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1. Einleitung

1.  Einleitung

1.1 Epidemiologie

Bei immer gréBer werdenden Patientenzahlen, deren Uberleben durch die
verbesserten Methoden der modernen Intensivmedizin ermdglicht wird, kommt
dem neurologischen Zustand nach einer Reanimation im Rahmen eines Herz-
Kreislauf-Versagens auf Grund seines Einflusses auf die Lebensqualitét der
Patienten eine zentrale Bedeutung zu. Die Inzidenz flir Reanimationen liegt
zwischen 48,33 im Raum Bonn®® und 100 im Raum Berlin®
(Falle/100 000 Einwohner/Jahr).

Nach Studien aus Schottland”, den Vereinigten Staaten’® und Finnland®® mit
insgesamt mehr als 2500 Patienten starben etwa 50% nach primar erfolgreicher
Reanimation ohne Wiedererlangen des Bewusstseins. Zwischen 27%® und
45%7) der iiberlebenden Patienten zeigten neurologische Einschrénkungen. Bei
1%1”) bis 5% Prozent handelte es sich hierbei um schwerste neurologische

Folgeschaden®.
1.2 Problematik in der frihzeitigen Diagnose hypoxischer Hirnschaden

Eine besondere Schwierigkeit stellt die Diagnose und die Abschatzung des
AusmaBes von neurologischen Schaden bei Patienten in der Friihphase nach
Reanimationen dar. Momentan ist hierfir der aufwendige und kostenintensive
Einsatz moderner GroBgerdate wie Computertomograph (CT) oder Magnet-
Resonanz-Tomograph (MRT) erforderlich - was insbesondere problematisch ist,
da die zu untersuchenden Patienten oft zu instabil fir den Transport zum
entsprechenden Gerat sind oder Gerat und Fachpersonal gerade an kleineren
Krankenh&usern nicht zur Verfligung stehen.

Far den Nachweis hypoxischer Hirnschaden gibt es bislang keine Alternative zur
Untersuchung mittels cerebralem Computertomogramm (cCT), da andere
diagnostische Verfahren wie das Elektroenzephalogramm (EEG) in ihrer Aussage

101

durch ihre Stéranfalligkeit zu unzuverldssig sind'®". AuBerdem sind die Patienten
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1. Einleitung

aufgrund der haufig notwendigen Sedierung kaum durch neurologische
Begutachtung einzustufen. Dieser Mangel an diagnostischen Méglichkeiten flhrt
dazu, dass ein friihzeitiger Beginn neurorehabilitativer Verfahren unméglich wird.
Eine fir den Patienten weitaus weniger belastende Vorgehensweise waére es,
wenn der Nachweis zerebraler Strukturproteine im peripheren Blut eine
Erweiterung des Spektrums neurologischer Diagnostik ermdglichte.

1.3 Das S-100 Protein

Der Name wurde vom Erstbeschreiber des S-100 Proteins, Moore, 1965 gewahlt,
da das von ihm isolierte Protein nur in 100-prozentigem Ammoniumsulfat bei
neutralem pH I&slich (soluble) war®. Heute ist bekannt, dass es sich um eine
Proteinfamilie handelt, bestehend aus einer Gruppe von kalziumbindenden
Proteinen. Diese enthalten jeweils 2 EF-Hand Doménen, die in der Lage sind,
jeweils ein Kalziumion zu binden®?.

Es existieren zurzeit unterschiedliche Nomenklaturen flr die Beschreibung der
Proteine aus der S-100 Familie. In der &alteren Literatur werden das S-100a, das
S-100b und das S-100a, unterschieden, von denen das S-100a und S-100b
vorwiegend im ZNS, das S-100a, extrazerebral vorkommen. Diese 3 Proteine
bestehen jeweils aus 2 Untereinheiten, einer a- und einer B-Kette, jeweils circa
10,5 kD groB. Aus den mdglichen Kombinationen der Ketten entsteht das
S-100a (ap), S-100b (BB) und S-100a, (aa). Die Nomenklatur der S-100 Proteine
ist auch im Hinblick auf die monomeren bzw. dimeren Molekile uneinheitlich. In
der Mehrzahl werden mit S-100a und S-100b die Dimere bezeichnet, die die
biologische aktive Form des Molekiiles darstellen. S-100a (ap) ist in Gliazellen
und Melanozyten, S-100b (BB) in Astrozyten und Schwann-Zellen des zentralen
und peripheren Nervensystems sowie in den Zellen der Adenohypophyse und den
Langerhanszellen des Pankreas nachweisbar. S-100a, kommt vorwiegend
extrazerebral in Herz, Niere und glattem Muskelgewebe vor®*®. Die
physiologische Funktion dieser Proteine ist bis heute nicht vollstandig geklart'%.
Neben dieser bisherigen Einteilung in S-100a, S-100b und S-100a, flhrten
Heizmann et al. 1995 eine Einteilung ein, die die gesamte S-100 Protein-Familie

erfasst. Dieser Einteilung liegt die Erkenntnis zugrunde, dass die S-100 Proteine
2



1. Einleitung

einen Gencluster auf dem kurzen Arm des Chromosoms 21 bilden. Zur
S-100-Familie gehdéren insgesamt 19 Proteine, die eine unterschiedliche zell- und
gewebsspezifische Expression sowie unterschiedliche subzellulare Lokalisationen,
post-translationale Modifikationen, Kalzium-, Zink- und Kupferbindung zeigen.
Uber ca. 40 verschiedene Zielproteine wurde berichtet. Allein fiir S-100A1
existieren 15 Zielproteine. S-100 Proteinen wird eine funktionelle Rolle bei
verschiedensten Erkrankungen wie malignen Tumoren, neurodegenerativen
Erkrankungen, Kardiomyopathien, entziindlichen Erkrankungen, Diabetes mellitus
und Allergien zugeschrieben (103). Trotz der sehr unterschiedlichen funktionellen
Bedeutung der S-100 Proteine ist ihre molekulare Struktur &hnlich. Die
dreidimensionale  Struktur von S-100 A6, A7, A8, A9 und S-100B
(sieche Abbildung 1) wurde in den letzten Jahren aufgeklart®4255275:85)
Gemeinsame Grundstruktur der S-100 Proteine ist eine zentrale ,Hinge region®
sowie 2 laterale a-Helices. Die zentrale Domane verandert ihre Struktur unter
Einfluss von Metallionenbindung nicht, wahrend die lateralen a-Helices nach
auBen ,geklappt“ sind, wenn sie Kalzium gebunden haben. Die Bindung an
Zielproteine erfolgt im Bereich der 2 hydrophoben Regionen vor den paarigen
EF-Hand Domanen.

In der Heizmann-Klassifikation werden ausschlieBlich Monomere erfasst. Mit
S-100A1 wird die a-Kette des S-100 Proteins bezeichnet, mit S-100B die B-Kette.
Die Definition der Dimere (aa, af, BB) bleibt unklar. Das in der vorgelegten Arbeit
behandelte bezlglich neurologisch-neurochirurgischer Krankheitsbilder
interessierende S-100 Protein ist gemanB dieser Klassifikation das S-100B. Es wird
im folgenden die neuere Klassifikation von Heizmann verwendet, da sie im
aktuellen Schrifttum Uberwiegend Verwendung findet, obwohl sie die dimeren
Molekdile nicht berlcksichtigt.

Messenger-RNA des Proteins wurden in vielen Organen des menschlichen
Kérpers nachgewiesen:

Gehirn, Aorta, Blase, Fettgewebe, Kolon, Dinndarm, Pankreas, Skelettmuskel,
Hoden, Fettgewebe, Haut und Nerven!'%%).

Bislang wurden die in Tabelle 1 aufgefihrten Proteine als Zielproteine fir S-100B
identifiziert.
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Tabelle 1: Die S-100 Familie und ihre mégliche Funktion

Name Synonym cDNA Gen | Pro- Ca™ Mégliche Funktion
tein Bindg
S-100 A1 S-100a + + + + | Regeneration des
Zellwachstums,
Energiestoffwechsel
S-100A2 S-100L, CaN19 + + + + | Unbekannt
S-100A3 S-100E + Unbekannt
S-100A4 CAPL, p9Ka, + + + + | Regeneration des
42A, pEL98, mts Zellwachstums,
1, Metastasin, Zelldifferenzierung,
Calvasculin, Regeneration der Zellstruktur
18A2
S-100A5 S-100D + Unbekannt
S-100A6 CACY, 2A9, + + + + | Regeneration des
PRA, CaPB Zellwachstums, intrazelluléare
5B10, Calcyclin Signallbertragung
S-100A7 PSOR1, + + + + | Unbekannt
Psoriasin
S-100A8 CAGA, MRP-8, + + Antwort auf Chemotaktine,
p8, MAC387, Regeneration des
B8Ag, L1Ag, CP- Zellwachstums, Regeneration
10, MIF, NIF von Kinaseaktivitaten,
Zelldifferenzierung
S-100A9 CAGB, CFAg, + + Antwort auf Chemotaktine,
MRP-14, p14, Regeneration des
MAC387, B8Ag, Zellwachstums, Regeneration
L1Ag, MIF, NIF von Kinaseaktivitaten
S-100A10 |[Ca[1], p11, p10, + + - | Regeneration des
42C, Calpactin Zellwachstums,
light chain Neurotransmitterfreisetzung,
antiinflammatorisch
S-100B NEF, S-100B + + + + | Regeneration des
Zellwachstums,
Energiestoffwechsel,
Kontraktion, Regeneration von
Kinaseaktivitidten, Gedachtnis
und Lernen, intrazellulare
Signallbertragung,
Zelldifferenzierung
S-100C S100C, + + + | Unbekannt
Calgizzarin,
S-100P S100P + + + | Unbekannt
CALB 3 ICaBP, + + + + | Ca™ Puffer, Regeneration der
Calbindin-D9k Ca'"-Homoostase
S-100F-P | Profilaggrin + + + + | Regeneration der Zellstruktur
S-100F-T | Trichohyalin + + + + | Regeneration der Zellstruktur
Tabelle 1:

Mitglieder der S-100 Familie"®®
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Einige dieser Zielproteine reagieren nur auf bestimmte S-100 Proteine, andere auf
die gesamte Gruppe. Der modulierende Effekt des S-100 hangt vom Enzymbesatz
der Zielzelle ab, er kann hemmend oder stimulierend sein. S-100A1, S-100B und
Calmodulin  kédnnen dieselben Funktionen synergistisch oder antagonistisch
beeinflussen. S-100B ist tberwiegend intrazellular lokalisiert. Es beeinflusst eine
Reihe von intrazellularen Funktionen, so die Zell-Zell Kommunikation, die
Zellstruktur, das Zellwachstum, den Energiestoffwechsel, die Zellkontraktion und
die intrazelluldare Signaltransduktion. Dennoch gibt es Anhaltspunkte sowohl fir
intra- als auch fiir extrazellulare Funktionen®: S-100B fungiert als Mitogen und
stimuliert die Gliazellproliferation®. Die Stimulation des Zellwachstums betrifft
sowohl gesunde Zellen als auch pathologische Zellen. So finden sich erhdhte
Konzentrationen von S-100B in Melanomzellen®® und in leukamisch veranderten
Myelozyten®, sowie in Schilddriisenkarzinomen®®. S-100B bindet an das
Microtubule Associated Protein2 (MAP2) und GFAP und inhibiert kalzium- und pH-
abhangig bei pH 6,5 die Polymerisation von Mikrotubuli und Intermediarfilamenten,
wahrend es bei einem pH von 7,5 eine Depolymerisation bewirkt''??. S-100B
erhoht die Aktivitat der Fruktose-1,6-Bisphosphat-Aldolase. Damit hat es Einfluss
auf den zellularen Energiestoffwechsel®*1%2),

Eine  weitere  Funktion bestent in der Regulation intrazellularer
Signaltransduktionen. S-100B stimuliert kalziumabhéngig die Aktivitat der
Adenylatzyklase®? und ist hierbei wiederum Gegenspieler des Calmodulin.
S-100B  hemmt die Phosphorylierung und damit Aktivierung von p87,
Neuromodulin, Neurogranin und p53, bei denen es sich um intrazellulare
Botenstoffe handelt®®?.
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Tabelle 2: Mdgliche Zielproteine fur S-100A1 und S-100B

Funktion mogliches Zielprotein Isoformspezifitat
S-100A1 S-100B
Gap-junction Polypeptid + +
Zellwachstum p53 n.d. +
Zellform Tubulin + +
t-Protein n.d. +
MAP2 n.d. +
GFAP n.d. n.d.
Annexinll n.d. +
Energiestoffwechsel | Aldolase + +
Glycogenphosphorylase + -
Kontraktion Caldesmon n.d. n.d.
schwere Kette des Myosins n.d. n.d.
Signaltransduktion | Adenylatzyklase n.d. +
Neuromodulin n.d. +
Neurogranin n.d. +
p53 n.d. +
p87 n.d. +

n.d.: nicht definiert

Tabelle 2:

Mdgliche S-100 Zielproteine®®

Das Gen fiir S-100B befindet sich auf dem Chromosom 21¢22%°. Diese Tatsache
wird durch die Beobachtung unterstltzt, dass bei Menschen mit einer Trisomie 21
(Down Syndrom) tatsichlich erhdhte S-100B Spiegel gefunden wurden®V,
S-100-Gene werden in einer Reihe von Geweben exprimiert, wobei jedes der 19
S-100 Proteine in seinem spezifischen Zelltyp exprimiert wird. Die
Gewebeverteilung der S-100 Expression ist zudem deutlich unterschiedlich von
Spezies zu Spezies!'®.

In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von Untersuchungen Gber Erh6hungen
der S-100- Konzentrationen im Liquor bei Schadigung des Zentralnervensystems
durch unterschiedliche Erkrankungen publiziert. Die Referenzwerte fir S-100B

unter 200 gesunden Probanden lagen bei 0,059 + 0,038 ug/l (MW * s)®7),
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1.4  Entwicklung der Messmethode fir S-100B

Blake W. Moore war einer der ersten, die UOber die Bestimmung des
S-100 Proteins mit der Komplementfixationsmethode berichtete®®. Kanefusa Kato
schrieb 1982 (iber einen Enzymimmunoassay®®. Etwa zur gleichen Zeit
publizierte Sindic seinen ,Particle Counting Immunoassay* (PACIA)®® mit dem
auch S-100-Messungen im Blut vorgenommen wurden®®. 1987 berichtete
Persson Uber die Messung des S-100 Proteins im Liquor und im Blut mit
Radioimmunoassays'’?. Hardemark aus der gleichen Arbeitsgruppe publizierte
1989 Uber S-100-Konzentrationen im Liquor nach Subarachnoidalblutungen®”,
gemessen mit dem gleichen RIA wie dem von Persson beschriebenen sowie im
selben Jahr Gber S-100 - Konzentrationen im Liquor nach experimentellem
Hirntrauma und fokaler Ischamie®). Hier wurde das S-100 Protein mit einem
Sandwich Enzymimmunoassay gemessen, der 2 monoklonale Antikdrper gegen
die B-Untereinheit des S-100 Proteins nutzte. Ebenfalls 1989 verdffentlichte Ann
Aurell eine Studie Uber einen kompetitiven Enzymimmunoassay!”. 1995
berichteten Missler et al. Uber einen immunometrischen Assay, der auf dem
System der zeitverzOgerten Immunfluoreszenz (Dissociation Enhanced
Lanthanide Fluorescent Immuno Assay, DELFIAY) aufgebaut ist®". Ab 1996 war
ein radioimmunometrischer Assay (Immuno Radiometric Assay, IRMA) der Firma
Sangtec kommerziell verfligbar. Als Festphase dienten hier Polystyrolkugeln, die
aus urheberrechtlichen Griinden mit 2 verschiedenen gegen die [-Kette des
S-100 Proteins gerichteten monoklonalen Antikérpern beschichtet waren. Nach
Inkubation mit der Probe wurde ein dritter monoklonaler Antikbrper zugesetzt, der
radioaktiv markiert war. Dieser Assay wurde mittlerweile auf eine nichtisotopische
Methode (Chemilumineszenz mit beschichteten Rdhrchen als Festphase und
Arylhydrazid-markierten zweiten Antikérpern) umgestellt. Seit Ende 1995 gibt es
eine Reihe von Berichten in der Literatur Gber die Messung des S-100 Proteins im

19:35:4547:98:96) " |n allen diesen

Serum bei unterschiedlichen Affektionen des ZNS!
Arbeiten wurde der o0.g. Assay von der Firma Sangtec verwendet (z.T. als
immunoradiometrischer Assay, z.T. als immunoluminometrischer Assay). Dem
GroBteil der aktuellen Veroffentlichungen liegt der Sangtec 100 ILMA als Assay

zugrunde.
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1.5 Das S-100 bei verschiedenen Krankheitsbildern

Michetti berichtete 1980 Uber erhéhte S-100- Liquorkonzentrationen bei akuten
Schiiben der Multiplen Sklerose, bei Demenzen, der amyotrophen Lateralsklerose,
akuter Enzephalitis, Riickenmarkskompression und intrakraniellen Tumoren®®,
Kato fand 1982 erhéhte S-100 Protein- Liquorspiegel bei Patienten mit
Glioblastomen und Hydrozephalus®?. 1983 publizierte Kato (iber das Ansteigen
des S-100 Proteins im Blut von Ratten nach Katecholamingabe?. Sindic fand
1982 eine deutliche Erhdhung der S-100 Protein- Liquorspiegel bei Patienten mit
RUckenmarkskompression, ischdmischen Hirnerkrankungen, Subarachnoidal-
blutungen mit Hamatom und bei viralen Enzephalitiden®®. Noppes Bericht tber
S-100 Protein im Liquor stammt aus dem Jahr 1986. Er fand erhéhte Werte fir
S-100 im Liquor von Patienten mit: zerebrovaskuldren Erkrankungen, Epilepsie,
Multipler Sklerose, Meningitiden, bei der Creutzfeldt-Jakob Krankheit sowie bei
Tumoren des ZNS'"%. Persson konnte ebenfalls erhdhte Werte fir das
S-100 Protein im Liquor bei Patienten mit Schlaganféllen,
Subarachnoidalblutungen, intrazerebralen Blutungen sowie Schadel-Hirn-Traumen
nachweisen’®. In dieser Arbeit findet sich auch der erste Bericht (iber Messungen
des S-100 Proteins im Blut. Allerdings berichtet Persson lediglich Gber drei
Messungen bei einem Patienten nach Schlaganfall. Der erste ausflhrlichere
Bericht Uber S-100 Protein-Anstiege im Blut findet sich 1988 bei Fagnart und
Sindic. Sie berichten Uber nachweisbare bzw. erh6hte Konzentrationen des S-100
im Blut von Patienten mit unterschiedlichen Hirntumoren, Schlaganfallen,
intrazerebralen Blutungen und Subarachnoidal-blutungen®?. Beide
Untersuchergruppen konnten im Blut gesunder Probanden das S-100 Protein nicht
nachweisen. Wahrend es sich bei den zuvor zitierten Arbeiten jeweils um einzelne
Messungen bei Patienten mit unterschiedlichen neurologischen Erkrankungen
handelte, berichtete Hardemark 1989 erstmals Uber eine systematische
Untersuchung des S-100 Proteins im Liquor von 32 Patienten mit einer
aneurysmatischen Subarachnoidalblutung. Er konnte eine positive Korrelation der
gefundenen Werte mit dem funktionellen klinischen Resultat finden®®. Ebenfalls
1989 publizierte dieselbe Arbeitsgruppe eine systematische Untersuchung Gber
den zeitlichen Verlauf des Anstieges der S-100 - Werte im Liquor bei

8



1. Einleitung

experimenteller traumatischer und fokal ischamischer Lasion des Gehirns von
Ratten®®.  Eine  weitere  systematische  Untersuchung (ber  den
Liquorspiegelverlauf des S-100 Proteins und des GFAP bei Patienten mit
ischamischem Infarkt publizierte Ann Aurell 1991. Sie berichtete erstmals lber die
Korrelation von S-100B im Liquor und sowohl dem Infarktvolumen als auch dem
funktionellen Endergebnis'®. In den folgenden Jahren erschienen einige Arbeiten,
in denen systematisch der Zusammenhang zwischen S-100B- Konzentrationen im
Liquor und einzelnen neurologischen Krankheitsbildern untersucht wurde. So
berichtete Mokuno 1994 Uber den prognostischen Aussagewert von S-100 im
Liquor bei Patienten mit Guillain-Barre’-Syndrom®¥. 1995 beschrieb Nagamatsu
aus der gleichen Arbeitsgruppe den gleichen Zusammenhang in Bezug auf die
chronisch entzindliche demyelinisierende Polyneuropathie (CIDP)(67). Mehrere
Arbeiten beschaftigten sich mit dem Anstieg des S-100 Proteins im Liquor bei

47879199 In der Arbeit von

Patienten mit Herzoperationen bzw. nach Herzstillstand'
Usui wurde Uber den vergeblichen Versuch berichtet, mit dem von Kato
beschriebenen Enzymimmunoassay®® das S-100 Protein bei diesen Patienten
auch im Blut zu messen. 1996 publizierte Westaby die Messung des S-100B
Proteins im Serum nach Operationen mit extrakorporalem Kreislauf®®. Die
Autoren benutzten den in diesem Jahr erstmals kommerziell erhaltlichen
radioimmunometrischen Assay der Firma Sangtec. Mit dieser Messmethode (bzw.
der chemiluminometrischen Folgemethode 100 LIA") sind in den vergangenen
Jahren eine Reihe weiterer Untersuchungen durchgefiihrt worden. So berichteten
Abra, Fassbender und Buttner Uber die positive Korrelation von InfarktgréBe und
klinischem Ergebnis mit dem S-100-Serumspiegel nach ischamischen zerebralem
Infarkt, gemessen mit dem 100 LIA®. Mit derselben Methode wurde das
S-100 Protein im Serum in den Untersuchungen von Woertgen, Ingebrigtsen und

46;95;100 46,95

Waterloo! ) bestimmt, die den Zusammenhang zwischen leichtem“®%) bzw.

100) heschrieben. In einer weiteren Studie konnte

schwerem Schadel-Hirn-Trauma!'
Woertgen einen S-100 Anstieg nach Bungee-Spriingen nachweisen®®. Missler et
al. berichteten 1997 ebenfalls Uber die Korrelation von InfarkigréBe, klinischem
Ergebnis und S-100-Werten im Plasma nach ischamischem Infarkt. Hierbei fand
ein Assay Verwendung, welcher auf der in dieser Studie benutzten DELFIA-
Technik basierte ©'®®. Mit der DELFIA-Technik gelang es auch, einen

9
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Zusammenhang zwischen dem Kklinischen Zustand nach aneurysmatischer
Subarachnoidalblutung, dem bekannten Grading nach Hunt und Hess und dem
Plasmaspiegel des S-100 Proteins darzulegen®®. Mit einer weiteren
kommerziellen Messmethode von der Firma Medisera (einem
Enzymimmunoassay) bestimmten Otto und Mitarbeiter 1997 die S-100
Konzentrationen im Liquor von Patienten mit Creutzfeldt-Jakob Krankheit!"?.

Nicht unerwahnt bleiben sollte in diesem Zusammenhang, dass die Bestimmung
des S-100B Proteins im Blut eine Aussage Uber den Metastasierungsgrad von
malignen Melanomen ermdglicht. Hierlber wurde mehrfach in der Literatur
berichtet®”).

Waéhrend Uber die chemische Struktur des S-100 ausfiihrliche Daten vorliegen, ist
Uber das physiologische Verhalten nicht viel bekannt. Zwar gibt es eine Reihe von
mehr oder weniger gut belegten Hypothesen Uber die Funktion des S-100
Proteins, insbesondere Uber die Kinetik in Kérperflissigkeiten wei3 man jedoch
nicht viel. Hardemark berichtete 1989 Uber den unterschiedlich raschen Anstieg
der S-100-Konzentration nach experimentellem Hirntrauma und experimenteller
fokaler zerebraler Ischamie. Aurell berichtete 1989, dass das S-100 Protein im
Liquor bei 4°C Uber mindestens 48 Stunden stabil ist, was im Widerspruch zu der
von Noppe gemachten Beobachtung einer raschen Konzentrationsabnahme des
S-100 im Liquor bei 4°C steht”%. Blomquist berichtete 1997 im Rahmen einer
Studie UOber Patienten nach herzchirurgischen Operationen Uber eine
Eliminationshalbwertzeit des S-100B aus dem Blut von 2,2 Stunden!"®,
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Abbildung 2: Das Modell eines S-100B Proteins mit Calcium beladen

Abbildung 2:
Solution Structure Of Ca(2+) - Loaded Rat S100b (Betabeta) Nmr, 20 Structures®”

Abbildung 3: Der Genlocus des S-100B auf Chromosom 21

w12 T

21pl2 —

2ipll2

2ifFlil+l
21911+1 —
21q11.2

21421

2lq22

Abbildung 3:
Lokalisation S-100B auf Chromosom 21
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1.6 Das GFAP

Das Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) wurde erstmals 1971 isoliert®”. Im
Gegensatz zum S-100 Protein ist das GFAP ein monomeres Molekdl, bestehend
aus einer Polypeptidkette. Es ist wesentlicher Bestandteil des Zytoskelettes der
Gliazellen des ZNS. Das Molekulargewicht des GFAP liegt nach Literaturangaben
zwischen 40 und 53 kDa®'®?. Unter physiologischen Bedingungen kommt es zu
einer spontanen Polymerisation des Proteins zu fibrillaren Elementen von einer
Lange bis zu einem Mikrometer und einem Durchmesser von 0,8-1,06 um('¢2®,
Die unterschiedlichen Angaben Uber die GroBe der Peptide ergeben sich zum
einen aus der Tatsache, dass das GFAP in vivo und in vitro einer Degradation
unterliegt!"®. Zum anderen spielen auch die unterschiedlichen
Praparationsmethoden eine Rolle (z.B. Polyacrylamidgelelektirophorese-PAGE,
isoelektrische Préazipitation, Hydroxyapatit-Reinigung, Diethylaminoethyl-DEAE-
Zellulose-Chromatographie). Der isoelektrische Punkt des GFAP liegt zwischen
pH 5,7 und 5,8%29),

Das GFAP kommt nur in den Astrozyten des Zentralnervensystems (ZNS) vor und
es fungiert hier als wesentlicher Baustein der Fibrillen des Zytoskeletts der
fibrillaren Astrozyten. Dies wurde in einer Vielzahl von Studien mit
unterschiedlichen ~ Markierungsmethoden  berichtet'®'2%  Der  immun-
histochemische Nachweis des GFAP in Gewebeschnitten ist heute eine
Routinemethode in der Neuropathologie.

Es existieren eine Reihe von Berichten Uber die quantitative Messung des GFAP
im Liquor cerebrospinalis bei Hirninfarkten®, bei der hypoxisch-ischdmischen

(1213 pej Kindern mit infantilem Autismus’”,

bei Patienten mit Multipler Sklerose!"™, bei Kindern mit juvenilen

zerebralen Lasion des Neugeborenen

Enzephalopathien® und bei Patienten mit Lyme-Borreliose®. Albrechtsen
berichtete 1985 Uber Versuche, mit einem Sandwichimmunoassay GFAP nicht nur
im Liquor, sondern auch im Blut zu messen. Dies gelang jedoch aufgrund unklarer
Interferenzen nicht®. Weitere Berichte iber Messungen des GFAP im Blut liegen
nicht vor. Die zitierten Arbeiten lassen bisher keine Beurteilung des klinischen
Nutzens des GFAP in der neurologischen Diagnostik zu.
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Zur Messung des GFAP im Liguor wurden ebenfalls unterschiedliche
Messverfahren  publiziert. Mori berichtete bereits 1975 ({ber einen
Radioimmunoassay®. Noppe publizierte 1979 (ber einen immuno-
radiometrischen Assay’". Albrechtsen wendete diese Technik 1985 in
modifizierter Form auf die Messung des GFAP im Liquor an®®. In diesem Assay
kommen sowohl polyklonale als auch monoklonale Antikérper zur Anwendung.
Rosengren beschrieb 1985 einen kompetitiven Enzymimmunoassay, der sich
eines polyklonalen Antikérpers bediente’®. Dieser Assay wurde in modifizierter
Form von Aurell nochmals 1991 beschrieben®. 1992 wurde von der selben
Arbeitsgruppe eine neue Version eines Enzymimmunoassays publiziert, die nun
als Sandwichassay mit 2 unterschiedlichen polyklonalen Antikérpern
arbeitete®""),

Referenzwerte fir GFAP im Serum von Gesunden existieren bisher nicht.

Abbildung 4: Ein Astrozyt mit Grin angefarbtem GFAP

Abbildung 4:
Astrozyt mit GFAP — Farbung (GFAP: Griin; Zellkern: Blau), LabLion, Pennsylvania State University, College of Medicine
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1.7 Reanimationen

Mit der Forschung an Tiermodellen wurde die cardiopulmonale Reanimation
(CPR) um den Begriff cerebral (CPCR)® erweitert und die Therapie auf die
Behandlung der ,postresuscitation disease® fokussiert wie sie Negovsky et al.
bereits in den frilhen 60ern beschrieben hat®. Die maximale Zeit, die ein
einzelnes Neuron (iberleben kann, betragt bis zu 20 Minuten®; in einer Studie
werden sogar bis zu 60 Minuten*? postuliert. Dennoch gilt eine Dauer von
5 Minuten®) bis zur Wiederherstellung des Kreislaufes als Grenze fiir eine
unbeschadete Funktionswiederaufnahme des Gehirns.

Eine sofort nach Herzstillstand begonnene Herz - Lungen — Wiederbelebung kann
Herz und Gehirn fir mehr als eine Stunde am Leben erhalten®®. Bei Angabe
dieser Zeitintervalle spielen allerdings beeinflussende Faktoren wie Alter,
Temperatur, Hamatokrit, Grund fir die Reanimation, Blutdruck, Blutgase,
Blutzucker, verschiedenste Medikamteneinflisse und extrazerebrale
Komplikationen eine groBe Rolle.

Schaden am Gehirn kénnen jedoch nicht nur durch einen Mangel an Sauerstoff
und Energie, sondern auch durch freie Radikale®®, freies Eisen® und Toxine
entstehen, die bei der Reperfusion und Reoxigenierung die Neuronen schadigen.
Die Kirze der zur Verflgung stehenden Zeit stellt erhebliche Anforderungen an
die Infrastruktur der Notfallversorgung.®®

1.8  Diagnostik der hypoxischen Hirnschaden in der Bildgebung

Im ICD10 wird ein hypoxischer Hirnschaden als ,G93.1 Anoxische
Hirnschadigung, anderenorts nicht klassifiziert® kodiert. Es existieren keine
einheitlichen Diagnosekriterien. Eine Bildgebung, eine wegweisende Anamnese
sowie der neurologische Status flhren schlieBlich zur Diagnose eines
hypoxischen Hirnschadens.

Im cCT (cerebrales Computer Tomogramm) wird ein solcher Hirnschaden
folgenderweise sichtbar: in etwa 3-4 Tagen nach dem verursachenden Ereignis
kommt es zu einer Anschwellung des Kortex mit Verkleinerung der Sulci, es
kommt zu einer Hypodensitit der Rinde, was eine Abgrenzung zum Mark
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erschwert. AuBerdem finden sich multiple hyperdense Areale insbesondere im
Bereich der Falx, des Tentoriums und der basalen Cisternen®%°48%,

In der MRT (Magnet Resonanz Tomogramm) ist ebenfalls ein Odem des Kortex
nachzuweisen. Im kontrastmittelverstarkten (enhanced) T1 gewichteten Bild kann
im frlhen subakuten Stadium der Hypoxie eine Hyperintensitat kortical laminar
gemessen werden, das nicht kontrastmittelangehobene T1 gewichtete Bild zeigt
erst im spaten subakuten Stadium die charakteristische laminare

Hyperintensitat®?.

1.9  Fragestellung

Bisher war zur Diagnosestellung eine Bildgebung des Gehirns vonnéten.
Entsprechende Gerate und gut geschultes Personal sind jedoch nicht
flachendeckend vorhanden. Auch innerhalb einer gut ausgestatteten Klinik ist der
Transport eines kreislaufinstabilen Patienten ein Risiko. Eine Quantifizierung
zerebraler Strukturproteine aus einer Serumprobe zur Diagnosestellung eines
hypoxischen Hirnschadens wére somit fir den Patienten und den Behandler eine
Risikoreduktion bei der Diagnosestellung. Aus der Literatur ergaben sich Hinweise
darauf, dass die Proteine S-100B und GFAP mdgliche Marker dafiir sein kénnten.
Es ergab sich somit die Frage, ob es mdglich sei anhand der
Serumproteinquantifizierung einen hypoxischen Hirnschaden nachzuweisen.

Als Studientyp wurde eine prospektive Beobachtungsstudie gewahlt.
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2. Material und Methoden

Diese Studie wurde von der Ethikkomission der Universitat zu Libeck genehmigt

und nach dem Wortlaut der Deklaration von Helsinki durchgefuhrt.

2.1 Patienten

Im Zeitraum von Juli 2000 bis April 2002 wurden 217 Patienten auf den
internistischen Intensivstationen (11a und 12a) und der anasthesiologischen
Intensivstation (15i) des UKSH/Campus Liibeck gesehen, die im Zustand nach
einer Reanimation aufgenommen worden waren. Anhand der Ein- und
Ausschlusskriterien verblieben 62 Patienten, von denen Serum fir diese Studie
abgenommen wurde.
32 von ihnen mussten aus der laufenden Studie ausgeschlossen werden da
» Kein kraniales cCT bei unklarem neurologischen Status vorlag (n=19).
« Die Patientenakte nicht zur Uberpriifung samtlicher Ausschlusskriterien
ausreichte (n=10).
« Sich im Nachhinein doch Ausschlusskriterien fanden.
Patienten im einzelnen:
o Sturz auf den Kopf aus 6m Héhe eine Woche zuvor (n=1)
o Pat. war dialysepflichtig (n=1)
o Pat. wurde wahrend des Studienzeitraumes eine Zehe amputiert
(n=1)
Die Zeitpunkte fiir die Blutabnahme waren direkt, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144
sowie 170 Stunden nach Eintreffen auf der Intensivstation. Das Blut wurde ohne
weitere Zusatze mittels Serummonovetten enthommen.
Alle Patienten wurden anhand ihres klinischen Bildes nach dem Cerebral

Performance Categorie — Score (CPC) eingeteilt.
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Tabelle 3: Die Einteilung nach der Cerebral Performance Categorie

CPC - Score ‘ Definition ‘

1 Klares Bewusstsein mit normaler zerebraler Funktion oder
leichter Behinderung

2 Klares Bewusstsein mit Behinderung

3 Bewusstsein mit schwerer Behinderung

4 Komatés

5 Hirntot

Tabelle 3:

Die Einteilung nach dem ,Cererbral Performance Categorie Score*“*#'#279

2.2  Ein-/Ausschlusskriterien

Einschlusskriterium flr die Patienten waren eine kardiopulmonale Reanimation mit
Herzdruckmassage, Intubation und Defibrillation sowie eine erste Probenabnahme
spatestens zum Zeitpunkt 24h nach Eintreffen auf der Intensivstation. AuBerdem
wurden wenigstens zwei Proben zu unterschiedlichen Zeitpunkten verlangt, deren
Abnahmezeitpunkte mindestens 12 Stunden voneinander abwichen.

Die sich aus der Literatur ergebenden Ausschlusskriterien waren: Reanimation im
Zusammenhang mit Operationen, neurologische, neurochirurgische und
psychiatrische Erkrankungen, sowie maligne Melanome.

Als weiteres Ausschlusskriterium galt ein CPC-Score von 3 nach Ablauf des
Beobachtungszeitraums von 7 Tagen wenn kein cCT zu diesem Zeitpunkt vorlag,
welches einen hypoxischen Hirnschaden zeigte oder ausschloss, ein zerebrales

Defizit somit nicht eindeutig auf die Reanimation zurlickzufihren war.
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Tabelle 4: Ein- und Ausschlusskriterien flir das Patientenkollektiv

Einschluss ‘ Ausschluss

Reanimation mit: - | Neurologische, neurochirurgische
+ | Defibrillation oder psychiatrische Erkrankungen
+ | Herzdruckmassage und
+ | Intubation und Beatmung - | Erkrankungen die in Studien zu
+ | erste Probe nicht alter als 24h S-100B od. GFAP Anstiegen

nach Aufnahme fihrten, z.B.:
+ | Wenigstens zwei Proben zu * Trauma

unterschiedlichen definierten - OP

e Insulte

Zeitpunkten mit mindestens 12h

Abstand voneinander * Melanome
- | 1. Probe zu einem spateren

Zeitpunkt als 24h nach Aufnahme

- | Alter: junger als 16 Jahre

- | CPC-Score 3 nach 7 Tagen und
kein Nachweis eines hypoxischem
Hirnschadens im cCT

Tabelle 4:
Ein/Ausschlusskriterien dieser Studie

2.3  Neuroradiologische Diagnostik

Die fur die Diagnostik notwendigen cCTs wurden von Neuroradiologen des
Instituts flr Neuroradiologie des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein/Campus
Libeck (Direktor: Prof. Dr. med. Dirk Petersen) angefertigt und befundet. Das
Studienprotokoll sah cCT - Untersuchungen 12-24 h sowie 72 h nach Reanimation
VOor.

Die Gerate die fur die cCT - Untersuchungen zur Verfligung standen waren ein
Toshiba Aquilion (Multislice Spral CT; 120 KV, 225 mAs mit 0,5sec Umlaufzeit)
und ein Siemens HiQ (135 KV, 475 mAs, 2 sec Umlaufzeit). Bei allen Aufnahmen
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erfolgte eine Kippung der Gantry parallel zur deutschen Horizontalen. Die
Schichtdicken betrugen 4 mm infratentoriell und 8 mm supratentoriell. Die
Parameter entsprachen dem Standard fir cCTs zur Diagnose hypoxischer
Hirnschaden.

Ein MRT war zum Zeitpunkt 24 h und einer Woche nach Reanimation geplant.
2.4  Probenverarbeitung

Das fur die Proteinbestimmung bendtigte Blut wurde durch die Pflegekrafte,
behandelnden Arzte oder durch mich mittels Serummonovetten (weiB) der Fa.
Sarstedt abgenommen. Das Serum wurde innerhalb von maximal 24 Stunden, in
denen die Monovetten im Kihlschrank bei 8°C lagerten, abzentrifugiert und in
Eppendorf - ReaktionsgefaBe zu je 500 pl aufgeteilt. Diese lagerten bei —80°C bis
zur weiteren Verarbeitung.

Hamolytisches Probenmaterial wurde wegen madglicher Fehlbestimmungen

verworfen®.
2.5 Die Messmethoden

2.5.1 In allen Assays angewandte Verfahren

Alle hier beschriebenen Messmethoden sind immunofluorometrische Sandwich-
Festphasenassays, mit Flachboden-Mikrotiterplatten als Festphase. Zur Detektion
wurde die zeitverzégerte Immunfluoreszenz (DELFIA® =Dissociation Enhanced
Lanthanide Fluorescence Immuno Assay) der Firma Wallac, Turku, Finnland
verwendet. Das Messgerét war ein DELFIA 1234" Fluorometer (Wallac, Turku,
Finnland). Um den Verbrauch des sehr kostspieligen DELFIA" Labelling-F{eagen’[®
(Pharmacia, Uppsala, Schweden) zu reduzieren, wurden alle zweiten Antikdrper
biotinyliert und als Signaltrdger mit Europium markiertes Streptavidin (Biomol,
Hamburg, BRD) verwendet, da so ausschlieBlich spezifisch immunreagibles
Protein mit Europium markiert wurde. Eine schematische Abbildung des
Messverfahrens ist Abbildung 7 zu entnehmen.
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2.5.2 Biotinylierung des zweiten Antikérper

Es wurden jeweils ca. 10 mg Antikérper nach Fallung mit 20-prozentigem
Polyethylenglycol (PEG) 6000 (Merck, Darmstadt, BRD) in Karbonatpuffer 0,05
mol/l, pH 9,6 (Merck) resolubilisiert und mit 1,5 mg Biotinamidocaproylester
(Sigma) geldst in 50 pl wasserfreiem Dimethylformamid Gber Nacht bei 4°C
inkubiert. Das nicht gebundene Biotin wurde anschlieBend mittels Gelfiltration Uber
eine Sephadex G100"-Saule (Pharmacia), eluiert mit TRIS/HCI 0,05 mol/l (Merck),
pH 7,5 getrennt. Die den Antikdrper enthaltenden Fraktionen, bestimmt mittels
photometrischer Absorption bei 280 nm, wurden gepoolt und zu je 200 ul
fraktioniert bei -80°C gelagert.

2.5.3 Markierung des Streptavidin mit Europium

20 mg Streptavidin (Biomol, Hamburg, BRD) wurden entsprechend der
Herstellervorschrift mit dem Europium Labelling-Reagent® (Pharmacia) markiert.
Der nicht gebundene Europiumkomplex wurde entsprechend dem Vorgehen bei
der Trennung der biotinylierten Antikdrper Uber Sephadex G100” mit TRIS/HCI
0,05 mol/l, pH 7,5 getrennt, die Protein-enthaltenden Fraktionen gepoolt und zu je
200 pl eingefroren. Der Markierungserfolg wurde durch Messung von 10 pl einer
1:10.000-Verdinnung im Fluorometer kontrolliert.

2.5.4 Herstellung der Enhancementlésung

Die Enhancementlésung wurde wie folgt hergestellt: Auf einen Liter aqua bidest
wurden gegeben:

6,25 ml konzentrierte Essigsaure (Merck), 38 mg Tris-n-octylphosphinoxid
(Merck), zusammen mit 222 mg Thenoyltrifluoroaceton (Sigma) in 2 ml Ethanol
100 Prozent (Merck) gelést, 1,3 g Kaliumphtalat (Sigma), und 2 ml Triton X-100
(Sigma).

Die Lésung war unter Lichtabschluss bei Raumtemperatur Gber mehr als ein Jahr
stabil.
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2.5.5 Herstellung des Waschpuffers

Zunachst wurde ein Konzentrat des Waschpuffers hergestellt, aus dem durch 1:50
Verdinnung die fertige Waschlésung hergestellt wurde.

Auf einen Liter aqua bidest wurden 15 g TRIS (Merck), 225 g NaCl (Merck) und
50 ml Tween 20 (Sigma) gegeben und anschlieBend mit HCI auf einen pH von 7,5
eingestellt:

2.5.6 Herstellung des TRIS/HCI/NaCl-Puffers

6 g/l TRIS, 9 g/l NaCl, 1 g/l NaNs, 0,1 ml Tween 20, 80 mg/l DTPA (diethylen-
triamin-pentaacetat) (Sigma), 10 g/l bovines Serumalbumin (Sigma) und 0,5 g/l
bovines y-Globulin (Sigma) wurden in einem Liter aqua bidest gelést. Der Puffer
far den S-100B Assay enthielt kein DTPA.

2.6 Messmethode fiir das S-100B Protein

Es wurden eine Reihe verschiedener Antikérperpaarungen gegen das S-100B
Protein beziglich ihrer Tauglichkeit fur diese Messmethode in den maéglichen
Kombinationen untersucht. Auf die Darstellung aller Ergebnisse wird hier
verzichtet. Als am besten geeignet erwiesen sich ein polyklonaler Antikdrper vom
Kaninchen gegen das S-100 Protein, der von der Firma DAKO, Hamburg, BRD
vertrieben wird sowie ein monoklonaler Antikdrper von der Maus gegen die (-
Kette des S-100 Proteins (Clone SH-B4, Sigma/Deisenhofen, BRD). Als Antigen
zur Immunisierung fir beide Antikérper war S-100 Protein aus Rinderhirn, das
entsprechend der Methode von Moore (1965) gewonnen worden war, verwendet
worden (Sigma).

Als Standard diente eine Mischung aus gereinigtem S-100a (S-100af) und S-100b
(S-100 BB) Protein vom Rind (Sigma) im Verhaltnis 1:1, verdinnt in Pferdeserum
(GIBCO, Eggenstein, BRD).

Flachboden-Mikrotiterplatten (Nunc Maxisorp F96, Roskilde, Danemark) wurden
mit 400 ng/well des Antikdrpers gegen die S-100 [B-Kette (Sigma) in 200 ul
Phosphatpuffer 0,05 mol/l, pH 8,6 (Merck) bei 4°C tiber Nacht beschichtet.
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Die beschichtete Platte wurde zweimal mit Waschpuffer (je 5 ml/well) im DELFIA”
Platewasher gewaschen und mit je 300 ul Karbonatpuffer 0,05 mol/l, pH 9,6
(Merck) mit 10 g/l bovinem Serumalbumin (Sigma) nachbeschichtet. Nach einem
weiteren Waschschritt wurden je 200 ul Standard, Kontrollen und Proben
zusammen mit je 50 pl Pferdeserum (GIBCO) und 25 mmol/I CaClg fir 2 Stunden

inkubiert (siehe Abbildung 6). Alle Inkubationen wurden bei Raumtemperatur auf

einem Schiittler (Heidolph, Kehlheim, BRD) mit 150 min-1 durchgefiihrt.

Nach mehrmaligem Waschen mit Waschlésung wurden 200 ul des Sauleneluates
des biotinylierten Antikérpers gegen S-100B (DAKO) in einer Verdinnung von
1:1000 in Assaypuffer ohne DTPA mit 5 mmol/l CaCl, entsprechend einer
Antikdrperkonzentration von etwa 2 mg/I fir eine weitere Stunde inkubiert.

Nach Waschen mit Waschlésung wurde Streptavidin in Assaypuffer in einer
Endverdinnung von 1:25.000 entsprechend 12 ug/l fir 30 Minuten inkubiert. Nach
dem letzten Waschschritt wurden je 200 ul Enhancementlésung zugegeben, flr
15 Minuten inkubiert und die Platte anschlieBend im DELFIA”-Fluorometer
gemessen. Die Standardkurve wurde als Spline-Funktion mittels des Fia-Calc"-
Auswerteprogrammes (Wallac™) in doppelt logarithmischer Form erstellt und an ihr
die Konzentrationen der unbekannten Proben ermittelt. Alle Messungen wurden

als Doppelbestimmung durchgefihrt.
2.7 Messmethode fir das GFAP

Als Festphasenantikérper diente ein Cocktail von Maus -Antikdrpern gegen das
GFAP der Firma Sternberger (die Klone MAb1B4, MAb2E1, Mab4A11 und SMI
21). Dieser wurde jedoch nicht direkt an die Platte gebunden, sondern die Platte
wurde zunachst mit einem polyklonalen, antigenaffinitdtsgereinigten
Ziegenantikérper gegen Maus-ImmunglobulinG (IgG), ca. 400 ng/well in 200 pl
Karbonatpuffer 0,05 mol/l, pH 9,6 Uber Nacht bei 4°C beschichtet. Nach
zweimaligem Waschen mit Waschpuffer wurde der Antikérper gegen GFAP von
der Maus in einer Konzentration von ca. 600 ng/well in 200 pl Assaypuffer Uber
Nacht inkubiert und die Platte dann so bei 4°C gelagert.
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Als zweiten markierten Antikérper verwendeten wir einen polyklonalen
Kaninchenantikbrper gegen GFAP von DAKO, der wie oben beschrieben
biotinyliert worden war.

Zur Kalibrierung wurde hochreines GFAP von der Firma Progen, verdiinnt in
einem humanen Serumpool, der nach langerer Lagerung keine GFAP Reaktivitat
im Assay mehr zeigte, verwendet.

Die beschichtete Mikrotiterplatte wurde zunachst mit 200 pl/well Standards,
Kontrollen und Patientenproben fir eine Stunde auf dem Schuttler inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen wurde der zweite markierte Antikdrper in einer 1:1500-
Verdinnung des Sauleneluates in Assaypuffer mit 50% Neugeborenen-
Kéalberserum (NCS), (GIBCO) fir eine weitere Stunde inkubiert. Es folgten die
oben bereits beschriebenen Inkubationen mit Streptavidin/Europium und
Enhancementlésung. Die Messung und Auswertung der Standardkurve erfolgte
ebenfalls wie zuvor beschrieben auf dem DELFIA® 1234 Fluorometer.

Abbildung 5: Das Pipetierschema beispielhaft flir einen Messdurchgang
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Abbildung 5:
Pipetierschema S-100B
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Abbildung 6:

1) Antikdrper wird auf
Festphase aufgebracht

2) Nicht gebundener
Antikérper wird
ausgewaschen

3) Probe wird
hinzugegeben

4) Nicht gebundene
Probenbestandteile werden
ausgewaschen

5) Zweiter Antikdrper wird
aufgebracht

6) Nicht gebundener
Antikérper wird
ausgewaschen

7) Europium markiertes
Streptavidin wird
hinzugegeben

8) Nicht gebundenes
Streptavidin wird
ausgewaschen

9) Enhancement Solution
trennt Europium aus
Streptavidin
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Schematische Darstellung des Messvorganges
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Abbildung 6: Die Schritte des Messverfahrens im Einzelnen
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2.8  Statistische Messverfahren und Abbildungen

Far die Vergleiche zwischen den Kollektiven der Patienten mit hypoxischem
Hirnschaden und denen ohne hypoxischen Hirnschaden wurden als statistische
Berechnungen der Korrelationskoeffizienten mittels Spearman — Rank — Test,
sowie Mann-Whitney-U-Test gebildet. Die dazu verwandte Software war das
Programm SPSS in der Version 9.0.

Die grafische Darstellung der Kurvenverlaufe wurde mittels der Programme
SigmaPlot Version 5.0 sowie Microsoft Exel Version XP berechnet, dargestellt sind
Einzelverlaufe oder Gruppenvergleiche veranschaulicht durch Mittelwert *
Standardabweichung.

Die grafischen Abbildungen wurden mit der Software PaintShop Pro Version 7.0

nachbearbeitet.
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3. Ergebnisse

3.1 Messmethoden S-100B/GFAP

Um die Spezifitat der Messmethode fir das S-100B zu bestimmen wurde
Patientenplasma im Verhaltnis 1:1 miteinander vermischt. Die erhaltenen
Konzentrationen lagen in der Wiederfindung zwischen 94 % und 103 %.

Die untere Nachweisgrenze wurde bestimmt indem zwanzigmal das
Verdinnungsmedium (Pferdeserum) gemessen wurde. Dem Mittelwert der dabei
erhaltenen Messantwort wurde die dreifache Standardabweichung addiert. Daraus
ergab sich eine untere Nachweisgrenze von 0,015 ug/I.

Die Intraassayvarianz wurde flr drei Konzentrationsbereiche einzeln bestimmt.
Nach zwanzigfacher Messung einer Probe mit 0,51 pg/l lag die Varianz bei 3,2%.
FOr eine Probe mit einer Konzentration von 5,97 pg/l ergab sich eine
Intraassayvarianz von 2,1 % und flr die 3. Probe mit einer Konzentration von 11,4
1o/l wurde ein Variationsquotient von 2,3 % errechnet. Die Interassayvarianz, die
sich aus der prozentualen Standardabweichung der an 20 verschiedenen
Messtagen bestimmten Konzentrationen ergibt, lag fir eine Probe mit der mittleren
Konzentration von 0,45 ug/l bei 11,5 %, far eine Probe mit 4,79 g/l bei 7,9 % und
flr einer Probe mit 15,45 ug/l bei 7,8 %.

Die Wiederfindung im Mischversuch lag fir das GFAP zwischen 100% und 107%.
Die untere Nachweisgrenze betrug fir das GFAP nach zwanzigfacher Messung
des Verdinnungsmediums bei <0,01 pg/l.

Der Variationsquotient der Intraassayvarianz lag bei 4,71 % fur 0,2 ug/l, bei 4,24%
far 1,95 pg/l und bei 3,52 % fur 9,58 ug/l. In der Interassayvarianz wurde ein
Variationsquotient von 10,9 % fur 0,066 pg/l, von 7,3 % fur 0,7 pg/l und von 7,5 %
far 7,46 pg/l berechnet.
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3.2  Patientenibersicht
Von den insgesamt 30 in die Studie aufgenommenen Patienten hatten
10 Patienten einen hypoxischen Hirnschaden (CPC-Score 4 oder innerhalb des
Beobachtungszeitraumes verstorben). 20 Patienten Gberlebten ohne ausgepragte
nachweisbare Hirnschaden (CPC-Score 1-2).
Bei den 10 hypoxischen Patienten handelte es sich um sechs weibliche und vier
mannliche Patienten. Das Alter betrug zwischen 17 Jahren und 81 Jahren, im
Mittel 56,4 Jahre (Standardabweichung 24,1 Jahre). Die Patienten wurden Gber
eine Dauer von 10 Minuten bis 90 Minuten, im Mittel 40 Minuten reanimiert.
Die 20 Patienten ohne hypoxischen Hirnschaden waren zu 3/4 mannlich
(15 Manner und 5 Frauen). lhr Alter reichte von 37 Jahren bis 92 Jahren, im Mittel
65 Jahre (Standardabweichung 15,6 Jahre). Die Reanimationsdauer der nicht
hypoxischen Patienten betrug zwischen 5 Minuten und 60 Minuten - im Mittel
26 Minuten. Nicht von allen Patienten waren Proben zu allen vom Studienplan
geforderten Zeitpunkten verflgbar. Zu den einzelnen Abnahmezeitpunkten teilen
sich die 170 gewonnenen Proben der eingeschlossenen Patienten wie folgt auf:
Abbildung 7: Anzahl der Proben pro Zeiteinheit
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Abbildung 7:
Anzahl der abgenommen Proben aufgeteilt zwischen den Patienten mit und ohne hypoxischen Hirnschaden zu den
jeweiligen Messzeitpunkten
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3.3 S-100B

3.3.1 Patienten ohne hypoxischen Hirnschaden

Die S-100B — Serumkonzentration in der Gruppe der nicht hypoxischen Patienten
lag lediglich bei zwei Patienten unmittelbar nach der stationdaren Aufnahme mit
Werten von 0,73 pg/l und 0,77 pg/l in einem auffallend hohen Bereich. Im Verlauf
sanken diese Werte innerhalb von 8 Stunden auf das Niveau der anderen
reanimierten Patienten ab. Neben diesen beiden Patienten trat bei zwei weiteren
eine erhdhte S-100B - Konzentration auf:

Ein Patient zeigte acht Stunden nach Reanimation eine Konzentration von
0,662 ug/l die bis auf 0,30 ug/l am 5. Tag konstant abfiel. Der Patient entwickelte
im Beobachtungszeitraum ein akutes Nierenversagen. Ein weiterer Patient hatte
eine S-100B — Konzentration von 1,84 ug/l zwélf Stunden nach Reanimation, die
einen Tag spater auf 0,32 pg/l abfiel und sich bis zum 7. Tag auf einer
Konzentration um 0,34 g/l hielt. Dieser Patient war anhand seines klinischen
Bildes nicht auffallig.

28
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Tabelle 5: Maximale S-100B Konzentrationen und Messzeitpunkte

Patient Hoéchste S-100B Konzentration Zeitpunkt von der maximal gemessenen

(in pg/l) Konzentration

(in Stunden nach Aufnahme)

1 0,73 0
2 0,28 120
3 0,13 12
4 0,37 72
5 0,31 4
6 0,66

7 0,07

8 0,18

9 0,11 24
10 0,22 0
11 1,84 12
12 0,32 4
13 0,28 72
14 0,30 96
15 0,30 24
16 0,77 0
17 0,17 0
18 0,17 0
19 0,41 0
20 0,19 4

Mittelwert: 0,37 Mittelwert: 24,4
+/- 0,40 +/- 36,7
Tabelle 5:

Zeitpunkt der maximalen S-100B Konzentrationen bei den Patienten ohne hypoxischen Hirnschaden
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3.3.2 Patienten mit hypoxischem Hirnschaden
Den S-100B Konzentrationsverlauf der 52 untersuchten Proben der 10 Patienten
mit hypoxischem Hirnschaden stellt Abbildung 8 dar.

Abbildung 8: S-100B Konzentrationen im Verlauf
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Abbildung 8:
S-100B Konzentrationsverlauf der Patienten mit hypoxischem Hirnschaden (jede Kurve entspricht einem Patienten)
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3.3.3 Vergleich der S-100B Konzentrationen bei Patienten mit und ohne
hypoxischen Hirnschaden

Abbildung 9: Mittelwert der S-100B Konzentrationen
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Abbildung 9:

Vergleichende Darstellung des Mittelwert - Verlaufs der S-100B -Serumkonzentration bei Patienten mit und ohne
hypoxischen Hirnschaden (mit Angabe der jeweiligen Standardabweichungen)

Die Abbildung 9 zeigt den Verlauf der S-100B Serumkonzentrationen. Statistisch
fand sich zu den einzelnen Messpunkten kein signifikanter Unterschied (U-Test

nach Mann-Whitney).
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3.4 GFAP

3.4.1 Patienten ohne hypoxischen Hirnschaden
Innerhalb der Gruppe der Patienten ohne hypoxischen Hirnschaden konnte zu
keinem Zeitpunkt ein Serumkonzentrationsanstieg fur das GFAP in dem

Messbereich der verwendeten Methode nachgewiesen werden.

3.4.2 Patienten mit hypoxischem Hirnschaden

Die Ergebnisse dieser Untersuchung ergaben flir alle hypoxischen Patienten einen
Anstieg der GFAP - Serumkonzentration im Laufe von sieben Tagen in den
Messbereich auf Werte bis 0,753 pg/l.

3.4.2. Verlauf

Unter den Patienten mit hypoxischem Hirnschaden, denen unmitteloar nach
Aufnahme auf die Intensivstation Blutproben abgenommen wurden, zeigten alle
4 Patienten einen GFAP-Konzentrationsanstieg; innerhalb der ersten 24 Stunden
nach Aufnahme konnte bei 7 der 10 Patienten GFAP nachgewiesen werden (zu
den einzelnen Zeitpunkten s. Tabelle 6).

Das nachgewiesene GFAP bewegt sich in einer GréBenordnung beginnend mit
der unteren Nachweisgrenze der Methode bis zu 0,3 pg/l GFAP im Serum.

Der Verlauf der Proteinkonzentrationen bei den einzelnen Patienten ist in
Abbildung 11 dargestellt.
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Tabelle 6: Positiver GFAP — Nachweis zu den einzelnen Messpunkten

Zeitpunkt nach Zahl der Patienten mit Gesamtzahl der Zahl der bis zu
Aufnahme positivem GFAP Patienten zu diesem diesem Zeitpunkt
Nachweis zu diesem Zeitpunkt erfassten Patienten
Zeitpunkt

4 4 4

4 3 4 5

2 3 6

12 5 8 9

24 7 9 10

48 8 10 10

72 7 9 10

96 5 6 10
120 3 3 10
144 2 2 10

Tabelle 6:
Qualitativer GFAP-Nachweif3 bei den Patienten mit hypoxischen Hirnschéden zu den unterschiedlichen
Abnahmezeitpunkten.
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Abbildung 10: Mittelwert der GFAP - Konzentrationen

0,800

0,700

0,600

0,500

0,400

0,300

0,200

0,100

0,000

Mittelwert der GFAP-Konzentration in pg/l Serum

-0,100

-0,200
Zeit in Stunden nach Reanimation

Abbildung 10:
Vergleichende Darstellung des Mittelwert - Verlaufs der GFAP -Serumkonzentration bei Patienten mit und ohne
hypoxischen Hirnschaden




Abbildung 11: GFAP — Konzentrationsverlaufe der Patienten mit hypoxischem

Hirnschaden
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Abbildung 11:

Einzelverlaufe der GFAP — Konzentrationen der Patienten mit hypoxischem Hirnschaden.
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Abbildung 12: GFAP — Konzentrationsverlaufe der Patienten mit hypoxischem
Hirnschaden in log. Darstellung
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Abbildung 12:

Einzelverlaufe der GFAP — Konzentrationen der Patienten mit hypoxischem Hirnschaden
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3.5 Verlaufsbeschreibung von GFAP und S-100B Konzentrationen bei
Patienten mit hypoxischem Hirnschaden

Abbildung 13: S-100B und GFAP Mittelwerte im Verlauf
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Abbildung 13:

S-100B und GFAP Mittelwertverlauf bei Patienten mit hypoxischem Hirnschaden
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3.6  Exemplarische Fallbeschreibung fir einen Patienten mit hypoxischem
Hirnschaden

Die Patientin war 30 Jahr alt und wurde aufgrund einer anaphylaktischen Reaktion

auf einen Bienenstich reanimiert. Die Dauer der Reanimation betrug 20 Minuten.

Weitere Erkrankungen bestanden nicht.

Abbildung 14: Nachweis zerebraler Strukturproteine bei einer Patientin mit

hypoxischem Hirnschaden
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Cgr?;IL(J’fudneg Ilfc;teinkonzentrationen von S-100B und GFAP bei der Patientin NH
Anfanglich (nach 12 Stunden) war kein GFAP nachzuweisen. 48 Stunden nach
Reanimation war sowohl ein Anstieg von S100B als auch des GFAP zu bemerken.
Die Konzentration des S-100B war nach 120 Stunden nicht mehr aufféllig,
wohingegen die GFAP — Konzentration weiterhin erhdht war.
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7 Tage nach Reanimation war die Patientin neurologisch schwerst geschadigt
(CPC 4). Die Patientin wurde nach 13 Tagen im appallischen Syndrom von der

Intensivstation entlassen und in eine neurorehabilitative Behandlung Gberfihrt.

Abbildung 15: cCT der Patientin
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Abbildung 15:
cCT der Patientin, vier Tage nach Reanimation
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3.7 Exemplarische Fallbeschreibung fir einen Patienten ohne hypoxischen
Hirnschaden
Der Patient war 84 Jahre alt und wurde aufgrund eines Herzinfarktes reanimiert.

Die Dauer der Reanimation betrug 20 Minuten.

Abbildung 16: Nachweis zerebraler Strukturproteine bei einem Patienten ohne

hypoxischen Hirnschaden
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Abbildung 16:
Verlauf der Proteinkonzentrationen von S-100B und GFAP bei dem Patienten MR

Die Behandlung auf der Intensivstation verlief problemlos. Am 5. Tag nach
Reanimation konnte der Patient wach, voll orientiert, in Aufmerksamkeit und
Konzentration im Gesprach unauffallig (CPC —Score 1) auf eine periphere Station

Uberwiesen werden

40



4. Diskussion

4. Diskussion

4 1 Patienten

Die Aquisition von Patienten fir eine Untersuchung wie hier vorgestellt ist
logistisch schwierig. Es war innerhalb von zwei Jahren trotz intensiver
BemUhungen nicht méglich mehr Patienten in die Studie einzuschlieBen. Auch die
Notfallsituation, in der die reanimierten Patienten auf den Intensivstationen
aufgenommen wurden, erschwerten die Probengewinnung besonders zu den
frihen Abnahmezeitpunkten. FUr die Konzentrationsbestimmung wurde eine
zusatzliche Serum-Probe nétig, deren Abnahme unter den Bedingungen der
Notfallsituation mitunter nicht erfolgte . Nicht immer konnten alle Messzeitpunkte
eingehalten werden. Innerhalb der ersten vier Stunden konnten nur bei 5 der 10
Patienten mit hypoxischem Hirnschaden und 13 der 20 Patienten ohne
hypoxischen Hirnschaden Proben gewonnen werden.
Fir diese Studie wurde zunéachst allen Patienten Blut abgenommen, die reanimiert
auf den Stationen 11a, 12a (internistische Intensivstationen) oder 15i
(anasthesistische Intensivstation) des Universitatsklinikums Libeck aufgenommen
wurden und bei denen die Md&glichkeit eines hypoxischen Hirnschadens nicht
ausgeschlossen werden konnte.
Die Prifung der Patienten auf mégliche Vorerkrankungen, die einen Anstieg
zerebraler Strukturproteine verursachen erfolgte durch Aktenstudium und soweit
moglich Befragung der Angehérigen und des Patienten selbst. Auf eine genauere
Uberpriifung dieser Angaben beispielsweise durch eigene Nachuntersuchungen
wurde im Rahmen dieser Studie verzichtet.
Behandlungsregime und Medikation der Patienten wurden durch diese Studie
nicht vorgegeben, d.h. die Patienten erhielten eine krankheitsspezifische
individuelle Therapie. Bisher gibt es in der Literatur keinen beschriebenen Einfluss
bestimmter Medikamente auf die Freisetzung zerebraler Strukturproteine, was uns
dazu bewog keine weitere Gruppeneinteilung der Patienten nach der gegebenen
Medikation durchzufihren.
Bei allen Patienten wurde im Protokoll des Rettungsdienstes eine
Reanimationsdauer angegeben. Anhand dieser Zeitangabe konnten allerdings
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keine weiteren Aussagen getroffen werden, da die Zeitangaben weder fir die
Gruppe der Patienten mit noch ohne hypoxische Hirnschadigung signifikant
unterschiedlich war. In diesem Zusammenhang interessant ware eine Angabe
Uber die Dauer des Herz-Kreislaufstillstandes. Flr eine solche Zeitangabe ware
jedoch ein Kreislaufstillstand unter Stationsbedingungen nétig. Tierversuche
zeigen einen
S-100B Anstieg nach iatrogenem Kreislaufstillstand — auf die Dauer des
Kreislaufstillstandes und eine Abhangigkeit mit der S-100B Konzentration wurde
aber bisher nicht eingegangen.

Bei einem Teil der Patienten fand vor Eintreffen des Notarztes eine
Laienreanimation statt. Inwieweit die Ausbildung des Helfers einen Einfluss auf die
Proteinkonzentration hat, konnte in dieser Studie nicht geklart werden.

Im Vergleich zwischen den Patienten mit und denen ohne Hirnschadigung fallt auf,
dass das Durchschnittsalter der Patienten ohne hypoxischen Hirnschaden hdher
ist. Mdglicherweise spielen flir diese Beobachtung bessere Kkardialen
Kompensationsmechanismen der jlingeren Patienten eine Rolle, die es ihnen
ermdglicht die Notfallsituation zu Uberstehen. Auf der anderen Seite sterben altere
Patienten infolge des Herz-Kreislaufstillstandes, bevor ein hypoxischer

Hirnschaden eine Bedeutung in der weiteren Diagnostik bekommen kann.
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4.2 Vergleich mit bildgebender Diagnostik

Das cerebrale Computertomogramm stellt derzeit den Gold-Standard der
bildgebenden Diagnose eines hypoxischen Hirnschadens dar. Es ist jedoch auch
nach Ablauf einiger Tage nur bei schwersten hypoxischen Hirnschadigungen ein
pathologische cCT Morphologie zu erwarten. Hierbei handelt es sich in der Regel
um Patienten, die Uber eine lange Zeit hypoxisch waren. Die wesentlich gréBere
Zahl an Patienten zeigt jedoch auch nach Ablauf 2-3 Tagen keine oder nur
unsicher zu erfassende Veranderungen im cCT. Daher bleibt die Diagnose des
hypoxischen Hirnschadens mit der cCT schwierig.

Die Messung des GFAP koénnte hier zusatzliche klinische Ergebnisse liefern, die
im Zusammenspiel aller zur Verfugung stehenden Diagnostika den Ausschluss
eines hypoxischen Hirnschadens sicherer machen kdnnte.

Im Ansatz dieser Arbeit war es geplant, von jedem Patienten ein MRT anfertigen
zu lassen, was die Diagnose des hypoxischen Hirnschadens hatte verbessern
kénnen. Dieses Vorhaben scheiterte jedoch daran, dass der Aufwand des
Transportes und der Vorbereitung far die Untersuchung (Austausch der Zugange
in MRT-taugliches Material etc.) zu hoch war und daher von den betreuenden
Arzten nicht akzeptiert wurde.

4.3 Methoden

Der Nachweis zerebraler Strukturproteine im Blut setzt eine Freisetzung aus dem
Gehirn voraus. Ein mdglicher Freisetzungsweg kann eine Stérung der Blut — Hirn
— Schranke sein, wie sie bei einem hypoxischen Hirnschaden vorkommen kann!?.
Studien dazu existieren bisher nicht.

Fir die Passage auch durch eine geschadigte Blut-Hirn-Schranke sind
MolekilgréBe und Ladung der Proteine zu betrachten. Das mit 22 KD wesentlich
kleinere S-100 passiert leichter als das 40-53 KD groBe GFAP.

Es gibt in der Literatur eine Vielzahl von Arbeiten vor allem in der Kardiologie und
der Kardiochirurgie, die sich mit der Messung von S-100B im Blut von Patienten

im Rahmen von kardiochirurgischen Operationen und auch bei Patienten mit
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hypoxéamischen Hirnlasionen beschéaftigen. In all diesen Arbeiten wurde zwar
immer wieder ein Zusammenhang zwischen S-100B - Werten und z.B.
psychopathologischen Veranderungen postuliert, sie haben jedoch bisher keinen
Eingang in die medizinische Diagnostik gefunden.

In den in dieser Untersuchung erhobenen Daten konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den S-100 Konzentrationen im Blut der Patienten mit und
ohne hypoxischer Hirnschadigung gefunden werden. Dennoch ist ein Trend
erkennbar, wonach die S-100B Konzentrationen bei den Patienten mit
hypoxischem Hirnschaden héher sind.

Die Erklarung fiir diese scheinbar widersprichlichen Ergebnisse unserer Arbeit
und den Messergebnissen aus den kardiochirurgischen Arbeitsgruppen kdnnte in
der Heterogenitat des S-100B liegen. Mit den zu Verfligung stehenden Assays ist
eine Differenzierung zwischen S-100aB und S-100BB nicht mdglich, denn die
monoklonalen Antikérper sind lediglich spezifisch fir die B-Kette des S-100, somit
mussen die Antikdrper sowohl die Dimere S-100af als auch S-100BB erfassen.
Wie bereits Missler et al. (2000) nachwiesen erfasst sowohl die hier verwendete
Nachweismethode als auch der bereits erwédhnte LIA100® S-100aB sogar in
weitaus starkerem AusmafB als S-100B8. Es ist Uberdies bekannt, das S-100ap in
nahezu allen Bestandteilen des Korpers insbesondere in Herz und Muskulatur
vorkommt. Daher kann schon eine geringe Verletzung dieser Organsysteme zu
einer drastischen Konzentrationserhéhung des mit diesen Methoden gemessenen
S-100 fuhren. Diese Tatsache dirfte es auch am ehesten sein, die in der Literatur
so vielfach beschriebenen S-100 Konzentrationsanstiegen im Rahmen
herzchirurgischer Eingriffe fihrten. Daher ist es auch nicht verwunderlich, dass
dieser Arbeiten keinen Kklinisch verwertbaren S-100 Konzentrationsanstieg
demonstrieren konnten. Zwar lassen sich immer wieder z.T. auch statistisch
signifikante Zusammenhange zwischen S-100B und neurologischen Stérungen
darstellen. Hierbei darf aber nicht vergessen werden, dass unabhangig von einer
S-100 Freisetzung aus dem Gehirn ein S-100 Konzentrationsanstieg Ausdruck der
Schadigung des Gesamtorganismus ist. Der Konzentrationsanstieg ist jedoch
unabhangig von der Freisetzung eines hirnspezifischen Strukturproteins. Die
heute zur Verflgung stehenden Nachweisverfahren sind nicht dazu in der Lage
das Hirnspezifische S-100B spezifisch nachzuweisen.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen denn auch, dass ein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen S-100B im Blut und einem Hirnschaden nach
Reanimation nicht gefunden werden konnte. Es zeigt sich ein statistisch nicht
signifikanter Trend, der durch den o.g. Effekt zu erklaren ist: eine langerfristig
kritische Unterversorgung des Organismus mit Sauerstoff flihrt zum einen zu einer
ansteigenden Wabhrscheinlichkeit einer Hirnschadigung zum andern aber
unabhangig von dieser zu einem Anstieg der Freisetzung von S-100B aus
Organen auBerhalb des ZNS.

Aus diesem Grunde suchte unsere Arbeitsgruppe nach einem Protein, welches
tats&chlich nur im zentralen Nervensystem vorkommt. In der Literatur gibt es eine
Reihe von Berichten Uiber das GFAP im Liquor als Marker fiir Gehirndestruktionen.
Da jedoch kritisch kranken Patienten und insbesondere solchen nach einer
kardiopulmonalen Reanimation kein Liquor entnommen werden kann (Z.n. Lyse,
kritischer Kreislaufsituation, etc.) musste die Messung des GFAP aus einem ohne
Gefahrdung des Patienten entnehmbaren Kdpermedium bestimmbar sein. Im
Jahre 2000 gelang es unserer Arbeitsgruppe erstmals den Nachweis von GFAP

aus dem Serum zu publizieren.

Die gemessene GFAP - Konzentration bewegt sich bei den hypoxischen
Patienten teilweise sehr nah an der unteren Nachweisgrenze der Methode.
Dennoch zeigen alle Patienten mit klinisch neurologischem Defizit nach
Reanimation einen wenn auch geringen so doch messbaren GFAP-Anstieg im
Blut, wahrend keiner der neurologisch unauffélligen Patienten GFAP im
Messbereich der Methode zeigte. Daher stellt GFAP aus dem Blut gemessen den

geeigneten Parameter fir den Nachweis von Hirnschadigungen dar.

Bei den Messergebnissen der Patienten mit hypoxischem Hirnschaden féllt Patient
Nr. 10 besonders auf, da er erst zu einem spateren Zeitpunkt einen GFAP —
Anstieg zeigt und in der GFAP — Konzentration héhere Werte erreicht als alle
anderen Patienten. Im Vergleich zu seinem Kollektiv konnte ich aber keine
Besonderheiten finden. Der Patient ist nach Kammerflimmern Gber 45 Minuten
reanimiert worden. Als Grund fir das Kammerflimmern gaben die Kardiologen
eine schwere 3-GefaBerkrankung mit sehr schlechter LV-Funktion an. Nach Ablauf
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4. Diskussion

des Beobachtungszeitraums von 7 Tagen erreichte der Patient einen CPC-Score

von 4. Dieser GFAP - Konzentrationsverlauf ist von uns nicht zu erklaren.

Die Aussage bezlglich der GFAP Messergebnisse dieser Studie ist eindeutig: Bei
allen Patienten mit einem hypoxischen Hirnschaden konnte GFAP gemessen
werden wohingegen es bei keinem Patienten gelang, der im cCT keinen
hypoxischen Hirnschaden hatte.

Aufgrund der relativ kleinen Stichprobenzahl und der vielfach an der unteren
Nachweisgrenze der Methode befindlichen Messergebnisse fir GFAP kdnnte es
sich theoretisch bei diesem Ergebnis noch um einen Zufall handeln. Daher ist es
anzustreben, eine gleiche Studie mit deutlich gréBerer Stichprobenzahl
durchzuflhren aus deren Ergebnisse dann eine deutliche Empfehlung abgeleitet
werden kénnte. Wie die hier vorgelegte Studie zeigt erfordert ein solches
Vorhaben einen erheblichen logistischen Aufwand.
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5. Zusammenfassung

5. Zusammenfassung und Ausblick

Hypoxische Hirnschdden sind bei Patienten nach Reanimation eine
schwerwiegende, weil nach spater Diagnosestellung wenig beeinflussbare
Komplikation im Krankheitsverlauf, die den Erfolg einer Reanimation wesentlich
entscheiden.

Die bisher als ,Goldstandard” zur Verfligung stehende Untersuchung mittels cCT
ermoglicht erst nach frihestens drei Tagen eine mogliche Diagnose. Vielen
Patienten ist jedoch aufgrund ihres kritischen Gesundheitszustandes die
Untersuchung nicht zuzumuten. Dadurch verzégert sich die Diagnostik. Die
Blutabnahme ist dagegen praktisch immer méglich.

Diese Untersuchung liefert Anhaltspunkte daflr, dass die Messung des GFAP im
Blut die Diagnosesicherheit des hypoxischen Hirnschadens verbessern kann.

Die Ergebnisse der 30 Probanden zeigen keinen signifikanten Unterschied
zwischen den Patienten mit hypoxischem Hirnschaden (n=10) und Patienten ohne
hypoxischen Hirnschaden (n=20) fiir die S-100B Konzentration. Hingegen gelang
bei allen Patienten mit einem hypoxischen Hirnschaden ein GFAP Nachweis und
bei keinem Patienten ohne eine Hypoxie.

Einen Ersatz des cCT ist aufgrund der Ergebnisse dieser Untersuchung noch nicht
moglich, da sowohl die Kontrollgruppe, als auch die Gruppe der Patienten mit
hypoxischem Hirnschaden flr umfangreichere statistische Auswertungen zu klein
sind.

Auch eine Aussage Uber die Serumspiegelhéhe und eine mégliche Korrelation
zum cerebralen Schaden ist anhand der kleinen Patientenzahl nicht méglich.

Eine Konsequenz aus einer ausschlieBlich durch den Nachweis von cerebralen
Strukturproteinen gefiihrten Diagnose eines hypoxischen Hirnschadens ist somit
derzeit noch nicht zu ziehen, jedoch ist die Bestimmung als Ergdnzung zum cCT
besonders im Bereich der ersten drei Tage, in denen die Bildgebung ohne

Aussage bleibt, eine wertvolle Zusatzinformation.
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