Aus der Chirurgischen Klinik und Poliklinik
der Ludwig-Maximilians-Universitidt Miinchen
Klinikum Innenstadt
Direktor: Prof. Dr. med. Wolf E. Mutschler

ANALYSE VON §100-B, IMMUNKOMPETENTER
ZELLEN UND PMN-ELASTASE IM LIQUOR
SCHADEL-HIRN-TRAUMATISIERTER PATIENTEN

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultit der

Ludwig-Maximilians-Universitdt zu Miinchen

vorgelegt von
Christoph Rudolf Albert Egginger
aus
Simbach am Inn

2010



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultit

der Universitit Miinchen

Berichterstatter: Priv. Doz. Dr. med. P. Biberthaler

Mitberichterstatter: Priv. Doz. Dr. Uwe Koedel
Priv. Doz. Dr. Alexander Faufiner
Prof. Dr. Joerg-Christian Tonn
Prof. Dr. Dr. h.c. Karl-Walter Jauch

Mitbetreuung durch den

promovierten Mitarbeiter: Dr. med. Chlodwig Kirchhoff

Dekan: Prof. Dr. med. Dr. h.c. M. Reiser, FACR, FRCR

Tag der miindlichen Priifung: 21.10.2010



Gewidmet meinen Eltern






1.
1.1.

1.2

1.2.1.
1.2.2.

1.3.

1.3.1.
1.3.2.

1.4.

1.4.1.
1.4.2.
1.4.3.

1.5.

3.1.

3.2.

3.3.

34.

3.4.1.
3.4.2.

3.5.

3.5.1.
3.5.2.
3.5.3.

4.1.

4.2

4.2.1.
4.22.

4.3.

4.3.1.
4.3.2.
4.3.3.

434

4.4.

4.4.1.
4.42.

EINLEITUNG UND HINTERGRUND

Definition und Klassifikation des Schéidel-Hirn-Traumas

Pathophysiologie des Schidel-Hirn-Traumas
Primérer Hirnschaden
Sekundarer Hirnschaden

Zerebrale Verinderungen nach SHT
Inflammation und SHT
Blut-Hirn-Schranke

Mechanismen auf zelluldrer Ebene
S100-B

CD-14+ und CD-15+ Zellen: Zwei Leukozyten-Vertreter in der posttraumatischen Inflammation

PMN-Elastase

Aktuelle Therapieansétze nach SHT

ZIELSETZUNG

PATIENTEN UND METHODEN

Studiendesign
Ein- und Ausschlusskriterien
Kontrollgruppe

Probengewinnung
Gewinnung des Liquors
Gewinnung und Analyse von Blutproben

Messverfahren und Methodik

Durchflusszytometrische Analyse

Analyse der Konzentration von PMN-Elastase im Liquor mittles ELISA
Analyse der Konzentration von S100-B im Liquor

ERGEBNISSE

Patienten und Kontrollkollektiv

Analyse von S100-B
Ergebnisse von S100-B im Liquor (CSF)
Dynamik von S100-B im Liquor in Abhéngigkeit der Blut-Hirn-Schranke (BBB)

Durchflusszytometrische Analyse

Héufigkeit und Dynamik der CD-14+Monozyten (M)

Dynamik der CD-14+Monozyten in Abhingigkeit der BBB-Funktion
Hiufigkeit und Dynamik der CD-15+ Granulozyten (Gay)

Dynamik der CD-15+Granulozyten in Abhéngigkeit der BBB-Funktion

Polymorph-Nukleire-Elastase (PMN-Elastase)
Dynamik der PMN-Elastase im Liquor
Dynamik der PMN-Elastase im Liquor in Abhédngigkeit der BBB-Funktion

14
14
18
20

21

23

25
25
26
28

28
28
30

30
30
36
37

41
41

44
44
45

47
47
50
51
53

55
55
56



S.

5.1.
5.2.
5.3.

54.

54.1.
5.4.2.

5.5.

10.

DISKUSSION
Patienten und Kontrollkollektiv
Probengewinnung
S100-B

Durschflusszytometrische Analyse
CD-14+ Monozyten
CD-15+ Granulozyten

PMN-Elastase

ZUSAMMENFASSUNG

LITERATUR

GLOSSAR

LEBENSLAUF

DANKSAGUNG

58
59
60
62

66
66
68

69

71

76

89

92

93



1.  Einleitung und Hintergrund

Das Schidel-Hirn-Trauma (SHT) stellt trotz des in den letzten Jahren deutlich verbesserten
Traumamanagements und  neuester  wissenschaftlicher  Erkenntnisse in  der
Grundlagenforschung und vielversprechender Therapiestrategien ein seit Jahrzehnten
unverindert groBes Problem fiir das Uberleben gerade der jungen Bevélkerung dar (1-5).

Im Jahr 2004 verstarben in Deutschland insgesamt 33309 Menschen an Folgen &duflerer
Ursachen, darunter meist Strallenunfille und Stiirze. Die fiir die Letalitit dieser Unfille
verantwortlichen Traumata waren in 13963 Fillen Verletzungen des Schidels, was einem
Anteil von 41,9% entspricht (Stat. Bundesamt 2004). Das SHT bleibt somit mit einer
Sterberate zwischen 37% und 60% die fiihrende Ursache der Mortalitdt verungliickter
Patienten (Stat. Bundesamt 2004) (6, 7). Doch nicht nur die Mortalititsrate selbst ist in diesem
Zusammenhang zu erwihnen, auch die iiberlebenden SHT-Patienten, die nicht selten unter
neurokognitiven  Defekten und schweren Behinderungen mit anschlieender
Pflegebediirftigkeit leiden, bedeuten eine nicht unerhebliche finanzielle Belastung fiir unser
Gesundheitssystem und stellen ein ernstzunehmendes soziales Problem dar (8-10).
Schitzungen zufolge geht man derzeit von 200 — 300 SHTs pro 100.000 Einwohner aus (11).
Beschriankt man sich auf die schweren SHTs, ergibt das fiir die BRD eine Zahl zwischen
27.000 bis 40.000 Verungliickten pro Jahr (10).

Um einen effektiven Ansatz zur Reduzierung der Folgen des SHTs zu finden, ist es von
grofer Bedeutung, genaue Kenntnisse iiber die Pathophysiologie des SHT zu erlangen. Dabei
spielt die Einteilung in primdren und sekundiren Hirnschaden eine wesentliche Rolle. Die

dabei beteiligten Mechanismen und Grundlagen werden im Folgenden niher erldutert.



1.1.  Definition und Klassifikation des Schiidel-Hirn-Traumas

Als Schidel-Hirn-Trauma werden Verletzungen bezeichnet, bei denen meist aufgrund eines
stumpfen oder penetrierenden Traumas das Gehirn dauerhaft oder temporir geschadigt wird.
Eine heute international verwendete Einteilung zur Beurteilung des Schweregrades eines
SHTs wird durch den 1974 von Teasdale und Jennett eingefiihrten ,,Glasgow Coma Scale*
(GCS), der auf dem initial nach Unfall festgestellten neurologischen Status des Patienten

basiert, vorgenommen (siehe Tabelle 1) (12).

Schweregrad des SHT GCS (Punkte)
1. Grad 15-13

= leichtes SHT

2. Grad 12-09

= mittelschweres SHT

3. Grad 8=
= schweres SHT:

Tabelle 1: Klassifikation des Schidel-Hirn-Traumas (SHT)
mittels Glasgow-Coma-Scale (GCS)

Der GCS ist als dynamische Messgrofle zu betrachten und ist ein wichtiger Parameter zur
Verlaufskontrolle. Ausgedehnte prospektive Studien konnten zudem eine signifikante
Korrelation zwischen dem initialen GCS und dem Outcome der SHT-Patienten nachweisen
(13-16).

Zur Charakterisierung der morphologischen Schidigung wird der ,,Marshall Score* (siehe
Tabelle 2) verwendet, der anhand im CT gewonnener Bilder eine Schweregradeinteilung der
Verletzung ermoglicht. Marshall et al. konnten hierbei einen signifikanten Zusammenhang
zwischen den im CT erhobenen morphologischen Daten und der Prognose der Patienten
erheben (17-21). Nachdem allerdings héufig deutliche Unterschiede zwischen dem
morphologisch erkennbaren Hirnschaden und der vom Patienten dargebotenen Klinik zu

erkennen waren, findet diese Methode im klinischen Alltag nur selten Anwendung. Sie wird



hauptsidchlich in wissenschaftlichen Arbeiten zur Objektivierung des vorhandenen

Hirnschadens angewandt (17).

CT Klassifikation nach Marshall

Definition Mortalitét

Diffuse Injury (DI} |

Diffuse Injury (DI Il

Diffuse Injury (DI) II

Diffuse Injury (DI) IV

Evacuated mass lesion (EML)

Non-evacuated mass lesion (NEML)

Normaler CT Befund (klinische Diagnose)

Basale Zysternen offen,
Kontusion/Hamatom < 25 ccm

Basale Zysternen komprimiert,
Kontusion/Hamatom < 25 ccm

Basale Zysternen veschlossen,
Kontusion/Hamatom < 25 cem

Chirurgisch evakuiertes intrakranielles
Hamatom (SDH, EDH)

Kontusion/Hamatom > 25 ccm, o
nicht chirurgisch evakuiert 55%

Tabelle 2: Klassifikation des CT-morphologischen Schweregrades der Schéddel-Hirn-Verletzung nach Marshall

a7)

1.2. Pathophysiologie des Schidel-Hirn-Traumas

Spricht man von einem Schédel-Hirn-Trauma, muss man zwei wesentliche Aspekte beachten.

Zum einen den direkt durch den initialen traumatischen Impact (1% hit®) hervorgerufenen

wprimdren Hirnschaden, der eine mechanische Zerstorung des Hirngewebes hervorruft.

Dieser stellt einen meist irreversiblen Zustand dar, wird jedoch nicht als die wesentliche

Ursache der hohen Sterblichkeit angesehen. Zum anderen der durch diese primére Schiadigung

getriggerte ,,sekunddre Hirnschaden®, der vielmehr fiir das meist negative Outcome nach

SHT verantwortlich ist (3, 4, 22, 23).

Um die hohen Sterblichkeitsrate zu senken ist es von enormer Wichtigkeit die Ursachen

dieses Sekunddrschadens und die genauen Ablidufe der zugrunde liegenden Pathophysiologie

zu kennen und zu verstehen (24).



Die folgende Abbildung soll einen Uberblick iiber die Vorginge nach Schidel-Hirn-Trauma

geben (siehe Abbildung 1).
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Abbildung 1: Pathophysiologie des SHT: Mechanismen der primédren und sekundédren Hirnschidden aus ((25))

1.2.1. Primirer Hirnschaden

Zum Zeitpunkt des Traumas erfihrt das Gehirn eine direkte, meist durch stumpfe oder
penetrierende Gewalt von auflen bedingte, mechanische Krafteinwirkung auf den Schidel und
das Neurokranium. Dies fiihrt u.a. durch cerebrale Kontusionen und Scherverletzungen von
Neuronen und Blutungen zu fokalen und diffusen Schéadigungen des Gehirns. Die fokalen
Schiden &uBern sich in erster Linie durch fronto-temporale Rindenprellungsherde mit
Kontusionszonen und Markblutungen, die nicht immer mit einem schlechten Outcome
verbunden sind. Im Gegensatz dazu ist die durch indirekt einwirkende Scherkrifte
hervorgerufene diffuse Schidigung axonaler Strukturen, die ,.diffuse axonal injury* (DAI),
mit einer duBerst schlechten Prognose assoziiert (26, 27). Allgemein ergibt sich bei der

direkten Schiddigung zum einen ein Untergang der Zellen durch Disruption der Zellmembran
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und Zerstorung des Zytoskeletts. Andererseits stellt sich durch eine erhohte Permeabilitét der
Zellmembran ein stiarkerer Ionenflufl in und aus der Zelle ein, was v.a. durch einen erhohten
Kalziumeinstrom fiir den Zelluntergang mitverantwortlich ist (28-31). Aufgrund der
begrenzten Regenerationsfdahigkeit des Nervengewebes stellt die primére Schidigung einen

wichtigen Faktor bei der Prognoseeinschitzung dar (32).

1.2.2. Sekundirer Hirnschaden

Entgegen der allgemein angenommenen Meinung, dass der traumatische Schaden per se fiir
die hohe Sterblichkeit nach SHT verantwortlich ist, ist vielmehr der zeitlich verzogert
auftretende und durch den Primirschaden getriggerte ,,sekundére Hirnschaden der Grund fiir
die schlechte Prognose (27).

Bereits Miller et al. konnten nachweisen, dass durch den kumulativen Effekt der
Sekundirldsion die Ausdehnung des funktionellen Hirnschadens wesentlich mitbestimmt und
dadurch das neurologische Outcome negativ beeinflusst werden kann (33-36). Charakterisiert
wird dieser sekundidre Hirnschaden durch eine intrakranielle Entziindungsreaktion, die zu
einer verzogerten Entwicklung eines posttraumatischen Hirnodems fithren kann (siehe

Abbildung 2).



Abbildung 2: Posttraumatisches Hirnddem nach geschlossenem SHT mit Subduralhdimatom, okzipitaler
Kontusionsblutung und ausgeprigtem Hemisphidrenodem mit Mittellinienverlagerung und Kompression des

lateralen Ventrikels mit anschlieBender Kraniektomie (aus (25))

Der durch das Odem bedingte intrakranielle Druckanstieg, welcher mit einer Reduktion des
zerebralen Blutflusses und einer Stérung der Blut-Hirn-Schranke assoziiert ist und
letztendlich zu einer sekundiren zerebralen Ischimie und zum neuronalen Zelltod fiihrt, stellt
den zugrunde liegenden Mechanismus der hohen Sterblichkeit nach SHT dar (1, 5, 25, 37-41).
Graham et al. konnten bereits 1978 durch Sektionen an Patienten, die an einem Schidel-Hirn-

Trauma verstorben sind, eine Inzidenz an zerebralen Ischamien von 92% nachweisen (42).



Die Tabelle 3 zeigt systemische und intrakranielle Ursachen einer zerebralen Ischdmie (siehe

Tabelle 3):
Systemische Ursachen Intrakranielle Ursachen
Eingeschrankte Oo-Versorqung Hypoxamie erhdhter ICP
Hypotonie Vasospasmus Verlust der
Anamie Autoregulation
Erhéhter Oo-Verbrauch Pyrexie Krampfe
Azidose Hyperglykamie
Hyperkapnie

Tabelle 3: Die hiufigsten Ursachen der zerebralen Ischimie nach einem schweren Schddel-Hirn-Trauma
(modifiziert nach: R.M. Chesnut (1995): ,,Secondary brain insults after head injury: clinical perspectives “New-

Horiz 3(3): 366-75) (43)

In diesem Zusammenhang sollte an die anatomischen Besonderheiten des Schidels gedacht
werden, aufgrund derer alle posttraumatischen Veridnderungen zu einer enormen Zunahme des
ICP fiihren. Die Monroe-Kellie-Doktrin stellt die zugrunde liegende Gleichung dar (siehe

Abbildung 3).

Volumen jptrakraniell = Volumen Wiy + Volumen | jqyor + Volumen gyt

Abbildung 3: Gleichung der Monroe-Kellie-Doktrin



Die Arbeitsgruppe um Changaris et al. konnte u.a. eine direkte Korrelation zwischen dem
Anstieg des ICP und der Letalitit nachweisen (44, 45). Der sinkende zerebrale
Perfusionsdruck (CPP) stellt dabei eine wichtige einflussnehmende Komponente dar. Die

folgende Formel erldutert die Berechnung des CPP (siehe Abbildung 4):

Zerebraler Perfusionsdruck (CPP) = arterieller Mitteldruck (MAP) — intrakranieller Druck (ICP)

(MAP = Pgijq + 1/3 (Psys - Pgia)

Abbildung 4: Formel zur Berechnung des zerebralen Perfusionsdruckes (CPP)

Zusitzlich zu dem kraniellen Schaden sind die SHT-Patienten in bis zu 90 % der Fille von
extrakraniellen Begleitverletzungen betroffen. Dazu zidhlen neben der Hypoxie und Hypotonie
auch Frakturen, die meist operativ versorgt werden miissen (46-52). Sollte bei der Versorgung
der Verletzungen die neuroinflammatorische Pathophysiologie nicht genau beachtet werden,
kann es zu Sekundirinsulten (,,2Ild hit*) kommen, die durch ihren kumulativen Effekt
zusammen mit der Inflammation fiir die schlechte Prognose verantwortlich sind (48, 53, 54).
Die durch eine Verminderung des zerebralen Blutflusses verursachte Hypoperfusion des
Gehirns ist dem Verlust endogener Vasodilatatoren (z.B. Nitrid Oxide) und einer

gleichzeitigen Zunahme von Vasokonstriktoren (z.B. Endothelin-1) zuzuschreiben (55-58).

1.3.  Zerebrale Verinderungen nach SHT

1.3.1. Inflammation und SHT

Die iiberschieBende intrakranielle Entziindungsreaktion ist als der zentrale
pathophysiologische Prozess fiir die Entstehung des sekunddren Hirnschadens nach SHT
anzusehen (40, 59). Es ist somit von enormer Bedeutung schnellstmoglich ein Gleichgewicht

in der posttraumatischen Inflammation herzustellen (60, 61).




Die folgende Abbildung soll einen Eindruck der Vorginge bei der posttraumatischen

Inflammation geben (siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: Allgemeine Vorginge der Neuroinflammation nach SHT (aus (25))

Eine Entziindung wird als eine vitale Reaktion im Sinne eines Schutzmechanismus auf innere
oder d@uBlere Angriffe, die eine potentielle Bedrohung fiir den Korper darstellen, verstanden.
Dies konnen neben Infektionen und Autoimmunreaktionen auch posttraumatisch entstandene
Strukturschdden des Korpers sein. Im Bezug auf das zentrale Nervensystem ging man davon
aus, dass es sich um ein immunprivilegiertes System handelt. Zum einen wurde dies mit
einem fehlenden Lymphsystem, wobei die Arachnoidea und der Virchow-Robin-Raum
Ausnahmen darstellen, zum anderen durch das Vorhandensein der Blut-Hirn-Schranke (BBB)
und somit einer Abgrenzung vom peripheren Immunsystem, begriindet. Verschiedene
Arbeiten haben mittlerweile gezeigt, dass Gliazellen und Neuronen selbst eine wichtige
Quelle fiir inflammatorische Mediatoren darstellen (62-68). Kommt es zu einer Schidigung
des Gehirns (z.B. traumatische oder toxische Verletzungen) reagiert das Gewebe, ausgehend
vom Mononukledren Phagozytensystem (MPS), innerhalb von Sekunden bis Minuten durch

die Aktivierung des Komplementsystems mit einer neuropathologischen Reaktion, der sog.



Gliose. Bei diesen Prozessen, als ,first line of defense” bezeichnet, werden durch
Ausschiittung spezieller Komplementanaphylatoxine, C3, und Cs,, proinflammatorische (u.a.
TNF, IL-1) und chemotaktische Zytokine freigesetzt (62, 69). Die Anaphylatoxine Cs, und
Cs, induzieren die hepatische Akutphasereaktion durch eine Geninduktion wichtiger
inflammatorischer Transkriptionsfaktoren und proinflammatorischer Mediatoren. Das Ganze
fiihrt zu einer Aufrechterhaltung und Exazerbation der systemischen und intrakraniellen
Inflammation (14, 70, 71). Sedgwick et al. gelang es eine durch TNF, IL-8 und Csa getriggerte
und Chemokin vermittelte Rekrutierung der bei der Inflammationsreaktion maBgeblich
beteiligten Leukozyten darzustellen (72). Die folgende Tabelle soll einen kurzen Uberblick
tiber die allgemeinen pathophysiologischen Folgen nach einer posttraumatischen

Inflammation im Bereich des ZNS geben (siehe Tabelle 4).

—> Aktivierung von Mikroglia

- Odembildung

—> Expression von Zellen des MHC

-> Expression von Adhasionsmolekiilen

-> Eindringen von immunkompetenten Zellen

Trauma

- SIRS (systemic inflammatory response syndrome)
- Immunoparalyse
-> Synthese und Freisetzung von pro- und anti-

inflammatorischen Mediatoren (z.B. Zytokine,

Prostaglandine, freie Radikale)

Tabelle4: Pathophysiologie bei Inflammation des ZNS nach Trauma
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Die Unterscheidung in proinflammatorische und anti-inflammatorische Zytokine spielt in der
posttraumatischen Inflammationsreaktion eine wichtige Rolle. Hierbei werden die sog.
proinflammatorischen Zytokine, welche als Vorstufen von Proteinen, den sog. ,precursor
proteins“, intrazelluldr gespeichert sind in der direkten posttraumatischen Phase
ausgeschiittet. Erst als Folge kommt es zur Freisetzung der bereits erwihnten anti-
inflammatorischen Zytokine. Dabei zeigen sich die Zytokine nicht direkt fiir den Zelltod
verantwortlich, sondern sie bedingen die Produktion von Molekiilen mit einer pro-
apoptotischen Wirkung. Betrachtet man z.B. das Zytokin IL-18, welches auch als ,,interferon-
y inducing factor” bezeichnet wird und unter traumatischen Umstdnden in Folge der
entstehenden Inflammationsreaktion hochreguliert wird, erkennt man, dass es u.a. eine
Induktion des fiir den Zelltod verantwortlichen Molekiils Fas und Fas-Ligand bewirkt (73).
Diese gehoren zu den Rezeptoren des Tumor Nekrose Faktors (TNF), einem entscheidenden
Zytokin der posttraumatischen Entziindungsreaktion (37, 74, 75). Die Folge dieser
Zytokinfreisetzung in  Verbindung mit der gleichzeitigen  Ausschiittung von
Adhisionsmolekiilen (z.B. CD8/CD11, ICAM-1, ELAM-1) und Chemokinen bedingt das
Fortschreiten einer inflammatorischen Kaskade. An dieser Stelle werden u.a. eine Stérung der
Ionenverteilung sowie der Verlust wichtiger Membranpotentiale diskutiert. Unter dieser
Kaskade stellen sich eine Neurodegeneration und eine Zerstorung der Blut-Hirn-Schranke
(BBB) ein (69). Als weiteres Kennzeichen der neuronalen Inflammation kommt es zu einer
IL-1 getriggerten Odembildung des ZNS. IL-1 spielt durch eine Ausschiittung des ,,vascular
endothelial growth factor* (VEGF) eine wichtige Rolle. Im weiteren Verlauf erfolgt eine
durch chemotaktische Faktoren getriggerte Rekrutierung von Leukozyten an den Herd der
zerebralen Schiddigung. Durch ein Ungleichgewicht des transzelluldren lonengradienten und

der daraus folgenden Ausschiittung exzitatorisch wirkender Aminosiuren, erhoht sich der

intrazelluldre Anteil an Wasserstoffionen (HT), wodurch es neben einer Azidose zu einem

Einstrom von extrazellulirem Calcium kommt. Die von Barone et al. beschriebene Calcium-
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Toxizitét fithrt neben einem Mangel an Energie in Form von ATP und durch ein gesteigertes
Ausschiitten von Transmittern, wie z.B. Glutamat, zu einem weiteren Untergang neuronaler
Zellen (76). Neben den erwidhnten negativen Effekten aktiviert die posttraumatische
Entziindungsreaktion auch neuroreparative und neuroregenerative Mechanismen durch
Induktion von Neurotrophinen wie den ,nerve growth factor* (NGF) in Gliazellen und
Neuronen (65, 77, 78). Diese antiinflammatorische Bedeutung einiger ebenso

proinflammatorischer Zytokine, wie TNF oder IL 6, wird als ,,dualer Effekt* bezeichnet.

1.3.2. Blut-Hirn-Schranke

Bereits 1885 konnten Paul Ehrlich und spéter Edwin Goldman aufzeigen, dass sich zwischen
dem Blutkreislauf des Korpers und dem des ZNS eine physiologische Barriere befindet.
Entdeckt wurde dieses Phdnomen, als Ehrlich bemerkte, dass sich das Gehirn bei Injektion
saurer Farbstoffe in den mit Liquor gefiillten Raum anfirben lie3, nicht jedoch bei peripherer
intraarterieller Applikation dieses Farbstoffes. Er bezeichnete diese natiirlich vorliegende
Begrenzung zwischen peripherem Blut-Kreislauf und Blut-Kreislauf des Gehirns als ,, Blut-
Hirn-Schranke “(BBB). Dieses komplexe System setzt sich aus zerebralen Endothelzellen,
Zellen der Astroglia, den Perizyten, perivaskuldren Makrophagen und einer Basalmembran
zusammen (79). Hauptverantwortlich fiir die Schrankenfunktion sind die Endothelzellen, die

im Vergleich zu den Endothelzellen der Peripherie drei wesentliche Unterschiede aufweisen:

1. tight junctions
2. fehlende pinozytotische Aktivitit mit dadurch geringem
transzellularem Transport

3. spezifisches Carrier- und Transportsystem

12



Funktioniert diese Barriere, ist ein unspezifischer Transport von Stoffen unterbunden und das
Gehirn kann vor Milieuschwankungen der Peripherie bewahrt werden (80-83).

Die folgende Abbildung soll den Aufbau der BBB verdeutlichen (siehe Abbildung 6):

fight
Jjunctions

BLUT l

Endothelzelle

4 . P
/ \ y
‘ \1 ) {
4 9 y . . )
A A_
Astrozyten-  Astrozytare membran
fortsdtze Faktoren

Abbildung 6: Vereinfachte Darstellung der BBB nach Rubin et al (79, 79).

An dieser Stelle sollte kurz auf eine weitere im Bereich des ZNS vorhandene physiologische
Barriere eingegangen werden, die Blut-Liquor-Schranke. Da durch eine Fenestrierung im
Bereich der subarachnoidalen Gefille im Gegensatz zu den Gefédllen des restlichen ZNS eine
potentielle Gefahr des Ubertritts von schidlichen Stoffen in das Gehirn besteht und die
Zusammensetzung des Liquors zur Funktionalitit des Gehirns in engen Grenzen gehalten
werden muss, bedarf auch dieser Bereich einer engen Kontrolle durch eine vorhandene
Schranke (84-86).

Jedes schwere Trauma beeinflusst die Integritit der BBB durch eine systemische
Entziindungsreaktion. Dabei ist es unerheblich, ob es sich dabei um ein peripheres Ereignis
mit oder ohne SHT handelt (40). Dadurch kommt es zu einer bidirektionalen Kommunikation
zwischen Mediatoren des systemischen und intrakraniellen Immunsystems. Das Ganze fiihrt

zum einen zu einer Storung der intrazerebralen Homdostase, zum anderen induzieren
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intrathekal synthetisierte Entziindungsmediatoren eine systemische Immunantwort, was neue
Ansitze zur genauen Diagnostik und Therapie nach SHT dringend erforderlich macht (14, 71,

87, 88).

1.4. Mechanismen auf zellularer Ebene

1.4.1. S100-B

Das Protein, das 1965 von Moor et al. in bovinem Nervengewebe gefunden wurde ist ein
saures, Kalzium bindendes Polypetid von ca. 10 kDa, das v.a. in den Zellen der Astroglia und
den Schwannschen Zellen vorkommt (89). Es moduliert gliale Proteine und reguliert die
Umwandlung intermediérer Filamente in neuronale oder gliale Zellen. Aullerdem soll es eine
Rolle in der Regulation des Energiestoffwechsels spielen und ist zudem bei der
Zellkontraktion und der intrazelluldren Signaltransduktion beteiligt (90, 91). Bei genaueren
Untersuchungen fand man heraus, dass es bei einem normalen pH-Wert in einer mit 100%
Ammoniumsulfat gesittigten Losung in einem loslichen (,,soluble ) Zustand vorliegt. Aus
diesen Beobachtungen heraus wurde es als ,,Protein S100* bezeichnet. Bis heute konnten in
dieser Familie 16 verschiedene Typen differenziert werden, wobei die Proteine mit der
Bezeichnung S100-A1 und S100-B am hiufigsten zu finden sind (92). Die S100-Proteine kann
man v.a. im Liquor, in geringeren Mengen auch im Blut und Urin nachweisen. Die im Serum
angegebenen Werte fiir gesunde Leute betragen zwischen 0,02 und 0,15 pg/l. Geschlechts-
und altersspezifische Unterschiede sind nicht als relevant beschrieben. Deutliche
Unterschiede gibt es allerdings bei Jugendlichen, Kindern und Neugeborenen, wo bei

Untersuchungen Mediane bis zu 1,45 pg/l gefunden wurden (93-96) (siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7: S100-B Konzentrationen bei Kindern aus (96)

Durch diverse Studien der letzten Jahre wurde S100-B als ein wichtiger Parameter im
Rahmen der klinischen Diagnostik etabliert. Die folgende Tabelle zeigt einen Zusammenhang
zwischen S100-B als biochemischen Marker und dem Verlauf diverser Krankheiten sowie

eine Verwendung im klinischen Alltag verschiedener Fachrichtungen:

e AIDS

¢ Kardiochirurgie

¢ Down-Syndrom

¢ Ischimischer Hirninfarkt
¢ Herz-Kreislauf-Stillstand

¢ Neurochirurgie

15



Das Protein S100-B stellt eine vor allem hirnspezifische Gruppe dar, ldsst sich aber ebenso in
renalem Gewebe, Knochen-, Knorpel, Fettgewebe und den Genitalorganen nachweisen (91,
97). Bereits seit vielen Jahren hat man einen Zusammenhang zwischen dem Ansteigen des
Proteins und einer traumatischen Hirnschidigung vermutet. Doch erst mit der
Weiterentwicklung genauerer Messmethoden konnte man S100-B als wichtigen
biochemischen Marker zur Erhebung des AusmaBes eines SHT verwenden. Die
Arbeitsgruppe um Biberthaler et al. konnte die Relevanz von S100-B im Bezug auf die
Identifikation von Hochrisikopatienten nach leichtem SHT aufzeigen (98, 99). Eine
Korrelation zwischen einem Anstieg des Proteins im Liquor, einem Ansteigen des ICP und
dem Ausmal} des fokalen Hirnschadens konnte von Hayakata et al. analysiert werden (100).
In diversen Studien konnte man im Rahmen der SHT Diagnostik ein entscheidendes Problem
aufzeigen. So ldsst sich anhand der initialen kranialen CT Diagnostik, innerhalb von 1-2
Stunden nach Trauma nicht das endgiiltige Ausmal der intrakraniellen Blutung einschitzen
(101, 102). Da sich mit Hilfe neuester Immunoassays die Proteinkonzentration im Serum
mittlerweile in weniger als 40 Minuten messen ldsst, hat sicherlich die Praktikabilitit im
Rahmen der frithzeitigen Diagnostik in diesem Zusammenhang deutlich an Bedeutung
gewonnen (103-108).

Seither wurde in mehreren Arbeiten ein Zusammenhang zwischen dem Ansteigen des
Proteins im Serum, wie auch im Liquor, und einer neurologischen Storung aufgezeigt.
Dariiber hinaus konnte einerseits eine direkte Verbindung zwischen der Hohe des Anstiegs
und des Ausmalles der Hirnschidigung gefunden werden (109-112). Bei Patienten mit nur
geringen Folgeschidden wurde andererseits ein Riickgang in den Normbereich innerhalb 48
Stunden nachgewiesen, wobei bei schwerer traumatisierten Patienten mit Folgeschiden eine
kontinuierlich erhohte Konzentration zu erkennen war (110). Eine weitere wichtige und
interessante Anwendung findet das Protein im Rahmen der Krebsforschung, wo es bei

Patienten mit Hirnmetastasen als Parameter zur Messung der Funktion der Blut-Hirn-
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Schranke dient, was sicherlich auch bei der Diagnostik und Verlaufskontrolle von SHT-
Patienten einen wichtigen Aspekt darstellt. Aufgrund der erwédhnten Unterschiede beziiglich
der verschiedenen Reaktionen des Proteins bei leichter- bis schwerverletzten Patienten nach
SHT, wurde zur Planung weiterer Therapiestrategien eine genaue Definition des
pathologischen Schwellenwertes erforderlich. Bisher gelten Werte iiber 0,50 pg/l als
pathologisch, es gibt allerdings auch Empfehlungen ab einem Wert von 0,18 pg/l die
Patienten einer genaueren bildgebenden Diagnostik zu unterziehen. Bei Werten iiber 2,0 pug/l
wird bisher von einem sicherlich negativen Verlauf fiir die Patienten ausgegangen (113-115).
Dariiber hinaus konnte eine erhohte Konzentration an S100-B auch in Patientengruppen
gemessen werden, die nicht nur isolierte Schidelverletzungen, sondern schwer- und
mehrfachverletzt wurden. Als Ursprung vermutet man neben den bereits erwéhnten
extrakraniellen Quellen, wie z.B. Fett-, Muskel- und Knochengewebe, auch eine Freisetzung
aus dem ZNS durch eine schockinduzierte Mikroperfusionsstorung (110, 116).

Betrachtet man die groB3e Vielfalt der Anwendungsméglichkeiten von S100-B im Rahmen der
SHT Diagnostik ist es von groler Bedeutung, das bisher begrenzte Wissen iiber die Dynamik
des Proteins im Liquor wie auch im Serum der SHT-Patienten zu erweitern und die

gewonnenen Ergebnisse genau zu analysieren.
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14.2. CD-14+ wund CD-15+ Zellen: Zwei Leukozyten-Vertreter in der

posttraumatischen Inflammation

Um den Korper vor fremden Organismen zu schiitzen verfiigt das menschliche Immunsystem
iber zwei verschiedene Abwehrmechanismen. Das spezifische Immunsystem setzt sich aus
zwei unterschiedlichen Komponenten zusammen. Die humorale Ebene dient der Bildung
spezifischer Antikorper, wohingegen auf zellulidrer Ebene spezifische T- und B-Lymphozyten
gebildet werden. Demgegeniiber steht das unspezifische System. Dieses besitzt neben
physiologischen Barrieren (wie z.B. den Schleimhauten), unspezifische humorale Faktoren
(wie z.B. das  Komplementsystem),  phagozytierende @ Zellen (wie  z.B.

Monozyten/Makrophagen) und neutrophile Granulozyten.

Unabhéngig vom Abwehrsystem des peripheren Systems konnen sdmtliche Zelltypen des
ZNS proinflammatorische Mediatoren und auch Komplementfaktoren synthetisieren sowie
proinflammatorische und chemotaktischer Zytokine freisetzen und dadurch eine
posttraumatische Entziindungsreaktion induzieren (27, 63-65, 68). Potente chemotaktische
Faktoren (z.B. IL-8), das Komplement-Anaphylatoxin Csa und das von Rancan et al.
analysierte Fractalkine (CX3CL;) sind zudem in der Lage die neuroinflammatorische Antwort
durch eine Rekrutierung und Aktivierung von Leukozyten zu verstirken (27, 66, 68, 117-
120).

Neutrophile Granulozyten (CD-15+) stammen dem unspezifischen Immunsystem ab und
machen ca. 40-50% der Leukozytenpopulation aus. Die Aktivierung der Granulozyten durch
proinflammatorische Zytokine erfolgt in den ersten 24 Stunden nach Trauma. Neben dem
Abwehrmechanismus durch die in den Granula enthaltenen Defensine, Proteasen und Elastase
und durch die Anaphylatoxin Csa getriggerte Bildung reaktiver Sauerstoffmetabolite, den sog
wreactive oxygen intermediates* (ROI) sind sie in der Lage infektiose Mikroorganismen

abzutoten (,,oxidative burst®) (121). Um einen durch posttraumatische Hypoxie und-/oder
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Ischimie bedingten Mangel an Sauerstoff, der bei diesen Vorgingen von grofler Bedeutung
ist, abzuwenden, kommt es zu einer durch TNF und IL-8 induzierten Stimulation von
Granulozyten, worunter es zu einer gesteigerten O,- und H,O, Synthese kommt (122). Diese
Sauerstoffradikale und Proteasen konnen durch Lipidperoxidation biologische Membranen
aufbrechen und zusammen mit den durch Mastzellen freigesetzten vasoaktiven Mediatoren
(z.B. Histamin) die Membranpermeabilitit erhdhen. Dieses als ,,capillary leak* bezeichnete
Ereignis verstirkt das gefiirchtete posttraumatische Hirnodem (123-125).

Die ebenfalls dem unspezifischen System zugehorigen Monozyten entstammen dem
Mononukledren Phagozytirem System (MPS) und werden in der spiteren Phase (> 24h nach
Trauma) aktiviert. Sie stammen den CD-34+ myeloiden Vorlduferzellen des Knochenmarks
ab und stellen die Vorlduferzellen der Makrophagen dar. Durch ihre hohe chemotaktische
Aktivitdt weisen sie ein ausgeprigtes Phagozytosepotential auf. Aus der Blutbahn gelangen
die Zellen u.a. in die Mikroglia des Gehirns, wo sie sich schlieBlich durch die Wirkung
verschiedener Zytokine und dem Makrophagenkolonie - stimulierenden Faktor (M-CSF) zu
ortsstindigen und gewebsspezifischen Makrophagen ausbilden. Als Schnittstelle zum
spezifischen Immunsystem sind sie in der Lage neben der Produktion von Zytokinen, durch
eine sehr potente Phagozytose fremder Antigene, diese iiber HLA-DR Molekiile, einem
Genprodukt des MHC Klasse II Komplexes, den CD-4+ Lymphozyten zu prisentieren und
ebenfalls eine Entziindungsreaktion zu starten (126). Um korpereigenes Gewebe nicht
anzugreifen und zu phagozytieren liegen diese Zellen urspriinglich in einem inaktivierten
Zustand vor und werden erst durch bestimmte Zytokine, wie TNF, Interleukinen und LPS, ein
Lipopolysaccharid aus der Zellwand gram-negativer Bakterien, aktiviert. Dabei docken die
Zytokine an den fiir Monozyten charakteristischen Rezeptor CD-14 an und starten eine
intrazelluldre Signalkaskade, die eine Transskription induziert, welche iiber die Ausschiittung
verschiedener Zytokine zur Aktivierung der Monozyten fiihrt. Diese Vertreter des humanen

Immunsystems spielen bei der posttraumatischen Inflammationsreaktion nach SHT eine
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entscheidende Rolle. Leider ist bisher nur wenig iiber die Dynamik und Verteilung in der

frithen posttraumatischen Phase bekannt.

1.4.3. PMN-Elastase

Granulozyten spielen als primdre Abwehrzellen bei Schutzreaktionen des Korpers eine
besondere Rolle. Die in den Granula der Granulozyten vorhandene Elastase gehort zu den
Serinproteasen und unterstiitzt durch ihre Fihigkeit Amide und Ester zu spalten diese
Abwehrfunktion. Die Proteinase wird von den Neutrophilen zur primédren Abtétung fremder
Mikroorganismen verwendet. Liegen diese extrazelluldr vor wird deren Aktivitdt durch den
al-Proteinase Inhibitor (a1-PI) reguliert. Kommt es durch eine starke Entziindungsreaktion zu
einer vermehrten Freisetzung der Elastase, kann das Potential des beschriebenen
Inhibitionsmechanismus {iberschritten werden und es kommt in Kombination mit der
Produktion von Oxidantien (u.a. H,O,, O,-Radikale) zu Gewebeschiden. Aullerdem konnte
von Porteu et al. gezeigt werden, dass die Proteasen an der Freisetzung eines fiir die Bindung
von Liganden zustidndigen Fragmentes der TNF-Rezeptoren beteiligt zu sein scheinen (127).
Um diese Vorginge nach einer vermehrten Freisetzung abzuwenden, liefert der Organismus
zusitzliche al-Proteinase Inhibitor-Komplexe um die freiwerdende und nicht gebundene
Elastase zu binden. Die Konzentration des PMN-Elastase/a.l-Proteinase Inhibitor-Komplexes
korreliert mit der Menge an freigesetzter Elastase, dient als Aktivitdtsmarker der neutrophilen

Granulozyten und wird zur Verlaufsbestimmung nach Trauma eingesetzt (128).
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1.5. Aktuelle Therapieansitze nach SHT

Der sekundédre Hirnschaden als gefiirchtete Komplikation nach einem Schidel-Hirn-Trauma
stellt ein groBes gesundheitliches und soziales Problem dar. Umso wichtiger ist es
wirkungsvolle Therapieansitze zu entwickeln. Das Ziel muss sein Strategien zu entwerfen,
die das Entstehen der Sekundirfolgen verhindern oder wenigstens so gering wie moglich
halten. Die bisherigen Therapieansidtze basieren auf der Behandlung oder Priavention der
posttraumtischen Inflammationsreaktion, als den entscheidenden Faktor zur Entstehung des
sekunddren Hirnschadens. Demgegeniiber stehen Methoden zur Behandlung des primiren
Hirnschadens und zur Privention dessen Exazerbation. Hierbei sind wu.a. operative
Therapieoptionen, wie das Legen einer Liquordrainage oder die Entlastungskraniotomie, zu
erwidhnen. Andererseits stehen als konservative Therapieoptionen seit langem bekannte
Methoden, wie die Oberkorperhochlagerung, die osmotische Diurese und die
Hyperventilation zur Verfiigung. Das Ziel ist einer Hirnschwellung und somit einem
intrakraniellen Druckanstieg entgegenzuwirken. Neuere Ansitze in der Therapie zielen nicht
nur auf eine Behandlung bereits eingetretener Schiaden oder Folgen nach SHT ab, sondern
setzen bereits bei der Entstehung der posttraumatischen Inflammation als entscheidenden
Faktor bei der Entwicklung des Sekundirschadens an. In vielen Studien der jiingeren
Vergangenheit versucht man Ansitze zu entwickeln um proinflammatorische Faktoren zu
unterdricken. Shohami et al. konnten nachweisen, dass Dexanabinol, ein Cannaboid ohne
psychotische Wirkung, einen inhibitorischen Effekt auf das proinflammatorische Zytokin
TNF ausiibt. Ebenso wurde beschrieben, dass eine Behandlung mit milder Hypothermie einen
Abfall von Interleukin-1f im Liquor und Interleukin-6 im Plasma erreichen kann (129-131).
Die folgende Tabelle stellt bekannte proinflammatorische Mediatoren und bekannte

Inhibitoren gegeniiber (siehe Tabelle 5).
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Proinflammatorische Mediatoren Inhibitoren
TNFa Dexanabinol, Antikérper
IL-1, IL-6 Milde Hypothermie, IL-1ra, Antikdrper
Prostaglandine COX-Hemmer

Tabelle S: Proinflammatorische Mediatoren und mogliche Inhibitoren — aktuelle Therapieansitze

Ein weiterer Ansatz zielt auf den alternativen Komplementweg als wichtigen Faktor der
Neuropathologie nach SHT ab. Die Hemmung des im posttraumatischen Liquor erhohten
Faktor B soll dabei eine Moglichkeit der Therapie darstellen (124, 132). Die lange
angewandte Behandlung mit Steroiden und dessen positiven Effekt konnte durch die
Ergebnisse der ,,CRASH-Studie” (,,Corticosteroid randomization after significant head
injury*) widerlegt werden. Es wurde sogar gezeigt, dass eine Pan-Inhibition negative
Auswirkungen hat, was nicht zuletzt an dem ,,Dualen Effekt* der Inflammation liegt (133).
Neben den erwihnten therapeutischen Ansidtzen gibt es eine Reihe weiterer aktueller
Bemiihungen eine geeignete Therapie zu finden. Die komplexen und multifaktoriellen
Ursachen des SHT machen dies allerdings zu einer dullerst schwierigen Aufgabe und machen

eine strukturierte Kenntnis der pathophysiologischen Vorginge unabdingbar (134, 135).
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2. Zielsetzung

Entgegen der allgemein angenommenen Meinung, dass der traumatische Schaden per se fiir
die schlechte Prognose nach SHT verantwortlich ist, weill man, dass eigentlich der zeitlich
verzogert auftretende sekundidre Hirnschaden fiir das negative Outcome ausschlaggebend ist.
Wie in der vorangegangenen Einleitung gezeigt wurde, ist die liberschieBende intrakranielle
Entziindungsreaktion als der zentrale pathophysiologische Prozess fiir die Entstehung dieses
sekundidren Hirnschadens nach SHT verantwortlich zu machen (40, 59). Durch die
neuroinflammatorische Reaktion mit ihren Folgereaktionen, u.a. einer sekundiren zerebralen
Ischimie, kommt es schlieBlich zu dem gefiirchteten Hirnddem und einer Ausweitung der
Hirnschiddigung in primér nicht betroffene Gebiete, was letztendlich den limitierenden Faktor
darstellt. Weiterhin weill man, dass es sich bei dem ZNS nicht wie urspriinglich angenommen
um ein immunprivilegiertes System handelt, sondern das verletzte Gehirn selbst eine wichtige
Quelle inflammatorischer Mediatoren darstellt. Trotzdem gibt es einen signifikanten
Zusammenhang zwischen der systemischen Entziindungsreaktion nach isoliertem SHT und
der Inflammationsreaktion im ZNS im Sinne einer Angleichung der im Plasma und im Liquor
vorliegenden Zytokine. Eine Storung der Blut-Hirn-Schranke als zusétzlich Einfluss
nehmender Faktor ist in diesem Zusammenhang unbedingt zu beriicksichtigen (136).
Experimentelle Untersuchungen an Patienten mit chronisch entziindlichen Erkrankungen des
ZNS zeigten eine funktionelle Beteiligung von Monozyten/Makrophagen oder T-
Lymphozyten an der Entstehung des sekundidren Hirnschadens, was v.a. an ihrer zentralen
Rolle an der Ausbildung lokaler inflammatorischer Prozesse liegt (137-140). Neben diesen
Erkenntnissen hat man mit dem Protein S100-B einen wichtigen und v.a. leicht zu
bestimmenden biochemischen Marker, mit dem sich die schwere, bzw. das Ausmal} der

zerebralen Schidigung nach SHT bestimmen I&sst.
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Leider gibt es derzeit noch keine genauen Kenntnisse iiber die Dynamik von S100-B im
Liquor, sowie im Serum bei Patienten mit schwerem SHT, speziell in der frithen Phase der
ersten Stunden nach Trauma. AuBerdem sind die an der Ausbildung des sekundiren
Hirnschadens potentiell beteiligten zelluldren Sub-Populationen des humanen Immunsystems
bislang nur unzureichend charakterisiert. Genaue Erkenntnisse iiber die pathophysiologischen
Grundlagen der Entstehung des sekundidren Hirnschadens und die Beteiligung humaner
Immunzellen, in Abhéngigkeit von der Schwere des Traumas, sind allerdings von erheblicher
Relevanz, um therapeutische Strategien zur Pridvention des immunologisch vermittelten

sekundiren Hirnschadens zu entwickeln.

Daraus formulieren sich die Einzelziele der vorliegenden Untersuchung:

I. Analyse der Dynamik von S100-B im Liquor von Patienten mit SHT

II. Quantifizierung zelluldrer Sub-Populationen humaner Immunzellen (CD-14 +

Monozyten, CD-15 + Granulozyten) im Liquor von Patienten nach schwerem

Schidel-Hirn-Trauma (SHT 1II°) mittels durchflusszytometrischer Analyse

(FACS) und Darstellen der Dynamik in der posttraumatischen Frithphase

III. Messung von PMN-Elastase, einem wichtigen Faktor bei der Zerstdrung

neuronaler Zellen mittels ELISA

IV. Korrelation der gewonnen Ergebnisse mit der Funktion der Blut-Hirn-Schranke

(BBB) der untersuchten Patienten
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3. Patienten und Methoden

3.1. Studiendesign

Es handelt sich bei der vorliegenden wissenschaftlichen Arbeit um eine prospektive Studie,
die von der Ethikkommission genehmigt (AZ 330/03) und anschlieBend an der Chirurgischen
Klinik und Poliklinik, Klinikum Innenstadt (Ludwig-Maximilians-Universitit (LMU)
Miinchen), sowie der Abteilung fiir Klinische Chemie und Klinische Biochemie (LMU
Miinchen) unter Mithilfe der Chirurgischen und Neurochirurgischen Kliniken in Miinchen-
GroBhadern (LMU Miinchen) und der Klinik fiir Anésthesiologie (LMU Miinchen)
durchgefiihrt wurde. In dem Zeitraum von Januar 2004 bis Mai 2005 wurden dafiir insgesamt
15 Patienten eingeschlossen, die unter einem schweren Schidel-Hirn-Trauma litten. Thnen
wurden direkt nach Einlieferung in den Schockraum, sowie zu definierten Zeitpunkten
standardisiert Liquorproben iiber eine eingebrachte intrakranielle Drucksonde entnommen
und anschlieend durchflusszytometrisch vermessen. Ebenso wurde den Patienten zu den

gleichen Zeitpunkten eine Blut-, bzw. eine Serumprobe entnommen.
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3.2. Ein- und Ausschlusskriterien

Die 15 in die Studie aufgenommenen Patienten haben alle ein isoliertes, schweres Schadel-
Hirn-Trauma erlitten. Sie wiesen somit nach der seit 1974 verwendeten und giiltigen
Einteilung von Teasdale und Jenette einen GCS-Wert von < 8 Punkten auf und durften keine

weiteren Begleitverletzungen haben (siehe Tabelle 6).

Glasgow-Coma-Scale
Augendéffnen Verbale Antwort Motorische Antwort
Aufforderung 6
Orientiert 5 Gezielt (Schmerz) 5
Spontan 4 Verwirrt 4 Ungezielt (Schmerz) 4
Aufforderung 3 Inadaquat 3 Beugekrampfe 3
Schmerz 2 Unversténdlich 2 Streckkrampfe 2
Keine 1 Keine 1 Keine 1

Tabelle 6: Bestimmung des Punktewertes des GCS nach den gemessenen Parametern

Die Patienten mussten sich eine intrakranielle Verletzung mit der Indikation zur sofortigen
Anlage einer intrakraniellen Hirndrucksonde (ICP-Sonde), mit der sie bereits initial im
Schockraum versorgt wurden, zugezogen haben. Als weiteres Kriterium durfte das
Zeitintervall zwischen erlittenem Trauma, Einlieferung in den Schockraum und Anlage der
ICP-Sonde nicht ldnger als 45 min betragen. Weiterhin mussten die Patienten das 18.
Lebensjahr erreicht haben. Strafgefangene, schwangere Patientinnen und entmiindigte
Patienten mit einer eingerichteten Betreuung wurden aus der Studie ausgeschlossen. Ebenso
sollte bei den Patienten keine neurologisch-psychiatrische Grunderkrankung vorliegen. Als
weiteres  Ausschlusskriterium  galten entziindliche Grunderkrankungen, wie z.B.
Meningitiden, Hepatitiden oder eine generelle Sepsis. Sofern wir eine dieser Erkrankungen
erst mit einer gewisser zeitlichen Verzogerung diagnostiziert hatten, wurden die Patienten
nachtriglich aus der Studie herausgenommen und die bis dahin gewonnenen Ergebnisse

verworfen.
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Wie von der Ethikkommission vorgeschrieben, haben wir versucht von allen Patienten eine
schriftliche Einverstindniserkldarung fiir die Durchfithrung der Versuche einzuholen. Leider
war dies aufgrund der initialen Bewusstseinslage der Patienten (Bewusstlosigkeit, Koma,
Analgosedierung, etc.) nicht immer méglich. So haben wir mit den Angehorigen gesprochen,
sie iiber das Ziel und den genauen Ablauf der Studie und deren Nutzen informiert und
anschlieBend das FEinverstindnis eingeholt. Sobald die Patienten von ihrem
Bewusstseinszustand her wieder in der Lage waren, selbst iiber die Studie aufgeklirt zu
werden, wurde dies unverziiglich nachgeholt. Die folgende Tabelle stellt noch einmal die Ein-

bzw. Ausschlusskriterien der Studie gegeniiber (siehe Tabelle 7):

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien
Intervall zw. Trauma und Aufnahme in den | Strafgefangene, Schwangere und Patienten mit
Schockraum <45 min bekannter Betreuung
Mindestalter 18 Jahre Entzindliche Grunderkrankungen:
z.B. Sepsis, Meningitis, HIV, Hepatitiden etc.
Isoliertes, schweres SHT mit einem GCS <8 Neurologisch oder psychiatrische
Grunderkrankungen
Vorhandensein einer intrakraniellen Blutung und | Innerhalb der ersten 72 Stunden verstorbene
subsequente Anlage einer ICP — Sonde Patienten

Vorliegen einer unterschriebenen
Einverstandniserklarung

Tabelle 7: Auflistung der Ein- und Ausschlusskriterien laut des Ethikantrages
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3.3. Kontrollgruppe

Als Kontrolle dienten uns bei dieser Studie 10 Patienten, die im Rahmen eines elektiven
operativen Routineeingriffs mit einer Spinalanisthesie versorgt wurden. Routinetechnisch
fallt bei diesem Vorgehen eine Menge von ca. 3ml Liquor an, das unter normalen Umstdnden
verworfen wird. Dieser Liquor wurde als Negativ-Kontrolle aufgefangen und in identischer
Weise zu den Patienten-Proben aufgearbeitet. Bei den Liquorproben konnte man von
Normalwerten ausgehen, da die Patienten nachweislich unter keinen neurologischen oder
entziindlichen Erkrankungen gelitten haben. Dies wurde auch durch eingehende

laborchemische Untersuchungen kontrolliert.

34. Probengewinnung

3.4.1. Gewinnung des Liquors

Nachdem die Patienten in den Schockraum eingeliefert worden waren, die erste
Stabilisierungsphase abgeschlossen werden konnte und die zur Diagnosefindung notwendigen
Untersuchungen durchgefiihrt waren, wurde bei den Patienten mit intrakranieller Blutung und
drohendem Anstieg des Hirndruckes eine intrakranielle Hirndrucksonde (Trauma-Cath®;
Integra® Neurosciences, Plainsboro, NJ), wie es die Abbildung 8 veranschaulicht, in iiblicher

Weise gelegt.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Anlage einer intrakraniellen Drucksonde (ICP-Sonde)

AnschlieBend wurden iiber diese Sonde standardisiert Liquorproben entnommen. Die
Abnahmen erfolgten zu definierten Zeitpunkten, ndmlich direkt nach Anlage der ICP-Sonde,

sowie zu den Zeitpunkten 12 h, 24 h, 48 h und 72 h nach Trauma (siehe Abbildung 9).

ICP 12h 24h 43h 72h

Zeitpunkte der Liquorentnahme [h] nach Trauma

Abbildung 9: Zeitachse der sequenziellen Liquor- und Blutabnahmen: Den Patienten wurden initial bei
Aufnahme im Schockraum, sowie nach 12h, 24h, 48h und 72h standardisiert nach Trauma Liquor- und

Blutproben entnommen.

Die entnommenen Liquorproben wurden anschliefend sofort gekiihlt und in das Labor
gebracht, wo sie direkt weiterverarbeitet wurden. Zusitzlich wurden 500 pl der Probe zur
routineméfBigen Zelldifferenzierung und Messung der Anzahl der vorhandenen Zellen, sowie

zur Analyse des Albuminwertes an das Labor iibergeben.
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3.4.2. Gewinnung und Analyse von Blutproben

Zu den gleichen Zeitpunkten, wie im vorherigen Abschnitt beschrieben (siehe Abbildung 9),
wurden den Patienten jeweils ein EDTA-, sowie ein Serum-Rohrchen mit peripherem Blut
abgenommen. Diese Blutproben dienten der Bestimmung des Differentialblutbildes (Diff.-
BB) und wurden zur Messung der Albuminkonzentration verwendet. Die abgenommenen

Proben wurden ebenfalls zur weiteren Diagnostik an unser Routinelabor weitergegeben.

3.5. Messverfahren und Methodik

Bei der von uns durchgefiihrten Studie haben wir zur Bestimmung der Parameter im Liquor
drei  verschiedene Messmethoden verwendet. Fiir die Analyse der humanen
Subzellpopulationen bedienten wir uns der Methodik der Durchflusszytometrie,
(,fluorescence activated cell sorting)*“ (FACS). Eine Quantifizierung der PMN-Elastase
erfolgte mittels der ELISA-Technik (,,enzyme linked immunosorbent assay*). Zur Analyse des
Proteins S100-B wurde jeweils eine Liquorprobe in das Routinelabor weitergegeben, die mit
Hilfe der Elektro-Immunassay Methode (ECLIA) das Protein gemessen haben. Die

angewandten Methoden werden im Weiteren néher erldutert.

3.5.1. Durchflusszytometrische Analyse

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um eine etablierte Methode zur Analyse von
Zellen. Hierbei werden mit Hilfe von fluoreszenzgefirbten Antikérpern bestimmte
Oberfldachenproteine, sowie intrazelluldre Strukturen analysiert. Das dazu notige Gerit wird
auch als ,.fluorescence activated cell sorter” (FACS) bezeichnet. Die bendtigten Abldufe
lassen sich in drei Abschnitte (sieche Abbildung 10) unterteilen und sollen im Folgenden

nidher erldutert werden.
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Durchflusszytometrie (FACS)

Abbildung 10: Die drei Abschnitte der FACS Analyse

a. Fluoreszenzfirbung

Direkt nach Abnahme des Liquors wurde dieser in unserem Labor bei 1200 Umdrehungen in
der Minute (RPM) bei 4°C fiir 10 Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wurde der klare
Uberstand vorsichtig abpipettiert, in ein neues Falcon gefiillt und schlieBlich fiir eine spiter
geplante Zell- und Zytokinbestimmung bei -80°C eingefroren. Das Sediment wurde direkt
weiterverarbeitet. Zur Wiedererkennung der Proben wurden diese mit der jeweiligen
Patientennummer sowie dem Datum und der Uhrzeit der Abnahme versehen. Als nichstes
wurde der verbliebene Bodensatz, das Zellpellet, mit einer Suspension bestehend aus 200l
FC Puffer (0,01 M Phospate Buffered Saline (PBS), PH 7,2, 1% Bovines Serum Albumin, 5%
FCS, 0,02% NaN3) resuspendiert. Im ndchsten Schritt wurden jeweils 20 ul der

resuspendierten Losung in ein spezielles FACS-Rohrchen gefiillt, welches anhand eines

a. Fluoreszenzfiarbung
b. Messung

c. Auswertung

definierten Farbeprotokolls beschriftet wurde (siehe Tabelle 8).

Monozyten

Granulozyten

Leerkontrolle

CD-14+, HLA-DR

CD-15+

Keine Antikérper

Tabelle 8: Firbeprotokoll: Oberflachenfarbung mittels fluoreszierender Antikorper
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Zu den Proben mit der resuspendierten Losung wurden jeweils 3ul der speziellen
fluoreszenzmarkierten Antikorper (Caltag Laboratories GmbH, Hamburg, Deutschland)
hinzugegeben. Um eine Bindung der Antikdrper an die von den Zellen exprimierten und an
der Oberfliche vorhandenen Antigene zu gewihrleisten, wurden die Proben fiir die Dauer von
20 Minuten in der sog. Inkubationsphase in einem abgedunkelten Raum auf Eis gelagert. Um
die in der Suspension verbliebenen Erythrozyten zu lysieren, wurden die Losungen im
Anschluss an die Inkubationsphase mit jeweils 500ul FACS ,lysing solution* (Caltag
Laboratories GmbH, Hamburg, Germany) resuspendiert und nochmals 10 Minuten in einem
abgedunkelten Raum inkubiert. Danach folgten zwei Waschvorginge, bei denen die
Zellsuspension erneut mit 500ul PBS (0,5/FCS, Pettenkofer Apotheke, Miinchen,
Deutschland) resuspendiert und im Anschluss mit 1200 RPM bei 4°C iiber 10 Minuten
zentrifugiert wurde. Nach Abschluss dieses Arbeitsschrittes waren die Proben vorbereitet und

es konnte im néchsten Schritt mit der durchflusszytometrischen Messung begonnen werden.

b. Messung

Fir die durchflusszytometrische Methode verwendeten wir einen EPICS-XL MCL
Durchflusszytometer (Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland). Das verwendete Gerit ist mit
einem 20mW 488nm Argon-lIonen-Laser und 4 Kanilen ausgestattet. Zur Bestimmung von
Fluoreszenzsignalen der jeweiligen markierten Antikorper, ausgehend von FITC war ein
Filter von 530nm Wellenldnge, fiir PE 585nm und fiir PC5 >650nm vorgeschaltet. Zur

Analyse zdhlt das Gerit standartisiert 5000 Zellen.
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Der Durchflusszytometer selbst ist aus drei Einheiten aufgebaut:

¢ Fliissigkeitssystem
e Optisches Detektionssystem

¢ Signalumwandlung und - verarbeitung

Zuerst wird die Probe von einer Trigerfliissigkeit erfasst und beschleunigt. Dabei werden die
in der Fliissigkeit vorhandenen Zellen hintereinander aufgereiht (,,hydrodynamische
Fokussierung*) und schlieBlich von einem Argonlaser getroffen. Das auf die Zellen treffende
Licht wird abhingig von verschiedenen physikalischen Parametern (z.B. Querschnittsflidche,
Refraktionsindex und Granulationsgrad) unterschiedlich stark abgelenkt. Der dabei axial auf
die Zelle treffende Laserstrahl, der sog. ,,Forward Angle Light Scatter* (FALS) korreliert mit
der GroBe, der orthogonal auf die Zelle treffende Strahl, der sog. ,,Side Angle Light Scatter*

(SSC) mit der Granularitit und der Form der Zellen (siehe Abbildung 11).
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.. . . Detektions Chips

Laser

Zelldurchfluss
Forward scatter Il

Abbildung 11: Prinzip der Funktion der durchflusszytometrischen Analyse: Zuerst wird ein Multispektrallicht

auf die Zielsuspension emittiert. Die Fluoreszenztriger in der Zielsuspension emittieren auf Anregung
verschiedene charakteristische Spektralwellen, die durch halbdurchldssige Spiegel hindurchtreten. Ein
hochauflosender Detektor zdhlt das fiir jeden Fluoreszenzfarbstoff spezifische Signal. Als Lichtquelle wird im

Durchflusszytometer (FACS) ein luftgekiihlter Argonlaser mit einer Wellenldnge von 488 nm eingesetzt.

Diese optischen Signale wurden nachfolgend durch Photomultiplier, besonders empfindliche
Photodetektoren, in elektrische Signale umgewandelt und mit der vorhandenen Software
ausgewertet. Die Datenaquisition erfolgte an der ,, EPICS System Station* mit der Expo 32
Software (Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland). Vor jeder Messung wurden die System-
und Filtereinstellungen iiberpriift und die Stabilitit der Lichtspektren mit Floureszenz-Beads
(FlowCheck, Beckman-Coulter) validiert. Zunédchst wurde eine Oberflichencharakterisierung
mittels  Scatter-Analyse gemidll den dreidimensionalen FEigenschaften der Zellen
vorgenommen. So wurden zunidchst entsprechend Grofe und Zelldichte die peripheren
mononukledren Zellen (PBMCs) als ,,region of interest* markiert. Aus diesen wurden dann
u.a. die CD-14+ Monozyten iiber den PC-5-Detektionskanal sortiert.

Dies bedeutet, dass eine sichere Unterscheidung zwischen CD-15+ Granulozyten und CD-

14+-Monozyten moglich ist.
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c. Auswertung

Fiir die der Messung folgenden Analyse wurde ein Programm der Firma Beckman-Coulter
(WinMDI 2.8 Software (http://facs.scripps.edu/software.html)) verwendet. Beispielhaft ist in
der folgenden Abbildung die Unterscheidung von Granulozyten und Monozyten durch die
scatter-Analyse und die Isolation der CD-14+Monozyten iiber den PC-5-Detektionskanal

dargestellt (siche Abbildung 12).

1023

side scatter

100 10" 102 103 109
CD14-PC-5

Abbildung 12: Unterscheidung Granulozyten-Monozyten mittels FACS-Analyse: Auf der y-Achse der ,side
scatter”, auf der x-Achse das Oberflichenepitop CD-14 im PC-5-Konjugat. Eine sichere Unterscheidung

zwischen CD-14+ Monozyten und CD-15+ Granulozyten ist somit moglich.

In der vorliegenden Studie wurden aus der , region of interest sowohl die CD-14+

Monozyten, wie auch die CD-15+ Granulozyten herausgefiltert.
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3.5.2. Analyse der Konzentration von PMN-Elastase im Liquor mittles ELISA

Zur Bestimmung der Konzentration der PMN-Elastase wurde der zu den jeweiligen
Abnahmezeitpunkten bei — 80 °C eingefrorene Uberstand in Raumtemperatur aufgetaut und
mit Hilfe der etablierten ,, ELISA-Technologie* entsprechend den Angaben des Herstellers
(Milenia Biotech, Bad Nauheim, Deutschland) analysiert. Die Analyse erfolgte mit einer
speziellen Technik, dem sog. ,,sandwich ELISA“. Die dabei verwendete Mikrotiterplatte
(,,Festphase®) ist mit polyklonalen Antikorpern (,,Hiihnereigelb*), die gegen humane PMN-
Elastase gerichtet sind, beschichtet. Die zu vermessenden Patientenproben, sowie die
Standard- und Kontrollosungen wurden in einer speziellen Verdiinnungsreihe in die

Vertiefungen (,,wells*) der Platte pipettiert (sieche Abbildung 13).

1 2 3 4 5 & 7T 8 9 10 1 12
Als [ sJes s [s[s[s[s][s[s[s s
B[S | PP P|P|P|PIPP[W|[ZKI]S
cls PP PP P P[P [P [W][ZK]S
D[ s [ PP PP P PP [P [W[z[S
E[S [ P[P PP P P[P [P [W[ZK]S
FIS PP P[PlP PP [P [VW][ZKIS
cs | PP PP P P[P [P [W][ZK]S
Hl s s || 5|35 ]|5|s1s[|s ][5 [s]s

Abbildung 13: Beispiel einer Anordnung der vorbereiteten Vertiefungen einer Mikrotiterplatte zur
Doppelbestimmung der Proben (aus ,,Milenia Biotec, PMN-Elastase Kit, Testdurchfiihrung*)

In der folgenden Inkubationszeit von 60 Minuten bindet die in den Proben vorhandene
Elastase an die Antikorper. Nicht gebundene Anteile werden in einem darauf folgenden
Waschschritt entfernt. Im Anschluss wird ein zweiter polyklonaler Antikorper, der mit
Meerrettichperoxidase markiert und gegen al-PI gerichtet ist, zugegeben. In einer weiteren
Inkubationszeit von 60 Minuten wird der an den ersten Antikorper gebundene PMN-
Elastase/a1-PI-Komplex von dem zweiten, enzymatische wirksamen, Antikorper erkannt und
daraus ein ,Sandwich-Komplex*“ gebildet. Der restliche Uberschuss wird wiederum

ausgewaschen. Durch darauffolgende Zugabe von chromogenem Substrat und Salzsdure wird
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ein spezieller Farbumschlag erreicht, deren Intensitit mit der vorhandenen Konzentration an
PMN-Elastase direkt proportional ist. Dieser wird bei einer bestimmten Wellenldnge von 450
nm gemessen. Die folgende Tabelle zeigt ein Auswertungsbeispiel mit typischen Messwerten

einer PMN-Elastase Analyse (siehe Tabelle 9):

Replikat Mittehwert Bindung PMIM-Elastase
(OD) (OD) (%) {ng/mil}
Standards
0,080
L 0.077 - 0
0,073
0,183
B | —————— 0.153 5 15,6
0,153
0,252
L 0.284 a 3,3
0,288
0472
[ 0.474 15 62,5
0,482
0,887
E | s 0.g82 28 125
0,210
1,480
L 1.510 47 250
1,530
2,429
G| e 2,435 TE 500
2441
3,144
H (Bmax) | -——-———e 3.18a 100.0 1000
3,251
Unbekannte Proben
0,406
Koo | e 0.440 14 57
0473
1,582
b1 I 1.815 50 342
1,288

Tabelle 9: Beispiel von typischen Messwerten des Milenia PMN-Elastase Testes (aus ,,Milenia Biotec, PMN-

Elastase Kit, Auswertungsbeispiel)

3.5.3. Analyse der Konzentration von S100-B im Liquor

Zur Analyse der S100-B Konzentration im Liquor wurden ebenfalls die beschriebenen
Liquor-Uberstiinde der jeweiligen Abnahmezeitpunkte verwendet. Zum Ausschluss iatrogener
S100-B Erhohungen wurden Patienten mit vorbestehenden neurologischen Erkrankungen
oder operativen Interventionen innerhalb der frithen posttraumatischen Phase, also innerhalb

der ersten 72 Stunden nach Trauma, ausgeschlossen. Zur Analyse wurden jeweils 3ml des
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Liquors und 5ml des Serums eingesetzt. Die Serumproben wurden anschlieend, um sie von
Zellabfillen zu befreien, zentrifugiert und der entstandene Uberstand weiterverarbeitet. Da es
sich bei den vorhandenen Liquorproben um bereits zentrifugierte Uberstinde handelte, konnte
dieser Schritt der Probenaufbereitung ausgelassen werden. Fiir die Bestimmung der
Konzentration wurde der frei erhiltliche Elektrochemiluminescence-Immunoassay-Methode-
KIT (ECLIA; Elecsys S-100® assay, Roche® Diagnostics; Mannheim, Germany) verwendet
(141). Um einen Standard-Wert fiir die Proben zu definieren, wurde kiinstliches humanes
S100-B benutzt. Das Testprinzip beruht hierbei wiederum auf einem ‘“sandwich”-Verfahren.
Zuerst wurden ein biotinilierter und ein an Ruthenium-Komplex gebundener S100
spezifischer Antikdrper zu den Proben gegeben und inkubiert. Hiermit wurde eine Bindung
der Antikdrper mit dem Protein hergestellt (,,sandwich-Komplex*). Nach Hinzufiigen von mit
Streptavidin umhiillten Mikropartikeln und folgender Bindung an den Komplex wurde die
entstandene Losung in eine Messzelle gegeben und die ungebundenen Uberstinde durch eine
spezielle Waschung entfernt. Nachdem eine an der Messzelle vorhandene Elektrode mit
Spannung versorgt wurde, bildeten sich chemoluminiszente Emissionen, die durch einen
Photomultiplier gemessen werden konnten. Die folgende Abbildung soll den Vorgang besser

verdeutlichen (siehe Abbilung 14):
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Abbildung 14: Reaktionsprinzip des Elecsys® S100 Testverfahrens: Anti-S100 AK-Bi: biotinilierter
monoklonaler S100 spezifischer Antikorper; Anti S100 AK-Ru: S100 spezifischer Antikdrper an Ruthenuim-
Komplex gekoppelt

3.5.4. Bestimmung der Blut-Hirnschranken (BBB) Funktion

Ca. 80% der im ZNS vorhandenen Proteine stammen aus einem Ultrafiltrat des Plasmas.
Hierbei handelt es sich um Proteine mit geringem Molekulargewicht, insbesondere Albumin,
Praalbumin und Transferrin. Nachdem Albumin im ZNS weder synthetisiert noch
verstoffwechselt wird, stellt es, wie bereits 1987 von Reiber und Felgenhauer beschrieben,
einen geeigneten Indikator fiir eine erhohte Permeabilitit der Blut-Hirn-Schranke und somit
einer Funktionsstorung, wie es u.a. bei traumatischen Ereignissen vorkommt, dar (142). Zur
Bestimmung und Abschitzung des Ausmalles einer Beeintriachtigung der BBB verwendet
man dazu den Liquor-/Serum-Albuminindex, wozu zu jedem der bereits erwihnten
Abnahmezeitpunkte der jeweilige Albuminwert des Liquors, wie auch des Serums (Q,p)

bestimmt wurde (siehe Abbildung 15).

Albuming jqer (M
Liquor-/Serum-Albuminindex = Liquor (Mg/l)

Albuming,, (g/1)

Abbildung 15: Liquor-/Serum-Albuminindex
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Bei der Testung handelt es sich um einen sog. Triibungstest. Humanalbumin bildet in
Verbindung mit einem spezifischen Antiserum einen Niederschlag, der turbidimetrisch bei
340 nm gemessen werden kann. Die Messung des Albumins wurde durch ein standardisiertes
Verfahren, dem ,turbidimetric assay“ (Cobas Integra® Albumin; Roche® Diagnostics;
Mannheim, Germany) durchgefiihrt. Zur Einschitzung des Ausmalles der Schidigung werden
genaue Werte definiert. Bei einem Q,, Wert unter 0,007 gilt die Funktion der BBB per
definitionem als normal, Werte zwischen 0,007 und 0,01 stellen eine nur leichte Storung,
Werte zwischen 0,01 und 0,02 eine moderate Storung und Werte iiber 0,02 eine starke

Storung der BBB-Funktion dar.
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3.6. Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurde das Programm Sigma Stat® 3.0 (SPSS® Inc., Chicago,
USA) eingesetzt. Die pro Abnahmezeitpunkt ermittelten Subpopulationen der humanen
Immunzellen sowie das Ergebnis der gemessenen Konzentrationen an PMN-Elastase und
S100-B wurden gemittelt und schlieBlich als Mittelwerte+Standardfehler des Mittelwertes
(MW+SEM) angegeben. Um die Ergebnisse der Patienten mit der Kontrollgruppe und dem
initialen Wert nach Aufnahme in die Klinik zu vergleichen, wurden die gewonnenen Daten
mittels Analysis of Variance on ranks (ANOVA) fiir nicht verbundene Stichproben nach
Kruskall-Wallis analysiert. Fiir die Analyse signifikanter Unterschiede im zeitlichen Verlauf
wurde ebenfalls ANOVA mit anschlieBendem Student-Neumann-Keuls test bestimmt. Zur
Bestimmung spezifischer Unterschiede wurde noch der Dunn’s test als post-hoc Verfahren
mit einem Signifikanzniveau von p<0.05 eingesetzt. Zur grafischen Darstellung wurde Sigma

Plot® angewandt. (SPSS® Inc., Chicago, USA)

4. Ergebnisse

4.1. Patienten und Kontrollkollektiv

Bei der Analyse von S100-B wurden insgesamt 15 Patienten mit einem Durchschnittsalter
von 46+8 Jahren eingeschlossen. Die gewonnenen Ergebnisse wurden zuerst als
Gesamtergebnis im Liquor ausgewertet. AnschlieBend erfolgte eine Aufteilung in zwei
Gruppen gemdll der Funktion der Blut-Hirn-Schranke (BBB). In die Gruppe I wurden
Patienten mit einer intakten BBB, in die Gruppe II Patienten mit einer gestorten BBB
eingeteilt.

Fiir die Analyse der CD-14+ Monozyten, der CD-15+ Granulozyten, sowie der PMN-Elastase
wurden die gleichen 15 Patienten eingeschlossen. Auch hier wurde eine Aufteilung in zwei
Gruppen (Gruppe I: BBB intakt; Gruppe II: BBB gestort), gemédll der Analyse von S100-B
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vorgenommen. Demographische und klinische Daten (z.B. Geschlecht, Alter, Verletzung,
usw.) und eine Historie systemischer Erkrankungen aller Patienten wurden mit Hilfe einer
standardisierten Tabelle aufgezeichnet (siehe Tabelle 10). Zusitzlich wurden SHT
spezifische klinische Daten, wie ICP, das Blutungsmuster, die Fliissigkeitsbilanz und
therapeutische Interventionen (z.B. sekundédre osteoklastische Trepanation, Mannitol-
Infusionen, Hypothermie und Hypoventilation) gesammelt (siehe Tabelle 10).

Alle Patienten wurden wéhrend des gesamten Messzeitraums auf einer Intensiv-Station
versorgt, wo sie u.a. hinsichtlich des ICP-Verlaufs kontinuierlich beobachtet wurden. Die
Behandlung erfolgte streng nach den Richtlinien der Brain Trauma Foundation (143). Als
Kontrolle wurden 10 gesunde Probanden (5 Frauen, 5 Minner) mit einem durchschnittlichen

Alter von 40+11 Jahren rekrutiert.
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Gruppe | Pat. | Alter | Geschlecht | ICP (mmHg) Albumin Quotient (Qa) Initiales Verletzungsmuster Interventionen
BBB SAB, SDH )
intakt I 32 w 10,8+2,2 0,002 ) ICP-Sonde
Felsenbeinlangs#, SAB, i
1] 82 m 6,4+2,3 0,007 Kontusionsblutung, SDH ICP-Sonde
m | 43 m 917,8+1,8 0,008 EDB, SAB, Rindenkontusionsherde ~ oSieoklastische Trepanation,
Hamatomentfernung der EDB
SAB, Kontusionsblutung,
v 23 m 11,8124 0,007 Impressions#, intrakranielle Osteoklasische Trepanation
Fremdkérper
\Y 20 m 15,8+1,5 0,003 ICB, Mittelgesichts# ICP-Sonde, Frakturversorung
\Y| 48 m 9.2+05 0,002 Kleinhirn ICB, SHD Occipitale Kraniotomie
Vi 54 m 14,2+1,9 0,001 SAB ICP-Sonde
VI 50 w 44 2+15,7 0,006 Impressions#, ZirBenchymblutung, Osteoklastische Trepanation
SAB, Kalotten#, Felsenbeinldngs#,
IX 34 m 11,2417 0,002 Rhinobasis# ICP-Sonde
BBB Schéadelbasis#, Os occipitale#, )
gestort X 50 m 21.4x1,2 0,010 Orbita#, Felsenbein# ICP-Sonde
Xl 27 w 21,6129 0,013 SDB, SAB, K"’!'°“e”#’ Mastoid#, Osteoklastische Trepanation
Kontusionsblutung
Xl 41 w 17,6+2,2 0,018 SAB, SDH, Schadelbasis# ICP-Sonde
Xl 62 m 9,440,2 0,048 SDB, EDB, SAB, __Sghadel#, Osteoklastische Trepanation
Parenchymlasion
Schéadelbasis#, Os occipitale#, Osteoklastische Trepanation
X1 67 m 16,8+1,5 0,014 Felsenbain#, EDB, ICB, SAB SDH-Entfernung
XV 69 w 14,2+0,9 0,020 ICB, SAB Osteoklastische Trepanation

Tabelle 10: Standardisierte Tabelle mit demographischen und SHT spezifischen klinischen Daten, Verletzungen und therapeutischen Interventionen; Gruppen unterteilt
nach BBB-Funktion (Gruppe I: BBB intakt; Gruppe II: BBB gestort)
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4.2.  Analyse von S100-B

4.2.1. Ergebnisse von S100-B im Liquor (CSF)

In der folgenden Tabelle (siehe Tabelle 11) sehen Sie die gemessenen Werte von S100-B im

Liquor zu den jeweiligen Abnahmezeitpunkten in pg/ml und den Wert der Kontrollgruppe.

Zeit nach Trauma

[h] Kontrolle A 12h 24h 48h 72h
S100-B 0,25+0,04 49,3+12,3 21,9+7,7 | 9,843,8 | 20,8%9,8 13,5+5,3
(*#) * ™ *

Tabelle 11: Gemessene Anteile von S100-B der Patienten und der Kontrolle zu den jeweiligen

Abnahmezeitpunkten im Liquor in pg/ml; (n=15 Patienten; 10 Kontrollen; Werte als MW+SEM)

In der Kontroll-Gruppe konnten wir einen Wert von 0,2+0,04 pg/ml messen. Geht man davon
aus, dass sich im Liquor aus den Ventrikeln und Liquor, der durch eine Lumbalpuktion
gewonnen wurde geméil einer Studie von Reiber et al. eine Abnahme von 3,5:1 ergibt, kann
man fiir das Ventrikelsystem von einem Wert von 0,8+0,1 pg/ml bei gesunden Probanden
ausgehen (144).

Bei der Messung von S100-B im Liquor ergab sich bereits bei Aufnahme der Patienten in
unsere Klinik, bzw. direkt nach Anlage der ICP-Sonde im Schockraum ein signifikanter
Anstieg im Vergleich zu unserer Kontrollgruppe. Dieser signifikante Unterschied gegeniiber
der Kontrolle konnte 12h, 48h und 72h nach Trauma beobachtet werden. Nach 24h konnte
man ein Abfallen des gemessenen Proteins erkennen. Die genannten Werte sind in der

Abbildung 16 graphisch dargestellt (sieche Abbildung 16):
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Abbildung 16: Auf der y Achse aufgetragen die gemessenen Werte von S100-B im Liquor, der Negativ-

Kontrolle, sowie der Patienten in den ersten 72h nach Trauma in pg/ml; Werte als MW+SEM; p< 0,05

4.2.2. Dynamik von S100-B im Liquor in Abhéngigkeit der Blut-Hirn-Schranke (BBB)

Um den Einfluss der BBB-Funktion auf die Dynamik von S100-B zu bestimmen, wurden die
Patienten je nach Funktion der BBB in 2 Gruppen unterteilt. Die Patienten der Gruppe I
weisen dabei gemadll dem Liquor-/Serum-Albuminindex (Qgp) eine intakte, die Patienten der

Gruppe II eine gestorte BBB Funktion auf (siehe Tabelle 12):

Zeit nach
Trauma [h] Kontrolle A 12h 24h 48h 72h
S100-B 0,25+0,04 21,44+4.0 4,94+2.0 2,81+1,3 6,41+3,45 8,67+2,8
BBB intakt (#) (*) (*)
S100-B 0,25+0,04 77,27+13,3 39,04+9,0 | 16,95+5,9 | 35,24+17,3 | 18,35+10,4
BBB gestort (*#~) * (")

Tabelle 12: Zeile a: S100-B im Liquor in pg/ml bei intakter BBB-Funktion: (n=9 Patienten, Werte als
MW=+SEM); Zeile b: S100-B im Liquor in pg/ml bei gestorter BBB-Funktion: (n=6 Patienten, Werte als
MW=+SEM)
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In Gruppe I (BBB intakt) sieht man bereits initial einen massiven Anstieg des Proteins mit
einem signifikanten Unterschied gegeniiber der Kontrolle und den restlichen Werten aller
Abnahmezeitpunkte. Im Verlauf stellt sich nach 12h und 24h ein Abfallen der Werte ein. 48h
und 72h post Trauma sieht man einen erneuten Anstieg der gemessenen Werte. Der 12h und
48h Wert weist dabei signifikante Unterschiede gegeniiber der Kontrolle auf. Betrachtet man
die Gruppe 1l (BBB gestort), siecht man eine dhnliche Dynamik im Vergleich zu der Gruppe 1.
Der Wert bei der initialen Abnahme ist gegeniiber der Kontrolle, wie gegeniiber den Werten
der restlichen Abnahmezeitpunkte, signifikant erhoht. Die Ergebnisse nach 12h und 48h
weisen, gemdl der Gruppe I, einen signifikanten Anstieg gegeniiber der Kontrolle auf. Bei
dem Vergleich der beiden Gruppen =zeigt sich ein signifikanter Unterschied des
Aufnahmewertes von Gruppe II gegeniiber aller Werte des gesamten Messzeitraumes von

Gruppe I (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17: Auf der y Achse aufgetragen die gemessenen Werte von S100-B im Liquor, der Negativ-
Kontrolle, sowie der Patienten aufgeteilt in zwei Gruppen geméal der Funktion der BBB (Gruppe I: BBB intakt;
Gruppe II: BBB gestort) in den ersten 72h nach Trauma in pg/ml; Werte als MW+SEM; p< 0,05
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4.3.

Durchflusszytometrische Analyse

4.3.1. Hiufigkeit und Dynamik der CD-14+Monozyten (M)

In der folgenden Tabelle (sieche Tabelle 13) sind in der ersten Zeile die Ergebnisse der

gemessenen Monozytenhdufigkeiten zu den jeweiligen Abnahmezeitpunkten und den
gemessenen Werten der Kontrollgruppe dargestellt:
Zeit nach Trauma [h] | Kontrolle A 12h 24h 48h 72h
CD-14 + Monozyten 2,610,6 2,3210,6 410 1,0 4.61+1,4 5,26x1,0 6,48+0,8
("#)
CD-14+/HIlaDR 0,34+0,09 | 1,911£0,5 2,67+0,7 2,77+1,0 2,84+0,7 3,62+0,6
+Monozyten ") (") (") ") ("#)
Tabelle 13: Zeile a: Prozentuale Monozytenzahlen und durchschnittliche CD-14-Oberfldchen-

Rezeptorexpression: (n=15 Patienten, Werte als MW+SEM); Zeile b: Ergebnisse aus Zeile a mit zusitzlichen

HlaDR+ Merkmalen als prozentuale Hiufigkeiten: (n=15 Patienten, Werte als MW+SEM)

Betrachtet man diese Ergebnisse der CD-14+M@, bemerkt man, dass sich ein kontinuierlicher

Anstieg der Monozyten gegeniiber ihrem Aufnahmewert und dem Wert der Kontrollgruppe

im Verlauf des gesamten Messzeitraumes von 72h erkennen lédsst. Trotzdem ldsst sich erst bei

dem Ergebnis nach 72h ein signifikanter Unterschied gegeniiber der Kontrolle, wie auch

gegeniiber dem Aufnahmewert messen (siehe Abbildung 18).
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Abbildung 18: CD-14+Monozyten (M@): Auf der Y-Achse aufgetragen die CD-14 positiven M@ in [%] der

Gesamt-Zellzahl. Auf der X-Achse die Probanden (weifl, n=10), gefolgt von der Patientengruppe zu den
Abnahmezeitpunkten (n=15). Werte als MW+SEM)

Um die gemessenen Monozyten noch genauer zu spezifizieren haben wir neben der
Bestimmung der absoluten Monozytenhdufigkeiten noch den prozentualen Anteil an
Monozyten, die sich in einem aktivierten Zustand befinden, analysiert. Dazu wurden die
HLA-DR + Monozyten (Humane Leukozytenantigene) bestimmt. HLA-DR ist ein Molekiil
des MHC II Komplexes (Major Histocompatibility Complex), das u.a. auf Monozyten
vorhanden ist (145). Aufgrund eines extremen genetischen Polymorphismus gibt es eine sehr
groBe Anzahl an unterschiedlichen HLA Phénotypen. Eine niedrige HLA-DR Expression
korreliert dabei mit einer geringen Immunkompetenz und u.a. mit einer erhohten Anfilligkeit
fir Krankheiten (145-147). Die hierbei gewonnenen Ergebnisse sind in der Tabelle 13
dargestellt (sieche oben). Auch hier ldsst sich ein kontinuierlicher Anstieg im gesamten
Messverlauf von 72h erkennen. Bereits bei Aufnahme stellt sich ein signifikant erhohter Wert
gegeniiber der Kontrollgruppe dar. Dies kann man iiber den gesamten Messzeitraum
verfolgen. Das Ergebnis 72h nach Trauma erbrachte einen signifikant hoheren Wert

gegeniiber dem Aufnahmewert (sieche Abbildung 19).
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Abbildung 19: CD-14+/HlaDr-Monozyten (M@): Auf der Y-Achse aufgetragen die CD-14/HlaDr positiven

M@ in [%] der Gesamt-Zellzahl. Auf der X-Achse die Probanden (weiB, n=10), gefolgt von der Patientengruppe

zu den Abnahmezeitpunkten (n=15). Werte als MW+SEM
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4.3.2. Dynamik der CD-14+ Monozyten in Abhingigkeit der BBB-Funktion

Um den Einfluss zwischen der Dynamik der Monozyten und der Funktion der BBB
festzustellen haben wir die Patienten bzgl. der BBB-Funktion, vergleichbar der Messung von
S100-B, in zwei Gruppen (Gruppe I: BBB intakt; Gruppe II: BBB gestort) unterteilt (siehe

Tabelle 14):

Zeit nach Trauma [h] Kontrolle A 12h 24h 48h 72h

CD-14 + Monozyten BBB
2,60+0,6 | 2,61+0,9 | 4,00+1,5 | 4,3411,4 6,40+1,5 6,91+1,0

(*~) (*#)

intakt

CD-14 + Monozyten BBB | 2,6+0,6 | 1,89+0,9 | 4,25+1,6 | 5,02+3,2 | 3,53+01,1 5,8311,4

gestort ("#) ("#)

Tabelle 14: Zeile a: Prozentuale Monozytenzahlen und durchschnittliche CD-14-Oberfldchen-

Rezeptorexpression bei intakter BBB-Funktion: (n=9 Patienten, Werte als MW+SEM); Zeile b: Prozentuale

Monozytenzahlen und durchschnittliche CD-14-Oberflichen-Rezeptorexpression bei gestorter BBB-Funktion:
(n=6 Patienten, Werte als MW+SEM)

In der Gruppe I (BBB intakt) konnte man einen kontinuierlichen Anstieg der Werte im
Verlauf d gesamten Messzeitraumes erkennen. Dabei weist der Wert nach 48h einen
signifikant erhohten Wert gegeniiber der Kontrollgruppe, nach 72h gegeniiber der Kontrolle
sowie dem Aufnahmewert auf. In Gruppe II kommt es nach Aufnahme und 12h nach Trauma
zu einer Zunahme der Zellen. Nach 24h kommt es zu einem deutlichen Abfall. Im weiteren
Verlauf steigen die Werte wieder an, bis sie nach 72h den hochsten Wert des Messzeitraumes
erreichen. Die Ergebnisse nach 48h und 72h weisen signifikant erhohte Werte gegeniiber der
Kontrolle sowie dem Aufnahmewert auf. Der Vergleich der Ergebnisse der zwei Gruppen
erbrachte fiir Gruppe I (BBB intakt) nach 48h signifikant hohere Werte gegeniiber dem

Aufnahmewert der Gruppe Il (BBB gestort) (siehe Abbildung 20).
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Abbildung 20: CD-14+/BBB abh. (M@): Auf der Y-Achse aufgetragen die CD-14 positiven M@ in [%] der

Gesamt-Zellzahl. Auf der X-Achse die Probanden (wei3, n=10), gefolgt von den Patientengruppen; eingeteilt in
2 Gruppen je nach BBB Funktion zu den Abnahmezeitpunkten (n=15) (Gruppe I: BBB intakt; Gruppe I1I: BBB
gestort), Werte als MW+SEM

4.3.3. Hiufigkeit und Dynamik der CD-15+ Granulozyten (Go)
Entsprechend den durchflusszytometrischen Ergebnissen der CD-14+ Monozyten wurden die
CD-15+ Granulozyten gemél ihrer Haufigkeit und Dynamik in den ersten 72h nach Trauma

analysiert (siehe Tabelle 15).

Zeit “a"[E]Tra“ma Kontrolle | A 12h 24h 48h 72h
CD-15 + 0.9840.2 | 9.15+1.6 | 24.65:1.6 | 259¢31 | 34350 | 255435
Granulozyten (*#) (#) (*#) (*#)

Tabelle 15: Prozentuale Granulozytenzahlen und durchschnittliche CD15-Oberflidchen-Rezeptorexpression:

(n=15 Patienten, Werte als MW=SEM)
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Betrachtet man die Ergebnisse (siehe Tabelle 15), ldsst sich bis 48h nach Trauma ein

kontinuierlicher Anstieg erkennen. Nach 72h bemerkt man einen leichten Riickgang des

prozentualen Zellanteils. Dieser Anstieg ist ab der ersten Abnahme direkt nach Anlage der

ICP-Sonde gegeniiber der Kontrolle signifikant erhoht. Ab 12h post Trauma sind die

gemessenen Werte gegeniiber der Kontrolle wie auch gegeniiber dem Aufnahmewert

signifikant erhoht. Dieser signifikante Unterschied konnte trotz des leichten Abfalls nach 72h

iber den gesamten Messzeitraum verfolgt werden (siehe Abbildung 21).
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Abbildung 21: CD-15+Granulozyten (Ga): Auf der Y-Achse aufgetragen die CD-15 positiven Ga in [%] der

Gesamt-Zellzahl. Auf der X-Achse die Probanden (weifl, n=10), gefolgt von der Patientengruppe zu den
Abnahmezeitpunkten (n=15). Werte als MW+SEM
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4.3.4 Dynamik der CD-15+Granulozyten in Abhiingigkeit der BBB-Funktion

Um den Einfluss der BBB-Funktion auf die Dynamik der Granulozyten zu untersuchen, haben
wir die Patienten, gemidll den Monozyten, je nach Funktion der BBB wiederum in zwei

Gruppen (Gruppe I: BBB intakt; Gruppe II: BBB gestort) eingeteilt (Siehe Tabelle 16).

Zeit nach Trauma

[h] Kontrolle A 12h 24h 48h 72h

CD-15 +
Granulozyten BBB 0,98+0,2 8,61+1,3 26,96+2,6 | 25,42+4,6 33,38+7,0 22,27+4.,6

intakt (*) (*) (*#) (*#) (*#)

CD-15 +
0,98+0,2 14,92+1,0 | 24,48+1,3 | 28,37+2,9 35,80+7,6 30,33+5,3

() (*) (*) ("#~) ()

Granulozyten BBB

gestort

Tabelle 16: Zeile a: Prozentuale Granulozytenzahlen und durchschnittliche CD-15-Oberfldchen-

Rezeptorexpression bei intakter BBB-Funktion: (n=9 Patienten, Werte als MW+SEM); Zeile b: Prozentuale
Granulozytenzahlen und durchschnittliche CD-15-Oberfldchen-Rezeptorexpression bei gestdrter BBB-Funktion:
(n=6 Patienten, Werte als MW+SEM)

Man sieht bei den Ergebnissen der Gruppe I (BBB intakt), vergleichbar mit den Ergebnissen
ohne Unterteilung nach BBB-Funktion (siehe Abbildung 21), dass bereits initial ein
signifikanter Anstieg gegeniiber der Kontrolle erkennbar ist. Entgegen den Messungen ohne
Unterteilung nach BBB-Funktion bemerkt man bereits nach 24h ein leichtes Abfallen der
gemessenen Werte. Trotzdem kann man einen signifikanten Unterschied gegeniiber der
Kontrolle iiber den gesamten Messzeitraum verfolgen. Ab der 24h Messung sieht man zudem
einen signifikanten Anstieg gegeniiber dem Aufnahmewert, was sich vergleichbar zu der
Kontrolle iiber den restlichen Messzeitraum von 72h verfolgen lédsst. Bei den Ergebnissen der
Gruppe 11 (BBB gestort) sieht man entsprechend der Messung ohne Unterteilung nach BBB

einen kontinuierlichen Anstieg der Zellen bis 48h nach Trauma. Nach 72h ldsst sich auch hier
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ein leichtes Abfallen erkennen. Bereits bei Aufnahme ist dieser Anstieg gegeniiber der
Kontrolle signifikant erhoht. Gegeniiber dem Aufnahmewert weist nur der 48h Wert einen
signifikanten Unterschied auf. Vergleicht man die zwei Gruppen untereinander, sieht man bei
der 48h Messung einen signifikanten Unterschied zwischen Gruppe [I und dem

Aufnahmewert von Gruppe I (sieche Abbildung 22).
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Abbildung 22: CD-15+Granulozyten (Ga): Auf der Y-Achse aufgetragen die CD-15 positiven Ga in [%] der

Gesamt-Zellzahl. Auf der X-Achse die Probanden (wei3, n=10), gefolgt von den Patientengruppen; eingeteilt in
2 Gruppen je nach BBB Funktion zu den Abnahmezeitpunkten (n=15). Werte als MW+SEM
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4.4. Polymorph-Nukleiire-Elastase (PMN-Elastase)
4.4.1. Dynamik der PMN-Elastase im Liquor

Die folgende Tabelle zeigt die gewonnenen Ergebnisse der Messung der PMN-Elastase im

Liquor (siehe Tabelle 17):

Zeit nach Trauma

h] Kontrolle A 12h 24h 48h 72h
PMN-Elastase 3,68+0,3 | 4,97+1,9 | 7,33+2,3 | 9,33%1,7 27,12+10,6 57,1215
(*#) (*#)

Tabelle 17: PMN-Elastase im Liquor im Verlauf von 72 Stunden post SHT in ng/ml (Kontrolle: n =10;
Patienten: n=15; Werte als MW=SEM)

Wie bereits in den Kapiteln der Einleitung erldutert ist in den Granula der CD-15+
Granulozyten PMN-Elastase vorhanden. Interessanterweise ldsst sich bei der Analyse der
PMN-Elastase im Vergleich zu den Granulozyten ein Unterschied hinsichtlich der Dynamik
in den ersten 72h nach Trauma feststellen. So ldsst sich entgegen dem bereits initial
vorhandenen signifikanten Anstieg der Granulozyten eine gewisse Verzogerung bis zu einem
ersten deutlichen Ansteigen der PMN-Elastase erkennen. Erst 48h nach SHT erkennt man
einen signifikanten Anstieg gegeniiber den Werten der Kontrollgruppe sowie gegeniiber dem
Aufnahmewert. Entgegen der Analyse der Granulozyten mit einem leichten Abfall nach 72h
kann man bei der PMN-Elastase ein kontinuierliches Ansteigen iiber 72h sehen. Der 72h-Wert
ist gegeniiber der Kontrolle wie auch gegeniiber der Aufnahme signifikant erhoht (siehe

Abbildung 23).

55




100

C—1 Kontrolle (n=10)
C—/ Patienten (n=15) *#

80 -
T
=)
£ 60
@
0
8
0
© b3
U 40 - #
e
: [
o

20 1

MW+SEM
T * =p<0,05 vs. K
o — |—"'—| | | | | | | # =p<0,05 vs. A
Kontrolle A 12h 24h 48h 72h

Abnahmezeitpunkte

Abbildung 23: PMN-Elastase: Auf der y-Achse sind die Werte fiir PMN-Elastase in ng/ml im Liquor

aufgetragen; auf der X-Achse die jeweiligen Abnahmezeitpunkte (Werte als MW+SEM)

4.4.2. Dynamik der PMN-Elastase im Liquor in Abhéiingigkeit der BBB-Funktion
Gemadl den vorangegangenen Messungen wurden die Ergebnisse der PMN-Elastase ebenso je
nach Funktion der BBB in zwei Gruppen (Gruppe I: BBB intakt; Gruppe II: BBB gestort)

eingeteilt (siche Tabelle 18):

Zeit nach Trauma

[h] Kontrolle A 12h 24h 48h 72h

PMN-Elastase; BBB | 3,68+0,3 | 2,93+1,9 | 3,87+2,5 | 8,20+2,1 14,56+3,8 58,56+32,6

intakt (*#) (*#)

PMN-Elastase BBB | 3,68+0,3 | 8,8+4,2 | 11,72+4,3 | 9,80+3,5 | 45,26+26,6 50,00£27,1

gestort (*~) (*~)

Tabelle 18: Zeile a: PMN-Elastase in ng/ml bei intakter BBB-Funktion: (n=9 Patienten, Werte als MW+SEM);
Zeile b: PMN-Elastase in ng/ml bei gestorter BBB-Funktion: (n=6 Patienten, Werte als MW+SEM)

Betrachtet man die Ergebnisse, bemerkt man in Gruppe I (BBB intakt) entsprechend der
Messung ohne Unterteilung in BBB-Funktion einen ebenso verzogerten, aber kontinuierlichen
Anstieg im Verlauf der Abnahmezeitpunkte. 48h post Trauma zeigt sich ein signifikanter

Unterschied gegeniiber der Kontrolle sowie gegeniiber der Aufnahme. Diesen signifikanten
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Unterschied kann man auch 72h nach Trauma noch erkennen. In Gruppe II (BBB gestort)
sieht man nach einem Ansteigen in den ersten 12h ein Abfallen nach 24h. Die Messungen
nach 48h, sowie nach 72h weisen wiederum ein kontinuierliches Ansteigen auf. Entgegen den
Ergebnissen in Gruppe I zeigt sich nach 48h und 72h ein signifikanter Unterschied nur
gegeniiber der Kontrollgruppe. Vergleicht man die zwei Gruppen miteinander, zeigt sich ein
signifikanter Unterschied nach 48h in Gruppe II gegeniiber dem Wert bei Aufnahme und nach
12h von Gruppe 1. 72h post Trauma ist dieser signifikante Unterschied noch gegeniiber der

Aufnahme von Gruppe I vorhanden (siehe Abbildung 24).
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Abbildung 24: PMN-Elastase: Auf der Y-Achse aufgetragen die PMN-Elastase im Liquor in ng/ml; Auf der x-

Achse die Probanden (weill, n=10), gefolgt von den Patientengruppen; eingeteilt in 2 Gruppen je nach BBB
Funktion zu den Abnahmezeitpunkten (n=15). Werte als MW+SEM
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5.  Diskussion

Die vorliegende Studie prédsentiert erstmalig das initiale  Verteilungsmuster
immunkompetenter Zellen und zweier wichtiger biochemischer Marker, S100-B und PMN-
Elastase, im Liquor von Patienten nach isoliertem Schédel-Hirn-Trauma in der frithen
posttraumatischen Phase. Das Protein S100-B, als ein bereits bekannter Marker, der zur
Abschitzung des initialen SchadensausmafBes nach SHT herangezogen werden kann, war
bereits direkt nach Abnahme im Schockraum, wie auch iiber den gesamten Messzeitraum, bis
auf den 24 Stunden-Wert, signifikant erhoht (100, 148). Bei der anschlieBenden Unterteilung
in zwei Gruppen je nach Funktion der BBB konnte man in der Gruppe mit gestorter BBB
bereits direkt nach Aufnahme einen signifikanten Unterschied gegeniiber der Gruppe mit
intakter BBB sehen. Als immunkompetente Zellen wurden CD-14+ Monozyten und CD-15+
Granulozyten in den ersten 72h nach Trauma bzgl. ihrer Dynamik im Liquor
durchflusszytometrisch gemessen. Wie wir zeigen konnten, ldsst sich bei den analysierten
Monozyten ein kontinuierlicher Anstieg in den ersten 72h nach Trauma gegeniiber dem
Aufnahmewert erkennen. Die Granulozyten verhielten sich mit ihrer Dynamik in den ersten
48h nach Trauma dhnlich. Nach 72h konnten wir jedoch ein leichtes Abfallen erkennen. Fiir
die aus den Granula der CD-15+ Granulozyten stammende PMN-Elastase konnte ebenfalls
ein kontinuierlicher Anstieg im Zeitraum der ersten 72h nach Trauma gesehen werden. Ein
weiterer Schwerpunkt der Studie lag neben der Untersuchung der Dynamik der Zellen und des
Proteins S100-B in der Analyse des Einflusses der Blut-Hirn-Schranke (BBB) auf die
gefundenen Ergebnisse. Dazu wurde von uns die Funktion der BBB der einzelnen Patienten
bei jedem Abnahmezeitpunkt untersucht und die Ergebnisse der Zellmessungen in
Abhingigkeit einer intakten oder eingeschrinkten BBB-Funktion verglichen. Natiirlich
miissen die vorliegenden Ergebnisse bei einer experimentellen Studie dieser Art sehr kritisch

betrachtet werden, was im Folgenden diskutiert werden soll.
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5.1. Patienten und Kontrollkollektiv

Die in die Studie eingeschlossenen Patienten erlitten alle ein isoliertes Schiadelhirntrauma und
wurden spitestens 45 Minuten nach Trauma in unseren Schockraum eingeliefert. Von den 15
in die Studie aufgenommenen Patienten handelte es sich um 10 Minner und 5 Frauen. Die
Verteilung der epidemiologischen Daten, hier v.a. die Geschlechtsverteilung von 2/3 Ménnern
zu 1/3 Frauen entspricht dabei in etwa den deutschen Traumaregistern (149, 150). Das
durchschnittliche Alter der Patienten lag bei 46,8 Jahren, was im Vergleich zu den o.g.
Studien etwas hoher lag. Das Durchschnittsalter in vorher zitierten epidemiologischen Studien
lag bei 31,6 bzw. 39 Jahren. Sicherlich ist dabei u.a. das von uns gewihlte Studiendesign
mitverantwortlich, da alle Patienten unter 18 Jahren aus der Studie ausgeschlossen wurden.
Beziiglich des Verletzungsmechanismus- und musters beschreiben u.a. Ruchholtz et al., dass
bei ca. 50% aller schweren SHTs zusitzliche Verletzungen anderer Korperregionen
(Polytrauma) vorliegen (151, 152). Fiir unsere Studie haben wir das Design so gewihlt, dass
ausschlieBlich Patienten mit isoliertem, schwerem SHT beriicksichtigt wurden und somit
einen initialen oder frithzeitig nach Trauma (noch vor Sedierung der Patienten) erreichten
GCS von <8 Punkten aufweisen mussten. Bei der Einteilung der Verletzungsschwere wurde
der etablierte Glasgow-Coma-Scale (GCS), der 1970 von Teasdale und Jennett entworfen und
1974 veroffentlicht wurde, verwendet. Die Klassifikation der SHTs in leichtes, mittelschweres
und schweres SHT wird dabei anhand der Bewusstseinslage der Patienten direkt nach Trauma
vorgenommen. Dazu werden drei klinische Parameter — Augendffnen (max. 4), verbale
Reaktion (max. 5), motorische Reaktion (max. 6) — herangezogen und mit insgesamt 3 — 15
Punkten versehen, wobei 15 Punkte volles Bewusstsein und 3 Punkte mit Koma oder Tod
definiert sind (12). Diesbeziiglich hat u.a. die Gruppe um Lannoo et al. beschrieben, dass der
GCS-Wert mit der initialen Mortalitidt, der Morbiditdt sowie dem Langzeitverlauf nach SHT

korreliert (153, 154). Die Dokumentation der priklinischen- und klinischen Daten erfolgte
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gemill den Richtlinien der Europdischen Konsensuskonferenz zur Aufnahme von Daten

polytraumatisierter Patienten (155).

5.2. Probengewinnung

Das Studiendesign mit einer sehr frithzeitigen Gewinnung der Proben wurde bereits in
zahlreichen Arbeiten, die sich mit dem Thema des sekundidren Hirnschadens beschéftigt
haben, verwendet. Einige Arbeitsgruppen konnten klar aufzeigen, wie wichtig das friihzeitige
Erkennen der sekundiren Auswirkungen ist und konnten die Wichtigkeit der raschen
Pravention eines sekundiren Hirnschadens als maBgeblichen Parameter fiir das negative
Outcome der Patienten herausarbeiten. Die Arbeitsgruppe um Miller et al. zeigte, dass sich
bei 90% aller Patienten, die an einem SHT verstorben sind, ein sekundirer Hirnschaden
histopathologisch nachweisen ldsst (156). Selbst bei leichten SHTs, ohne eindeutigen
morphologischen Hinweis einer intrazerebralen Lésion, spielt der sekundédre Hirnschaden als
unabhingige prognostische Variable fiir die Letalitédt eine grofe Rolle (157). U.a. die Gruppe
um Hayakata et al. hat die auch von uns gewidhlten Abnahmezeitpunkte in ihrer Studie
verwendet und die Ansicht eines wichtigen Zusammenhangs zwischen den Ergebnissen und
den Abnahmezeitpunkten vertreten (100, 159). Aus der Grundlage dieser Arbeiten haben wir
die Zeitpunkte unserer Probengewinnung festgelegt. Wir wihlten als ersten
Abnahmezeitpunkt die Anlage der ICP-Sonde im Schockraum, was nach unserem
Studienprotokoll spétestens 45 min nach Trauma vorgenommen werden musste. Die weiteren
Proben wurden 12h, 24h, 48h und 72h nach Trauma gewonnen (sieche Abbildung 9). Alle
Proben sind im direkten Anschluss an die Abnahme weiterverarbeitet worden. Alle Patienten,
bei denen z.B. eine deutliche Zeitverzogerung bis zur Anlage der ICP-Sonde vorlag, wurden

aus der Studie ausgeschlossen.
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Der Studienzeitraum unseres Protokolls reicht sicherlich nicht aus, um die kompletten
Vorginge auf zelluldrer Ebene, die an der Entstehung des sekundédren Hirnschadens beteiligt
sind, abzubilden. Die gewonnenen Daten spielen aber sicherlich eine wichtige Rolle fiir das
grundlegende Verstindnis der pathophysiologischen Zusammenhinge. Auch wenn die
Komplexitit der Entstehung des sekundiren Hirnschadens nicht vollstiandig analysiert werden
kann, erfordert die Durchfiihrung einer klinischen Studie an Patienten die primire
Verpflichtung, diesen keinen zusitzlichen Schaden zuzufiigen (158). Die Proben wurden
ausschlieBlich durch klinisch bereits gelegte Zuginge, die zu diagnostischen und
therapeutischen Zwecken notwendig waren, gewonnen. Die Abnahme der Liquorproben stellt
keine weitere Belastung fiir den Patienten dar, da durch die meist deutlich erhdhten
intrakraniellen Druckwerte routineméfig ein Liquorabfluss, in unserem Fall durch das Legen
einer ICP-Sonde, zur Senkung des ICP angeordnet wurde.

Die vorliegende Arbeit stellt trotz einiger schwieriger Aspekte bei der Durchfithrung die
erstmalige Untersuchung der frithen, posttraumatischen Phase nach SHT dar, was u.a. fiir die
frithe Probengewinnung innerhalb der ersten 45 min nach Trauma eine groBe logistische
Herausforderung bedeutete.

Einen weiteren kritischen Punkt bei der vorliegenden Studie nimmt die Moglichkeit einer
Beeinflussung der Ergebnisse durch eine systemische Inflammation oder eine generalisierte
neurologische Erkrankung ein, wodurch die Ergebnisse verfilscht werden konnen. Einerseits
haben wir, um den Einfluss des systemischen Kreislaufs zu beurteilen und zu beriicksichtigen,
die Funktion der Blut-Hirn-Schranke anhand des Reiber-Quotienten gemessen, andererseits
wurde mit Hilfe der Abnahme einer Serum-Probe incl. Differential Blutbild eine mogliche
systemische Entziindung nahezu ausgeschlossen. Dadurch konnten auch diese Fehlerquellen

weitgehend vernachlédssigt werden.
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5.3. S100-B

Das Protein, das 1965 von Moor et al. in bovinem Nervengewebe gefunden wurde, ist ein
saures, Kalzium bindendes Polypetid von ca. 10 kDa, das v.a. in den Zellen der Astroglia und
den Schwannschen Zellen vorkommt (89). Die Arbeitsgruppen um Kogel et. al. und Hayakata
et al. konnten dem Protein bereits 2004 einen Anstieg im Serum und Liquor bei Patienten
nach SHT nachweisen, was einen Zusammenhang mit der Schwere des SHT vermuten ldsst
(100, 148).

In der vorliegenden Studie konnten wir belegen, dass sich bei Patienten mit einem sSHT ein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem von uns analysierten Anstieg des Proteins S100-
B und der Verletzungsschwere erkennen lédsst. Zusitzlich haben wir die Korrelation der S100-
B Level mit der Funktion der BBB untersucht. Bereits bei der ersten Abnahme des Liquors
direkt nach Anlage der ICP-Sonde konnte man bei allen Patienten einen signifikanten Anstieg
(49,3+£12,3 pg/ml) gegeniiber der Kontrolle mit einem Abfallen im Zeitraum der ersten 72h
nach Trauma erkennen, wobei stets eine Signifikanz gegeniiber der Kontrolle bestehen blieb
(13,553 pg/ml). Nachdem wir in unserer Studie keine Datenerhebung 6h nach Trauma
vorgenommen haben, konnten wir im Gegensatz zu der Studie von Hayakata et al., der einen
Anstieg in den ersten 6h nach Trauma beschrieb, dies nicht bestétigen (100). AuBerdem zeigte
sich bei unseren Werten der Kontrollgruppe mit 0,25+0,04 pg/ml im Vergleich zu den Werten
von Hayakata et al. (3,3£1,3 pg/ml) ein dtl. Unterschied. Neben der Arbeitsgruppe um
Hayakata et al. haben auch Ucar et al. einen signifikanten Anstieg von S100-B bei Patienten
mit schlechtem Outcome beschrieben (100, 159). Diese Korrelation wurde in unserer Studie
noch nicht analsysiert und ist aktuell Gegenstand weiterer Arbeiten. Trotz verschiedener
Quellen, aus denen das Protein stammen kann (91, 97), untermauern die von uns gewonnen
Ergebnisse die Tatsache, welche auch von mehreren Autoren unterstiitzt wird, dass das

Protein S100-B nach SHT hauptsichlich aus dem ZNS ausgeschiittet wird (111, 113, 160,
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161). Der genaue Mechanismus der Ausschiittung des Proteins ist jedoch noch nicht
vollstindig gekldrt und muss sicherlich noch genauer untersucht werden, um eine weitere
mogliche Fehlerquelle bei der Analyse von S100-B nach SHT auszuschalten. Vermutet wird
eine Freisetzung aus durch das SHT geschidigten neuronalen Zellen. 2001 wurde von Reiber
et al. beschrieben, dass sich ein Anstieg des Proteins in Abhédngigkeit von Qg einem
Indikator der BBB Funktion, beobachten lisst (144). Dieser Zusammenhang wurde 2008 auch
von einer Arbeitsgruppe um Kirchhoff et al. herausgearbeitet (180). In dieser Studie konnte
neben einer Korrelation zwischen dem Ansteigen von S100-B und der Hohe des ICP, eine
ICP abhingige Korrelation zwischen S100-B und Qg bei Pateinten mit schwerem SHT
aufgezeigt werden. Auch in unserer Studie konnten wir eine Korrelation zwischen dem
Ansteigen des Proteins und Q,, nachweisen. So konnten wir in der Gruppe mit gestorter BBB
einen signifikanten Anstieg gegeniiber der Gruppe mit intakter BBB registrieren. Somit kann
man tiberlegen, die Dynamik von S100-B als Parameter der BBB-Funktion einzusetzen, was
auch durch Marchi et al. postuliert wurde (162). Nachdem der Untergang von Nervenzellen
bei Vorhandensein eines sekundédren Hirnschadens auch noch nach dem eigentlichen Trauma
weiter voranschreiten kann, kann man einen, wie auch in unserer Studie vorhandenen Anstieg
der S100-B Werte im Verlauf von 72h nach SHT erklidren. So konnten auch Grasso et al. in
einer experimentellen Studie an Patienten mit Subarachnoidalblutungen herausarbeiten, dass
die S100-B Konzentration mit dem Ausmal} der geschiddigten Neuronen korreliert (163).
Verfolgt man die Dynamik von S100-B weiter, erkennt man, dass sich bei einem Ende des
Zellunterganges auch die S100-B Konzentrationen verringert, wodurch sich auch Aussagen
bzgl. des Verlaufes machen lassen (164). In unserer Arbeit konnten wir diesen stetigen Abfall
des Proteins ebenfalls erkennen. Wie bereits erwihnt, gibt es auch extrakranielle Quellen des
Proteins (91, 97). Es ist also prinzipiell moglich, dass nicht nur neuronales S100-B fiir einen
Anstieg nach SHT wursichlich sein kann. So zeigt sich u.a. nach kardiochirurgischen

Eingriffen ein Anstieg von S100-B im Serum, wonach ein Zusammenhang zwischen einem

63



Thoraxtrauma und einem erhohten S100-B Wert ebenfalls moglich erscheint (165, 166).
Analysen zeigten allerdings, dass in den Thoraxorganen nur ein geringer Anteil an S100-B
vorhanden ist. Da in wunserer Studie ausschlieBlich Patienten mit isoliertem SHT
eingeschlossen wurden und die erreichten S100-B Werte um ein Vielfaches hoher sind, als es
nach Thoraxtraumen moglich wire, kann man bei unseren Patienten von einem spezifischen
Anstieg von neuronalem S100-B ausgehen. Trotzdem muss man sicherlich ein genaues
Augenmerk darauf legen, ob es sich bei den in die Studie aufgenommenen Patienten definitiv
um isolierte SHT-Patienten handelt, um nicht zu falsch positiven Ergebnissen zu gelangen.
AuBerdem ist es sicherlich eine sinnvolle Uberlegung neben S100-B weitere Biomarker, wie
es Bloomfield et al. in einer Publikation aus 2007 darstellen, zu verwenden, um durch
mogliche Begleitverletzungen entstandene extrakranielle Quellen, als Ursache fiir den Anstieg
des Proteins auszuschlieen (182). Es ist auch immer wieder zu beobachten, dass sich trotz
eines scheinbar geringen SHT-Schadens, ohne ein erkennbares morphologisches Korrelat im
cCT, ein S100-B Anstieg erkennen ldsst (167). Neben den bereits erlduterten extrakraniellen
Quellen ist in diesem Zusammenhang die Art des Traumas von entscheidender Bedeutung.
Hierbei spielen v.a. Verkehrsunfille und Stiirze eine erhebliche Rolle. Die dabei oft
bestehenden ,,Dezelerationstraumen sind besonders zu erwihnen. Erfihrt das Gehirn ein
solches Trauma, kommt es durch die hohen, auf das Gehirn wirkenden Scherkrifte zu
diffusen axonalen Schidigungen (168). Untersucht man diesen Zusammenhang etwas
genauer, kann es auch ohne ein eigentlich morphologisch sicher identifizierbares SHT zu
einem S100-B Anstieg kommen, was nicht an einer mangelnden Spezifitit des Markers,
sondern an einer mangelnden Sensitivitdt der herangezogenen Untersuchungen liegen kann.
Umgekehrt gibt es Regionen im Gehirn, die bei einer vergleichsweise geringen Schiadigung
schwere neurologische Defizite nach sich ziehen, aber aufgrund ihres vergleichsweise kleinen
Volumens eine nur geringe Ausschiittung des Proteins bewirken. Eine andere, sehr wichtige

Uberlegung bei der Verwendung von S100-B in der Diagnostik nach SHT, ergibt sich aus der
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Tatsache, dass auch extrakranielle Verletzungen intrakranielle Schiden hervorrufen konnen.
Die Arbeitsgruppe um Pelinka et al konnte u.a. einen Zusammenhang zwischen
himorrhagischem Schock und der Ausbildung eines SHT erarbeiten. Auch wenn sich
vereinzelt S100-B Anstiege in Schocksituationen, auch ohne eigentliches SHT erkennen
lassen, kann nicht von einem grundsitzlichen Zusammenhang ausgegangen werden. Neben
den von uns diskutierten Anwendungen bei Patienten mit schwerem SHT ist ein weiterer
interessanter Aspekt die Analyse des Proteins nach leichten SHTs. Dies wurde auch schon in
diversen Arbeitsgruppen, u.a. durch die Gruppe um Biberthaler et al., eingehend untersucht.
Man hat herausgefunden, dass sich bei Patienten mit leichten Anzeichen eines SHT, wie z.B.
Erbrechen, Schwindel und einer Amnesie, also ohne einen eindeutigen radiologischen
Nachweis einer cerebralen Schidigung, unterschiedlich hohe Werte im Vergleich zu gesunden
Probanden erkennen liefen. Man kann somit evtl. den Schluss ziehen, dass es sich dabei v.a.
um Patienten mit einem potentiell erhohten Risiko fiir intrakranielle Komplikationen handeln
konnte. Folglich eignet sich das Protein in diesen Fillen sicherlich als Risiko-Screenig und
kann zur Entscheidungsfindung fiir weitere, auch finanziell aufwendige, diagnostische
Untersuchungen verwendet werden (112, 169-171). Nachdem sich die Verénderungen des
Proteins in einem kleineren Rahmen abspielen, sollten allerdings die cut-offs verdndert
werden. Es werden u.a. Schwellenwerte von 0,18 pg/l und 0,21 pg/l angegeben (172, 173).
Fasst man die obigen Ausfithrungen zusammen, kann man sagen, dass es sich bei dem Protein
S100-B um einen guten Parameter zu diagnostischen Zwecken bei Patienten mit SHT handelt.
Man sollte jedoch die Anwendung kritisch betrachten, da neben einer moglichen
Verfélschung der Ergebnisse durch Quellen aus extrakraniellen Verletzungen, auch die noch
zu lange Dauer der Analyse fiir die die akute Diagnostik gewisse Probleme darstellt.
Biberthaler et al. stellten dabei in einer Studie 2004 Analysezeiten von 40 min vor (98).
Trotzdem ist eine Weiterentwicklung im Sinne einer noch schnelleren und fiir den Notfall

praktikableren Analyse anzustreben. Man kann deswegen sicherlich davon ausgehen, dass
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sich bei einer positiven Weiterentwicklung, die Messung von S100-B zu diagnostischen
Zwecken und als Einfluss nehmende Gro3e bei therapeutischen Entscheidungen als sinnvoller

Parameter anbietet.

5.4. Durschflusszytometrische Analyse

5.4.1. CD-14+ Monozyten

Die dem unspezifischen Immunsystem abstammenden Monozyten besitzen auf ihrer
Oberflache u.a. das myeloide Markerantigen CD-14. Das Protein wird auf der Zelloberfliche
exprimiert und dort verankert. Nachdem die Zellen urspriinglich in einem inaktiven Zustand
vorliegen, werden sie durch die Aktivierung einer Signalkaskade, durch die Induktion
bestimmter Zytokine, z.B. TNF oder Interleukine oder iiber LPS, einem Hauptbestandteil der
AuBlenmembran gramnegativer Bakterien, aktiviert. Guha et al. konnten sowohl auf
biochemischer als auch auf genetischer Ebene die Rolle von CD-14+ Markerantigenen
beziiglich der LPS-Aktivierung von Monozyten und Makrophagen nachweisen (174, 175). Im
Liquor von Patienten mit schwerem SHT lieBen sich pro- und antiinflammatorische
Mediatoren, wie z.B. TNF oder Interleukine, nachweisen und auch die daraus folgenden
Reaktionskaskaden (176, 177). Die Literatur zeigt aber auch, dass es zu dem beschriebenen
sekundiren Hirnschaden bei Patienten mit SHT auch ohne die Entwicklung eines MODS oder
eines Anstieges des lokalen Zytokinspiegels im Liquor kommen kann (136). Untersuchungen
an Patienten mit chronisch entziindlichen Erkrankungen des ZNS erbrachten Hinweise auf
eine funktionelle Beteiligung korpereigener Abwehrzellen, wie Monozyten, an der
Ausbildung einer sekundidren Hirnschdadigung. Diese Zellen konnten eine zentrale Rolle bei
der Aktivierung lokaler inflammatorischer Prozesse darstellen (137-140, 178). Aus diesem
Grund haben wir in unserer Studie die Dynamik dieser immunkompetenten Zellen in den

ersten 72h nach Trauma, in der Zeit der Ausbildung des sekundiren Hirnschadens, im Liquor
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von Patienten mit isoliertem SHT analysiert. Wir konnten aufzeigen, dass die CD-14+
Monozyten im Liquor iiber den gesamten Messzeitraum von 72h kontinuierlich angestiegen
sind, mit einer Signifikanz gegeniiber der Kontrolle und gegeniiber der Aufnahme direkt nach
Trauma. Wie bereits erldutert ist es in diesem Zusammenhang sicherlich von groBer
Bedeutung, dass man nur isolierte SHT-Patienten mit in die Studie aufgenommen hat um
keine Verfilschung der Ergebnisse durch eine mogliche Einschwemmung der Zellen iiber den
systemischen Kreislauf zu haben. Um zu unterscheiden, ob es sich bei den gemessenen
Monozyten um Zellen in einem ,,aktiven Zustand handelt, sie also aktiv an der Entwicklung
der posttraumatischen Inflammation beteiligt sind und in der Lage sind eine Verbindung zum
spezifischen Immunsystem herzustellen, indem sie phagozytierte Erreger prédsentieren, haben
wie die Zellen genauer spezifiziert. Dazu haben wir die Monozyten bzgl. des auf ihrer
Oberflache vorhandenen HLA-DR Proteins unterteilt. Bei den HLA-DR positiven (aktiven)
Monozyten lésst sich ebenso ein kontinuierlicher Anstieg iiber den gesamten Messzeitraum
erkennen, wobei bereits initial ein signifikanter Anstieg gegeniiber der Kontrolle und nach
72h gegeniiber dem Aufnahmewert vorhanden ist. In diesem Zusammenhang muss noch ein
moglicher Zusammenhang zwischen der Funktion der BBB und der Dynamik der Zellen
iberlegt werden. In fritheren Arbeiten an Patienten mit SHT konnte eine Unabhingigkeit
zwischen eines moglichen Zytokinanstieges und der Funktion der BBB aufgezeigt werden
(136). Ziel dabei war es, wichtige Unterschiede der intrazerebralen Dynamik der Zellen durch
eine mogliche systemische Beeinflussung herauszuarbeiten. Auch hier ergab sich ein
kontinuierlicher Anstieg der Monozyten in beiden Gruppen (Gruppe I:BBB intakt; Gruppe 1I:
BBB gestort). Interessanterweise konnten wir bei dem Vergleich beider Gruppen einen
Unterschied nach 48h erkennen. Die Patienten mit intakter BBB wiesen signifikant hohere
Werte als die Patienten mit gestorter BBB auf. Es lédsst sich also vermuten, dass es nach einem
SHT unabhingig von den Vorgidngen im systemischen Kreislauf zu einer deutlichen Induktion

der intrathekalen Inflammationsreaktion kommt. Sicherlich ist die Patientenanzahl mit neun
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Patienten in der Gruppe mit intakter BBB und sechs Patienten mit gestorter BBB zu gering,
um definitive Aussagen zu treffen, aber eine Tendenz, dass sich der reaktive
Monozytenanstieg unabhédngig von der Funktion der BBB ergibt, ldsst sich vermuten.
Weiterhin muss bei der Analyse der Zellen, trotz einer Unterscheidung in zwei Gruppen je
nach Funktion der BBB, ein mdéglicher Einfluss des Serums auf die gewonnenen Ergebnisse

im Liquor diskutiert werden.

5.4.2. CD-15+ Granulozyten

Wie bereits eingangs erwihnt, setzt sich das Immunsystem aus dem spezifischen und dem
unspezifischen Anteil zusammen. Neben den o.g. Monozyten gehoren die CD-15+
Granulozyten mit ihrer phagozytierenden Fihigkeit ebenso dem unspezifischen Immusystem
an. Durch eine Aktivierung mittels proinflammatorischer Antigene sind sie in der Lage durch
die Bildung reaktiver Sauerstoffmetabolite fremde Mikroorganismen abzutéten. Es konnte
bereits nachgewiesen werden, dass sie an der posttraumatischen Inflammation, vergleichbar
zu den CD-14+ Monozyten, beteiligt sind (122). Nachdem sich der sekundire Hirnschaden
auch ohne die Mithilfe von Zytokinen entwickeln kann, gilt es auch den Granulozyten eine
besondere Bedeutung bei der Entstehung des sekundédren Hirnschadens zukommen zu lassen.
Betrachtet man die Ergebnisse der Granulozyten (siehe Tabelle 15), ldsst sich ein
kontinuierlicher Anstieg bis 48h nach Trauma erkennen, der bereits ab 12h nach Trauma
gegeniiber der Kontrollgruppe und den Aufnahmewerten signifikant erhoht ist. Trotz eines
leichten Abfallens nach 72h bleibt die Signifikanz bestehen. Vergleichbar zu den Messungen
der Monozyten haben wir auch hier den Einfluss der BBB fiir die Dynamik der Granulozyten
mit untersucht. In beiden Gruppen (Gruppe I: intakte BBB; Gruppe II: gestérte BBB) konnten
wir unabhingig der BBB-Funktion vergleichbar zu der Messung ohne Unterscheidung bzgl.
der BBB Funktion einen kontinuierlichen Anstieg bis 48h mit einem signifikanten

Unterschied gegeniiber der Kontrolle erkennen. Entgegen der Ergebnisse der Monozyten
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konnten wir jedoch bei dem Vergleich beider Gruppen einen siginifikant hoheren Wert nach
48h in der Gruppe mit gestorter BBB gegeniiber der Gruppe mit intakter BBB erkennen. Dies
lasst wiederum vermuten, dass sich die Entwicklung und die Dynamik der Zellen bei der
Entstehung der Inflammation unabhingig von der BBB-Funktion verhalten und folglich auch
das Vorhandensein intrathekaler Quellen fiir Granulozyten, dhnlich den Monozyten, als
Moglichkeit herangezogen werden muss. Trotzdem ist auch die hier herangezogene Zahl von

Patienten sicherlich zu gering, um eine definitive Aussage treffen zu konnen.

5.5. PMN-Elastase

Die PMN-Elastase stellt als Bestandteil der Granula in CD-15+ Granulozyten durch ihr
Potential als Serinprotease einen wichtigen Faktor bei der Abwehr von Mikroorganismen
nach Trauma dar. Trotz einer urspriinglich inaktiven Form werden die Proteasen bei einer
massiven Ausschiittung, wie dies bei einer posttraumatischen Reaktion geschehen kann,
aktiviert und unterstiitzen durch Freisetzung eines entscheidenden Fragmentes die Bindung
bestimmter Liganden an einem an der posttraumatischen Inflammation wesentlich beteiligten
proinflammatorischen Zytokins (127). Betrachtet man diese Funktionen genauer lédsst sich
deutlich erkennen, dass die genaue Analyse der Dynamik der PMN-Elastase in der frithen
Phase nach Trauma eine wichtige Bedeutung bei der Entwicklung moéglicher Strategien zur
Privention des sekunddren Hirnschadens zukommt. AuBlerdem kann man durch die
Bestimmung des PMN-Elastase/Inhibitor-Komplexes eine Aktivititsbestimmung der
Granulozyten vornehmen und in deren Folge eine genaue Einschitzung der
Granulozytenbeteiligung in der jeweiligen Phase der Entstehung und Ausbildung des
sekundireren Hirnschadens erheben (128). Dies konnte wiederum einen wichtigen Teilschritt
zur Privention des Sekunddrschadens nach SHT darstellen und zur therapeutischen
Unterstiitzung fiir ein besseres Outcome nach Trauma beitragen. Betrachtet man das Ergebnis

der Analyse der PMN-Elastase nach SHT genauer (siehe Tabelle 17), lidsst sich
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interessanterweise feststellen, dass sich trotz des Vorkommens der Elastase in den
Granulozyten die Dynamik im Vergleich zu den CD-15+ Zellen in dem gleichen
Untersuchungszeitraum unterscheidet. Entgegen dem Ergebnis der Granulozyten (siehe
Tabelle 15) reagiert die PMN-Elastase deutlich verzogert. Erst nach 48h konnte man einen
signifikanten Anstieg gegeniiber der Kontrolle wie gegeniiber dem Aufnahmewert erkennen.
Auch gegen Ende unseres Messzeitraumes lédsst sich ein Unterschied der zwei Parameter
erkennen. Sieht man bei den Granulozyten nach 48h ein leichtes Abfallen, steigen die
Ergebnisse der Elastase weiterhin an. Auch hier wurden die Patienten bzgl. der BBB-Funktion
unterteilt. Man konnte in beiden Gruppen, bis auf den 24h Wert der Gruppe mit gestorter
BBB, einen kontinuierlichen Anstieg im Verlauf von 72h messen. Bei der Unterscheidung der
beiden Gruppen untereinander zeigte sich ein signifikanter Unterschied nach 48h der
Patienten von Gruppe II gegeniiber den Patienten der Gruppe I bei Aufnahme und nach 12h.
In einer Arbeitsgruppe um Hensler et al. wurde herausgearbeitet, dass keine wesentliche
Erhohung der Plasmawerte der PMN-Elastase bei Patienten mit isoliertem SHT im Vergleich
zu nicht traumatisierten Kontrollen zu erkennen war (181). Der in dieser Studie vorliegende
Anstieg der Elastase im Liquor bei Patienten mit intakter BBB unterstiitzt unsere These, dass
es neben den Granulozyten, als mogliche Quelle der Elastase, auch andere wichtige
intrathekale Quellen geben kann. Nachdem die BBB in dieser Patientengruppe intakt war,
konnte man daraus moglicherweise ableiten, dass keine Elastase in das Plasma {iibertritt, was
fiir einen fehlenden Anstieg der Zellen im Plasma bei isolierten SHT-Patienten, wie es die
Arbeitsgruppe um Hensler et al. postuliert hat, sprechen kdnnte. Dennoch sollten in weiteren
Studien neben den Liquorwerten vergleichbare Plasmawerte erhoben werden, um genauere
Analysen bzgl. der Dymanik der PMN-Elastase vornehmen zu konnen.

Diese viel versprechenden Ergebnisse eines wichtigen Parameters bei der Entstehung des
sekundiren Hirnschadens in der posttraumatischen Frithphase geben somit Anlass zu weiteren

Untersuchungen und Analysen bisher unbekannter, aber fiir das genaue Verstindnis des

70



Sekundirschadens sehr bedeutender, intrathekaler Quellen, wozu sicherlich auch das

Patientenkollektiv erhoht werden muss.

6. Zusammenfassung

Das Schidel-Hirn-Trauma (SHT) stellt mit einer Letalitdtsrate zwischen 37% und 60% trotz
des in den letzten Jahren deutlich verbesserten Traumamanagements mit neuen Erkenntnissen
in der Grundlagenforschung und neuen Erfolg versprechenden Therapiestrategien ein
unverindert groBes Problem fiir das Uberleben der v.a. jungen Bevolkerung dar. In diesem
Zusammenhang spielt neben dem initialen, direkt durch das Trauma bedingten und strukturell
nicht beeinflussbarem Schaden, dem sog. primdren Hirnschaden, die sekundire
Hirnschidigung (sekundcirer Hirnschaden), die durch Inflammation, Odembildung und daraus
folgend einer Storung der Mikrozirkulation mit zerebralen Zelltod gekennzeichnet ist, eine
entscheidende Rolle (2, 6, 7, 179). Die iiberschieende intrakranielle Entziindungsreaktion ist
dabei als der zentrale pathophysiologische Prozess fiir die Entstehung des sekundiren
Hirnschadens anzusehen (40, 59). Frithere Studien an Patienten mit chronisch entziindlichen
Erkrankungen des ZNS konnten eine funktionelle Beteiligung von Monozyten/Makrophagen
und T-Lymphozyten an der Entstehung der Inflammationsreaktion belegen (137-140).
Entgegen der allgemein angenommenen Vermutung, dass es sich bei dem ZNS um ein
immunprivilegiertes System handelt, weil man nun, dass das Gehirn selbst iiber wichtige
inflammatorische Mediatoren verfiigt und eine Entziindungsreaktion unabhingig vom
systemischen Kreislauf induzieren kann. Die Blut-Hirn-Schranke (BBB) als physiologische
Barriere zwischen systemischem und intrathekalem Kreislauf spielt hierbei sicherlich eine
wichtige Rolle. In Studien an Schidel-Hirn-traumatisierten Patienten konnte die Beteiligung
von Monozyten und Granulozyten als wichtige Vertreter von immunkompetenten Zellen
nachgewiesen werden. Mit der als Serinprotease fungierenden PMN-Elastase kennt man
zudem einen wichtigen Faktor bei der Zerstorung der neuronalen Zellen in der
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posttraumatischen Phase. Neben den Erkenntnissen der immunkompetenten Zellen konnte
man mit dem Protein S100-B einen biochemischen Marker etablieren, mit dem sich das
Ausmal} der zerebralen Schidigung nach SHT abschitzen lidsst. Umfangreiche Studien der
letzten Zeit konnten jedoch die Frage nach der Dynamik der zelluldren Subpopulationen des
humanen Immunsystems, der PMN-Elastase und des Proteins S100-B im Liquor in der
frithen, entscheidenden Phase nach Trauma nur unzureichend beantworten. Zur genauen
Darstellung der Dynamik der erwihnten Parameter wurden in dieser Studie 15 Patienten mit
isoliertem SHT III° (GCS < 8 Punkten) eingeschlossen und gemil eines seriellen Protokolls
eine Liquor-, sowie eine Serumprobe zu den Zeitpunkten ,,Aufnahme in den Schockraum®,
bzw. Anlage der ICP-Sonde, 12h, 24h, 48h und 72h nach Trauma abgenommen und im
direkten Anschluss bzgl. ihrer Dynamik in den ersten 72h nach Trauma analysiert. Die
gewonnen Ergebnisse wurden zudem auf eine mogliche Korrelation mit der Funktion der
Blut-Hirn-Schranke, die mit Hilfe des Liquor-/Serum-Albuminindex bestimmt wurde,

untersucht.

Aus den daraus formulierten Einzelzielen der vorliegenden Studie ergaben sich folgende

Ergebnisse:

I. Bei der Analyse von S100-B konnte man bereits bei der ersten Abnahme im
Schockraum mit 49,3+12,3 pg/ml einen signifikanten Anstieg gegeniiber der
Kontrollgruppe (0,254+0,04 pg/ml) und gegeniiber den Ergebnissen nach 24h
(9,843,8 pg/ml) und 72h (13,54+5,3 pg/ml) erkennen. Trotz eines Abfallens im
weiteren Messzeitraum blieb ein signifikanter Unterschied gegeniiber der
Kontrollgruppe bestehen. Nach einer Unterteilung in zwei Gruppen (Gruppe I:
BBB intakt; Gruppe II: BBB gestort) sah man in beiden Gruppen eine dhnliche

Dynamik mit einem initialen signifikanten Anstieg gegeniiber der Kontrolle. In
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Gruppe II lies sich zudem bei Aufnahme (77,27+£13,3 pg/ml) ein signifikanter

Unterschied gegeniiber allen Abnahmezeitpunkten von Gruppe I erkennen.

II. Die CD-14+ Monozyten zeigten einen Kontinuierlichen Anstieg iiber den
gesamten Messzeitraum mit einem signifikanten Unterschied nach 72h (6,48+0,8
%) gegeniiber der Kontrollgruppe (2,6£0,6 %), wie auch gegeniiber den
Ergebnissen der initialen Abnahme (2,32+0,6 %). Bei der Bestimmung der
»aktiven®, HLA-DR+ Monozyten konnte man mit 1,91+£0,5 % initial einen
signifikanten Anstieg im Vergleich zu der Kontrolle (0,34+0,09 %) und nach 72h
(3,62+0,6 %) gegeniiber dem Aufnahmewert (1,91£0,5 %) erkennen. Die
Unterteilung in zwei Gruppen gemif3 der Messung von S100-B erbrachte fiir beide
Gruppen nach 48h und 72h einen signifikanten Unterschied gegeniiber der
Kontrolle, nach 72h gegeniiber der Aufnahme (Gruppe II bereits nach 48h).
Vergleicht man die beiden Gruppen untereinander, sah man in Gruppe I nach 48h
(6,40+1,5 %) signifikant erhohte Werte gegeniiber der Aufnahmemessung von
Gruppe 11 (1,89+0,9 %).

Betrachtet man die Ergebnisse der CD-15+ Granulozyten, lies sich mit 9,15+1,6 %
bereits initial ein signifikanter Anstieg gegeniiber der Kontrollgruppe (0,98+0.2 %)
und nach 12h (24.65+1.6 %) gegeniiber den Ergebnissen der initialen Abnahme
erkennen. Bei der Unterteilung in zwei Gruppen, je nach Funktion der BBB, sah
man auch hier in beiden Gruppen bereits initial einen signifikanten Anstieg
gegeniiber der Kontrolle, der im Verlauf der gesamten Studie bestehen blieb. In
Gruppe I konnte man zudem nach 24h, 48h und 72h, in Gruppe II nach 48h, einen
signifikanten Unterschied gegeniiber der Aufnahmemessung erkennen. Vergleicht

man die beiden Gruppen miteinander, bemerkt man einen signifikanten
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Unterschied zwischen der 48h-Abnahme von Gruppe II (35,80+7,6 %) und dem

Aufnahmewert von Gruppe 1 (8,61+1,3 %).

III. Die PMN-Elastase wies einen kontinuierlichen Anstieg im gesamten
Messzeitraum auf. Die Ergebnisse nach 48h (27,12+10,6 ng/ml) und 72h
(57,1£21,5 ng/ml) zeigten zudem signifikant hohere Werte gegeniiber der
Kontrolle (3,68+0,3 ng/ml) sowie gegeniiber der Aufnahmemessung (4,97+1,9
ng/ml). Bei der Unterteilung in zwei Gruppen gemidll der anderen Messungen
wiesen die Patienten der Gruppe I eine vergleichbare Dynamik mit einem
signifikanten Unterschied nach 48h und 72h gegeniiber der Kontrolle und der
initialen Abnahme auf. In Gruppe II war dies lediglich gegeniiber der Kontrolle
nachzuweisen. Beim Vergleich der beiden Gruppen miteinander waren in Gruppe
II nach 48h (45,26+26,6 ng/ml) signifikant erhohte Werte gegeniiber dem

Aufnahmewert (2,93+1,9 ng/ml) von Gruppe I vorhanden.

Mit der vorliegenden Arbeit konnten wir erstmals die Dynamik von S100-B im Liquor von
schwer Schidel-Hirn-traumatisierten Patienten in den ersten 72h nach Trauma analysieren.
Bei den Ergebnissen des Proteins kann man, wie in der Literatur bereits beschrieben, durch
den initial deutlich erhohten Anstieg einen Zusammenhang mit der Schwere des Traumas
erkennen, woraus sich vermuten ldsst, dass S100-B als Marker fiir die Abschitzung des
Schadens nach SHT herangezogen werden kann. Zusitzlich kann S100-B durch seinen
signifikant erhohten Anstieg in der Gruppe mit einer Stérung der BBB als ein Marker fiir die
Funktion der BBB gesehen werden.

Weiterhin konnten wir in der vorliegenden Studie erstmals die quantitative Analyse zelluldrer
Sub-Populationen im Liquor von Patienten nach schwerem SHT im direkten

posttraumatischen Beobachtungszeitraum demonstrieren. Der dabei gemessene Anstieg der
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CD-14+-Monozyten wie auch CD-15+-Granulozyten, der unabhiingig von der BBB-Funktion
zu sehen war, konnte hinweisend auf die direkte und vom systemischen Kreislauf
unabhiéngige Beteiligung des intrathekalen zelluldren Immunsystems an der Ausbildung des
sekunddren Hirnschadens dieser Patienten sein.

Bei der Analyse der Dynamik der PMN-Elastase im Liquor konnte man einen von den
Granulozyten, als bekannte Quelle der PMN-Elastase, unabhédngigen Anstieg erkennen.
Unterteilt man alle Patienten in zwei Gruppen (Gruppe I: BBB intakt; Gruppe II: BBB
gestort) sieht man bei allen untersuchten Parametern im Verlauf signifikant hohere Werte der
Patienten mit gestorter BBB gegeniiber den Patienten mit intakter BBB. Eine Ausnahme
bilden lediglich die Ergebnisse der CD-14+- Monozyten, bei denen die Patienten mit intakter
BBB signifikant erhohte Werte gegeniiber der Gruppe mit gestorter BBB aufweisen.

Weitere Studien sollen belegen, inwieweit der Anstieg der immunkompetenten Zellen mit der
Ausbildung eines sekunddren Hirnschadens auf dem Boden immunologischer
Funktionsstorungen korreliert und welchen genauen Einfluss die Funktion der BBB in diesem
Zusammenhang einnimmt. Zusitzlich sollen die genaue Pathophysiologie und die
Signaltransduktion zur Synthese von PMN-Elastase untersucht und weitere intrathekale

Quellen erkundet werden.
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8. Glossar

Ag Antigen

AIDS Acquired Immune Deficiency Syndrome
Ak Antikorper

ANOVA Analysis of Variance

ATP Adenosin Tri Phosphat

BBB Blut-Hirn-Schranke

BCFB Blood cerebrospinale fluid barriere
cCT Kraniale Computertomographie
CD Cluster of differentiation

CDC Center of disease control

CPP Zerebraler Perfusionsdruck

CSF Cerebro spinal fluid
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DAI Diffuse axonal injury

Diff.-BB Differential Blut Bild

ECLIA Electrochemiluminescence Immunoassay
EDH Epidurales Himatom

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELAM Endothelial leukocyte adhesion molecules
ELISA Enzyme linked immunosorbent assay
FACS Fluorescence activated cell sorting
FCS Fetales Kélber Serum

FCS Forward Angle Light Scatter

FITC Fluorisothiocyanat

g Gramm

GCS Glasgow coma scale

GOS Glasgow outcome scale

Ga Granulozyten

h Stunde

Ht Wasserstoffion

H,0O, Wasserstoffperoxid

HIV Human immunodeficiency virus
HLA Human leucocyte antigen

ICAM Intercellular adhesion molecule

ICB Intrazerebrale Blutung

ICP Intrakranieller Druck

IL Interleukin

kDa Kilo dalton

1 Liter

LPS Lipopolysaccharid

m Milli

MAP Arterieller Mitteldruck

M-CSF Makrophagenkolonie stimulierender Faktor
MHC Major histocompatibility complex
Min Minute

mmHG Millimeter einer Quecksilbersdule
M@ Monozyt
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MPS Mononukledren Phagozytensystems

MPS Mononukleédres Phagozyten System
MW Mittelwert

n nano (x 10'9)

O, Sauerstoff

p sys Systolischer Druch

PBMC Mononukledrer Leukozyt aus dem peripheren Blut
PBS Phosphate Buffered Saline

PC-5 Phycoerythrin-Cyanin-5

Pdia Diastolischer Druck

PE Phycoerthrein

PIH Progressive intracranial hemorrhage
PMN Poly Morpho Nuclear

Qanb Albumin Quotient

ROI Reactive oxygen intermediates
RPM Umdrehungen in der Minute

SAB Subarachnoidale Blutung

SDH Subdurales Himatom

SEM Standard error of the mean (Standardfehler)
SHT Schidel-Hirn-Trauma

SIRS Systemic inflammatory response syndrome
SSC Side Angle Light Scatter

sSHT Schweres Schidel-Hirn-Trauma
TNF Tumor Nekrose Faktor

VEGF Vascular endothelial growth factor
w Watt

ZNS Zentrales Nerven System

al-PI al-Proteinase Inhibitor

0 Mikro (x 10

- Minus

# Fraktur

° Grad-Celsius
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