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1. Einleitung

Im Rahmen von herzchirurgischen Eingriffen treten durch Mikroembolien gehiuft
ischdmische Hirnschaden auf (Jonsson et al., 1998).

Es wird davon ausgegangen, dass eins bis fiinf Prozent der Patienten, die sich einer
Herzoperation mit Herzlungenmaschine unterzogen, anhaltende neurologische Schiden
davon tragen (Jonsson et al., 1998). In 70 % treten leichte oder temporire Dysfunktionen
auf (Mahanna et al., 1996).

Basis der Diagnostik stellt die klinisch-neurologische Untersuchung dar. Des Weiteren
wurde die Anwendung des Elektroenzephalogramms (EEG) und der evozierten
Potenziale beschrieben (Burrows et al, 1990, Luu et al, 2001). Diese Methoden sind auch
bei bewusstlosen Patienten anwendbar und liefern Hinweise auf zerebrale Storungen;
andererseits sind sie jedoch unspezifisch und fiir eine Prognoseabschitzung nur
eingeschriankt nutzbar. Insbesondere das EEG ist auf Intensivstationen storanfillig
(Oliver, 1973).

Die Entwicklung der Computertomographie erdffnete neue nicht-invasive Einblicke in
die Gehirnstrukturen. Sie liefert heutzutage Bilder mit hoher Auflosung, eine besonders
gute  Darstellung  knocherner  Strukturen und  frischer  Blutkoagel. Eine
Computertomographie ist relativ einfach und schnell durchzufiihren. Dies macht sie in
Notfdllen, besonders im Rahmen der Notfallchirurgie, in der Abkldrung frischer
intrakranieller Blutungen und Abgrenzung zu ischdmischen Infarktgeschehen, zu einem
sicheren und gut beherrschbaren Diagnostikum. Inzwischen verfiigt fast jedes
Akutkrankenhaus tiber diese Moglichkeit.

Eine weitere nicht invasive Untersuchungsmethode stellt die Ultraschalluntersuchung
dar. Sie kann sehr schnell am Patienten eingesetzt werden und liefert sowohl
Informationen iiber die Morphologie als auch iiber Funktionen wie Pulsatilititen und
Blutfliisse. Die Ergebnisse hingen hierbei allerdings stark von der Erfahrung des
Untersuchers ab. Ein weiterer Nachteil der Sonographie ist die Behinderung der
Bildgebung durch Knochen. Mit modernen Geriten ist mittlerweile auch eine Darstellung
des Hirnparenchyms in diagnostisch verwertbarer Qualitit moglich (Wolf et al., 2004,
Sekoranja et al., 2006).

In den letzten Jahren hat sich die Magnetresonanztomographie (MRT) in der
neuroradiologischen Diagnostik etabliert. Sie erlaubt eine multiplanare Darstellung mit
besonders guten Weichteilkontrasten. Mit der MRT konnen nicht nur ischdmische Areale

in Form von Diffusionsstorungen, kleinere Strukturverdnderungen in Mark- und

5



Rindensubstanz aufgezeigt und funktionelle Aussagen gemacht werden, sondern auch
funktionelle Untersuchungen durchgefiihrt werden (Schellinger et al, 1999, Hamon et al,
2006).

Sowohl mittels Computertomographie als auch Magnetresonanztomographie koénnen
GefaBe dargestellt werden (Verro et al., 2002). Als invasives Verfahren steht hierfiir die
Rontgenangiographie zur Verfiigung (Fischer et al., 2005).

Der Nachweis ischamischer Lasionen nach Herzoperationen gelingt am empfindlichsten
mit der Magnetresonanztomographie. Allerdings ist es kaum moglich, alle Patienten nach
Herzoperation mittels MRT zu untersuchen, da die Untersuchung zeitaufwendig und die
kardiale Uberwachung im MRT schwierig ist. Ein engmaschiges Neuromonitoring wire
so nicht praktikabel (Jonsson et al., 1998).

Eine sinnvolle Ergdnzung konnte die Labordiagnostik darstellen. Die in der Neurologie
so wichtige Untersuchung des Liquors ist bei Patienten unmittelbar nach Herzoperationen
wegen der hiufig erforderlichen Antikoagulation nicht durchfiihrbar.

Neben der Liquoruntersuchung ist die Serumdiagnostik ein einfaches und schnell
erhéltliches Werkzeug. Das Auffinden ZNS-spezifischer Proteine im peripheren Blut soll
Aussagen tiber die Schiadigungen im Hirngewebe zulassen. Zu den bisher oft
untersuchten Proteinen zdhlen das S-100 Protein, das gliale saure Faserprotein (GFAP)
und die Neuronenspezifische Enolase (NSE) (Persson et al, 1987, Sellmann et al, 1992,
Johnsson et al., 1995, Herrmann et al, 2000b, Rasmussen et al, 2002).

1.1. S-100 Protein

Der Begriff S-100 Protein umfasst eine ganze Familie verschiedener Proteine und deren
Isomere. Moore isolierte im Jahr 1965 ein Protein, welches nur in 100-prozentigem
Ammoniumsulfat bei pH 7 16slich war und benannte es daher S (fiir solubel/ 16slich) 100
(in 100%) Protein (Moore, 1965).

Die S-100 Proteine sind alle in der Lage Kalzium zu binden, allerdings mit einem
gewebsspezifischen Expressionsmuster (Baudier et al., 1986). Im Gegensatz zu fritheren
Annahmen, sind sie nicht spezifisch fiir das zentrale Nervensystem, sondern werden in
unterschiedlichen Geweben gefunden (Isobe et al., 1984, Haimoto et al., 1987,
Engelkamp et al., 1992, Zimmer, 1995).



Die S-100 Proteine bestehen aus zwei Untereinheiten, dem S-100 o und S-100 B, die sich
zu Homo- oder Heteromeren zusammensetzen. Die beiden Ketten haben eine ungefihre
Grofle von je 10,5 kD, wobei die a-Kette aus 93 Aminosduren und die B-Kette aus 91
Aminoséuren besteht, von denen 54 Aminosduren homolog sind. Das Protein hat damit
eine Gesamtgrofe von circa 21 kD (Kilby et al., 1996).

Die Kalzium bindende Eigenschaft liegt in den zwei Helices (je eine E- und eine F-
Helix), die zu einer Schleife verbunden sind (Heizman et Hunziker, 1991). In einer
Region von sauren Aminosduren findet man das C-terminale Ende, welches genau wie
das N-terminale Ende hydrophobe Eigenschaften besitzt (siche Abb. 1). Die Kalzium
bindende Affinitdt ist am C-terminalen Ende deutlich hoher. Am N-terminalen Ende
findet sich die Besonderheit, die allen S-100 Proteinen eigen ist und sie auszeichnet. Die
N-terminale Schleife wird von 14 zumeist basischen Aminosduren gebildet. Das Kalzium
wird lediglich durch eine Glutamatseitenkette und vier Carbonylsauerstoffatome
gehalten. Dies unterscheidet die S-100 Proteine von anderen Kalzium bindenden
Proteinen. Die Scharnierregion zwischen den beiden EF-Héanden ist es, die beziiglich der
Aminosdurenzusammensetzung variiert und somit die Bindungsqualititen der

verschieden S-100 Proteine definiert.

k= 200-500u01 k= 20-50pM
nicht kanomisch kanonisch
hydrophoh ‘ Cad+ ’ Scharmierregion ‘ Cal+ )hydmph-:-b
1 — 14aa — 12aa I —
Helix Helix Helix Helix
Schleife Schleife

Abb. 1: Gemeinsames Strukturprinzip der S-100 Proteine (nach Hilt und Kligman, 1991)

Die a- und B-Ketten lassen drei Kombinationen zu: af3, o, Bp.

In der Literatur werden unterschiedliche Nomenklaturen fiir S-100 Proteine benutzt. Die
biologisch aktiven Dimere stellen sich folgendermallen da: S-100a aus of3, S-100b aus B3
und S-100a, aus ao (siche Abb. 2).
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Abb.2 S-100 Untereinheiten (aus Fano, 1995)

Im Jahre 1995 fiihrte Heizmann eine Klassifikation ein, welche nur die Monomere
beriicksichtigt: S-100A1 bezeichnet die a-Kette und S-100B die p-Kette (Heizmann et al.,
1998). Die Einteilung nach Heizmann wird in der iiberwiegenden Zahl aktuellerer
Arbeiten verwendet.

In Tabelle 1 sind die S-100 Proteine der Nomenklatur von Heizmann folgend aufgefiihrt
(siche Tab.1 im Anhang).

1.2. Genexpression

Die konservierte Struktur der S-100 Proteine bei verschiedenen Spezies deutet darauf hin,
dass die Gene durch Duplikation aus einem Ursprungsgen entstanden sind oder sich
durch Umverteilung der Introns und Extrons nach Duplikatur entwickelt haben
(Engelkamp et al., 1993, Fano et al, 1995, Zimmer et al., 1995). Durch diese
Umverteilung lieBen sich verschiedene Expressionsmuster der Proteine bei
metastasierenden Mammakarzinomen erklaren (Engelkamp et al., 1993).

Im menschlichen S-100 finden sich drei Exons in verschieden Abschnitten des Proteins.
Das erste Exon bleibt untranslatiert, zwei und drei kodieren je eine EF-Hand (Engelkamp
et al. 1993).

Das S-100B liegt auf dem Chromosom 21qg22, dies zeigt sich mit erhdhten S-100B-
Spiegeln beim Down-Syndrom (Kato et al., 1990, Lindberg et al., 1998, Schmidt, 1998).



Auf Chromosom 1921 wurden die Proteine S-100A1-9 lokalisiert (Engelkamp et al.,
1993).

Intrazelluldr liegen die Proteine in Dimer-Form vor, welche als Voraussetzung fiir die
verschiedenen Funktionen diskutiert wird. Die Expression ist gewebsspezifisch,
aulerdem fanden sich sowohl Unterschiede in der Gewebeverteilung verschiedener
Spezies und als auch eine verdnderte Expression im Laufe der Entwicklung. S-100
Proteine wie auch S-100 mRNA haufen sich in der Gehirnreifungsphase bei Sdugetieren
an (Zimmer et al., 1995). Insgesamt wurden so 19 Proteine der S-100-Familie

zugeordnet, welche einen Gencluster auf dem kurzen Arm von Chromosom 21 umfassen.
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Abb. 3: Karte des Genclusters auf dem Genlocus 1g21 (aus Schéfer et al., 1995)

1.3. Funktion

Die Funktionen von S-100B und S-100A1 sind sehr vielfiltig. Manchmal wirken sie je
nach Enzymkonzentration, lonenvorkommen und pH-Wert hemmend oder stimulierend.
Viele Funktionen dhneln denen des Calmodulins, einem weiteren Kalziumbindenden
Protein (Fano et al., 1995, Donato, 1999).

Obwohl hauptséchlich intrazelluldr wirksam, konnten einige extrazelluldre Funktionen
beschrieben werden (Baudier et al., 1983). S-100B stimuliert nach Freisetzung aus
Gliazellen die Prolaktinsekrektion, die Differenzierung der Neurone und als Mitogen die
Proliferation der Gliazellen. Gliomzellen werden in geringen Konzentrationen stimuliert,

in  hoheren Konzentrationen in ihrer Proliferation gehemmt. Noch hdhere



Konzentrationen bewirken eine Apoptose (Donato, 1991 und 1999, Selinfreund et al.,
1991, Fano et al., 1995).

S-100A1 und S-100B scheinen sowohl extra- als auch intrazelluldr Einfluss auf das
Langzeitgedédchtnis und Lernen zu haben. Ratten, die mit spezifischen Antikdrpern gegen
S-100 behandelt worden waren, zeigten eine deutliche Verschlechterung ihrer Leistung in
Irrgartenversuchen (Fazeli et al., 1990).

Intrazellular wirken die Proteine in der Zellkommunikation, auf die Zellstruktur oder-
form, das Wachstum und den Zellzyklus, die Zellkontraktion, den Energiestoffwechsel
und die Signaltransduktion, indem sie verschiedene Enzyme wie die ATPase, Aldolase
und Adenylatzyklase beeinflussen (Kligman et Hilt, 1988, Fano et al., 1988, Donato,
1991).

S-100 reguliert die Phosphorylierung verschiedener Proteine, kann zugleich als Inhibitor
auftreten. Hierbei ist die Ionenkonzentration in der Zelle bedeutsam. Bei steigender
Zinkkonzentration steigt die Kalziumbindung durch das S-100, dagegen sinkt sie bei
steigenden Konzentrationen von Natrium, Kalium und bereits gebundenem Kalzium
(Baudier et al., 1986, Fano et al., 1995). Das Kalzium bewirkt zudem eine Faltung des
gelosten S-100B Proteins (Kilby et al., 1996), dies 14sst vermuten, dass die Form Einfluss
auf die Bindungsfahigkeit und damit Funktion des Proteins hat (Baudier et al., 1983,
Fano et al., 1995).

In der Zellkommunikation sind Gap Junktion Polypeptide die Zielproteine von S-100
(Heizmann et al., 1998).

Durch Bindung an Tau-Proteine hemmt das S-100 die Phosphorylierung dieser Tau-
Proteine durch Proteinkinase C und eine Kalzium-/Calmodulin-abhingige Kinase.
Dadurch wird der Mikrotubulusaufbau gehemmt, Mitose findet statt und das Zytoskelett
andert sich. Neben dem Tau-Protein wirkt S-100 auf Tubulin und GFAP. Je nach pH-
Wert stimulieren sie nach Bindung aneinander im Bereich von 7,5 oder hemmen bei 6,7
den Tubulusaufbau (Donato, 1991, Bianchi et al., 1993). In Versuchen wurde S-100B
mittels antimikrotubuldrer Substanzen wie Colchizin oder Vinblastin gehemmt, danach
fand sich eine abgeflachtere Zellmorphologie mit definierterem mikrofilamentéren
Netzwerk und gesunkener Wachstumsrate (Dunn et al., 1987, Zimmer et al., 1995).

Beide Monomere wirken auf das Wachstum, so finden sich zum Beispiel in Melanozyten
(Marks et al., 1990), leukdmischen Myelozyten (Wada et al., 1989) und

Schilddriisenkarzinomen (Auge et al., 2005) hohere Konzentrationen von S-100B.
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Der Energiestoffwechsel wird durch Aktivitidtserhohung der Fruktose-1,6-Bisphosphat-
Aldolase, bzw. durch Aktivititsinhibition der Glykogen-Phosphorylase beeinflusst.
Durch Antagonisierung des Calmodulins und Aktivierung der Adenylatzyklase spielt S-
100B eine wichtige Rolle in der Zellsignaltransduktion (Zimmer et van Elding., 1986,
Zimmer et Dubuisson, 1993, Fano et al., 1995).

Durch S-100A1 und S-100B werden auBerdem die Botenstoffe Neuromodulin,
Neurogranin, pS3 und p87 gehemmt (Deloulme et al., 1990).

Im Myokard moduliert das S-100A1 die kalziuminduzierte Kalziumfreisetzung aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum (Fano et al., 1988).

Tabelle Zwei zeigt Funktionen und mogliche Zielproteine.

Funktion Mogliches Zielprotein Isoformspezifitit
S-100A1 S-100B
Gap-junction Polypeptid + +
Zellwachstum p53 Nicht +
definiert
(nd)
Zellform Tubulin + +
T- Protein nd +
MAP 2 nd +
GFAP nd nd
Annexin 1l nd +
Energiestoffwechsel Aldolase + +
Glycogenphophorylase + -
Kontraktion Caldesmon nd nd
Myosin, schwere Kette nd nd
Signaltransduktion Adenylatzyklase nd +
Neuromodulin nd +
Neurogranin nd +
p53 nd +
p87 nd +

Tab. 2: Funktion und mogliche Zielproteine (modifiziert nach Zimmer et al., 1995)

1.4. Heutige Verwendung der Messung des S-100 Proteins

Die Erhéhung der S-100 Konzentrationen in Liquor und Serum ist besonders bei
neurologischen Erkrankungen gut untersucht.
Schon in den 80er Jahren konnte S-100 im Liquor isoliert werden und das

Konzentrationsverhalten im Rahmen von zerebralen Gewebsschidigungen gemessen
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werden (Michetti et al., 1980, Sindic et al., 1982). 1987 fand Persson einen Anstieg der
S-100 Konzentration im Liquor bei Patienten nach Schlaganfall (Persson et al., 1987).
Aurell kam 1991 auf gleiche Untersuchungsergebnisse und postulierte, dass man mittels
des Konzentrationsanstiegs bald auf die zerebrale Schidigung riickschlieBen konne
(Aurell et al., 1991). Im Vergleich mit der neuronen-spezifischen Enolase (NSE) stellte
Hardemark fest, dass sich die Proteine dhnlich nach einem Schlaganfall verhielten. Im
Unterschied zum S-100 stieg das NSE bei der zerebralen Ischimie hoher an als das S-100
Protein, welches wiederum nach Traumen eine stirkere Erhohung zeigte (Hardemark et
al., 1989 b). Spiter wurden Messmethoden angewandt, die den Nachweis im Serum
ermoglichten. Somit wurde das S-100B Protein immer mehr als Marker untersucht fiir
das Auftreten neurologischer Schidden durch Ischdmie und als prognostischer Indikator
fir das zu erwartende Endergebnis (Missler et al., 1997b, Martens et al., 1998,
Wunderlich et al., 1999, Hermann et al., 2001). Nur wenige Arbeiten fanden keine
positive Korrelation zwischen der S-100-Konzentrationsdynamik und dem Verlauf einer
apoplektischen Schidigung (Ruleva et al., 2004). Foerch dagegen nimmt die Messung
von S-100B Protein im Serum sogar zum Monitoring fiir die Pradiktion des Verlauf eines
Arteria cerebri media-Verschlusses (Foerch et al., 2004).

Das Neuromonitoring mit Hilfe der S-100B-Bestimmung scheint jedoch noch nicht
ausgereift, da bisher stets nur kleine Kollektive untersucht wurden und bei multiplen
Verletzungen oder bestimmten Operationen zum Teil noch widerspriichliche Ergebnisse
vorliegen (Fries et al., 2004).

Nicht nur bei ischdmischen zerebralen Infarktgeschehen konnte ein S-100B-Anstieg
gefunden werden, sondern auch bei Kopfverletzungen und subarachnoidalen Blutungen
(Ingebrigsten et al., 1996 und 1997, Wiesmann et al., 1997, Woertgen et al., 1997, Elting
et al., 2000, Naeimi et al., 2006, Oertel et al., 2006, Townend et al., 2006, Stranjalis et al.,
2007). Anderson fand heraus, dass auch bei Unfillen ohne Schiadelhirntrauma S-100B
aus Weichteilen und besonders Knochen freikommt, dass der Anstieg jedoch nur bei
Verbrennungen ldnger anhielt und insgesamt mit keinen klinisch-neurologischen
Befunden korrelierte (Anderson et al., 2001).

Die S-100 Proteine finden in der Diagnostik anderer neurologischer Erkrankungen
Verwendung. Infante konnte einen relevanten Anstieg bei akuter Meningitis,
Enzephalitis, Multipler Sklerose, Demenz, polyneuropathischer Motorneuronerkrankung
und akuter lymphatischer Leukdmie darstellen (Nagamatsu et al., 1995, Infante et al.,

2003). Besonders die Verlaufe im Rahmen einer Multiplen Sklerose zeigten Hinweise auf
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den Aktivitidtsgrad (Massaro et al., 1990, Lamers et al., 1995, Missler et al., 1997a,
Schmidt et al., 1998). Wihrend eines akuten Schubes stieg die Konzentration signifikant
an, in der inaktiven Phase war die Konzentration konstant. Ebenso scheint eine S-100-
Erh6éhung im Liquor die Diagnose einer Creuzfeld-Jakob-Krankheit zu unterstiitzen und
kann als Progressmarker verwandt werden (Otto et al., 1997 und 1999).

Verschiedene Publikationen berichten iiber das Vorkommen bei Multiinfarkt-Demenz
und der Alzheimer Erkrankung (Noppe et al., 1986, Mecocci et al., 1995, Massaro et al.,
1990, Schmidt et al., 1998). Beim Guillain-Barré-Syndrom spielt es eine Rolle als Marker
fiir den Verlauf (Mokuno et al., 1994, Schmidt et al., 1998).

Wiesmann fand 1999 eine Erhohung bei Schizophrenie und deutete dies als moglichen
Hinweis auf eine andauernde Zellzerstorung (Wiesmann et al., 1999). Dies konnte in
weiteren Studien bestétigt werden (Ling et al., 2007). Rothermund ging zudem davon
aus, dass ein kontinuierlich erhohter S-100BWert mit einer negativen Symptomatik
positiv korreliert (Rothermundt et al., 2001b).

Noch unklar ist die Erhéhung bei Depression in Begleitung von Melancholie. Ein
Remodeling der Axone oder eine Neurodegeneration wird dabei diskutiert (Rothermundt
et al, 2001a).

Daneben wird S-100 als Tumormarker nicht nur neurologischer Tumore wie dem
Schwannom benutzt (Allison et al., 2005, Zhang et al., 2005). Etabliert hat es sich in der
Diagnose und als prognostischer Parameter beim malignen Melanom. Es zeigt durch
seinen Anstieg wihrend einer Therapie mogliche Metastasierungen an (Strobel et al.,
2007). Durch einen Konzentrationsabfall kann von einem giinstigen Verlauf ausgegangen
werden (Guo et al., 1995, Henz et al., 1997, Hausschild et al., 1999, Oehr et al., 1999,
Auge et al., 2005, Domingo-Domenech et a., 2005, Yu et al., 2005, Hell et al., 2006).

1.4.1. Die neuronenspezifische Enolase (NSE) und das S-100 Protein

Ein weiterer, hdufig angewandter Marker, die neuronenspezifische Enolase (NSE)
kommt sowohl im peripheren als auch im zentralen Nervensystem als Isoenzym der
Glykolyse und Glukoneogenese vor. Es handelt sich um ein dimeres Protein aus drei
Peptidketten (a, B und y), im Gehirn kommt die Kombination yy vor (Marangos et al.,
1987). Sie ist allerdings nicht zentralnerval spezifisch, sondern befindet sich ubiquitir im

Korper im neuroendokrinen System (Schmechel et al., 1978).
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So wird diese Enolase als Tumormarker fiir das kleinzellige Bronchialkarzinom genutzt
(Royds et al., 1983, Ando et al., 2004, Karnak et al., 2005).

Bereits in den 80er Jahren fand man heraus, dass die NSE nach zerebralen Insulten im
Serum deutlich ansteigt (Hardemark et al., 1989b, Cunningham et al., 1991, Skogseid et
al., 1992, Barone et al., 1993, Schaarschmidt et al., 1993, Wunderlich et al., 1999, Anand
et Stead, 2005, Bandyopadhyay et al., 2005). In weiteren Untersuchungen stieg NSE als
Reaktion auf Gehirnaffektion unterschiedlicher Genese (entziindlich, traumatisch,
ischdmisch, epileptisch) an (Mokuno et al., 1983, Jacobi et al., 1988). Besonders das
Verhalten nach Hirntraumata und Schlaganfillen ist beobachtet worden. Hierbei haben
viele Autoren eine positive Korrelation zum Anstieg des S-100 Proteins gefunden
(Herrmann et al., 2000b, Li et al., 2004, Kecskes et al., 2005, Sawauchi et al., 2005).
Johnsson glaubte, dass nach kardialen Operationen ein beobachteter NSE-Anstieg auf
Freisetzung aus Erythrozyten zuriick zu fiihren sei (Johnsson et al., 1996), andere
Kollegen sahen darin einen Indikator fiir eine neurologische Pathologie (Sellmann et al.,
1992, Hermann et al., 1999, Rasmussen et al., 2002). Im Vergleich mit dem S-100
Protein fanden sie ein positives Korrelat, so dass beide Proteine als Indikatoren fiir
neurologische Komplikationen nach Herzoperation verwandt wurden (Herrmann et al.,

2000a).

1.4.2. Das gliale saure Faserprotein (GFAP) und das S-100 Protein

Das gliale saure Faserprotein (GFAP) ist im Gegensatz zum S-100 Protein und der NSE
ein ausschlieBlich zerebral vorkommendes Protein, bestehend aus einer monomeren
Polypetidkette (Eng et al., 1977). Es wird nur in Astrozyten als filamentarer Baustein des
Zytoskeletts  gefunden. Bei  neuropathologischen  Untersuchungen ist der
immunhistochemische Nachweis von GFAP inzwischen zum Routineverfahren geworden
(Korzhevskii et al., 2005).

Zur Detektion von Rindern-ZNS-Gewebe in Fleisch wird es ebenfalls herangezogen
(Herde et al., 2005). Der Nachweis im Serum gelang erst 1999 durch Missler (Missler et
al, 1999).

GFAP reagiert sensibel auf sowohl entziindliche, als auch ischdmische oder traumatische
Geschehnisse am Gehirn (Noppe et al, 1986, Ehlers et al., 1994, Rosengren et al., 1995,
Hoane et al., 2005, Nylen et al., 2005, Reyaz et al., 2005, Utermark et al., 2005).
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Eine Erhohung bei Trauma oder Insult konnte zusammen mit S-100 Protein und NSE
beobachtet werden. In vielen Studien werden zwei oder alle drei Proteine als Indikatoren
fiir ein schlechtes neurologisches Ergebnis genannt (Herrmann et al., 2000b, Vos et al.,

2004).

1.5. S-100 in der Herzchirurgie

Im Zusammenhang mit herzchirurgischen Eingriffen geht man von einer postoperativen
ischdmischen Insulthdufigkeit von 1-5 % aus, damit zéhlen diese Komplikationen zu den
haufigsten dieser Operationen (Jonsson et al., 1998). Hinzu kommen kognitive, meist
reversible Funktionsdefizite, welche eine Haufigkeit von bis zu 70% erreichen (Mahanna
et al., 1996).

Daher suchte man nach einem Marker, welcher leicht zu beschaffen ist und schnell
Aussage dariiber abgeben kann, ob eine Schiadigung des Gehirns eingetreten ist, noch
bevor neurologische Tests pathologisch werden, um entsprechende MaBBnahmen einleiten
zu konnen. Bereits in mehreren Studien war das S-100 Protein in Zusammenhang mit
zerebraler Ischdmie und Apoplex dargestellt worden (Persson et al., 1987, Fangart et al.,
1988). Viele Autoren untersuchten den Anstieg des S-100 Proteins nach kardialen
Operationen und setzten ihn mit einem negativen neurologischen Outcome in
Zusammenhang (Johnsson et al., 1995, Westaby et al., 1996, Takayuki et al., 2003).
Sellmann befand den neuronalen Marker der neuronenspezifischen Enolase (NSE) im
Liquor als aussagekréftiger fiir ein solches Ereignis als den glialen Marker S-100 Protein
(Sellmann et al., 1992), da bei einer Ischimie die graue Substanz betroffen ist. Dem
stellten andere Autoren gegeniiber, dass bei einem kardialen Eingriff im Rahmen von
neurologischen Komplikationen die Bluthirnschranke durchlissiger sei, womit ein S-100
Anstieg durchaus fiir die weitere Prognose herangezogen werden konne (Westaby et al.,
1996, Wong et al., 1999, Mussack et al., 2006a).

Uber die Aussage, ob die Ausschiittung ins periphere Blut mit der Dauer einer
extrakorporalen Zirkulation zusammenhéangt, gibt es gegensitzliche Studienergebnisse. In
einigen Untersuchungen hat die Dauer Einfluss (Astudillo et al., 1996, Johnsson, 1996,
Wong et al., 1999, Farsak et al., 2003, Bonacchi et al., 2006), in anderen wurde dieser
Effekt nicht beobachtet (Taggart et al., 1997, Ashraf et al., 1998).
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2. Ziel der Arbeit

Die S-100 Proteine werden héufig in der Literatur herangezogen, um neurologische
Defizite bei Patienten nach Herzoperation abzuschétzen. Die Messung des Proteins ist
einfach und ohne grofen Aufwand, verglichen mit der Anfertigung eines MRT. Der
Anstieg des S-100 Proteins im Blut wurde bereits nach zerebraler Ischdmie und
Schadelhirntrauma beschrieben.

Fast alle Studien fanden einen signifikanten Anstieg des S-100 Proteins im Blut sofort
nach Ende der Operation, aber keine konnte eine Korrelation darstellen zwischen diesem
schnellen Anstieg und radiologisch aufgezeigten pathologischen Befunden oder
neurologischen Defiziten. Die Arbeiten, die nachweisen konnten, dass der S-100 Protein-
Anstieg mit einer neurologischen Symptomatik korrelierte, zeigten, dass er erst zwei bis
drei Tage nach dem klinischen Ereignis erfolgte.

Da Publikationen, die einen Zusammenhang zwischen herzchirurgischen Eingriffen und
Eintreten eines neurologischen Defizits durch eine S-100 Elevation postulieren, keine
zweil bis drei Tage Nachbeobachtungszeit hatten, kam der Verdacht auf, dass dieser
Anstieg nicht durch Schiden an Gehirngewebe hervorgerufen wurde, sondern durch die
Freisetzung von S-100 Protein aus dem durch die Operation beschidigten Geweben.

Ziel dieser Arbeit war es daher, den kinetischen Verlauf des S-100 Proteinanstiegs nach
einer Herzoperation und im Vergleich zu dem Verhalten der Neuroproteine (neuronen
spezifische Enolase [NSE], gliales saures Faserprotein [GFAP]) und der Gewebemarker
(Creatin-Kinase [CK], des MB-Isoenzyms [CK-MB] und des Myoglobins [MB])
wihrend und nach einer kardialen Operation zu untersuchen.

Ein zeitgleicher Verlauf mit den Gewebeproteinen kurz nach dem ersten Hautschnitt
spriche fiir eine Freisetzung aus nicht-nervalem Gewebe, ein verspéteter Anstieg

dagegen fiir die Herkunft aus dem Gehirn, wenn auch andere zerebrale Marker ansteigen.
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3. Material und Methoden

3.1. Untersuchte Patienten

Es wurden 20 Ménner und eine Frau zwischen 46 und 76 Jahren (62,6+/-8,7 Jahre, SD+),
die nach herzchirurgischer Versorgung mit einem aortokoronaren Bypass unter Einsatz
der Herz-Lungenmaschine an der Universitétsklinik Liibeck behandelt worden waren,
untersucht.

Gegen die Studie wurden von der Ethikkommission der Universitit zu Liibeck keine
Bedenken erhoben (Aktenzeichen: 95-009 vom 13.2.1995 (9/95 143 Pu)).

Die Blutentnahmen erfolgten vor der Narkoseeinleitung (1.Entnahme), vor Beginn der
ECC (Extracorporal Circulation/ 2.Entnahme), am Ende der Operation (3.Entnahme) und
24 Stunden nach der Operation (4.Entnahme). Die Proben wurden sogleich zentrifugiert
und bei —80°C eingefroren.

Der neurologische Status der Patienten wurde klinisch vor und nach der Operation
erhoben.

Es wurden neben S-100B noch NSE, GFAP, CK, CK-MB und Myoglobin bestimmt (CK,
CK-MB und Myoglobin mit freundlicher Hilfe durch das Klinische Labor I).

Als zweites Kollektiv standen 17 Patienten zur Verfiigung, die an der Ruprecht-Karl-
Universitit in Heidelberg einem herzchirurgischen Eingriff (aortokoronarer Bypass)
unterzogen wurden. Zwolf waren ménnlich, fiinf weiblich, das Alter lag zwischen 49 und
79 Jahren (65,6 +/- 8,8 Jahre).

Bei ihnen wurde alleinig das S-100-Protein bestimmt und zwar 30 Minuten vor Beginn
der ECC (1.Entnahme), am Operationsende (2. Entnahme), 6 Stunden nach Ende der
ECC (3.Entnahme), am ersten Tag postoperativ (4. Entnahme), zweiten Tag postoperativ
(5.Entnahme), dritten Tag postoperativ (6. Entnahme) und vierten Tag postoperativ (7.
Entnahme). Auch diese Proben wurden sogleich zentrifugiert und eingefroren, die

Patienten ebenfalls mehrfach neurologisch untersucht.
Fiir die Bestimmung der Referenzwerte wurden Proben von 121 Blutspendern, welche

keine neurologischen oder andere schwere Erkrankungen hatten, die unseres Wissens

nach einen Einfluss auf S-100, NSE oder GFAP haben konnten, untersucht.
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3.2. Labormethoden

3.2.1. Bendtigtes Material und Gerdite

Chemikalien:

* ,, Ampuwa“, Aqua bidest,
* 20% Polyethylenglycol,
* Biotinaminocaproylester,

* Kalziumchlorid,

* Delfia® Eu-Labelling Reagent 1244-301,

* Diethylentriaminpentaazetat (DTPA),
* Essigsdure Analytical Grade,

* Ethanol 100% reinst,

* Dinatriumhydrogenphosphat-Monohydrat,

* Natriumchlorid,

* Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat,

* Natriumazid reinst,
* Natriumcarbonat,

* Natriumhydrogencarbonat,
* Phtalsiure, Kaliumsalz,

* Salzsiure 37%,

* Thenoyltrifluoroaceton,
* Tris-n-octylphosphinoxid,
* Trishydroxymethylaminomethan,

* Triton X-100,
* Tween 20,

Antikdrper:

* Anti S-100 polyklonal vom Kaninchen,
* Anti S-100B von der Maus,

* Bovines y-Globulin,

* BSA (Bovines Serum Albumin),

* Mausserum,

* Pferdeserum ,

* S-100 aus Rinderhirn,
* Serumalbumin,

* Streptavidin,

Mikrotiterplatten:

* Flachboden-Mikrotiterplatten
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Gerite:

* Delfia® Plate Dispenser, Wallac

* Delfia® Platewasher, Wallac

* DELFIA®1232/ 1234 Fluorometer, Wallac

* Mikrotiterplattenschiittler, Heidolph
* Sephadex G100®-Siule, Pharmacia

Zur Auswertung wurde das FIA-Calc® Auswertungsprogramm der Firma Wallac

verwandt.

3.2.2. Herstellung des Carbonatpuffers

Der Carbonatpuffer wurde fiir die Biotinylierung des 2. Antikorpers (polyklonaler
Antikorper der Firma DAKO) benoétigt. Auf einen Liter Aqua bidest kamen 1,62 g
Natriumcarbonat, 2,99 g Natriumhydrogencarbonat und 1,0 g Natriumazid. Der pH-Wert
lag bei 9,6. Gelagert wurde der Puffer bei 4°C.

3.2.3. Herstellung des Phosphatpuffers

Der Phosphatpuffer wurde zur Plattenbeschichtung verwandt. Auf einen Liter Aqua
bidest kamen 8,85 g Na,HPO, und 0,068 g NaH,PO,4. Der pH-Wert wurde auf 8,5-8,6

eingestellt.

3.2.4. Herstellung des Assaypuffers LKC

6 g TRIS, 9 g NaCl, 0,Iml Tween 20 und 1 g Natriumazid kamen auf einen Liter Aqua
bidest. Mit 37 %iger Salzsdure wurde der Puffer auf einen pH-Wert von 7,5 eingestellt.
SchlieBlich wurden 5 g BSA und 0,5 g y-Globuline darin gelost. Gelagert wurde der
Puffer bei 4°C.
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3.2.5. Herstellung des Assaypuffers LKC-DTPA

Zusitzlich zu den oben beschriebenen Reagenzien kamen 80 mg DTPA hinzu. Dann erst
wurde der Puffer auf einen pH-Wert von 7,5 eingestellt und die weiteren Zutaten darin

gelost.

3.2.6. Herstellung des TRIFMA-Waschkonzentrat

Auf einen Liter Aqua bidest wurden 15 g TRIS, 225 g NaCl und 100 ml Tween20
gegeben. Das Ganze wurde auf einen pH-Wert von 7,5 gepuffert.

In einer 1:50-Verdiinnung wurde die Lésung zum Waschen eingesetzt. Die Losung kann

bei Raumtemperatur ohne Stabilisator gelagert werden.

3.2.7. Herstellung der Enhancementlésung

Es wurden 6,25 ml 100 %ige Essigsdure in einem Liter Aqua bidest gelost. Nachdem 222
mg Thenoytrifluoroaceton und 38,5 mg Tri-n-octylphosphinoxid in 2 ml Ethanol reinst
gelost worden waren, wurden sie zur Essigsdurelosung gegeben. Hinzu kamen noch 2 ml
Triton X-100 und schlieBlich 1,6 g Phtalsdure.

Diese Losung ist bei Raumtemperatur unter Lichtabschluss iiber Jahre stabil.

(Die Pharmacia-Enhancementlosung hat eine um etwa 25 % hohere Lichtausbeute, da sie
als Sekundiarkomplexbildner statt Thenoyltrifluoroaceton Naphtoyltrifluoroaceton
enthélt. Da das hier verwandte Thenoytrifluoroaceton fiir die Komplexbildung mehr Zeit

bendtigt, muss die Losung mindestens 20 Minuten im Assay inkubieren.)

3.2.8. Markierung des Streptavidin mit Europium

Gemal der Herstellervorschrift wurden 20 mg Streptavidin mit dem Europium
Labelling-Reagent® markiert. Durch Gelfiltration mit der Sephadex G100®-Séule wurden
die ungebundenen Europiumkomplexe mit TRIS/HCI 0,05 mol/l bei einem pH-Wert von

7,5 getrennt, so dass ausschlieBlich Europiummarkierte Streptavidinmolekiile gesammelt
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wurden. Die Anteile, die Protein enthielten, wurden gepoolt und in Eppendorf-Hiittchen

zu je 200 ul Portionen bei —80°C eingefroren.

Zur Kontrolle diente eine Messung von 10 pl einer 1:10.000-Verdiinnung im

Fluorometer.

3.2.9. Biotinylierung des zweiten Antikorpers

Nach Féllung mit 20 %igem Polyethylenglycol in Carbonatpuffer 0,05 mol/l bei einem
pH-Wert von 9,6 wurden 10 mg Antikdrper (DAKO) resolubilisiert und iiber Nacht bei
4°C mit 1,5 mg Biotinamidocaproylester, welcher in 50 pl wasserfreiem
Dimethylformamid geldst worden war, inkubiert.

Durch die Gelfiltration iiber die Sephadex G100®-Saule mit TRIS/HCI 0,05 mol/l bei
einem pH-Wert von 7,5 wurde das ungebundene Biotin getrennt. Die antikdrperhaltigen
Fraktionen, welche durch photometrische Messung bei 280 nm bestimmt worden waren,

wurden gepoolt und in Portionen von jeweils 200 pl bei —80°C gelagert.

3.3. S-100B-Messung

3.3.1. Durchfiihrung des S-100 Assays

Bei der hier beschriebenen MeBmethode handelt es sich um einen
immunofluorometrischen Sandwich-Festphasenassay mit Flachboden-Mikrotiterplatten
als Festphase.

Die Flachboden-Mikrotiterplatten wurden mit je 10 pl der Antikorperlosung von Sigma
gegen die S-100B-Kette in 20 ml Phosphatpuffer (pH 8,6; 0,05 mol/l) beschichtet,
entsprechend 400 ng/well Antikorper.

Der Antikorper wurde bei 4°C iiber 24 Stunden inkubiert.

Die beschichteten und inkubierten Platten wurden mit TRIFMA-Waschlosung (je 5
ml/well) dreimal im DELFIA®Platewasher gewaschen und mit jeweils 300 pl/well
Carbonatpufter (0,05 mol/l; pH 9,6) mit bovinem Serumalbumin (10 g/1) zur Abséttigung

unspezifischer Bindungen fiir 10 Minuten inkubiert.
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Es folgte ein weiterer Waschvorgang wie eben beschrieben, wonach jeweils 200 pl
Standard zusammen mit je 50 ul Pferdeserum, das 25 mmol/l Kalziumchlorid enthielt,
Kontrollen und Proben fiir 90 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Schiittler mit 150
min™ inkubiert wurden.

Der Messstandard setzte sich aus einer 1:2 Mischung von gereinigtem S-100a (S-1000a.(3)
und S-100b (S-100Bp) Protein vom Rind (Sigma) zusammen. Er wurde mit Pferdeserum
(GIBCO) auf die folgenden Konzentrationen verdiinnt: 25 pg/l; 12,5 ug/l; 2,5 ug/l; 0,5
ng/l; 0,1 ug/l und 0,02 pg/l.

Die Kontrollen hatten eine Konzentration von 0,35 pg/l in Kontrolle 1 und 3,5 pg/l in
Kontrolle 2.

Standards, Kontrollen und Proben wurden nach folgendem Schema auf die Platte

pipettiert (siche Abb. 4):

1+2 3+4 5+6 7+8 9+10 11+12
A 0,02 0,1 0,5 2,5 12,5 25
B LKC Pferd NaCl K1 K2 Probe 1
C Probe 2
D
E
F
G
H Probe 35 K1 K2

Abb.4: Pipettierschema: Die Reihe A enthélt die Standardproben, in Reihe B wurden der
LKC-Puffer, Pferdeserum, Natriumchlorid (NaCl), die Kontrollen 1 und 2 (K1 und K2)
und die erste Probe in Doppelbestimmung aufgetragen. Um zu kontrollieren, inwieweit
die Messwerte zum Ende hin abfallen, wurden an die letzten Vertiefungen nochmals die

Kontrollen 1 und 2 pipettiert.

Nach 90 Minuten Inkubation auf dem Mikrotiterplattenschiittler wurde die Platte
wiederum wie oben dargestellt gewaschen und mit einer Mischung aus 20 ml LKC-Puffer
mit 5 mmol/l CaCl,, 200 ul Mausserum, 1 ml Pferdeserum und 20 pl des biotinylierten
polyklonalen = Antikorpers von DAKO  bestiickt. Dies entspricht einer
Antikorperkonzentration von 2 mg /l. Die Platte wurde weitere 90 Minuten auf dem

Schiittler inkubiert.
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Nach einem weiteren Waschgang wurde mit Europium markiertes Streptavidin in LKC-
DTPA in einer Verdiinnung von 1: 25.000 entsprechend 12 pg/1 fiir weitere 30 Minuten
inkubiert.

Danach folgte der letzte Waschvorgang, anschlieBend wurden 200 pl/well
Enhancementldsung hinzugegeben.

Nach einer Inkubationszeit von mindestens 20 Minuten wurde die Platte im DELFIA®-
Fluorometer gemessen.

Mit Hilfe des Fia-Calc®-Auswertungsprogramms wurde die Standardkurve als Spline-
Funktion errechnet und in doppelt logarithmischer Form dargestellt.

Die Konzentration der Proben wurde anhand der Standardkurve ermittelt.

Es wurden immer Doppelmessungen durchgefiihrt.

3.3.2. Vergleich mit dem Sangtec 100 LIA™

Um einen Vergleich zwischen unserem Assay und dem der Firma Sangtec ziehen zu
konnen, wurden die Liibecker Proben mit beiden Verfahren gemessen. Fiir die DELFIA
Messungen verwendeten wir Heparin-Plasma, die 100 LIA®- Bestimmungen erfolgten
aus Serum.

Die Verwendung des 100 LIA® Assays wurde gemidB der Herstellervorschrift
durchgefiihrt.

Um Referenzbereiche zu definieren, wurden Proben von 121 gesunden Blutspendern (64
mannlich, 57 weiblich, 18-65 Jahre alt) mit beiden Verfahren untersucht.

Um die Spezifitit der Methoden fiir die verschiedenen Subtypen des S-100 Proteins zu
priifen, verwendeten wir hoch gereinigte, rekombinant hergestellte S-100A1 und S-100 B
Proteine, welche freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Herrn Dr. Remppis der
Medizinischen Klinik II der Universitit zu Liibeck bereitgestellt wurden. Die
Ausgangslosungen der rekombinanten Proteine waren fiir das S-100A1 Protein 6,39 g/1
und fiir das S-100 B Protein 1,3 g/l. AuBBerdem fanden aus Rinderhirn isolierte Dimere
von Sigma (S-100 aa, off und B) Anwendung. Sie waren auf 1 mg/l vorverdiinnt. Durch
Verdiinnung mit Assay-Diluent fiir den 100 LIA® und mit Pferdeserum fiir den DELFIA
ergab sich eine Endkonzentration von 63.900 ug/l S-100 A1, 0,13 bzw. 1,3 ng/l S-100B,
1 bzw. 10 pg/l S-100a (af), 0,1 bzw. 1 pg/l S-100b (BB) und 10.000 bzw. 1.000 pg/l S-
100ay (ac).
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Fir die untere Nachweisgrenze wurden Messungen der Impulsraten mit 20-facher
(DELFIA) und 15-facher (100 LIA®) Bestimmung der Verdiinnungsmatrix als Mittelwert
plus 3-fache Standardabweichung durchgefiihrt.

Die Prizision erhielten wir durch die Variationskoeffizienten aus 15 nacheinander
abgelaufenen Messungen in den Konzentrationsbereichen <0,1; 0,1-0,49; 0,5-1,0 und

>1,0 pg/l.

3.4. NSE-Messung

3.4.1. Antikérper

Fiir die Beschichtung der Festphase diente ein polyklonaler Antikorper vom Kaninchen
(Firma DAKO). Mit jeweils 2 pg/well in 200 pl Carbonatpuffer 0,05 mol/l bei einem pH
von 9,6 wurden die Mikrotiterplatten bei 4°C iiber 24 Stunden inkubiert. Der zweite
Antikorper, ebenfalls polyklonal vom Kaninchen (Firma DAKO) wurde biotinyliert in

einer 1:1000 Verdiinnung im Assaypuffer eingesetzt.

3.4.2. Standard

Es wurde der Standard der Firma Hoffman La Roche (Cobas Core® NSE EIA) benutzt.

3.4.3. Assaydurchfiihrung

In 200 pl/well Assaypuffer wurden in Anlehnung an das Probeschema von S-100 10 pl
des Standards, der Kontrollen und der Patientenproben fiir zwei Stunden auf dem
Schiittler bei Raumtemperatur inkubiert. Die Mikrotiterplatte wurde danach dreimal mit
Waschpuffer gewaschen und nach Zugabe von 200 ul des zweiten Antikorpers (1:1000
verdiinnt) in 200 pl/well Assaypuffer fiir eine weitere Stunde auf dem Schiittler bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Waschvorgang folgte die Inkubation mit
Streptavidin-Europium fiir 30 Minuten auf dem Schiittler bei Raumtemperatur und nach

einem letzten Waschen die Inkubation mit der Enhancementlosung flir ebenfalls 30
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Minuten. Wie zuvor beim S-100 Assay wurden die Ergebnisse auf dem DELFIA® 1232
(1234) Fluorometer gemessen und mit Hilfe des FIA-Calc®-Programms durch eine

doppelt logarithmische Spline-Funktion ausgewertet.

3.5. GFAP-Messung

3.5.1. Antikérper

Die Mikrotiterplatte wurde zundchst mit 400 ng/well eines polyklonalen
ZiegenantikOrpers (affinitdtsgereinigt) gegen Maus-Immunoglobulin in 200 pul
Carbonatpuffer 0,05 mol/l bei einem pH von 9,6 iiber 24 Stunden bei 4°C inkubiert. Nach
zweifachem Waschen mit Waschpuffer wurden 600 ng/well des eigentlichen Antikorpers
gegen GFAP, einem monoklonalen Antikorper von der Maus (Firma Sigma, Klon G-A-
5), in 200 ul Assaypuffer iiber 24 Stunden bei 4°C inkubiert.

Als zweiter Antikdper wurde ein biotinylierter polyklonaler Antikérper vom Kaninchen

gegen GFAP (Firma DAKO) verwendet.

3.5.2. Standard

Als Standard wurde hochreines GFAP (Firma Progen) in einem humanen Serumpool
1:1500 verdiinnt. Letzterer zeigte nach ldngerer Lagerung keine GFAP-Restaktivitit

mehr.

3.5.3. Assaydurchfiihrung

Die zuvor beschichtete Mikrotiterplatte (siche Antikorper) wurde mit 200 ul/well des
Standards, der Kontrollen und der Patientenproben nach dem Schema des S-100 Assays
fiir eineinhalb Stunden auf dem Schiittler bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte auf
zweimaliges Waschen die Inkubation mit dem zweiten Antikorper in Assaypuffer mit
50% Kalberserum (NCS, GIBCO) fiir eineinhalb Stunden auf dem Schiittler bei
Raumtemperatur. Wie beim S-100 Assay und beim NSE-Assay kamen nun die
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Inkubationsschritte mit Streptavidin-Europium und Enhancementlosung, sowie die

Messung und Auswertung der Standardkurve.

3.6. CK- und CK-MB- Bestimmung

Standardmethode enzymatisch mittels der Creatinin-Hexokinase-Glukose-6-Phosphat-

Dehydrogenase-Methode, Hitachi 717 Analyzer (Roche)

3.7. Myoglobin-Bestimmung

Standardmethode nephelometrisch, Hitachi 717 Anaylzer (Roche)

3.8. Statistische Methoden

Die fiinf Parameter wurden zu den Zeitpunkten vor Einleitung der Narkose (1.Entnahme)
und am Operationsende (3.Entnahme) mittels Spearmann Rank-Korrelation verglichen.
Der Mittelwert und eine Standarabweichung vom Mittelwert wurden von jeder Entnahme
erhoben. Die Zahlen wurden als Mittelwert +/- Standardabweichung angegeben.
Unterschiede von p< 0,05 wurden als signifikant eingestuft.

Zur Korrelation der beiden Messverfahren fiir das S-100 Protein wurden die Ergebnisse
mit der Pearson-Methode verglichen.

Wihrend der Planung zu dieser Arbeit fand ein beratendes Gesprich bei Herrn PD Dr.
H.-J. Friedrich, Hochschuldidaktische Arbeitsstelle, Dekanat des Med. Fakultit,
Universitdt zu Liibeck statt. Zum Zeitpunkt des Gespraches war Herr PD Dr. H.-J.
Friedrich am Institut fiir Medizinische Biometrie und Statistik, Universitat zu Liibeck,
tatig.

Zur Erstellung des Textes, der Tabellen und Graphiken sowie der Statistik sind folgende
Computerprogramme herangezogen worden: Microsoft Word, Microsoft Excel sowie

SPSS fiir Windows, Version 11.0.
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4. Ergebnisse

4.1 S-100B

4.1.1. Spezifitit des S-100-Assays

Die Nachweisgrenze der Methode lag fiir S-100A1 bei 0,015 pg/l.

S-100B wurde in einer Probe, die 0,13 pg/l enthielt, mit 2,19 pg/l bestimmt, 1,3 pg/l S-
100B wurden in einer zweiten Probe mit 7,45 pg/l bestimmt.

Die gezeigten Kreuzreaktionen lassen sich folgendermafBlen aufrechnen: Keine
Kreuzreaktion bei Messung des monomeren S-100A1, 572-1682 % fiir S-100 B (hier
geben die Verdiinnungsstufen die Breite vor). Das S-100A1-A1 (oder aa oder S-100 a)
prisentierte eine prozentuale Kreuzreaktion von 0,06-0,07 %, das S-100A1-B lag
zwischen 52-129 % und S-100B-B (B oder S-100b) bei 600-2380 %.

4.1.2. Standardkurve S-100B

Die Standardkurve des S-100B Proteins reichte von 0,02 ug/l bis 25 ug/l (siche hierzu
Abb. 5 und Tab. 3).

5-100 Standarlomve

Fluorezenz {L's)

I:l £ T
0,02 0,1 0,5 25 12,5 25
5-100 {pg1)

Abb.5: Standardkurve des S-100B Immunfluoreszenzassays
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S-100 Protein Standardkonzentration | Fluoreszenzsignal in

in pg/l Impulse/s

0,02 11.300

0,1 20.345

0,5 65.687

2,5 202.395

12,5 536.632

25 999.512

Tab.3 S-100 B Standardkonzentrationen mit Messimpulsen

4.1.3. Untere Nachweisgrenze S-100B

Die Konzentration, der der Mittelwert der Impulse von 20 Messungen des

Verdiinnungsmediums + 3 s entsprach, stellt die untere Nachweisgrenze dar.

4.1.4. Wiederfindung

Kalibrierte S-100 Mengen (A1-B:B-B im Verhiltnis 1:2) wurde im Probandenplasma zu
95% wieder gefunden. Im Liquor lag die Wiederfindung bei 94-103%.

4.1.5. Hochdosiseffekt

Ein Hochdosiseffekt wurde bis zu einer S-100B Konzentration von 5000 pg/l nicht
beobachtet.

4.1.6. Lagerungsstabilitidt der beschichteten Mikrotiterplatten

Es kam zu keinem signifikanten Abfall der Impulse nach sechs Wochen Lagerung.
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4.1.7. Prazision

Die Intraassayvarianz betrug 3,2 % bei 5,2 pg/l, 2,1 % fiir 5,97 pg/l und 2,3 % fiir

11,4 pg/l bei 20 Messungen. Bei konsekutiven 21 Messungen ergab sich eine
Interassayvarianz von 11,5 % fiir 0,45 pg/l, 7,9 % fiir 4,79 pg/l und 7,8 % fiir 15,45 pg/l.
Daraus ermittelte sich ein Variantionskoeffizient fiir die Doppelwertbestimmung von

7,9 %, 3,6 %, 3,2 % und 2,2 % bei Messbereichen von <0,1 ug/l, 0,1-0,49 ng/l,

0,5-1,0 pg/l und >1,0 pg/l.

4.1.8. Optimale Kalziumkonzentration zur Wiederfindung

Bei einer Kalziumkonzentration von 5 mmol/l wird in der Literatur (Sindic et al., 1982)
die beste Wiederfindung von S-100 Protein in Serum und Heparin-Plasma beschrieben.

Wir verwendeten daher ebenfalls eine Kalziumkonzentration von 5 mmol/I.

4.1.9. Referenzwerte

Als Plasma-Referenzwerte wurden Untersuchungen mit 121 gesunden Probanden
herangezogen. Die Plasmakonzentration lag bei 0,059 +/- 0,038 ng/l, die obere Grenze
bei 0,135 pg/l.

4.1.10. Linearitdt

Um unspezifische Effekte auszuschlieen, wurden geometrische Verdiinnungsreihen
durchgefiihrt. Nach Zugabe von 10 pg/l S-100 (wie bei den Standards) zum

Patientenplasma ergab sich der in der Abbildung 6 verzeichnete Verlauf.
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Abb.6 : Linearitit des DELFIA-Assays

4.1.11. Vergleich mit dem 100 LIA® von Sangtec

Beide Assays wurden beziiglich Spezifitit, Wiederfindung, unterer Nachweisgrenze und
Prézision verglichen.

Bei der Untersuchung der Spezifitit des Assays wurde S-100A1 bis zu Konzentrationen
von 6,39 mg/l zugesetzt und vom Assay mit 0,013 ug/l erfasst und lag somit unterhalb
der unteren Nachweisgrenze, der 100 LIA ® zeigte 0,029 pg/l an. Eine S-100B-Probe mit
0,13 pg/l erzielte bei 100 LIA ® 5,04 pg/l, beim DELFIA © 7,45 ug/l.

Deutliche Kreuzreaktionen traten bei den Messungen der Dimere auf. S-100A1-A1 (ao)
wurde bei einer Konzentration von 10.000 pg/l und 1.000 pg/l im 100 LIA ® mit

12,8 pg/l und 1,76 pg/l und im DELFIA ® mit 6,63 pg/l und 0,58 pg/l gemessen. Damit
ergibt sich eine Kreuzreaktion fiir den 100 LIA ® von 0,13-0,18 % und fiir den DELFIA ®
von 0,06-0,07 % fiir S-100A1-Al.

Bei Messung des S-100A1-B Dimers (aff oder S-100a) mit 10 pg/l und 1 pg/l lag die
erste Messung fiir den100 LIA ® oberhalb des Messbereichs, der zweite Wert bei
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13,8 pg/l, fiir den DELFIA ® wurden 5,18 pg/l und 1,29 pg/l erzielt. Die Kreuzreaktion
lag daher beim 100 LIA ® bei 1380 % und beim DELFIA ® zwischen 51,8 und 129 %.
Die Konzentration von 0,1 bzw. 1 ug/l des Dimers S-100B-B (B oder S-100b) lag beim
100 LIA ® bei 2,02 pg/l bzw. 4,82 pg/l, beim DELFIA ® bei 2,38 pg/l bzw. 6,00 pg/l.
Dementsprechend errechnete sich daraus eine Kreuzreaktion von 428-2020 % beim

100 LIA ® und 600-2381 % beim DELFIA .

Die Wiederfindungsrate wurde mit sechs Mischkombinationen aus sechs Patientenproben
ermittelt und ergab bei 100 LIA ® 94,8-113,2 % und beim DELFIA ® 89,7-100,6 %.

Die untere Nachweisgrenze wurde beim 100 LIA ® als 0,02 pg/l und beim DELFIA ® als
0,015 pg/l ermittelt.

Die Prézision fiir die Konzentrationen von <0,1 g/, 0,1-0,49 ug/1, 0,5-1,0 g/l und

>1,0 pg/l lagen bei den Doppelwertbestimmungen fiir den 100 LIA ® bei 15,2 %, 5,7 %,
3,7 % und 2,5 %. Entsprechend fanden sich fiir den DELFIA ®7.9 %, 3,6 %, 3,2 % und
2,2 %.

4.2. NSE Meflmethode

Fir die Messung der neuronenspezifischen Enolase (NSE) liegt mit dem
Enzymimmunoassay von Hoffmann La Roche (Cobas Core ® NSE EIA) ein gut erprobter
Assay vor. Mit unserer Methode wurden in Vergleichsmessungen fast identische Werte
erzielt (Korrelationskoeffizient bei 96 Messungen r* = 0,98). Daher wurde auf eine
weitere Linearitdtsmessung verzichtet.

Die Standardkurve reichte von 1 pg/l bis 200 pg/l (Abb.7).

HSE Standardkurve
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Abb. 7: NSE-Standardkurve
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Als untere Nachweisgrenze wurde bei einem Probeneinsatz von 10 pl/ well 1 pug/l NSE

ermittelt.

Die Wiederfindung in Plasma und Serum lag bei 95,9 +/-5,3 %, dazu wurden zehn

verschieden Proben zundchst einzeln, dann in einer 1:2 Mischung vermessen.

Der Mittelwert des Referenzkollektivs aus 32 gesunden Blutspendern lag bei 8,1 +/- 2,38
ug/l NSE. Die obere Grenze wurde mit 12,8 ug/l ermittelt.

Ein Hochdosiseffekt trat bis 1.000 pg/l NSE nicht auf.

Die Intraassayvarianz betrug fiir 10 pg/1 2,99 %, fiir 84 ng/1 4,7 % und fiir 184 ng/l
2,0 %. Fiir die Interassayvarianz bei 19 pg/l waren es 6,27 %, fir 77 pg/l 7,54 %.

4.3. GFAP-Mefimethode

Die GFAP-Standardkurve reichte von 0,01 pg/l bis 12,5 ng/l, dargestellt in Abbildung 8.

GFAP Standardkurve

1000
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Fluoreszenz (10° Impulse/s)
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Abb. 8: GFAP-Standardkurve

Die untere Nachweisgrenze wurde mit < 0,01 pg/l ermittelt.
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Anders als beim S-100 Protein und NSE standen keine anderen MefBmethoden zum
Vergleich zur Verfiigung. Im Serum ergab sich eine Wiederfindung von 103,8 % im
Mischungsverhéltnis. Dies errechnete sich aus zwei Versuchen, in denen eine
Zielkonzentration von 4,75 pg/l zu 77 % und eine Konzentration von 0,475 pg/l zu

89 % gemessen wurden (100,0-107,4 % bei einer Mischzielkonzentration von 0,152-0,23
png/l).

Auch beim GFAP wurde eine Verdiinnungsreihe zur Linearitdtspriifung angesetzt. Der

Standard wurde mit vier Patientenproben geometrisch verdiinnt (siche Tab. 4).

GFAP-Konzentration nach Verdiinnung
Verdiinnungsstufe Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4

1 8,08 3,63 8,24 3,63
2 4,05 1,64 3,95 1,79
4 1,88 0,79 1,91 0,84
8 0,88 0,34 0,92 0,48
16 0,37 0,14 0,39

32 0,16 0,06 0,17

Tab.4: GFAP-Linearitit

Aus dem Blut von 200 gesunden Blutspendern wurden die Referenzwerte ermittelt. 131
davon waren Plasmaproben, in denen in 44,3 % GFAP-Konzentrationen innerhalb des
Messbereiches gefunden wurden, bei den 69 Serumproben 17,3 %. Damit ergab sich ein
Mittelwert von 0,013 +/- 0,014 pg/1 fir die Plasmaproben und 0,0048 +/- 0,0038 pg/1 fiir

die Serumuntersuchungen. Aus diesen Daten lie3 sich kein Referenzbereich erstellen.

Bei 0,2 pg/l lag eine Intraassayvarianz von 4,71 % vor, bei 1,95 pg/l waren es 4,24 %, bei
9,58 ng/1 3,52 %.

Zwischen den Assays trat eine Varianz von 10,9 % bei 0,066 ng/l, 7,3 % bei 0,70 pg/l
und 7,5 % bei 7,46 pg/l auf.
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4.4. Neurologische Defizite

Untersucht wurden 21 Patienten, welche in Liibeck einer Operation mit
kardiopulmonalem Bypass unterzogen worden waren, und 17 Patienten, die in Heidelberg
ebenfalls dhnliche Operationen benotigt hatten.

Keiner der 21 Liibecker Patienten erlitt postoperativ ein neurologisches Defizit. Einer
erwachte verzogert, zeigte aber keine neurologischen Auffalligkeiten.

Drei der 17 Heidelberger Patienten erwachten ebenfalls verzogert, drei andere hatten
postoperativ einen Schlaganfall. Die S-100B Hochstwerte der sechs auffilligen Patienten
waren nicht hoher als die der neurologisch unauffilligen Patienten.

p>0,05; Mann-Whithney-U Test.

4.5. Peri- und postoperative Konzentrationen des S-100B

Die mittleren S-100B Protein Werte der Liibecker Patienten lagen vor Beginn der
Operation bei 0,048 +/- 0,050 pg/l (1.Entnahme), waren vor Beginn des extrakorporalen
Kreislaufs auf 0,178 +/- 0,113 pg/l angestiegen (2.Entnahme), erreichten am Ende der
Operation 1,580 +/- 0,913 g/l (3.Entnahme) und fielen am 1. Tag postoperativ auf 0,230
+/- 0,131 nug/l1 (4.Entnahme) ab.

Der Vergleich zwischen dem 100 LIA ® Assay und der von uns gewéhlten MeBmethode
zeigte eine Korrelation von r* = 0,943 (y = 1,85x + 0,068). Die Werte des 100 LIA ®
lagen allerdings 1,85-mal hoher.

Bei den Heidelberger Patienten wurden zu acht Zeitpunkten Proben entnommen. Vor
Operation (1.Entnahme) lag der S-100B-Wert bei 0,035 +/- 0,022 pg/l, stieg 30 Minuten
nach Start des extrakorporalen Kreislaufs (2.Entnahme) auf 0,388 +/- 0,234 ug/l an. Am
Ende des Eingriffs (3.Entnahme) hatte er 1,0 +/- 0,567 ng/l erreicht. Nach sechs Stunden
(4.Entnahme) fiel der Wert wieder auf 0,241 +/- 0,135 ug/l ab. Am ersten postoperativen
Tag (5.Entnahme) konnten wir noch 0,154 +/- 0,075 pg/l messen. Die Probenentnahme
am zweiten, dritten und vierten postoperativen Tag (Entnahme 6,7 und 8) ergaben 0,135

+- 0,111 pg/l, 0,089 +/- 0,080 pg/l und 0,051 +/- 0,040 pg/l.
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Verglichen werden konnten die Entnahmen préoperativ, am Ende der Operation und 24h
nach Operation beider Kollektive. Es wird deutlich, dass das S-100B Protein in beiden
Kollektiven bis zum Ende des Eingriffs ansteigt und zum ersten Tag nach OP

wieder abfallt.

Besonders deutlich wird dieser Ablauf in der graphischen Darstellung (Abb. 9a und b).

4,0 1

S-100B (ngl)

Abnahmezeitpunkte

Abb. 9a: S-100B Verlauf des Liibecker Patientenkollektivs
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Abb. 9b: S-100B Verlauf des Heidelberger Patientenkollektivs

4.6. Perioperativer Konzentrationsverlauf aller Marker

Bei den 21 Liibecker Patienten wurden neben dem S-100B Protein auch die
Konzentrationen von NSE, GFAP, CK, CK-MB und Myoglobin bestimmt.

Mit Ausnahme des GFAP, dessen Werte immer unter der Nachweisgrenze blieben,
zeigten alle anderen Marker einen Anstieg im Laufe der OP.

Das Myoglobin reagierte als erstes, vor Operation lag der Mittelwert noch bei 38 +/14,
bereits vor Beginn der extrakorporalen Zirkulation stieg es um das Doppelte an (79 +/-
27), hatte zum Operationsende sein Maximum erreicht (430 +/- 101) und sank dann am
ersten Tag postoperativ wieder leicht ab.

Das CK erreichte sein Maximum erst 24 h nach Operation (Ausgangswert 21 +/- 14,

24 h spéter 351 +/- 451), NSE und CK-MB hatten ihren Peak am Ende der Operation.

Die Mittelwerte sind hier graphisch zusammengefasst.

In der Darstellung wird deutlich, dass sich das S-100B Protein dhnlich wie die anderen

Marker verhélt (Abb.10).
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Abb. 10: Vergleich von S-100B mit NSE, GFAP, CK, CK-MB und Myoglobin

Wenn man die Ergebnisse vor und am Ende der Operation mittels des Spearman-
Rankings vergleicht, erhdlt man eine signifikante Korrelation beziiglich des Anstieges
sowohl der als zerebral als auch der als muskuldr bezeichneten Marker in ihrer

Konzentration.

Diese Korrelation zwischen den Konzentrationsverldufen ist auf der folgenden Seite in

Tabellenform wiedergegeben (Tab. 5).
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1.Marker | 2. Marker r p
S-100 B CK 0,69 <0,01
S-100 B Myoglobin 0,77 <0,01
S-100 B NSE 0,69 <0,01
S-100 B CK-MB 0,80 <0,01
CK CK-MB 0,76 <0,01
CK NSE 0,77 <0,01
CK-MB NSE 0,77 <0,01
NSE Myoglobin 0,74 <0,01
CK Myoglobin 0,85 <0,01
CK-MB Myoglobin 0,81 <0,01

Tab.5: Statistische Korrelationen zwischen den untersuchten Markern vor und am Ende

der Operation mittels Spearman Rank

Die Dauer der Operationen oder der extrakorporalen Zirkulation ergaben keinen

Zusammenhang mit dem Konzentrationsverlauf der Parameter.
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5. Diskussion

Zur Beurteilung des neurologischen Outcomes nach Herzoperationen werden unter
anderem zerebrale Strukturproteine herangezogen. Zu dieser Gruppe gehoren das S-100
Protein, die NSE und das GFAP.

Der erste quantitative Nachweis von S-100 gelang Moore 1966 mit der
Komplementfixationsmethode (Moore et Perez, 1966). Im Jahre 1982 brachte Kato den
ersten Enzymimmunoassay heraus (Kato et al., 1982, Kato et al., 1987), wahrend Sindic
mit einem Particle Counting Immunoassay S-100 sogar im Blut bestimmte (Sindic et al.,
1982), nachdem er mit Masson 1981 einen ersten Particel Counting Immunoassay zur
Bestimmung im Liquor entwickelt hatte (Masson et al., 1981).

Fiinf Jahre spéater publizierte Persson den Nachweis von S-100 in Liquor und Blut durch
einen Radioimmunassay (Persson et al., 1987).

1989 wiederholte Hardemark S-100 und NSE Messungen im Liquor. Er bestimmte die
Proteine im Sandwichverfahren, welches mittels zweier monoklonaler Antikdrper gegen
das S-100 B arbeitete (Hardemark et al., 1989a). Im gleichen Jahr verdffentlichte Aurell
die Arbeit iiber einen kompetetiven Enzymimmunoassay (Aurell et al., 1989).

1995 entwickelte Missler einen immunometrischen Assay, der auf zeitverzogerter
Immunfluoreszenz beruhte (Dissociation Enhanced Lanthanide Fluorescent Immuno
Assay, DELFIA®) (Missler et al., 1995).

Ein Jahr spdter brachte die Firma Sangtec den ersten kommerziellen
radioimmunometrischen Assay (Immuno Radiometric Assay, IRMA®) auf den Markt.
Auch hier bediente man sich zweier monoklonaler Antikorper gegen S-100B. Ein dritter
radioaktiv markierter Antikdrper wurde spater zugesetzt. Inzwischen wurde dieser Assay
auf Chemilumineszenz umgestellt.

Die beiden Assays der Firma Sangtec sind seitdem in den meisten Arbeiten zur Messung
von S-100 in Liquor und Blut eingesetzt worden.

1999 verglich das Team um Ettinger den kommerziellen LIA-MAT Sangtec 100® mit
einem neuen optischen Immunoassay mit nahezu identischen Ergebnissen (Ettinger et al.,
1999). Missler stellte den Sangtec 100 LIA® dem S-100 IFMA gegeniiber, hierbei zeigten
sich dhnliche Ergebnisse der unteren Nachweisgrenze, des Messbereiches, des

Prazisionsprofils und des Referenzbereichs (Missler et al., 2000).
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Die S-100 Proteine liegen meist diffus im Zytoplasma verteilt vor, ein kleiner Teil
allerdings ist im Gehirn an Membranen gebunden (Fano et al., 1995). Im Gehirn befindet
sich im Vergleich zu anderen Organen eine bis zu 10.000 fach erhohte Menge (Moore,
1965).

Beide Monomere wurden nachgewiesen in: Gehirn, Aorta, Fettgewebe, Kolon,
Harnblase, Pankreas, quergestreifter Muskulatur, Hoden und Haut. S-100A1 fand sich
zudem in: Niere, Diinndarm, Herz, Milz und Uterus; S-100B in Nerven und Knorpel
(Isobe et al., 1984, Kato et al., 1985, Haimoto et al., 1987, Engelkamp et al., 1992, Guo et
al., 1995, Ingebrigsten et al., 1995, Zimmer et al., 1995, Oehr et al., 1999, Auge et al.,
2005).

Das Vorkommen von S-100B wurde intensiv in nervalem und malignem Gewebe
untersucht, es fand sich hier in Gliazellen, Schwannzellen, Gliomen, Melanomen,
Schwannomen und hochdifferenzierten Neuroblastomen (Ingebrigsten et al., 1995,
Missler und Wiesmann, 1995, Zimmer el al., 1995, Zhang et al., 2005), wahrend S-
100A1 seine hochste Konzentration in Kardiomyozyten und nachfolgend in
Nierengewebe hat (Kato und Kimura, 1985, Kato et al., 1986, Usui et al., 1990,
Engelkamp et al., 1992, Ingebrigsten et al., 1995, Zimmer et al., 1995).

Usui hatte in den spéten 80er und frithen 90er Jahren festgestellt, dass S-100 ay aus dem
Herzmuskel freigesetzt wird und daher eher auf die Schiadigung des kardialen Gewebes
zuriickzufithren sei (Usui et al.,, 1989). Es war ihm moglich, mittels des Anstieges
zwischen einem Herzinfarkt und einer Angina pectoris zu differenzieren, da bei letzterem
Ereignis keine Erhohung erfolgte (Usui et al., 1990). Aufgrund des Anstieges im Liquor
vier Stunden nach der Operation und des Peakes nach weiteren acht Stunden ging man
von einer positiven Korrelation mit einem neurologischen Ereignis aus (Usui et al.,
1994).

Es konnte mehrfach nachgewiesen werden, dass auf eine Herzoperation ein Anstieg des
S-100B Proteins erfolgte (Johnsson et al., 1995, Johnsson, 1996, Westaby et al., 1996,
Wimmer-Greinecke et al., 1998, Takayuki et al., 2003). Manche Autoren fanden einen
Zusammenhang mit der Operationsmethode, -dauer oder Narkose (Johnsson, 1996,
Grocott et al., 1998, Farsak et al., 2003, Wang et al., 2005), wihrend andere dies nicht
bestitigen konnten, den Anstieg des S-100 Proteins jedoch durchaus als pradikativ fiir
das neurologische Outcome werteten ( Taggart et al., 1997, Ashraf et al., 1998, Gazzolo
et al., 1998, Lindberg et al., 1998, Ashraf et al., 1999, Gao et al., 1999, Hermann et al.,
1999, Kilminster et al., 1999, Arrosmith et al., 2000, Hermann et al., 2000).
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Eine weitere Vielzahl an Studien beschéftigte sich mit dem Anstieg des S-100 Proteins
wihrend und nach einer Herzoperation in Korrelation mit einem unerwiinschten
neurologischen Ereignis (Astudillo et al., 1996, Johnsson, 1996, Westaby et al., 1996,
Blomquist et al., 1997, Kumar et al., 1997, Grocott et al., 1998, Rosen et al., 1998,
Wimmer-Greinecker et al., 1998, Gao et al., 1999, Jonsson et al., 1999, Kilminster et al.,
1999). In anderen Untersuchungen wurde vorausgesetzt, dass der S-100 Protein-
Nachweis im Blut ein zuverldssiger Marker fiir ein neurologisches Ereignis sei. Ashraf
verwandte es als Beurteilungskriterium beim Vergleich zweier Herzoperationsverfahren
fiir das neurologische Outcome (Ashraf et al., 1998). Ein Anstieg wurde als Zeichen einer
Entziindungsreaktion gewertet, wonach S-100B zusammen mit anderen Zytokinen eine
potentielle astrogliale Schidigung anzeigen (Ashraf et al., 1999). Andere Autoren nutzen
S-100B-Messungen, um verschiedene Operationsverfahren oder Andsthesiemethoden in
Bezug auf die neurologische Vertriglichkeit zu testen (Herrmann et al., 1999, Georgiadis
et al., 2000, Wang et al., 2005).

Auf dieser Grundlage bauten weitere Arbeiten auf, welche mittels der S-100-Protein-
Bestimmung verschiedene Operationsverfahren und Narkosen gegentiberstellten (Aleksic
et al., 2007). Eine Erhohung wies bei dieser Erwdgung auf das neurologisch
ungeeignetere Verfahren hin (Ashraf et al., 1999, Ettinger et al., 1999, Hachimi-Idrissi et
al., 2005, Kobayashi et al., 2005).

Allerdings zeigten alle Studien genau wie unsere Untersuchungen einen Peak innerhalb
des ersten Tages auf, meist direkt postoperativ, und in vielen Publikationen wurden die
Patienten nicht tiber zwei Tage hinaus beobachtet (Astudillo et al., 1996, Kumar et al.,
1997, Ashraf et al., 1999, Takayuki et al., 2003, Stolz et al., 2004, Hachimi-Idrissi et al.,
2005).

Rosen fand nach dreitdgiger Beobachtung erhohte Spiegel bei spiter Verstorbenen
(Rosen et al., 1998), Kilminster verfolgte den S-100-Protein-Verlauf iiber fiinf Tage und
postulierte erst fiir den spaten Anstieg eine positive Korrelation (Kilminster et al., 1999).
In einer Studie, welche eine Nachbeobachtungszeit von 30 Tagen hatte, zeigte Hermann,
dass die Wertung der Pradiktion erst nach drei Tagen erfolgen sollte (Hermann et al.,
2000a).

Seit 2000 wurden vermehrt Untersuchungen publiziert, welche sich gegen einen
Zusammenhang zwischen einer frithen S-100-Protein-Ausschiittung und einem damit

anzunehmenden neurologischen Defizit aussprachen (Jensen et al., 2000, Westaby et al.,
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2000, Godet et al., 2001, Svensson et al., 2001, Rasmussen et al., 2002, Tiainen et al.,
2003, Snyder-Ramos et al., 2004).

Jonsson bewertete die eigenen Aussagen kritisch. Obwohl er in dem S-100B Protein
einen potenten Marker sah, stellte er fest, dass erst nach mehreren Stunden eine sichere
Zuordnung zur neurologischen Situation des Patienten gemacht werden kann. Auflerdem
ist der frilhe Anstieg gegebenenfalls verfilscht, da im Laufe einer Herzoperation haufig
eine Autotransfusion vorgenommen wird, durch die eine additive Erhéhung des S-100 B-
Spiegels entsteht (Jonsson et al., 1999). Ebenso beobachtete er eine deutliche Erhohung
bei Patienten mit Nierenversagen, da S-100 Proteine iiber die Niere ausgeschieden
werden. Hammon postulierte, dass die Messung nur Relevanz hat, wenn gleichzeitig die
Clearance miteinbezogen wird (Hammon et al., 2000). Seiner Auffassung nach,
reflektiert ein frither und leichter S-100B-Anstieg pathologische Mechanismen in der
weillen Substanz, zum Beispiel ein Hirnddem postoperativ, welcher keine anhaltenden
neurologischen Schiden anzeigt.

Aus anderen Publikationen geht hervor, dass man anhand eines frithes Erscheinen von S-
100 Protein im Blut keine Aussage iiber die neurologische Prognose treffen kann (Pfeifer
et al., 2005). Westaby, der 1996 noch davon ausging, dass S-100B durch eine
Permeabilititsstorung der Bluthirnschranke auf zerebrale Ereignisse hindeuten konnte,
konnte 2000 keine positive Korrelation zwischen einem frithen S-100p Anstieg und einer
entsprechenden pathologischen Neurologie feststellen (Westaby et al., 1996, Westaby et
al., 2000). Weitere Studien unterstiitzen diesen Ansatz, es wurde eine transiente
Erhohung des S-100 gefunden, ohne dal} eine permanente Schidigung des Hirngewebes
daran fest zu machen war (Jensen et al., 2000, Missler et al., 2000 und 2002, Godet et al.,
2001, Svensson et al., 2001, Mussack et al., 2006b, Ramlawi et al., 2006).

Auftillig ist, dass in den meisten der genannten Studien der S-100 Konzentrationsanstieg
der Patienten nur iiber eine kurze Periode postoperativ beobachtetet wurde. Patienten mit
spater auftretenden neurologischen Ausfillen fielen jedoch erst durch einen zweiten
spiteren Anstieg nach ca. 10 bis 48 h oder noch spiter postoperativ auf (Fassbender et al.,
1997, Jonsson et al., 1998, Wunderlich et al., 1999, Elting et al., 2000, Foerch et al.,
2004, Mussack et al., 2006b, Prohl et al., 2007).

Um diesen Zusammenhang genauer zu untersuchen, fiihrten wir die Messungen der

Proben von den Liibecker Patienten sowohl mit dem 100 LIA ® von Sangtec, welcher in
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den meisten zitierten Publikationen angewandt wurde, als auch mit dem DELFIA® -
Assay durch.

Es stellte sich heraus, dass beide Verfahren hochspezifisch fiir die beta-Kette des S-100
Proteins sind. Dies ermittelten wir durch Messungen mit hoch gereinigtem S-100B und
S-100A1, welches freundlicherweise von Herrn Dr. Ehlersmann aus der Arbeitsgruppe
von Herrn Dr. Remppis aus der Medizinischen Klinik II der Universitit zu Liibeck zur
Verfiigung gestellt wurde. Beide Assays zeigten keine Kreuzreaktion mit dem S-100A1-
Monomer und keine signifikante Kreuzreaktion mit dem entsprechenden Dimer aus S-
100A1-Al. Dagegen reagierten beide zu 100 Prozent mit dem S-100A1-B-Dimer, der
100 LIA® von Sangtec sogar um den Faktor zehn hoher, bezogen auf den eigenen
Standard, als unser DELFIA® (siche 4.1.11). Das Al-B-Dimer wird also von beiden
Verfahren in erheblichem Ausmalle miterfasst.

Die Messwerte beider Messmethoden stimmten sehr gut iiberein. Dieses zeigt sich in der
deutlichen Korrelation dieser beiden Verfahren mit > von 0,943. Daraus schlieBen wir,
dass beide Assays gut geeignet sind, S-100B-Verldufe zu beurteilen.

Jedoch treten in vivo nicht die Monomere auf. Man nimmt an, dass diese in vivo gar nicht
existieren konnen. Die biologisch aktiven Formen sind demnach die Dimere (Heizmann
et al.,, 1998). Allerdings findet sich auch extrazerebral das S-100A1-B-Dimer, zum
Beispiel bei malignen Melanomen (Tronnier et al., 1995), welches von beiden Assays
miterfasst wird.

In unserer Studie fiel zunédchst auf, wie dhnlich die Verlaufe des S-100B sowohl bei der
Heidelberger als auch bei der Liibecker Patientengruppe waren, obwohl in der
Heidelberger Gruppe drei Patienten postoperativ einen Schlaganfall erlitten. Auch bei
diesen stiegen die S-100-Werte initial schnell an und sanken wieder ab (siche Abbildung
9a und 9b). Die Mittelwerte lagen weit iiber den bisher ermittelten Werten fiir eine
ischdmische Lasion (1,0pug/l und 1,59 pg/l gegen 0,59 pg/l nach Missler et al., 1997),
fanden sich so aber in der bisherigen Literatur wieder (Jonsson et al., 1998). Zudem
traten die Hochstwerte direkt nach Operation auf, wohingegen {iber eine Zeitspanne von
2,5 +/- 1,3 Tagen zwischen dem S-100-Protein-Peak und dem ischdmischen Insult
berichtet wird (Cunningham et al., 1996, Buttner et al., 1997, Fassbender et al., 1997,
Missler et al., 1997b). Im Liibecker Patientenkollektiv traten direkt postoperativ erhohte
S-100 Werte auf, wihrend in dieser Gruppe keine Ausfille zu beobachten waren. Auch in
der Vergleichsgruppe der Heidelberger Patienten erfolgte direkt nach der Operation ein
Anstieg der S-100-Konzentration. Obwohl im Heidelberger Patientengut drei
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Schlaganfille klinisch-neurologisch zu beobachten waren, zeigten sich hier keine

Abweichungen vom S-100B Konzentrationsverlauf.

Um einen Vergleich mit anderen Markern durchfiihren zu konnen, entwickelten wir einen
dhnlichen Assay fiir die Messung des NSE, einem neuronenspezifischen Protein, welches
jedoch auch extrazerebral auftaucht (Schmechel et al., 1978), im Serum. Das Verfahren
erbrachte eine hohe Ubereinstimmung mit den Messergebnissen (bei 96 Messungen ergab
sich ein Korrelationskoeffizient von r* = 0,98), welche iiber das kommerzielle Verfahren
mittels des Cobas Core® NSE Assays erzielt wurden, so dass ein direkter Vergleich
moglich war (4.2).

Fiir die GFAP-Bestimmung im Blut gab es keine etablierte Methode. Unser Assay misst
bis zu 0,01 pg/l und zeigte sich beziiglich Wiederfindung, Linearitdt und Varianz stabil
(siche 4.3). Das GFAP als rein zentralneuronaler Marker stellt einen guten
Vergleichswert zu den rein peripheren, extraneuralen Proteinen wie der CK, CK-MB und
dem Myoglobin, und den sowohl zentralnervos und periphernervos vorkommenden S-
100-Protein und NSE da (Korzhevskii et al., 2005, Hermann et al., 200b, Voss et al.,
2004).

Den gleichformigen Verlauf von NSE und S-100B konnten wir anhand der Daten aus
dem Liibecker Kollektiv gut nachvollziehen. Beide Proteine verzeichneten einen raschen
Anstieg mit einem Maximum am Ende der Operation und fielen in den néichsten 24
Stunden wieder langsam ab. Eine positive Korrelation mit einem neurologischen Befund
konnte jedoch nicht ausgemacht werden.

Dagegen zeigte das rein zentralnervose GFAP in unserer Studie keinen Anstieg, es blieb
wihrend der Messzeit unter der unteren Nachweisgrenze (< 0,01 ug/l).

Um zu ermitteln, ob das gemessene S-100B zerebralen oder extrazerebralen Ursprungs
ist, untersuchten wir das Verhalten von ausschlieBBlich extrazerebralen Proteinen, der CK,
der CK-MB und des Myoglobins (siche Abbildung 10).

Besonders die gesamt CK-Konzentration verhielt sich wie die des S-100B. Alle drei
Parameter zeigten genau wie die NSE eine statistisch signifikant positive Korrelation mit
dem S-100B-Protein-Anstieg (siche Tabelle 5).

Postoperativ verhielten sich die Proteine dagegen unterschiedlich, moglicherweise durch
die unterschiedlichen Eliminationshalbwertszeiten begriindet. Wahrend das Myoglobin
mit 20 Minuten die schnellste Eliminationskinetik aufweist, liegt die des S-100 Proteins

bei 2,2 h (Blomquist et al., 1997), die der CK-MB bei 12,5 h und die der CK bei 15,5 h.
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Auffallend sind die deutlichen Abweichungen der Standardabweichung 24 Stunden
postoperativ. Hier liegen die hochsten Schwankungen, die durch den wvariablen
postoperativen Verlauf erklirbar wiren (z.B. Nierenfunktionsstorungen und damit
verdnderte Eliminationskinetik, Entziindungen, erneute Eingriffe, Komplikationen oder
bestehende Vorerkrankungen).

Der gleichformige Verlauf der Gewebemarker mit den Proteinen S-100 und NSE, sowie
das Nichtansprechen des rein zentralnervosen Markers GFAP, und die Tatsache, dass S-
100 Protein und NSE aufBlerhalb des zentralen Nervensystems gefunden werden, fiihren
zu dem Schluss, dass das von uns gemessene S-100 Protein nicht zerebralen Ursprungs
sein kann. Der =zeitliche Anstieg ist auffallend identisch mit dem in vielen
Untersuchungen, die daraus auf eine zerebrale Ischdmie schlossen (Astudillo et al., 1996,
Westaby et al., 1996, Gao et al., 1999, Kilminster et al., 1999). Das Miterfassen der Al-
B-Dimere kann diesen Verlauf ebenso erkldren wie das Ansteigen der Konzentrationen
der in der Literatur berichteten Werte.

Anhand unserer Ergebnisse wird deutlich, dass die Messung der S-100B-Verldufe nach
kardiochirurgischen Eingriffen- mit den derzeit zur Verfiigung stehenden Mefmethoden-

die bildgebende Diagnostik nicht ersetzten, sie jedoch gegebenenfalls ergédnzen kann.
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6. Zusammenfassung

Zur neurologischen Uberwachung und Beurteilung nach einer Herzoperation werden
momentan neben der klinisch-neurologischen Untersuchung {iberwiegend bildgebende
Verfahren genutzt.

Da frisch operierte Patienten nur bedingt einem CT, MRT oder einer der anderen
Moglichkeiten unterzogen werden konnen, wurde iiberlegt, ob die Messung so genannter
zerebraler Marker wie das S-100-Protein, die NSE oder das GFAP die Bildgebung in
einem gewissen Malle nicht ersetzen oder ergénzen konnten.

Wir entwickelten daher ein Testverfahren zur Messung von S-100-Protein und NSE im
Blut, welche wir mit dem iiblichen kommerziellen Assay vergleichen konnten. Aulerdem
testeten wir den Verlauf von GFAP mittels eines &hnlichen Verfahrens. Wir konnten
beweisen, dass S-100B zwar initial ansteigt, aber auch schnell wieder abfillt. Eine
Korrelation mit einem ischdmischen Ereignis lieB sich nicht festmachen. Das ebenfalls
zentral und peripher vorkommende NSE zeigte einen fast identischen Verlauf. Das rein
zentralnervos-spezifische GFAP dagegen blieb stets unter der unteren Nachweisgrenze.
Aus der parallelen Messung von muskuldren, bzw. streng extrazerebralen Parametern, der
CK, dem CK-MB und Myglobin, welche einen signifikant &dhnlichen
Konzentrationsverlauf erfuhren, schlieBen wir, dass das initial gemessene S-100B nicht
aus dem Gehirn sondern aus peripherem Gewebe stammte.

Beide von uns untersuchte Assays, DELFIA® und der Sangtec 100 LIA®, sind
hochspezifisch fiir S-100f Monomere; die biologisch aktive Form scheinen aber die
Dimere zu sein. Daher wurden neben dem S-100B Protein (B-p Dimer) die S-100 A1-B
(a-B) Dimere, deren Ursprung nicht hirnspezifisch ist, jeweils miterfasst.

Die immunologische Erfassung von Dimeren gestaltet sich schwer und ist fiir die S-100
Proteine nicht bekannt. Es miisste ein Antikdrper gefunden werden, der spezifisch fiir die
B-B-Bindungsstelle des S-100B-Dimers ist, um hirnspezifisches S-100B messen zu
konnen.

S-100 kann daher nicht als pradiktiver Parameter fiir neurologische Komplikationen nach

kardiologischen Operationen herangezogen werden.
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Tabelle 1: Mitglieder der S-100 Familie (nach Schéfer et al., 1995 und Zimmer et al,
1995); Funktionen und Zielorte der S-100 Proteine

Name Synonym ¢DNA|Gen| Protein | Kalzium-| Mogliche Funktion
Bindung
S-100A1 |S-100a + + + + Regeneration des
Zellwachstums,
Energiestoffwechsel

S-100A2 |S-100L, + + - + Unbekannt
CaN19

S-100A3 |S-100 E + Unbekannt

S-100A4 |CAPL, p9Ka,| + + + + Regeneration des
42A, pEL9S, Zellwachstums,
mtsl, Zelldifferenzierung,
Metastasin, Regeneration der
18A2, Zellstruktur
Calvasculin

S-100A5 |S-100 D + Unbekannt

S-100A6 |CACY, 2A9, + + + + Regeneration des
PRA, CaBP Zellwachstums,
5B10, intrazellulare
Calcyclin Signaltransduktion

S-100A7 |PSORI, + + + + Unbekannt
Psoriasin

S-100A8 |CAGA, + + Antwort auf
MRP-8, p8, Chemotaktine,
MAC387, Regeneration des
60B 8Ag, Zellwachstums und
MIF, NIF, Kinaseaktivitdten,
Calgranulin Zelldifferenzierung
A, CFAg, CP-
10, L1Ag
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S-100A9 |CAGB, Antwort auf
CFAg, MRP- Chemotaktine,
14, pl4, Regeneration des
MAC387, Zellwachstums und
60B8Ag, Kinaseaktivitdten
MIF, NIF,
LlAg
S-100A10| Ca(1), Regeneration des
pll,p10, 42C, Zellwachstums,
Calpactin Neurotransmitter-
light-chain, freisetzung, anti-
CLPI11 inflammatorisch
S-100B | NEF, S-100p Regeneration des
Zellwachstums und
Kinaseaktivitdten,
Energiestoffwechsel,
Kontraktion, Gedachtnis
und Lernen,
intrazelluldre Signal-
transduktion,
Zelldifferenzierung
S-100C | S100C, Unbekannt
Calgizzarin
S-100P | S-100P Unbekannt
CALB3 |ICaBP, Ca”"-Puffer,
Calbindin- Regeneration der Ca*'-
D9k Homdostase
S-100F-P | Profilaggrin Regeneration der
Zellstruktur
S-100F-T | Trichohyalin Regeneration der
Zellstruktur

Tabelle 1: Mitglieder der S-100 Familie (nach Schifer et al., 1995 und Zimmer et al,
1995); Funktionen und Zielorte der S-100 Proteine
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