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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Subarachnoidalblutung (SAB) und die intrazerebrale Blutung (ICB) sind aufgrund
ihrer hohen Morbiditdt und Mortalitdt geflrchtete intrakranielle Blutungstypen. Sie
fuhren oftmals entweder direkt blutungsbedingt oder durch eine Vielfalt von
Komplikationen wie z.B. dem arteriellen Vasospasmus, der Nachblutung, operativen
Komplikationen, dem akuten oder posthamorrhagischen Hydrozephalus (HZ)
(Angelopoulos M et al., 1995; Auer LM et al., 1999; Dorai Z et al., 2003; Gruber A et
al., 1998 und 1999; Roos YB et al., 1995; Saveland H et al., 1992) zum Tode oder zu
schweren bleibenden koérperlichen und geistigen Behinderungen (Hop JW et al.,
1997; Rabinstein AA et al., 2004; Stern M et al., 2006). Dabei nehmen sowohl der
akute, als auch der chronische posthamorrhagische HZ eine besondere Stellung ein
(Diringer MN et al., 1998; Passero S et al., 2002; Brisman J et al., 2004; Dehdashti
AR et al., 2004; Dorai Z et al., 2003; Yoshioka H et al., 2000).

Neben den seit langer Zeit bekannten klinisch erhebbaren Einflussfaktoren in der
Entstehung des shuntpflichtigen posthamorrhagischen HZ sind in den letzten beiden
Jahrzehnten verschiedene Mediatoren, sogenannte Zytokine, in den Vordergrund
getreten. Das Polypeptid Transforming Growth Factor-3 (TGF-3) mit seinen drei bei
Séaugetieren vorkommenden Isoformen, die sich zwar in ihren biochemischen
Eigenschaften ahneln, jedoch in ihrer Lokalisation, Funktion und Bedeutung
unterscheiden, scheint dabei eine wesentliche Rolle in der dauerhaften
Hydrozephalusentstehung einzunehmen (Buisson A et al., 2003; Dhandapani KM et
al.,, 2003; Flood C et al., 2001; Hayashi N et al., 2000; Heep A et al., 2004,
Moinuddin SM et al., 2000; Takizawa T et al., 2001).

Das untersuchte Zytokin TGF-B1 wird aus den korpuskuldren Bestandteilen des
intrakraniell ausgetretenen Blutes freigesetzt. Weiterhin ist eine
Konzentrationssteigerung des TGF-B1 durch Freisetzung aus Makrophagen,
Astrozyten und anderen Zellen, sowie die Sekretion des Polypeptids aus den Zellen
der Meningen und des Plexus choroideus infolge einer Gewebstraumatisierung
beschrieben (Flood C et al., 2001; Logan A et al., 1994 und 1999; Takizawa T et al.,
2001). Die erhohten TGF-B1-Werte im Liquor cerebrospinalis konnen die
Fibrogenese, die Narbenbildung und andere gewebliche Umbauprozesse férdern,

wodurch die Entwicklung von Liquorzirkulationsstdrungen und somit auch eines
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shuntpflichtigen HZ begunstigt ist (Berry M et al., 1999; Border WA et al., 1992;
Logan A et al., 1994 und 1999; Sajanti J et al., 2001). Ahnliche Einfliisse scheint das
TGF-B2 im zentralen Nervensystem (ZNS) bei der Entstehung eines
posthamorrhagischen HZ auszuiben. Dabei nimmt es eine regulierende Rolle im
neuronalen und glialen Zelliberleben und —untergang, sowie der Zellmigration und -
differenzierung ein (Bo6ttner M et al., 2000; Flanders C et al., 1991; Logan A et al.,
1999; Stoll G. et al., 2004).

Ausgehend von diesen Erkenntnissen wurden in unserer Studie bei Patienten nach
stattgehabter SAB oder ICB Blut- und Liquorproben gewonnen, um den Gehalt an
TGF-B31, TGF-32 und Albumin, als Marker fur die Blutmenge im Ventrikelsystem, zu
messen und somit ,Die Rolle von TGF-R1 und —R2 beim posthamorrhagischen

Hydrozephalus® zu erfassen.
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1.1 Subarachnoidalblutung

Die Inzidenz der akuten SAB, die innerhalb Europas deutliche Schwankungen
aufweist, liegt in den meisten westlichen BevoOlkerungen bei ca. sechs bis zehn
Fallen pro 100.000 Einwohnern jahrlich (Broderick JP et al., 1993; Maira G et al.,
2006; Linn FHH et al.,, 1996; Stern M et al., 2006). Die Gesamtmortalitdt betragt
dabei etwa 45% bei beschriebenen Schwankungen zwischen 32% und 67%
(Greenberg MS, Sixth Edition, 2006; Hop JW et al., 1997). Dabei weisen etwa 30%
der Uberlebenden im Verlauf korperliche und geistige Behinderungen auf (Greenberg
MS, Sixth Edition, 2006; Hop JW et al., 1997). Frauen sind gegeniber Mannern mit
einem Verhaltnis von drei zu zwei haufiger betroffen, zudem findet sich eine Haufung
der Blutung in der 5. und 6. Lebensdekade (Mosskopp D, Wassmann H, 2. Auflage,
2005, Schattauer; Masuhr KF, Neumann M, 5. Auflage, 2005, Thieme). Bei etwa 80%
der akuten und spontanen SAB stammt das Blut, welches sich in den mit Liquor
cerebrospinalis gefillten Raum zwischen Arachnoidea und Pia mater ergiel3t, aus
rupturierten Aneurysmata hirnversorgender Arterien des Circulus arteriosus cerebri
(Willisii) (Mosskopp D, Wassmann H, 2. Auflage, 2005, Schattauer; Masuhr KF,
Neumann M, 5. Auflage, 2005, Thieme). Die Pravalenz fir intrakranielle
Aneurysmata ist dabei nicht eindeutig geklart. Sie schwankt in Abhangigkeit des
jeweiligen Studiendesigns zwischen 0,2% und 9% (Brisman JL et al., 2006; Fox JL et
al., 1987; Maira G et al., 2006; Wiebers DO et al., 1987). Dabei liegen etwa 90% der
intrakraniellen Gefal3aussackungen im vorderen Teil des Circulus arteriosus Willisii
(Hashimoto H et al., 2000; Nehls DG et al., 1985; Rosenorn J et al., 1987; Schmieder
K et al., 1999; Velthuis BK et al., 2001).

Tabelle 1: Die haufigsten Lokalisationen intrakranieller Aneurysmata (Greenberg MS, Sixth Edition,
2006, Thieme; Hashimoto H et al., 2000; Nehls DG et al., 1985; Schmieder K et al., 1999;
Velthuis BK et al., 2001)

Lokalisation Haufigkeit [%]

A. cerebri anterior (v.a. A. communicans anterior) | 35-40%

A. carotis interna 30%
A. cerebri media 20-25%
hintere Zirkulation 10%

mehrere Lokalisationen 20-30%




Einleitung 4

Zur klinischen Einstufung bzw. prognostischen Einschatzung der Patienten dienen
zwei haufig verwendete Klassifikationen, die traditionelle nach Hunt und Hess (Hunt
WE, Hess RM, 1968) und die neuere der World Federation of Neurological Surgeons
(WFENS; Drake CG et al., 1988), welche hier gesondert dargestellt werden soll. Ein
initial hoher WFNS-Score (1V°-V°) beschreibt hierbei einen schlechten klinischen
Zustand der Patienten und geht ebenso wie ein hoher Grad nach Hunt und Hess (I11°-
IV°) mit einer hohen Mortalitat einher (Chiang VL et al., 2000; Hutchinson PJ et al.,
2000; O'Sullivan MG et al., 1996).

Tabelle 2: WFNS-Score zur Klassifikation der klinischen Symptomatik nach abgelaufener SAB der
World Federation of Neurological Surgeons (WFNS; GCS=Glasgow Coma Scale; Drake CG et
al., 1988; Mosskopp D, Wassmann H, 2. Auflage, 2005, Schattauer)

WFNS-Score GCS-Score motorisches Defizit

[° 15 nicht vorhanden

e 13-14 nicht vorhanden

e 13-14 vorhanden

Ive 7-12 vorhanden oder nicht vorhanden
Ve 3-6 vorhanden oder nicht vorhanden

Die bereits angesprochene hohe Morbiditat und Mortalitéat der SAB, die in den ersten
30 Tagen nach einer Blutung von Broderick et al. mit 46% beschrieben ist und in
anderen Studien innerhalb der ersten zwei Wochen sogar tUber 50% betragt (Sarti C
et al, 1991), erklart die Notwendigkeit einer frihzeitigen und sicheren
Diagnosestellung und Therapieeinleitung (Rabinstein AA et al., 2004).

Die nachstehende Tabelle gibt eine Ubersicht (ber den Spontanverlauf

aneurysmatischer SABs.
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Tabelle 3: Spontanverlauf bei Patienten mit einer aneurysmatischen SAB (Broderick JP et al., 1993;
Drake CG et al., 1981; Greenberg MS, Sixth Edition, 2006, Thieme; Nehls DG et al., 1985;
Sarti C et al.,, 1991; Tabelle basierend auf Mosskopp D, Wassmann H, 2. Auflage, 2005,

Schattauer)
Letalitat Zeitraum
15% vor erreichen des Krankenhaus
15% innerhalb der ersten 24 h
15% zwischen 24 h und 2 Wochen
15% zwischen 2 Wochen und 2 Monaten
15% zwischen 2 Monaten und 2 Jahren
25% Uberleben die ersten 2 Jahre

Die apparative Diagnostik in Form der nativen Computertomographie (nCT) nimmt
heutzutage bei der Diagnosesicherung der SAB eine entscheidende Rolle ein, mit
der man in Uber 95% der Falle eine frische SAB (<48 h) sichern kann (Greenberg
MS, Sixth Edition, 2006, Thieme; Maira G et al., 2006; Mosskopp D, Wassmann H, 2.
Auflage, 2005, Schattauer). Dabei stellt sich innerhalb der ersten 24 Stunden frisches
subarachnoidales Blut in den basalen Zisternen und kortikalen Sulci hyperdens dar
(Mosskopp D, Wassmann H, 2. Auflage, 2005, Schattauer; Masuhr KF, Neumann M,
5. Auflage, 2005, Thieme). Das Ausmal3 der in der nCT dargestellten Blutmenge wird
mit dem Fisher-Score (Fisher CM et al., 1980) beschrieben.

Tabelle 4: Fisher-Score zur Klassifizierung des BlutungsausmafRes einer SAB in der CT
(CT=Computertomogrphie; Fischer CM et al., 1980; Mosskopp D, Wassmann H, 2. Auflage,
2005, Schattauer)

Fisher-Score CT-Befund
1 kein Blut sichtbar

2 diffus Blut sichtbar oder lokalisierte Blut-Clots von <1 mm Dicke in der
Inselzisterne, Cisterna ambiens oder dem Interhemisphéarenspalt

3 Blut-Clots >1 mm Dicke in der Inselzisterne, der Cisterna ambiens oder dem
Interhemisphéarenspalt

4 intrazerebrale oder intraventrikulare Blut-Clots mit und ohne SAB

In der nCT kdnnen aulRerdem intrazerebrale Blutungen, ein akuter HZ, Begleitinfarkte
und gelegentlich sogar Hinweise fur die Lage des Aneurysmas (v.a. bei grofien
Aneurysmen oder asymmetrischer Blutverteilung) bildmorphologisch nachgewiesen

werden. Diese Informationen kénnen im weiteren Verlauf fur die Prognose und das
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therapeutische Vorgehen entscheidend sein (Greenberg MS, Sixth Edition, 2006,
Thieme; Maira G et al., 2006; Mosskopp D, Wassmann H, 2. Auflage, 2005,
Schattauer). Bei der Suche nach dem intrakraniellen Aneurysma ist die arterielle
Panangiographie (Vier-Gefal3-Angiographie) der Hirngefaf3e der Goldstandard. Der
technische Standard ist heutzutage jedoch die digitale Subtraktionsangiographie
(DSA; Mosskopp D, Wassmann H, 2. Auflage, 2005, Schattauer). In Zukunft werden
neuere nicht invasive Verfahren wie die Magnet-Resonanz-Angiographie (MRA) oder
die Computer-Tomographische-Angiographie (CTA) eine bedeutende Rolle in der
Aneurysmadarstellung einnehmen (Hashimoto H et al., 2000; Hsiang JNK et al.,
1996; Ronkainen A et al., 1995; Ross JS et al., 1990; Velthuis BK et al., 2001).

Im Zuge einer SAB kénnen multiple Komplikationen auftreten. Das im Rahmen einer
solchen Blutung in das Liquorsystem gelangte Blut fuhrt oftmals zu einer
Tamponierung der Liquorrdume an den Austrittsstellen des vierten Ventrikels
(Foramina Luschkae und Foramen Magendii), die Liquorzirkulationsstérungen mit
sich bringen kann. Eine direkte Folge kann dabei ein akuter HZ sein, der bereits in
den ersten 24 Stunden nach einer Blutung auftritt. Des Weiteren kann ein
intrakranieller Druckanstieg mit Entwicklung eines diffusen Hirnédems (Maximum 4.-
10. Tag) die Folge sein. Falls auch nach der Resorption des Blutes infolge adhasiver
Veranderungen an den Meningen die Liquorzirkulationsstérung erhalten bleibt, kann
ein dauerhafter aresorptiver HZ entstehen, der zur Entlastung die Liquorableitung
Uber ein Shuntsystem erforderlich macht (Mosskopp D, Wassmann H, 2. Auflage,
2005, Schattauer; Masuhr KF, Neumann M, 5. Auflage, 2005, Thieme). Weitere
haufige Komplikationen bei der akuten SAB sind u.a. der zerebrale Vasospasmus
(Maximum 4.-10. Tag), der begleitende Hirninfarkt und die Rezidivblutung
(Greenberg MS, Sixth Edition, 2006, Thieme; Masuhr KF, Neumann M, 5. Auflage,
2005, Thieme).

Die folgende Abbildung demonstriert abschlieRend zwei Schichtbilder einer nCT

eines SAB-Patienten.
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Abbildung 1: nCT-Schichtbilder eines Patienten mit einer frischen SAB: mit Blut gefullte basale
Zisternen (pentagrammartiges Bild), kortikale Sulci und Interhemisphérenspalt; Erweiterung

beider Seitenventrikel im Sinne einer Liquorzirkulations- und Liquorabflussbehinderung
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1.2 Intrazerebrale Blutung

Die ICB ist mit einer Inzidenz von 12-15 pro 100.000 Einwohnern (Ferro JM, 2006;
Greenberg MS, Sixth Edition, 2006, Thieme; Hsieh PC et al., 2006; Steiner T et al.,
2006; Nadeau JO et al., 2006) jahrlich die zweithaufigste Schlaganfallursache und
somit annaherungsweise zweimal haufiger als die SAB (Greenberg MS, Sixth
Edition, 2006). Die Hauptursache fur eine ICB ist in der Regel die essenzielle
Hypertonie (Masuhr KF, Neumann M, 5. Auflage, 2005, Thieme), durch die es initial
zu einer intrazerebralen Gefal3ruptur und nachfolgend zu einer Ansammlung von Blut
im Hirngewebe kommt. Diese Situation kann die Ruptur weiterer kleiner Gefal3e und
somit eine GrolRenzunahme der Blutung verursachen (Schneeballprinzip). Durch
diese sekundéare Blutungs- oder Volumenzunahme kann es zu einem erhéhten
intrakraniellen Druck (ICP) und einer perifokalen Ischdmiezone kommen. Dies
wiederum fuhrt nach 24-48 Stunden oftmals zu einem toxischen Hirnédem, welches
in den folgenden Tagen zunehmen und den intrakraniellen Druck weiter in die Hohe
treiben kann (Mosskopp D, Wassmann H, 2. Auflage, 2005, Schattauer).

Zu den haufigsten Lokalisationen einer ICB zahlen das Putamen und der Thalamus.
In der nachfolgenden Tabelle werden die Hauptlokalisationen der ICBs und ihre

jeweiligen Haufigkeiten aufgefuhrt.

Tabelle 5: Hauptlokalisationen und Haufigkeiten der spontanen ICB (Ferro JM, 2006; Greenberg MS,
Sixth Edition, 2006, Thieme; Nadeau JO et al., 2006; Worthley LI et al., 2000)

Haufigkeit Lokalisation

23-55% Putamen

10-35% Thalamus

4-8% Stammganglien (total)
8-41% Lobar

3-12% Kleinhirn

2-12% Pons

Bei neurologischen Akutpatienten spielt die schnelle diagnostische Unterscheidung
zwischen einem ischamischem Infarkt (Hauptschlaganfallsursache) und der ICB eine
wesentliche Rolle (Ferro JM, 2006; Nadeau JO et al., 2006; Worthley LI et al., 2000).
Die nCT hat sich hierbei im klinischen Alltag zur Diagnosestellung bewahrt (Ferro JM,
2006; Mosskopp D, Wassmann H, 2. Auflage, 2005, Schattauer; Worthley LI et al.,
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2000). Gelegentlich wird zur Diagnosesicherung und weiterfihrendenen Abklarung
einer ICB ergédnzende apparative Diagnostik mittels Kontrastmittel-CT (KM-CT),
Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT) oder DSA durchgefuhrt (Bradley WG et al.,
1993; Ferro JM, 2006; Taveras JM et al., 1969; Toffol GJ et al., 1986; Worthley LI et
al., 2000).

Beispielhaft folgt ein nCT-Schichtbild eines Blutungspatienten, der wie alle Patienten

mit einer ICB in dieser Studie einen Ventrikeleinbruch der Blutung aufweist.
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Abbildung 2: nCT-Schichtild eines Patienten mit einer ICB: Einblutung in den Basalganglien links;
Erweiterung des linken Seitenventrikels mit starker Blutansammlung im Hinterhorn;
Verschiebung der Mittellinie nach rechts; Komprimierung des rechten Seitenventrikels;

perifokales Odem; Sulkusrelief auf der betroffenen Seite bereits leicht verstrichen

Bei einer beschriebenen Mortalitdt von 40% bis tber 50% innerhalb der ersten 30
Tage und einer Einjahrestiberlebensrate von lediglich 30% bis 40% ist die ICB ein
sehr ernstzunehmendes akutes intrakranielles Blutungsereignis, das zusatzlich in
einem hohen Anteil mit geistigen und korperlichen Behinderungen einhergeht
(Broderick JP et al., 1993; Ferro JM, 2006; Nadeau JO et al., 2006; Worthley LI al.,
2000). Dabei sterben 20% bis 30% aller Patienten infolge eines

Einklemmungssyndroms oder direkter Hirnstammkompression in den ersten beiden
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Tagen nach der Blutung. Die Frihletalitat hangt dabei vom Ausmal3 der Blutung, der
Massenverlagerung und des Ventrikeleinbruchs ab (Masuhr KF, Neumann M, 5.
Auflage, 2005, Thieme). Spatkomplikationen kénnen Liquorzirkulationsstérungen und
als Folge dessen ein posthdmorrhagischer HZ sein, der ebenfalls ein Pradiktor fur die
hohe Mortalitat ist (Bhattathiri PS et al., 2006; Gross WP et al., 2006). Dabei scheint
das Ausmal des Einbruchs der Blutung in das Ventrikelsystem positiven Einfluss auf

die chronische Hydrozephalusentwicklung zu nehmen (Naff NJ et al., 1999).

1.3 Der posthamorrhagische Hydrozephalus

Haufige und sehr ernst zu nehmende Komplikationen beider ausfuhrlich dargestellter
Blutungstypen sind einerseits der akute oder friihe blutungsbedingte HZ (Black PMcL
et al., 1985 und 1986; Mehta V et al., 1996; Milhorat TH et al., 1987; Steinke D et al.,
1987; van Gijn J et al., 1985; Vassilouthis J et al., 1994), der eine obstruktive Form
des HZ darzustellen scheint (Jartti P et al., 2004) und andererseits der chronische
oder spate posthamorrhagische HZ. Dieser entsteht definitionsgemald nach der
zweiten Woche, kann eine Folge des akuten HZ sein und erfordert eine dauerhafte
Entlastung mittels eines Shuntsystems (Angelopoulos M et al., 1995; Gruber A et al.,
1998; Juvelas S et al., 1995; Lin CL et al., 1999; Vassilouthis J et al., 1994; Vale FL
et al., 1997; Verweij FH et al., 1994).

Bei Patienten mit einer ICB beschrieben 1998 Diringer et al. den akuten
unbehandelten HZ als einen Uber lange Zeit unbeachteten Pradiktor fir die extrem
hohe Letalitdt dieser Blutungen. Bei primar intraventrikularen Blutungen wird der
frhzeitig eintretende akute HZ sogar als gefahrlichste Komplikation und
Hauptursache der hohen Letalitat angesehen (Angelopoulos M et al., 1995; Passero
S et al., 2002; Roos Y et al., 1995). Eine ahnliche Stellung nimmt der akute HZ auch
bei den SAB-Patienten ein. Als hdufige Komplikation, mit Angaben von 6% bis 67%,
wird dieser unbehandelt fir die hohe Frihletalitat bei Patienten mit einer SAB
mitverantwortlich gemacht (Black PMcL, 1985 und 1986; Kolluri VR et al., 1984; Lin
CL et al., 1999; Mehta V et al., 1996; Milhorat TH et al., 1987; O Sullivan MG et al.,
1996, Sheehan JP et al., 1999; Steinke D et al., 1987; van Gijn J et al., 1985;
Vassilouthis J et al., 1979). Dabei gilt der akute HZ bei SAB-Patienten im Verlauf

auch als positiver Pradiktor ftr die Entwicklung eines shuntpfichtigen chronischen HZ
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(Brisman J et al., 2004; Dehdashti AR et al., 2004; Dorai Z et al., 2003; Mehta V et
al., 1996; Yoshioka H et al., 2000).

Liguorzirkulationsstérungen sind klassische und seit Jahrzehnten bekannte
Komplikationen der aneurysmalen SAB (Gruber A et al., 1998 und 1999; Heros RC et
al., 1989; Kibler RF et al., 1961; Kosteljanetz M et al., 1984; Marmarou A et al., 1987,
Rudd TG et al., 1970; Vale FL et al., 1997). Die Inzidenz des chronischen HZ nach
einer SAB ist bei verschiedenen Autoren stark schwankend und liegt zwischen 3%
und 45% (Auer LM et al., 1990; Graff-Radford NR et al., 1989; Kolluri VR et al., 1984;
Lin CL et al., 1999; Ljunggren B et al., 1983; Ohwaki K et al., 2004; Pietila TA et al.,
1995; Ropper AH et al., 1984; Widenka DC et al., 2000; Yamamoto | et al., 1983).
Bei Patienten mit abgelaufener SAB gibt es eine Vielzahl verschiedener Pradiktoren,
die Einfluss auf die Entwicklung eines chronischen und somit shuntpflichtigen HZ
nehmen. Zu diesem multifaktoriellen Geschehen gehéren der Grad nach Hunt und
Hess oder der WFNS-Score bei Aufnahme, die eine klinische Einstufung der
Patienten mit einer frischen SAB darstellen, ebenso wie der Fisher-Score, der die
nachweisbare Blutmenge in der nCT beschreibt. Des Weiteren zahlen ein
zusatzlicher intraventrikularer Blutungseinbruch, die simultane ICB, wiederholte
SABs in der Vorgeschichte oder auch der akute blutungsbedingte HZ zu den
Faktoren. Aber auch allgemeine Merkmale einer Patientengruppe wie Alter oder
Geschlecht scheinen in diesem Zusammenhang mitentscheidend zu sein (Brisman J
et al., 2004; Dehdashti AR et al., 2004; Dorai Z et al., 2003; Graff-Radford NR et al.,
1989; Gruber A et al., 1999; Jartti P et al., 2004; Juvela S et al., 1995; Lin CL et al.,
1999; Mehta V et al., 1996; Naff NJ et al., 1999; Sheehan J et al., 1999; Vale FL et
al., 1997; Verweij FH et al., 1994; Yoshioka H et al., 2000).

Bezuglich der Lokalisation des Aneurysmas als préadiktiven Faktor gehen die
Meinungen und Ergebnisse der einzelnen Studien auseinender. Einige Autoren
beschreiben das Vorkommen in der hinteren Zirkulation und somit die vertebro-
basilare Aneurysmalage (Dorai Z et al., 2003; Yoshioka H et al., 2000; Pietila TA et
al., 1995; Tapaninaho A et al., 1993), andere Arbeitsgruppen wie die von Gruber et
al. (1999) die Lage des Aneurysmas in der A. communicans anterior als
entscheidende Lokalisation fur die Entwicklung eines shuntpflichtigen HZ.

Ob die Art des therapeutischen Vorgehens bei einer spontanen SAB,
mikrochirurgisch  oder endovaskular, Einfluss auf die Entstehung des

posthdmorrhagischen HZ nimmt, ist bislang unklar (Kassel NF et al. (Part 1 und 2),
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1990). Gruber et al. (1999) und Dehdashti et al. (2004) haben diesbeztglich in ihren
Studien keinen Einfluss nachweisen koénnen. Dorai et al. (2004) fihrte die
endovasculare Therapie als positiven Hydrozephaluspradiktor an. Demgegentber
stehen andere Arbeitsgruppen wie z.B. die von Brisman et al. (2004) oder Koivisto et
al. (2000), die der Meinung sind, dass der mikrochirurgische Therapieweg signifikant
positiv Einfluss auf die Entstehung eines chronischen HZ nimmt. Der Zeitpunkt der
operativen Versorgung innerhalb eines rein operativen Kollektivs spielt keine
einfluBnehmende Rolle (Tapaninaho A et al., 1993).

Bei der Diagnostik des shuntpflichtigen HZ wird die nCT als schnelles und besser
verfugbares Verfahren der MRT vorgezogen, obgleich diese sensitiver ist. Die
Rontgennativdiagnostik hat hier nur noch eine historische Bedeutungen (Adams RD,
Victor M, Ropper AH, 6. Auflage, 1999, McGraw-Hill; Greenberg MS, Sixth Edition,
2006, Thieme; Mosskopp D, Wassmann H, 2. Auflage, 2005, Schattauer; Novelline
RA, 5. Auflage, 1995, Schattauer).

Die anschlieBende Abbildung demonstriert zwei nCT-Schichtbilder eines Patienten
mit einem posthamorrhagischen HZ vor und nach ventrikuloperitonealer

Shuntimplantation.
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Abbildung 3: nCT-Schichtbilder eines Patienten mit einem posthdmorrhagischen Hydrozephalus:
a) oben: vor VP-Shuntimplantation mit erweiterten Seitenventrikeln, periventrikularem Odem

und schwacher kortikaler Rindenzeichnung; b) unten: einliegender VP-Shunt, deutliche

Abnahme der Ventrikelweite und des periventrikularen Odems
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Wahrend Shinnar et al. (1985) bei Sauglingen mit einem blutungsbedingten
Hydrozephalus eine diuretische Therapie mit Acetazolamiden oder Furosemid als
Therapieoption  beschreiben und andere  Arbeitsgruppen regelméaRige
Lumbalpunktionen zur Therapie und Pravention angeben (Kreusser KL et al., 1985),
auRern Whitelaw et al. (2000 und 2001), dass beide Ansatze keine dauerhaften
Erfolge erzielen. Beim chronisch posthamorrhagischen HZ des Erwachsenen und
des Sauglings stehen heutzutage die operativen Therapiemdglichkeiten im
Vordergrund. Bei Blutungsereignissen mit einem akuten Verschlusshydrozephalus
kann eine schnelle, jedoch lediglich temporare Losung mittels Anlage einer externen
Ventrikeldrainage (EVD) erfolgen (Mosskopp D, Wassmann H, 2. Auflage, 2005,
Schattauer). Bei einem chronischen HZ sollte die Implantation eines Shuntsystems
eine Langzeitdrucksenkung erzielen. Heutzutage haben sich ventrikuloperitoneale
(VP) Shuntsysteme durchgesetzt. Beim kommunizierenden HZ kommt gelegentlich
auch das lumboperitoneale (LP) Ableitungssystem zum Einsatz (Greenberg MS,
Sixth Edition, 2006, Thieme; Mosskopp D, Wassmann H, 2. Auflage, 2005,
Schattauer).

Ein Shuntsystem besteht im Regelfall aus einem zentralen Katheter, der in einem der
beiden Seitenventrikel einliegt, einem Punktionsreservoir, dem eigentlichen Ventil,
das druckverstellbar sein kann, und dem nach distal in die jeweilige Kérperhdhle
ableitenden Schenkel (Mosskopp D, Wassmann H, 2. Auflage, 2005, Schattauer).
Dabei differieren die Ventilsysteme in Funktion und Einstellbarkeit abhangig vom

Hersteller.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung eines ventrikuloperitonealen (VP) Shunts und Abbildung
eines Ventils (Quelle: Sophysa USA- www.sophysa.com; The Sophy® valve)
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1.4 Zytokine

Unabhangig von den bereits beschriebenen klinischen und diagnostisch erhebbaren
Einflussfaktoren bei der Entstehung des chronischen posthamorrhagischen HZ, sind
in den letzten beiden Jahrzehnten verschiedene Polypeptide, sogenannte Zytokine,
in den Vordergrund getreten, von denen das TGF-3 eine wichtige Rolle zu spielen
scheint. Vor allem uber die Stellung des TGF-31, aber auch Uber die Funktion des
TGF-32, wurden bereits einige Arbeiten verotffentlicht, die den Einfluss dieser
Polypeptide beim posthdmorrhagischen HZ des Erwachsenen wund des
Neugeborenen darzustellen und zu erklaren versuchen (Buisson A et al., 2003;
Dhandapani KM et al., 2003; Flood C et al., 2001; Galbreath E et al., 1995; Hayashi
N et al., 2000; Heep A et al., 2004; Kitazawa K et al.,1994; Moinuddin SM et al.,
2000; Tada T et al., 1994; Takizawa T et al., 2001; Whitelaw AW et al.,1999).
Zytokine werden als Mediatoren der immunologischen und inflammatorischen
Antwort angesehen (Gaetani P et al., 1998; Sporn MB et al., 1988, 1990 und 1992;
Nathan C et al., 1991). Dabei unterstehen die Zellen jeden Gewebes einem eigenen
lokalen Regulierungssystem. Die zugrunde liegenden Mechanismen beruhen
einerseits auf standigen Signalen der Zellen an sich selbst (autokrine Aktivitat) und
werden andererseits durch gegenseitige Zellsignale untereinander (parakrine
Aktivitat) mit Hilfe anderer Polypeptide aus der Familie der Zytokine gesteuert. Diese
Zytokine unterscheiden sich in ihrer Wirkungsweise von Hormonen dadurch, dass sie
ausschlief3lich lokal wirken und nicht in Entfernung zu ihrem Produktionsort (Gaetani
P et al., 1998; Sporn MB et al., 1988, 1990 und 1992; Nathan C et al., 1991). lhre
Wirkung kann sowohl positiver, als auch negativer Natur sein, Zellproliferation und —
differenzierung fordern, aber auch hemmen. Sie kann weiterhin abh&ngig von
anderen Regulierungspolypeptiden oder anderen Faktoren ihrer Umgebung, wie dem
physiologischen Zellstatus, der umgebenden extrazellularen Matrix oder dem Saure-
Base-Haushalt sein. Somit sollten Zytokine heutzutage nicht mehr nur als Symbole
einer intrazellularen Sprache angesehen, sondern vielmehr als
Kommunikationsgrundlage betrachtet werden, die auch im extrazellularen Raum
ihren Platz eingenommen hat (Bottner M et al., 2000; Gaetani P et al., 1998; Kikuchi
T et al., 1995; Moses et al., 1981; Nathan C et al., 1991; Roberts AB et al., 1993;
Sporn MB et al., 1988, 1990 und 1992).
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Diese meist multifunktionalen Mediatoren lenken verschiedenste Vorgange
unterschiedlicher Gewebe wie Entziindungsreaktionen, Fibrosierung, Angiogenese,
Hamatopoese, chemotaktische und immunogene Vorgange, Zellzykluskontrolle,
Zellproliferation und —migration, aber auch die Apoptose(Border WA et al., 1992 und
1994; Bottner M et al.,, 2000; Kriegelstein K et al., 2000; Nathan C et al., 1991,
Roberts AB et al., 1993; Sporn MB et al., 1988, 1990 und 1992).

1.4.1 TGF-B-Superfamilie

Die TGF-B-Superfamilie ist eine typische multifunktionelle Zytokinfamilie, die als
erstes aus Blutplattchen isoliert und vor etwa 20 Jahren erstmalig charakterisiert
wurde (Border WA et al., 1992 und 1994; Boéttner M et al., 2000; Flood, C et al.,
2001; Galbreath E et al., 1995; Kitazawa K et al., 1994; Kriegelstein K et al., 2000;
Specht H et al., 2003). Der Name ,Transforming Growth Factor* entstand durch die
Beobachtung, dass TGF-B auf einem speziellen Zellagar normale Zellen zum
Wachstum anregt, nachdem diese viral transformiert wurden (Border WA et al., 1994;
Bottner M et al., 2000; Moses HL et al., 1981; Roberts AB et al., 1981).

Die unter den Zytokinen einzigartige Vielfalt der TGF-R-Funktionen besteht in der
Zellzykluskontrolle, Chemotaxie, Zellproliferation, dem Zelluntergang und vielen
anderen intra- und interzellularen Funktionen (Berry M et al., 1999; Border WA et al.,
1992 und 1994; Béttner M et al., 2000; Flanders C et al., 1991; Logan A et al., 1994
und 1999; Sajanti J et al.,, 2001, Schober et al., 1999; Stoll G et al.,, 2004). Laut
Bottner et al. (2000) nimmt die TGF-R-Superfamilie sogar die Schltsselrolle in der
Regulierung des neuronalen Uberlebens und der Reparaturprozesse des ZNS ein.
Beim Menschen existieren die drei Isoformen TGF-R1, TGF-32 und TGF-33. Diese
Polypeptide ahneln sich in ihren biochemischen Eigenschaften sehr, obgleich sie
sich in ihrer Lokalisation, Funktion und Bedeutung unterscheiden (Bottner M et al.,
2000; Flanders KC et al., 1991; Heep A et al., 2004; Massague J 1990; Kriegelstein
K et al., 2000).

Die Grundstruktur des TGF-3 zeigt die typische Struktur eines Signalmolekils, das
aus verschiedenen Vorproteinen zusammengesetzt ist (Bétther M et al.,, 2000;
Unsicker K et al., 2000). Die TGF-3-Isoformen haben ein fir viele Zytokine

charakteristisches Aussehen. An einem Ende des Molekiils findet sich ein so
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genanntes Signalpeptid, das dem Vorlaufermolekil den Transport aus der Zelle
ermdglicht. Dann folgt ein Abschnitt, eine so genannte Pro-Doméne, die dafur
verantwortlich ist, dass sich das Molekil korrekt faltet. Diese Doméne sorgt
zusatzlich auch fiur die Verbindung eines einzelnen 12,5 kDa Molekils mit einem
zweiten zu einem 25 kDa Dimer und reguliert aul3erdem die biologische Aktivitat des
Molekdils. Eine weitere kurze Domane (RXXR) schlie3t sich der Pro-Doméne an.
Dieser Abschnitt sorgt fir die korrekte Abspaltung des "reifen”, die eigentliche
biologische Aktivitdt tragenden Molekilabschnitts. Schliel3lich folgt das "reife"
Protein, das bei allen TGF-R-Isoformen im reifen Proteinabschnitt sechs gleiche
Aminosauren (Cystein) mit identischen Abstanden und VerknlUpfungen besitzt. Sie
bilden eine auffallige Knotenstruktur, den so genannten Cysteinknoten. Ein siebtes
Cystein dient dazu, zwei einzelne Molekile zu einem Doppelmolekil (Dimer) zu
verbinden (Bottner M et al., 2000; Brown PD et al., 1990; Flood C et al.,, 2001;
Kingsley DM et al., 1994; Specht H et al., 2003; Unsicker K et al., 1991 und 2000).

RXXR] C CC CC CC

- Pro-Domane Jreifes* Protein

Abbildung 5: Die molekulare Struktur der TGF-R-Superfamilie; Graphik basierend auf Kinglsley et al.
(1994)

Durch die Aktivierung des latenten TGF-3 ist die Bindung an verschiedene
Rezeptoren, Uber die zellulare Signaltransduktionen laufen, gewahrleistet (Brown PD
et al., 1990; Cui W et al., 1996; Flood C et al., 2001; Wrana JL et al., 1994). Um die
Information auf die Zellen zu Ubertragen, werden Rezeptoren bendétigt, die an ihrer
AulRenseite  TGF-[3 binden. Diese Bindung schaltet auf der Innenseite der
Zellmembran Signalwege an, die die Aktivitdt bestimmter Gene und damit die
Syntheseleistung der Zelle verandern. Die Rezeptoren der Mitglieder der TGF-i3-
Familie sind mit wenigen Aushahmen sogenannte Threonin-Serin-Kinasen. Es

handelt sich dabei um Enzyme, welche die Aminosauren Threonin und Serin im TGF-
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3-Molekul mit Phosphatresten versehen und es damit in einen anderen
Aktivitatszustand versetzen (Bottner M et al., 2000; Brown PD et al., 1990; Flood C et
al., 2001; Kingsley DM et al., 1994; Unsicker K et al., 1991 und 2000).

1.4.2 TGF-R1

TGF-R1 ist die bei Sadugetieren vorkommende Isoform, welche die epitheliale und
mesenchymale Zellproliferation férdert, die Synthese extrazellularer Matrix moduliert
und Einfluss auf die Wirkung anderer Zytokine und des Immunsystems nimmt (Cui W
et al., 1996; Flood C et al., 2001; Johnson MD et al., 1992; Kitazawa K et al., 1994,
Unsicker K et al.,, 1991). Aufgrund dieser vielfaltigen insbesondere extrazellularen
Funktionen haben Roberts et al. (1992) und Flood et al. (2001) das TGF-31 als
typischen fibrogenen Faktor mit aktiven Einflissen auf die Gewebsumgestaltung, -
reparatur, Narbenbildung und Fibrosierung beschrieben.

Aus den Geweben des ZNS wurde das TGF-R1 vor allem in den Meningen und im
Plexus choroideus, dem Produktionsort des Liquor cerebrospinalis, nachgewiesen
(Unsicker K et al., 1991; Flood C et al., 2001; Kriegelstein K et al., 2000). Des
Weiteren konnten geringe Konzentrationen TGF-B1 im Liquor von gesunden
Personen nachgewiesen werden (Johnson MD et al., 1992; Krupinski J et al., 1996;
Mogi M et al., 1995; Samuels V et al.,, 1989). Einerseits wird das nach einer
intrakraniellen Blutung im Liquor cerebrospinalis vorhandene TGF-1 von den bei
einer Blutung in das Ventrikelsystem ausgetretenen Blutplattchen und anderen
korpuskularen Blutbestandteilen freigegeben und andererseits infolge der
Gewebstraumatisierung Uber eine Konzentrationssteigerung durch Freisetzung aus
Makrophagen, Astrozyten und anderen neuralen Zellen, sowie durch eine Sekretion
aus Zellen der Meningen und des Plexus choroideus hervorgerufen (Cui W et al.,
1996; Johnson et al., 1992; Logan A et al., 1992, 1994 und 1999; Unsicker et al.,
1991;).

Diese erhohten TGF-R1-Werte im Hirnwasser konnen die Fibrogenese, die
Narbenbildung, eine leptomeningeale Zellproliferation und andere gewebliche
Umbauprozesse fordern, wodurch es zu Stérungen an den Sekretions-, Abfluss- und
Resorptionsstellen des Liquors kommen kann, was letztendlich die Entwicklung von

Liquorzirkulationsstérungen und einem chronischen HZ beginstigt (Berry M et al.,
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1999; Border WA et al., 1992; Flood C et al., 2001; Logan A et al., 1994 und 1999;
Motohashi et al., 1995; Roberts et al., 1992; Sajanti J et al., 2001). Die Entwicklung
und Entstehung eines HZ kdnnte somit in direktem Zusammenhang mit dem TGF-
31-Gehalt und dem Verhalten der Zytokinkonzentrationen im Liquor cerebrospinalis
nach einer intrakraniellen Blutung stehen. Des Weiteren wird dem Zytokin eine
wichtige Rolle bei ischamischen Geschehen und degenerativen ZNS-Erkrankungen,
wie dem M. Alzheimer zugesprochen (Flanders KC et al., 1998; Kiefer R et al., 1995;
Krupinski J et al., 1996; Rota E et al., 2006).

Das im Blut vorhandene TGF-31 kann bei intakter Blut-Hirn-Schranke nicht von der
Peripherie in das Liquorsystem transfundieren (Kastin AJ et al., 2003). Im Rahmen
einer Hirngewebstraumatisierung kann es jedoch eine defekte Blut-Hirn-Schranke
passieren und somit zu erhdhten TGF-31-Konzentrationen im Liquor fuhren (Kastin
AJ et al., 2003). Verschieden Arbeitsgruppen haben beschrieben, dass erhdhte
intrathekale TGF-R-Spiegel sogar mit einer Dysfunktion der Blut-Hirn-Schranke
einhergehen und somit eine bessere Passage fur TGF-[31-Molekile bewirken kénnen
(Csuka E et al.,, 1999; Morganti-Kossmann MC et al., 1999). Demgegenuber
beschreiben Takata et al., dass die Hemmung der TGF-R-Produktion zu einer

Cyclosporin-A induzierten Dysfunktion der Blut-Hirn-Schranke fihrt.

1.4.3 TGF-32

Das Polypeptid TGF-R2 ist im ZNS hauptsachlich in den Nervenzellen und den
Astrogliazellen lokalisiert (Flanders KC et al., 1991; Kriegelstein K et al., 2002;
Unsicker K et al., 1991 und 1996; Vivien D et al., 1998). Es kommt dabei weniger in
den periventrikularen Regionen, einer im Embryonalstadium sehr aktiven
Proliferationszone, vor, dafur jedoch gehauft in Rickenmark, Hippokampus und
Hypothalamus (Flanders KC et al., 1991, Kriegelstein K et al., 2002; Unsicker K et
al., 1991 und 1996). Demgegeniber beschreiben Johnson et al. (1992), dass alle
drei beim Menschen vorkommenden Isoformen des TGF-[3 von leptomeningealen
Zellen synthetisiert und sezerniert werden kénnen.

Ahnlich seiner Isoform TGF-R1 spielt das Zytokin TGF-32 eine regulierende Rolle im
neuralen und glialen Zelliberleben und —untergang, bei der Zellmigration und —

differenzierung neuraler Vorlauferzellen sowie bei der Steuerung von
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Vorlauferzellverbanden im ZNS (Bottner M et al., 2000; Chalazonitis A et al., 1992;
Flanders C et al., 1991; Logan A et al., 1999; Stoll G. et al., 2004). Des Weiteren
zeigten die Ergebnisse von Stoll et al. (2004), dass TGF-R2 ein wichtiges
intrinsisches Steuermolekil des ZNS darstellt, welches eine hervorzuhebende
Stellung in der Regulierung von phagozytischen Vorgangen durch Mikrogliazellen
und Makrophagen bei Gewebsverletzungen einnimmt. Daher kénnte es genau wie
das TGF-RB1 eine entscheidende Position bei der Entstehung eines chronischen
posthamorrhagischen HZ einnehmen.

Beziglich der Diffusionsfahigkeit des TGF-32-Molektls durch die intakte Blut-Hirn-
Schranke und Blut-Nerven-Schranken beschreiben McLennan et al. (2005) dem

Polypeptid eine problemlose Passage in das Liquorsystem zu.

1.4.4 TGF-B1 und -R2 beim posthdmorrhagischen Hydrozephalus

Zu den Zytokinen, die nach einer intrakraniellen Blutung auffallige
Konzentrationsanstiege bzw. -verlaufe im Liquor cerebrospinalis aufweisen, gehoéren
neben den Isoformen des TGF-R auch das Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-8 (IL-8),
MCP-1 (monocyte chemoatractant protein-1) und das CRP (C-reaktives Protein;
Nathan C et al. 1991; Takizawa T et al., 2001). Dabei werden die meisten dieser
regulierenden Polypeptide nach heutigem Wissensstand hauptsachlich von
korpuskularen Blutbestandteilen sezerniert (Gaetani P et al., 1998; Kikutchi T et al.,
1995; Takizawa T et al., 2001). Erhohte TGF-R1- und TGF-R2-Konzentrationen nach
einer abgelaufenen SAB oder ICB kdnnen durch ihre verschiedenen intra- und
interzellularen Funktionen einen wichtigen Ansatz in der Entstehung der
Liguorzirkulationsstérung und des shuntpflichtigen HZ nach einer Blutung darstellen.
Verschiedene Autoren haben bereits den Einfluss der beiden Zytokine auf die
Entstehung des posthdmorrhagischen und kongenitalen HZ beschrieben und zu
klaren versucht.

Flood et al. (2001) verglichen die TGF-[31-Konzentrationen im Liquor von Patienten
mit abgelaufener SAB und nachfolgendem posthamorrhagischen HZ mit den TGF-
31-Werten der Patienten ohne chronische Hydrozephalusentwicklung. Die TGF-31-
Werte der Patienten aus der Gruppe mit einem posthamorrhagischen HZ lagen

signifikant hoher als die Werte der Vergleichsgruppe. Bei den Blutungspatienten mit
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nachfolgender Shuntpflichtigkeit konnte ein biphasischer Verlauf mit einem ersten
Gipfel in den ersten beiden Tagen und einem zweiten Konzentrationsanstieg in den
Tagen neun bis zehn dargestellt werden. Aus den Ergebnisen wurde gefolgert, dass
der erste TGF-31-Gipfel im Liquor aus den Blutplattchen der in das Ventrikelsystem
gelangten Blutmenge stammt und der zweite Anstieg einen endogenen Ursprung in
den Zellen des Plexus choroideus und der Meningen hat. Zu éhnlichen Ergebnissen
bezuglich des biphasichen TGF-R1-Verlaufs nach abgelaufener einmaliger SAB
kamen Daniel et al. bereits 1997. Kitazawa et al. (1994) haben bei einem &hnlichen
Versuchsaufbau stark erhdhte TGF-R1-Werte nach einer abgelaufenen SAB
nachgewiesen, konnten jedoch abhéngig von der Shuntpflichtigkeit der Patienten in
den ersten zehn Tagen nach einer SAB keinen signifikanten Unterschied
verzeichnen. Erst an den Tagen 12 bis 14 konnten signifikante Unterschiede
abhangig von der Entwicklung eines posthamorrhagischen Hydrozephalus aufgezeigt
werden.

Im Rahmen einer tierexperimentellen Studie injizierten Tada et al. (1994) humanes
rekombinantes TGF-R1 in den Subarachnoidalraum von C57E-Mé&ausen. Innerhalb
von drei Wochen kam es zu einer nachweislichen Dilatation des Ventrikelsystems bei
nicht sichtbar mechanisch behindertem Liquorabfluss im Sinne eines
kommunizierenden HZ. Diese Ergebnisse lieRen darauf schlieBen, dass TGF-R1
auch beim Menschen wesentlich Einfluld auf die posthdmorrhagische
Hydrozephalusentwicklung nehmen koénnte. Ahnliche Ergebnisse brachten die
tierexperimentellen Studien von Galbreath et al. (1995) und Hayashi et al. (2000)
hervor. Sie entwickelten dabei transgene Mause mit einer Uberproduktion von TGF-
31 im ZNS. Aus den genannten und vergleichbaren Ergebnissen dieser und anderer
tierexperimenteller Studien wurde gefolgert, dass TGF-31 sowohl in der Entwicklung
des ZNS als auch in der Entstehung des HZ eine bedeutende Position einnimmit.
Demgegenuber stehen Cai et al. (1999), die in einem tierexperementellen Modell mit
transgenen Mausen keinen Einfluss des gemessenen TGF-B1 auf die
Hydrozephalusentwicklung erkennen konnte.

Whitelaw et al. (1999) beschrieben fir das Zytokin TGF-B1 nach einer
intraventrikularen Blutung bei Neugeborenen, dass es nicht nur in den Liquorraum
freigegeben  wird, sondern auch wichtig bei der Entwicklung des
posthdmorrhagischen HZ zu sein scheint. Zu ahnlichen Ergebnissen kamen spater
auch Chow et al. (2005) und Heep et al. (2004 und 2006), als sie bei Patienten mit
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einem shuntpflichtigen posthamorrhagischen Neugeborenenhydrozephalus
signifikant hohere TGF-B1- und TGF-32-Konzentrationen nachweisen konnten als
bei nicht shuntpflichtigen Patienten.

All diese vorangegangenen Studien sind wegweisend daflir, dass die Isoformen
TGF-31 und -R2 eine wesentliche Rolle in der Entstehung des posthamorrhagischen

HZ spielen kénnten.

1.5 Albumin beim posthdmorrhagischen Hydrozephalus

Obwohl Albumin das Hauptprotein im Liquor cerebrospinalis ist, wird es intrathekal
weder metabolisiert noch abgegeben und ist in seiner Konzentration im Hirnwasser
mit Normwerten um 25 £+ 10 pg/ml (zSD) ca. 1000mal niedriger als im Blut. Somit ist
es als Blutmarker im Liquor cerebrospinalis geeignet (Flood C et al., 2001; Tietz NW
et al., 1994).

Das in dieser Studie bestimmte Albumin im Liquor cerebrospinalis steht als Marker
fur die Blutmenge, die sich im Zuge einer stattgehabten SAB oder ICB im
Ventrikelsystem befindet (Daniel M et al., 1997; Flood C et al., 2001; Wahl SM et al.,
1991). Dabei haben Daniel et al. (1997) und Flood et al. (2001) in friheren Arbeiten
die Albuminkonzentrationen nach einer intrakraniellen Blutung mit den
posthamorrhagischen TGF-31-Konzentrationen verglichen und aufgrund lhrer
Ergebnisse gefolgert, dass gerade der Anstieg von TGF-R1 in den ersten beiden
posthdmorrhagischen Messtagen von der in den Ventrikeln befindlichen Blutmenge
abhangig ist.
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1.6 Fragestellung

Aufgrund der beschriebenen Erkenntnisse und Studien haben wir bei 42
neurochirurgischen Intensivpatienten an den ersten zehn Tage nach stattgehabter
SAB oder ICB Blut und Liguor gewonnen und daraus die Zytokine TGF-R1 und TGF-
32 bestimmt. Zusatzlich wurde Albumin im Hirnwasser gemessen.
Folgende Fragestellungen wurden untersucht:
Wie ist der Verlauf der Zytokine TGF-R1 und TGF-R2 im Liquor
und im Blut bei den einzelnen Patientengruppen?
Wie verhalten sich das TGF-R1 und das TGF-32 im Blut und CSF
untereinander im direkten Vergleich?
Lasst der Verlauf einer der Messparameter eine Voraussage
bezuglich der Hydrozephalusentwicklung zu?
Spielt das im Liquor gemessene Albumin als Maf3 fir die in das
Hirnwasser ausgetretene Blutmenge eine Rolle fiur die
Entwicklung eines posthamorrhagischen HZ?
Lassen sich Zusammenhéange zwischen den gemessenen Zytokin-

und Albuminwerten erkennen?
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2 Material und Methodik

2.1 Aufbau der Studie

Die Grundlage der vorliegenden prospektiven Studie bilden Blut- und Liquorproben,
die in einer Langsschnitterhebung von Patienten mit einer Subarachnoidalblutung
(SAB) oder intrazerebralen Blutung (ICB) auf der Intensivstation der
Neurochirurgischen Klinik des Universitatsklinikums Giel3en gewonnen wurden. Beim
Vergleich der verschiedenen Gruppen wurde zur Vermeidung systemischer Fehler
auf Struktur-, Behandlungs- und Beobachtungsgleichheit geachtet.

Bei der Entnahme der Liquorproben wurde vom ersten bis zehnten Tag nach der
Blutung jeweils funf ml Liquor cerebrospinalis Uber eine externe Ventrikeldrainage
(EVD), die im Rahmen der Routinebehandlung gelegt wurde, oder Uber eine
intraoperativ eingelegte cisternale Drainage gewonnen. Des Weiteren wurde bei den
Patienten taglich funf ml Blut Uber einen artriellen oder zentralventésen Zugang
gewonnen. Die jeweiligen Proben wurden dabei in ein handelstbliches
Citratréhrchen gefuillt.

Die Analysen der Liquor- und Blutproben erfolgten im Forschungslabor der
Neurochirurgischen Klinik in Zusammenarbeit mit dem Zentrallabor des Instituts flr
Klinische Chemie und Pathobiochemie der Justus-Liebig-Universitat GieRen (Leiter:
Prof. Dr. N. Katz). Die Messergebnisse wurden in Zusammenarbeit mit dem Institut
fur Medizinische Informatik der Universitatsklinik Gief3en (Kommissarischer Leiter:
Prof. Dr. G. Weiler/Stellvertreter: Dr. R.-H. Bodeker) statistisch ausgewertet.
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2.2 Patientenkollektiv und Patientengruppen

Bei den 42 Patienten dieser Studie handelt es sich um 27 Frauen und 15 Manner, die
wegen einer SAB oder ICB stationar auf der Intensivstation der Neurochirurgischen
Klinik des Universitatsklinikums Giel3en behandelt wurden. Dabei wurden nur
Patienten in die Studie eingeschlossen, die im Rahmen der klinischen
Routineversorgung mit einer ventrikular oder cisternal gelegenen externen
Ventrikeldrainage (EVD) versorgt wurden. Neben Diagnostik und Therapie wurden
auch die Nachuntersuchungen in dieser Klinik durchgefihrt. Die untersuchten
Patienten oder ihre medizinischen Betreuer waren Uber die Teilnahme an einer
wissenschaftlichen Studie aufgeklart und gaben ihr Einverstandnis zur Teilnahme.

Bei den Hauptdiagnosen der Patienten handelt es sich in 27 Féllen um eine
aneurysmale SAB und in 15 Fallen um eine spontane ICB mit Einbruch der Blutung
in das Ventrikelsystem. Dieser Blutungstyp der ICB wird im klinischen Alltag auch als
Ventrikelblutung (VB) bezeichnet. Das beschriebene Verhéltnis entspricht einer

Verteilung von fast zwei Dritteln SABs und einem Drittel ICBs.

Verteilung der Hauptdiagnosen

O SABs
@ ICBs

Abbildung 6: Verteilung der Hauptdiagnosen des Patientenkollektivs (SAB=Subarachnoidalblutung,

ICB=intrazerebrale Blutung)
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Die insgesamt 42 Patienten der Studie wurden auf vier Gruppen verteilt. Dabei
bildeten die Hauptdiagnosen, SAB und ICB, die beiden Hauptgruppen. Diese wurden
wiederum auf zwei Untergruppen verteilt, in Abhangigkeit davon, ob sich ein
shuntpflichtiger HZ entwickelte oder nicht. Die Verteilung der Patienten soll anhand

der folgenden Abbildung verdeutlicht werden.

Gruppenverteilung

Patienten-
kollektiv
n=42
SAB ICB
n=27 n=15

shunt- nicht shunt- nicht
pflichtig shunt- pflichtig shunt-

n=12 pflichtig n=6 pflichtig
n=15 n=9

Abbildung 7:  Gruppenverteilung des Patientenkollektivs  (SAB=Subarachnoidalblutung,

ICB=intrazerebrale Blutung; n=Anzahl)
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2.3 Proben

Alle Patienten hatten Uber den Zeitraum der Probenentnahmen einseitig oder
beidseitig im Rahmen der Routinetherapie gelegte extraventrikulare Drainagen oder
eine intraoperativ gelegte cisternale Drainage. Des Weiteren lag jeweils ein
zentralvenoser und/oder arterieller Zugang vor. Die gesammelten Proben stammen
aus den Jahren 2001-2003 in einer Gesamtzahl von insgesamt 840 (42 Patienten).

Die nachstehende Tabelle zeigt die in die Studie eingegangenen Fallzahlen.

Tabelle 6: In die Studie eingegangene Fallzahlen

Entnahmejahr Patienten Proben
2001 13 (31%) 260
2002 15 (36%) 300
2003 14 (33%) 280

Gesamt 42 (100%) 840

Die Proben wurden bei jedem Patienten unabhangig von der Gruppenzugehorigkeit
in gleicher Art und Weise entnommen, aufbereitet und konserviert. Bei allen in das
Patientenkollektiv aufgenommenen Personen wurden die ersten zehn Tage nach
dem Blutungsereignis einmal taglich funf ml Liquor cerebrospinalis aus einer EVD
oder einer cisternalen Drainage gewonnen. Dabei wurde bei bilateral in den
Seitenventrikeln liegenden Drainagen darauf geachtet, dass taglich aus derselben
Drainage das Entnahmematerial stammte. Direkt nach der Entnahme wurde der
Liguor in ein handelstubliches Citratrohrchen gefillt. Citrat und Probe standen dabei
in einem Verhaltnis von eins zu zehn (1:10). Desweiteren wurde zeitgleich mit den
Liqguorproben vom ersten bis zehnten Untersuchungstag funf ml Blut aus einem
arteriellen oder zentralventésen Zugang gewonnen und in ein handelstbliches
Citratréhrchen in einem Verhéltnis von eins zu zehn (1:10) gegeben. AnschlielRend
wurden die Proben innerhalb 30 min im Forschungslabor der Neurochirurgischen
Klinik der Justus-Liebig-Universitat Giel3en fur 15 min bei 3500 Umdrehungen/min
bei drei C° zentrifugiert. Je Entnahmeprobe wurde dreimal etwa 600-800 ul des
Uberstandes in ein Reaktionssicherheitsgefal (1,5 ml) pipettiert und die beschrifteten
GefalRe bei ca. —25 C° gelagert. Jede tiefgefrorene Probe wurde im Verlauf nur

einmal aufgetaut und dann innerhalb einer halben Stunde verarbeitet.
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2.4 Material

2.4.1 Substrate und Puffer des TGF-R1-ELISA

1. Antikérper (Capture Antibody-Part 840116)
Antikdrper der Maus gegen TGF-31 in PBS zu einer Arbeitskonzentration von 2000

pg/ml verdinnt

2. Enzymgebundener Nachweisantikorper (Detection Antibody-Part 84011)

Biotingebundener Antikorper des Pferdes gegen humanes TGF-B1 mit
Reagenzienverdinner (Reagent Diluent) zu einer Arbeitskonzentration von 300 ng/ml

verdinnt

Standard (Part 840118)

Humanes TGF-31 mit 25 ml Reagent Diluent zu einer Arbeitskonzentration von 2000

pg/ml verdinnt

Streptavidin-HRP (Part 890803)

1 ml Streptavidin an Merrettichperoxidase gebunden mit 200 ml Reagent Diluent zu

der Arbeitskonzentration verdinnt

Reagenzienverdiinner (Reagent Diluent)

1,4 ml Verdinnungskonzentrat (Diluent Concentrate) mit 98,6 ml 0,05% Tween 20 in
PBS zu 100 ml Reagent Diluent angesetzt

pH7,2-7,4

Best.Nr.: DY997

Fa. R&D Systems

Substratldsung

Farbreagenz A (Wasserstoffperoxyd/H,O,) und Farbreagenz B (Tetramethylbenzidin)
in gleichen Anteilen gemischt und innerhalb 15 min verarbeitet

Best.Nr.: DY999

Fa. R&D Systems
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Stoplésung
Schwefelsaure (H2SO,)

2 N Losung
Best.Nr.: DY994
Fa. R&D systems

Waschpuffer
0,05 % Tween 20 (Polyoxyethylensorbitonmonolaurat) in PBS geldst

pH 7,2-7,4
Best.Nr.: P-7949
Fa. Sigma

Anti-Maus 1gG beschichtete Mikrotiterplatte

EventCoat Goat Anti-mouse IgG Microplates
Best.Nr.: CP001
Fa. R&D Systems

2.4.2 Substrate und Puffer des TGF-R2-ELISA

TGF-R2 Konjugatldsung (TGF-R32 Conjugate- Part 890438)

Polyklonaler Antikdrper gegen TGF-32 an Meerrettichperoxidase gebunden mit

Konservierungsstoffen

TGF-R2 Standard (Part 890267)

Humanes TGF-32 in einer gepufferten Proteinlésung mit Konservierungsstoffen; bei

Zugabe von 2 ml Kalibrierverdiinner (Calibrator Diluent RD51) erhalt man eine

Konzentration von 2000 pg/mi

Kalibrierverdiinner (Calibrator Diluent RD51)

Gepufferte Proteinlésung mit Konservierungsstoffen

Testverdinner (Assay Diluent RD1-17)

Gepufferte Proteinlésung mit Konservierungsstoffen
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Waschpufferkonzentrat (Part 895433)

20 ml des Waschpufferkonzentrats mit 480 ml deionisiertem Wasser zu 500 ml

Waschpuffer gemischt

Substratldsung (Part 895000 & Part 895001)

Farbreagenz A (Hydrogenperoxidase) und Farbreagenz B (Tetramethylbenzidin) in

gleichen Anteilen gemischet und innerhalb 15 min verarbeitet

Stoplésung (Part 895032)
2 N Schwefelséaure (H2SO.,)

TGF-R2 Mikrotiterplatte (Part 890437)

96-Wannen-Mikrotiterplatte mit einem monoklonalen Antikérper gegen TGF-[32

vorbeschichtet

2.4.3 Substrate und Puffer des Albumin BN™ |l System

Best.Nr.
N Antiserum to Human Albumin OSAL 11
N Antiserum to Human Albumin OSAL 15
N Protein Standard SL OQIM 13
N/T Protein Control SL/L OQIN 13
N/T Protein Control SL/M OQIO 13
N/T Protein Control SL/H OQIP 13
N/T Protein Control LC OQLW15
N Diluent OUMT65
N Reaction Buffer OUMS65
BN™ |l Evaporation Stoppers (optional) OVLE 21
BN™ I Dilution Wells oVvIC 11
BN™ Il Cuvette Segmants OVIB 31

Fa. DadeBehring, Bad Schwalbach
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2.4.4 Chemikalien und Reagenzien

HEPES

M = 238,3 g/mol
Best.Nr.: H-4034
Fa. Sigma

PBS-Phosphatpuffer
pH 7,2-7,4

Best.Nr.: P-3814
Fa. Sigma

Harnstoff/Urea (CO(NH,))
M = 60,06 g/mol

Best.Nr.: 1.08488.0250
Fa. Merck

Essigsaure (CH3;COOH) 100 %/Eisessiqg
Best.Nr.: 1.00063
Fa. Merck

Natronlauge (NaOH)

40 g Natriumhydroxid Platzchen (M = 40,00 g/mol) in 100 ml deionisiertem Wasser
zu 100 ml 10 N Natronlauge verdinnt

Best.Nr.: 1.06498

Fa. Merck

Salzsaure (HCI)
1 N LOsung
Best.Nr.: 1.09057
Fa. Merck
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Aqua ad iniectabilia

destilliertes oder deionisiertes Wasser
Fa. Merck

2.4.5 Geratschaften

Handdispenser (Eppendorf)

Eppendorf Multipette plus
Best.Nr.: 4981 000.019
Fa. Eppendorf

Combitips (Eppendorf)

Verschiedene Gréf3en Eppendorf Combitips plus
Fa. Eppendorf

Pipette (Eppendorf)

Eppendorf Reference
Gelb 10-100pl
Best.Nr.: 4910 000.042
Blau 100-1000 pl
Best.Nr.: 4910 000.069
Fa. Eppendorf

Mehrkanalpipette

Finnpipette
50-400 pl; 8-Kanal
Best.Nr.: B 58084
Fa. Labysytems

Pipettenspitze
Verschiedene Gréf3en (0,5-1000pl)
Fa. Eppendorf

33
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Becherglaser
verschiedene Groflen

Fa. Braun

Reaktionsgefalle

Multi-Sicherheitsreaktionsgefalie 1,5 ml
Best.Nr.: 7080.1
Fa. Roth

Prazisions-pH-Meter
handylab 2 BNC
Fa. Schott

Laborrihrer
Typ MR 3001
Fa. Heidolph

Tischmixer
Typ Vortex-Genie 2
Fa. Scientific Industries

Zentrifuge
Typ Labofuge 400R

Fa. Heraeus Instruments

Mikrotiterplatten-Lesegerat
Typ p-Quant Spektralphotometer MQX200

Fa. Bio-Tek Instruments

Platten-Leseqgerat-Software
KC-Junior
Fa. Bio-Tek Instruments
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2.5 ELISA (Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay)

2.5.1 Testprinzip

Das Akronym ELISA steht fur Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay. Die hier
angewandten Tests wurden zur Bestimmung der Zytokine TGF-B1 und -R32
eingesetzt. Beide Verfahren arbeiten nach der quantitativen ,Sandwich“-Methode, bei
der man eine direkte Proportionalitat zwischen Antigenkonzentration und Messsignal
erhalt. Der Begriff ,Sandwich” wurde von der Tatsache gepragt, dass das Antigen wie
in einem belegten Brot zwischen zwei Antikdrpern liegt.

Beim ELISA-Testprinzip liegt der erste AntikOrper spezifisch gegen ein Antigen im
Uberschuss vor und ist fest an die Wand der einzelnen Wannen einer Mikrotiterplatte
gebunden. Das bezeichnet man als ,solid phase Antikérper®. Die Einfihrung der
Streptavidin-Biotin-Technologie brachte bei gleichbleibender immunologischer
Reaktivitdt des Antikorpers ein universelles und zugleich simples System zur
wandstandigen Fixierung von Antikdrpern hervor. Nach Einbringung der aktivierten
Standards oder Proben in die einzelnen Wannen, binden sich alle in der Probe
vorhandenen Moleklle mit spezifischer Antigenwirkung an diesen immobilisierten
Antikorper. Anschlie3end missen alle nicht gebundenen Substanzen ausgewaschen
werden. Es folgt die Zugabe des zweiten Antikorpers (2. Immunreaktion), der gegen
eine zweite Bindungsstelle des Antigens gerichtet ist und eine Enzymmarkierung
tragt. Es werden wiederum alle nicht gebundenen Substanzen weggespiilt.
Nachfolgend werden in der Indikatorreaktion das Substrat, welches meist aus zwei
Farbreagenzien besteht, fir die enzymatische Umsetzung zugefligt. Dieser Schritt
hat einen Farbumschlag proportional zum initial gebundenen Antigen zur Folge. Der
Farbumschlag wird durch die Zugabe der sogenannten Stoplosung beendet. Die
Intensitdt des Farbumschlags kann dann mittels eines Photometers und der
zugehorigen Software gemessen und mit Hilfe einer Standardkurve in die
vorhandene Konzentration des gesuchten Antigens umgerechnet werden

Die folgende Abbildung stellt schematisch das Testprinzip des ELISA dar.
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1. Beschichtung der Platte mit dem ,solid
phase Antikorper*

2. Zugabe des Antigens (Antigen-Antikorper
Reaktion)

3. Zugabe des zweiten enzymgebundenen
Antikdrpers (2. Immunreaktion)

4. Enzym-Substrat-Reaktion (Farbumschlag)

O>-
%

<>
<

£ gi§<>>-
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des ELISA-Testprinzips
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2.5.2 TGF-B1-ELISA

Dieser spezielle ELISA fur den quantitativen Nachweis von humanem TGF-R1
arbeitet nach dem Prinzip der oben erklarten ,Sandwich“-Methode und misst sowohl
naturliches als auch rekombinantes TGF-31. Es handelt sich um ein Produkt der
Firma R&D Systems GmbH mit dem Namen ,DuoSet human TGF-R1“ und der
Katalognummer DY240.

Zu Beginn werden die tiefgefrorenen Proben auf Zimmertemperatur gebracht und mit
einem Tischmixer gut gemischt. Das in den Proben teils inaktive TGF-31 muss in die
immunaktive Form gebracht werden. FiUr diese Vorgange sollte man lediglich

Roéhrchen aus Polypropylen verwenden.

Zunachst mussen zwei Reagenzien vorbereitet werden:
1. 2,5 N Essigsaure (CH3COOH)/10 M Harnstoff (Urea)
100 ml deionisiertem Wasser 150,2 g Harnstoff zufligen
gut mischen
langsames Hinzufiigen von 35,9 ml Essigséure (100 %)/Eisessig
gut mischen

mit deionisiertem Wasser auf 250 ml auffullen

2. 2,7 N Natronlauge (NaOH)/1 M HEPES
140 ml deionisiertem Wasser 67,5 ml 10 N Natronlauge zufligen
gut mischen
Hinzufiigen von 59,5 ml HEPES

mit deionisiertem Wasser auf 250 ml auffullen

Die Aktivierung besteht aus folgenden vier Schritten:
1. zu 100 pl Probe 100ul 2,5 N Essigsaure/10 M Harnstoff geben- gut mischen
2. 10 min bei Raumtemperatur (RT) inkubieren
3. durch Zugabe von 100 pl 2,7 N Natronlauge (NaOH)/1 M HEPES
neutralisieren- gut mischen
4. bei Plasmaproben 75 ul der aktivierten Probe 1:12/ bei Liquorpoben 150 pl der
Probe 1:6 mit 225 ul Regenzienverdinner (Reagent Diluent) verdinnen- gut

mischen und innerhalb der folgenden zwei Stunden mit dem Test verarbeiten
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Der von R&D Systems mitgelieferte Standard wird mit 25 ml Reagenzienverdinner
(Reagent Diluent) versetzt. Somit erhalt man eine Stammlésung mit einer TGF-31-
Konzentration von 2000 pg/ml. Nach frihestens 15 min kdnnen die
Verduinnungsserien angesetzt werden. Dazu werden sechs Polypropylenrhrchen mit
je 500 ul Reagent Diluent gefillt. Von der Stammldsung werden 500 pul in das erste
Rohrchen gegeben und gut vermischt, wodurch eine Konzentration von 1000 pg/ml
entsteht. Bis zum letzten der sechs Réhrchen werden immer fortlaufend 500 pl aus
dem vorherigen Gefal3 in das folgende transferiert und anschlieRend gut gemischt.
Dabei entstehen Losungen mit den Konzentrationen 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250
pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml und 31,2 pg/ml (siehe Abb. 8). Der unverdinnte
Standard wird als hochster Standard (2000 pg/ml) verwendet, das mitgelieferte

Reagent Diluent als Nullstandard.

500l 500 pL

1000 500 250 125 62.5 31.2
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

500 L 500puL 500 puL

>

Abbildung 9: Prinzip der Standardverdinnung des TGF-R1-ELISA (auch fiur den TGF-R2-ELISA
gultig; Quelle: Handbuch des Kits ,DuoSet human TGF-31" der Firma R&D Systems)

Die bei diesem Assay verwendeten Mikrotiterplatten sind nicht mit dem ,solid-phase
Antikdrper* (Capture Antibody) gegen TGF-R1 vorbeschichtet. Es handelt sich um
vorgeblockten Mikrotiterplatten mit 96 Wannen aus Polystyren, die mit einem
Antikorper spezifisch gegen den Fc-Teil von Anti-Maus-IgG gerichtet sind. Somit sind
die Platten mit dem in diesem Test benutzten ersten Antikérper der Maus (Capture
Antibody) einfacher zu beschichten. Der mitgelieferte Antikérper (Capture Antibody)
wird in einem ml PBS aufgel6st, so dass man eine Konzentration von 360 pg/mi
erhdlt. Um die Arbeitskonzentration von zwei pg/ml zu erreichen wird die

Stammloésung (360 pg/ml) eins zu 180 mit PBS verdinnt. Zu den Mikrotiterplatten
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werden anschlielend 100 pl der auf diese Weise verdinnten Antikorperldsung
gegeben. Die Platten sollten mit einer Schutzfolie versiegelt werden und 60 min bei
Raumtemperatur (RT) inkubieren. Nach Abschiitten der Uberstande erfolgt das
Aspirieren und anschlielBende Waschen der Mikrotiterplatten mit 400 ul Waschpuffer
pro Vertiefung. Dabei sollte nach Zufigen des Waschpuffers mit einer
Mehrkanalpipette versucht werden, die Flussigkeit komplett zu entfernen, um einen
optimalen Verlauf zu gewahrleisten. Dieser Vorgang wird insgesamt dreimal
wiederholt. Nach dem letzten Waschvorgang sollte jeglicher Rest des Waschpuffers
durch Aspiration oder besser Abklopfen der Platte gegen ein sauberes Papiertuch
entfernt werden. Die Platten sind nun bereit zur Applikation der Proben.

Nachdem alle Vorbereitungen abgeschlossen sind werden je 100 ul Standard oder
aktivierte Probe nach dem Prinzip der Doppelbestimmung in die jeweiligen Wannen
pipettiert.

Die folgende Abbildung soll das Pipettierschema des TGF-31-ELISA verdeutlichen.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Std. Std. | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe

A | 2000 | 2000 1 1 9 9 17 17 25 25 33 33
Std. Std. | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe

B | 1000 | 1000 2 2 10 10 18 18 26 26 34 34
Std. Std. | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe

C | 500 500 3 3 11 11 19 19 27 27 35 35
Std. Std. | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe

D | 250 250 4 4 12 12 20 20 28 28 36 36
Std. Std. | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe

E| 125 125 5 5 13 13 21 21 29 29 37 37
Std. Std. | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe

F| 625 | 625 6 6 14 14 22 22 30 30 38 38
Std. Std. | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe

G| 31,2 | 31,2 7 7 15 15 23 23 31 31 39 39
Std. Std. | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe

H 0 0 8 8 16 16 24 24 32 32 40 40

Abbildung 10: Pipettierschema des TGF-R1-ELISA (auch fur den TGF-R2-ELISA giltig)

Die Platte sollte aufgrund maoglicher Verunreinigungen mit einer Schutzfolie versehen
werden und zwei Stunden bei RT inkubieren. Darauf folgt ein erneuter dreimaliger
Aspirations- und Waschvorgang, bevor 100 pl des enzymmarkierten
Nachweisantikorpers (Detection Antibody) hinzugeflgt werden. Wiederum wird die
Mikrotiterplatte mit einer Schutzfolie versiegelt und zwei Stunden bei RT inkubiert. Es

folgt ein dreimaliges Aspirieren und Waschen.



Material und Methodik 40

Nun werden der Platte pro Vertiefung 100 pl der auf Arbeitskonzentration verdiinnten
Streptavidinldsung (Streptavidin-HRP) der Platte zugefiigt und fur 20 min bei RT
inkubiert. Dabei sollte die Mikrotiterplatte nicht in direktem Licht stehen. Wiederum
folgt ein dreimaliges Aspirieren und Waschen. AnschlieRend werden 100 pl der
Substratlosung beigefugt, die eins zu eins aus Wasserstoffperoxyd (H.O,) und
Tetramethylbenzidin besteht. Eine Inkubationszeit von 20 min unter Lichtschutz bei
RT sollte vor Zugabe von 50 pl der Stoplésung gewahrleistet sein. Ein leichtes
Schditteln der Platte mischt den Inhalt der Wannen.

Jetzt kann mit Hilfe eines ELISA-Plattenlesegerats die optische Dichte der einzelnen
Wannen bei einer Wellenlange A=450 nm gemessen werden. Falls eine
Referenzwellenlange R, angegeben werden kann, sollte sie auf 540 oder 570 nm
gesetzt werden.

Abbildung 11 stellt die Arbeitsschritte des TGF-31-ELISA vereinfacht dar.
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Vorbereitung aller Reagenzien, Standards und Proben
Beschichtung der Mikrotiterplatten mit dem
,S0lid phase Antikorper* gegen TGF-R1 (Capture Antibody)

K

100 pl TGF-R1-Standard oder aktivierte Probe
in jede Wanne geben
2 h bei RT inkubieren

3

3mal aspirieren und waschen

3

100 pl des enzymgebundenen Nachweisantikérpers
(Detection Antibody) in jede Wanne geben
2 h bei RT inkubieren

3

3mal aspirieren und waschen

3

100 pl Streptavidinlésung in jede Wanne geben
20 min bei RT und unter Lichtschutz inkubieren

3

3mal aspirieren und waschen

3

100 pl Substratlésung in jede Wanne geben
20 min bei RT und unter Lichtschutz inkubieren

3

50 ul Stopldsung in jede Wanne geben
sofortiges Messen bei einer Wellenlange A=450 nm
(Referenzwellenlange Ry bei 540 oder 570 nm)

Abbildung 11: Flussdiagramm des TGF-R1-ELISA (RT=Raumtemperatur)
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2.5.3 TGF-R2-ELISA

Dieser spezielle ELISA fur den quantitativen Nachweis von humanem TGF-32
arbeitet ebenfalls nach dem Prinzip der ,Sandwich“-Methode. Es handeltz sich um
ein Produkt der Firma R&D Systems GmbH mit dem Namen ,Quantikine human
TGF-32" und der Katalognummer DB250.

Die auf ca. =25 C° gefrorenen Proben werden langsam auf RT gebracht und gut mit
einem Tischmixer gemischt. Bevor die Proben auf die Mikrotiterplatten gegeben
werden kdnnen, mussen sie erst in vier Arbeitsschritten aktiviert werden. Dazu sollte

man Rohrchen aus Polypropylen verwenden.

Zuvor missen zwei Reagenzien vorbereitet werden:
1. 1 N Salzsaure (HCL)
91,67 ml deionisiertem Wasser langsam 8,33 ml 12 N Salzséure
zugefligen

gut mischen

2. 1,2 N Natronlauge (NaOH)/0,5 M HEPES
75 ml deionisiertem Wasser langsam 12 ml 10 N Natronlauge
zugefligen
gut mischen
11,9 g HEPES hinzufiigen
gut mischen

mit deionisiertem Wasser auf 100 ml auffullen

Die Aktivierung besteht aus folgenden vier Schritten:

=

zu 125 pl der Probe 25ul 1 N Salzsaure (HCI) geben- gut mischen

2. 10 min bei RT inkubieren

3. durch Zugabe von 25 pl 1,2 N Natronlauge (NaOH)/0,5 M HEPES
neutralisieren- gut mischen

4. 800 pl Kalibrierverdinner (Calibrator Diluent RD51) zugeben- gut mischen und

innerhalb 2 Stunden fir den Test verwenden
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Der mitgelieferte Standard wird mit zwei ml Calibrator Diluent RD51 versetzt. Damit
entsteht eine Stammlosung mit einer TGF-R2-Konzentration von 2000 pg/ml.Vor
Ansetzen der Verdinnungsserien sollten mindestens 15 min verstreichen (siehe
TGF-B1-ELISA). Die unverdiunnte Stammlésung wird als hochster Standard (2000
pag/ml) verwendet, reines Calibrator Diluent dient als Nullstandard.

Nachdem alle Reagenzien, Standards und Proben vorbereitet sind, werden 100 pl
Testverdiunner (Assay Diluent RD1-17) in jede Wanne der mit dem monoklonalen
Antikdrper gegen TGF-32 vorbeschichteten Mikrotiterplatte gegeben. Bei diesem
Assay sind die Platten bereits vorbeschichtet und der sogenannte ,solid phase
Antikdrper* muss somit nicht an die Vertiefungen der Mikrotiterplatten fixiert werden.
Als nachstes werden je 100 pl Standard oder aktivierte Probe nach dem Prinzip der
Doppelbestimmung (siehe TGF-RB1-ELISA) in die jeweiligen Wannen pipettiert und
mit einer Schutzfolie versehen. Es folgt eine zweistiindige Inkubation bei
Raumtemperatur. Nach Abschutten der Uberstande findet ein dreimaliger
Aspirations- und Waschvorgang der Mikrotiterplatte mit 400 pl Waschpuffer pro
Vertiefung statt. Nun werden in jede Wanne 200 ul der TGF-32-Konjugatlésung
(TGF-32 Conjugate), dem zweiten enzymgebundenen Antikdrper entsprechend,
gegeben, mit einer neuen Schutzfolie versehen und wiederum zwei Stunden bei RT
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wird der dreimalige Aspirations- und
Waschvorgang wiederholt. Anschliel3end werden 200 pl der Substratiésung in jede
Wanne gegeben. Die Platte muss nun 20 min bei RT und unter Lichtschutz
inkubieren, bevor das Ende der Enzymreaktion durch Zugabe von 50 pl Stoplésung
erfolgt.

Jetzt kann innerhalb 30 min mit Hilfe eines ELISA-Plattenlesegerats die optische
Dichte der einzelnen Losungen bei einer Wellenlange A=450 nm gemessen werden.
Falls eine Referenzwellenlange R, angegeben werden kann sollte sie auf 540 oder
570 nm gesetzt werden.

Die nachstehende Abbildung zeigt vereinfacht die Arbeitschritte des TGF-32-ELISA.
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| Vorbereitung aller Reagenzien, Standards und Proben

3

100 pl Assay Diluent in jede Wanne geben

3

100 pl TGF-R2-Standard oder aktivierte Probe in
jede Wanne geben
2 h bei RT inkubieren

3

3mal waschen und aspirieren

3

200 pl TGF-R2-Konjugatlésung in jede Wanne geben

2 h bei RT inkubieren

K

3mal waschen und aspirieren

K

200 pl Substratlésung in jede Wanne geben
20 min bei RT und unter Lichtschutz inkubieren

3

50 pl Stoplésung in jede Wanne geben

‘ Innerhalb 30 min bei einer Wellenlange A=450 nm messen

(Referenzwellenlange R, von 540 oder 570 nm)

Abbildung 12: Flussdiagramm des TGF-R32-ELISA (RT=Raumtemperatur)
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2.5.4 Standardkurve der TGF-R1- und TGF-R2-ELISA

Bei den TGF-R1- und TGF-B2-ELISA wurden alle notwendigen Berechnungsschritte
sowie graphische Darstellungen der Standardkurven und Probenkonzentrationen in
gleicher Art und Weise durchgefiihrt. Aufgrunddessen soll die folgende Darstellung
fur beide Tests gelten. Fir jeden durchgefihrten Assay wurden neue Standards
angesetzt, in Doppelbestimmung auf der jeweiligen Mikrotiterplatte aufgetragen und
gemessen. Weiterhin wurde fir jeden Test eine eigene Standardkurve erstellt. Um
die Schwankungen der verschiedenen Assays auszugleichen wurde ein Verfahren
mit einem hochpositivem Standard gewahlt. Dieser wurde in acht verschiedenen
Konzentrationen doppelt auf die Mikrotiterplatte aufgetragen. Aus den
Doppelbestimmungen wurden die arithmetischen Mittelwerte errechnet.

Die verwendeten Konzentrationen betrugen:

Standard 1 = 2000 pg/ml
Standard 2 = 1000 pg/ml
Standard 3 = 500 pg/ml
Standard 4 = 250 pg/ml
Standard 5 =125 pg/ml
Standard 6 = 62,5 pg/ml
Standard 7 = 31,2 pg/ml
Standard 8 = 0 pg/ml

© N o 0o~ W DhPE

Aus den gemessenen Werten |a3t sich die Standardkurve erstellen. Zur besseren
und genaueren Darstellung wurde die optische Dichte (optical density) gegen die
TGF-31- oder TGF-32-Konzentration in doppeltlogarithmischer Form aufgetragen.

Die beiden folgenden Abbildungen fungieren als Beispiele einer Standardkurve eines
TGF-R31-und TGF-R2-Tests. Zusatzlich sind die jeweiligen Regressionsgeraden, ihre

Formeln und ihre Regressionskoeffizienten R? aufgetragen.
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Standardkurve TGF-R1-ELISA
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Abbildung 13: Beispiel einer Standardkurve des TGF-31-ELISA; Darstellung der optischen Dichte in
Abhéngigkeit von der Konzentration, dazu die Regressionsgerade mit Gleichung und
Regressionskoeffizient R?

Standardkurve TGF-R2-ELISA
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Abbildung 14: Beispiel einer Standardkurve des TGF-32-ELISA; Darstellung der optischen Dichte in
Abhéangigkeit von der Konzentration, dazu die Regressionsgerade mit Gleichung und
Regressionskoeffizient R?
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Fir jede =zu untersuchende Liquor- oder Plasmaprobe wurden ebenfalls
Doppelbestimmungen durchgefihrt. Aus diesen wurde jeweils der arithmetische
Mittelwert errechnet. Hieraus konnten anschlieRend mit Hilfe der entsprechenden
Standardkurve die TGF-31- oder TGF-32-Konzentrationen aus den einzelnen Proben
bestimmt werden. Nach Berechnung der gemessenen Konzentrationen muss darauf
geachtet werden, die Werte mit dem jeweils verwendeten Verdinnungsfaktor
(Plasmaproben 1:12, Liguorproben 1:6) zu multiplizieren, um die tatsachlich in der

Flissigkeit vorhandenen Konzentration zu erhalten.

2.6 Messungen des Albumins

Die Messungen des Albumins im Liquor cerebrospinalis, die in Zusammenarbeit mit
der Klinik fur Klinische Chemie und Pathobiochemie (Leiter: Prof. Dr. N. Katz) der
Justus-Liebig-Universitat GieRen im Zentrallabor des Universitatsklinikum Giel3en
bestimmt wurden, wurden mit dem Lasernephelometer BN™I|I der Firma
DadeBehring (Bad Schwalbach) gemessen. Mit diesem Verfahren kann Albumin aus

humanem Serum, Urin und Liquor cerebrospinalis bestimmt werden.

2.6.1 Testprinzip des Lasernephelometers BN™II System

Bei dem Analyseverfahren, mit dem das Lasernephelometer BN™II der Firma
DadeBehring (Bad Schwalbach) arbeitet, bilden die zu messenden Proteine der
Serum, Urin- oder Liquorproben in einer immunochemischen Reaktion mit
spezifischen Antikérpern Immunkomplexe. Diese Komplexe bewirken die Streuung
eines Lichtstrahls beim Durchtreten durch die Proben. Die daraufhin gemessene
Intensitat des gestreuten Lichts ist dabei direkt proportional zum relevanten Protein
der Probe. Die Messergebnisse kbnnen mit Hilfe einer Standardkurve von bekannten

Konzentrationen in die tatséchlichen Preoteinmengen umgerechnet werden.
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2.7 Statistische Methoden

Die Datenerfassung und graphische Darstelung erfolgten mit Excel 2003.

Die statistische Auswertung bei der Analyse des Patientenkolektivs erfolgte mit
GraphPad Prism 3.0.

Fur die statistische Auswertung der gemessenen TGF-B1-, TGF-32- und
Albuminkonzentrationen, die in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Medizinische
Informatik der Justus-Liebig-Universitat Giel3en (Kommissarischer Leiter: Prof. Dr. G.
Weliler/ Stellvertreter: Dr. R.-H. Bddeker) durchgefuhrt wurde, ist SPSS 11.0 fir

Windows verwendet worden.

Deskriptive Auswertung:

Kombinationen von qualitativen Merkmalen lie3en sich anhand von Kreuztabellen,
Balken-, Linien- und Kreisdiagrammen darstellen. Fir die quantitativen Messwerte

wurden Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (SD) bestimmt.

Vergleichende Auswertung:

Zur vergleichenden Auswertung der gemessenen Konzentrationen wurde eine
mehrfaktorielle multivariate Varianzanalyse (three way MANOVA with repeated
measures) durchgefihrt. Bei diesem Verfahren wird gepruft, ob ein oder mehrere
Faktoren einen signifikanten Einfluss auf die Werte einer Gruppe von mehreren
abhangigen Variablen ausuben. Statt fur jede abhangige Variable einzeln eine
Varianzanalyse durchzuftihren, wird in der multivariaten Analyse der Effekt auf alle
abhangigen Variablen simultan Gberpruft.

Bei der Analyse des Patientenkollektivs wurden ungepparte t-Tests durchgefihrt.
Desweiteren wurden zu drei verschiedenen Zeitpunkten (1., 5. und 10.
posthamorrhagischer Tag) Korrelationsanalysen durchgefiuhrt. Die Berechnung
erfolgte mit Hilfe der Methode nach Spearman-Rho.

Alle Testungen erfolgten zweiseitig. Das Signifikanzniveau wurde bei den

durchgefuihrten Tests auf p<0,001, p<0,01 oder p<0,05 festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse des Patientenkollektivs

Das Durchschnittsalter der beobachteten Patienten liegt bei 57,1 Jahren mit einer
Standardabweichung (SD) von 13,9 Jahren (n=42; MW,;=57,1; SD;=13,9). Nach
Geschlechtern aufgeschlisselt liegt das mittlere Alter der Frauen mit 55,9 Jahren
(n=27; MW,=55,9; SD;=12,9) niedriger als das der Manner mit 59,2 Jahren (n=15;
MW,=59,2; SD,=16,1).

Geschlechtsabhangige Durchschnittsalter
80
d 5;2

g 60 5{1 53,9
e
S
< 401
3
< 20 ~

O .

gesamt Frauen Manner
Geschlecht

Abbildung 15: Durchschnittsalter der Frauen, Manner und des gesamten Patientenkollektivs

Zur Ubersicht zeigt Abbildung 15 die geschlechtsabhangige Altersverteilung des
Patientenkollektivs in den einzelnen Lebensdekaden. Unter Berlcksichtigung der
Tatasache, dass in der Studie insgesamt mehr Frauen als Manner eingeschlossen
wurden, kommt dabei eine ausgeglichene Geschlechterverteilung in den einzelnen

Dekaden zur Darstellung.
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Altersverteilung der Geschlechter
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Abbildung 16: Altersverteilung der Geschlechter (w=weiblich; m=mé&nnlich)

Wenn man das mittlere Alter abhangig von den Hauptdiagnosen betrachtet, liegen
die Patienten mit einer SAB bei 52,2 Jahren (n=27; MW,;=52,2; SD;=13,7).
Diejenigen mit einer ICB sind dabei mit einem Durchschnittsalter von 65,9 Jahren
signifikant (p<0,01) alter als die SAB-Patienten (n=15; MW;=65,9; SD;=9,6).

Diagnosenabhangige Durchschnittsalter
80
6%9
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<
s
< 40
2
< 20 -
0 |
SAB ICB
Diagnose

Abbildung 17: Durchschnittsalter abhéngig von den beiden Hauptdiagnosen
(SAB=Subarachnoidalblutung; ICB=intrazerebrale Blutung)
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Zur Ubersicht stellt Abbildung 18 die Altersverteilung des Patientenkollektivs
abhéngig von der Hauptdiagnose dar. Dabei zeigt sich, dass die ICB-Patienten
anteilsmafig in den héheren Lebensdekaden und die SAB-Patienten in den mitleren

Dekaden uberwiegen.

Altersverteilung der Hauptdiagnosen
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Abbildung 18: Altersverteilung der Hauptdiagnosen (SAB=Subarachnoidalblutung;

ICB=intrazerebrale Blutung)

Im untersuchten Patientenkollektiv sind von insgesamt 42 Patienten 27 weiblichen
und 15 mannlichen Geschlechts. Das entspricht einer Verteilung von 64% Frauen
und 36% Mannern. Von den 27 Patienten mit der Diagnose SAB sind 22 weiblich und
funf mannlich, was 81,5% bzw. 18,5% entspricht. In unserer Studie sind somit
signifikant mehr Frauen an einer SAB erkrankt als Manner (p<0,01). Diese
Verhaltnisse der Geschlechterverteilung bei SAB-Patienten sind auch in der Literatur
zu finden. Von den 15 Patienten mit einer ICB sind funf Frauen und zehn Mé&nner,
entsprechend 33% und 66,6%. An diesem Blutungstyp leiden also im Vergleich zur
SAB signifikant (p<0,01) mehr M&anner.

Abbildung 16 verdeutlicht die diagnosenabhéngige Geschlechterverteilung.
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Geschlechterverteilung der Hauptdiagnosen
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Abbildung 19: Geschlechterverteilung der Hauptdiagnosen (SAB=Subarachnoidalblutung;
ICB=intrazerebrale Blutung; m=mannlich; w=weiblich)

Als nachstes soll beobachtet werden, ob das Geschlecht signifikant Einflu3 auf die
Hydrozephalusentwicklung nach einer ICB oder SAB nimmt. Von den weiblichen
Patientinen des Gesamtkollektivs haben 44,4% einen shuntpflichtigen HZ entwickelt
und 55,6% keinen (n=27; +HZ=12; -HZ=15). Unter den mannlichen Patientinen sind
40% shuntpflichtig geworden, 60% nicht (n=15; +HZ=6; -HZ=9). Das Geschlecht
nimmt in dieser Serie somit weder signifikant (p=0,7867) Einfluss auf die Entwicklung

eines HZ und folglich noch auf die Implantation eines VP (ventrikulo-peritoneal)- oder
VA (ventrikulo-atrial)-Shunts.

Die Ergebnisse sollen anhand der folgenden Kreuztabelle verdeutlicht werden.

Tabelle 7: Einfluss des Geschlechts auf die Shuntpflichtigkeit des Gesamtkollektivs

Geschlecht
Weiblich Méannlich

nicht shuntpflichtig 15 9
55,6% 60%

Shuntpflichtig 12 6
44,4% 40%

Gesamt 27 15
100% 100%
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Auch die Hauptdiagnose nimmt bei der Beobachtung des gesamten
Patientenkollektivs nicht signifikant (p=0,7867) Einfluss auf die Entwicklung eines
chronischen HZ. Von 27 Patienten mit einer SAB haben 44,4% einen
posthamorrhagischen HZ entwickelt (n=27; +HZ=12; -HZ=15), bei den ICB-Patienten
sind 40% im Verlauf shuntpflichtig geworden (n=15; +HZ=6; -HZ=9). Bei dem
gesamten Patientenkollektiv liegt der Anteil an shuntpflichtigen Patienten im Mittel bei
42,9% (n=42; +HZ=18; -HZ=24).

Tabelle 8: Einfluss der Hautdiagnose auf die Shuntpflichtigkeit des Gesmatkollektivs

(SAB=Subarachnoidalblutung; ICB=intrazerebrale Blutung)

Diagnose
SAB ICB
nicht shuntpflichtig 15 9
55,6% 60%
Shuntpflichtig 12 6
44,4% 40%
Gesamt 27 15
100% 100%

Dem gegenuber konnte bei der Betrachtung der Shuntpfichtigkeit ein
Altersunterschied festgestellt werden. Patienten, die blutungsbedingt einen
Hydrozephalus (HZ) entwickelten und somit zur dauerhaften Entlastung ein
Shuntsystem implantiert bekamen sind im Mittel mit 62,4 Jahren (n=18; MW ;=624
SD;=13,2) signifikant (p<0,05) um fast 10 Jahre &lter als jene, die einen Shunt nicht
bendtigten. Diese Patienten haben ein Durchschnittsalter von 53,1 Jahren (n=24;
MW,=53,1; SD;=13,4).
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Durchschnittsalter abhangig von der
Shuntpflichtigkeit
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Abbildung 20: Durchschnittsalter in Abhangigkeit von der Shuntpflichtigkeit

Im Gegensatz zum gesamten Patientenkollektiv, nimmt bei den Patienten, die zum
Blutungszeitpunkt 60 Jahre oder alter waren, die Hauptdiagnose signifikant (p<0,05)
Einfluss auf die Entwicklung eines HZ. Von den 13 Patienten (=60 Jahre) mit einem
posthamorrhagischen HZ waren acht SAB-Patienten und funf ICB-Patienten (n=13;
SAB=8; ICB=5). Von den acht Patienten ohne Entwicklung eines chronischen HZ hat
lediglich einer eine SAB und sieben eine ICB erlitten (n=8; SAB=1; ICB=7). Im
Umkehrschluss haben von den SAB-Patienten (=60 Jahre) 88,9% (n=9; +HZ=8; -
HZ=1) und von den ICB-Patienten (260 Jahre) 41,7% (n=12; +HZ=5; -HZ=7) einen
posthamorrhagischen HZ entwickelt. Bei allen Patienten, die zum Blutungszeitpunkt
60 Jahre oder alter waren liegt der Anteil an shuntpflichtigen Patienten im Mittel bei
61,9% (n=21; +HZ=13; -HZ=8). Folglich haben bei den alteren Patienten des
Kollektivs (=60 Jahre) SAB-Patienten signifikant haufiger einen HZ entwickelt als
ICB-Patienten. Dabei mul3 jedoch berticksichtigt werden, dass sowohl die Patienten
mit einem shuntpflichtigen Hydrozephalus signifikant alter (p<0,05) sind als die nicht
shuntpflichtigen Patienten, als auch die ICB-Patienten signifikant alter sind als die
SAB-Patienten (p<0,01) und wie oben bereits beschrieben ist das Alter signifikant
(p<0,05) Einflul? auf die Hydrozephalusentwicklung nimmt.

Die folgende Kreuztabelle soll das Verhaltnis zwischen shuntpflichtigen und nicht
shuntpflichtigen Patienten, die zum Blutungszeitpunkt 60 Jahre oder &lter waren,

abhangig von der Hauptdiagnose darstellen.
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Tabelle 9: Verhdltnis zwischen shuntpflichtigen und nicht shuntpflichtigen Patienten (=60 Jahre)

abhangig von der Hauptdiagnose (SAB=Subarachnoidalblutung; ICB=intrazerebrale Blutung)

Diagnose
SAB ICB
nicht shuntpflichtig 1 7
11,1% 58,3%
Shuntpflichtig 8 5
88,9% 41, 7%
Gesamt 9 12
100% 100%

3.2 Ergebnisse der Zytokine TGF-R1 und -132

Nachfolgend sind die Messdaten der beiden Zytokine TGF-R1 und -2 aus den
Plasma- und Liguorproben jeweils fur die vier verschiedenen Patientengruppen im
Vergleich dargestellt.

Ob es signifikante Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen gibt, wurde mit
Hilfe einer dreifaktoriellen Varianzanalyse mit Messwiederholung auf einen Fehler
(three way MANOVA with repeated measures) Uberpriuft. Die Testungen erfolgten
zweiseitig und das Signifikanzniveau wurde bei den durchgefiihrten Tests auf
p<0,001, p<0,01 oder p=<0,05 festgelegt.

Die hierbei gewahlten Faktoren waren:
Zeit
Diagnose

Shuntpflichtigkeit

Unter den dazugehdrigen  Abbildungen sind die MW mit ihren
Standardabweichungen (SD), als Mal3 fur die Variabilitat, tabellarisch

Zusam mengefasst.
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3.2.1 TGF-B1im Blut

In den folgenden beiden Abbildungen 20 und 21 ist das Verhalten der gemessenen
TGF-R1-Konzentrationen im Blut (gemessen in pg/ml) der SAB- und ICB-Patienten
abhangig von der Shuntpflichtigkeit an den zehn Messzeitpunkten aufgezeichnet.
Danach folgt die dazugehdrige Tabelle mit den jeweiligen Mittelwerten und

Standardabweichungen.

TGF-R1 im Blut (SABS)
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Abbildung 21: Verhalten von TGF-B1 im Blut der SAB-Patienten an den zehn Messzeitpunkten
abhangig von der Shuntpflichtigkeit (SAB=Subarachnoidalblutung).
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TGF-R1im Blut (ICBSs)
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Abbildung 22: Verhalten von TGF-31 im Blut der ICB-Patienten an den zehn Messzeitpunkten
abhangig von der Shuntpflichtigkeit (ICB=intracerebrale Blutung)

Tabelle 10: Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD) der TGF-31-Werte im Blut bei den vier
Patientengruppen (SAB=Subarachnoidalblutung; ICB=intrazerebrale Blutung; O=nicht
shuntpflichtig; 1=shuntpflichtig)

Tagl | Tag2 | Tag3 | Tag4 | Tag5 | Tag6 | Tag7 | Tag 8 | Tag 9 | Tagl0

SABO | MW | 951 6 | 6889.9 | 7036,0 | 7847 5 | 8436.5 | 7761.6 | 8604.9 | 88945 | 8176.1 | 69516

SD 3054,3 [ 4409,0 [ 3695,1 | 3350,7 | 4536,3 | 3466,6 | 3835,0 | 3924,2 | 3375,9 | 3054,3

SABL | MW | 2645 7 | 54815 | 6808.2 | 7210,0 | 7808.4 | 69879 | 7995 8 | 8654.7 | 9006.2 | 85913

SD 147187 | 2557.8 | 3249,0 | 3469.2 | 3196,7 | 4315.3 | 4958,6 | 4388.4 | 44874 | 4369,7

ICBO | MW 2577 51 6892,1 | 71735 | 6280,1 | 6920.6 | 7468,1 | 8516,3 | 7893.0 | 85505 | 8380.8

SD 5488,5|4228,8 | 4532,7 | 3265,5 [ 3569,2 | 3686,4 | 5061,7 | 2822,8 | 4238,9 | 3526,6

ICBL | MW 6507 1 | 5805.6 | 57037 | 6239,6 | 6183.4 | 7495 5 | 6240,0 | 8504,7 | 8663,2 | 9559.1

SD 5470,9|3368,7|2277,7 [ 2943,7 | 3664,7 | 5584,2 14171,6 [ 5159,3 | 4999,4 | 4927,2
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Wie man anhand der dargestellten Abbildungen bereits erkennen kann, ist das
Verhalten der hier beobachteten Messwerte aller Gruppen von der Zeit als Faktor der
Varianzanalyse in dem Sinne signifikant (p<0.001) abhangig, als dass ein
ansteigender Verlauf zu erkennen ist. Bei den beiden anderen Faktoren der
Varianzanalyse, Hauptdiagnose (p=0,833) und Shuntpflichtigkeit (p=0,793), zeigt
sich der Verlauf der Konzentrationen nicht signifikant abhangig, obwohl tendenziell
die gemittelten Konzentratinen der SABs hdher sind als die der ICBs und die der
shuntpflichtigen Patienten niedriger als die der nicht shuntpflichtigen.

Des Weiteren konnten keine signifikanten Wechselwirkungen (p=0,968) zwischen der

Hauptdiagnose und Shuntpflichtigkeit nachgewiesen werden.
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3.2.2 TGF-B1im Liquor cerebrospinalis

In den nachstehenden Abbildungen wird unter Zuhilfenahme der statistischen
Analyse (MANOVA) das Verhalten von TGF-31 aus den jeweiligen Liquorproben der
SAB- und ICB-Patienten abhangig von der Shuntpflichtigkeit graphisch dargestellt.
AnschlieBend folgt Tabelle 11 mit den dazugehoérigen Mittelwerten und

Standardabweichungen.
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Abbildung 23: Verhalten von TGF-B1 im Liquor cerebrospinalis der SAB-Patienten an den zehn
Messzeitpunkten abhangig von der Shuntpflichtgkeit (SAB=Subarachnoidalblutung)
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Abbildung 24: Verhalten von TGF-1 im Liquor cerebrospinalis der ICB-Patienten an den zehn

Messzeitpunkten abhangig von der Shuntpflichtgkeit (ICB=intrazerebrale Blutung)

Tabelle 11: Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD) der TGF-R1-Werte im Liquor

cerebrospinalis

far

die vier

Patientengruppen

(SAB=Subarachnoidalblutung;
ICB=intrazerebrale Blutung; O=nicht shuntpflichtig; 1=shuntpflichtig)

Tagl | Tag2 | Tag3 | Tag4 | Tag5 | Tag6 | Tag7 | Tag 8 | Tag 9 | Tag10

SABO IMWI 1537 7 | 1436,6 | 1096,8 | 934,9 | 1281,7|1257,9| 867,5 | 781,0 | 6812 | 798,0
SD | 14148 |1189,2| 991,8 | 678,0 | 1280,3|1080,5| 567,0 | 580,1 | 576,3 | 767,7

SABL IMWI 19580 |1500,3|1382,7| 899,4 | 924,9 | 895,7 | 851,3 | 1245,0|1217,7| 11271
SD | 12114 |1264,3|1071,0| 5746 | 515,9 | 459,1 | 6751 | 812,9 | 871,2 | 882,0

ICBBO \MW | 1259 7 | 3324,3|3458,0 | 1890,6 | 2194,6 | 1635,8 | 1474,1 | 1200.4 | 1146,9| 810,2
SD | 35758 |2803,9|2977,2| 1911,0| 2835,0 | 1423,8 | 1374,4 | 890,8 | 1000,4 | 780,5

ICBBL \MW 31642 |2705,1|2649,3|1028,3| 1270,2| 1358,3| 885,8 | 697,6 | 885,2 | 735,8
SD | 30027 |2682,4|3218,8]|1094,7|1299,5 | 14208 | 934,1 | 506,6 | 820,9 |1059,9
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Wie bei den beschriebenen TGF-R1-Konzentrationen im Blut zeigen sich die TGF-
B1-Werte im Hirnwasser ebenfalls abhéngig von der Zeit als Faktor der
Varianzanalyse (p<0,001). Diese Abhangigkeit au3ert sich jedoch in einem deutlich
abfallenden Verlauf in allen vier Patientengruppen, so dass sich hier ein
gegensatzliches Verhalten zu den TGF-31-Konzentrationen im Blut feststellen I&sst.
Im Gegensatz zu den Werten, die aus den Plasmaproben gewonnen wurden, ist hier
der Verlauf der gemessenen TGF-R1-Mittelwerte signifikant abhangig von der
Hauptdiagnose der beobachteten Patienten (p<0,05). Dabei unterscheiden sich
deskriptiv vor allem die Analysen der ersten funf Tage nach der Blutung. Am ersten
Messtag liegt die gemittelte TGF-R1-Konzentration im Liquor cerebrospinalis bei
Patienten mit einer ICB bei 4103,5 pg/ml (n=15; MW ,gmi=4103,5; SDyqm=4442,7),
wohingegen bei den SAB-Patienten ein Mittelwert von 1711,1 pg/ml erreicht wird
(n=27; MWpgm=1711,1; SDyym=1318,2). Die TGF-31-Konzentration ist somit am
ersten Messtag bei den Patienten nach einer intrazerebralen Blutung um das
zweieinhalbfache hoher als die Konzentration der SAB-Patienten. Im Laufe der
ersten funf Tage kommt es jedoch zu einer Angleichung. Die Werte der ICBs liegen
am funften Messzeitpunkt bei 1824,8 pg/ml (n=15; MW gm=1824,8; SDpgmi=2327,1),
die der SABs bei 1123,1 pg/ml (n=27; MW pgmi=1123,1; SDpgmi=1013,9).

Zwischen den Faktoren Hauptdiagnose und Zeit sind hochsignifikante
Wechselwirkungen (p<0,001) zu erkennen. Der zeitliche Verlauf der Mittelwerte der
Patienten mit einer Ventrikelblutung (VB) ist signifikant negativ steiler als der Verlauf
der subarachnoidalen Blutungspatienten. Um das zu verdeutlichen werden die TGF-
31-Messwerte im Liquor cerebrospinalis an den zehn Messzeitpunkten fur die zwei
Hauptgruppen (SAB und ICB) arithmetisch gemittelt, Regressionsgeraden durch die
jeweiligen Punkte gelegt und in der folgenden Abbildung graphisch dargestellt. Die
Regressionsgerade der Konzentrationen der ICBs hat dabei eine negative Steigung
von —326,8, die der SAB-Patienten eine von —72,3.
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Abbildung 25: Verhalten von TGF-31 der beiden Hauptdiagnosen im Liquor cerebrospinalis an den
zehn Messzeitpunkten mit den dazugehotrigen Regressionsgeraden; zu der jeweiligen
Regressionsgerade ist ihre Gleichung und der Regressionskoeffizienten R® aufgetragen
(SAB=Subarachnoidalblutung; ICB=intrazerebrale Blutung)

Tabelle 12: Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD) der TGF-R1-Werte im Liquor
cerebrospinalis  fir  die  beiden Hauptdiagnosen (SAB=Subarachnoidalblutung;
ICB=intrazerebrale Blutung)

Tagl | Tag2 | Tag3 | Tag4 | Tag5 | Tag6 | Tag7 | Tag8 | Tag 9 | Tagl0

SABS | MW 11711 111468.9|1223.8] 919.1 [1123.1|1096.9| 8603 | 9872 | 9196 | 9443
SD 11318,2|1199.6 |1017,8| 622,5 | 1013.9| 866,9 | 605.0 | 718.3 | 757.4 | 8211

ICBS | MW 4103.5|3076.6 | 3134,5 | 1545,6 | 1824,8 | 1524,8 | 1238,8 | 1053,3 | 1042.2| 7805
SD 1 4442,7|2676,0 | 2988,9 | 1645,0 | 2327.1 | 1381,4 | 1216,5| 797.2 | 911.2 | 8665
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Das Verhalten der TGF-31-Konzentrationen in den Hirnwasserproben ist auch hier
nicht signifikant (p=0,437) abhéngig von der Shuntpflichtigkeit als dritten Faktor der
Varianzanalyse, obgleich der Trend zu erkennen ist, dass die MW der
shuntpflichtigen Patienten niedriger sind als die der nicht shuntpflichtigen. Rein
deskriptiv zeigt sich bei den shuntpflichtigen SAB-Patienten ein wannenférmiger
Verlauf. Bei den nicht shuntpflichtigen Patienten dieser Diagnose ist dagegen ein
entgegengerichteter gipfelartiger Verlauf wéahrend der Tage vier bis acht zu
erkennen. Dieses rein deskriptive Ergebnis ist mit der statistischen Analyse nicht zu
belegen. Bei den TGF-31-Konzentrationen im Liquor der ICB-Patienten lasst sich
ebenfalls keine signifikante Abhangigkeit bezuglich der Shuntpflichtigkeit erkennen.
Tendenziell lassen sich jedoch durchweg héhere Konzentrationen bei den Patienten
ohne Hydrozephalusentwicklung darstellen (siehe Abb. 23). In der durchgefiihrten
MANOVA liegen zwischen der Shuntpflichtigkeit und der Zeit keine signifikanten
Wechselwirkungen (p=0,897) vor. Des Weiteren konnten keine signifikanten
Interaktionen (p=0,247) zwischen der Hauptdiagnose und Shuntpflichtigkeit

nachgewiesen werden.
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3.2.3 TGF-32 im Blut

Die nachstehenden Abbildungen zeigen die ermittelten TGF-R2-Konzentrationen
(gemessen in pg/ml) beider Hauptdiagnosen aus den Plasmaproben Uber den
Beobachtungszeitraum von zehn Tag abhangig von der Shuntpflichtigkeit. Es folgt

Tabelle 13 mit den jeweiligen Mittelwerten und Standardabweichungen.
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350

300

250

200

—&— nicht shuntpflichtig SABs
- - 4 - -shuntpflichtigSABs

150

TGF-32 [pg/ml]

100

50

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Messtage

Abbildung 26: Verhalten von TGF-R2 im Blut der SAB-Patienten an den zehn Messzeitpunkten
abhangig von der Shuntpflichtigkeit (SAB=Subarachnoidalblutung).
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Abbildung 27: Verhalten von TGF-32 im Blut der ICB-Patienten an den zehn Messzeitpunkten

abhangig von der Shuntpflichtigkeit (SAB=Subarachnoidalblutung).

Tabelle 13: Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD) der TGF-R2-Werte im Blut fur die vier

Patientengruppen

(SAB=Subarachnoidalblutung; ICB=intrazerebrale Blutung; O=nicht

shuntpflichtig; 1=shuntpflichtig)

Tagl | Tag2 | Tag3 | Tag4 | Tag5 | Tag6 | Tag7 | Tag 8 | Tag 9 | Tagl0

SABO | MW | 5387 | 232,2 | 2202 | 2342 | 240,2 | 249,8 | 241,0 | 238,2 | 2358 | 234,343
SD | 440 | 329 | 342 | 360 | 413 | 652 | 691 | 708 | 602 | 51,513
SABL I MW 5301 | 221,3 | 221,6 | 2297 | 201,7 | 221,8 | 234,4 | 2330 | 232,7 | 2214
SD | 267 | 305 | 214 | 243 | 490 | 350 | 360 | 245 | 31,7 | 423

ICBO | MW 551 1 | 241,1 | 2459 | 234,6 | 238,1 | 2415 | 256,9 | 2478 | 2453 | 2265
SD | 368 | 434 | 347 | 287 | 355 | 344 | 403 | 200 | 515 | 262

ICBL | MW 5504 | 230,9 | 2482 | 238,7 | 258,4 | 231,2 | 240,9 | 253.4 | 206,3 | 2318
SD | 151 | 146 | 257 | 245 | 69,4 | 231 | 236 | 400 | 261 | 309
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Wie man bereits aus den oben angefiuihrten Abbildung ersehen kann, sind bei der
Varianzanalyse keine signifikanten Effekte der drei Faktoren auf das Verhalten des
TGF-R2 im Plasma zu erkennen (pzit=0,338; Ppoiagnose=0,345; Pshuni=0,550).

Auch unter den drei Faktoren sind keine signifikanten Interaktionen zu erheben

(pZeit*Diagnose:Oa764; Pzeit-shunt=0,894; pDiagnose*Shunt:01673; pZeit*Diagnose*Shunt:Oa765)-

3.2.4 TGF-R2im Liquor cerebrospinalis

In den nachfolgenden Abbildungen 27 und 28 sind die Verlaufe der
Liguorkonzentration von TGF-32 (gemessen in pg/ml) fir die beiden Hauptdiagnosen
abhéngig von der Shuntpflichtigkeit der Patienten aufgetragen. Die nachfolgende
Tabelle fuhrt die dazugehdrigen Mittelwerte und Standardabweichungen auf.
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Abbildung 28: Verhalten vom TGF-32 im Liquor cerebrospinalis der SAB-Patienten an den zehn
Messzeitpunkten abhangig von der Shuntpflichtigkeit (SAB=Subarachnoidalblutung)
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Abbildung 29: Verhalten von TGF-B2 im Liquor cerebrospinalis der ICB-Patienten an den zehn

Messzeitpunkten abhangig von der Shuntpflichtigkeit (ICB=intrazerebrale Blutung)

Tabelle 14: Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD) der TGF-R2-Werte im Liquor
(SAB=Subarachnoidalblutung;
ICB=intrazerebrale Blutung, O=nicht shuntpflichtig, 1=shuntpflichtig)

cerebrospinalis

fr

die

vier

Patientengruppen

Tagl | Tag2 | Tag3 | Tag4 | Tag5 | Tag6 | Tag7 | Tag8 | Tag 9 | Tagl0

SABO I MW 5640 | 281,7 | 271,5 | 297,2 | 321,6 | 325,8 | 312,2 | 305,7 | 277,4 | 2786
SD | 438 | 46,9 | 392 | 638 | 1079 | 90,2 | 802 | 733 | 710 | 66,7
SABL I MW 5580 | 278,0 | 290,9 | 300,5 | 310,6 | 311,4 | 315,8 | 306,6 | 296,4 | 2955
SD | 436 | 458 | 36,6 | 40,4 | 46,1 | 525 | 614 | 51,5 | 5655 | 642

ICBO | MW 628 | 281,3 | 319,0 | 327,5 | 334,2 | 3453 | 343,8 | 3559 | 335,4 | 2994
SD | 432 | 492 | 885 | 1111 | 1005 | 121,7 | 69,0 | 86,7 | 1044 | 740

ICBL | MW 5432 | 280,5 | 287,9 | 304,9 | 312,1 | 336,3 | 336,6 | 312,2 | 303,9 | 290,7
SD | 389 | 491 | 57,7 | 580 | 496 | 579 | 597 | 52,2 | 69,0 | 729
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Aus den oben dargestellten Abbildungen lasst sich der Zeiteffekt auf die erhobenen
TGF-32-Konzentrationen im Liquor cerebrospinalis fur alle vier Patientengruppen
erkennen. Das Verhalten des TGF-[32 der SAB- und der ICB-Patienten ist vom Faktor
Zeit signifikant (p<0,001) abh&bgig. Dabei ist ein parabelférmiger Zeitverlauf der
TGF-R2-Werte zu erkennen mit einem zunéchst aufsteigendem Kurvenanteil vom
ersten bis zum funften/sechsten Tag, einem Wendepunkt um den sechsten/siebten
Tag und einem anschlieend abfallenden Kurvenverlauf bis zum zehnten Messtag.
Die einzelnen Graphen der vier Gruppen unterscheiden sich jedoch nicht wesentlich.
Die Hauptdiagnose nimmt mit p=0,374 keinen signifikanten Einfluss auf die TGF-[32-
Messwerte des Patientenkollektivs. Ebenso verhalt es sich mit der Shuntpflichtigkeit
bei einer Signifikanz von p=0,632. Untereinander sind bei der Varianzanalyse keine
signifikanten Interaktionen zu erkennen (Pzeirpiagnose=0,648;  Pzeitshunt=0,986;

pDiagnose*Shunt:O,523; pZeit*Diagnose*Shunt:Q891)-
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3.3 Ergebnisse des Albumins

Im kommenden Abschnitt sind die Messdaten des Albumins in den Liguorproben
jeweils fur die vier verschiedenen Patientengruppen im Vergleich dargestellt. Um
signifikante Unterschiede zu erheben, wurden die Daten mit Hilfe einer drei
faktoriellen Varianzanalyse mit Messwiederholung (three way MANOVA with
repeated measures) statistisch ausgewertet. Dabei wurden auch hier die Faktoren
Zeit, Diagnose und Shuntpflichtigkeit Gberpruft.

In den folgenden Abbildungen sind die Messwerte fur das vorhandene Albumin im
Liquor cerebrospinalis Uber den Zeitraum der ersten zehn Tage nach einer
intrakraniellen Blutung fir die 2zwei Hauptdiagnosen abhangig von der
Shuntpflichtigkeit dargestellt. Tabbele 15 fuhrt die dazugehoérigen Mittelwerte und
Standardabweichungen auf.
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Abbildung 30: Verhalten der Albuminmittelwerte im Liquor cerebrospinalis der SAB-Patienten an den

zehn Messzeitpunkten abhangig von der Shuntpflichtigkeit (SAB=Subarachnoidalblutung)
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Abbildung 31: Verhalten der Albuminmittelwerte im Liquor cerebrospinalis der ICB-Patienten an den

zehn Messzeitpunkten abhangig von der Shuntpflichtigkeit (ICB=intrazerebrale Blutung)

Tabelle 15: Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD) der Albuminwerte im Liquor
(SAB=Subarachnoidalblutung;
ICB=intracerebrale Blutung; O=nicht shuntpflichtig; 1=shuntpflichtig)

cerebrospinalis

far

die

vier

Patientengruppen

Tagl | Tag2 | Tag3 | Tag4 | Tag5 | Tag6 | Tag7 | Tag 8 | Tag 9 | Tagl0

SABO | MW 111530 502,6 | 442,8 | 272,4 | 286,6 | 2402 | 227,1 | 204,5 | 166,9 | 1635
SD | 537, | 5959 | 439,7 | 2130 | 131,8 | 137,0 | 137,4 | 105,6 | 832 | 865

SABL | MW | ges 5 | 5228 | 418,9 | 264,9 | 359,3 | 3742 | 314,3 | 257,3 | 280,7 | 260,1
SD | 3745 | 341,6 | 2070 | 146,4 | 20555 | 201,0 | 146,4 | 1240 | 1851 | 1383

ICBO | MW | 3184.6|1873,0|1291,7| 983,9 | 858,3 | 595,5 | 414,7 | 4250 | 286,7 | 2185
SD | 2720.4|1551,5| 749,6 | 625,0 | 608,6 | 420,8 | 254,9 | 2418 | 1440 | 953

ICBL | MW 36035 | 1408,8 | 1084,2 | 454,3 | 370,9 | 2953 | 365,2 | 2185 | 263,5 | 167,0
SD | 4508,6 | 1326,3|1536,0| 611,6 | 4342 | 3493 | 4258 | 187,2 | 253,0 | 1538
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Bei den Albuminkonzentrationen aus den Hirnwasserproben zeigt sich das Verhalten
der Messwerte sowohl bei den SAB- als auch bei den ICB-Patienten hochsignifikant
(p<0,001) abhangig von der Zeit als Faktor der Varianzanalyse. Dabei lasst sich
anhand der Abbildungen 29 und 30 ein stetig abnehmender zeitlicher Verlauf der
Albuminmittelwerte erkennen. Des Weiteren zeigen sich in dieser Messreihe die
Albuminkonzentrationen der beobachteten Patienten, wie bei den TGF-R1-Werten im
Liguor cerebrospinalis, von der Hauptdiagnose abhéangig (p<0,001). Insbesondere
die Messungen der ersten funf Messtage unterscheiden sich dabei in ihren
gemittelten Konzentrationen. Am ersten Messzeitpunkt liegt die gemittelte
Albuminkonzentration im Liquor bei Patienten mit einer ICB bei 3532,1 mg/ml (n=15;
MWmgm=3532,1; SDmgm=3391,0), wohingegen sie bei den SAB-Patienten lediglich
bei 945,2 mg/ml (n=27; MWgmi=945,2; SDmngmi=1178,0) liegt und somit nur fast ein
Viertel betragt. Im weiteren Verlauf gleichen sie sich jedoch an, wobei die Werte der
ICB-Patienten am sechsten Tag bei 4754 mg/ml (n=15; MWngm=475,4;
SDmgm=409,8) und die der SAB-Patienten bei 299,8 mg/ml (n=27; MW ,gmi=299,8;
SDmgmi=178,3) liegen.

Zwischen Zeit und Diagnose ist wie bei den TGF-R1-Werten der Liguorproben eine
signifikante Interaktion (p=0,000) zu erkennen. In diesem Fall hei3t das, dass der
zeitliche Verlauf der MW der Patienten mit einer ICB negativ steiler ist als der
Patienten vom subarachnoidalem Blutungstyp. Zur besseren graphischen
Darstellung wurden auch diese Messwerte des Albumins zu den verschiedenen
Messzeitpunkten fir die beiden Hauptdiagnosen arithmetisch gemittelt, eine
Regressionsgerade erstellt und in der folgenden Abbildung dargestellt. Die
Regressionsgerade der Ventrikelblutungen hat dabei mit —274 eine starker negative
Steigung, als die der SABs mit nur —58,8. Tabelle 16 ergéanzt die Mittelwerte und

Standardabweichungen.



Ergebnisse 72

Albumin im Liquor cerebrospinalis
(Hauptdiagnosen)
4000
3500
3000
‘€ 2500 -
oy : alle SABs
E 2000 >N | alle ICBs
£ 1500 \ y=-273,98x+2440,1 Linear (alle ICBs)
g \R2:0,6576 Linear (alle SABs)
Q \\
=1
< 1000 ‘
500 . y=-58,874x+698,19
______ R=0,6612
0 T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9\10
-500
Messtage

Abbildung 32: Verhalten der Albuminwerte im Liquor cerebrospinalis der beiden Hauptdiagnosen an
den zehn Messzeitpunkten mit der dazugehdrigen Regressionsgeraden
(SAB=Subarachnoidalblutung; ICB=intrazerebrale Blutung); zZu der jeweiligen

Regressionsgerade ist die Gleichung und der Regressionskoeffizient R* aufgetragen

Tabelle 16: Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD) der Albuminwerte im Liquor
cerebrospinalis  fir  die  beiden Hauptdiagnosen (SAB=Subarachnoidalblutung;
ICB=intrazerebrale Blutung)

Tagl [Tag?2 |[Tag3 |Tag4 |[Tag5 [(Tag6 |Tag7 (Tag8 |Tag 9 |TaglO
SABs MW | 945 5| s61,6| 432,2| 269.1| 3189 200.8| 2658| 2280| 217.5| 2064
SD 111780 491,7| 376,3| 1831 169,.1| 178:3| 1456 1105| 1468 1205
ICBs |MW | 3532,1| 1687,3|1208,7| 772,1| 663,3| 4754| 3949 343,0| 277.4| 197,9
SD 1 3391,0|1435,0| 1083,9| 654,9| 583,1| 409,8| 3202| 2387 1867 1197
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Das Verhalten der Albuminmittelwerte aus den Hirnwasserproben zeigt keine
Abhangigkeit von der Shuntpflichtigkeit als dritten und letzten Faktor der erhobenen
Varianzanalyse (p=0,4449), obgleich man feststellen muss, dass an den ersten
Messtagen bei den nicht shuntpflichtigen Patienten ein leicht steilerer Verlauf als bei
den shuntpflichtigen Patienten zu erkennen ist. Aus der erhobenen Analyse l&sst sich
zwischen der Shuntpflichtigkeit und der Zeit ebenfalls keine signifikante
Wechselwirkung (p=0,991) erkennen. Weiterhin konnten weder zwischen
Hauptdiagnose und Shuntpflichtigkeit (p=0,448) noch zwischen allen drei Faktoren

(p=0,915) signifikante Interaktionen nachgewiesen werden.
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3.4 Korrelationen

Um eventuell vorhandene Korrelationen zwischen den Zytokinen TGF-R1, TGF-R2
und dem Albumin aufzudecken, wurden zu drei verschiedenen Zeitpunkten (1., 5.
und 10.
Berechnung erfolgte hierbei mit Hilfe der Methode nach Spearman-Rho.

posthamorrhagischer Tag) Korrelationsanalysen durchgefiihrt. Die

Die nachfolgende Tabelle enthalt alle signifikanten Korrelationen an den drei

beobachteten Zeitpunkten.

Tabelle 17: Signifikante Korrelationen der Messparameter an drei Zeitpunkten (CSF=Liquor

cerebrospinalis)

1. Beobachtungs- 2. Beobachtungs- Mess- Korrelations- Signifikanz
parameter Parameter Zeitpunkt koeffizient
TGF-R1 im CSF TGF-R1 im Plasma 1. Tag 333 * ,031
TGF-R1im CSF Albumin im CSF 1. Tag ,647 ** ,000
Albumin im CSF TGF-R2 im Plasma 1. Tag ,365 * ,017
TGF-R1im CSF TGF-R2 im CSF 5. Tag 372 * ,015
TGF-R2 im CSF TGF-R2 im Plasma 5. Tag 442 ** ,003
Albumin im CSF TGF-R1im CSF 5. Tag ,518 ** ,000
TGF-B1im CSF TGF-R1 im Plasma 10. Tag ,367 * ,017
TGF-R1 im Plasma TGF-R2 im CSF 10. Tag -, 424 ** ,005
TGF-R2 im CSF TGF-R2 im Plasma 10. Tag ,525 ** ,000
Albumin im CSF TGF-B1im CSF 10.Tag ,526 ** ,000

*Korrelation auf dem 0,05-Niveau signifikant (zweiseitig)

**Korrelation auf dem 0,01-Niveau signifikant (zweiseitig)

Die Korrelation zwischen den TGF-B1- und Albuminkonzentrationen in den
Liguorproben sind hervorzuheben, da diese sich mit einer dreimaligen Korrelation auf
dem Signifikanzniveau 0,01 zeigen.

Um diese Korrelation besser zu verdeutlichen, sind die TGF-31- und Albuminwerte
eines jeweiligen Messtages fir die beiden Hauptdiagnosen arithmetisch gemittelt und

in der folgenden Abbildung gegen die Zeit aufgetragen.
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TGF-31 und Albumin im Liquor cerebrospinalis
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Abbildung 33: Verhalten der TGF-1- und Albuminmittelwerte der SAB- und ICB-Patienten im Liquor
cerebrospinalis an den Messzeitpunkten (SAB=Subarachnoidalblutung; ICB=intrazerebrale
Blutung)

Tabelle 18: Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD) der gemessen TGF-R1- und
Albuminwerte im Liquor cerebrospinalis fiir die zwei Hauptdiagnosen (ALB=Albumin;

SAB=Subarachnoidalblutung; ICB=intrazerebrale Blutung)

Tagl | Tag2 | Tag3 | Tag4 | Tag5 | Tag6 | Tag7 | Tag 8 | Tag 9 | Tagl0

TGF-BLI MW 1711 1|1468,9|1223,8|919,1 |1123,1]1006,9|860,3 |987,2 |919,6 |944,3
SAB | SD | 13185 1190,6|1017,8| 6225 |1013,9|866,9 |6050 |7183 |757.4 |821.1

TGR-BLI MW | 4103 5|3076,6 | 3134,5 | 1545,6 | 1824,8 | 1524,8 | 1238,8 | 1053,3 | 1042,2 | 780,5
ICB | SD | 14427 | 2676,0 | 2988.9 | 1645,0 | 23271 | 1381,4 | 1216,5 | 797.2 |911,2 |866.5

ALB MWl gs55 |561,6 |432,2 |269,1 |318,9 [209,8 |265,8 |228,0 |217,5 |206,4

SAB | SD 111780|401,7 |3763 |183.1 1691 |1783 |1456 |1105 |1468 |120,5

ALB | MW 3525 1|1687,3| 1208,7 | 772,14 |663,3 |475.4 |394,9 |3430 |277.4 |197,9

ICB | SD |3390.9[1435,0 10839 | 654,9 |583.1 |409.8 |3202 |2387 |1867 |1197
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4 Diskussion

4.1 Grundeigenschaften des Patientenkollektivs

In dieser Studie haben 42,9% der untersuchten Patienten einen shuntpflichtigen HZ
entwickelt. Dieser Anteil an Hirnblutungspatienten mit einem chronischen HZ nach
einer intrakraniellen Blutung liegt im oberen Bereich der bisherigen Literaturangaben.
Insgesamt zeigt sich die Inzidenz des posthamorrhagischen shuntpflichtigen HZ z.B.
nach einer SAB bei den verschiedenen Autoren abh&ngig vom Studiendesign stark
schwankend und bewegt sich zwischen 3% und 45% (Auer LM et al., 1990; Graff-
Radford NR et al., 1989; Kolluri VR et al., 1984; Lin CL et al., 1999; Ljunggren B et
al., 1983; Ohwaki K et al., 2004; Pietila TA et al.,, 1995; Ropper AH et al., 1984;
Widenka DC et al.,, 2000; Yamamoto | et al.,, 1983). Der hier beobachtete
vergleichsweise hohe Anteil an shuntpflichtigen Patienten von tber 40% kann durch
verschiedene Merkmale des Kollektivs beeinflusst sein, die nach Literaturangaben
als Pradiktoren fur die Entwicklung eines chronischen HZ zu werten sind. Zu diesen
Merkmalen zahlen z.B. der bei einem Grol3teil der Patienten vorhandene
Ventrikeleinbruch der Blutung, der akute HZ oder die Tatsachen, dass lediglich
Patienten in die Studie aufgenommen wurden, die nicht vor Eintreffen in das
Krankenhaus verstorben sind und bei Aufnahme eine kritische klinischen Einstufung
aufweisten (hoher Grad nach Hunt und Hess oder WFENS-Score bei Aufnahme) und
somit Intensivmedizinische Therapie benétigten (Brisman J et al., 2004; Dorai Z et
al., 2003; Graff-Radford NR et al., 1989; Jartti P et al., 2004; Juvela S et al., 1995;
Mehta V et al., 1996; Vale FL et al., 1997; Verweij FH et al., 1994; Yoshioka H et al.,
2000). Somit kann es bei der Zusammensetzung des hier betrachteten
Patientenkollektivs zu einer Negativauslese gekommen sein, bei der SAB- oder ICB-
Patienten nicht in das Kollektiv aufgenommen wurden.

Patienten mit einer shuntpflichtigen Hydrozephalusentwicklung sind mit einem
mittleren Alter von 62,4 Jahren um fast zehn Jahre signifikant (p<0,01) alter als jene,
die keinen HZ entwickelten. Altere SAB- oder ICB-Patienten entwickeln nach den
Ergebnissen dieser Studie somit mit hoherer Wahrscheinlichkeit einen
posthamorrhagischen HZ. Das entspricht den Angaben der Literatur, in der ein

fortgeschrittenes Lebensalter als positiver Hydrozephaluspradiktor beschrieben ist
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(Brisman J et al., 2004; Dorai Z et al., 2003; Graff-Radford NR et al., 1989; Gruber A
et al., 1999; Lin CL et al., 1999; Sheehan J et al., 1999; Vale FL et al., 1997; Verweij
FH et al., 1994; Yoshioka H et al., 2000). Die Patienten mit einer SAB sind bei einem
Durchschnittsalter von 52,2 Jahren im Mittel um mehr als zehn Jahre signifikant
(p<0,01) junger als ICB-Patienten bei einem Durchschnittsalter von 65,9 Jahren.
Auch dieser diagnoseabhéngige Alterunterschied ist in der Literatur wiederzufinden
(Greenberg MS, Sixth Edition, 2006, Thieme; Mosskopp D, Wassmann H, 2. Auflage,
2005, Schattauer).

Unter den weiblichen Studienteilnehmern entwickelten 44,4% einen shuntpflichtigen
posthamorrhagischen HZ. Bei den Mannern liegt der Wert bei 40%, im gesamten
Patientenkollektiv bei 42.9%. Somit zeigt sich in dieser Studie diesbezlglich ein
Trend zugunsten der Frauen, das Geschlecht kann jedoch nicht signifikant als
Risikofaktor bei der posthdmorrhagische Hydrozephalusentwicklung gewertet
werden. Andere Forschungsgruppen hingegen konnten das weibliche Geschlecht bei
der nichttraumatischen SAB als positiven Pradiktor fur die Entwicklung eines
chronischen HZ darstellen (Brisman J et al., 2004; Dorai Z et al., 2003; Graff-Radford
NR et al., 1989; Gruber A et al., 1999; Lin CL et al., 1999; Naff NJ et al., 1999; Vale
FL et al., 1997; Verweij FH et al., 1994; Yoshioka H et al., 2000).

Die Hauptdiagnose nimmt unter Bertcksichtigung des gesamten Patientenkollektivs
nicht signifikant Einfluss auf die Entwicklung eines dauerhatft therapiebedurftigen HZ.
Insgesamt haben 42,9% der Patienten ein Shuntsystem implantiert bekommen.
Dabei haben bei den SAB-Patienten ca. 44% und bei den ICB-Patienten 40% einen
chronischen HZ entwickelt. Vergleicht man jedoch das SAB- und ICB-Kollektiv der
Patienten, die zum Blutungsereignis 60 Jahre oder alter waren (260 Jahre), zeigt
sich, dass SAB-Patienten signifikant (p<0,05) h&aufiger ein Shuntsystem bendtigten
als das entsprechende ICB-Kollektiv. Dabei muf3 jedoch berticksichtigt werden, dass
Patienten mit einem shuntpflichtigen Hydrozephalus signifikant alter (p<0,05) sind als
die ohne und die ICB-Patienten signifikant alter sind als die SAB-Patienten (p<0,01).
Trotzdessen zeigt sich, dass in bei Patienten mit einem fortgeschrittenen Lebensalter
(=60 Jahre) der subarachnoidale Blutungstyp im Vergleich zur ICB als Risiko fur die

Entwicklung eines chronischen HZ zu werten ist.
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4.2 TGF-R1 und Albumin

4.2.1 TGF-B1im Blut

Bei den bestimmten TGF-R1-Werten aus den Plasmaproben ist ein hochsignifikant
ansteigender Verlauf der Messwerte in allen vier beobachteten Gruppen zu erkennen
(siehe Abb. 20 und 21 aus 3.2.1). Ursachlich fiur diesen ansteigenden Verlauf der
Werte aus den Plasmaproben nach einer SAB oder ICB stehen die im Rahmen der
Akutsituation und ihrer folgenden Komplikationen freigesetzten Zytokine in die
Blutbahn.

Im Gegensatz dazu zeigen die TGF-R1-Konzentrationen im Liquor cerebrospinalis
einen in allen Gruppen abfallenden Verlauf. Da es in den ersten zehn Messtagen
nicht zu einem sekundaren Konzentrationsanstieg des TGF-R1 im Liquor kommt, ist
trotz der anzunehmenden Schéadigung der Blut-Hirn-Schranke nicht von einer
relevanten Passage des Zytokins aus der Peripherie in das Liquorsystem
auszugehen. Andere Arbeitsgruppen wie z.B. Kastin AJ (2003) beschreiben
diesbeziglich, dass TGF-R31 bei intakter Blut-Hirn-Schranke nicht von der Peripherie
in das Liquorsystem transfundiert, es jedoch im Rahmen einer
Hirngewebstraumatisierung eine defekte Blut-Hirn-Schranke passieren kann. Erhohte
intrathekale TGF-[3-Spiegel sollen sogar mit einer Dysfunktion der Blut-Hirn-Schranke
einhergehen und somit eine bessere Passage aus der Blutbahn in das Liquorsystem
fur TGF-R1-Molekile bewirken (Csuka E et al., 1999; Morganti-Kossmann MC et al.,
1999). Demgegeniber beschreiben Takata F et al., dass die Hemmung der TGF-[3-
Produktion zu einer Cyclosporin-A induzierten Dysfunktion der Blut-Hirn-Schranke
fuhrt.

Das Verhalten der TGF-R31-Konzentrationen der Plasmaproben zeigt sich von den
beiden anderen betrachteten Faktoren der durchgefihrten multifaktoriellen
Varianzanalyse, Hauptdiagnose und Shuntpflichtigkeit, nicht signifikant abhangig.
Somit scheint in dieser Studie das im Plasma gemessene TGF-B1 keine
entscheidende Rolle bei der Entstehung eines posthamorrhagischen HZ zu spielen
und ist als Pradiktor diesbeziglich nicht einsetzbar.
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4.2.2 TGF-B1 und Albumin im Liquor cerebrospinalis

Die TGF-R1-Messwerte aus den Liquorproben zeigen in allen vier Gruppen einen zu
den Werten im Blut gegensatzlichen und somit abfallenden Verlauf (siehe Abb. 22
und 23 aus 3.2.2). Bei den ICBs liegen die Konzentartionen initial deutlich hoher als
bei den SABs. Dadurch kommt es zu den signifikant (p<0,05) unterschiedlichen
Verlaufen (siehe Abb. 24 aus 3.2.2). Bei beiden Patientengruppen stellt sich jedoch
im Laufe der ersten zehn Tage nach einer intrakraniellen Blutung ein
Auswaschungseffekt ein, so dass die Konzentrationen gegen Ende des
Untersuchungszeitraums kaum noch differieren. Dabei scheint, wie im
vorangegangenen Abschnitt erklart, trotz der anzunehmenden Schadigung der Blut-
Hirn-Schranke keine relevante Passage des Zytokins aus der Peripherie in das
Liguorsystem auszugehen.

Bei den Albuminkonzentrationen im Liguor cerebrospinalis zeigen sich ebenfalls
deutlich abnehmende und von der Hauptdiagnose abhangige Verlaufe (siehe Abb.
31 aus 3.3). Da das im Hirnwasser bestimmte Albumin als reprasentativer Wert fur
die im Ventrikelsystem vorhandene Blutmenge fungiert (Daniel M et al., 1997; Flood
C et al.,, 2001; Wahl SM et al., 1991), kann man ruckschlieen, dass sich bei den
ICBs am ersten Messtag deutlich mehr Blut im Liquorsystem befindet als bei den
Patienten mit einer SAB. Im Laufe des Entnahmezeitraums gleichen sich die
Albuminkonzentrationen der ICB- und SAB-Patienten an und differieren zuletzt kaum
noch. Bei den beschriebenen Verlaufen des TGF-R1 und Albumins im Liquor
cerebrospinalis kann man deutliche Parallelen erkennen (siehe Abb. 32 aus 3.4). Aus
diesen Ergebnissen folgern wir, genau wie Flood et al. (2001), Daniel et al. (1997),
Kitazawa et al. (1994) u.a., dass das im Hirnwasser gemessene und in den ersten
Messtagen sehr hohe TGF-B1 aus den Blutplattchen der im Liquorsystem
befindlichen Blutmenge stammt.

Im Gegensatz zu anderen Forschungsgruppen ist in den Ergebnissen dieser Studie
kein weiterer signifikanter Anstieg der TGF-31-Konzentrationen im Verlauf zu
erkennen. Flood et al. (2001) konnten z.B. bei Blutungspatienten mit nachfolgender
Shuntpflichtigkeit einen biphasischen TGF-R1-Verlauf mit einem zweiten
Konzentrationsanstieg an den Tagen neun bis zehn nach einer SAB darstellen. Aus
diesen Ergebnissen und der Tatsache, dass die von ihnen gemessenen

Albuminwerte keinen zweiten Konzentrationsanstieg zeigten, folgerten sie, dass der
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zweite TGF-B1-Peak endogenen Ursprungs ist und aus den Zellen des Plexus
choroideus und der Meningen stammt. Zu ahnlichen Ergebnissen bzgl. eines
biphasichen TGF-R1-Verlaufs nach abgelaufener einmaliger SAB kamen bereits
Daniel et al. (1997) und Kitazawa et al. (1994), bei denen sich jedoch erst an den
Tagen 12 bis 14 ein zweiter albuminunabhangiger Konzentrationsanstieg erkennen
lieR3.

Aufgrunddessen, dass in unseren Studienergebnissen weder bei den gemessenen
TGF-R1-Konzentrationen, noch bei den Albuminkonzentrationen ein zweiter Anstieg
zu erkennen ist, folgern wir, dass die im Hirnwasser vorhandene TGF-31-Menge
hauptsachlich aus den korpuskuldren Blutbestandteilen stammt wund die
Konzentration an TGF-31 abhangig von der tatsachlich vorhandenen Blutmenge im
Liguorsystem ist. Da sich bei Patienten mit einer ICB in der Frihphase mehr Blut im
Ventrikelsystem befindet, sind ihre TGF-31-Konzentrationen zu Beginn hoher als bei
den SAB-Patienten. Eine vom Albumin unabhangige einflussnehmende
Konzentrationssteigerung des TGF-B1 aus den Zellen des ZNS kann aus den
Ergebnissen dieser Studie zumindest in den beobachteten ersten zehn Tagen nach
einer SAB oder ICB nicht dargestellt werden. Eine sekundarer TGF-31-
Konzentrationsanstieg nach dem zehnten Tag, wie durch Kitazawa et al. (1994) und
andere Forschungsgruppen beschrieben, kann aufgrund des
Untersuchungszeitraums hier nicht analysiert werden.

Das Verhalten des TGF-B1 aus den Hirnwasserproben stellt sich in unseren
Messreihen nicht signifikant abhangig von der Shuntpflichtigkeit als Faktor der
durchgefiihrten Varianzanalyse dar. Ursachlich hierfir kdnnte die Tatasache sein,
dass die vorab beschriebenen Funktionen des Zytokins in vivo posthdmorrhagisch
keine wesentliche Rolle in der Entstehung von Liquorzirkulations- oder
Abflussstorungen und der Entwicklung eines chronischen und somit shuntpflichtigen
HZ spielen. Ebensowenig wie das im Liquor cerebrospinalis bestimmte TGF-[31 zeigt
sich das gemessene Albumin signifikant abhangig von der
Hydrozephalusentwicklung.

Anhand der vorliegenden Ergebnisse lasst sich somit keine entscheidende Rolle des
TGF-B1 oder Albumins aus den Hirnwasserproben bei der posthamorrhagischen
Hydrozephalusentwicklung darstellen.
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4.3 TGF-32

Das TGF-R2 spielt im ZNS eine regulierende Rolle beim neuronalen und glialen
Zelliberleben und —untergang, der Zellmigration und der Zelldifferenzierung (Bottner
M et al., 2000; Flanders C et al., 1991). Stoll et al. (2004) zeigten, dass TGF-32 ein
wichtiges intrinsisches Zytokin des ZNS ist, das zuséatzlich eine wichtige Rolle in der
Regulierung von phagozytischen Vorgangen durch Mikrogliazellen und Makrophagen
bei Gewebsverletzungen spielt. Somit sollte das TGF-32 ahnlich dem TGF-31
bezuglich der Entstehung des posthdmorrhagischen HZ aufgrund seiner vielfaltigen
Zytokinfunktionen untersucht werden.

Das aus den Plasmaproben der einzelnen Gruppen gemessene TGF-[32 zeigt ein
diffuses und uneinheitliches Bild (siehe Abb. 23 aus 3.2.3). Bei der Varianzanalyse
lassen sich keine signifikanten Effekte oder Trends der drei Faktoren auf die
gemessenen Konzentrationen des TGF-32 nachweisen.

Der Zeiteffekt auf die erhobenen TGF-32-Konzentrationen im Liquor cerebrospinalis
nimmt mit einer Signifikanz von p<0,001 Einfluss auf den Verlauf der Messwerte. Es
ist ein parabelférmiger Zeitverlauf der TGF-32-Konzentrationen in allen vier Gruppen
der Studie zu erkennen (siehe Abb. 24 aus 3.2.4). Dabei unterscheiden sich die
einzelnen Graphen der vier Gruppen nicht wesentlich. Somit scheint das TGF-R32 im
ZNS nach einer SAB oder ICB trotz der zahlreichen beschriebenen Funktionen bei
der Entstehung des posthdmorrhagischen Hydrozephalus keine wesentliche Rolle zu
spielen und kann somit nicht als HZ-Pradiktor herangezogen werden.

Des Weiteren lassen sich zwischen den TGF-[32-Konzentrationen der Liquorproben
und den gemessenen Albuminspiegeln in ihrem Verhalten keine Parallelititen
darstellen. Folglich stammt das im Liquorsystem nachweisbare TGF-32 nicht aus der
vorhandenen Blutmenge und ihren korpuskuldaren Bestandteilen. Die spateren
Anstiege der Zytokinverlaufe in den vier Gruppen um die Tage drei bis sechs sind
dabei am ehesten durch eine posttraumatische TGF-32-Sekretion von Nervenzellen,
Astrogliazellen und anderen Zellen des Hirngewebes zu begriinden und stellen somit

eine Reaktion auf die generalisierte Traumatisierung dar.
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4.4 Schlussfolgerungen

AbschlieBend lasst sich zusammenfassen, dass sich in unseren Versuchsserien
weder das aus dem Blut oder Liquor cerbrospinalis bestimmte TGF-R1 noch das
TGF-R32 als Pradiktor fur die Entstehung des posthamorrhagischen HZ eignet.

Man kann jedoch aus den Ergebnissen schlussfolgern, dass das nach einer SAB
oder ICB im Hirnwasser vorhandene TGF-B1 an den ersten zehn Tagen
hauptsachlich von den intrathekal befindlichen korpuskularen Blutbestandteilen
freigesetzt wird und die Konzentration an TGF-31 im Liquor cerebrospinalis somit
abhéngig von der tatsachlich vorhandenen Blutmenge im Liquorsystem ist. Eine
Konzentrationssteigerung des TGF-31 aus Zellen des ZNS scheint zumindest in den
ersten zehn Tagen nach einer SAB oder ICB keine nachweisbare Rolle zu spielen.
Des Weiteren ist trotz der anzunehmenden Schadigung der Blut-Hirn-Schranke nicht
von einer relevanten Passage des TGF-31 auszugehen.

Im Gegensatz zum TGF-R1 scheint das TGF-32 im Hirnwasser nicht von den
korpuskularen Blutbestandteilen des Akutereignisses zu stammen, sondern als Folge
der neuronalen Traumatisierung im Zuge der Blutung Uber eine Sekretion von

zerebralem Gewebe gesteuert zu sein.
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5 Zusammenfassung

Der posthamorrhagische Hydrozephalus (HZ) ist eine ernstzunehmende
Komplikation intrakranieller Blutungen. Unabhangig von den bekannten Pradiktoren
eines chronischen HZ sind in den letzten beiden Jahrzehnten verschiedene Zytokine
in den Vordergrund getreten. Hierbei scheinen die beiden Isoformen TGF-31 und —
32 eine wesentliche Rolle einzunehmen. Hinsichtlich des im Liquor cerebrospinalis
nach einer intrakraniellen Blutung vorhandenen TGF-31 wird angenommen, dass es
einerseits durch die in das Liquorsystem ausgetretenen Blutmenge freigesetzt wird
und es andererseits durch die allgemeine Traumatisierung sowohl zu einer
Konzentrationssteigerung des Zytokins durch Freisetzung aus Makrophagen,
Astrozyten und anderen Zellen des ZNS kommt, als auch eine Sekretion des TGF-31
aus den Meningen und dem Plexus choroideus stattfindet. Die erh6hten TGF-31-
Werte im Liquorsystem kdnnen die Fibrogenese, die Narbenbildung und andere
gewebliche Umbauprozesse fordern, wodurch die Entwicklung eines chronischen
Hydrozephalus gefordertt wird. Das TGF-B2 nimmt eine regulierende Rolle im
neuronalen und glialen Zelliberleben und —untergang sowie bei der Zellmigration
und -differenzierung ein und kann somit ebenfalls die Entstehung eines
posthamorrhagischen Hydrozephalus beginstigen.

In der vorliegenden Arbeit wurden bei 42 intensivmedizinisch betreuten Patienten an
den ersten zehn Tagen nach einer Subarachnoidalblutung (SAB) oder
intrazerebralen Blutung (ICB) die Zytokine TGF-R1 und TGF-B2 in Liquor- und
Blutproben gemessen. Zuséatzlich wurde aus dem Liquor cerebrospinalis der
Albumingehalt bestimmt, welcher als Indikator fur die vorhandene Blutmenge im
Liguorsystem fungiert.

Zunehmendes Lebensalter scheint ein unabhangiger Risikofaktor fur die Entwicklung
eines chronischen HZ zu sein. Die Hauptdiagnose zeigte keinen Einfluss auf die
Schuntpflichtigkeit des gesamten Patientenkollektivs. Alterskorrigiert fihrte der
subarachnoidale Blutungstyp bei den alteren Blutungspatienten (260 Jahre) jedoch
signifikant haufiger zu einem chronischen HZ.

Bei der statistischen Analyse zeigten die im Blut gemessenen TGF-[31-Werte einen
deutlich aufsteigenden Verlauf, wohingegen die analogen Konzentrationen im

Hirnwasser einen abfallenden Verlauf aufweisen. Ein zu den TGF-R1-
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Konzentrationen im Liquor cerebrospinalis simultanes Verhalten I&sst sich bei den
Albuminkonzentrationen darstellen. Dementsprechend kann angenommen werden,
dass die an den ersten Tagen nach dem Blutungsereignis im Hirnwasser
gemessenen TGF-31-Konzentrationen aus der intrathekal vorhandenen Blutmenge
entstammen, vermutlich den Blutplattchen, in denen TGF-31 in grof3eren Mengen
gespeichert wird. Einen zweiten, durch endogene TGF-31-Sekretion hervorgerufenen
Konzentrationsanstieg im Verlauf des Blutungsereignisses, wie von einigen
Arbeitsgruppen beschrieben, konnte in dieser Studie nicht nachgewiesen werden.
Des Weiteren ist trotz der anzunehmenden Schadigung der Blut-Hirn-Schranke nicht
von einer relevanten Passage des TGF-B1 auszugehen. Die TGF-32-
Konzentrationen im Liquor zeigen bei beiden Blutungstypen einen von der
Shuntpflichtigkeit unabhéangigen parabelférmigen Verlauf mit einem Wendepunkt am
sechsten posthamorhagischen Tag. Urséachlich scheint hier die zellulare TGF-32-
Sekretion als Reaktion des Hirngewebes auf die generalisierte Traumatisierung.
Zusammenfassend ist jedoch nicht von einer entscheidenden Rolle der Isoformen
TGF-B1 und -R2 bei der Entwicklung des shuntpflichtigen posthamorrhagischen
Hydrozephalus auszugehen.
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6 Abstract

The posthemorrhagic hydrocephalus is a serious complication of intracranial
bleedings. Independent of known predictors for the development of a chronic
hydrocephalus different cytokines have drawn attention during the last two decades.
In this context the both isoforms TGF-R1 and —32 seem to play an essential role.
TGF-B1 might be released into posthemorrhagic cerebrospinal fluid (CSF) from
corpuscular blood components. Additionally, it was claimed that there is a cellular
up-regulation of the TGF-RB1 expression as well as a secretion of TGF-R1 by the
menings and the choroid plexus due to general traumatization. Raised TGF-R1 levels
in CSF mediate fibrogenesis, scar formation and other tissue remodeling processes,
which finally can result in a chronic hydrocephalus. TGF-32 is a regulator of neuronal
and glial cell survival and decline as well as cell migration and differentiation and
could therefore also result in the development of a posthemorrhagic hydrocephalus.
In this examination TGF-31 and TGF-R2 were measured in CSF as well as blood
specimens of n=42 |ICU-patients during the first ten days after a subarachnoid
hemorrhage (SAH) or an intracerebral hemorrhage (ICH). In addition, as an indicator
for the amount of blood in the liquor system, albumin was determined in the CSF.
Higher age may be an independent risk factor for the development of a shunt
dependent hydrocephalus. The main diagnosis itself had no influence on the shunt
dependency of the patients. After adjusting for age a SAH significantly more often
resulted in a chronic hydrocephalus when focusing on the older patients (=60 years).
The blood levels of TGF-RB1 showed a clear increase whereas the corresponding
liquor concentrations decreased. Albumin and TGF-1 concentrations in the CSF
displayed a similar course. Therefore it can be concluded that the early increasing
TGF-R1 concentrations in the CSF after traumatization may derive from blood, i.e.
from platelets, which are known to store TGF-31 in large amounts. In this study we
could not observe a second peak of TGF-31 in the CSF caused by an endogenous
secretion as it was described by other groups. Furthermore cytokines don’'t seem to
pass through the blood liquor barrier in relevant amounts. TGF-32 concentrations in
CSF after SAH and ICH show a parabolic course with a turning point at the sixth
posthemorrhagic day that is independent of the shunt dependency. This may be
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caused by a cellular secretion of TGF-32 due to a general reaction of the brain tissue
after traumatization.

In conclusion, our data do not confirm a crucial role of the two isoforms TGF-R1 and
TGF-R32 for the development of a chronic posthemorrhagic hydrocephalus.
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