzellzahl der T-Zellen im
Liquor. Ab der Aufnahme sind links die Patienten mit intakter BHS (grau) und rechts die mit gestdrter BHS
(weil}) aufgetragen. Mittelwerte+SEM; * # =p<0,05

4.3.3 T-Killerzellen

In diesem Abschnitt werden analog zu den T-Helferzellen die Ergebnisse der T-Killerzellen
dargelegt. Der folgende Graph zeigt die T-Zellen, welche mit den Oberflichenmarkern CD 3
und CD 8 gefirbt wurden (Abbildung 20). Bereits nach Aufnahme zeigen sich deutlich
hohere Werte gegeniiber der Kontrollgruppe (2,04+0,68). Die Differenz ist zu jedem
Messzeitpunkt statistisch signifikant und erreicht nach 72 Stunden (57,44+3,44) ihr
Maximum. Nach 24 Stunden (44,03£2,29) besteht auBlerdem eine statistisch relevante

Differenz zum Aufnahmewert (33,09+3,11).
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Abbildung 20: Prozentualer Anteil der T-Killerzellen (CD3/8+) unabhéngig von der BHS-Funktion. Auf der x-
Achse sind jeweils die Entnahmezeitpunkte aufgetragen, auf der y-Achse der prozentuale Anteil an der

Gesamtzellzahl der T-Zellen im Liquor. Werte als Mittelwerte+SEM. #,* = p<0,05.

Die Aufteilung der Daten nach der BHS-Funktion zeigt zu keinem Zeitpunkt einen
statistischen Unterschied zwischen den Gruppen (Abbildung 21). Beide Gruppen zeigen zu
jedem Zeitpunkt einen signifikanten Unterschied gegeniiber der Kontrollgruppe. Beide
Gruppen folgen der steigenden Tendenz. Statistisch relevant wird diese aber in Gruppe I ab
24 Stunden (44,18+4,06) nach Aufnahme (28,08+3,09), in Gruppe II erst ab 48 Stunden

(57,48+7,12) gegeniiber dem Aufnahmewert (38,58+5,03).
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Abbildung 21: Prozentualer Anteil der T-Killer-Zellen (CD3/8+) von der Gesamtpopulation der T-Zellen,
abhéngig von der Funktion der Blut-Hirn-Schranke (BHS). Auf der x-Achse sind jeweils die Abnahmezeitpunkte
aufgetragen, auf der y-Achse der prozentuale Anteil an der Gesamtzellzahl der T-Zellen im Liquor. Ab der
Aufnahme sind links die Patienten mit intakter BHS (grau) und rechts die mit gestorter BHS (weil}) aufgetragen.
Mittelwerte£SEM; * # =p<0,05

AbschlieBend werden wiederum die aktivierten Zellen (CD69) dargestellt. Im folgenden
Graphen sind die Ergebnisse unabhédngig von einer potentiellen Schrankenstorung abgebildet
(Abbildung 22). Es zeigt sich ein dhnliches Bild wie bei den T-Helferzellen mit einem
Anstieg iiber den Beobachtungszeitraum sowie der fehlenden Aktivierung in der
Kontrollgruppe. Ab 12 Stunden (1,29+0,36) findet sich eine statistisch signifikante Differenz
gegeniiber der Kontrollgruppe (0,02+0,02), nach 24 Stunden gegeniiber dem Aufnahmewert

(0,42+0,09).

56



3/8/69+Lymphozyten [%]

\)1
PAS

L

(

Abbildung 22: Prozentualer Anteil der aktivierten T-Killerzellen (CD3/8/69+) unabhédngig von der BHS-
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Anteil an der Gesamtzellzahl der T-Zellen im Liquor. Werte als Mittelwerte£SEM. #,* = p<0,05.

Abbildung 23 zeigt die aktivierten T-Killerzellen abhingig von der BHS-Funktion. In beiden
Gruppen sind die Werte nach Aufnahme bis 72 Stunden signifikant erhoht gegeniiber der
Kontrollgruppe. Lediglich 48 Stunden nach Aufnahme besteht ein signifikanter Unterschied
zwischen Gruppe I (3,07£1,02) und Gruppe II (1,01+0,51). Nach 72 Stunden ist diese
Differenz nicht mehr nachzuweisen. Die Ergebnisse in Gruppe II zeigen keine statistische
Signifikanz gegeniiber dem Aufnahmewert. Im Gegensatz dazu zeigt Gruppe I bei 48 Stunden

(3,07£1,02) und 72 Stunden (3,83+0,76) einen statistisch signifikanten Unterschied gegeniiber

der Aufnahme (0,49+0,15).
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Abbildung 23: Prozentualer Anteil der aktivierten T-Killer-Zellen (CD3/8/69+) von der Gesamtpopulation der
T-Helferzellen in Abhédngigkeit von der Funktion der Blut-Hirn-Schranke (BHS). Auf der x-Achse sind jeweils
die Abnahmezeitpunkte aufgetragen, auf der y-Achse der prozentuale Anteil an der Gesamtzellzahl der T-Zellen
im Liquor. Ab der Aufnahme sind links die Patienten mit intakter BHS (grau) und rechts die mit gestdrter BHS
(weil}) aufgetragen. MittelwertexSEM; * #,~ =p<0,05

4.3.4 Natiirliche Killerzellen

Die folgende Abbildung illustriert die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analysen der
natiirlichen Killerzellen (CD56). Hier zeigt sich im Gegensatz zu den vorangegangenen
Ergebnissen ein Abfall iiber die 72 Stunden. Alle Ergebnisse sind gegeniiber der

Kontrollgruppe (1,28+0,3) statistisch signifikant erhoht. Der Abwdértstrend allerdings wird

erst ab 24 Stunden (35,79+2,08) statistisch signifikant (Abbildung 24)
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Abbildung 24: Prozentualer Anteil der natiirlichen-Killerzellen (CD56+) unabhdngig von der BHS-Funktion.
Auf der x-Achse sind jeweils die Entnahmezeitpunkte aufgetragen, auf der y-Achse der prozentuale Anteil an

der Gesamtzellzahl der T-Zellen im Liquor. Werte als Mittelwerte£SEM. #,* = p<0,05.

Die Auftrennung der Daten nach der Funktion der Blut-Hirn-Schranke liefert keine
statistischen Erkenntnisse, die auf einen signifikanten Unterschied in beiden Gruppen
hindeuten (Abbildung 25). In Gruppe I besteht schon ab 24 Stunden (35,98+2,57) ein
signifikanter Abfall gegeniiber dem Aufnahmewert (51,0443,58). In Gruppe II ist dieser erst

ab 48 Stunden (23,6+3,55 gegeniiber 43,11+4,83 bei Aufnahme) zu verzeichnen.
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Abbildung 25: Prozentualer Anteil der natiirlichen Killerzellen (CD56+) an der Gesamtzellpopulation, in
Abhingigkeit von der Funktion der Blut-Hirn-Schranke (BHS). Auf der x-Achse sind jeweils die
Abnahmezeitpunkte aufgetragen, auf der y-Achse der prozentuale Anteil an der Gesamtzellzahl der T-Zellen im
Liquor. Ab der Aufnahme sind links die Patienten mit intakter BHS (grau) und rechts die mit gestérter BHS
(weil}) aufgetragen. Mittelwerte=SEM; * # =p<0,05

4.4 IL-1ra

Folgende Abbildung zeigt die Konzentration von IL-1ra bei der Kontrollgruppe sowie bei den
Patienten. Auf der x-Achse sind die Kontrollgruppe sowie die definierten
Abnahmezeitpunkte, auf der y-Achse die IL-1ra Konzentration in pg/ml aufgetragen. Die
Konzentration von IL-1ra im Liquor war zum Aufnahmezeitpunkt (839,73+193,78) sowie
wiederum nach 72 Stunden (664,86+£111,21) gegeniiber der Kontrollgruppe (42+5,88)
signifikant erhoht.

Allerdings war keine statistisch signifikante Dynamik innerhalb der ersten 72 Stunden nach

Trauma zu beobachten (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Konzentration von IL-1ra im Liquor. Auf der x-Achse sind jeweils die Abnahmezeitpunkte
aufgetragen, auf der y-Achse die Konzentration von IL-1ra der Kontrollgruppe sowie der Patienten in pg/ml.

Werte als Mittelwerte=SEM. # = p<0,05.

Die gruppierten Ergebnisse von IL-1ra sind im folgenden Graphen dargestellt. Auffallend ist
ein starker Abfall in der Gruppe mit intakter BHS von der Aufnahme (678,16+176,81) bis 12
Stunden nach Trauma (174,47+62,83). Dieser Unterschied ist statistisch signifikant. In
Gruppe II ist iiber den Beobachtungszeitraum keine statistisch signifikante Dynamik zu
verzeichnen, tendenziell ist jedoch ein frither Abfall mit nachfolgender Erholung von IL-1ra

zu beobachten (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Konzentration von IL-1ra im Liquor, abhéngig von der Funktion der Blut-Hirn-Schranke (BHS).
Auf der x-Achse sind jeweils die Abnahmezeitpunkte aufgetragen, auf der y-Achse die Konzentration von IL-1ra
in pg/ml. Ab der Aufnahme sind links die Patienten mit intakter BHS (grau) und rechts die mit gestdrter BHS
(weil}) aufgetragen. Mittelwerte+SEM; * # =p<0,05

Auf der Grafik in Abbildung 28 sind die CD14+Monozyten als prozentualer Anteil der
Gesamtzellzahl dargestellt. Hier besteht im Gegensatz zu den Ergebnissen von IL-1ra, erst ab
72 Stunden nach Anlage der ICP ein signifikanter Unterschied gegeniiber der Kontrollgruppe
(2,6+0.68). AuBerdem spiegelt sich hier eine zeitliche Dynamik in Form eines statistisch
signifikanten Anstieges ab 72 Stunden 6,48+0.84 gegeniiber dem Aufnahmewert (2,32+0,64)

wider.
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Abbildung 28: Prozentualer Anteil der Monozyten (CDI14+). Auf der x-Achse sind jeweils die
Entnahmezeitpunkte aufgetragen, auf der y-Achse der prozentuale Anteil an der Gesamtzellpopulation im

Liquor. Werte als Mittelwerte=SEM. #,* = p<0,05

4.5 NT-Pro-BNP

Der folgende Graph (Abbildung 29) zeigt die Konzentrationen von NT-proBNP im Liquor
des gesamten Patientenkollektivs und der Kontrollgruppe. Zu jedem Zeitpunkt ist NT-proBNP
signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe (18,443,4) erhoht. Eine statistisch signifikante
Dynamik ist iiber die 72 Stunden des Beobachtungszeitraumes nicht zu erkennen. Tendenziell
fallt NT-proBNP aber nach der Aufnahme (70,3+18,1) etwas ab, um nach 24 und 48 Stunden
wieder anzusteigen. Am Ende des Beobachtungszeitraums erreicht NT-proBNP sein
Maximum mit 88,7+19,2. Die Trennung der Daten nach Funktion der Blut-Hirn-Schranke ist

in der nachfolgenden Abbildung dargestellt.
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Abbildung 29: Konzentration von NT-proBNP im Liquor. Auf der x-Achse sind jeweils die Abnahmezeitpunkte
aufgetragen, auf der y-Achse die Konzentration von NT-proBNP der Kontrollgruppe sowie der Patienten in

pg/ml. Werte als MittelwertexSEM. # = p<0,05.

In Abbildung 30 ist die Konzentration von NT-proBNP im Liquor getrennt nach der BHS-
Funktion iiber die Zeitachse dargestellt. Die Kontrollgruppe zeichnet sich durch
Durchschnittswerte von 1843,4 pg/ml aus. Die Konzentrationen der Patienten aus Gruppe I
waren direkt nach Aufnahme signifikant erhdht (80,6+84,4). Uber den weiteren
Beobachtungszeitraum war gegeniiber dem Aufnahmewert keine statistisch signifikante
Dynamik nachzuweisen. Tendenziell fiel der Wert nach Aufnahme wieder ab, um nach 48h
erneut anzusteigen. Wahrend der letzten Untersuchung 72h (87,9+35,1) nach Trauma war der
Wert wieder signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe erhoht.

In Gruppe II konnte ebenfalls keine statistisch signifikante Dynamik {iber den

Beobachtungszeitraum detektiert werden. 12 sowie 48 und 72 Stunden nach Trauma sind die
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Konzentrationen gegeniiber der Kontrollgruppe signifikant erh6ht. Tendenziell féllt auch hier
der Wert nach Aufnahme ab, um nach 48h und nochmals nach 72 Stunden nach Trauma
anzusteigen. Eine statistisch signifikante Differenz zwischen beiden Gruppen (35,2+6,9 vs.

60,2+8,5) war 12 Stunden nach Trauma vorhanden.
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Abbildung 30: Konzentration von NT-proBNP im Liquor, abhéngig von der Funktion der Blut-Hirn-Schranke
(BHS). Auf der x-Achse sind jeweils die Abnahmezeitpunkte aufgetragen, auf der y-Achse die Konzentration
von NT-proBNP in pg/ml. Ab der Aufnahme sind links die Patienten mit intakter BHS (grau) und rechts die mit
gestorter BHS (weil3) aufgetragen. Mittelwerte+SEM; ~,# =p<0,05
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5 DISKUSSION

Die vorliegende Arbeit demonstriert erstmals zelluldre Verdanderungen und die Dynamik von
NT-proBNP und IL-1ra im Liquor von Patienten in der direkten posttraumatischen Phase
nach schwerem SHT.

Der Schwerpunkt dieser Studie liegt einerseits in der quantitativen Analyse von
Subpopulationen immunkompetenter Zellen andererseits in der Erforschung der frithen
Dynamik des antiinflammatorischen Mediators IL-1ra und von NT-proBNP.

Gezeigt werden konnte, dass der prozentuale Anteil der immunkompetenten Zellen im Liquor
in der direkten posttraumatischen Phase einer teilweise statistisch signifikanten Dynamik
unterliegt. Unsere Ergebnisse liefern aulerdem Hinweise fiir die These, dass die BHS einen
geringen Einfluss auf die die zelluldren Konzentrationen der Immunzellen und damit auf die

Pathogenese des sekundéren Hirnschadens zu haben scheint.

Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analysen werden zu einem spéteren Zeitpunkt
einzeln ndher beleuchtet und diskutiert. IL-1ra, ein antiinflammatorisches Zytokin, welches
kompetitiv die Bindungsstelle von IL-1 blockiert, wurde u.a. im Liquor von Patienten nach
nichttraumatischer Subarachnoidalblutung detektiert und quantifiziert (111). Es stellte sich
deshalb die Aufgabe, dieses Zytokin im Liquor nach schwerem SHT zu bestimmen und die
Ergebnisse mit vorangegangenen Studien zu vergleichen und zu diskutieren. BNP und sein N-
terminales Fragment NT-proBNP wurde in mehreren Studien im Liquor bestimmt. Ahnliche
Untersuchungen in denen ebenfalls NT-proBNP analysiert wurde, kamen teilweise zu
diskrepanten Ergebnissen und Schlussfolgerungen. Ziel des Teilprojekts der Analyse von NT-
proBNP in der vorliegenden Arbeit war ein Beitrag zur aktuellen Diskussion, um offene

Fragen beantworten zu kénnen.
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5.1 Patienten- und Probandenkollektiv

In die Studie sind Patienten eingeschlossen, die ein schweres Schidel-Hirn-Trauma erlitten
und innerhalb von maximal 90 Minuten den Schockraum zur Diagnostik und Initialtherapie
erreichten. Die geschlechterspezifische Verteilung von 2:1 (ménnlich: weiblich) spiegelt das
bekannte Kollektiv flir Traumapatienten in Mitteleuropa wider. In einer groB3en
Multicenterstudie an polytraumatisierten Patienten liegt der Anteil der méinnlichen Patienten
bei 63%, in unserer Studie sind Méanner mit 66% vertreten (152).

Die Dokumentation der priklinischen und klinischen Daten erfolgte entsprechend den
Richtlinien der Europdischen  Konsensuskonferenz — zur  Aufnahme von  Daten
polytraumatisierter Patienten (151). Das Studiendesign und die in der Klinik etablierten
Methoden ermdglichten die Aufnahme der Patienten in diesem engen Zeitfenster. Die
Probengewinnung in der Frithphase nach Trauma ist durch zahlreiche Voruntersuchungen an
SHT-Patienten begriindet. Eine Vielzahl von Studien hat sich mit der Analyse von pro- und
antiinflammatorischen Mediatoren in der Initialphase nach Trauma beschiftigt. Diese
Arbeiten zeigen klar, dass eine statistisch signifikante Dynamik vieler relevanter Mediatoren
zu verzeichnen ist (37;122;167). Die Analyse in der unmittelbaren posttraumatischen Phase
beruht auf einer Reihe von Studien, die eine ausgepragte Dysfunktion humaner Immunzellen
des unspezifischen Immunsystems in diesem Zeitraum detektieren konnten (24;49). Aus
diesem Grund wurden standardisierte Abnahmezeitpunkte gewéhlt, auch in Anlehnung an
etablierte Untersuchungen in der Arbeitsgruppe von Biberthaler und Bogner, die sich mit der
Initialphase nach Polytrauma beschéftigen (21;23;81;168). Da es sich um ein Patientengut
handelt, welches diversen Limitationen unterliegt, ist die Forderung nach einem groBeren
Kollektiv aus statistischer Sicht einleuchtend und legitim aber logistisch schwer umzusetzen.
Fir weiterfiihrende Studien ist eine Zusammenarbeit verschiedener Traumazentren

hinsichtlich der logistischen und organisatorischen Machbarkeit kritisch zu priifen.
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Als Kontrollgruppe wurde Liquor von 10 Patienten verwendet, die sich im Rahmen eines
elektiven Eingriffs an der unteren Extremitét einer Spinalandsthesie als Regionalverfahren
unterzogen. Vor Einschluss in die Kontrollgruppe wurde eine neurologische oder

entziindliche Grunderkrankung anamnestisch ausgeschlossen.

5.2 Durchflusszytometrische Analysen

Die Durchflusszytometrie ist ein etabliertes Verfahren zur Analyse zelluldrer
Oberfldchenantigene. Als Beispiele sind die Messung der Monozytenpopulation in der
Sepsisdiagnostik, die immunologische Diagnostik bei HIV (CD4/CD8-Ratio) sowie die
Messung der CD34-positiven Zellen in der Stammzelltransplantation genannt (65;105).
Weiterhin spielt die Durchflusszytometrie in der Untersuchung von Immundefekten und der
Bestimmung von HLA-B27 in der Rheumadiagnostik eine herausragende Rolle (38;90). In
der Pulmonologie wird die Durchflusszytometrie standardméfig zur Quantifizierung der
Lymphozytenpopulation in der bronchoalveoldren Lavage eingesetzt (163). Gerade in der
Diagnostik der interstitiellen Lungenerkrankungen liefert diese Methode durch Bestimmung
der CD4/CD8-Ratios wegweisende Ergebnisse (36). Aufgrund dieser vielfiltigen
Anwendungsgebiete der Durchflusszytometrie im klinischen Alltag und im Rahmen
experimentellen Studien entziindlicher neurologischer Erkrankungen ist eine Validierung

dieser etablierten Methode nicht erforderlich.

5.2.1 B-Lymphozyten

In dieser Studie wird erstmals eine friiher Anstieg der CD19+ B-Zellen im Liquor von
Patienten in der Initialphase nach schwerem Schidel-Hirn-Trauma gezeigt. 48 bzw. 72
Stunden nach Trauma zeigt sich ein signifikanter Anstieg unabhingig von der Funktion der

Blut-Hirn-Schranke; bis 12h nach Trauma besteht ein signifikanter Unterschied zwischen der
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Gruppe ohne BHS-Schéddigung und der Gruppe mit BHS-Schédigung. In der Literatur gibt es
bislang keine vergleichbaren Daten nach Schidel-Hirn-Trauma.

Es ist bisher nicht bekannt, ob B-Lymphozyten und Autoantikorper eine entscheidende Rolle
in der Pathophysiologie des ZNS-Traumas spielen. Vergangene Studien geben Hinweise
dafiir, dass B-Zellen die Remyelinisierung nach axonalem Schaden unterstiitzen (73;146;156).
Aufgrund der divergenten Funktionen von B-Zellen fiihrten Ankeny et al. 2006 eine
experimentelle Studie an Maiusen durch, welchen unter kontrollierten Bedingungen ein
Wirbelsdulentrauma zugefiihrt wurde. Ankeny untersuchte die B-Lymphozyten im Liquor der
Versuchstiere (4). Ziel war es, die pathophysiologischen Zusammenhidnge von
Wirbelsdulentrauma und B-Zellaktivierung zu beleuchten. Die Arbeitsgruppe konnte zeigen,
dass das Wirbelsdulentrauma tief greifende und dauerhafte Verénderungen in der Funktion
der B-Zellen im Knochenmark, in der Milz und im Riickenmark hervorruft (4). Das
Wirbelsdulentrauma hat nach diesen Erkenntnissen einen entscheidenden Einfluss auf
systemische und intraspinale B-Zellaktivierung mit nachfolgender B-Zell-abhéngiger
organspezifischer und systemischer Autoimmunantwort. Die Ergebnisse der Studie lieferten
Hinweise darauf, dass aktivierte B-Zellen Autoantikorper produzieren, welche neuronale
Proteine und zelluldre Antigene insbesondere RNA und DNA binden und letztendlich ein
hohes neurotoxisches Potenzial besitzen.

Dieser Arbeit sind verschiedene Studien voraus gegangen, welche Hinweise und Beweise
dafiir liefern konnten, dass aktivierte B-Lymphozyten und Autoantikdrper urséchlich fiir
neuropathologische Mechanismen beim systemischen Lupus erythematodes (SLE), im
Rahmen der Multiplen Sklerose (MS) und experimentieller Autoimmunenzephalomyelitis
(EAE) verantwortlich sind (74;85;135). Obwohl die Atiologie des SLE weitgehend unbekannt
ist, konnte belegt werden, dass anti-DNA-Antikérper mit neurogenen Antigenen und

Glutaminrezeptoren kreuzreagieren und folglich fiir Exzitoxizitdt mit daraus resultierender
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kognitiver Beeintrichtigung verantwortlich sind (41;85). Im Liquor von Patienten mit MS
konnten erhdhte Titer von Antikorpern gegen Myelin detektiert werden, was mit progressiver
Demyelinisierung und neurologischen Defiziten assoziiert ist. In den Studien zur EAE
konnten eindeutige Beweise fiir die These gefunden werden, dass die B-Zellaktivierung und
die Synthese von Autoantikdrpern ursichlich fiir die Demyelinisierung sind (59;135;188). Die
zytotoxischen Effekte der Antikdrper auf die Neurone beruhen auf der Aktivierung des
Komplementsystems, der Phagozytenstimulation sowie der Freisetzung von Zytokinen,
oxidativen = Metaboliten = und  Proteasen aus  Mikroglia ~und  Makrophagen
(2;20;26;35;64;157;189).

Mit der vorliegenden Arbeit wird erstmals einen Beitrag zur Quantifizierung der B-
Lymphozyten mittels Durchflusszytometrie im Liquor von Patienten nach schwerem Schédel-
Hirn-Trauma geleistet. Gezeigt wird, dass sich der Anteil der CD19+ Lymphozyten in der
Initialphase nach Trauma gegeniiber der Kontrollgruppe und dem Aufnahmewert signifikant
verdndert. Diese Ergebnisse &hneln den oben zitieren Arbeiten, die sich mit
Neuroinflammation nach Wirbelsaulentrauma, MS und EAE beschéftigten (4;119). AuBerdem
wird im Kapitel 4.3 dargestellt, dass die Blut-Hirn-Schranke wahrscheinlich keinen Einfluss
hat. Dafiir wére die Ursache in einer von der Blut-Hirn-Schranke unabhéngigen Migration der
Immunzellen zu suchen. Um die Mechanismen der potentiellen aktiven Migration
immunkompetenter Zellen in den Liquorraum detaillierter kldren zu konnen, sind
weiterfiihrende Studien essenziell. Dabei sollten intrathekale und systemische Analysen
vorgenommen werden, um den Einfluss der Blut-Hirn-Schranke genauer erforschen zu
konnen. Dariiber hinaus ist die Bestimmung von Antikdrpern zu fordern, um das
neurotoxische Potenzial beschreiben und die Daten mit vorangegangen Studien besser
vergleichen zu konnen. Trotz dieser fehlenden Daten und vorliegenden Unzulidnglichkeiten

erlauben die in der vorliegenden Studie erhobenen Daten die Aufstellung der These, dass das
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schwere Schéddel-Hirn-Trauma dhnlich wie das experimentelle Wirbelsdulentrauma die
normale Immunregulation durchbricht und es zu einer inaddquaten Immunantwort kommt.
Weiterfithrende Studien werden die Mechanismen der Aktivierung der B-Lymphozyten sowie
der Antikorpersynthese nach Trauma aufkldren miissen. Daraus lassen sich sicherlich in

Zukunft therapeutische Strategien zur Modulation der Neuroinflammation ableiten.

5.2.2 T-Lymphozyten

Ein Ziel der Studie ist die quantitative Bestimmung relevanter Subpopulationen der T-
Lymphozyten. Es gibt eine Vielzahl von Studien, die sich mit der zellvermittelten
Immunantwort im Liquor von Patienten mit entziindlichen Erkrankungen beschiftigen.
Beispielsweise untersuchen Bueno et al. immunkompetente Zellen bei Patienten mit
Neurozystizerkose mittels Durchflusszytometrie (27). Diese Daten zeigen, dass die
Durchflusszytometrie ein probates Analyseverfahren zur Diagnose und zum Verstdndnis der
zellvermittelten Immunantwort im Rahmen dieser Erkrankung darstellt. Die Multiple Sklerose
ist eine hdufige neurologische Erkrankung, die Gegenstand vieler Studien ist, welche sich mit
der Aufklarung pathophysiologischer Zusammenhénge der Neuroinflammation beschéftigen.
Beziiglich der zellvermittelten Immunantwort nach schwerem Schidel-Hirn-Trauma gibt es
allerdings noch wenige Daten. Daher war es das Ziel, durch die Analyse der Subpopulationen
ausgewihlter immunkompetenter Zellen einen Beitrag zum Verstdndnis der Inflammation im
Rahmen des sekundiren Hirnschadens nach schwerem Schéddel-Hirn-Trauma zu leisten.

Die T-Helferzellen, die T-Killerzellen sowie die natiirlichen Killerzellen als prozentualen
Anteil von der Gesamtzellzahl und jeweils aufgetrennt nach Funktionalitit der Blut-Hirn-
Schranke wurden im Rahmen der Studie bestimmt. Allen T-Zellen gemeinsam ist die
Oberflachenmarkierung mit CD3. Es wurde gezeigt, dass die T-Zellen iiber die ersten 72
Stunden nach Trauma stetig ansteigen. Einen signifikanten Unterschied gegeniiber der

Kontrollgruppe und dem Aufnahmewert konnten wir allerdings erst nach 48 Stunden
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ermitteln. Die Trennung der Daten nach Blut-Hirn-Schranke zeigte keinen Unterschied in
beiden Gruppen. Dieses Ergebnis, welches auch in anderen Substudien dieser Arbeit gezeigt
wurde, unterstiitzt die These, dass die immunkompetenten Zellen unabhéngig von der Blut-
Hirn-Schranke in das intrazerebrale Gewebe immigrieren.

Die T-Helferzellen, welche durch die Oberflichenmarker CD3 und CD4 charakterisiert sind,
zeigen eine dhnliche Dynamik mit steigender Tendenz. Allerdings finden sich hier erst ab 72
Stunden signifikante Unterschiede gegeniiber Kontrollgruppe und Aufnahmewert. Dieser
Unterschied besteht nur bei den Patienten, welche eine intakte Blut-Hirn-Schranke hatten.
Eine Aktivierung der T-Helferzellen wird durch die Exprimierung von CD69 an der
Oberfldche charakterisiert. Bei diesen Zellen ist eine frithe Signifikanz zu erkennen. Bereits
12 Stunden nach Trauma ist der prozentuale Anteil dieser Zellen gegeniiber der
Kontrollgruppe und nach 48 Stunden gegeniiber dem Aufnahmewert erhoht.
Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass es iiber den friihen Beobachtungszeitraum zu einem
signifikanten Anstieg der T-Helferzellen kommt, wobei die Aktivierung des zelluldren
Immunsystems bereits einige Stunden nach Trauma initiiert wird.

Die Ergebnisse bei den T-Killerzellen sind prinzipiell dhnlich. Auffallig ist, dass bereits nach
Aufnahme ein signifikant hoherer Anteil gegentiber unseren Normalprobanden besteht. Nach
24 bzw. 48 Stunden erreicht der tendenzielle Anstieg seit Einschluss der Patienten einen
statistisch signifikanten Unterschied gegeniiber der Aufnahme. Es konnte ebenfalls kein
relevanter  Einfluss der  Blut-Hirn-Schranke auf die Ergebnisse 1{iber den
Beobachtungszeitraum detektiert werden. 48 Stunden nach Aufnahme zeigen die Daten eine
statistisch signifikante Differenz zwischen beiden Gruppen, welche im weiteren Verlauf nicht
mehr zu errechnen war. Deshalb ldsst dieses Einzelergebnis keine Erkenntnisse bzgl. eines

moglichen Einflusses der BHS zu.
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5.2.3 NK-Zellen

AbschlieBend seien hier die Ergebnisse der natiirlichen Killerzellen diskutiert. Es handelt sich
dabei neben den T- und B-Zellen um die dritte eigenstindige Lymphozytenpopulation der
zelluldren Immunabwehr. Thr Anteil im peripheren Blut liegt bei 5-15 %. Die Hauptfunktion
der NK-Zellen im Rahmen der zelluldiren Immunabwehr ist die Abtétung virusinfizierter
Zellen und die sogenannte Immunsurveillance gegeniiber Tumoren (133). Bei diesen Zellen
war sofort nach Aufnahme ein signifikant erhohter Wert gegeniiber der Kontrollgruppe zu
verzeichnen. Im Gegensatz zu den anderen analysierten immunkompetenten Zellen fiel der
prozentuale Anteil jedoch im weiteren Beobachtungszeitraum stetig ab. Nach 48 Stunden war
dieser Abfall statistisch signifikant. Diese Ergebnisse sind sehr kritisch einzuschétzen, da die
Auswertung der NK-Zellen im Vergleich zu den anderen von uns untersuchten
Subpopulationen extrem schwierig war. Eine fiir markierte Zellen typische ,,Wolkenbildung*
ist in diesem Fall nur angedeutet. Ziel der Arbeitsgruppe ist die nochmalige Analyse der NK-
Zellen in weiterfihrenden Studien, um mogliche Fehlerquellen bzw. Ursachen dieser
Probleme zu erforschen. Moglicherweise flihrt eine zusdtzliche Féarbung mit CD16 zu
priziseren Daten. CD16 ist neben CD56 ein Oberflichenmarker, der ebenfalls auf natiirlichen
Killerzellen exprimiert wird (131). Dadurch wird eine genauere Quantifizierung erreicht und
der Einfluss der NK-Zellen auf die Pathophysiologie der Neuroinflammation moglicherweise

geklart.

5.3 Analyse von IL-1ra

Interleukin-1 (IL-1) ist ein typisches proinflammatorisches Zytokin mit verschiedenen
biologischen Eigenschaften, welche an proinflammatorischen Reaktionen einer Zelle beteiligt
sind. IL-1 induziert und fordert die Bildung von Cyclooxygenase 2 und die der induzierbaren

Stickoxid-Synthase. Zellen, die mit IL-1 versetzt sind, bilden daher Prostaglandin E2 und
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Stickoxid. Weiterhin bewirkt IL-1 die Bildung von Adhésionsmolekiilen auf Endothelzellen
und anderen Zellen. IL-1ra ist ein im Kdrper vorkommender endogener Antagonist. Er hemmt
die Wirkung von IL-1, indem er am IL-1-Rezeptor bindet und ihn damit blockiert. Dadurch
verhindert IL-1ra die proinflammatorische Wirkung von IL-1 (15).

In dieser Substudie wurden die intrathekalen Konzentrationen von IL-1ra sowie die
Population der CD14+ Monozyten untersucht. Die Monozyten gelten als primérer Ursprung
von IL-lra (5). Die Untersuchungen wurden mittels ELISA (IL-l1ra) und
Durchflusszytometrie (Monozyten) durchgefiihrt. In der Untersuchung konnten wir erstmals
einen signifikanten Anstieg von IL-Ira im Liquor von Patienten bei Aufnahme
(839,73£193,78) im Vergleich zur Kontrollgruppe (42+5,88) nachweisen. Nach 72 Stunden
bestand ebenfalls ein signifikanter Unterschied (664,86+111,21). Im weiteren
posttraumatischen Verlauf konnte keine statistisch signifikante Dynamik der Messwerte
detektiert werden. Nach Trennung der Daten beziiglich der Funktion der Blut-Hirn-Schranke
fallt ein signifikanter Abfall der IL-lra-Konzentration nach Aufnahme (678,16+176,81)
gegeniilber dem Wert nach 12 Stunden (174,47+£62,83) in der Gruppe der intakten
Schrankenfunktion auf. Am Ende des Beobachtungszeitraums ist statistisch kein Unterschied
zwischen beiden Gruppen zu verzeichnen. Die Werte in Gruppe II zeigen nur tendenziell eine
Erholung nach frithem Abfall der IL-1ra-Konzentration.

Vergangene Studien berichten iiber signifikant erhohte Werte von IL-1ra bei Patienten, die
eine nichttraumatische SAB erlitten haben. Mathiesen et al konnten zeigen, dass IL-1ra ab
dem vierten Tag signifikant gegeniiber dem Aufnahmewert erhoht war. In der Arbeit von
Mathiesen werden die Patienten in zwei Gruppen nach ihrer klinischen Verfassung
objektiviert durch den GOS unterteilt. Die Patienten mit einem giinstigen Outcome zeigten
keine signifikanten Anstiege von IL-Ira, wohingegen der Liquor der Patienten mit einer

ungilinstigen Prognose signifikant erhohte Werte ab dem vierten Tag nach
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Subarachnoidalblutung aufwies (27;111). Die Werte der vorliegenden Untersuchungen in der
Kontrollgruppe sind vergleichbar mit denen von Mathiesen. Der bei den 10 Probanden der
durchgefiihrten Studie ermittelte Wert betragt 42+5,88 pg/ml. In der zitierten SAB-Arbeit von
Mathiesen wurde fiir die Kontrollgruppe ein Wert von 40 pg/ml bestimmt. Dies ldsst den
Schluss zu, dass die angewandten Methoden hinsichtlich der Durchfiihrung und Auswertung
dhnlich sind. Mathiesen konnte zeigen, dass lediglich in der Gruppe mit schlechtem GOS die
Werte signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe erhoht sind. AuBerdem bestand in der Arbeit
zwischen den beiden Gruppen ein statistisch signifikanter Unterschied. Mdglicherweise lassen
sich dadurch zwei wichtige Thesen ableiten. Erstens kann die Vermutung aufgestellt werden,
dass bei den Patienten in der vorliegenden Arbeit im weiteren Verlauf iiber den
Beobachtungszeitraum hinweg ebenfalls ein statistisch signifikanter Anstieg zu beobachten
ist. Das Protokoll der Studie endet bei 72 Stunden nach Trauma, Mathiesen belegt hingegen
erst ab dem vierten Tag einen Anstieg (111). Zweitens zeigt er, dass bei Patienten, die sich
einer chirurgischen Intervention unterziehen mussten, hohere Werte von IL-1ra gemessen
wurden. Diese Auftrennung wurde bei unserem Patientenkollektiv aufgrund der geringen
Anzahl nicht vorgenommen.

In vivo wird IL-1ra vorrangig von Monozyten, Neutrophilen, Keratinozyten und anderen
Epithelzellen gebildet (5;126). Im Rahmen der durchflusszytometrischen Untersuchungen
immunkompetenter Zellen wurden die CD14-positiven Zellen ebenfalls bestimmt. CD14 ist
ein Oberflichenmarker, der fiir Monozyten charakteristisch ist. Die CD14+Monozyten zeigen
ab 72 Stunden (6,48+0.84) eine signifikante Dynamik in Form eines Anstieges gegeniiber
dem Aufnahmewert (2,32+0,64) und der Kontrollgruppe (2,64+0.68). Daraus ldsst sich
vermuten, dass ein nicht unerheblicher Anteil von IL-1ra unabhidngig von den Monozyten in
den Liquorraum immigriert ist. Es ist festzuhalten, dass CD14 als Oberflaichenmarker nicht

spezifisch fiir Monozyten ist, sondern eine Vielzahl von Zellen wie Makrophagen und

75



neutrophile Granulozyten charakterisiert (8). Um die Subpopulation der Monozyten genauer
quantifizieren zu konnen, ist es sinnvoll, neben CD14 auch CD16 als Oberflichenmarker zu
benutzen, da beide spezifisch fiir Monozyten sind. Auch bei diesen Ergebnissen ist eine
Ausweitung des Patientenkollektivs vonndten, um genauere und prézisere Aussagen bzgl.
Dynamik und Statistik treffen zu konnen.

IL-1 spielt in der Pathophysiologie der Inflammation im Rahmen des sekundéren
Hirnschadens eine entscheidende Rolle, aber die genauen Mechanismen, die zur endgiiltigen
Gewebsschéddigung fiihren sind noch nicht hinreichend untersucht (149). Die Aktivitit von Il-
1 wird groBtenteils durch den IL-1-Rezeptor gesteuert. IL-1ra ist ein kompetitiver Antagonist
an diesem Rezeptor und fungiert als Inhibitor der IL-1-Funktion antiinflammatorisch.
Vergangene Arbeiten konnten zeigen, dass IL-1ra bei Subarachnoidalblutungen vermehrt
exprimiert wird (111).

Die vorliegende Arbeit weist erstmals das antiinflammatorische Zytokin IL-lra in der
Frithphase nach schwerem SHT im Liquor der Patienten nach. Moglicherweise ist IL-1ra in
der Lage, das neurologische und klinische Outcome der Patienten durch Inhibition der
proinflammatorischen Wirkungen von IL-1 zu verbessern. Eine Arbeit von Nigel et al konnte
dies in einem Tierexperiment bereits nachweisen (78). Weiterhin konnte sogar gezeigt
werden, dass es bei einer Uberexpression von IL-lra zu keinem signifikanten Anstieg
proinflammatorische Mediatoren wie IL-1, TNF-a und IL-6 kommt. Diese interessanten
Ergebnisse wurden von Tehranian et al 2002 publiziert und basieren auf Forschungen an
einem tierexperimentellen Modell des geschlossenen SHT (178). Rekombinanter IL-1ra wird
seit einiger Zeit bereits in der Therapie der rheumatoider Arthritis verwendet (60). Weitere
Studien mit einer hohen Patientenzahl miissen folgen, um die Thesen dieser Pilotstudie

beweisen zu konnen.
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5.4 NT-Pro-BNP

In dieser Substudie wurden erstmals die Konzentration von NT-Pro-BNP im Liquor in der
Friihpase nach schwerem SHT bestimmt. Uber den Beobachtungszeitraum der ersten 72
Stunden nach Trauma wurden signifikant erhohte Werte gegeniiber der Kontrollgruppe
gefunden.

BNP ist an der Salz- und Wasserhomdstase sowie der Regulation des Blutdrucks beteiligt und
wurde in der Inneren Medizin als ein Marker fiir Herzinsuffizienz beschrieben (187).
AuBerdem wurden erhohte Werte bei Patienten mit akuter linksventrikuldrer Dysfunktion und
beim akuten Cor Pulmonale im Rahmen einer Lungenembolie erfasst (39). Es wird von
Myokardzellen des Ventrikels infolge eines Dehnungsreizes in die Blutbahn ausgeschiittet.
Urspriinglich wurde BNP im Gehirn von Schweinen sowie im humanen Hypothalamus und
kardialen Gewebe identifiziert (153;176). Nach zelluldrer Freisetzung einer proaktiven Form
von proBNP (108 Aminosduren) wird dieses in aktives BNP (32 Aminosduren) und sein N-
terminales Fragment NT-proBNP (76 Aminosduren) gespalten. Letzteres ist am Rezeptor fiir
BNP unwirksam, kommt aber in viel hoherer Konzentration im Plasma bzw. Serum vor und
hat eine deutlich lingere Halbwertszeit (76). Es kann deshalb mit groBerer Genauigkeit
gemessen werden. Seitdem bekannt ist, dass BNP und NT-proBNP in ihrer Dynamik
korrelieren, hat sich die Bestimmung von NT-proBNP als ein laborchemischer Marker der
Herzinsuffizienz aufgrund der sensitiveren Messmethoden und deutlich langeren
Halbwertszeit in den letzten Jahren stetig etabliert (91). In der dieser Arbeit
zugrundeliegenden Studie wurde deshalb auch das N-terminale Fragments NT-proBNP
analysiert. Erhohte Werte an NT-proBNP bei Patienten im Rahmen eines schweren Schédel-
Hirn-Traumas gegeniiber der Kontrollgruppe wurden gefunden.

Die Ergebnisse diesbeziiglich sind kontrir gegeniiber Analysen von Espiner et al., die keine

signifikanten Unterschiede der Werte von BNP bei Patienten nach SAB gegeniiber der
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Kontrollgruppe feststellen konnten (46). Ursdchlich fiir diese Diskrepanz kommen
verschiedene Faktoren in Frage, wie zum Beispiel die hohere Sensitivitit der Bestimmung
von NT-proBNP gegeniiber der BNP-Analyse in der zitierten Studie. Das unterschiedliche
Studiendesign wird sich auf die Ergebnisse auswirken, sodass ein direkter Vergleich der
Daten nur mit Vorsicht zu fiihren ist.

Kirchhoff et al. fiihrten ebenfalls Analysen von NT-proBNP nach dem gleichen zeitlichen
Abnahmeprotokoll bei Patienten nach schweren SHT durch. In dieser Arbeit wurden die
Patienten nach der Hohe des durchschnittlichen intrazerebralen Druckes aufgeteilt. Dieses
Vorgehen zeigte ebenfalls signifikant hohere Werte gegeniiber der Kontrollgruppe. Die
Patienten mit einem durchschnittlichen ICP>15 mmHg iiber den gesamten
Beobachtungszeitraum hatten signifikant hohere Werte als die Gruppe mit dem niedrigen
intrazerebralen Druck (82). In der zitierten Arbeit hat die Funktion der Blut-Hirn-Schranke
ebenfalls keinen statistischen Einfluss auf die Werte von NT-proBNP. Da es sich bei der hier
vorgestellten Arbeit um die gleichen Testmethoden im gleichen Labor und dasselbe
Abnahmeprotokoll handelt, sind die beiden Studien nach Ansicht des Autors gut vergleichbar
und lassen den Schluss zu, dass NT-proBNP im Liquor von Patienten nach schwerem SHT
signifikant erhoht ist. In der zitierten Arbeit von Kirchhoff hat die Funktion der Blut-Hirn-
Schranke keinen statistischen Einfluss auf die Konzentration von NT-proBNP. Es zeigen sich
keine Verdnderungen in den Gruppen und keine Korrelation zwischen der BHS-Funktion und
erhohten Werten von NT-proBNP. Kirchhoff konnte nachweisen, dass eine verbesserte
Funktion der Blut-Hirn-Schranke nach 72 Stunden mit dem hdchsten Spiegel von NT-
proBNP iiber den kompletten Beobachtungszeitraum einher ging. Dies bekriftigt die
Hypothese, dass NT-proBNP im Hirngewebe angereichert sein muss. Die sekundire

Hirnschiddigung nach schwerem SHT geht u.a. mit vaskuldren Schdden und der Freisetzung
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von vasoaktiven Substanzen einher. Dies wird ein einigen Studien in der aktuellen Literatur
beschrieben (6;123).

Unter Beriicksichtigung dieser Daten ist der Schluss nahe liegend, dass der initiale
Gefdflschaden fiir die Freisetzung von NT-proBNP im Hypothalamus verantwortlich sein
konnte. Levin et al. konnten nachweisen, dass BNP im Hypothalamus synthetisiert wird, und
dass die Produktion durch Katecholamine getriggert und induziert wird (95).

Alle diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass es im Rahmen der sekundiren
Hirnschiddigung mit zerebraler Ischdmie zur verstirkten Synthese und Freisetzung von NT-
proBNP aus ischdmischen Hirngewebe speziell aus dem Hypothalamus kommt. Aufgrund der
geringen Patientenzahl sind weitere Studien ndtig, um dies zu belegen. Dabei sollte das
Patientenkollektiv so gro3 sein, dass eine Aufteilung der Traumata in verschiedene Entitéten
sinnvoll erscheint. In einigen Arbeiten konnten signifikant erhohte Werte von BNP im Serum
von Patienten nach schweren SHT gemessen werden (19;82;175). Deshalb sollten aulerdem
parallel Bestimmungen im Liquor und im Serum erfolgen, um die These der intrathekalen
Synthese unabhéngig von der BHS-Funktion zu beweisen und die pathophysiologische Rolle

von NT-proBNP im sekunddren Hirnschaden néher beleuchten zu kdnnen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Bei einem schweren Schidel-Hirn-Trauma kommt es neben der primdren Schadigung mit
sofortigem Gewebsuntergang im weiteren Verlauf hdufig zu einer Odematdsen
Hirnschwellung mit nachfolgend erhdhtem intrakraniellen Druck und Minderperfusion des
Gehirns. Dies konnte in mehreren Arbeiten wissenschaftlich belegt werden (122;123). Es
kommt folglich zur Freisetzung von intrazelluliren Mediatoren aus zerstdrten Zellen.
(109;118;140). Aus Untersuchungen zu anderen inflammatorischen Erkrankungen des ZNS
ist bekannt, dass es dabei moglicherweise zur Immigration von immunkompetenten Zellen in
den Liquor und in das zerebrale Gewebe kommt. Daraus resultiert eine Aktivierung des
Immunsystems auf zelluldrer und humoraler Ebene (16;53;148). Diese Immunaktivierung
fithrt neben den physiologischen Effekten wie der Phagozytose des zerstorten Gewebes zu
weiteren sekunddren Schdden und reaktiver Gliose. Nicht zuletzt stellt die nicht
kontrollierbare ~ Hirnschwellung mit nachfolgender Herniation lebensnotwendiger
Hirnstrukturen die wichtigste Todesursache der betroffenen Patienten dar (97;123;162). Uber
die immunpathologischen Mechanismen, welche diesen Folgereaktionen zugrunde liegen, ist
bisher noch wenig bekannt. In der Literatur wird lediglich iiber die Quantifizierung einiger
Mediatoren berichtet (10;123). AuBBerdem wird in diesem Zusammenhang eine Storung der
Blut-Hirn-Schranken-Funktion diskutiert. Verschiedene Studien belegen, dass die Funktion
der Blut-Hirn-Schranke quantifiziert durch den Reiber-Quotienten signifikant mit der
systemischen Entziindungsreaktion nach SHT im Sinne einer Angleichung der systemischen
und lokal im Liquor gemessenen Zytokine korreliert (53;97). Es lieBen sich in verschiedenen
Arbeiten pro- und antiinflammatorische Mediatoren im Liquor nach schwerem SHT
nachweisen (16;162). Aullerdem fanden sich Hinweise darauf, dass es unabhingig von der
Entwicklung eines Multiorganversagens bzw. einer signifikanten Storung der BHS zu

schwerer sekunddrer Hirnschiddigung nach SHT kommt (109). Erkenntnisse aus Forschung an
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chronisch entziindlichen Erkrankungen des ZNS wie beispielsweise Multiple Sklerose (MS)
und Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) brachten Hinweise auf eine funktionelle Beteiligung
korpereigener Abwehrzellen an der Entwicklung sekundédrer Hirnschdden zutage
(118;161;182). In diesen Arbeiten wurden im Liquor der Patienten humane Immunzellen wie
Monozyten/Makrophagen oder T-Lymphozyten detektiert, denen eine zentrale Rolle bei der
Ausbildung lokaler inflammatorischer Prozesse angeschuldigt wird (155;173). Diese Zellen
besitzen aufgrund ihrer enzymatischen Ausstattung mit Proteasen erhebliches pathologisches
Potenzial zur Entfaltung gewebsstindiger Entziindungsprozesse, welche wiederum
letztendlich das Odem verursachen konnen (17;137).
Die zelluldren Sub-Populationen, denen ein erhebliches Potenzial zur Ausbildung sekundérer
Hirnschidden bescheinigt wird, sind bei Patienten nach schwerem SHT bislang nur
unzureichend, bzw. in der Frithphase nach Trauma noch gar nicht charakterisiert. Ebenfalls
bislang nicht untersucht ist eine mogliche Emigration immunkompetenter Zellen in den
Liquorraum nach Trauma.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher:

1. Analyse der Subpopulationen immunkompetenter Zellen im Liquor nach SHT

2. Analyse pro- und antiinflammatorischer Zytokine

3. Korrelation der Ergebnisse mit der Funktion der Blut-Hirn-Schranke
In der Studie konnte erstmals eine Reihe von Subpopulationen immunkompetenter Zellen im
Liquor von Patienten nach schwerem SHT mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen
werden. Die Probengewinnung entsprach einem standardisierten Abnahme- und Zeitprotokoll.
Uber die ersten 72 Stunden nach Trauma wurden zu fest definierten Entnahmezeitpunkten
Liquor- und Blutproben vom Patienten gewonnen und nach Aufbereitung der jeweiligen
Untersuchungsmethode (Durchflusszytometrie, ELISA, Routinelabor) zugefiihrt. Die

durchflusszytometrische Analyse zur Quantifizierung von B-Lymphozyten, T-Lymphozyten,
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Monozyten und NK-Zellen wurde durchgefiihrt und die Dynamik {iber die ersten 72 Stunden
nach Trauma dargestellt. Gezeigt werden konnte, dass es zu einem signifikanten Anstieg aller
gemessenen immunkompetenten Zellen gegeniiber den Kontrollwerten kam.

Beziiglich des Einflusses der Funktion der Blut-Hirn-Schranke lie sich kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den Subpopulationen zeigen. Die Ergebnisse @hneln
Daten aus vorangegangen Studien an chronisch entziindlichen Erkrankungen des ZNS.

Eine Substudie beinhaltete die Analyse des antiinflammatorischen Zytokins IL-1ra. IL-1ra ist
bereits nach Aufnahme signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe erhoht. Im Gegensatz zu
fritheren Studien an nichttraumatischen SAB war in der Frithphase allerdings keine statistisch
signifikante Dynamik detektierbar. In diesem Zusammenhang ist jedoch zu erwédhnen, dass
sich der Beobachtungszeitraum der Studie auf die ersten 72 Stunden nach Trauma beschrinkt.
Moglicherweise kommt es im weiteren Verlauf zu dhnlichen Ergebnissen wie in der Arbeit
von Mathiesen et al. AuBerdem wurde dargestellt, dass IL-1ra unabhéngig von Monozyten,
welche als primérer Ursprung fiir IL-1ra gelten, ansteigt.

Die vorliegende Arbeit unterstiitzt somit die These, dass immunkompetente Zellen eine
herausragende Rolle in der Entwicklung sekunddrer Hirnschdden spielen konnten.
Weiterfiihrende Studien miissen die zugrunde liegenden Mechanismen der mdglicherweise
von der Blut-Hirn-Schranke unabhingigen Emigration immunkompetenter Zellen in
Zusammenschau mit der Sekretion pro- und antiinflammatorischer Mediatoren aufkldren.
Detailliertere Daten lassen moglicherweise Schlussfolgerungen fiir therapeutische Konzepte

beziiglich eines sekundédren Hirnschadens insbesondere der Neuroinflammation zu.
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8 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ANP
BHS
BNP
CCT
CD
CDC
CPP
CSF
EAE
EDB
EDTA
ELISA
FACS
GCS
GOS
HWZ
ICB
ICP
IgG
INF-y
IL
IL-1ra
kD

MAP

MHC
mmHg
MRT

MS

MW
NK-Zellen
NT-proBNP

Atrial natriuretic peptid
Blut-Hirn-Schranke

Brain natruiretic peptid

cranielle Computer tomografie
Cluster of Differentiation

Centers of Disease Control
zerebraler Perfusionsdruck
Cerebro-Spinal Fluid
experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis
Epidurale Blutung
Ethylendiamintetraessigsdure
Enzyme-linked-immunosorbent assay
Fluorescence activated cell sorter
Glasgow Coma Scale

Glasgow outcome score
Halbwertszeit

intracerebrale Blutung
Intracerebral pressure
Immunglobulin G
Interferon-gamma

Interleukin
Interleukin-1-Rezeptor-Antagonist
Kilodalton

minnlich

mittlerer arterieller Blutdruck
Major Histocompatibility Complex
Millimeter Quecksilbersdule
Magnetresonanztomographie
Multiple Sklerose

Mittelwert

Natiirliche Killerzellen

N-terminales pro brain natriuretic peptide
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Qa
SAB

SDB
SEM
SHT
Tab.
TCDB
TNF-a

ZNS

statistische Wahrscheinlichkeit
Albuminquotient
Subarachnoidalblutung
Subdurale Blutung

standard error of mean
Schédel-Hirn-Trauma

Tabelle

Traumatic Coma Data Bank
Tumornekrosefaktor alpha
weiblich

Zentrales Nervensystem
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