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Zusammenfassung

Hintergrund: Fiir Patienten mit aneurysmatischer Subarachnoidalblutung (aSAB) stellen
Infektionen eine haufige und oft lebensbedrohliche Komplikation dar. Begiinstigend konnte
hierfiir die Existenz eines CNS-injury induzierten Immundefizienz-Syndroms (CIDS) sein,
das beim Stroke seit Jahren beforscht wird, aber bei aSAB erst kiirzlich beschrieben wurde.
Ziele dieser Arbeit sind: die Existenz eines CIDS zu priifen sowie Zusammenhédnge mit klini-

schen Eigenschaften, Verlaufskomplikationen und dem Outcome zu untersuchen.

Methoden: In einer prospektiven aSAB-Fallserie erfolgte ein 15tdgiges klinisches Monitoring
und Follow-up (Tag 180). Erfasst wurden der Schweregrad nach World Federation of Neuro-
surgical Societies (WENS), akute fokal-neurologische Defizite (AFND), delayed cerebral
ischemia (DCI) und Infektionen. An den Tagen 1, 3, 6, 9, 12, 15 und 180 nach aSAB wurden
Immunmarker flowzytometrisch gemessen: Leukozytenpopulationen, Human-Leukocyte-
Antigen-DR (HLA-DR), Tumor-Nekrose-Faktor-Alpha, Interferon-Gamma (IFN-y), Interleu-

kin-2, 4-6, 8, 10 in vivo und nach Concanavalin-A- bzw. Lipopolysaccharid-Stimulation.

Ergebnisse: Eingeschlossen wurden 66 Patienten (54%11.5 Jahre), davon 56% mit hohen
WENS-Graden > IV. In 76.3% der Fille trat eine Lymphopenie auf. Ein CIDS mit patholo-
gisch niedriger HLA-DR-Expression (Nadir am Tag 3) kam bei 78.8% der Patienten vor; aus-
gepragt vor allem in Fillen mit neurologischer Symptomatik bzw. Infektionen. Eine im Kran-
kenhaus erworbene Pneumonie entwickelten 34.8% der Patienten (Inzidenzgipfel: Tag 3.5).
Fiir Patienten mit einer niedrigen monozytaren HLA-DR-Expression < 9740 Antikorper/Zelle
am Tag 3 zeigte sich ein ungiinstigeres Chancenverhiltnis (OR 7.071; 95% CI 1.328-37.651;
p=0.015) hinsichtlich der Entwicklung von Friihpneumonien (48-96 Stunden nach Kranken-
hausaufnahme) und einer verkiirzten kumulativen Uberlebenszeit. Im multiplen Regressions-
modell fiir Infektionen erwies sich auch DCI als Préadiktor. Fiir besonders frith aufgetretene
Infektionen (< 72 Stunden nach aSAB-Onset) waren das Vorkommen eines AFND (OR
4.167; 95% CI 1.028-16.884; p=0.035) und auch eine niedrige IFN-y-Sekretion < 602 pg/ml
(OR 7.392; 95% CI 1.392-39.273; p=0.012) préadiktiv. In der multivariaten Analyse konnte
die Varianz der IFN-y-Sekretion der Tage 3-9 besonders durch das Vorkommen eines patholo-

gisch erhohten intrakraniellen Druckes (ICP) erklart werden.

Schlussfolgerung: in der untersuchten Kohorte konnte die Existenz und die Relevanz einer
Immundepression bei aSAB-Patienten nachgewiesen werden. Ein Immunmonitoring kann die
Identifikation von Patienten mit hohem bzw. geringem Infektionsrisiko unterstiitzen und sollte
insbesondere bei kontrollierten Studien zur Infektionsprophylaxe nach aSAB in Betracht ge-
zogen werden. Weitere Forschung ist auch notwendig, um die Bedeutung einer DCI bzw. ei-
ner pathologischen ICP-Erh6hung fiir die Entwicklung einer gestdrten Immunkompetenz ge-

nauer zu verstehen.



Abstract

Background: Patients with subarachnoid hemorrhage (aSAH) often suffer from infections,
such as bacterial pneumonia during their hospital stay, contributing to unfavorable outcomes.
A complicating factor for this could be the existence of a CNS injury-associated immunodefi-
ciency syndrome (CIDS), which is studied after acute CNS lesons since years, but has been
only recently described in aSAH. The objectives of this work are: to evaluate the existence of
CIDS, and to examine relations between clinical features, laboratory markers of immunity,

infections, and the outcome.

Methods: Consecutive patients with aSAH underwent a prospective clinical monitoring for
15 days and follow-up (day 180). Recorded were: the severity according to the grading of the
World Federation of Neurosurgical Societies (WFENS), acute focal neurological deficits
(AFND), delayed cerebral ischemia (DCI), and infections. Immune markers were measured
by flow cytometry on days 1, 3, 6, 9, 12, 15 and 180 after aSAH: human leukocyte-antigen-
DR (HLA-DR), tumor necrosis factor alpha, interferon gamma (IFN-y), interleukin-2, 4-6, 8,

10 in vivo, and after stimulation with concanavalin-A and lipopolysaccharide.

Results: 66 patients have been enrolled (54+11.5 years). 56% presented with WENS > V.
Nearly all patients (93.9%) have been ventilated mechanically; 25% of them were ventilated
during the whole monitoring period. CIDS with pathological low monocytic HLA-DR expres-
sion with a nadir at day 3 was present in 78.8% of patients, pronounced in symptomatic and
infected patients. In 76.3% a lymphopenia was detectable. 34.8% of patients developed hospi-
tal acquired pneumonia (peak incidence: day 3.5). Patients with very low monocytic HLA-DR
< 9740 antibodies/cell at day 3 showed higher risk (OR 7.071; 95% CI 1.328-37.651;
p=0.015) for hospital acquired early onset pneumonia (onset 48-96 hours after admission) and
decreased cumulative survival in Kaplan-Meier analysis. The occurrence of DCI has been
found predictive for infection in the multiple regression analysis. Infections with very early
Onset (< 72 hours after aSAH onset) were predicted by AFND (OR 4.167; 95% CI 1.028-
16.884; p=0.035) and low IFN-y < 602 pg/ml (OR 7.392; 95% CI 1.392-39.273; p=0.012). In
multivariate analysis the presence of pathological high intracranial pressure (ICP) turned out

as relevant for lowered IFN-y (day 3-9).

Conclusion: The existence of a relevant cellular immune depression following SAH was con-
firmed in the study cohort. An immune monitoring may help to evaluate patient’s risk for in-
fections in particular for future controlled trials of prophylactic anti-infective therapy after
aSAH. Further investigation is required to understand the relationship of DCI, pathological

ICP and impaired cellular immunocompetence.



1 Einleitung und Ableitung der Fragestellungen

Subarachnoidalblutungen (SAB) sind eine heterogene Gruppe von Blutungen in dem liquor-
gefiillten Raum zwischen Arachnoidea und Pia mater des Gehirns bzw. Riickenmarks, teilweise
auch mit einer Einblutung in das Hirnparenchym oder das Ventrikelsystem. Klinisch besonders
wichtig ist der Typus der aneurysmatischen Subarachnoidalblutung (aSAB), der allein 75-80% der
spontanen, d.h. nicht-traumatisch verursachten Blutungen ausmacht und durch Ruptur eines Aneu-
rysmas der hirnversorgenden Arterien hervorgerufen wird (Schievink 1997). Obwohl sich in den
letzten 30 Jahren die Uberlebenschancen fiir aSAB-Patienten um 17% verbessert haben (Rinkel
and Algra 2011), bedeuten intrakranielle Aneurysmablutungen — auch heute noch — eine tiefe Za-
sur im Leben der Betroffenen und bleiben ein unverindert gravierendes Krankheitsbild mit groen
Herausforderungen fiir die neurochirurgisch-intensivmedizinische Versorgung. Hierbei stellen In-
fektionen mit einer Priavalenz von ca. 20% fiir aSAB-Patienten eine besonders hidufige und oft le-
bensbedrohliche Komplikation dar (Frontera et al. 2008). Das Problem der eingeschrinkten Im-
munkompetenz mit vermehrtem Auftreten von Infektionen nach neurochirurgischen Operationen
(Asadullah et al. 1995b), zerebralen Lisionen (Meisel et al. 2005) und Schlaganfillen wird bereits
seit Jahren intensiv beforscht (Prass et al. 2003; Chamorro et al. 2007a; Dirnagl et al. 2007; Urra
and Chamorro 2010). Bei der aSAB hat das Verstindnis der herabgesetzten Immunitit jedoch erst

kiirzlich mit einer wegweisenden Pilotstudie begonnen (Sarrafzadeh et al. 2011).

Makroziele dieser Arbeit sind, das Vorliegen einer aSAB-assoziierten Immunfunktionsstérung zu
tiberpriifen, mogliche Zusammenhidnge mit der Pathophysiologie einer aSAB aufzudecken und
den Einfluss auf das neurologische Endergebnis (Outcome) zu untersuchen. Die ersten Kapitel
(1.1ff) sollen den Kenntnisstand zur aSAB umreiflen, um Parameter zu identifizieren, die spiter in
dieser Arbeit eingehender untersucht werden. Danach sollen, soweit dies zum Verstiandnis der Hy-
pothesen und Methodik notig ist, Marker der Immunitét vorgestellt werden (Kapitel 1.2ff). An-

schlieBend werden die entwickelten Fragestellungen kurz zusammengefasst (Kapitel 1.3).

1.1 Aneurysmatische Subarachnoidalblutungen

1.1.1 Epidemiologie

In der Literatur variieren die Inzidenzangaben zur aSAB stark. Bezogen auf 100.000 Personenjah-
re werden fiir aneurysmatische Blutungen 7-10 Betroffene in der westlichen Bevolkerung ge-
schitzt (Spendel 2009). Eine Metastudie zur Epidemiologie der aSAB verglich 51 Arbeiten der
Jahre 1955 bis 2003 und errechnete eine mittlere Inzidenz von 9.1 (95% CI: 8.8-9.5) fiir eine hy-

pothetische Referenzregion, die durch 42 Studien reprisentiert wird und auch die Bundesrepublik



Deutschland sowie die USA umfasst. Davon abweichend zeigte sich das Auftreten von aSAB in
Japan 2.5fach erhoht, in Finnland 2.2fach erhoht und in Siid- bzw. Zentralamerika 2.2fach ernied-
rigt. Uber einen Veroffentlichungszeitraum von 45 Jahren wurde von den Autoren eine langfristige
Abnahme der Inzidenz von ca. 0.6% (-1,3 bis +0,1%) pro Jahr errechnet (de Rooij et al. 2007). Die
Inzidenz steigt mit dem Alter: bezogen auf die Referenzgruppe der 45-55jdhrigen erleiden Men-
schen iiber 85 Jahren 1.6fach hiufiger eine Blutung. Die Geschlechterverteilung variiert altersab-
hingig: wihrend in jungen Jahren eher Ménner betroffen sind, erleiden nach dem 55. Lebensjahr
eher Frauen eine SAB, so dass insgesamt das weibliche Geschlecht vermehrt betroffen ist. Daraus
ergibt sich die Frage: unterscheiden sich mit dem Alter bzw. dem Geschlecht auch die Labormar-

ker der Immunitdt oder die Inzidenz von Infekten?

1.1.2 Intrakranielle Aneurysmen

. Intrakranielle Aneurysmen (IA) sind meist
Stromgebiet % (95% CI) .
sakkulédre, oder beerenférmige Aussackun-
A carotls.mterr.la 42 (37-46) gen der Wand groferer Zerebralarterien,
A. cerebri media 30 (26-34) o ol ‘
A. cerebri anterior 24 (20-27) die im Umfeld von Verzweigungen vor-
posteriore Zirkulation 10 (7,7-13) kommen und eine stark verdiinnte oder

Tabelle 1: Lokalisation intrakranieller Aneurysmen in zwei fehlende Tunica media aufweisen (Schie-
Autopsie- und fiinfzehn Angiografie-Studien (n=563). Zitiert in . B .

Rinkel 1998, S. 255 vink 1997). Sakkuldre Aneurysmen sind zu
72% unter 6 mm grof3; 21% erreichen 6-10 mm und nur 6.5% iiberschreiten 10 mm. Ausdehnun-
gen iiber 20 mm — so genannte Giant-Aneurysmen — sind selten. Aus der Strokeforschung ist be-
kannt, dass linkshirnige Lisionen Infektionen begiinstigen (Harms et al. 2011). Hieraus folgt eine
Nebenfrage: gibt es Zusammenhdnge zwischen der Grofle bzw. Topologie (Lateralitdt, Stromge-

biet) rupturierter Aneurysmen und der Immunitdt / Infektionsinzidenz?

In der Allgemeinbevolkerung ohne Komorbidititen, die als pradisponierend gelten, soll die Priva-
lenz nicht-rupturierter Aneurysmen bei ca. 2.3% liegen (Rinkel et al. 1998). Eine neuere Metaana-
lyse von 68 internationalen Untersuchungen gibt die Privalenz sogar mit 3.2% (95% CI 1.9-5.2)
an. Beim Vergleich verschiedener Studienpopulationen wurden Pravalenzraten (PR) errechnet, die
ein relativ vermehrtes Vorkommen bei Patienten mit autosomal-dominanter polyzystischer Nie-
renerkrankung (PR ~6.9) und positiver Familienanamnese (PR ~3.4) bestétigen. Pradisponiert sind
auch Patienten mit Arteriosklerose (PR ~2.4), ferner: Menschen iiber 50 Jahre (PR ~2.2) und all-
gemein Frauen (PR~ 1.61). (Vlak et al. 2011).



Faktoren, die letztlich eine Ruptur auslosen, bleiben unklar. In bis zu 50% der Fille kann anam-

nestisch eine vorausgegangene Presssitution (Valsava) eruiert werden (Linn et al. 1998).

Aufgrund der hdufigen Lokalisation an Verzweigungen des Circulus Arteriosus Willisii nahm man
frither vereinfachend eine ,,GefdBwandschwiche® als Ursache an. Heute existieren verschiedene
Theorien, wieso bei manchen Menschen die GefdBinnenschicht durch Liicken in der bindegewe-
big-muskuldren Tunica media prolabiert und Anhingsel bildet, die an Grée zunehmen und

schlieBlich symptomatisch werden:

(A) genetische Prddispositions-Hypothesen sind in groen Multicenterstudien bestitigt wor-
den (Yasuno et al. 2010), (Bilguvar et al. 2008). Bekannt ist, dass Aneurysmen familidr gehéduft
vorkommen und mit hereditdren Erkrankungen, wie dem Ehlers-Danlos-Syndrom, der autosomal
dominanten polyzystischen Nierenerkrankung und dem Alpha-1-Antitrypsinmangel u.a. assoziiert

sind (Schievink 1998).

(B)  hdmodynamisch-gefifidegenerative Hypothesen zur Pathogenese von Aneurysmen haben
das alte Modell kongenitaler Genese infrage gestellt (Stehbens 1989). Wichtige Argumente sind
der Nachweis von ,,Stromungsscherkriften* (Gonzalez et al. 1992), die Assoziation mit ,, Gefdf3-
stress‘‘ durch arteriovendse Malformationen (Cockroft et al. 1998) und die experimentelle Auslos-
barkeit von Aneurysmen durch GefdBligatur im Tiermodell (Cai et al. 2012). Heute ist unstrittig,
dass Noxen mit bekannter gefalschiadigender Wirkung wie: Rauchen, Hypertonie und Alkohol-

missbrauch an einer Aneurysmaentwicklung beteiligt sein konnen (Rinkel 2008).

(C)  Inflammatorische Hypothesen (nicht erregerbedingt): Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-
a) wird freigesetzt aus Immunzellen und findet sich vermehrt in der Wand rupturierter Aneurys-
men. Dies ist assoziiert mit erhohter Aktivitit von Matrix-Metalloproteinasen, die an Gefi3wand-
schiden, Aneurysmawachstum und -Ruptur beteiligt sind. Weil TNF-a durch bekannte Risikofak-
toren (weibliches Geschlecht, Hypertonie, Rauchen, Alkohol) induziert wird, sind Entziindungs-
vorgédnge ein moglicher Erkldrungsansatz fiir das Aneurysmen-Wachstum und Rupturen (Jayara-
man et al. 2008). Immunlogische Prozesse sind also vielleicht von Anfang an der Pathogenese ei-

ner aSAB beteiligt.

Fiir diese Arbeit ergibt sich hieraus folgende Frage: bestehen zwischen aSAB-Patienten mit/ohne
Nikotinmissbrauch und mit/ohne Hypertonie Unterschiede beziiglich der Immunkompetenz und

der Inzidenz von Infekten?



1.1.3 Klinische Symptomatik rupturierter Aneurysmen

Leitsymptome: Fiithrendes Zeichen einer akuten aSAB ist plotzlich aufgetretener Kopfschmerz,
den die Patienten typischerweise als "so stark wie niemals zuvor" beschreiben. Bei iiber 50% der
Patienten tritt der Schmerz sofort unmittelbar mit maximaler Intensitdt auf und ist gelegentlich
von einem Gefiihl des Platzens (Burst) begleitet. Bei rund einem Viertel der Patienten dauert es bis
zu einer Minute, bevor der Schmerz voll ausgeprigt ist; langsamere Entwicklungen mit einem cre-
scendo, ldanger als 5 Minuten bis zur maximalen Schmerzentfaltung, sprechen gegen eine aSAB.
Nur bei wenigen Patienten ist Kopfschmerz das einzige Initialsymptom: bei einem von drei Fillen
sind Herdsymptome bzw. Hirnnervenausfille vorhanden. Deutlich seltener (7%) sind Krampfan-
fdlle, die bei harmlosen Kopfschmerzursachen nicht auftreten und daher differenzialdiagnostisch
wegweisend sein konnen. 76% klagen zugleich iiber Ubelkeit und bei 69% kommt es zu Erbre-

chen (Linn et al. 1998), was eine Aspiration und somit Pneumonien begiinstigen konnte.

Cephalgien gelten dariiber hinaus auch als Warnsignal: iiber 50% der aSAB-Patienten berichten
retrospektiv von Kopfschmerzepisoden bereits Tage bis Monate vor einer Ruptur, was oft als Sen-
tinel-Kopfschmerz, Symptom kleinerer warning leaks, aufgefasst wurde (Ostergaard 1991). Eine
spitere Studie (Linn et al. 2000) zeigte, dass warning headaches moglicherweise nicht auf echte
Vorblutungen zuriickgehen. Linn und Kollegen nennen als weitere Symptome bei 17% der Patien-
ten subhyaloide Himorrhagien, also Einblutungen zwischen Glaskorper und Retina sowie eine erst

nach Stunden verzogert auftretende meningeale Symptomatik mit Nackensteifigkeit.

Bewusstseinsstorungen: ein wichtiges Symptom der aSAB sind Bewusstseinsstorungen. Diese
konnen primér mit dem Blutungsereignis auftreten oder sekundir im Krankheitsverlauf eine klini-
sche Verschlechterung anzeigen. Initiale Bewusstseinsstorungen mit GCS-Werten < 13 treten bei
etwa 26-36% der Patienten auf (Linn et al. 1998). Im Einzelfall ist es unklar, ob eine initiale Be-
wusstlosigkeit, deren Dauer eine pridiktive Bedeutung fiir das Outcome besitzen soll, als funktio-
nelle Storung — etwa im Rahmen eines initialen Krampfanfalls — oder als Ausdruck einer struktu-

rellen Hirnldsion verstanden werden muss (Hop et al. 1999).

ZNS-Liasionen und Bewusstseinsstorungen nach aSAB bilden offenbar keine klare, einheitliche
Entitdt. Da aber aus naheliegenden Griinden ein Zusammenhang mit (Aspirations-)Pneumonien
vermutet werden kann, soll in der vorgelegten Arbeit die neurochirurgisch préziser definierte Ka-

tegorie akuter fokal-neurologischer Defizite (Kapitel 1.1.3.1) verwendet werden.



1.1.3.1 Early Brain Injury und akut aufgetretene fokale neurologische Defizite
Der Begriff early brain injury (EBI) bezeichnet alle Arten von zerebralen Lédsionen bei aSAB, die
innerhalb der ersten 72 Stunden nach dem Ereignis aufgetreten sind und nicht durch einen Vasos-

pasmus ausgelost sein konnen. Daran beteiligt sind zwei Schadigungswege:

(1) plotzlicher intrazerebraler Druckanstieg, direkt nach der Ruptur mit konsekutivem Abfall der
zerebralen Perfusion (stop-flow-Phdnomen) mit akuter transienter zerebraler Ischidmie, die

evtl. unmittelbar zum Tod fithrt und

(2) falls die erste Phase iiberlebt wird: ein sekundirer ischdmischer Schaden aufgrund einer (mog-
licherweise) gestorten Blut-Hirnschranke mit Hirnodem und verzdogertem Nervenzellunter-
gang. Das Hirnddem trigt zum Anstieg des intrakraniellen Drucks und nachfolgend — mogli-
cherweise als circulus vitiosus — zur weiteren Reduktion der Perfusion bei (Pluta et al. 2009;

Sehba et al. 2011).

Frith kommt es auch zu einer gesteigerten Sympathikusaktivitit (Lambert et al. 2000; Naredi et al.
2006; Sehba et al. 2012) und zu erhohten Kortisol-Konzentrationen im Plasma (Zetterling et al.
2011), was in Verbindung zu einer gestorten Immunitét stehen konnte (Sehba et al. 2012). (Vgl.
Kapitel 1.2.4)

Klinischer Ausdruck einer frithen cerebralen Lision sind akut innerhalb der ersten 72 Stunden
nach aSAB-Onset aufgetretene fokal-neurologische Defizite (AFND), die klar von anderen, insbe-

sondere verzogert auftretenden Schidigungsmustern abgegrenzt werden miissen:

Diagnostische Kriterien eines AFND

1. Klinischer Nachweis eines relevanten neurologischen Defizits i.S. einer
Hemiparese bzw. Hemiplegie, Bewusstseinsstorung und/oder Aphasie.

2. Auftreten spontan nach Onset und/oder wenige Stunden postoperativ infolge
eines Arterienverschluss und/oder einer Thrombembolie oder eines Friihddems.

3. CT-Ausschluss vorbestehender Storungen und eines Hydrozephalus

4. Ausschluss anderer sekundérer Ursachen wie: Elektrolytstorungen, Hypoxydmie,

epileptische Anfille (vgl. Kapitel 2.2.3)

Tabelle: Diagnostische Kriterien eines AFND (Sarrafzadeh et al. 2003)
Es ergibt sich die wichtige Frage: wie unterscheiden sich Patienten mit bzw. ohne AFND hinsicht-

lich Marker der Immunkompetenz oder bei der Inzidenz von Infekten?



1.1.3.2 Sekundiir verzogert auftretende Ischiamie

Sekundédre Zustandsverschlechterungen bei aSAB-Patienten stehen hédufig in einem Zusammen-
hang mit Perfusionsstérungen, fiir die sich der klinische Begriff Vasospasmus (VSP) etabliert hat.
Nach Frontera lassen sich mehrere VSP-Arten unterscheiden: in der Mehrzahl liegt ein asympto-
matischer VSP vor, der bei 31% der Patienten im Angiogramm sichtbar ist und in 45% der Fille
im Rahmen einer transkraniellen Dopplersonografie (TCD) nachgewiesen werden kann (Frontera
et al. 2009). Vasospasmus ist ein morphologisch-deskriptiver Begriff, klinisch relevant sind jedoch

nur:

1. symptomatischer Vasospasmus (sVSP), der bei 16% der SAB-Patienten auftritt und als klinische
Zustandsverschlechterung definiert ist, die nach Ausschluss anderer Griinde einer Gefidllengstel-
lung zugeordnet werden kann. In der Literatur wird das klinische Bild als Delayed Ischemic
Neurological Deficit (DIND) bezeichnet, mit Verschlechterung des neurologischen Zustands bzw.
neu aufgetretenen Symptomen wie: Bewusstseinsstorungen, Herdsymptomen, meningealen Zei-
chen wie Nackensteife, Kopfschmerz und auch Fieber (nach Love Adams 1992, zitiert in Dreier

2003); bei sedierten bzw. beatmeten Patienten ist sVSP schwierig zu diagnostizieren.

2. Delayed Cerebral Ischemia (DCI) nach Frontera ist definiert als symptomatischer Vasospasmus
oder Infarkte, die einem Vasospasmus zugeordnet werden konnen oder beides gemeinsam. Einer
DCI wird besondere Bedeutung beigemessen, weil sie mit ungiinstigen Verldufen und hoher Sterb-
lichkeit vergesellschaftet ist (Frontera et al. 2009); DCI bezeichnet i.e.S. die radiologischen bzw.
morphologischen Korrelate und das funktionelle Outcome eines Infarkts, der im Verlauf einer

SAB nach Ausschluss anderer Ursachen aufgetreten ist (Vergouwen et al. 2010).

Die Haufigkeit einer DCI hingt vom Hunt-und-Hess-Grad ab und liegt im Mittel bei ~27% (18-
48%; n=264) (Hijdra et al. 1987). In der Literatur schwanken die Angaben zwischen ~11%
(n=381) (Crowley et al. 2011) und ~38% (n=13) (Woitzik et al. 2012). Im Sektionsgut an SAB-
Verstorbener fanden sich gesicherte Infarkte sogar bei 77% (n=53) (Neil-Dwyer et al. 1994).

GefiBBengstellungen treten meist im Zeitraum von Tag 4 bis 14 nach SAB auf. Der zeitliche Ver-
lauf eines Vasospasmus hidngt auch vom vorausgegangenen Therapieverfahren ab: eine amerikani-
sche Studie verglich 21 Coiling-Patienten, bei denen ein Vasospasmus im Median bereits nach 4
Tagen auftrat mit 46 Clipping-Patienten, bei denen ein Vasospasmus im Umfeld des 7. Tages ge-

messen werden konnte (Ionita et al. 2010).



Pathologisch-anatomisch betrachtet entstehen bei DCI keine schlaganfallstypischen territorialen

Infarkte, sondern Storungen der kortikalen Mikroperfusion. Am Gehirn verstorbener SAB-

Patienten wird oft kein Infarktmuster nachgewiesen, das zu einem Verschluss proximaler Zereb-

ralarterien passt, sondern hdufiger die Spuren eines rdaumlich verteilten Geschehens, das subakut

an distalen Arteriolen stattfindet (Neil-Dwyer et al. 1994). Zur Pathophysiologie einer DCI existie-

ren vielféltige, oft konkurrierende und sich z.T. ergidnzende Denkansitze:

a)

b)

Inflammation: Vasospasmen sind mit dem Auftreten leukozytédr-endothelialer Entziindungsre-
aktionen vergesellschaftet; nach Hiamolyse im Subarachnoidalraum und Bindung von Hidmo-
bzw Haptoglobin an CD163+Makrophagen kommt es zur Apoptose und Freisetzung von Zy-
tokinen (Chaichana et al. 2010). Dabei korrelieren symptomatische Vasospasmen gut mit Inter-

leukin-6 in der zerebralen Extrazellularfliissigkeit und im Liquor (Sarrafzadeh et al. 2010).

Zeitglich wird vasokonstrikorisch wirksames Endothelin-1 aus Endothelzellen, Astrozyten und
Immunzellen freigesetzt, dessen medikamentdse Blockade mit Clazosentan zwar einen Vasos-
pasmus verhindern kann, jedoch in der klinischen Erprobung hinsichtlich DCI, Mortalitédt und
Outcome enttduscht hat. (Wang et al. 2012).

Spreading Depolarizations (SD). Dies sind in langsamer Geschwindigkeit {iber den Kortex
laufende Wellen neuronaler bzw. astroglialer Depolarisation. Im Tiermodell kénnen von SD
begleitete Perfusionsstorungen durch Applikation von Liquor mit niedriger Glukosekonzentra-
tion bzw. erhohten Konzentrationen an Hamoglobin und Kalium ausgelost werden (Dreier et
al. 2000). SD sind bei 72% der operierten SAB-Patienten nachweisbar. Hierbei treten komplex
ausgeloste Spreading Ischemias (SI) auf, die bei 38% der Patienten in zeitlicher Kopplung mit
DIND-Symptomen stehen und bei 22% der Patienten als DCI im CCT darstellbar sind (Dreier
et al. 2006).

Cluster von Spreading Depolarisationen sind, trotz Vasospasmus-Prophylaxe mit Nicardipin-
Einlagen, mit DCI assoziiert (Woitzik et al. 2012). Ob Spreading Depolarisationen einen Ein-

fluss auf Infektionen haben oder zu Storungen der Immunitit fithren, ist noch unbekannt.

Mikrothromben, die sich zeitgleich mit Vasospasmen und inflammatorischen Prozessen entwi-
ckeln. Hier wird eine Aktivierung der Gerinnungskaskade bzw. eine gestorte Fibrinolyse als

Ursachen der DCI angenommen (Stein et al. 2006; Vergouwen et al. 2008).
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Abb.: Uberblick pathophysiologischer Konzepte zur Erklirung sekunddrer Ischimien nach aSAB; eigene Grafik.

Daraus ergibt sich folgende wichtige Frage: Unterscheiden sich Patienten mit bzw. ohne Vasos-
pasmus hinsichtlich der Infektionsinzidenz und Immunkompetenz? Da der Onset eines Vasospas-

mus vom Therapieverfahren abhingt: unterscheiden sich auch die Onset-Termine von Infekten bei

Kortikale Nekrosen,
Delayed cerebral
Ischemia (DCI)

Mikrothrombosen

Patienten Coiling/Clipping-Patienten mit/ohne delayed cerebral ischemia?




1.1.4 Weitere einzubeziehende Verlaufskomplikationen (adverse events)
Neben dem eigentlichen Blutungsereignis und etwaigen AFNDs bzw. DINDs treten oft weitere
adverse events (AE; Zustandsverschlechterungen) auf, die einen Zusammenhang mit einer Im-

mundepression aufweisen konnten und daher untersucht werden sollen:

e Hyperglykdmien sind auflerordentlich hiufig. Ein Zusammenhang von hohen Blutglukose-
konzentrationen mit einer gestorter Immunitét ist bei Intensivpatienten bekannt (Wasmuth
et al. 2004). Die initialen Messergebnisse vom Aufnahmetag sollen hier in die Untersu-

chung einbezogen werden.

e erhohter Intrakranieller Druck (ICP): nach pressogener Sympathikus-Aktivierung ist eine
systemisch messbare Interleukin-10 Freisetzung bekannt, die immunsuppressiv wirkt
(Woiciechowsky und Volk, 2005a) und moglicherweise Infektionen begiinstigt. Eine Erfas-

sung von ICP-Erhohungen findet daher auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit statt.

Ausgeklammerte Fragestellungen: Folgende AE werden in dieser Arbeit, hinsichtlich eines poten-
ziellen Zusammenhangs mit Immunstorungen, nicht weiter in die Betrachtung einbezogen: a)
neurogene Lungenodeme, die bei 2-29% der aSAB-Patienten nachweisbar sein sollen, sowie b)
kardiale Komplikationen, die bei 5-15% der Betroffen vorkommen (Inamasu et al. 2012). Patien-
ten mit aSAB zeigen zwar oft erhohte Troponin-Werte (Miketic et al. 2010) und Vorhofflimmern
ist beim ischdmischen Stroke sogar ein wichtiges Element des A2DS2-Scores zur Pneumonierisi-
ko-Prediktion (Hoffmann et al. 2012), jedoch wiirde ein Einbezug kardialer AE den Rahmen die-
ser Arbeit sprengen. Ohne weitere Betrachtung bleibt in dieser Arbeit auch, ob ¢) Andmien nach
aSAB mit einer Immundepression zusammenhingen, obwohl dies potenziell von Interesse wire,
da das immundepressorische Interleukin (IL)-10 an der Pathogenese von Andmien mitwirkt (Tilg
et al. 2002). Ohne weitere Analyse bleiben auch postoperative Nachblutungen, die im Zeitverlauf
den klinischen Zustand eines Patienten potenziell verschlechtern konnten, aber in der Pilotstudie
praktisch nicht vorkamen. Ferner soll auch eine etwaige Hyponatriimie als Ausdruck eines
SIADH (Syndrom der inaddquaten ADH-Sekretion) nicht analysiert werden. Derartige Storungen
kommen bei 27% der SAB-Patienten vor (Pierrakos et al. 2012) und konnten auf eine Stérung der
Hypothalamus-Hypophysen-Achse hindeuten, die an ZNS-assoziierten Immunstorungen beteiligt
ist (Dziedzic et al. 2004). Allgemein gelten niedrige Natriumkonzentration im Serum jedoch als

irrelevant fiir das Outcome (Shirani and Alimohamadi 2012).



1.1.5 Infektionen im Verlauf des Akutmanagements

Die interdisziplindre Versorgung auf einer Intensivstation (ICU) dient der unmittelbaren Aufrecht-
erhaltung der Lebensfunktionen, dem postinterventionellen Management, der Prophylaxe, Erken-
nung und Behandlung von Komplikation. Dabei sind die katheterisierten und oft beatmeten aSAB-
Patienten gegeniiber einer Vielzahl von Infektionsmoglichkeiten exponiert. Ob es sich bei Infekti-
onen um nosokomiale Infektionen (NI) handelt, hingt von den zugrunde liegenden Definitionen
ab. Gebriuchlich sind die Kriterien des Centers for Disease Control and Prevention (CDC) (vgl.
Robert Koch-Institut 2011). Allgemein ist bei Infektionen erst > 48 Stunden nach Aufnahme eine

nosokomiale Genese erwarten (vgl. Geffers and Gastmeier 2011).

Die einfache Infektionspriavalenz bezieht sich auf Patienten und ignoriert interindividuell unter-
schiedliche Exposition: so errechnete Frontera fiir 573 SAB-Patienten folgendes Vorkommen:
Pneumonie: 20%, Harnwegsinfekte 13%, Sepsis 8%, Meningitis/Ventrikulitis 5% (Frontera et al.
2008). Eine spezifischere Angabe ist die Zahl geriteassoziierter Infektionen (device assocciated
Infections, DAI) pro 1000 Gerite-Tage. 2005-2009 nahmen deutschlandweit 586 ICUs mit ~5.8 x
10° Behandlungstagen am Krankenhaus-Infektions-Surveillance-System (KISS) teil. Dabei zeigten
sich fiir neurochirurgische ICUs im Vergleich mit allen anderer Stationen die hiufigsten DAI-
Infektionsraten: 9.6 beatmungsassoziierte Pneumonien, 1.9 ZVK-assoziierte Sepsis und 5.1 Harn-

wegskatheter-assoziierte Infekte pro 1000 Device-Tage (Geffers and Gastmeier 2011).

Infekte pro 100 Patienten In einer prospektiven Studie der Uniklinik Freiburg wurden

(neurochirurgische ICU) tiber 20 Monate mikrobiologische Befunde von insgesamt

9.0 Pneumonien 545 Patienten der neurochirurgischen ICU nach CDC-

7.3 Harnwegsinfekte (HWI) Kriterien kategorisiert. Die Gesamtinzidenz an Infektionen
1.0 Sepsis betrug dort 20.7%. Die durchschnittliche Verweildauer auf
1.1 Meningitis

0.7 Hirnabszess/Ventrikulitis

der ICU betrug 9.4 Tage. Device assocciated Infections: es

zeigten sich 15.1 ventilationsassoziierte Pneumonien pro
1.7 sonstige (Wundinfektion,

Bronchitis, Diarrhoe u.a.) 1000 Beatmungstage und 8.5 katheterassoziierte HWI pro

1000 Kathetertage. Als hiufigste Erreger wurden E. Coli und

Tabelle: Infektionen auf neurochirur-

gischen ICU; Dettenkofer et al. 1999  Enterokokken gefunden. (Dettenkofer et al. 1999)

Daraus ergibt sich die Frage: wie hdngen bei aSAB-Patienten, die beatmet waren, die Behand-

lungsdauer bzw. die blofie Exposition mit der Infektionsinzidenz fiir Pneumonien zusammen?
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1.1.6 Therapieoptionen bei aSAB

Die Auswahl des Verfahrens richtet sich nach dem Zustand des Patienten, der Morphologie des

Aneurysmas und den verfiigbaren Moglichkeiten. Im Wesentlichen lassen sich unterscheiden:

a) operative neurochirurgische Techniken:
1. Goldstandard: Clipping des Aneurysma mittels einer kleinen Metallklemme ist eine siche-
re und effiziente Methode, um Blutungen zu stillen und Nachblutungen zu verhindern.
2. Zweite Wahl: Wrapping bzw. Coating, durch Umhiillen mit Muskulatur, Baumwolle oder

anderen Materialien. Die Methode wird nur angewendet, wenn Clipping unmoglich ist.

b) endovaskulér neuroradiologische Techniken:
1. Coiling: Synonym: Electrolytic Detachable Coils (EDC) bzw. Guglielmi Detachable Coils
(GDC) bezeichnet das angiographiekontrollierte Einbringen von kleinen Metalldridhtchen

durch einen arteriellen Katheter mit dem Ziel der Aneurysmathrombosierung.

Beide Verfahren haben spezifische Vorziige und Dominen. Auf die methodisch kontrovers disku-
tierte ISAT-Studie (Molyneux et al. 2002) soll an dieser Stelle nicht eingegangen werden, ebenso
wenig auf weitere Therapieverfahren wie Trapping und Onyx HD 500 (Dalyai et al. 2012).

Clipping ist immer dann besonders indiziert | Coiling kann angewendet werden, wenn die
bzw. dem Coiling iiberlegen, wenn es sich um | Konfiguration des Aneurysmas passt (Hals <
einen jlingeren Patienten handelt oder sich das | 5 mm und Fundus-Hals-Quotient > 2). Vor-
Aneurysma an der Verzweigung der Arteria | teile bestehen bei Patienten > 75 Jahre, bei
cerebri media befindet oder das Aneurysma | poor grade-Aneurysmen, bei Aneurysmen
> 20 mm bzw. < 2 mm groB} ist oder einen | der posterioren Zirkulation und Lokalisatio-
breiten Hals hat; auerdem bei Patienten, die | nen, die chirurgisch schwer zuginglich sind.

eine N. oculomotorius-Parese durch Massenef- | Auflerdem bei Patienten unter Clopidogrel-

fekt aufweisen. Therapie.

(Greenberg 2010 S. 1057ff)

Beziiglich des Timings kann das Clipping grundsitzlich frith (< 96 Stunden) oder spét (> 10. Tag)
nach Onset durchgefiihrt werden. Vorteil einer frithen Operation ist die frithe Reduktion des Rezi-
divrisikos (Greenberg 2010 S. 1065f). Auch kann erst nach Verschluss der Blutungsquelle eine
Behandlung des Vasospasmus durch hypertensive hypervoldmische Hdmodilution (Triple-H-

Therapie) erfolgen, was die Therapie der Wahl darstellt (Sarrafzadeh et al. 2007).
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Vergouwen und Kollegen durchsuchten retrospektiv im kanadischen Schlaganfallsregister die Da-
ten von 931 nicht randomisierten SAB-Patienten mit HH-Grad 2-3. Der Vergleich von Clipping
vs. Coiling ergab ungiinstigere Inzidenzen bei Patienten mit Clipping [Pneumonien (15.1% vs.

9.4%) bzw. Harnwegsinfekten (15.9% vs. 10.7%].

Die Autoren vermuteten: "It can also be hypothesized that clipped patients are at increased
risk to develop immunodepression, which increases the risk of infections after SAH." (Ver-

gouwen et al. 2011).

Diese Hypothese soll in der vorliegenden Arbeit ebenfalls iiberpriift werden, denn es gibt keine
Daten, ob sich Clipping und Coiling im Hinblick auf Marker der Imnmunkompetenz bedeutsam un-
terscheiden. Im Rahmen der CONSCIOUS-1 Studie konnte kiirzlich erst gezeigt werden, dass bei
Clipping gegeniiber Coiling kein erhohtes Risiko fiir eine systemische Entziindungsreaktion
(SIRS) besteht (Tam et al. 2010), was eine nachfolgend verminderte Immunitét hétte begiinstigen
konnen. Es ist aber seit fast 20 Jahren bekannt, dass Patienten nach neurochirurgischen Eingriffen
allgemein eine verminderte zelluldre Immunkompetenz besitzen (Asadullah et al. 1995b). In der

vorliegenden Arbeit soll daran ankniipfend untersucht werden:

Unterscheiden sich Labormarker der Immunkompetenz fiir Patienten nach Clipping und Coiling?
Es sei ausdriicklich betont, dass mit dieser Frage nicht das Ziel verfolgt wird, Therapieverfahren
zu vergleichen, sondern lediglich Zusammenhinge mit der Immunitédt zu finden. Zudem ist im —
noch vorzustellenden — Design der Studie keine Randomisierung vorgesehen, was methodisch

korrekte Treatmentvergleiche (Trampisch et al. 2000 S. 38) gar nicht erlauben wiirde.

Vetrikulostomie

Oft ist im Rahmen einer Aneurysmablutung die temporire Anlage einer Liquordrainage iiber einen
intraventrikuldren Katheter (externe Ventrikeldrainage, EVD) notig. Beispielsweise, wenn der Pa-
tient blutungsbedingt eine Hydrozephalie aufweist oder blutiger Liquor drainiert werden muss;
iber die EVD kann dann gleichzeitig der intrakranielle Druck (ICP) gemessen werden.

Wichtige Fragen hierbei sind: unterscheiden sich die Immunkompetenz und das Infektionsrisiko

von Patienten mit erhohtem bzw. normalem ICP?
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1.2 Physiologische und gestorte Inmunkompetenz

Die Abwehr von Pathogenen ist ein mehrstufiger Prozess. An den Grenzflichen zur Umwelt
hemmen Haut- und Schleimhédute unter physiologischen Bedingungen das Eindringen von Kei-
men; daran beteiligt sind neben dichten Epithelzellkontakten auch andere Mechanismen, wie z.B.
eine effektive mukozilidre Clearance des Bronchialepithels (Murphy et al. 2009 S. 444-447, 827),
proteolytische Enzyme und die physiologische Flora, die ein protektives pH-Milieu erzeugt. In der
Tiefe schiitzt den Organismus ein komplexes Netzwerk immunkompetenter Zellen und 16slicher
Biomolekiile. Dabei werden eingedrungene Mikroorganismen durch zwei interagierende Strate-

gien bekdmpft: die angeborene und die adaptive Immunitdt (Murphy et al. 2009 S. 53-133, 536ff).

1.2.1.1 Angeborene Immunantwort

Zu den Akteuren der angeborenen Immunitit gehoren Makrophagen, dendritische Zellen (DC),
Mastzellen, Granulozyten und natural killer cells (NKC; NK-Zellen). Die voraussetzungsfreie Er-
kennung von Pathogenen gelingt anhand von pathogen-associated molecular patterns (PAMPs).
Dies sind molekulare Muster (Motive), die im menschlichen Organismus normalerweise nicht
vorkommen, sondern als generische, evolutiondr stabile Klassenmerkmale wie ein Fingerabdruck
von Mikroorganismen funktionieren. Beispiele sind: mikrobielle DNA, Lipopolysaccharide (LPS)
in der Membran gramnegativer Bakterien, Lipoteichonsduren (LTA) bei grampositiven Keimen

u.a. (Murphy et al. 2009 S. 73ff; Brown et al. 2011).

Eine angeborene Immunantwort wird ausgelost, wenn PAMPs im Organismus an Pattern-
recognition receptors (PRRs, Mustererkennungsrezeptoren) binden. Es kommt in der Folge zur
Opsonierung der Mikroorganismen fiir Phagozyten, aber auch zur Aktivierung des Komplement-
und Gerinnungssystems, zur Triggerung proinflammatorischer Signalwege und ggf. zur Induktion
von Apoptose. Solche PRR konnen intrazellulidr vorliegen, sezerniert in geloster Form im Blut
vorkommen: z.B. Mannose-bindendes Lektin (MBL), C-reaktives Peptid (CRP) u.a. oder an im-
munkompetente Zellen gebunden sein. Zu den membranstindigen PRRs gehdren scavenger-
receptors auf Makrophagen sowie toll-like receptors (TLRs) (Murphy et al. 2009 S. 73f). Sie
kommen bei vielen Leukozyten vor und fiithren nach Aktivierung mit Hilfe von Trankskriptions-
faktoren (z.B. NF-kB) zur Bildung von Zytokinen: Interleukin-(IL)-1, IL-6, TNF-a und Chemo-
kinen: IL-8. Die freigesetzten Stoffe, oft von kurzer Halbwertzeit, hemmen bzw. fordern Reaktio-
nen anderer Zellen oder wirken autokrin auf sich selbst. Sie konnen systemisch nachweisbar sein

oder auf ein Kompartiment beschrinkt (Murphy et al. 2009 S. 297-300; S. 435-459).
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1.2.1.2 Antigenprisentation und monzytires HLA-DR

Makrophagen prisentieren Fragmente phagozytierter, lysierter und aufbereiteter Antigene an ihrer
eigenen Oberfldche, um mit anderen Akteuren der adaptiven Immunitét zu interagieren: hierbei
werden korperfremde Polypeptide an spezifische Rezeptoren gebunden, die zum human leukocyte
antigen (HLA)-System gehoren und nach dem dazugehorigen Genort DR auf Chromosom 6 auch
als HLA-DR bezeichnet werden; diese Rezeptoren sind allgemein auch als major histocompatibili-
ty complex (MHC) der Klasse II bekannt (Murphy et al. 2009 S. 44). Wenn Antigenfragmente am
HLA-DR wie auf einem Prisentierteller gebunden sind, interagiert der Komplex mit dem CD4-
Rezeptor von T-Lymphozyten und fiihrt in zu einer Aktivierung (Murphy et al. 2009 S. 435). Eine
analoge Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen geschieht iiber MHC Klasse I-Molekiile, was hier
nicht néher erortert werden soll. Die Expression von MHC II wird durch IFN-y gesteigert und
durch IL-10, TGF-f und Stresshormone vermindert, was zur Verstirkung bzw. Abschwichung der

Immunantwort fiithrt (Murphy et al. 2009 S. 444-447, S. 827).
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Herr Prof. Dr. Volk und Kollegen bezeichneten schon vor iiber zwei Jahrzehnten eine stark ver-
minderte HLA-DR-Expression auf CD14"Zellen (Monozyten) bei Sepsispatienten als Immunpara-
lyse (Immunoparalysis) (Volk et al. 1991 zitiert nach: Docke et al. 1997). Die HLA-DR-Beladung
kann angegeben werden, indem auf Monozyten die Menge von spezifischen Anti-HLA-
Antikorpern (Ak) mit der Menge unspezifischer Kontrollantikdrper verglichen und als Prozent-
wert angegeben wird: HLA-DR <30% gilt allgemein als pathologisch (Frazier and Hall 2008) und
geht vermehrt mit Bakteridmie, Virdmie und Fungédmie einher; bei mehrtigig niedrigen Werten
<30% liegt die Inzidenz bakterieller bzw. fungaler Infekte nach >2 Tagen bei 25% und >3 Tagen
bei 75%. Heute wird im Allgemeinen die Absolutzahl an HLA-DR-Molekiilen pro Zelle angege-
ben: ein Cutoff-Wert <5792 Ak/Zelle sagt Infektionen voraus (Strohmeyer et al. 2003).

Es ergibt sich die Frage: ist HLA-DR bei aSAB prddiktiv fiir Infektionen und hdngt eine niedrige

HLA-DR-Expression mit bestimmten klinischen Eigenschaften nach einer aSAB zusammen?

1.2.2 Physiologische adaptive Inmunantwort und ihre Zytokinmuster

Eine wichtige Rolle im adaptiven Immunsystem nehmen CD4" T-Lymphozyten ein, die auch als
T-Helferzellen (Ty) bezeichnet werden. Ty-Zellen wurden 1986 von Mosmann, Cherwinski und
Kollegen aufgrund ihrer unterschiedlichen Zytokin-Sekretionsmuster in zwei funktionelle Subty-
pen: Tyl und Ty2 eingeteilt (Mosmann et al. 2005). Tyl-Zellen sezernieren u.a. IL-2, IL-3,
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), aber auch Tumornekrosefaktor Al-
pha und Gamma-Interferon, weshalb das Tyl-Muster in der Summe proinflammatorisch, positiv
regulierend auf die zelluldre Immunitiat wirkt. Dagegen produzieren Ty2-Zellen die antiinflamma-
torischen Zytokine IL-4 und IL-10, aber auch IL-5 und IL-13, letzteres ist ein wichtiges Signal fiir
B-Lymphozyten und die Antikorperproduktion. Hierauf und auf weitere Zellarten soll an dieser
Stelle nicht niher eingegangen werden: eine Interleukin-17-produzierende CD4"-Population, die
heute als eigene Ty17-Gruppe gilt, die Natiirlichen Killerzellen (NK) (Murphy et al. 2009 S. 123-
129) sowie regulatorische CD4+CD25+Foxp3*-T-Zellen (Stubbe et al. 2012)

1.2.3 Kompensatorisch verminderte Immunitit beim CARS

Das Immunsystem begrenzt Entziindungsprozesse durch balancierende Gegenreaktionen. Bei vie-
len schwerkranken Patienten — nicht nur bei solchen mit akuten ZNS-Schiden — kann eine starke
systemische Entziindung auftreten und dann reaktiv zu einer abnorm starken Gegenregulation fiih-
ren. Das compensatory antiinflammatory response syndrome (CARS), das einer systemischen In-
flammationsreaktion (SIRS) nachfolgt, geht einher mit Symptomen wie: erhohte Infektanfilligkeit

und verzogerte Infektheilung, Lymphozyten-Apoptose und -dysfunktion mit verminderter Tyl-
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Zytokinproduktion sowie eine erhohte IL-10-, TGF-B- und Prostaglandin E,-Produktion, bei
Herabregulierung der Zahl monozytidrer HLA-Rezeptoren und verminderter Stimulierbarkeit einer
monozytiaren Produktion proinflammatorischer Zytokine (Ward et al. 2008). Auch Patienten mit
aSAB weisen hidufig ein SIRS auf (Yoshimoto et al. 2001) und konnen folglich auch von einem
CARS betroffen sein. Jedoch verlangt die besondere Unmittelbarkeit der verminderten Abwehr bei

ZNS-Schiden nach spezifischeren, ergidnzenden Erkldrungen.

1.2.4 Vegetativ-endokrin vermittelte Immundefizienz nach ZNS-Schiden

Die gestorte Inmunkompetenz nach ZNS-Schidden geht tiber Immunstérungen beim CARS hinaus
und wurde exemplarisch unter dem Leitbegriff central nervous system injury-induced immune de-
ficiency syndrome (CIDS) subsummiert (Meisel et al. 2005). Hierbei kommt es vor allem zur
Lymphopenie, Lymphozytendysfunktion sowie Monozyten-Deaktivierung mit Bakteridmie und
Pneumonie. Der biologische Zweck dieser moglicherweise gefahrlichen Herabregulation des Im-
munsystems konnte darin bestehen, das Gehirn nach einem Schaden vor einer potenziell aggressi-
ven Tyl-Antwort zu schiitzen. (Dirnagl et al., 2007b). Die Pathogenese eines CIDS ist nicht voll-
standig geklart; als Mechanismus wird heute eine Monozytendeaktivierung nach Interleukin-1§-
Freisetzung und stresshormonvermittelter Verminderung von Tyl-lymphozytirem IFN-y bei er-

hohtem IL-10 angenommen (A Meisel, C Meisel, H Harms et al., 2012).

Das Immunsystem ist iiber das vegetative Nervensystem (VNS) mit dem ZNS verbunden. Ab-
wehrhemmende Einfliisse wirken endokrin durch Glukokortikoide nach Aktivierung der Hypotha-
lamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (HHN-Achse) bzw. iiber den Sympathikus und Adrenalin
aus dem Nebennierenmark auf Immunorgane und periphere Immunzellen. Zwar wird die TNF-a-
Sekretion aus Macrophagen durch Vagus-Aktivitit inhibiert, aber eine allgemeine parasympathi-
sche Innervation der Immunorgane existiert anatomisch nicht. Viel spricht fiir die besondere Wich-
tigkeit der von Felten et al. nachgewiesenen, direkten noradrenergen Innervation von Thymus und
Milz durch das sympathische Nervensystem (SNS) (Nance and Sanders 2007). Macrophagen be-
sitzen sogar verschiedene Dopaminrezeptoren und lassen sich hieriiber funktionell hemmen (Gas-
kill et al. 2012). Die tonisch bzw. reflexiv gesteigerte Sympathikusaktivitdt nach Lision prigang-
liondrer Strukturen durch Trauma oder Ischimie kommt als Ausloser der ZNS-induzierten Im-
mundefizienz infrage (Meisel et al. 2005). Beteiligt sind Entziindungsreaktionen, die dem Schaden
nachfolgen. Das VNS kann dabei durch Zytokine gewissermallen alarmiert werden. Nach Ge-
websschiden kommt es zum Anstieg von IL-6, TNF-o und IL-1, letzteres ist ein stark proinf-

lammatorischer Mediator aus Makrophagen und Epithelzellen, der im Tiermodell eine neutrophile
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Entziindungsreaktion und eine systemische Lymphopenie hervorruft. Durch geschicktes Variieren
beim Ausschalten beider Stresshormonachsen lief sich zeigen, wie intraventrikuldre und intrahy-
pothalamische IL-1B-Gaben vor allem iiber das SNS wirkten, denn eine Ausschaltung der HHN-
Achse durch Hypophysektomie verminderte nur die Neutrophilie, wihrend eine f.Blockade mit-
tels Propanolol auch vor Lymphopenie schiitzte. (Woiciechowsky et al. 1999a). Ein Zusammen-
hang von vegetativer Dysregulation und Infektionen ist auch fiir ZNS-Blutungen untersucht: an 62
Patienten mit hamorrhagischem Stroke gelang der Nachweis erhohter Infektanfilligkeit nach sym-
pathischer Hyperaktivitit, die noninvasiv anhand der erniedrigten Baroreflex-Sensitivitdt gemes-
sen wurde. Die von den Autoren als Autonomic Shift bezeichnete Veridnderung korrelierte signifi-
kant mit der Menge an intraventrikuldrem Blut (IVB) (Sykora et al. 2011). Das Vorhandensein von
IVB soll daher in der vorliegenden Arbeit ausgewertet werden.

Prass, C. Meisel und Kollegen zeigten eindrucksvoll im Stroke-Tiermodell, wie die Entwicklung
von Infektionen durch eine Katecholamin-induzierte Lymphozytenfunktionsstdrung begiinstigt
wird. An Méusen wurde durch A. cerebri media-Okklusion ein Stroke induziert und danach die
Bakterien-Koloniezahl in Blut und Lunge bestimmt. Alle Stroke-Maiuse entwickelten innerhalb
von nur 72 Stunden spontane (E. Coli-)Pneumonien bzw. Sepsis und zeigten verminderte Zahlen
an T-, B- und NK-Lymphozyten in Blut, Milz und Thymus. Als Ausdruck einer gestorten Tyl-
bzw. vermehrten Ty2-Zytokin-Produktion ging den Infektionen ein erniedrigter IFN-y/IL-4-
Quotient zeitlich voraus. Die Infektionen erwiesen sich als kausal abhéngig von einer verminder-
ten IFN-y-Sekretion, denn die Bakterienlast lie3 sich reduzieren durch eine frithe IFN-y-Gabe oder
den Transfer von Splenozyten- bzw. T- und NK-Lymphozyten, die von gesunden Spenderméusen
stammten. Dagegen blieb ein Zelltransfer aus IFN-y-defizienten Spenderméusen wirkungslos. Ei-
ne Glukokortikoidrezeptor-Blockade durch RU486 zeigte keine Wirkung auf Infektionen, jedoch
konnte durch eine B.Blockade mit Propanolol die Bakterienlast um ca. >5 Zehnerpotenzen gesenkt
und das Uberleben der Stroketiere drastisch verbessert werden. (Prass et al. 2003). Nach Kenntnis
des Autors wurden Sympathikolytika als Drug-Target zur Prophylaxe von Stroke-assoziierten
Pneumonien beim Menschen jedoch kaum beforscht (Maier et al. 2015; Sykora et al. 2015).
Strokepatienten mit Infektionen zeigen im Vergleich zu Patienten ohne Infektionen frith hohere
Noradrealinlevel im Urin und erhohtes IL-10 im Plasma. Nach Stroke kann rasch eine Suppression
der lymphozytidren IFN-y-Sekretion und eine verminderte T-Zellzahl nachgewiesen werden
(Klehmet et al. 2009). Daraus kann folgende Frage abgeleitet werden: ldsst sich bei aSAB-
Patienten mit Infektionen eine Verschiebung von Tyl- in Richtung Ty2-Zytokinmuster nachweisen

und, falls ja: ldsst sich ein zeitliches Muster erkennen?
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1.2.5 CIDS nach aneurysmatischer SAB

Die Existenz einer systemischen Immunfunktionsstorung nach aSAB wurde erst vor kurzem in ei-
ner Pilotstudie nachgewiesen (Sarrafzadeh et al. 2011). An 16 Patienten erfolgte bis zum zehnten
Tag nach Blutung ein detailliertes Monitoring der Immunparameter sowie eine Erfassung des kli-
nischen Verlaufs hinsichtlich AFND, DCI und dem Auftreten von Infektionen. Es konnte gezeigt
werden, dass eine Immundepression bei Patienten aller Schweregrade schon am ersten Tag nach
dem Blutungsereignis auftrat, jedoch nur bei symptomatischen Patienten (n=9) mit einem AFND
oder/und DCI langer als drei Tage fortbestand. Bei 67% der symptomatischen Patienten traten um
den dritten Tag (Range: Tag 2-8) signifikant gehéduft bakteriellen Pneumonien auf. Die Pneumo-
nieinzidenz betrug insgesamt 37.5%. Patienten mit AFND bzw. DCI zeigten schon am Tag 2 signi-
fikant niedrigere Mengen an zytotoxischen T-Zellen, T-Helferzellen und NK-Zellen im peripheren
Blut. Unabhédngig von AFND und DCI war schon initial eine Verminderung der monozytiren
HLA-DR-Expression und TNF-a-Sekretion nach LPS-Stimulation festzustellen, die sich nur bei
asymptomatischen Patienten nach dem dritten Tag signifikant besserte, aber bei symptomatischen
Patienten bestehen blieb. Zusitzlich war die Concanavalin-A-induzierte lymphozytéare IFN-y- bzw.
IL-2-Produktion (vgl. Kapitel 2.3.5f) bei symptomatischen Patienten wéhrend der Tage 2-7 bzw. 2,
5 und 7 signifikant niedriger. Dies stimmte mit den klinischen Befunden {iiberein, nach denen
asymptomatische Patienten seltener Fieber zeigten und keine systemischen Entziindungszeichen
entwickelten. Bemerkenswert ist, dass die Beeintrichtigung der zelluldren Immunfunktion — ins-
besondere die T-Zell-Lymphopenie und geschidigte IFN-y-Produktion — in der Gruppe der Patien-
ten mit Pneumonie schon am ersten Tag nach aSAB feststellbar waren, also den Infektionen vo-
rausgingen und moglicherweise an der Erhohung des Infektionsrisiko beteiligt waren. Frau Prof.
Sarrafzadeh, Herr Dr. Meisel, Herr Dr. Schlenk und Kollegen haben die Kenntnisse zur Immunitét
nach aSAB grundlegend erweitert. Die Studie ist wegen der geringen Patientenzahl und der hohen
WENS-Grade jedoch nur begrenzt verallgemeinerbar (Sarrafzadeh et al. 2011), zumal die Immun-
parameter nur fiir wenige Patientengruppen untersucht wurden (symptomatische vs. asymptomati-
sche Patienten und Patienten mit vs. ohne Pneumonie). Viele aSAB-typische Eigenschaften konn-
ten wegen der geringen Patientenzahl nicht separat verglichen werden, etwa die Unterschiede zwi-
schen Patienten mit/ohne Hirndruckerhéhungen, mit/ohne Einblutungen ins Ventrikelsystem etc.
Eine weitere Limitationen ergab sich aus der kurzen Beobachtungszeit: so blieb unbetrachtet, ob
sich bei symptomatischen Patienten die monzytédre Dysfunktion im weiteren Verlauf wieder bes-
sert. In dieser Arbeit sollen die bekannten Verdnderungen der Immunparameter bei aSAB iiber-

priift und erweitert werden.
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1.2.6 Ubersicht iiber bekannte Verinderungen von Immunparametern beim CIDS

Befunde in der Literatur

Marker
Neutrophile T nach Stroke vor dem Onset assoziierter Infekte erhoht (Chamorro et al. 2007a)
Basophile sl/ nach Stroke vermindert am Tagl gegeniiber Kontrollgruppe (Hug et al. 2009)
nach aSAB, keine Differenz zu asymptomatischen Patienten (Sarrafzadeh et al. 2011)
Monozyten T nach Stroke Tag 2 u. 7 (Urra et al. 2009a)
nach Stroke vor dem Onset assoziierter Infekte erhdht (Chamorro et al. 2007a)
nach aSAB, persistierend bei symptomatischen Patienten (Sarrafzadeh et al. 2011)
monozyt \L nach Stroke am Tag 2-7 (Urra et al. 2009a)
HLA DR. nach Stroke am Tag 1 und 4 vermindert, Assoziation mit Infektion und Infarktgrofie (Hug et al. 2009)
nach Stroke (Haeusler et al. 2008)
nach neurochirurgischen-Operationen (Asadullah et al. 1995b)
D
E Vverm. stimulierbar Tag 1-10 bei SAB-Patienten mit bakt. Pneumonie (Sarrafzadeh et al. 2011)v
monozyt F verm. stimulierbar Tag 1-2 bei SAB-Patienten ohne bakt. Pneumonie (Sarrafzadeh et al. 2011)
TNF E verm. stimulierbar Tag 1-7 und 90 bei Stroke-Patienten mit Pneumonie (Urra et al. 2009a)
-a K verm. stimulierbar nach Stroke, guter Infektions-Prddiktor (Haeusler et al. 2008)
T verm. stimulierbar Tag 0.5-2 im Stroke Maus-Modell (Prass et al. 2003)
nach SAB bes. bei symptomatischen Patienten, signifikant am Tag 2,3 und 10 (Sarrafzadeh et al. 2011)
NK-Zellen sl/ nach Stroke keine Differenz zu Kontrollgruppe, aber gestorte Funktion bis 72 h (Peterfalvi et al. 2009)
nach Stroke signifikant vermindert am Tag 1 und 4 gegeniiber Kontrollgruppe (Hug et al. 2009)
CD8" T- J, nach SAB, persistierend > 7-10 Tage bei symptomatischen Patienten (Sarrafzadeh et al. 2011)
Zellen nach Stroke (Urra et al. 2009b)
nach aSAB, persistierend > 7-10 Tage bei symptomatischen Patienten (Sarrafzadeh et al. 2011)
CD4+ T- \L nach Stroke (Klehmet et al. 2009)
Zellen nach Stroke (Vogelgesang et al. 2008)
nach Stroke (Prass et al. 2003)
IL-2 \L nach SAB Tag 3-10 bei Patienten mit Infektion (Sarrafzadeh et al. 2011)
nach Stroke (Prass et al. 2003)
IFN-y | 1 nach Stroke (Klehmet et al. 2009)
erhoht [sic!] nach Stroke (Urra et al. 2009a) — jedoch signifikant nur Tag 90
1L-4 T in postakuter Strokephase (Median 34,5 Monate) nach Stimulation erhoht (Theodorou et al. 2008)
nach Stroke friih erhéht bei Patienten mit Infektionen trotz Antibiose (Klehmet et al. 2009)
nach Stroke bis 48 Stunden nach Stroke signifikant (Urra et al. 2009a)
IL-10 | T
nach Stroke friih signifikant erhoht bei Patienten mit Infektion vs. Kontrollgruppe (Chamorro et al., 2007)
kein Unterschied zwischen Stroke- und Kontrollgruppe (Vila et al. 2003)
TEN-v-/IL-4 in postakuter Strokephase (Median 34.5 Monate) nach Stimulation vermindert (Theodorou et al. 2008)
i im Stroke-Mausmodell friih vor Auftreten von Infektionen vermindert (Prass et al. 2003)
TNF-a bei Patienten mit Stroke-assoziierter Pneumonie friih niedriger (Chamorro, Urra und Planas, 2007a)
nach Hirndruck bei aSAB im Plasma; aus dem ZNS-Extrazelluldrraum stammend (Graetz et al. 2010)
IL-6 T nach Stroke am Tag 2-4 bei Patienten mit Infektion gegen Kontrollgruppe (Chamorro et al., 2007)
nach Neurochirurgie-OP (Asadullah et al. 1995b)
nach aSAB, bei symptomatischen Patienten niedriger Tag 1-5, nicht signifikant (Sarrafzadeh et al. 2011)
B-Zellen | &

nach Stroke keine friihen B-Zellverdnderungen (Hug et al. 2009)

Tabelle: Immunparameter nach ZNS-Schidden durch Trauma, Operation, Ischdmie oder Blutung.
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1.3 Fragestellungen im Uberblick

An dieser Stelle sollen die zuvor hergeleiteten Fragestellungen in der Ubersicht dargestellt wer-

den, um anschliefend im Kapitel 2 die dazugehorigen Methoden zu zeigen:

1) Sind die Ergebnisse der Pilotstudie von 2011 mit vergroBerter Stichprobe reproduzierbar?

2) Normalisiert sich die gestorte HLA-DR-Expression bzw. TNF-o-Sekretion bei ehemals symp-
tomatischen bzw. infizierten Patientengruppen wieder? (Tag 12, 15 oder 180)

3) Lassen sich fiir differenzierte Patientengruppen veridnderte Infektionsinzidenzen, verinderte
Zellzahlen der Leukozytenpopulationen, verminderte HLA-DR-Expression, gestorte Monozy-
tenfunktion, verdnderte Zytokinmuster inkl. verschobener Tyl/Ty2-Balance (IFN-y/IL-4-
Quotient |, TNF-o {, IL-2 |, IL-10 T) nachweisen?

Verglichen werden Patienten...

a) minnlichen/weiblichen Geschlechts (vgl. Kapitel 1.1.2)

b) mit groBem/kleinem Aneurysma

¢) mit geringem/hohem Schweregrad nach dem WFNS-Grading

d) mit/ohne early brain injury im Sinne eines AFND

e) mit/ohne Delayed Cerebral Ischemia

f) mit/ohne ICP-Erhohung im Verlauf (vgl. Kapitel 1.1.4)

g) mit/ohne zusitzlicher intraventrikuldrer Einblutung

h) mit/ohne initialer Hyperglykdmie

i) mit/ohne initialer arterieller Hypertonie

J) nach Clipping oder Coiling (vgl. Kapitel 1.1.6)

k) mit/ohne Hypertonie in der Vorgeschichte (vgl. Kapitel 1.1.2)

1) mit/ohne Tabak- bzw. Alkoholmissbrauch in der Vorgeschichte (vgl. Kapitel 1.1.2)
4) Lassen sich die pneumoniebezogenen Ergebnisse von 2011 auf andere verlaufskomplizierende

Infektion erweitern? (Hospital acquired pneumonia, Harnwegs- und ZNS-Infektionen?)
5) Wie hoch sind die Infektionsinzidenzen?
6) Lassen sich klinische Pridiktoren fiir das Infektionsrisiko ermitteln?

7) Welchen Einfluss haben Infektionen auf Morbiditit und Mortalitidt der aSAB?
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2 Methodik

2.1  Studiendesign der zugrundeliegenden SA B-Immunstudie-38

Die SAB-Immunstudie-38 unter Leitung von Prof. Dr. med. A. Sarrafzadeh (Klinik fiir Neurochi-
rurgie der Charité) und Dr. med. C. Meisel (Institut fiir medizinische Immunologie der Charité) ist
eine prospektive diagnostische single-arm Studie zum umfassenden klinischen, infektiologischen
und immunologischen Monitoring bei Patienten mit aneurysmatischer SAB. Primires Ziel ist die
Identifikation von Zusammenhingen zwischen klinischen Patienteneigenschaften, Zustinden ver-

minderter Immunkompetenz und dem Auftreten von Infektionen.

2.1.1 Partnerschaftlich verbundene Studien

Die SAB-Immunstudie-38 ist Partnerin der Studie Depolarisations in ischaemia after aneurysmal
subarachnoid haemorrhage (DISCHARGE-1; ISRCTNO05667702), einer prospektiven diagnosti-
schen single-arm Phase Il Multicenterstudie zum umfassenden Monitoring und Follow-up bei
SAB-Patienten unter der Studienleitung von Prof. Dr. J. Dreier (Centrum fiir Schlaganfallfor-
schung) und PD Dr. J. Woitzik (Klinik fiir Neurochirurgie). Primérer Gegenstand des Projektes ist
die Erforschung von Spreading Depolarisations (SD) bei aSAB-Patienten. DISCHARGE und die
SAB-Immunstudie-38 gehoren zur Studiengruppe Cooperative Study on Brain Injury Depolariza-
tion (COSBID, www.cosbid.org).

Dies ist aus zwei Griinden besonders erwidhnenswert. Erstens, weil die nachfolgend dargestellten
Einschluss- und Ausschlusskriterien der SAB-Immunstudie-38 derart definiert wurden, dass sie
strikt mit den Einschluss- und Ausschlusskriterien der DISCHARGE-Studie identisch sind. Hier-
mit ist de facto eine Patienten-Vorauswahl verbunden, die einen Einfluss auf die Zusammenset-
zung der untersuchten Kohorte haben kann; ein Sachverhalt, der im Diskussionsteil der vorgeleg-
ten Dissertation zu diskutieren sein wird. Und zweitens, weil aufgrund der Studienpartnerschaft
die Erfassung der klinischen Patienteneigenschaften, die Befunderhebung, Befunddokumentation
und Diagnosestellung auftretender Komplikationen inkl. Infektionsereignisse kollaborativ durch

angestellte und geschulte Studiendrzte der COSBID-Gruppe erfolgte.

2.1.2 Ethikvotum
Die Studie wurde am 11.03.2009 von der Ethikkommission der Charité genehmigt.
Standort Campus Benjamin Franklin, Universititsmedizin Berlin (Ref.-Nr. EA4/022/09).
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2.1.3 Definition der Einschlusskriterien' fiir Studienpatienten
Das Studiendesign sieht einen konsekutiven Einschluss aller infrage kommenden Patienten ohne
weitere Vorauswahlen und ohne Bildung einer allgemeinen Kontrollgruppe vor, sofern alle unten
genannten Kriterien erfiillt sind:
¢ informiertes personliches Einverstindnis bzw. Zustimmung eines gesetzlichen Vertreters
e gesicherte akute aneurysmatische SAB bei rupturiertem sakkuldrem Aneurysma
in der CT-Angiographie oder digitalen Subtraktionsangiographie (DSA)
e Alter > 18 Jahre
¢ Erstauftreten der Symptome maximal 72 Stunden vor Einschluss
e  World Federation of Neurosurgery (WFNS) Grad [-V
¢ Behandlung durch Clip-Ligatur oder endovaskulédre Coil-Embolisation

¢ Indikation zur Anlage einer Ventrikeldrainage oder eines Oxygen-Sensors

! Bis zum 09.08.2011 (Patienten-Nummer < CRT67 bzw. < CBF35) wurden nur Patienten < 70 Jahre eingeschlossen,
die einen hohen WENS-Schweregrad > III und im CCT eine Blutung der Fisher Gruppe > III aufwiesen. Dies wird im
Diskussionsabschnitt zu diskutieren sein.

2.1.4 Definition der Ausschlusskriterien’ fiir Studienpatienten

Griinde, die zum Ausschluss aus der Studie fithren, sind:

¢ Monitoring-Unterbrechung > 48h wihrend der Tage 3-5 oder

e  Monitoring-Unterbrechung > 24h wihrend der Tage 6-8 bzw. 9-11, es sei denn, der Patient
verstirbt nach Tag 5 oder entwickelte vor Unterbrechung eine im MRT nachgewiesene DCI.

¢ anhaltend moribunder Zustand bei Aufnahme (z.B. weite, areaktive Pupillen > 1 Stunde)

e Schwangerschaft, hamorrhagischen Diathese, Zytostatikatherapie

e aneurysmatische SAB aufgrund anderer Ursachen (Trauma, fusiformes Aneurysma u.a.)

¢ Kontraindikationen gegeniiber einem MRT (z.B. Transportinstabilitét, Schrittmacher)

? Vor dem 09.08.2011 (Patienten-Nummer < CRT67 bzw. < CBF35) wurden Patienten mit nur diinn-diffuser oder un-
sichtbarer Blutmenge im initialen CCT ausgeschlossen. Ebenso Patienten mit Quick < 60%, partieller Thromboplas-
tinzeit > 45 Sekunden und Thrombozytopenie (TZ < 60/nl). Ein Ausschluss wegen Unterbrechung >24h wihrend der
Tage 4-9 erfolgte ausnahmslos, unabhingig von Tod oder vorausgegangener DCI.

2.1.5 Definition der Monitoringzeitpunkte bzw. -zeitriume

Der Monitoringzeitraum umfasst die Tage 1-15 nach Onset der Blutung (= Tag 0). Die Zeit bis vor
Einschluss wird im Folgenden als premonitoring period bezeichnet; als Follow-up -Periode wird
das Intervall von Tag 16 bis Tag 180 definiert. Monitoringzeitpunkte der SAB-Immunstudie-38
sind ausschlieBlich die Tage 1, 3,6, 9, 12, 15 und ~180 (5 Tage).
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2.2  Erfassung der Patienteneigenschaften und Verlaufskomplikationen

2.2.1 [Initiales klinisches Grading der aSAB zu Beginn des Monitorings

Zur Einstufung einer SAB existieren iiber 40 Scores (Spendel 2009). Sie dienen der klinischen
Entscheidungsfindung, zur prognostischen Einschitzung, zur Standardisierung der Kommunikati-

on und teilweise auch zur Verlaufsdokumentation. Jede Skala zeigt Limitationen (Rosen und Mac-

donald 2005). Keine bekannte Skala beriicksichtigt das Auftreten einer Immundepression.

a) Fiir jeden DISCHARGE-Patienten erfolgt bei Aufnahme ein Assessment quantitativer Be-

wusstseinsstorungen mit Hilfe der Glasgow Coma Scale (GCS) (Teasdale und Jennett 1974).

Dabei werden Leistungen aus drei Bereichen gepriift, mit Punkten versehen und zu einem

dimensionslosen Index summiert.

Ausen verbale
Punkte iiffrglen Kommu- Motorik Augendffnen stellt nach Teasdale ei-
nikation nen Indikator fiir Arousal (,,Wach-
6 ) i befolgt
Aufforderungen | heit) dar. Durch Beurteilung der
5 ] orientiert gezielte Sprache ldsst sich Awareness (,,Be-
Schmerzabwehr
desorien- ungezielte wusstsein®) abschitzen; Fehlende Be-
4 spontan . Sch bweh
tert CIMETZabwenr | wegungen, Beuge- oder Streckreaktio-
nur auf o . .
3 Ansprache inaddquat Flexion nen weisen auf schwerere Schiden
) nur auf unver- Extension hin. Der Score ist bei sedierten Patien-
Schmerz standlich . ) . .
eine ten schwierig. Dichotomisierungen er-
fehlend kei .
1 cehien emne Reaktion folgen in GCS < 14 vs. 14-15.

Tabelle: Glasgow Coma Scale: nach Teasdale, zitiert in
Greenberg 2010, S.279

WFNS- GCS Aphasie oder b) fiir jeden Patienten wird initial auch der klini-
Grad Score | Hemisymptomatik sche Schweregrad nach World Federation of Neu-
0 15 fehlend rosurgeons Societies (WFNS) in der Studienda-

1 15 fehlend tenbank dokumentiert. Die verbreitete fiinfstufige

2 13/14 fehlend Klassifikation wurde 1987 in Barcelona vorge-

3 13/14 vorhanden stellt (Teasdale et al. 1988); sie basiert auf der
GCS und nutzt das Auftreten neurologischer Defi-

4 712 unberiicksichtigt zite als Unterscheidungsmerkmal zwischen dem

5 3-6 unberiicksichtigt zweiten bzw. dritten Grad. Die Patienten werden

Tabelle: WFNS-Einteilung; Grad O entspricht einem
intakten Aneurysma ohne Blutung. Zitiert in Green-
berg 2010, S. 1040

gruppiert in: ,,low/good Grade* (WENS 1-3) und
whigh/poor Grade “ (WENS 4-5).
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HH- c¢) daneben existiert die édltere Klassifikation

Beschreibung
Grad nach Hunt und Hess (HH) aus dem Jahr
keine Symptome bzw. gering ausge- 1968. Si d inolich .
. twickelt,
1 priagter Kopfschmerz/Meningismus, ? 16 wurde ursprunglich entwicke
diskrete Nackensteife um das Operationsrisiko zu vergleichen,
Hirnnervenldhmung (v.a. N. _HI/.VI)’ konnte sich aber schnell allgemein durch-
2 moderater Kopfschmerz/Meningismus
bzw. moderate Nackensteife setzen wegen des gut belegten Zusammen-

Somnolenz, Verwirrtheit oder Lethargie, hangs hoher HH-Grade (>4) mit hoher Mor-
3 leichtgradig ausgeprigte fokal-

neurologische Defizite talitdit bzw. Morbiditit. In kontrollierten
Sopor/Stupor, schwere neurologische | Studien wird heute die WENS wegen groBe-
4 Defizite, vegetative Symptome, ) o
evtl. friihe Dezerebrationszeichen rer Eindeutigkeit bevorzugt. (Sarrafzadeh
Koma, 2003). In der vorliegenden Arbeit erfolgt ei-
5 Strecksynergismen, Patient mit mori-

bundem Erscheinungsbild ne Dichotomisierung in: low grade (HH 1-

Tabelle: Hunt und Hess—Grade in der nicht modifizierten  3) yg, high grade (HH 4-5).
Fassung; zitiert in Greenberg 2010, S. 1040

2.2.2 Initiale radiologische Klassifikation zu Beginn des Monitorings

Jede SAB wird initial radiologisch klassifiziert. Das Assessment erfolgt durch einen an die Studie
angeschlossenen Facharzt fiir Radiologie mit dem Tétigkeitsschwerpunkt Neuroradiologie. Unter
morphologischen Gesichtspunkten kam die computertomografische (CT) Fisher-Scale zur An-
wendung: Fisher, Kister und Davis untersuchten die subarachnoidale Blutmenge und -verteilung
im CT und setzten sie in Beziehung zu einem etwaig im Verlauf auftretenden Vasospasmus: nicht
nachweisbares oder diffus verteiltes Blut kam nur sehr selten bei Patienten vor, die spéter eine Ge-
faBengstellung entwickelten. Dagegen waren Gerinnsel > 5x3 mm, Einblutungen in Fissuren oder
vertikale Zisternen bei fast allen Vasospasmus-Patienten nachweisbar; die Seitenverteilungen von
Gerinnseln (Clot) und Vasospasmen korrelierten gut. (Fisher et al. 1980). Folgende Gruppen wer-
den unterschieden: Gruppe I = kein Blut nachweisbar; Gruppe II = diffus / vertikale Schicht < 1
mm; Gruppe III = lokales Gerinnsel und / oder vertikale Schicht > 1 mm; Gruppe IV = intrazereb-
rales / intraventrikuldres Gerinnsel (zitiert nach: Greenberg 2010, S. 1046). Immunologisch inte-
ressant ist, dass die Fisher-Gruppen > III mit dem Auftreten einer systemischen Entziindungsreak-
tion (systemic inflammatoric response syndrome, SIRS) vergesellschaftet sind (Yoshimoto et al.
2001). Ob dies auch mit einer gestorten Immunitédt bzw. erhohter Infektanfilligkeit einhergeht, ist
unbekannt. Weil die Fisher-Gruppen-Einschlusskriterien der vorgelegten Arbeit wihrend der Stu-
die gedndert wurden, werden hier im lediglich die Gruppen: ,,mit/ohne zusdtzliches intraventriku-

ldres Blut (IVB)* verglichen.

24



2.2.3 Erfassung von klinischen Zustandsverinderungen und Komplikationen

Alle im Kapitel 1.1.4 genannten aSAB-typischen Adverse Events (AE) und Serious Adverse
Events (SAE) werden prospektiv dokumentiert. Das Standard Operating Procedure (SOP) zur Do-
kumentation der AE und SAE wurde von der COSBID-Studiengruppe publiziert (Drenckhahn et
al. 2013): Verlaufskomplikationen werden wihrend des Monitoringzeitraumes einmal tédglich ret-
rospektiv fiir die vorausgegangen 24 Stunden in der Studiendokumentation erfasst, beim Follow-
up wird der gesamte 180-tdgige Zeitraum einbezogen. Ein Studienmitarbeiter nimmt tiglich einen
Check-up vor und erfasst strukturiert die pflegerischen und drztlichen Dokumentationen des Pa-
tientenmanagement-Systems (PMS) Computer Organized Patient Report Assistant (Fa. COPRA
System GmbH; Sasbachwalde; Deutschland), sowie die Befunde aus den Bereichen Radiologie,
Ultraschall- und Labor im Krankenhaus-Management-System ,,Systeme, Anwendungen, Produkte “

(Fa. SAP, Waldorf; Deutschland).

a) Erfassung eines akuten fokal-neurologischen Defizits (AFND)

Zur Anwendung kommen die detaillierten Kriterien, die im Kapitel 1.1.3.1 beschrieben wurden.
Im Rahmen der reguliren Patientenversorgung werden folgende andere Ursachen differenzialdi-
agnostisch ausgeschlossen: Elektrolytstorungen, kardiopulmonale Ursachen und initiale ZNS-Inf-

ektionen. Ebenso wird ein Hydrozephalus im Rahmen der drei Studien-MRT ausgeschlossen.

b) Monitoring des Intrakraniellen Drucks (ICP):

Bei allen Patienten, bei denen klinisch eine externe Ventrikeldrainage erforderlich ist, erfolgt ein
kontinuierliches Monitoring des ICP. Die Sonde ist dabei in einem Seitenventrikel platziert. Die
Druckmessung erfolgte im Rahmen der regulidren Patientenversorgung auf der neurochirurgischen
ICU. Eine kontinuierliche Dokumentation der Messwerte findet elektronisch im PMS statt. Nach
Studienende wird die komplette Messwertdokumentation jedes Patienten in COPRA (s.o.) visuell
auf Druckerh6hungen gemustert. Ein ICP-Anstieg auf >20 mmHg iiber 60 Minuten wird als be-
wiesener Druckanstieg gewertet. Ausgewertet werden die Dichotomien ,,/CP-Erhohung ja/nein*

und ,,ICP-Erhohung ja/nein im Zeitraum bis 72 Stunden nach aSAB-Onset*.

c) Erfassung einer delayed cerebral ischemia (DCI)

Die Diagnose DCI wird strikt entlang der nachfolgend genannten Kriterien (Woitzik, Dreier,
Hecht et al. 2012) gestellt, wenn (1) im Studien-MRT neu aufgetretene zerebrale Ischimien sicht-
bar werden oder (2) im Verlauf Zustands-/GCS-Verschlechterungen > 2 Punkte gegeniiber dem
Vortag bzw. neue fokal-neurologische Defizite auftreten, die (3) nicht auf periprozedurale Kom-

plikationen, Nachblutungen, Infektionen oder einen Anstieg des intrakraniellen Druckes zuriick-
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fiihrbar sind und (4) gleichzeitig bzw. zeitlich vorausgehend in der tiglichen durchgefiihrten trans-
kraniellen Dopplersonografie oder/und in der Angiografie ein relevanter Vasospasmus nachweis-
bar ist: Im Monitoringzeitraum erfolgen bei allen Patienten drei Magnetresonanztomografie-
(MRT)-Untersuchungen mit einem der (Studien-)MRT-Geréte der Charité [Fa. Philips Gyroscan,
Fa. General Electric Signa, Fa. Siemens Magnetom Skyra bzw. Aera]. Ein weiteres MRT erfolgt
beim Follow-up. Der Facharztbefund wird von einem dedizierten Studienmitarbeiter in die Studi-
endokumentation iibertragen. Alle Patienten erhalten im Monitoringzeitraum tédglich eine transkra-
nielle Dopplersonographie (TCD) durch einen geschulten Studienarzt. Eine relevante Gefdfleng-
stellung im Sinne eines Vasospasmus wird bei Erfiillung folgender Kriterien angenommen: Blut-
stromungsgeschwindigkeit > 200 cm/s oder eine Geschwindigkeitszunahme > 50 cm/s im Ver-
gleich zum Vorbefund innerhalb von 24 Stunden oder ein Lindegaard-Quotient > 3 (Flussge-
schwindigkeit (V) der Arteria cerebri media geteilt durch V in der extrakraniellen Arteria carotis
interna. Erfasst wird die Dichotomie ,, DCI nein/ja* und der Tag des ersten Nachweises bezogen
auf den Onset der Blutung. Unterschiede in der Abwehrlage bzw. im Infektionsrisiko werden fiir

Patienten mit und ohne DCI detailliert im Gruppenvergleich iiberpriift.

2.2.4 Erfassung von infektionsbezogenen Parametern und Definition von Infektionen

Infektionszeichen werden im Rahmen der téglichen Untersuchung durch die drztlichen Studien-
mitarbeiter erfasst. Infektiologisch relevante Befunde aus der drztlichen Dokumentation bzw. In-
fektionsparameter aus der pflegerischen Dokumentation werden zeitnah kontrolliert und in die
Studiendokumentation iibernommen: Rontgen-Thorax, Liquor- und Urinstatus, Mikrobiologie-

Befunde und Angaben zur Antibiotikatherapie (Woitzik 2010; Drenckhahn et al. 2013).

Die Infektionsdefinitionen der vorgelegten Arbeit sind identisch mit der zu erweiternden Pilotstu-

die und lauten dort wie im Folgenden wortlich wiedergegeben:

“Definitions of immune system-related events in the clinical course after aneurysmal sub-
arachnoid hemorrhage, onset before day 14 after aneurysmal subarachnoid hemorrhage:
Pneumonia: new infiltrate on chest x-ray, with purulent sputum and/or positive cultures.
Urinary tract infection: urine white blood cell count >5/high-power field and positive
urine culture. Wound infection: fever and presence of purulent wound discharge. Blood-
stream infection: positive blood cultures and systemic inflammatory response syndrome.
Meningitis/ventriculitis: increased white blood cell count in cerebrospinal fluid and posi-

tive cerebrospinal fluid culture.” (Sarrafzadeh et al. 2011).
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Pneumonie-Definition:

Die Diagnose Pneumonie wird gestellt bei positivem Rontgen-Thorax-Befund im Sinne einer neu
aufgetretenen bzw. progredienten Verdichtung/Infiltration oder Kavernenbildung und zusdtzlich
mindestens Fieber (> 38 °C) oder/und Leukozyten (> 10000/ul bzw. < 4000/ul) ohne andere Ursa-
che; und zusdtzlich mindestens zwei weiteren klinischen Symptomen: Neuauftreten von eitrigem
Sputum, vermehrte Sekretion, neuer oder zunehmender Husten, Dys-/Tachypnoe, positiver Aus-
kultationsbefund, Notwendigkeit vermehrten Absaugens, Verschlechterung des Gasaustauschs z.B.
mit erhohtem Sauerstoffbedarf oder mit neu aufgetretener Beatmungsnotwendigkeit. (vgl. Robert

Koch-Institut 2011). Eine Differenzierung wird wie folgt vorgenommen:

a) Hospital acquired Pneumonia (HAP): im Krankenhaus erworbene Pneumonie, die frithestens
48 Stunden nach Krankenhausaufnahme (vgl. American Thoracic Society 2005, S. 389) und
vor Ende des Monitoringzeitraumes (Tag 15 nach aSAB-Onset) aufgetreten ist; sowie
Hospital acquired early-onset Pneumonia (HAEOP): im Krankenhaus erworbene Pneumonie
mit Beginn frithestens 48 und spitestens 96 Stunden nach Aufnahme (vgl. American Thoracic
Society 2005, S. 390). Obligat zu erfiillen fiir HAP bzw. HAEOP sind die genannten radiologi-
schen und klinischen Kriterien; gefordert ist dariiber hinaus zusdtzlich ein positiver mikrobio-
logischer Erregernachweis im Tracheobronchialsekret oder — sofern keine Assoziation mit ei-
ner anderen Infektion besteht — ein Erregernachweis in der Blutkultur. Die Gewinnung von
Material zum Erregernachweis erfolgt im Rahmen der reguldren Patientenversorgung nur bei

einem Infektionsverdacht.

b) non-HAP: jede Pneumonie, die frither als 48 nach Aufnahme aufgetreten ist und somit nicht
die zeitlichen Kriterien einer HAP erfiillt. Zu zensieren sind Pneumonien, die wahrscheinlich

oder tatsichlich bereits bei Aufnahme bestanden haben (Pneumonien am Tag 0 nach aSAB).

Weitere Infektions-Definitionen:

c) Harnwegsinfekt: die Diagnose wird gestellt beim Nachweis von > 5 Leukozyten pro Gewichts-
feld in der Urinmikroskopie und einem mikrobiologischen Nachweis von maximal zwei ver-

schiedenen Keimen in einer Anzahl von min. 10° bis max. 10° Keimen/ml Urin.

d) Meningitis/Ventrikultis: erhohte Leukozytenzahl bzw. erhohter Proteingehalt bzw. verringerter
Glukosegehalt im Liquor und Fieber oder mikrobiologischer Erregernachweis im Liquor. So-
fern eine EVD oder lumbale Drainage existiert, erfolgt die Erhebung der ZNS-
Infektionsparameter prospektiv an den Studientagen 1, 3, 6, 9, 12 und 15. Wenn keine Li-

quordrainage existiert, erfolgt die Untersuchung nur bei klinischem Verdacht.
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e) Sepsis: systemische Infektion mit kulturellem Nachweis von pathogenen Erregern im Blut und

zusitzlich Vorliegen eines systemischen Inflammationssyndroms (SIRS).

f) Katheterinfektionen: nicht-systemische Infektionen an der Punktionsstelle eines zentralen Ve-
nenkatheters, Verweilkatheters oder einer EVD mit Entziindungszeichen, Wunddehiszenz oder

Schmerz; und zusdtzlich ein mikrobiologischer Erregernachweis.

g) Wundinfektionen mit Rotung, Uberwirmung, Schwellung, eitriger Sekretion plus Wunddehis-

zenz oder Schmerz im Bereich der SAB-Operation (Drenckhahn et al. 2013).

h) Andere Infektionen: alle anderen wihrend des Monitorings neu aufgetretenen Infektionen, bei
denen jeweils klinische Symptome auftraten und ein mikrobiologischer Erregernachweis vor-
liegt (insbesondere Infektionen des Endokards, des Gastrointestinaltraktes oder der Haut) oder

radiologischem Nachweis eines Infiltrates (Sinusitis/Mastoiditis).

In ihrer Gesamtheit werden die unter [a-h] genannten Ereignisse als Infektionen bezeichnet. Als
Friihinfektionen werden hier Infektionen mit Beginn vor der 72. Stunde definiert (Friihinfektionen
< 72 h). Dies geschieht aus mehreren Griinden: aus der Pilotstudie ist bereits bekannt, dass sich
bei neurologisch asymptomatischen Patienten einige moglicherweise infektionspriadiktive Marker
der Immunitit (insbesondere HLA-DR) nach der Messung vom Tag 3 bereits wieder zu normali-
sieren begannen. Da ein akutes fokal-neurologisches Defizit (AFND) als Ausdruck eines early
brain injury durch frithes Auftreten charakterisiert ist (Diagnose < 72 h nach aSAB-Onset) und
verzogert auftretende Hirninfarkte (DCI) zu diesem Zeitpunkt per definitionem eher unwahr-
scheinlich sind (Diagnose in der Regel erst > 96 h nach aSAB-Onset), erdffnet sich hier die Mog-
lichkeit fiir sinnvolle Vergleiche mit dem Onset von Infektionen. Falls sich verlaufskomplizierende
Ereignisse finden lassen, die mit Verdnderungen des laborchemisch definierten Immunstatus oder
mit Infektionen verbunden sind, konnte es bei der Bewertung von Risikoschitzungen relevant
sein, ob auch eine Assoziation mit Friihinfektionen besteht. Dies betrifft die Frage, ob Gruppenun-
terschiede bei Immunmarkern, die bereits aus der Pilotstudie bekannt sind, als pradiktiv, kontin-

gent oder als reaktiv einzuordnen sind.

2.3  Messung immunologischer Parameter
Alle immunologischen Messungen erfolgen nach etablierten Standard-Operating-Procedures
im Speziallabor fiir Inmunologie (DIN EN ISO 15189) der Labor Berlin GmbH (Charité Univer-

sitdtsmedizin CVK, Berlin) unter Leitung von Herrn Dr. C. Meisel.
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2.3.1 Prinzip der FACS-Durchflusszytometrie

In einem Durchflusszytometer lassen sich geloste Zellen, Partikel oder Analysevehikel (Beads) ei-
ner Grofe zwischen 0.2 und 150 um anhand ihrer optischen Eigenschaften (Lichstreuung und -
Absorption) differenzieren. Die Technik des fluorescence activated cell sorting FACS®, Fa. Bec-
ton Dickinson (BD) erweitert das Verfahren um die Moglichkeit von Subtypisierungen durch Mes-
sung zusitzlicher Fluoreszenz-Farbstoffe oder -Antikdrpermarkierungen. Hierzu werden die inte-
ressierenden Merkmale in der Probe durch Fluoreszenzantikorper markiert. Das Analysat wird im
Gerit durch eine mikroskopische Messzelle geleitet und hydrodynamisch ,,fokussiert™: d.h. durch
hochfrequente piezoelektrisch ausgeldste Vibrationen entsteht ein perlschnurartiger diinner Strom
aus zellgroen Mikrotropfchen. Darin befinden sich die vereinzelten Zellen/Partikel, die sukzessiv
durch den Strahlenfokus von Laserlicht verschiedener Wellenldngen gefiihrt werden. Unter hohem
Durchsatz (~10°-10* Korpuskel pro Sekunde) kann die Absorption des Streulichts und mehrerer

Fluoreszenzfarben simultan gemessen werden.

. Fokussierun
Laserlicht g

T R - Abb: Schema eines Multicolor-Flowzytometers.
- ‘! Laserlicht wird an jedem Einzelpartikel der
- e . . . vorbeiflieBenden Probe charakteristisch nach
' . ' Bumssep:'.rillll.tlnsg::gﬁ:'de- vorwirts bzw. zur Seite gestreut. Seitwértsstreu-

= hydrodynamischen licht (SSL) engl. side scatter light enthdlt In-

formationen {iiber Zellgranula, wihrend Vor-
wirtsstreulicht (VSL) engl. forward scatter light

Quellen

mit Antikérpern

| (FSL) von der ZellgroBe abhingig ist. Gleich-
markierter Monozyt Detektor

zeitig emittieren die farbenden Fluoreszenzsub-

::2;“(1!)'“) g ;irr:;:::ls st.anzefl bzw. Antikdrpermarkierungen messbare
FL4 \ gehendes Lichtsignale.

\ :;,“r:s?es' | Licht Ein System aus partiell transparenten Spiegeln

)N’iege' bzw. Filtern erlaubt eine simultane Messung mit

FL3 mehreren Wellenldngen. Die Emissionen der

Markierungs-Fluorochrome werden von einer

Anordnung separater Photodetektor-Dioden

FL2 _ (FL1, FL2 FL3 und evtl. FL4) aufgefangen.

+ Aufgrund ihrer Eigenschaften erkannte Zellen

B @/ + konnen im elektrostatischen Feld sortiert wer-

Ezée:et!?t:vf;rrts + den. (vgl. BD Bioscience, 2007); eigene Grafik.

gestreute Licht FL1 "sorting"

Durch Mehrfachmarkierungen mit Antikorper-Cocktails lassen sich komplexe Eigenschaftsmen-
gen eingrenzen, um definierte Subpopulationen von Zellen oder Analysevehikeln zu erkennen.
Korpuskel konnen softwaregesteuert einer Gruppe zugewiesen werden (gating), bevor die interes-
sierenden Eigenschaften ausgewertet werden. Optional lassen sich die Einzelzellen softwarege-
steuert (fluorescence activated), quasi im Moment der Analyse, in zwei Gefidlle auftrennen (sor-

ting).
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2.3.2 Messung der Basisparameter der Abwehr

Mit fluoreszenmarkieren Antikorpern gegen linienspezifische Antigene CD3, CD14, CD19 und
CD56 (Fa. BD, Heidelberg), sowie CD16 (Fa. DAKO, Hamburg) werden die Lymphozytenpopu-
lationen der B-, NK-, und T-Zellen markiert. Zur Differenzierung von T-Helferzellen bzw. zytoto-
xischen T-Zellen kommen Anti-CD4 bzw. anti-CD8-Antikérper (Fa. BD) zum Einsatz. Die Zih-
lung erfolgt im FACS Calibur®-System mittels Cellquest®-Auswertungssoftware (Fa. BD).

Zelltyp rel*;leelfo‘;;‘tt:;l ["‘;/: ]de“ Zellen/nl'
Granulozyten 50-280 3.0-6.5
Monozyten 2-10 0.0-0.5
Lymphozyten 20-40 1.5-3.0
Zelltyp rell‘:‘;z;‘;l‘z;‘;fgf‘[‘,‘%‘lle“ Zellen/nl'
CD19" B-Zellen 5-25 0.1-04
CDI16" NK-Zellen 5-25 0.1-04
CD3* T-Zellen 60 — 85 09-22
davon CD4" T-Helfer-Zellen 30 -45 >0.5
und CD8" zytotoxische T-Zellen 18 -25 >0.3

Tabelle: Normbereiche fiir Immunzellen, die im Rahmen einer Normwertstudie des Instituts fiir medizinische
Immunologie erhoben wurden (vgl. Laborberlin SOP DZ 02-06 2013). ' Zellen/nl = 1 x 10’ Partikel/Liter.

2.3.3 Messung der HLA-DR-Expression

Die HLA-DR Expression auf Monozyten lésst sich indirekt durch Vergleich mit einer Bezugsgro-
Be bestimmen. Als Referenz dienen Quantibrite® PE-Beads (Polystyrol-Mikrosphiren) der Fa.
Becton Dickinson, die vom Hersteller mit definieren Mengen an PE-Molekiilen farbmarkiert sind.
Bei der Analyse der Referenz-Beads wird im Flowzytometer FACS Calibur (Fa. BD) ein ,,Gate*
um die Beads gesetzt und eine Standardkurve generiert. Zur eigentlichen Analyse werden 50 ul
EDTA-Vollblut mit 20 ul Antikdrpergemisch nach Herstellervorschrift inkubiert. Darin sind Anti-
korper gegen das Monozyten-Differenzierungsantigen CD14 (Anti-Monocyte PerC-CyS5.5, Fa.
BD) und antiHLA-DR Antikorper Quantibrite® (Fa. BD). Die Monozyten lassen sich aufgrund
ihrer CD14"-Eigenschaft mit der Software ,,gaten*, so dass nur die Fluoreszenz auf monozytiren
Zellen gemessen wird. Die Lichtemission der Markierungsantikdrper wird genauso gemessen wie
die Referenz, so dass die Menge Antikorper pro Zelle (Ab/cell) softwareseitig aus der Fluoreszen-

zintensitét berechnet werden kann (vgl. Laborberlin SOP DZ 05-06 2013).
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2.3.4 Zytokinmessung mit dem Cytometric Bead Array-Prinzip

Die Messung der Zytokine erfolgt mit dem Cytometric Bead Array (CBA®) der Fa. Becton, Di-
ckinson (BD). Hierbei handelt sich um ein Sandwich-Immunoassay, bei dem verschieden intensiv
fluoreszierende Polystyrol-Mikrosphéren eines Durchmessers von ~ 7.5 um mit Antikorpern ge-
gen unterschiedliche Zytokine beschichtet sind. Jede Spezies dieser so genannten Capture Beads
(Fangkiigelchen) ist mit unterschiedlichen Mengen der fluoreszierenden Markers FL3 oder FL4
markiert, damit spéter aufgrund dieser Eigenschaften Cluster gebildet werden konnen. Das Analy-
sat wird mit den gelosten Beads versetzt, so dass die darin enthaltenen Zytokine an die jeweiligen
antikdrpermarkierten Beads gebunden werden. Danach wird mit einem FL3-markierten Zweitanti-
korper inkubiert, gespiilt und das Analysat durch das Durchflusszytometer gefiihrt. Bei der Mes-
sung wird jedes einzelne Bead mit einem Laser beleuchtet. Anhand der Fluoreszenz-Intensitéit
kann nun festgestellt werden, zu welcher Spezies das gemessene Bead gehort und somit auch,
welches Zytokin gebunden ist. Die Analysesoftware sortiert die Beads und berechnet nach ~10
Einzelzdhlungen die mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) des FL2-Zweitantikdrper-Signals. Die
exakte Zytokinkonzentration in der urspriinglichen Probe wird durch Interpolation und Vergleich

der MFI mit Referenzkonzentrationen ermittelt (BD Biosciences 2012).

2.3.5 Tyl/Ty2-Zytokine: in-vitro Lymphozytenstimulation mit Concanavalin A

Die Funktion von CD4"-Zellen kann gepriift werden durch Stimulation mit Concanavalin A (Co-
nA), einem Lectin der Schwertbohne (Canavalia ensiformis). ConA fiihrt in vitro dazu, dass Tyl-
und Ty2-Helferzellen ihre spezifischen Zytokine in grofler Menge bilden, vorausgesetzt, dass
0.1% antigenprisentierende Monozyten in der Probe vorhanden sind. Eine gestorte Ty1-Funktion
geht mit vermindertem IFN-y, TNF-a und IL-2 einher; bei einer Ty2-Funktionsstorung sind dage-
gen IL-4, IL-5 oder IL-10 vermindert. Ein synthetischer Indikator fiir die Balance ist der Ty1/Ty2-
Quotient. Stimulation: 50 pul ConA (Fa. Sigma Aldrich) und 750 pl Nahrmedium (RPMI 1640, Fa.
Biochrom KG) werden steril vorportioniert, 200 ul Lithium-Heparin-Patientenblut wird dazu pipe-
tiert und das Gemisch fiir 24 Stunden bei 37 °C, 5% CO; bebriitet, resuspendiert und bei 1000g fiir
5 Minuten zentrifugiert. Zur chargenoptimierten Nutzung der Reagenzien werden die abpipetierten
Uberstinde moglichst en blogque als Batch analysiert und bis dahin bei -80 °C gelagert. Bei der
Messung kommt ein Tyl/Ty2 CBA-Kit und BD Calibrite® Beads (Fa. BD) zum Einsatz. Sechs
Partikelpopulationen sind mit Ak gegen die einzelnen Zytokine beschichtet (Laborberlin SOP DZ
09-08 2013).
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2.3.6 Tyl/Ty2-Zytokine: Messung nach Stimulation mit Concanavalin A

Typ Zytokin pe/ml énalyseansatz: 40 ul CBA-Partikelmix und 20 pl
Uberstand aus der Stimulation werden 3 Stunden
IFN-y 322 - 10000 _ _
Tyl dunkel inkubiert und nach Zugabe von Waschpuf-
TNF-a 40 — 2481
(ConA) fer bei 200g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der
IL-2 80 —940 .
Uberstand wird im FACS Flowzytometer analy-
IL-4 2-57
T2 siert. Bei jeder Charge wird eine Standardkurve
ConA IL-5 3-42
(ConA) 110 41501 fir Proben mit bekannter Zytokinkonzentration
nativ 116 < generiert, um die standardisierten Zytokin-
: konzentrationen durch die Laborsoftware zu be-
nativ IL-10 <5

Tabelle: Referenzbereiche fiir Zytokine, die 2003 rechnen. AbschlieBend erfolgt eine Qualitétskon-

im Rahmen einer Normwertstudie des Instituts fiir .
med. Immunologie der Charité erhoben wurden trolle (vgl. Laborberlin SOP DZ 09-08 2013).

(Laborberlin SOP DZ 09-08 2013 S. 9).

2.3.7 Lipopolysaccarid-Stimulation der Monozyten zur Bildung von TNF-o und IL-10

Lipopolysaccharide (LPS) kommen in der Zellwand gramnegativer Bakterien vor und stimulieren
den Toll-Like-Rezeptor 4 auf Monozyten. Dies fiihrt unter anderem zur Bildung von TNF-a und
IL-10. Bei einer Immunparalyse lésst sich eine verminderte oder fehlende Sekretion nachweisen.
Der in-vitro LPS-Stimulationstest erweitert somit die Diagnostik der monozytiren Immunkompe-
tenz um den wichtigen Aspekt der Funktion. Zur Durchfithrung werden nur pyrogen- bzw. LPS-
freie Materialien verwendet: Blutentnahme-Vacutainer, Pipettenspitzen und Eppendorfgefille, da
sonst eine Fehlstimulation moglich wire. Die Stimulationslosung wird angesetzt aus: 10 ng LPS
(Fa. Milenia) in 1 ml sterilem, pyrogenfreiem H,0 und 49.5 ml Leukozytennnihrmedium RPMI
(Fa. PAA Laboratories) plus 0.5 ml N-Acetyl-L-alanyl-L-Glutamin (Fa. Biochrom). 500 pl der
1:20 verdiinnten Stimulationslésung (~500 LPS pg/ml) werden mit 50 ul heparinisiertem Vollblut
bei 37 °C inkubiert. Fiir vier Stunden zur Stimulation der TNF-a-Sekretion bzw. fiir 24 Stunden
fiir die IL-10-Bildung. Nach der Inkubation wird fiir 5 Minuten bei 1000 g zentrifugiert. Der Kul-
turiiberstand wird abpipetiert und direkt analysiert oder — bis zur chargenoptimierten Analyse — bei

-80 °C eingefroren (Laborberlin SOP FT 01-07 2013).

2.3.8 TNF-a-Messung im Inkubationsiiberstand nach LPS-Stimulation

Die eigentliche TNF-o-Messung erfolgt mit dem halbautomatischen Immunoassay-System
IMMULITE 1000® (Fa. Siemens). In den fertigen Testrohrchen befindet sich als Festphase eine
antikorperbeschichtete Kugel. Durch Inkubation (60 Minuten; 37°C) mit 100 pl Kulturiiberstand

(aus der Stimulation) und einem ZweitantikOrper, der mit einer alkalischen Phosphatase (AP)
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markiert ist, bildet sich an der Kugel ein Sandwichkomplex. Die R6hrchen werden danach vertikal
zentrifugiert, um ungebundene Substanz von der Kugel zu trennen. Danach wird fiir 10 Minuten
mit 3-Phosphoryloxy-Phenyl-1,2-Dioxetane (PPD) inkubiert. Das AP-Enzym am Zweitantikorper
bildet aus dem Chemilumineszenzstubstrat PPD einen Farbstoff, dessen photometrische Emission

der TNF-a-Konzentration direkt proportional ist (vgl. Laborberlin SOP LM 04-06 2013).

2.3.9 IL-10-Messung im Inkubationsiiberstand nach LPS-Stimulation
Das antiinflammatorische Zytokin IL-10 stammt aus Monozyten, Makrophagen, Ty2-Zellen und
B-Zellen.

Seine Wirkung besteht u.a. darin, die HLA-DR-Expression auf Monozyten

herabzuregulieren und die Sekretion proinflammatorischer Zytokine aus Monozyten und Ty1-

Ursprung Zytokin pg/ml Zellen zu bremsen (Murphy et al.
T-Zellen, TNF-a - 2009 S. 1009). Zur eigentlichen
Monozyten u.a. (nativ) Messung kommt das halbautomati-
stimulierte TNF-a
Tyl -Zellen (24 h ConA) 2400 — 3500 | sche IMMULITE 1000®-System
;/t[imulierte , h]g)];o; "0 300 — 2000 zum FEinsatz. Hier wird mit dem Ori-
onozyten ( ) ginal-Kit des Herstellers gearbeitet:
T-Zellen, IL-10
Monozyten u.a. (nativ) <3 Testrohrchen, Antikorper, Kalibrat-
stimulierte IL-10 350 _470 | oren, PPD, Wasch- und Reinigungs-
Ty2-Zellen (24 h ConA) . )
- - losung (Fa. Siemens Healthcare)
stimulierte IL-10 20 — 198
Monozyten (24 h LPS 500) - (vgl. Laborberlin SOP LM 09-05
Tabelle: Referenzbereiche fiir Zytokine (Laborberlin SOP FT 01-07 2013 S.2).

2013 S.5; Laborberlin SOP LM 04-06 2013 S.6)

2.3.10 IL-17-Messung

IL-17 (Referenzebereich 16-323 pg/ml) charakterisiert die Tyl7-Helferzellen. Nach 24 Stunden
Stimulation mit Staphylococcus Enterotoxin B (SEB) erfolgt die Antikdrpermarkierung mit einem
fertigen Kit (Quantikine®-Test, Fa. R&D Systems). Die Messung erfolgt durch Platten-ELISA
mittels eines VERSAmax-Mikrotiterplatten-Photometers, Fa. Molecular Devices (Laborberlin

SOP LM 28-03 2013).

2.4  Datenverarbeitung und Statistik

Laborparameter mit Messzeitpunkten vor April 2013 wurden vom Immunlabor in elektronischer
Rohform iibermittelt und mittels einer vom Autor selbst entwickelten Software in der Program-
miersprache Java 6.30 (Fa. Sun) in eine feste Variablenmatrix transformiert, um Ubertragungsfeh-

ler zu minimieren. Dabei wurden auch die Blutabnahmezeitpunkte in Studientage umgerechnet.

33



(Bezugspunkt 0=Onset). In diesem Schritt wurden fehlerhafte Daten mit unzulidssigen Blutabnah-
mezeitpunkten entfernt. Laborwerte nach April 2013 wurden vom Labor in Papierform tibermittelt
und manuell erfasst. Klinische Daten wurden aus der Studiendatenbank exportiert und als komma-
separierte Datei zunédchst importiert in Excel 2003 (Fa. Microsoft) zwischengespeichert. Immun-
daten und klinische Daten wurden zum Schluss iiber die Patienten-ID zusammengefiihrt. Eine sta-
tistische Basisberatung erfolgte durch das Institut fiir Medizinische Biometrie und klinische Epi-
demiologie Charité mit dem Ziel, die Anzahl klinischer und laborchemischer Entitdten zu reduzie-
ren und geeignete Methoden zu finden. Fiir nominale Daten wurden der xz— bzw. Fisher-Exakt-
Tests eingesetzt (Trampisch et al. 2000 S.273ff und S.276ff). Dies betrifft den Gruppenvergleich
der zdhlbaren Patienten-Charakteristika weiblich/ménnlich, das Outcome poor/good und andere
dichotomen Gruppenzugehorigkeiten (WFENS low/high; AFND ohne/mit; Infektion ohne/mit).
Mindestens ordinalskalierte, nicht normalverteilte Daten wurden als Median [25%; 75% Perzenti-
le] wiedergegeben oder in der grafischen Darstellung als Boxplot abgedruckt, so dass Mediane
und Quartilen visuell vergleichbar wurden. Mittels Mann-Whitney-U-Test (MWU) (Trampisch et
al. 2000 S. 240ff) erfolgte der Vergleich der gemessenen Zytokine und der HLA-DR-Expression
einzelner Messzeitpunkte als unabhingige Stichproben; auferdem der Vergleich von Zeitdauern
(Lebensalter, Tage bis zum Onset klinischer/infektioser Komplikationen und Beatmungstage). Als
Lage- und Streuungsmal} der Zellzahlen musste — wie in der publizierten Pilotstudie — eine Dar-
stellung als Liniengrafik mit MittelwerttStandardabweichung (SD) gewéhlt werden, um die Ver-
gleichbarkeit mit der Vorstudie zu gewdhrleisten (Sarrafzadeh et al. 2011). Aus Sicherheitsgriinden
wurde aber beim Gruppenvergleich keine Normalverteilung angenommen, so dass auch hier der
MWU-Test zur Anwendung kam. Ebenfalls als Mittelwert+SD wurden das Lebensalter, der Aneu-
rysmadurchmesser und die initialen Messwerte der Blutglukosekonzentration und des systolischen
Blutdrucks dargestellt. Korrelationen zwischen den Messergebnissen der nicht normalverteilten
Zytokine wurden mit der Methode nach Spearman (Trampisch et al. 2000 S. 77ff) gepriift. Herr
Dipl.-Statistiker M. Karaman beriet den Autor bei der Auswertung der Receiver-Operating Cha-
racteristic-Analysen, der binir logistischen Regression (Trampisch et al. 2000 S. 304-316) und
Kaplan-Meier-Schitzer (vgl. Trampisch et al. 2000 S. 336-341), die eigentlichen Berechnungen
wurden vom Autor jedoch eigenstidndig und ohne Hilfe durchgefiihrt. Die statistische Auswertung
erfolgte mit SPSS 20 (Fa. IBM). Unterschiede wurden ab p < 0.05 als statistisch signifikant be-
trachtet (p < 0.01 deutlich signifikant; p < 0.001 hoch signifikant).
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3 Ergebnisse und statistische Auswertung

3.1.1 Deskriptive Statistik I — allgemeine Patientencharakteristik

Im Zeitraum zwischen 30.10.2009 und 03.06.2013 wurden achtundsechzig aufeinander folgende
giiltige Patienten mit aneurysmatischer SAB in die Studie eingeschlossen. Zwei Patienten schie-
den vorzeitig aus. Die Gesamtzahl giiltiger Patienten ist n=66, von denen bei n=60 (91%) Follow-
up-Daten existieren. Bei n=6 (9.0%) Patienten, die mindestens 15 Tage lang eingeschlossen wa-
ren, liegen keine Follow-up-Daten vor, da sie nicht kontaktiert werden konnten oder nicht zur

Nachuntersuchung bereit waren.

Eigenschaften Pa t?::leten AFND DCI ‘;‘Eg‘t‘:slz‘li’e P
n (%) 66 (100) 38 (57.4) 30 (45.4) 16 (24.2) -
Geschlecht f/m (n) 52/23 27/11 21/9 9/7 n.s.
Alter (Mean£SD) 54.0£11,5 55.5£10.9 52.5+11.5 49 +13.8 n.s.
WENS low/high n/n 29/37 6/32 10/20 14/2 <0.001
(%6/%) (44/56) (15.8/84.2) (37.9/51.4) (87/13)
In (%) 16 (24.2)* 3 (7.9) 6 (37.7) 7 (43.8)"
I n (%) 11 (16.7)* 1 (2.6) 4 (36.3) 7 (63.6)°
I n (%) 2 3.0 2 (5.3)° 0 (0.0)° 0 (0.0
IV n (%) 18 (27.3)° 13 (34.2)" 9 (50.0)" 2 (11.1)°
Vn (%) 19 (28.8)* 19 (50.0)° 11 (57.4) 0 (0.0
initiale Fisher Group (n)
[LILILIV] [2;1;51;12] [1;1;24;12] [2:1;26;7] [1;0; 15; 0] n.s
EGOS nach 180 Tagen
Median (25%;75% Perzentile) 3 (1:6) L4 2(1:6) 6 (48 i
Sterblichkeit 15 Tage n (%) 12 (18.1) 9 (23.6) 6 (20.0) 0 (0) n.s.
Sterblichkeit 180 Tage n (%) 21 (31.8) 17 (44.7) 12 (40.0) 0 (0) 0.012

Tabelle: allgemeine Patientencharakteristika, Schweregrade, neurologische Symptomatik und Outcome

*in % aller Patienten; 'in % der WENS I-Patienten; 2in % der WFNS II-Patienten; 3in % der WFNS III-Patienten;
*in % der WFNS IV-Patienten. Unter den initial als WENS IV eingestuften Patienten wiesen n=2 im MRT und CT
keine frithe Ischiimie, keine gyrale Schwellung oder Hirnédem auf. Ursache des Komas war eine initiale Hydrozepha-
lie. Sie zeigten ab Tag 2 eine Besserung ihres Zustandes und hatten ein giinstiges Outcome, so dass ein AFND nicht
angenommen werden kann. *in % der WENS V-Patienten; Berechnung der Signifikanz mit dem Fisher-Test fiir 2x2
Tabellen (Trampisch et al. 2000 S. 276f). xz-Test fiir > 2x2 Felder (Trampisch et al. 2000 S. 273ff) und Kruskal-
Wallis-Test fiir ordinalskalierte Variablen (Trampisch et al. 2000 S. 263ff). EGOS: (achtstufige) erweiterte Glasgow
Outcome-Scale (Wilson et al. 1998)

"n=30 Patienten mit DCI in CT oder/und MRT laut radiologischem Facharztbefund in der Studien-Datenbank:
Studienpatient CRTO038 Infarkt; CRT046 Infarkte ACA; CRT056 Infarkte frontotemporal; CRT058 Infarkt des
Operculums; CRT059 Infarkte, CRT061 Infarkt MCA, CRT063 Infarkte; CRT066 Infarkt; CRT071 Hirntod nach Va-
sospasmus; CRT074 Infarkte frontoparietal; CRTO81 Infarkte ACA; CRT085 Hirntod nach Vasospasmus; CRT090
Infarkt Tag 6; CRT093 Infarkt Tag 8; CRT095 Infarkte kortikal; CRT097 Hirntod nach Infarkt; CBF028 Infarkt;
CBFO018 Infarkt ACM; CBF027 Infarkt MCA; CBFO031 Infarkte temporopolar/insuldr, CBF034 Infarkte bilateral
ACA/MCA; CBF039 Hirntod nach Vasospasmus; CBF040 Infarkt PCA/MCA; CBF041 Infarkt; CBF046 Infarkte;
CBF047 Infarkte; CBF048 Infarkte; CBF050 Infarkt Basalganglien; CBFO0S55 Infarkte subkortikal; CBF057 Infarkte.
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WEFNS ohne/mit ohne/mit

Eigenschaften N\ e P AFND* P DCI P

Befunde 29/37 - 28/38* - 36/30 -
GCS initial <13 40 4/36 <0.001 7/33 <0.001 20/20 0.253
GCS initial <7 21 0/21 <0.001 0/21 <0.001 10/11 0.306
Defizit vor/bei Aufnahme 31 526  <0.001 526  <0.001 | 15/16 0.314
Meningismus 24 18/6 0.005 17/7 0.006 15/9 0.130
intrazerebrales Blut 21 5/16 0.022 5/16 0.033 9/12 0.492
intraventrikuldres Blut 44 15/29 0.022 14/30 0.014 22/22 0.216

subdurales Blut 6 1/5 0.156 2/4 0.478 4/2 =
Aneurysma & mm (Median) 6/7 0.105 5.5/6.5 0.366 6/6.5 0.511

Lateralitit [L;R;O]l(n) D | 7;8;14/13;10;14 n.s. | 8;7;13/12;11;15 n.s. | 12;11;13/8;7;15 n.s.
Gebiet [ant:nant;0]>(n) 2 | 157:7/16;11;10 n.s. | 147;7/17;11;10 ns. | 16:8:6/15;10;11  n.s.

RR > 200 mmHg 11 /4 0.134 6/5 0.287 6/5 0.632
Blutglukose >147 mg/dl > 33 12/21 0.161 13/20 0.402 18/15 0.597

anamnestische Angaben

Hypertonie 28 13/15 0.488 13/15 0.488 16/12 0.422
Nikotinabusus 40 17/23 0.414 19/21 0.550 22/18 0.482
Alkoholkonsum 12 8/4 3 7/5 0.431 7/5 0.431
Interventionen
Clipping 50 23/27 0.382 21/29 0.563 29/21 0.239
Coiling 16 6/10 0.382 7/9 0.563 7/9 0.239
Adverse Events
ICP-Anstieg 32 11/21 0.102 8/24 0.005 16/16 0.319
ICP-Anstieg vor 72 h 23 6/17 0.029 4/19 0.002 13/10 0.510
Zweitblutung 4 1/3 -7 0/4 -7 1/3 -7

Tabelle: Infektionen und klinische Eigenschaften .WFNS: World Federation of Neurosurgical Societies-Schwergrad.
AFND: akutes fokal-neurologisches Defizit. DCI: delayed cerebral ischemia.

! Eingruppierung nach der Seite: L: links n=20 (30.3%); R: rechts n=18 (27.3%); O: ohne anatomische Seitenzuord-
nung (Aa. communicantes, A. basilaris) n=28 (42.4%) und * Eingruppierung nach dem arteriellen Stromgebiet: ant:
vorderes Stromgebiet (A. cerebri anterior, A. communicans anterior) n=31 (47%); nant: non-anteriores Stromgebiet
(A. communicans posterior, A. basilaris, A. post. inf. cerebelli) n=18 (27.3%); O: sonstige (A. carotis interna, A. ce-
rebri media) n=16 (25.8%)

? Statt des Blutglukose-Referenzbereichs 80-100 mg/dl, wurde hier die 50% Perzentile als Trennwert verwendet.

* AFND-Eingruppierung: n=38 Patienten erfiillten die Kriterien. Bereits bei Aufnahme zeigten n=29 Patienten
(43.9%) neurologische Defizite. Folgende Patienten entwickelten dariiber hinaus in den ersten 72 Stunden ein AFND:
CBF036 zeigte frith Infarkte; CBF057 entwickelte postoperativ ein neues Defizit; CRT052 hatte eine Blutung wih-
rend des Coilings; CRT074 zeigte intrazerebrale Gerinnsel und eine neu aufgetretene Aphasie; CRTO81 wies intraze-
rebrales Blut und Dezerebrationszeichen auf; bei CRT(094 lagen Hirnnervensymptome bzw. eine Anisokorie vor. Bei
CRTO096 traten Symptome nach einer Klipstenose auf. Bei CRT067 kam es postoperativ zu einer Klipstenose und
CRT098 wies ein intrazerebrales Himatom sowie hohergradige Defizite auf, so dass auch bei diesen beiden Patienten
ein AFND angenommen wurde.

> Ohne Angabe der Signifikanz. Bei Besetzung der Zellen n < 5 ist eine Testung nicht moglich.
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3.1.2 Deskriptive Statistik II — allgemeine Infektionsstatistik

Uber alle Infektionsarten entwickelten 60.6% (n=40) der untersuchten Personen mindestens eine
Infektion. In elf Fillen trat eine zweite Infektion auf. Insgesamt wurden 51 Infektionsereignisse
gezihlt. Die durchschnittlichen Infektionsfrequenz betrdgt ~1.29 Infektion pro infizierter Person,
entsprechend einer Héaufigkeit von 77.2 Infektionsereignisse pro 100 aSAB Patienten (kumulative

Inzidenz: 40.4 Infektionen pro 1000 Monitoring-Tage).

Infekti Ereignisse Ereignisse Infektionsarten
. nie lon.en (Infektionen) (Zweitinfektionen) (Fille pro Kategorie)
bei n=66 Patienten n % n % n %
5 | Hospital acquired
£ | pneumonia (HAP) 22 33.3 1 1.5 23 34.8
% nicht als HAP gewertete 5 75 i ) nicht als eigene Kategorie
£ | Pneumonie (non-HAP) ! ' ausgewertet
Harnwegsinfektionen 5 7.5 1 1.5 6
ZNS-Infektionen 2 3.0 3 4.5 5
Sepsis ° 2 3.0 3 4.5 5
Wundinfektion 1 1.5 1 1.5
= Sinusitis/ Mastoiditis 1 1.5 - - y
& £ | dermale Virusinfektion - - 1 1.5 | Insfzrlii;gn?m
é ﬁ dermale Mykose - - 1 1.5 y —7
= | Infektion eines zentralen ’ 30 i i
Venenkatheters (ZVK) '
Summen 40 60.6 11 24.2

Tabelle: Definition der Zugehorigkeit zur Gruppe der Patienten ,,mit Infektion*
und Bildung der in dieser Arbeit untersuchten Kategorien (Infektionsarten)

" Als definitorisch fiir die Zugehorigkeit eines Patienten zur Gruppe ,,mit Infektion wurden auch n=5 friih aufgetrete-
ne Pneumonien (non-HAP) gewertet bei Patient CBF029 am Tag zwei nach aSAB-Onset mit Fieber, radiologischem
Thoraxbefund und Nachweis von Pseudomonas aeruginosa im Tracheobronchialsekret (TBS); bei CBF028 zeigte sich
Fieber am Tag zwei und eitriges TBS mit Nachweis von Klebsiella pneumoniae und Pseudomonas aeruginosa.
CRTO066 entwickelte Fieber am Tag zwei bei nachgewiesenem Staphylococcus aureus im TBS und steigenden Infekt-
parametern. CRT070 und CRT093 mit Fieber am Tag zwei, positivem radiologischem Befund und in beiden Fillen ein
Nachweis von Klebsiella pneumoniae im Tracheobronchialsekret.

? Die Zugehdrigkeit zur Gruppe der Patienten mit einer Infektion wird bei CRT104 durch eine ZNS-Infektion am Tag
sieben mit Gram-positiven Kokken definiert und nachfolgender HAP mit Klebsiella pneumoniae. Bei CRT092 trat ei-
ne ZNS-Infektion mit Staphylococcus hominis am Tag drei auf. Bei CBF028 trat am Tag neun eine ZNS-Infektion mit
Staphylococcus epidermidis auf; als Erstinfektion war eine Pneumonie mit Pseudomonas aeruginosa dokumentiert.
Bei CRTO062 trat eine ZNS-Infektion mit Enterococcus faecium auf, nachdem die Patientin bereits zuvor am ersten
Tag ein fieberhaftes pulmonales Ereignis zeigte, das jedoch die Kriterien einer Pneumonie nicht voll erfiillte. Bei
CBFO55 fehlt der Keimnachweis bei klinisch-definierter Ventrikulitis; die Zugehorigkeit zur Gruppe mit Infektionen
ist durch eine gesicherte Harnwegsinfektion mit Escherichia coli definiert.

? n=1 als primire Sepsis ohne Bezug zu einer vorangegangen Infektion bei CBFO50 am Tag elf mit Fieber, Anstieg der
Infektionsparameter und Staph. Epidermidis in der Blutkultur; n=1 bei Patient CRT036 am Tag zwei nach bereits am
aSAB-Onset-Tag 0 aufgetretener und zensierter non-hospital acquired pneumonia — daher wurde die Sepsis als Erstin-
fektion eingestuft; ferner traten auf n=2 Sepsis nach HAP; n=1 Sepsis nach Harnwegsinfekt.
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3.1.3 Deskriptive Statistik II — Infektionsereignisse im Zeitverlauf

8 [ Pneumonien (HAP)
[] Pneumonien (non-HAP)
e [H] Harnsystem-Infektionen
— ZNS-Infektionen
c B Sepsis
; 6 [A] alle anderen Infektionen
7]
0 . .
c
L=l
24
o
7]
g P P
E
zensiert
'-Iq—, 2 'T' P I
£
P H S §H ZS AllH Afl Z APH HZ P A ZS P ] ZSA
oL — [ | : ‘ | , ‘ ‘ .
o 1 2 3 4 10 11 12 13 14 15

5 6 7 8 9
Tage nach aSAB
Abb: Zihlung der aufgetretenen Infektionsereignisse nach Infektionsart und Zeitpunkt bezogen auf aSAB-Onset

Die Grafik zeigt die Inzidenzen im Zeitverlauf. Wiedergegeben sind Ereignisse und nicht Fille. In der Gesamtheit be-
gannen Infektionen am Tag 5 [3; 9] (Median [25%; 75%-Perzentile]. non-HAP: als graue Balken wurden acht Pneu-
monien dargestellt, die aufgrund des frithen Beginns nicht als HAP einzustufen waren. Zensierte Ereignisse: zwei
non-HAP bei den Studienpatienten CBF036 und CRT063 wurden wegen des frithen Auftretens am Tag O zur statisti-
schen Auswertung zensiert, insbesondere bei der Priadiktoren-Analyse; hier fehlten zudem die Immunologie- Labor-
werte bis Tag 3. Bei einer Reevaluation der Studiendokumentation konnte dariiber hinaus bei n=4 Ereignissen, die als
Pneumonie gefiihrt waren, die Definition nicht als voll erfiillt angesehen werden, so dass keine Pneumonie gezihlt
wurde (nicht im Bild dargestellt). Drei dieser vier Fille (CRT087, CRT094, CRT(097) mit Fieber und Infektionsver-
dacht wurden daher zur Priadiktorenberechnung zensiert, beim vierten Fall fehlten Immunologie-Blutproben.

HAP und HAEOP: n=23 Fille erfiillten die Kriterien einer im Krankenhaus erworbenen Pneu-
monie (HAP). Die Einstufung folgte den im Methodenteil explizierten Definitionen. Gewertet
wurden nur Pneumonieereignisse, die frithestens 48 h nach Krankenhausaufnahme auftraten. Die
durchschnittliche Zeit zwischen Auftreten der Blutung und der Notaufnahme im Krankenhaus be-
trug 1 Stunde [1; 5.25] (Median [25%; 75% Perzentile]). Als Hospital acquired early-onset pneu-
monia (HAEOP) wurden n=12 HAP-Ereignisse eingestuft, die einen Infektions-Onset zwischen
48. und 96. Stunde nach Krankenhausaufnahme hatten.

Friihinfektionen: vor Ablauf der 72. Stunde nach aSAB-Onset wurden 18 Infektionen bei n=16
Patienten diagnostiziert. Abziiglich der beiden Patienten mit zensierten Infektionen am Tag O ver-
blieben n=14 giiltige Fille, die als ,,Friihinfektionen < 72 h* eingruppiert wurden.
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3.1.4 Deskriptive Statistik III — Keimspektrum

Pathogene bei n=49 Haufigkeit | Grameigenschaft Metabolismus
Infektionsereignissen m (%) pos(',tyzv) neg?;;v) O(h,;:‘)’ ae(r,;ol; an;::‘;ﬁt?% son(s;)g)
Candida albicans 1 204 204 2.04
Enterobacter aerogenes 3  6.12 6.12 6.12
Enterobacter cloacae 3 6.12 6.12 6.12
Enterococcus faecalis 1 204 204 2.04

Enterococcus faecium 1 204/ 204 2.04

Escherichia coli 6 12.24 12.24 12.24

E. coli + Proteus mirabilis 1 204 2.04 2.04

Haemophilus influenzae 2 4.08 4.08 4.08

Herpes simplex 1 2.04 2.04 2.04
Klebsiella oxytoca 1 2.04 2.04 2.04
Klebsiella pneumoniae 5 10.20 10.20 10.20
Pseudomonas aeruginosa 4 8.16 8.16 8.16

P. aeruginosa + Klebs. pneum. 2 4.08 4.08 4.08

P. aeruginosa + S. marcescens 1 204 2.04 2.04

Pseudomonas putida 1 204 2.04 2.04

Serratia marcescens 1 204 2.04 2.04

Staphylococcus aureus 6 1224 12.24 12.24

Staph. aureus + P. aeruginosa 1 204] 1.02 1.02 2.04

Staphylococcus epidermidis 6 1224 12.24 12.24

Staphylococcus hominis 1 2.04] 2.04 2.04

Streptococcus pneumoniae 1 204] 2.04 2.04

Summen 49  100] 35.72 62.24 2.04| 67.34 30.62  2.04

Tabelle: Haufigkeiten der Erregerarten bei n=49 mikrobiologisch bestitigten Infektionen. P: Pseudomonas; E: Esche-
richia; Staph: Staphylokokkus. Bei n=40 Fillen mit 51 gewerteten Infektionsereignissen fehlen zwei Keimnachweise:
CBFO057 mit akuter, fieberhafter Sinusitis/Mastoiditis (radiologisch gesichert) und CBF040 mit Wundinfektion. Die
Einordnung dieses Patienten als Infektion erfolgte aufgrund einer HAP.

Infektionsereignisse (Index r am Patientenkiirzel: Infektions-Onset-Tag nach aSAB.): CRT063t, Pneumonie [zen-
siert]; CBF036t1, Pneumonie [zensiert] (Enterobacter cloacae); CRT084r; Pneumonie (Pseudomonas putida);
CRT0661, Pneumonie (Staph. aureus); CRT070r, Pneumonie (Klebsiella pneumoniae); CBF0601, Pneumonie (Hae-
mophilus influenzae); CRT093r, Pneumonie (Klebsiella pneumoniae); CBF028, Pneumonie (Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa); CRT081r, Harnwegsinfekt (E. coli); CBF0361, Sepsis (Staph. epidermidis); CRT0751;
HAEOP (P. aeruginosa); CBF0291; HAEOP (P. aeruginosa); CBF0331; HAEOP (Enterobacter cloacae); CRT046+;
HAEOP (Enterobacter aerogenes); CRT0561; HAEOP (P. aeruginosa, Serratia marcescens); CRT059 T3 HAEOP
(Staph. aureus, P. aeruginosa); CRT095t; HAEOP (Staph. aureus); CRT0831; Harnwegsinfekt (Enterococcus faecalis);
CRTO07214 HAEOP (Streptococcus pneumoniae); CRT074r, HAEOP (Strept. pneumoniae); CBF059r, HAEOP (Hae-
moph. influenzae); CRT038t, HAEOP (Staph. aureus); CBF0411, HAEOP (Klebsiella pneumoniae); CRT0921, ZNS-
Inf. (Staph. hominis); CRT046+14 Sepsis (Enterobacter aerogenes); CBF0341;s HAP (Klebsiella pneumoniae, P. aerugi-
nosa); CRT0481s HAP (Staph. aureus); CBF0611s HAP (Klebs. pneumoniae); CBF058ts sonstiger Infekt (Ser. mar-
cescens); CRT085t¢ HAP (Staph. aureus); CBF0471¢ Harnwegsinfekt (E. coli); CRT063¢ sonstiger Infekt (Candida
albicans); CRT084+ sonstiger Infekt (Herpes simplex); CBF0311; HAP (Klebsiella oxytoca); CRT090r; HAP (P. ae-
ruginosa); CBF040; HAP (E. coli); CRT104 1; ZNS-Infektion (Staph. epidermidis); CRT 10413 HAP (Klebs. pneumo-
niae); CBF025rg Harnwegsinfekt (E. coli, Proteus mirabilis); CRT0721¢ Harnwegsinfekt (E. coli); CBF0281 ZNS-
Infektion (Staph. epidermidis); CRT0771;o HAP (Enterobacter cloacae); CRT058t;, ZVK-Infektion (Staph. epidermi-
dis); CBF050 Ty, Sepsis (Staph. epidermidis); CRT081t,, HAP (Enterobacter aerogenes); CRT063r,, sonstiger Infekt
(Cand. albicans); CBF0271,, ZVK-Infektion (Staph. aureus); CBF0551,; Harnwegsinfekt (E. coli); CRT056r1,4 Sepsis
(Staph. epidermidis); CBF059r;s sonstiger Infekt (Staph. epidermidis); CRT0621;5 ZNS-Inf. (Enterococcus faecium);
CRTO08375 Sepsis (Enterococcus faecalis).
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3.1.5 Deskriptive Statistik IV — Infektionsstatistik und klinische Eigenschaften
Um spiter Kandidaten fiir logistische Regressionsmodelle zu identifizieren, wurden zunéchst
Kreuztabellen fiir alle gesammelten klinischen Dichotomien berechnet. Wiedergegeben sind hier

alle Hauptbefunde mit signifikanten Unterschieden oder einem klaren Trend in der Verteilung.

3.1.5.1 Initiale Bewusstseinsstorungen

In der Gesamtheit der Studienpatienten betrug der GCS-Score zum Aufnahmezeitpunkt im Median
12 bei Werten von 5.25 fiir die 25%- und 14.25 fiir die 75%-Perzentile. Um einen potenziellen Zu-
sammenhang von initialen Bewusstseinsstorungen und Infektionen zu untersuchen, wurden die
initialen GCS-Werte im Bereich zwischen 3 und 15 systematisch in Dichotomien transformiert

und als Unterscheidungsmerkmal fiir Kreuztabellen verwendet.

Patienten mit GCS GCS GCS
Infektionsereignissen | " | >14/<14 | P >13/<13 p >7<7 | T
alle Patienten 26/40 - 29/37 - 47/19 -
HAP 23| 8/15  0.170 9/14 0.135 16/7  0.366
HAEOP 12 517 0.546 6/6 0.628 84 0310
Frihinfektionen<72h | 14 | 3/11  0.081 4/10 0.119 9’5 0277
Infektionen 40 | 1525 0311 16/24 0.157 | 28/12 0272

Tabelle: Vergleich von Infektionen unddichotomisierten Glasgow-Coma-Scale-Werten (GCS) bei Aufnahme

Ein Zusammenhang von Bewusstseinsstorungen mit dem Auftreten von HAP und HAEOP ist

nicht erkennbar. Das Gleiche gilt fiir die Gruppe mit sonstigen Infektionen. Bei Betrachtung der

Infektionen mit Beginn vor der 72. Stunde zeigten sich Verteilungsunterschiede als Trend (n.s.).

3.1.5.2 WFNS-Schweregrad, AFND und DCI
Fiir die WENS-Grade-Gruppierungen low-grade (WENS 1-3) und high-grade (WENS 4+5) sowie
fiir das Vorliegen von AFND bzw. DCI bei Infektionen wurden Kreuztabellen kalkuliert.

Patienten mit WFNS ohne/mit ohne/mit

Infektionsereignissen n low/high p AFND P DCI P

alle Patienten 66 29/37 - 28/38 - 30/36 -
HAP 23 10/13 0.291 9/14 0.264 9/14 0.005
HAEOP 12 6/6 0.628 4/8 0.246 577 0.110
Harnwegsinfektion 6 4/2 0.228 4/2 0.204 3/3 0.572
ZNS-Infektion 5 1/4 0.263 2/3 0.644 2/3 0.413
Sepsis 5 2/3 0.616 2/3 0.644 372 0.587
sonstige Infektionen 7 4/3 0.637 2/5 0.359 2/5 0.145
Frithinfektionen <72 h 14 4/10 0.119 311 0.035 4/10 0.030
Infektionen 40 17/23 0.320 17/23 0.320 17/23 0.012

Tabelle: Kreuzvergleich der Infektionsarten fiir dichotomisierte WFNS-Grade, AFND und DCI.
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Vor der Weiterverarbeitung der Ergebnisse im Kapitel 3.3ff. bleibt festzustellen:

a) Infektionen insgesamt und auch HAP kommen signifikant gehéduft bei Patienten mit Delayed
Cerebral Ischemia (DCI) vor. Ein zusétzlicher Medianvergleich fiir den Zeitpunkt des Infekti-
ons-Onsets bei Patienten ohne vs. mit DCI zeigte keine signifikanten Unterschiede.

Zur Pridiktorenberechnung siehe Kapitel 3.3.3.

b) Fiir das Vorkommen einer Frithinfektion (Infektion vor der 72 Stunde) zeigt sich dariiber hin-
aus eine signifikante Hiaufung bei Patienten mit einem akuten fokal-neurologischen Defizit

(AFND). Zur Pradiktorenberechnung siehe Kapitel 3.3.4.

3.1.5.3 Zusitzliche Einblutungen

Keine signifikanten Haufigkeitsunterschiede konnten gefunden werden fiir den initialen Nachweis
intrazerebraler oder subduraler Einblutungen und dem spiteren Auftreten von Infektionen, HAP,
HAEQOP, Harnwegsinfektionen, ZNS-Infektionen und Sepsis. Auch in der Gruppe von n=7 Patien-
ten mit sonstigen Infekten kamen intrazerebrale oder subdurale Einblutungen nicht gehauft vor.
Nur fiir intraventrikuldre Blutungen fand sich eine schwach signifikante Haufung bei Friihinfekti-
onen: insgesamt wiesen n=44 (66.6%) der Studienpatienten im initialen CCT intraventrikulires
Blut auf. Dagegen litten n=12 (85.7%) der vierzehn Patienten mit Friihinfektionen vor Ablauf der

72. Stunde unter einer initial nachweisbaren Ventrikelblutung (p=0.049).

3.1.5.4 Behandlungsart Coiling vs. Clipping

Patienten mit Infekti- N Coiling / p | Keine signifikanten Unterschiede ergaben
onserelgnlssen Clipping Kreuzvergleiche fiir die Hiufigkeit von In-
alle Patienten 66 16/50
HAP 23 5/18 0.494 fektionen in Bezug auf die Behandlungsar-
HAEOP 12 2/10 0.398 | ten Coiling vs. Clipping. Die Wahl des
Frithinfektionen <72h | 14 3/11 0.530 | Therapieverfahrens erfolgte nicht randomi-
Infektionen 40 9/31 0.411 | . . 4 forund hi .

Tabelle: Infektionen und Interventionsart (neuroradiologi- SICTL, sonderhi ur aulgrund heurochirurgt-

sches Coiling vs. neurochirurgisches Clipping) scher bzw. radiologischer Kriterien.

Dariiber hinaus wurde auf Unterschiede beim Median und der Verteilung der Infektionsbeginn-
Zeitpunkte getestet. Insbesondere beim Vergleich der Patienten, die entweder einem Coiling un-
terzogen waren oder eine Clipping-Operation erhalten hatten, ergab sich kein Anhalt fiir einen

Gruppenunterschied (Mediane in beiden Gruppen jeweils Tag 5; p=0.723 im MWU-Test).
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3.1.5.5 Pathologische Erhohung des intracerebralen Druckes

Aufgrund klinischer Indikation erfolgte bei n=43 Patienten eine Messung des intracerebralen Dru-
ckes (IPC). Die erhobenen Werte wurden auf Minutenbasis dokumentiert. Als pathologische ICP-
Erhohung wurden alle Messungen mit Driicken von > 20 cm H,O mit einem Bestehen iiber min-
destens 60 Minuten Dauer gewertet. Bei n=32 Patienten kam es wihrend der Monitoringperiode
zu einer pathologischen ICP-Erhohung. Als Median-Onset der ICP-Erh6hung kann Tag 2 angege-
ben werden mit einer Streuung zwischen Tag 1 fiir die 25%- und Tag 3.25 fiir die 75%-Perzentile.
In n=23 Fillen (71.8%) trat der ICP-Anstieg vor der 72. Stunde auf. Ein Zusammenhang von ICP-

Erhohungen und Infektionen lie sich hier nicht erkennen.

Patienten mit ohne/mit pathol. ohne/mit pathol.
Infekti .. n ICP-Erhohung (n) p ICP-Erhohung (n) P
nlextionsereignissen vor der 72. h im Verlauf
alle Patienten 66 43/23 34/32
HAP 23 13/10 0.142 9/14 0.135
HAEOP 12 7/5 0.358 4/8 0.163
Friihinfektionen < 72 h 14 9/5 0.455 8/6 0.520
Infektionen 40 25/15 0.116 20/20 0.270
Tabelle: Infektionen und Anstieg des intracerebralen Drucks (ICP).
3.1.6 Infektionen und initiale Parameter mit skaliertem Messniveau
Initialbefunde alle Patienten ohne/mit ohne/mit
(MeantSD) Infektionen p HAP
53.4£11.0/ 53.3£11.9/
+ ) .
Lebensalter (Jahre) 53.9%11.5 5494118 0.713 54.7410.9 0.847
8.14+5.39/ 7.71+4.82/
" , 324
Aneurysma & (mm) 7.0914.11 6.5743.28 0.363 6.0442. 14 0.3
158.5£38.5/ 152.9+£33.1/
RRys H .0136. 0.754 0.141
syst (MmHg) 159.0£36.1 159.3435.2 169.3140.0
153.5+34.5/ 150.44£31.2/
Blutgluk 1 + 0.380 0.382
utglukose (mg/dl) 148.2+33 .4 145.6433.0 141.6+35.4

Tabelle: Infektionen und initiale Parameter. &: Durchmesser, RRgyq:. systolischer Blutdruck. Alle Angaben als Mit-

telwerttStandardabweichung gemif} Skalenniveau.

Fiir die initial erfassten Parameter Alter, Aneurysma-Durchmesser, systolischer Blutdruck (RRgys)
und Blutglukosekonzentration lieBen sich keine Unterschiede im Vergleich von Patienten oh-
ne/mit Infektionen bzw. ohne/mit HAP feststellen. Auch der zusétzlich durchgefiihrte Vergleich
iber die Gruppen ohne/mit HAEOP bzw. ohne/mit Friihinfektionen zeigte keine Unterschiede auf.
Im Trend wiesen Patienten mit HAP einen initial hoheren RRgy auf; dieser Parameter wird als

Startparameter bei der Entwicklung von Regressionsmodellen einbezogen.
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3.1.7 HAP und mechanische Ventilation

il Tage mit Tage mit Im Monitoringzeitraum wurde die Mehrzahl der
gulug
n=66 orotrach(?aler l}eatmung Studienpatienten maschinell beatmet. Nur n=4
Intubation insgesamt
Median 55 12 (6.1%) der 66 Patienten waren zu keiner Zeit venti-
[Pg:r(fzenzjzj [2; 11.25] [2.75; 15] liert. Bei n=17 (25.8%) bestand sogar fiir volle 15

Tabelle: maschinelle Beatmung

Tage eine Beatmungspflicht. Neun der durchgiingig
beatmeten Patienten waren orotracheal intubiert; acht erhielten im Verlauf ein Tracheostoma. Ein
Vergleich von Patienten ohne/mit HAP ergab unterschiedliche Beatmungsdauern: wihrend Patienten
mit HAP (n=23) fiir 13 [7; 15] Tage (Median [25%; 75% Perzentile]) eine mechanische Beatmung er-
hielten, waren die Beatmungsdauern bei Patienten ohne HAP (n=43) signifikant kiirzer: 4 [1; 12] Tage

(Median [25%; 75% Perzentile]); p=0.004.

Zur Analyse, ob sich in der untersuchten Studienkohorte die Beatmungs- bzw. Intubationsdauer als
Pradiktoren fiir Entwicklung einer im Krankenhaus erworbenen Pneumonie eignen, wurden Receiver-
Operation-Characteristics ermittelt und die Flache unter den Kurven (AUC) berechnet. Im Vergleich
mit der Intubationsdauer besitzt die Ventilationsdauer eine groBere AUC, weshalb letztere bei der

Modellbildung (vgl. Kapitel 3.3.5) einbezogen wird.

Variable AUC Standardfehler p
Intubationsdauer 0.662 0.069 0.024
Ventilationsdauer 0.747 0.064 0.001

Tabelle: AUC fiir Intubations- und Ventilationsdauer im Hinblick auf die Entwicklung einer HAP

10 Die  Receiver-Operating-Character-

istic fir den Endpunkt HAP zeigt den

0.81 positiven Zusammenhang einer ldnge-
ren Intubations- bzw. Beatmungsdauer
osl und dem vermehrten Auftreten einer

im Krankenhaus erworbenen Pneumo-

Sensitivitat

nie. Pridiktiv fiir die Entwicklung ei-
0,41

ner HAP sind eine Beatmungsdauer >

7.5 Tage [Sensitivitit: 0.739; Spezifi-

0.2 Quellen der Kurven

= Tage intubiert
minn Tage ventiliert
Bezugslinie

tit: 0.613] bzw. Intubation > 4.5 Tage
[Sensitivitidt: 0.652; Spezifitit: ledig-
lich 0.548]

%80 0,2 0,4 0,6 08 1,0
1 - Spezifitat

Abb. ROC fiir Pneumonie/Beatmungsdauer
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3.2 Messergebnisse der Laborparameter: Zytokine und Immunzellen — Ubersicht

1 3 6 9 12 15 180
Abb: IFN-y[24h ConA]/ Tage nach aSAB
Patienten (n) mit giiltigen Messungen* am Tag 1, 3, 6,

9, 12, 15 und 180 nach aSAB: 33; 51; 54; 55; 52; 44; 22.

Ja0]

ETTETY.

Abb: IL-4 [24h ConA]/ Tage nach aSAB
Patienten (n) mit giiltigen Messungen* am Tag 1, 3, 6,

9, 12, 15 und 180 nach aSAB: 32; 51; 54; 55; 52; 45; 20.
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Abb. IL-17 [SEB] / Tage nach aSAB
Patienten (n) mit giiltigen Messungen* am Tag 1, 3, 6,

9, 12, 15 und 180 nach aSAB: 23; 44, 45; 44; 42; 37; 22.
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Abb. IL-10 [24h ConA]/ Tage nach aSAB
Patienten (n) mit giiltigen Messungen* am Tag 1, 3, 6,

9, 12, 15 und 180 nach aSAB: 33; 51; 54; 55; 52; 45; 21.
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Abb. IL-2 [24h ConA]/ Tage nach aSAB

Patienten (n) mit giiltigen Messungen* am Tag 1, 3, 6,
9, 12, 15 und 180 nach aSAB: 32; 50; 53; 55; 50; 43; 22.
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1 3 6 9 12 15 180
Abb. IL-6 [nativ] / Tage nach aSAB
Patienten (n) mit giiltigen Messungen* am Tag 1, 3, 6,
9, 12, 15 und 180 nach aSAB: 32; 55; 59; 56; 52; 44 27.
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1 3 6 9 12 15 180
Abb. IL-10 [nativ] / Tage nach aSAB
Patienten (n) mit giiltigen Messungen* am Tag 1, 3, 6,
9, 12, 15 und 180 nach aSAB: 32; 55; 59; 55; 53; 46; 25.

12 15 180
Abb. IL-10 [24h LPS] / Tage nach aSAB
Patienten (n) mit giiltigen Messungen* am Tag 1, 3, 6,
9, 12, 15 und 180 nach aSAB: 32; 53; 57; 56; 53; 44, 25.

*: horizontale Linienmarkierungen im Boxplot: Minimum, 25% Perzentile, Median, 75% Perzentile und Maximum.
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Messergebnisse der Laborparameter: Zytokine und Immunzellen — (Fortsetzung)

1 3 6 9 12 15 180
Abb. TNF-o [24h ConA]/ Tage nach aSAB
Patienten (n) mit giiltigen Messungen* am Tag 1, 3, 6,

9, 12, 15 und 180 nach aSAB: 33; 51; 54; 56; 51; 44; 22.
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Abb. Granulozyten / Tage nach aSAB
MeanstSD. Gestrichelte Linie: Referenzgrenze.
Patienten (n) mit giiltigen Messungen* am Tag 1, 3, 6,

9, 12, 15 und 180 nach aSAB: 31; 55; 59; 56; 54; 45; 24.
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Abb. CD4" T-Zellen/ Tage nach aSAB

Means*SD. Gestrichelte Linie: Referenzgrenze.
Patienten (n) mit giiltigen Messungen* am Tag 1, 3, 6,

9, 12, 15 und 180 nach aSAB: 32; 55; 59; 56; 54; 45; 22.
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Abb. NK-Zellen / Tage nach aSAB

MeanstSD. Gestrichelte Linie: Referenzgrenze.
Patienten (n) mit giiltigen Messungen* am Tag 1, 3, 6,

9, 12, 15 und 180 nach aSAB: 32; 55; 59; 56; 54; 45; 22.
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Abb. TNF-a [4h LPS]/ Tage nach aSAB

Patienten (n) mit giiltigen Messungen* am Tag 1, 3, 6,

9, 12, 15 und 180 nach aSAB: 26; 49; 47; 48; 44; 37; 19.
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1 3 6 9 12 15 180
Monozyten / Tage nach aSAB

Means£SD. Gestrichelte Linie: Referenzgrenze.
Patienten (n) mit giiltigen Messungen* am Tag 1, 3, 6,

9, 12, 15 und 180 nach aSAB: 32; 55; 58; 53; 52; 44; 25.

1,001

©
S

60

,40]

CD8+ T cells (/nl)

4201

00
B

1 3 6 9 12 15 180

Abb. CD8" T-Zellen/ Tage nach aSAB

Means=SD. Gestrichelte Linie: Referenzgrenze.
Patienten (n) mit giiltigen Messungen* am Tag 1, 3, 6,

9, 12, 15 und 180 nach aSAB: 32; 55; 59; 56; 54; 45; 20.
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Abb. B-Zellen / Tage nach aSAB

Means£SD. Gestrichelte Linie: Referenzgrenze.
Patienten (n) mit giiltigen Messungen* am Tag 1, 3, 6,

9, 12, 15 und 180 nach aSAB: 32; 55; 59; 56; 54; 45; 22.

*: horizontale Linienmarkierungen im Boxplot: Minimum, 25% Perzentile, Median, 75% Perzentile und Maximum.
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3.2.1

Univariate Gruppenvergleiche der monozytiren HLA-DR-Expression
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Abb: HLA-DR / Tage nach aSAB
Ungruppierte Messergebnisse insgesamt.
Patienten (n) 11:3:6:9:12:15;180 =30, 56, 59, 56, 54, 44, 25
Referenzlinie: < 15000 Antikorper/Zelle entsprechend
der definitorischen Grenze zur Immundepression.
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Abb: HLA-DR / Tage nach aSAB

AFND+DCI kombiniert: ohne (weille) vs. mit (graue
Boxen). Patienten (n) ohne/mit Symptomen (;.3.6.9:12:15:180
=9/21; 13/43; 15/44; 14/42; 14/40; 12/32; 11/14
pt3:0.006; pt6<0001’ pt9<0~001 5 p[12:0.016: pt15:0.006
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Abb: HLA-DR / Tage nach aSAB

DCI % asymptomatisch (weiBe) vs. nur DCI
(graue Boxen). Patienten (n) ohne/mit ;.3.6.9.12:15:180
=9/5; 13/12; 15/12; 14/11; 14/11; 12/6; 11/4
P6=0.016; pv=0.004; p,;,=0.044
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Abb: HLA-DR / Tage nach aSAB
ICP-Erh6hung: ohne (weile) vs. mit ICP-Erhhung
(graue Boxen). Patienten (n) ohne/mit .3.6.9.12:15:180
=18/12; 29/27; 32/27; 31/25; 30/24; 25/19; 20/5
p=0.002; ps=0.017; pv=0.007
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Abb: HLA-DR / Tage nach aSAB

WENS: low WENS (weifle) vs. high WENS (graue
Boxen). Patienten (n) low/high WENS;;.3.6.9.12:15:180
=15/15;26/30; 27/32; 24/32; 23/31; 16/28; 13/12
Signifikanz im MWU-Test: p=0.001; po=0.016
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Abb: HLA-DR / Tage nach aSAB

AEND ': alle Patienten ohne (weille) vs. mit AFND
(graue Boxen). Patienten (n) ohne/mit (.3.6.9.12:15:180
=14/16; 25/31; 27/32; 25/31; 25/29; 18/26; 15/10
pu=0.034; p3=0.017; p;s<0.001; pp=0.001
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Abb: HLA-DR / Tage nach aSAB
DCI *: alle Patienten ohne (weiBe) vs. mit DCI
(graue Boxen). Patienten (n) ohne/mit (.3.6.9.12:15:180
=18/12; 30/26; 31/28; 30/26; 28/26; 23/21; 16/9
pt6=0~018; [7[9:0.014; [7[12:0.046; [7[15:0.003
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Abb: HLA-DR / Tage nach aSAB

ICP-Erh6hung vor der 72. Stunde: ohne (weille) vs.
mit (graue Boxen). Patienten (n) ohne/mit ;.3.6.9.12:15:180
=21/9; 36/20; 41/18; 38/18; 37/17; 28/16; 21/4
pi=0.014; p=0.013; p=0.015
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vergl. multivariate Analyse mit Messwiederholung (Kapitel 3.4f)
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Univariate Gruppenvergleiche der monozytiren HLA-DR-Expression — (Fortsetzung)
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Abb: HLA-DR / Tage nach aSAB

2500

Intervention: Coiling (weile) vs. Clipping (graue Boxen).

Patienten (n) Coiling/Clipping,; 3.6.9:12.15:180 =5/25; 14/42;
14/45; 13/43; 13/41; 11/33; 4/21. Nicht signifikant.
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Abb: HLA-DR / Tage nach aSAB

Infektion: ohne (weille) vs. mit (graue Boxen).
Patienten (n) ohne/mit 1;3;6;9;12;15;180=14/15; 16/37,
18/37; 17 36; 16/35; 13/28; 8/15. p;3=0.023; pc=0.026

67500 * * *
45000
=30000—

,%fzzzzzéa L éé%

X 10000
< 7500
-

T 5000

2500

15 180
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Abb: HLA-DR / Tage nach aSAB | Pneumonien (HAP):

HAP: ohne (weille) vs. mit (graue Boxen). Patienten (n)
ohne/mit t1;3;6;9;12;15;180=16/9; 25/22, 27/20, 26/19, 25/18,
20/14; 13/7. p3=0.037; p=0.013; p,;5=0.012
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Abb: HLA-DR / Tage nach aSAB

Sepsis: ohne (weille) vs. mit (graue Boxen).

Patienten (n) ohne/mit (1.3.6.9.12.15:180=29/1; 51/5; 54/5;
51/5; 49/5; 39/5; 25/0. p3<0.001; p=0.002; pv=0.007;
pt12<0-001; pt15=0-01
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Abb: HLA-DR / Tage nach aSAB

Intraventrikuldre Blutung: ohne (weille) vs. mit

(graue Boxen). Patienten (n) ohne/mit y1.3.6.9.12:15:180 = 9/21;
19/37; 19/40; 20/36; 19/35; 15/29; 10/15. Nicht signifikant
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Abb: HLA-DR / Tage nach aSAB | HAP+non-HAP):

aaaaaa

sozss0 =15/11; 24/27; 26/25; 25/24; 24/23; 20/17; 13/8.
p=0.009; p=0.004; pc=0.060; py=0.024; p,15=0.003
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Abb: HLA-DR / Tage nach aSAB | Pneumonien (HAEOP):
HAEOQOP: ohne (weille) vs. mit (graue Boxen). Patienten (n)
ohne/mit .3:6.9:12.15.180=20/5; 36/11; 38/9; 37/8; 36/7; 28/6;
16/4. Nicht signifikant
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' (Vorherige Seite): als Kontrollgruppe (weiBe Boxen)
fungieren bei dieser Teilanalyse alle Patienten ohne AFND,
aber ohne Ausschluss von Patienten mit spiterer DCI.

? (Vorherige Seite): die Kontrollgruppe (weiBe Boxen) bein-
haltet nur komplett asymptomatische Patienten; ausgeschlos-
sen wurden Patienten mit AFND bzw. DCI sowie Patienten
mit einer Kombination von AFND plus DCI.

? (Vorherige Seite): die Kontrollgruppe (weiBe Boxen) be-
steht hierbei aus allen Patienten ohne DCI, jedoch ohne Aus-
schluss von Patienten mit vorherigem AFND.

In den Grafiken: *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001
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3.2.2 Vergleich von Patienten mit low grade WFNS 1-3 vs. high grade WFNS 4-5
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Abb: IFN-y [24h ConA]/ Tage nach aSAB
WENS: < 3 (weille) vs. > 4 (graue Boxen).
Patienten (n) mit Grad <3/>4 mit (1.3.6.9,12:15:180
=15/18; 22/19; 24/30; 23/32; 23/29; 17/27; 11/11
p[6:O.037; pt9:0-041 5 pt12:O~007; p[15:0.032
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Abb: IL-4 [24h ConA]/ Tage nach aSAB

WENS < 3 (weille) vs. > 4 (graue Boxen).

Patienten (H) mit Grad <3/>4 mit 1:3:6:9;12:15:180

=14/18; 22/29; 24/30; 23/32; 23/29; 18/27; 10/10

Nicht signifikant
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Abb. IL-17 [SEB] / Tage nach aSAB
WENS < 3 (weile) vs. > 4 (graue Boxen).
Patienten (l’l) <3/>4 mit t1:3:6:9:12;15;180 =12/1 1, 20/24,
21/24; 18/26; 19/23; 15/22; 11/11. p3=0.008; p(v=0.032
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Abb. IL-10 [24h ConA]/ Tage nach aSAB
WENS < 3 (weile) vs. > 4 (graue Boxen).
Patienten (n) mit Grad <3/>4 mit (1.3.6.9,12:15:180
=15/18; 22/29; 24/30; 23/32; 23/29; 18/27; 10/11
pt12:O~OO3; ptl80:0-029
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Abb. IL-2 [24h ConA]/ Tage nach aSAB

WENS < 3 (weille) vs. > 4 (graue Boxen).
Patienten (n) mit Grad <3/>4;.3.6.9:12:15:180

=15/17; 22/28; 24/29; 24/31; 22/28; 17/26; 11/11
p=0.008
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Abb. IL-6 [nativ] / Tage nach aSAB
WENS < 3 (weille) vs. > 4 (graue Boxen).
Patienten (n) mit Grad <3/>4 mit (1.3.6:9.12:15:180
=15/17;25/30; 27/32; 24/32; 23/29; 17/27; 13/14
pu=0.011; p150=0.022
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Abb. IL-10 [nativ] / Tage nach aSAB
WENS < 3 (weile) vs. > 4 (graue Boxen).
Patienten (n) mit Grad <3/>4 mit (;.3.6.9:12:15.180 =15/17;
25/30; 27/32; 24/31; 23/30; 17/29; 12/13 (n.s) [sic!]
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Abb. IL-10 [24h LPS] / Tage nach aSAB

WENS < 3 (weile) vs. > 4 (graue Boxen).

Patienten (n) mit Grad <3/>4 mit y;.3.6.9,12:15:180

=15/17;24/29; 26/31; 24/32; 31/17; 27/13; 13/12

Nicht signifikant

vergl. multivariate Analyse mit Messwiederholung (Kapitel 3.4f)
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Vergleich von Patienten mit low grade WFNS 1-3 vs. high grade WFNS 4-5 — (Fortsetzung)

1 3 3 9 12 15 180
Abb. TNF-a [24h ConA]/ Tage nach aSAB
WENS < 3 (weile) vs. >4 (graue Boxen).
Patienten (n) mit Grad <3/>4;3.6.9.12:15:180
=15/18; 22/29; 24/30; 24/32; 22/29; 17/27; 11/11
p112=0.019; pt15=0'021
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Abb. Granulozyten / Tage nach aSAB

WENS <3 (Kreise) vs. >4 (Quadrate). Means=SD.
Patienten (Il) mit Grad 53/24“:3:6;9:12:15:180 =16/15, 25/30,
27/32; 24/32; 23/31; 17/28; 12/12. p;130=0.039
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Abb. CD4" T-Zellen/ Tage nach aSAB
WENS < 3 (Kreise) vs. > 4 (Quadrate). MeanstSD.
Patienten (n) mit Grad <3/>4;3.6.9.12.15.180 =15/17; 25/30;
27/32;24/32; 23/31; 17/28; 11/11. p1,=0.029
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Abb. NK-Zellen / Tage nach aSAB

WENS <3 (Kreise) vs. >4 (Quadrate). Means=SD.
Patienten (Il) mit Grad 53/24“:3:6;9:12:15:180 =15/17, 25/30,
27/32; 24/32; 23/31; 17/28; 11/11. Nicht signifikant
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T 3 6 9 12 15 180
Abb. TNF-a [4h LPS]/ Tage nach aSAB
WENS <3 (weile) vs. > 4 (graue Boxen).
Patienten (n) mit Grad <3/>4;3.6.9.12:15:180
=13/13; 21/28; 21/26; 21/27; 18/26; 15/22; 10/9
P=0.016

Monocytes (/nl)

’ 1 3 3 3 12 15 180
Abb. Monozyten / Tage nach aSAB
WENS <3 (Kreise) vs. >4 (Quadrate). Means+SD.
Patienten (n) mit Grad 53/2411;3;6:9;12;15;180 =15/17, 25/30,
26/32; 21/32; 22/30; 17/27; 13/12. Nicht signifikant
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Abb. CD8" T-Zellen/ Tage nach aSAB

WENS < 3 (Kreise) vs. > 4 (Quadrate). Means+SD.
Patienten (n) mlt Grad 53/2411;3;6:9;12;15;180 :15/17; 25/30,
27/32; 24/32; 23/31; 17/28; 10/10. Nicht signifikant
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6 12 15 180

Abb. B-Zellen / Tage nach aSAB

WENS <3 (Kreise) vs. >4 (Quadrate). Means=SD.
Patienten (n) mit Grad 53/2411;3;6:9;12;15;180 =15/17, 25/30,
27/32; 24/32; 23/31; 17/28; 11/11. Nicht signifikant
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3.2.3 Vergleich von asymptomatischen Patienten vs. Patienten mit AFND
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Abb: IFN-y [24h ConA]/ Tage nach aSAB
AFND: asympt. Pat. (weilie) vs. AFND (graue Boxen).
Patienten (n) ohne/mit AFND,;.3.6.9.12.15:180 =9/11; 12/16;
13/16; 14/16; 13/13; 10/12; 10/4. pv=0.034; p,;,=0.007
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Abb. IL-4 [24h ConA]/ Tage nach aSAB
Asympt. Pat. (weifie) vs. Pat mit AFND (graue Boxen).
Patienten (n) ohne/mit AFND;; 3.6.9.12:15.180 =8/11; 12/16;
13/16; 14/16; 13/13; 11/12; 8/4. p,130=0.048
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Abb. IL-17 [SEB] / Tage nach aSAB

Asympt. Pat. (weilie) vs. Pat mit AFND (graue Boxen).
Patienten (n) ohne/mit AFND,; 3.6.9.12.15:180 =7/5; 11/13;
12/13; 12/13; 13/9; 11/9; 11/4. p3=0.041; p«x=0.040;
pt12=0~043; p[15=0.020
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Abb. IL-10 [24h ConA]/ Tage nach aSAB

Asympt. Pat. (weifie) vs. Pat mit AFND (graue Boxen).
Patienten (n) ohne/mit AFND;; 3.6.9.12:15.180 =9/11; 12/16;
13/16; 14/16; 13/13; 11/12; 9/4. p,1,=0.016
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Abb. IL-2 [24h ConA]/ Tage nach aSAB
Asympt. Pat. (weilie) vs. Pat mit AFND (graue Boxen).
Patienten (n) ohne/mit AFND,;3.6.9.12.15.180 =9/11; 12/16;
13/16; 14/16; 13/13; 10/12; 10/4. Nicht signifikant
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Abb. IL-6 [nativ] / Tage nach aSAB
Asympt. Pat. (weille) vs. Pat mit AFND (graue Boxen).
Patienten (n) ohne/mit AFND ;3.6.9.12.15,180 =9/9; 13/16;
15/16; 14/16; 14/14; 12/11; 11/7. p3=0.010; p=0.006;
P=0.013
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Abb. IL-10 [nativ] / Tage nach aSAB

Asympt. Pat. (weilie) vs. Pat mit AFND (graue Boxen).

Patienten (n) ohne/mit AFND,;3.6.9.12.15.180 =9/9; 13/16;

15/16; 14/16; 14/14; 12/12; 10/6. pc=0.033; pv=0.038
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Abb. IL-10 [24h LPS] / Tage nach aSAB

Asympt. Pat. (weille) vs. Pat mit AFND (graue Boxen).
Patienten (n) ohne/mit AFND;;3.6.9.12:15.180 =9/9; 12/15;
14/16; 14/16; 14/14; 12/12; 11/5. Nicht signifikant

vergl. multivariate Analyse mit Messwiederholung (Kapitel 3.4f)
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Vergleich von asymptomatischen Patienten vs. Patienten mit AFND - (Fortsetzung)
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Abb. TNF-a [24h ConA]/ Tage nach aSAB
Asympt. Pat. (weifie) vs. Pat mit AFND (graue Boxen).
Patienten (n) ohne/mit AFND,;3.6.9.12.15:180 =9/11; 12/16;
13/16; 14/16; 13/13; 10/12; 10/4. p,,=0.022
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Abb. Granulozyten / Tage nach aSAB

AFND ohne (Kreise) vs. mit (Quadrate). MeanstSD. Pati-
enten (n) ohne/mit AFND;.3.6..12.15.180 =10/9; 13/16; 15/16;
14/16; 14/14; 12/12;10/15. p=0.031; p,1,=0.031;
pt15=0~007; p1130=0.008
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Abb. CD4" T-Zellen/ Tage nach aSAB
Asympt. Pat. (Kreise) vs. Pat mit AFND (Quadrate).
MeanstSD. Patienten (n) ohne/mit AFND;;3.6.9.12.15:180
=9/9; 13/16; 15/16; 14/16; 14/14; 12/12; 11/5.
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Abb. NK-Zellen / Tage nach aSAB
Asympt. Pat. (Kreise) vs. Pat mit AFND (Quadrate).
Means+SD. Patienten (n) ohne/mit AFNDy;3.6.9:12:15:180
=9/9; 13/16; 15/16; 14/16; 14/14; 12/12; 11/5. (n.s.)
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Abb. TNF-a [4h LPS]/ Tage nach aSAB
Asympt. Pat. (weilie) vs. Pat mit AFND (graue Boxen).
Patienten (n) ohne/mit AFND,; 3.6.9.12.15.180 =8/6; 10/14;
12/13; 11/13; 11/11; 10/9; 8/5. px=0.016
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Abb. Monozyten / Tage nach aSAB
Asympt. Pat. (Kreise) vs. Pat mit AFND (Quadrate).
MeanstSD. Patienten (n) ohne/mit AFNDy; 3.6.9.12.15.180 =9/9;
13/16; 15/15; 13/15; 14/14; 12/11;.10/5.
Nicht signifikant
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Abb. CD8"* T-Zellen/ Tage nach aSAB
Asympt. Pat. (Kreise) vs. Pat mit AFND (Quadrate).
MeanstSD. Patienten (n) ohne/mit AFND;;3.6.9.12.15:180
=9/9; 13/9; 13/16; 15/16; 14/16; 14/14; 12/12; 11/5.
Pugo=0.034
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Abb. B-Zellen / Tage nach aSAB
Asympt. Pat. (Kreise) vs. Pat mit AFND (Quadrate).
Means+SD. Patienten (n) ohne/mit AFNDy;3.6.9:12:15:180
=9/9; 13/16; 15/16; 14/16; 14/14; 12/12; 11/5. (n.s.)
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3.2.4 Vergleich von asymptomatischen Patienten vs. Patienten mit DCI
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Abb: IFN-y [24h ConA]/ Tage nach aSAB
Asympt. Pat. (weifie) vs. DCI (graue Boxen).
Patienten (n) ohne/mit DCL;.3.6.9.12.15.180 =9/4; 12/11;
13/10; 14/10; 13/11; 10/7; 10/4. p-0.048; p,1,=0.013
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Abb: IL-4 [24h ConA] / Tage nach aSAB

Asympt. Pat. (weifie) vs. DCI (graue Boxen).

Patienten (n) ohne/mit DCl,;.3.6.9.12.15.180 =8/4; 12/11;
13/10; 14/10; 13/11; 11/7; 8/4. nicht signifikant
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Abb. IL-17 [SEB] / Tage nach aSAB
Asympt. Pat. (weifie) vs. DCI (graue Boxen).
Patienten (n) ohne/mit DCL; 3.6.9.12.15.180 =7/5; 11/10;
12/9; 12/8; 13/9; 11/6; 11/2. nicht signifikant
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Abb. IL-10 [24h ConA]/ Tage nach aSAB
Asympt. Pat. (weifie) vs. DCI (graue Boxen).
Patienten (n) ohne/mit DCl,;.3.6.9.12.15.180 =9/7; 12/11;
13/10; 14/10; 13/11; 11/7; 9/4. nicht signifikant
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Abb. IL-2 [24h ConA]/ Tage nach aSAB
Asympt. Pat. (weifie) vs. DCI (graue Boxen).
Patienten (n) ohne/mit DCL;.3.6.9.12.15.180 =9/4; 12/11;
13/10; 14/11; 13/10; 10/7; 10/4. nicht signifikant
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Abb. IL-6 [nativ] / Tage nach aSAB
Asympt. Pat. (weifie) vs. DCI (graue Boxen).
Patienten (n) ohne/mit DCIt1:3;6:9;12;15;130 =9/5,
13/12; 15/12; 14/11; 14/10; 12/6; 11/4. p<0.001
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Abb. IL-10 [nativ] / Tage nach aSAB
Asympt. Pat. (weifie) vs. DCI (graue Boxen).
Patienten (n) ohne/mit DCL;.3.6.9.12.15.180 =9/5; 13/12;
15/12; 14/10; 14/11; 12/7; 10/4. nicht signifikant [sic!]
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Abb. IL-10 [24h LPS] / Tage nach aSAB
Asympt. Pat. (weifie) vs. DCI (graue Boxen).
Patienten (n) ohne/mit DCly;.3.6.9.12.15.180 =9/5; 12/12;
14/11; 14/11;14/10; 12/6; 11/4. nicht signifikant
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vergl. multivariate Analyse mit Messwiederholung (Kapitel 3.4f)



Vergleich von asymptomatischen Patienten vs. Patienten mit DCI - (Fortsetzung)
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Abb. TNF-a [24h ConA]/ Tage nach aSAB
Asympt. Pat. (weiie) vs. DCI (graue Boxen).
Patienten (n) ohne/mit DCIt1:3;6:9;12;15;130 =9/4,
12/11; 13/10; 14/11; 13/10; 10/7; 10/4. (n.s.)
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Abb. Granulozyten / Tage nach aSAB

AFND ohne (Kreise) vs. mit (Quadrate). MeanstSD.
Patienten (n) ohne/mit DCL;.3.6.9.12.15.180 =10/5; 13/12;
15/12; 14/11; 14/11; 12/6; 10/4. (n.s.)
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Abb. CD4"* T-Zellen/ Tage nach aSAB

Asympt. Pat. (Kreise) vs. DCI (Quadrate). Means+SD.
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3.2.5 Vergleich von Patienten ohne HAP vs. Patienten mit HAP

5500}
3000
E 1500

31 000 -

500
[TTT0HE

200

IEN-y

L]
70
40-

1 3 6 9 12 15 180
Abb: IFN-y [24h ConA]/ Tage nach aSAB
Ohne HAP (weifle) vs. mit HAP (graue Boxen).

Patienten (l’l) mit/ohne 1:3:6:9:12:15;180 =19/9, 23/20, 26/18,

26/18; 24/17; 20/13; 12/6. p1,=0.037
100

80
70
L
50—
40—

30 : .
20—3 l% é : @é
ST TEETasets

1 3 6 9 12 15 180
Abb: IL-4 [24h ConA]/ Tage nach aSAB
Ohne HAP (weille) vs. mit HAP (graue Boxen).
Patienten (n) mit/ohne (.3.6:9.12:15:180

=18/9; 23/20; 26/18; 26/18; 24/17; 21/13; 11/5
Nicht signifikant

IL-4 (pg/ml)

180

=

510
60

307 3 3 9 12 15 180
Abb. IL-17 [SEB] / Tage nach aSAB
Ohne HAP (weile) vs. mit HAP (graue Boxen).
Patienten (H) <3/>4 mit t133:6:9;12;15;180 :12/6,
17/19; 18/17; 18/16; 17/15; 15/12; 13/4. (n.s)

100

N
T

IL-10 (pg/ml) [24 h
(4]
o
|
[ ]
H

gl

T 3 6 9 12 15 180
Abb. IL-10 [24h ConA]/ Tage nach aSAB

Ohne HAP (weifle) vs. mit HAP (graue Boxen).
Patienten (n) mit/ohne (;.3.6.9:12:15:180 =19/9; 23/20;
26/18; 26/18; 24/17; 21/13; 11/6. pe=0.041

~
|

1500
1000

500
300
200

100

IL-2 (pg/ml)

50—

20

1 3 6 9 12 150 180

Abb. IL-2 [24h ConA]/ Tage nach aSAB
Ohne HAP (weifle) vs. mit HAP (graue Boxen).

Patienten (n) mit/ohne (;.3.6.9.12:15:180 =19/18; 23/19; 26/17,

26/18; 24/15; 20/12; 12/6. pw=0.026; p,1,=0.002

1000
500

4
2 1
6 9 12 15 180

1 3

Abb. IL-6 [nativ] / Tage nach aSAB

Ohne HAP (weille) vs. mit HAP (graue Boxen).
Patienten (n) mit/ohne (.3.6:9.12:15:180

=17/9; 24/22; 27/20; 26/19; 24/18; 21/13; 13/9
pi3=0.014; p=0.001;p;5=0.035;p,150=0.011

ek * . *

- N
o o
T

IL-6 (pg/ml)
n o
(=] o

1

170+
110

-~
N

30

IL-10 [native] (pg/ml)
N B
792

-
o o
| |

A

1 3 6 9 12 15 180
Abb. IL-10 [nativ] / Tage nach aSAB

Ohne HAP (weile) vs. mit HAP (graue Boxen).
Patienten (n) mit/ohne 1.3.6.9.12:15:180 =17/9; 24/22;
27/20; 26/18; 24/18; 21/15; 12/8 (n.s) [sic!]

170

m
S
- -
T 9

40
30

20

IL-10 [24 h LPS] (pg/ml)

10
&

Abb. IL-10 [24h LPS] / Tage nach aSAB

Ohne HAP (weille) vs. mit HAP (graue Boxen).
Patienten (n) mit/ohne (;.3.6.9:12:15:180 =17/9; 22/22;
26/19; 26/19; 25/17; 21/13; 13/7. (n.s)

54



Vergleich von Patienten ohne HAP vs. Patienten mit HAP — (Fortsetzung)
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3.2.6 Vergleich von Patienten ohne HAEOP vs. Patienten mit HAEOP
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Vergleich von Patienten ohne HAEOP vs. Patienten mit HEOAP - (Fortsetzung)
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3.3 SchlieBende Statistik fiir die klinischen Eigenschaften und Labormarker

3.3.1 Abhingige Variablen / klinische Endpunkt

Die gesammelten klinischen Eigenschaften wurden im Hinblick auf einen potenziellen Zusam-
menhang mit Infektionskomplikationen untersucht. Die Variablen wurden im ersten Schritt zwi-
schen verschiedenen Patientengruppen ohne und mit Infektionen verglichen. Ziel hierbei war es,
die stirksten klinischen Pradiktorkandidaten zu ermitteln. Die nachfolgenden Teilanalysen testen
nun die laborchemischen Immunmarker und fiihren abschlieBend — wo dies moglich ist — beide,

klinische und laborchemische Pradiktorkandidaten, in einem gemeinsamen Modell zusammen.

3.3.2 Receiver-Operating-Charakteristiken (ROC)

Vor der Durchfiihrung von Regressionsanalysen wurden zunéchst die Grafiken und MWU-Tests
aller Inmunmarker-Kandidaten systematisch auf Median- bzw. Verteilungsunterschiede gemustert
(vgl. Kapitel 3.2.1ff). Danach wurden ROC-Analysen fiir jeden einzelnen Laborwert pro Mess-

zeitpunkt berechnet. Grundsétzlich wurden Messungen der Tage 1,3,6 und 9 einbezogen.

Aus den 224 berechneten ROC-Analysen konnten 18 Graphen mit potenziell relevanten Markern
fiir Infektionen identifiziert werden (p<0.1): sieben fiir die Gesamtheit aller Infektionen, drei fiir
HAP und acht fiir HAEOP. Hier zeigte sich, dass insbesondere HLA-DR, IL-2, IFN-y und IL-6

potenziell aussichtsreiche Kandidaten fiir die nachfolgenden Regressionsmodelle darstellten.

Marker und e s .peen, | POS. | Deg. | fehlend Std.- | Unter- | Ober-

ermittelter Grenzwert Sensitivitit | Spezifitiit (m) | (n) (n) AUC Fehler | grenze | grenze p
HLA-DR Tag 3
<10722.22 Ablcell 0.333 0.353 39 | 17 10 0.326 | 0.085 | 0.159 | 0.492 | 0.040
HLA-DR Tag 6
< 10863.50 Ab/cell 0.350 0.316 40 | 19 7 0.336 | 0.081 | 0.177 | 0.494 | 0.043
CD4+ T-Zellen Tag 1
<473 % der Lymphozyten 0.778 0.500 18 | 14 34 0.687 | 0.094 | 0.502 | 0.871 | 0.074
IL-6/IL-10 Tz}g 3 0.667 0.500 33 | 16 17 0.657 | 0.091 | 0.478 | 0.836 | 0.077
> 1,141 Quotient
CD19+ B-Zellen Tag 3 0.350 0474 | 40 | 19 7 10341 0.080 | 0.184 | 0.497 |0.050
<0,245/nl
CD19+ B-Zellen Tag 6
< 19,6 % der Lymphozyten 0.375 0.474 40 | 19 7 0.360 [ 0.079 | 0.204 | 0.515 | 0.084

Tabelle: Infektionen insgesamt: positive Befunde der ROC-Analyse mit p < 0.1 vor Weiterverwendung

Marker und e e e ... | POS. | neg. |fehlend Std.- | Unter- | Ober-
ermittelter Grenzwert Sensitivitit | Spezifitit (n) (n) (n) AUC Fehler | grenze | grenze p
HLA-DR Tag 3
< 8436.5 Ab/cell 0.545 0.280 22 25 19 0.322| 0.080 | 0.166 | 0.478 0.037
IL-2 Tag 3
<227,7 pg/ml 0.625 0.263 8 19 39 0.293 | 0.101 | 0.094 | 0.491 0.094

Tabelle: HAP-Prddiktoren: positive Befunde der ROC-Analyse mit p < 0.1 vor Weiterverwendung
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Marker und e eia pees, | POS. | Deg. |fehlend Std.- | Unter- | Ober-
ermittelter Grenzwert Sensitivitit | Spezifitit (n) (n) (n) AUC Fehler | grenze | grenze p
HLA DR Tag 3
= 8879 Ableall 0.455 0.361 1| 36 19 10.306| 0.095 | 0.120 | 0.492 | 0.053
IFN-y Tag 1
< 46385 v/l 0.500 0.167 4 24 38 0.104 | 0.062 | 0.001 | 0226 | 0.013
IFN-y Tag 3
< 45385 vafml 0.667 0.235 9 34 23 0291 0.079 | 0.136 | 0.446 | 0.056
TNF-a (ConA) Tag 1 0.250 0.333 4 24 38 |0.172| 0.085 | 0.005 | 0.339 | 0.039
<90.08 pg/ml
TNF-a (ConA) Tag 3 0.556 0353 | 9 | 34 | 23 10395| 0099 | 0201 | 059 | 0339
<74.15 pg/ml
CD3+ T-Zellen Tag 3 0.727 0571 | 11 | 35 | 20 |0.635| 0092 | 0454 | 0.816 | 0.181
<0,99 /nl
C<D()4;“7T/fe“e“ Tag 3 0.727 0714 | 11 | 35 | 20 0694|0094 | 0510 | 0.877 | 0.055

Tabelle: HAEOP-Prddiktoren: positive Befunde der ROC-Analyse mit p < 0.1 vor Weiterverwendung

3.3.3 Regressionsmodelle fiir Infektionen iiber alle Infektionsarten

Zur Entwicklung eines mehrfaktoriellen Regressionsmodells fiir Infektionen im Verlauf des Moni-
torings, wurden die klinischen und laborchemischen Parameter verwendet, die zuvor in den
Kreuztabellen bzw. im univariaten Vergleich und den ROC-Analysen als Kandidaten eingegrenzt
worden waren. Einbezogen wurden n=56 Fille, um Prédiktoren fiir eine im Verlauf aufgetretene
Infektion zu identifizieren. Insgesamt fehlten n=10 (15.1%) Messergebnisse der HLA-DR-
Expression und n=7 (10.6%) Messergebnisse fiir Zellen. Als Startparameter fiir ein multiples Mo-
dell wurden das Patientenalter, der Aneurysmadurchmesser (mm), der WFNS-Grad, der initiale
GCS-Score, das Vorhandensein ventrikuldren Blutes, das Vorkommen eines AFND bzw. einer
DCI, coiling vs. clipping und das Vorkommen einer ICP-Erhthung einbezogen; auflerdem die
Messergebnisse von HLA-DR und CD19+ Zellen, jeweils vom Tag 3 und Tag 6. Wegen >25%
fehlender Messergebnisse wurden andere Laborparameter bei der Analyse fiir alle Infektionsarten
nicht eingeschlossen. Nach einer likelihood-ratio-gesteuertern Riickwértsselektion enthielt das
Modell nur noch DCI als Priadiktor. Wurde DCI dagegen aus den Startparametern entfernt, so ver-
blieben nur die HLA-DR-Messergebnisse vom Tag 3 im Modell (p=0.017).

unabhéngiger Priadiktor fiir Standard Odds
Infektionen (insgesamt) B -fehler Wald df p ratio
HLA-DR Tag 3 (je 10° Ak/Zelle) -0.033 0.015 4960 | 1 | 0.026 0.927
Konstante 0.544 0.744 0.536 1 | 0.464 1.724

Tabelle: Regressionsergebnis fiir die HLA-DR-Expression am Tag 3 und Infektionen (insgesamt).

Da die HLA-DR-Expression auf je 10° Ak/Zelle bezogen ist, geht jede Erhohung um 1000
Ak/Zelle mit einer Abnahme des Infektionsrisikos um 7.8% (1/0.927) einher. Die Spannweite
zwischen der gemessenen 25%-Perzentile (6909 Ak/Zelle) und 75%-Perzentile (14151 Ak/Zelle)

betrug ~7 Tausenderschritte der Antikorpermessung. Unter der rein hypothetischen Annahme ei-
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ner Linearitit des Risikoanstiegs ergibe dies fiir Patienten mit einer HLA-DR-Expression der
75%-Perzentile, also hoheren Messergebnissen, eine Reduktion ihres Infektionsrisikos auf 58.8%
(0.92777) des Infektionsrisikos von Patienten mit einer HLA-DR-Expression der 25%-Perzentile,
also niedrigeren Messergebnissen. Zwar besitzt das Modell eine sehr gute Sensitivitit (0.946), je-
doch ist die Spezifitit (0.188) gering. Selbst, wenn hierbei falsch-positive Befunde aufgrund der
Verteilung von Infizierten gegeniiber den Nicht-Infizierten stirker ins Gewicht fallen (positiver
pradiktiver Wert: 0.729; negativer pradiktiver Wert: 0.6), ist das Modell mit HLA-DR als alleini-
gem Priadiktor nicht akzeptabel. Dieses erste Modell erkliart das Auftreten von Infektionen nicht
gut, denn Nagelkerkes R? (0.143) ist deutlich kleiner als 0.5. Um das Modell im niichsten Schritt
zu verbessern, wurde der Median der HLA-DR-Expression am Tag 3 als Cutoff verwendet. Hier-
durch entstanden zwei Patientengruppen: mit niedriger (< 9740 Ak/Zelle) bzw. mit hoherer HLA-
DR-Expression (> 9741 Ak/Zelle). Bereits die Schiatzung ergab fiir die Niedrig-HLA-DR-Gruppe
ein signifikant hoheres Risiko, zur Gruppe der Infizierten zu gehdren (OR 3.938; 95% CI 1.068-
14.523; p=0.033). Nun wurden DCI und die klinischen Eigenschaften des anfdnglichen Modells
erneut in die Modellbildung einbezogen. Nach 9 Schritten einer likelihood-gesteuerten Riick-

wirtsselektion verblieben nun zwei Parameter im giiltigen Modell:

Pradiktoren im Modell fiir B Standard Wald df » Odds
Infektionen (insgesamt) -fehler ratio
HLA-DR 1,03 <9740 Ak/Zelle 1.361 0.692 3872 | 1 | 0.049 3.902
mit Delayed Cerebral Ischemia (DCI) 1.361 0.692 3.872 1| 0.049 3.902
Konstante -0.255 0.474 0.290 | 1 | 0.590 0.775

Tabelle: Mehrfaktorielles Regressionsmodel fiir Infektionen (insgesamt) im Monitoring-Zeitraum

Auf den ersten Blick iiberraschen die identischen Odds-Ratios beider Parameter. Diese Uberein-
stimmung ist jedoch kein Modellfehler, sondern erklirt sich aus der Verteilung. Betrachtet wurden
n=56 Patienten (davon n=28 mit niedriger und n=28 mit hoherer HLA-DR-Expression gemall Cu-
toff am Median; n=10 Messergebnisse fehlten). Von den betrachteten Personen wiesen n=26 eine
DCI auf, wihrend bei n=30 keine DCI vorkam. Die Niedrig-HLA-Gruppe hatte identische Anteile
an Patienten mit/ohne DCI (je n=14; 50%). Zwischen der DCI- und der Niedrig-HLA-Gruppe
konnte im Kreuzvergleich folgerichtig auch keine Bindung nachgewiesen werden (zweiseitige
Signifikanz nach Fisher p=0.789). In der univariaten Analyse zeigten DCI und Non-DCI-Patienten
bis einschlieBlich Tag 3 auch noch keine unterschiedlichen Mediane (p=0.243); erst ab Tag 4 tra-
ten verzogerte Infarkte auf und erst ab dem darauf folgenden Messtermin (Tag 6) unterschieden
sich die Ergebnisse von DCI- und Nicht-DCI-Patienten signifikant. Im Hosmer-Lemeshow-Test
auf Unterschiede zwischen den erwarteten und tatsdchlichen Infektionen war der Unterschied

nicht signifikant (x°= 9.104; p=0.334), was einer moderaten Modellanpassung entspricht. Das er-
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weitere Modell erklirt ein Auftreten von Infektionen besser als die HLA-DR-Expressionr,,s allei-
ne (Nagelkerkes R? =0.310). Die Sensitivitit (0.811) hat sich im Vergleich zum ersten Modell mit
der HLA-DR-Expressionr,,s als alleinigem Prédiktor zwar etwas verschlechtert, dafiir zeigt das
Modell eine bessere Spezifitit (0.563). Auch der positive pradiktive Wert hat sich verbessert
(0.811), wihrend der negative priadiktive Wert vergleichbar erscheint (0.563). Die Trefferquote
des Modells (0.736) iibertrifft die reine Zufallstrefferquote (0.578).

3.3.4 Regressionsmodelle fiir vor der 72. Stunde aufgetretene Infektionen

Fiir die n=14 Fille mit Friithinfektionen konnte im univariaten Vergleich ein signifikanter Grup-
penunterschied der IFN-y-Sekretion am Tag 3 gefunden werden. Gemessen wurden bei Patienten
ohne Frithinfektion 714.9 [453.8; 994.9] pg/ml gegeniiber 354.3 [181.3; 574.0] (Median [25%;
75%-Perzentile]) pg/ml bei Patienten mit Friithinfektion (p=0.004).

unabhiingiger Pridiktor fiir Standard Odds
Infektionen vor der 72. Stunde B -fehler Wald df P ratio
IFN-y (je 10 pg/ml) am Tag 3 -0.033 0.015 4960 | 1 | 0.026 0.968
Konstante 0.544 0.744 0536 | 1 | 0.464 1.724

Tabelle: Regressionsergebnis fiir IFN-y am Tag 3 und Infektionen vor der 72. Stunde

In der Regressionsanalyse geht eine Erhohung der IFN-y-Sekretion um 10 pg/ml einher mit einem
um 3.3% (1/0OR 0.968) vermindertem Chancenverhiltnis fiir das Vorliegen einer Friihinfektion.
Nagelkerkes R* =0.249. Die Spezifitit (0.919) ist gut, aber die Sensitivitiit (0.1) geniigt nicht. Um
die Diskrimination zu verbessern, wurde IFN-yr,3 nach ROC-Analyse (AUC 0.233; 95% CI
0.085-0.382; p=0.008) mittels des Grenzwertes von < 602 pg/ml dichotomisiert in n=24 niedrigere
vs. n=27 hohere Messergebnisse; n=15 Werte fehlten. Fiir Patienten mit IFN-y 1,, 3 < 602 pg/ml
ergibt sich ein ungiinstigeres Chancenverhiltnis, eine Friihinfektionen zu entwickeln (OR 7.392;
95% CI 1.392-39.273; p=0.012). Sensitivitit: 0.818; Spezifitit: 0.622; positiver pradiktiver Wert:
0.391; negativer priadiktiver Wert: 0.920; Trefferquote: 0.667.

Auch fiir Patienten mit AFND ergibt die Risikoschidtzung ein ungiinstigeres Chancenverhiltnis,
eine Frithinfektion zu entwickeln (OR 4.167; 95% CI 1.028-16.884; p=0.035). Sensitivitit: 0.786;
Spezifitit: 0.532; positiver priadiktiver Wert: 0.333; negativer priadiktiver Wert: 0.893; Trefferquo-

te: 0.590. Ein Modell mit mehreren Pradiktoren konnte nicht entwickelt werden.

unabhiingiger Pridiktor fiir Standard Odds
Infektionen vor der 72. Stunde B -fehler Wald | df P ratio

AFND 1.427 0.714 3.996 | 1 0.046 4.167

Konstante -2.120 0.611 12.032 | 1 0.001 0.120

Tabelle: Regressionsergebnis fiir AFND und Infektionen vor der 72. Stunde
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3.3.5 Regressionsmodelle fiir HAP

Fiir die Pneumoniefille, die zweifelsfrei als HAP eingestuft werden konnten, erfolgte die Model-
lierung einer Regressionsgleichung unter Einbezug folgender Startparameter: Delayed Cerebral
Ischemia (nein/ja), intraventrikuldires Blut (nein/ja), Anzahl Tage mit Beatmung, GCS < 10
vs.GCS > 11, GCS < 12 vs.GCS > 13 und coiling vs. clipping. Als skalierte Variablen wurden La-
borwerte einbezogen, die in der univariaten Analyse mindestens einen Trend aufwiesen: Interleu-
kin (IL)-2, IL-6 und die monozytire HLA-DR-Expression, jeweils Messwerte vom Tag 3 nach
aSAB. Durch Riickwirtsselektion konnten fiinf der acht Eingangsvariablen aufgrund ihrer Likeli-

hood-Ratio ausgeschlossen werden, so dass final drei Regressoren im Modell verblieben.

Pridiktoren im Modell fiir HAP p |Standard | o g lar| p Odds
-fehler ratio

mit Delayed Cerebral Ischemia 2.507 1.146 4787 | 1 | 0.029 | 12.267
Tage mit Beatmung (n) 0.370 0.137 7.358 | 1 | 0.007 1.448
IL-2 Tag 3 (je 10" pg/mi) -0.15 0.008 3919 | 1 | 0.048 0.860
Konstante 0.842 1.664 0.256 | 1 | 0.613 2.321

Tabelle: Mehrfaktorielles Regressionsmodel fiir im Krankenhaus erworbene Pneumonien.

Fiir Patienten mit DCI und einer lingeren Beatmungsdauern zeigt sich hier eine ausgesprochen
ungiinstige Odds Ratio, an einer HAP zu erkranken. Ein besseres Chancenverhiltnis, keine HAP
aufzuweisen, besteht hingegen fiir Patienten mit hoheren IL-2-Konzentration im Serum. Hierfiir
konnte bereits in der ROC-Analyse ein Trend nachgewiesen werden. Jede Zunahme um 10 pg/ml
IL-21,03 senkt das Risiko um 16% (1/OR 0.860). Das Chancenverhiltnis, zur Gruppe der HAP-
Patienten zu gehoren, ist fiir DCI-Patienten dhnlich (OR 12.267) wie fiir Patienten, bei denen eine
6.5-tdigige Beatmungspflicht bestand (1.44876.5). Eine hidufig vorkommende initiale Bewusst-
seinsstorung bei Aufnahme erwies sich dagegen nicht als signifikant pradiktiv fiir im Krankenhaus

erworbene Pneumonien. Ebenfalls ohne Einfluss zeigte sich die Behandlungsart.

Im Hosmer-Lemeshow-Test finden sich nur wenige Unterschiede zwischen dem erwarteten und
dem beobachteten Auftreten einer HAP; dies zeigt eine hohe Modellanpassung. Die Nullhypothe-
se war erwartungskonform nicht signifikant (p=0.816). Der Log-Likelihood-Wert des Modells be-
triagt 27.946. Nagelkerkes R’ zeigt, dass ein Hauptteil (63.2%) der Varianz der Pneumonien durch
das Modell erklirt werden kann. Das Modell weist eine gute Sensitivitéit (0.882) und besitzt eben-
falls eine gute Spezifitit auf (0.857). Negativer pradiktiver Wert: 0.900; positiver pradiktiver
Wert: 0.833. Die Trefferquote insgesamt liegt bei 0.868, was gegeniiber der reinen Zufallstreffer-

quote von 0.503 eine deutliche Verbesserung darstellt.
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Qualitativ dhnliche Ergebnisse ergab die testweise Priifung eines alternativen Modells, in das
samtliche Pneumoniefille (n=23 HAP und n=5 non-HAP) eingeschlossen wurden — also auch sol-
che, die bereits vor der 48. Stunde nach Aufnahme auftraten. Als pradiktiv fiir das Auftreten einer
Pneumonie erwiesen sich die gleichen Variablen, die schon im Regressionsmodell fiir HAP vor-
kamen, namlich wieder die Zugehorigkeit zur Gruppe mit DCI (OR 12.037; p=0.029), die Anzahl
Tage mit Beatmung (n) (OR 1.480; p=0.004). Die Sensitivitdt (0.917) und Spezifitit (0.842) sind
dem Modell fiir HAP vergleichbar. Ahnlich wie im HAP-Modell geht fiir die Patienten jede Zu-
nahme der IL-2-Sekretion am Tag 3 um 10 pg/ml mit einem um 17% verminderten Chancenver-

hiltnis (1/OR 0.850) einher, an einer Pneumonie zur erkranken. (p=0.033).

3.3.6 Regressionsmodelle fiir HAEOP

Unter Einbezug der Marker, die in der univariaten Analyse aufgefallen waren (p < 0.1), lieBen sich
im ersten Schritt nur Modelle mit ungeniigenden Giitemerkmalen finden. Zur Verbesserung der
Diskrimination wurden die IFN-y-Sekretionr,e3 und die HLA-DR-Expressionr,e3 wieder anhand

der Grenzwerte (vgl. Kapitel 3.3.3f) in ,,niedrige vs. ,,hohere* Messwerte dichotomisiert:

a) wie bei Infektionen insgesamt (vgl. Kapitel 3.3.3), erwies sich eine HLA-DR-Expressionr,gs <
9740 Ak/Zelle als unabhiéngiger Pradiktor fiir das Auftreten einer HAEOP (OR 7.071; 95% CI
1.328-37.651; p=0.015). Sensitivitdt: 0.818; Spezifitit: 0.611; positiver priadiktiver Wert:
0.391; negativer priadiktiver Wert: 0.917; Trefferquote: 0.666.

b) auBerdem zeigte sich bei Patienten mit niedrigem IFN-yr,,3 < 602 pg/ml — wie fiir Friihinfekti-
onen (vgl. Kapitel 3.3.4) — ein ungiinstigeres Chancenverhiltnis, eine HAEOP zu entwickeln
(OR 6.417; 95% CI 1.147-35.895; p=0.028); Sensitivitdt: 0.778; Spezifitit: 0.647; positiver
pradiktiver Wert: 0.368; negativer priadiktiver Wert: 0.917; Trefferquote: 0.647.

Ein erweitertes Modell mit mehreren Variablen ergab sich nicht. Der Einbezug weiterer Parame-

ter, insbesondere AFND (ohne/mit) bzw. WENS-Grad (low/high), verfehlte die Signifikanz.

3.4 Outcome nach aSAB

Die Medianiiberlebenszeit fiir die Gesamtheit der Untersuchten betrug 183 [7; 15] Tage (Median
[25%; 75% Perzentile]). Minimal wurde der vierte Tag nach aSAB-Onset erreicht. Als lidngste be-
kannte Uberlebensdauer wurde Tag 371 erfasst. Zweiundzwanzig (36.6%) der sechzig Patienten
mit bekanntem Outcome verstarben, jedoch konnten in dieser Studie gesicherte Todesursachen nur
gelegentlich erfasst werden. Zur Analyse eines potenziellen Zusammenhangs von Immundepressi-

on und Komplikationen mit der Letalitdt wurden Kaplan-Meier-Analysen berechnet.
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3.4.1 HLA-DR-Immundepression und Letalitit nach aSAB — Kaplan-Meier-Analyse
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auch mit einer kiirzeren Uberlebenszeit einhergeht, mussten die HLA-DR-Messwerte dichotomi-
siert werden. Hierzu wurde die in der Literatur angegebene Grenze zur schweren Immundepressi-
on (< 10000 Antikorper pro Monozyt) (Docke et al. 2005; Harms et al. 2008; Kopp et al. 2013) als
Trennwert gewihlt und als Klassifikationsmerkmal in der Kaplan-Meier-Analyse verwendet. Be-

trachtet wurden Sterbeereignisse zwischen Tag 4 und Tag 180.
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Die Messergebnisse der HLA-DR-Expression vom Tag 3 bei n=38 Uberlebenden lagen im Me-
dian [25%; 75% Perzentile] bei 10988 [8362; 18731] Ak/Zelle und bei den n=18 Verstorbenen bei
6594 [5152; 10155] Ak/Zelle; p=0.003. Insgesamt n=10 HLA-DR-Messwerte fehlten, n=14 Fille
(21.1%) ertiillten die Definition einer schweren Immundepression am Tag 3 (ID) und n=42 Fille

(63.6%) wiesen keine ID auf.

In der Kaplan-Meier-Analyse (KMA) stabilisierte sich bei den Patienten ohne ID (n=42) die Zahl
der Sterbefille bis zum Tag 31 bei acht (19%) kumulierten Ereignissen. Dagegen verstarben in der
wesentlich kleineren Gruppe mit Immundepression (n=14) sogar zehn Patienten (71.4%). Der
Gruppenunterschied erwies sich im Log Rank-Test als sehr groB (x* = 19.0) und hoch signifikant
(p < 0.001). Die Uberlebenszeiten fiir Patienten ohne ID lagen im Median bei 196.5 [20.25; 271]
Tagen [25%; 75% Perzentile], wihrend in der Gruppe mit ID im Median nur 15 [8; 81] Tage
[25%; 75% Perzentile] erreicht wurden. Eine HLA-DR-Immundepression am Tag 3 zeigt sich
demnach in der KMA direkt mit hoherer Sterblichkeit verbunden.

Beziiglich des ungiinstigen Chancenverhiltnis, vor dem 180. Tag zu versterben, lassen sich fiir Pa-
tienten mit Immundepression am Tag 3 folgende Ergebnisse zusammenfassen: OR 10.625; 95%
CI 2.641-42.743; p=0.001; Sensitivitit: 0.556; Spezifitit: 0.895; positiver pradiktiver Wert: 0.714;
negativer pradiktiver Wert: 0.810; Trefferquote insgesamt: 0.786 gegeniiber einer unterstellten Zu-

fallstrefferquote von 0.589.

3.4.2 Infektionen und Letalitit nach aSAB - Kaplan-Meier-Analyse

Bei den n=42 Patienten ohne HAEOP mit giiltigem Outcome stabilisiert sich zum 114. Tag die
Zahl der Sterbefille auf zehn kumulative Ereignisse (23.8%). Hingegen verstarben von den n=12
giiltigen Patienten mit HAEOP sieben Patienten (58.3%) bis zum 31. Tag. Fiir die Gruppe mit
HAEOP ergibt die KM-Schitzung eine Median-Uberlebenszeit von 15 [8] Tagen [75% Perzentile]

bei einem Standardfehler von 15.5 Tagen; eine 25% Perzentile kann nicht ermittelt werden.

Fiir die Gruppe ohne HAEOP betrigt die reale Median-Uberlebenszeit 196 Tage; die geschitzte
Uberlebenszeit 114 Tage [75% Perzentile]. Im Mantel-Cox Log-Rank-Test erweist sich der Unter-

schied der Uberlebensverteilungen als ausgeprigt (x2 =5.474) und signifikant (p=0.019).
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Abb: kumuliertes Uberleben von Patienten ohne/ mit HAEOP

Somit darf ein Zusammenhang von HAEOP mit hoherer Letalitdt nach aSAB angenommen wer-
den. Fiir HAEOP kann die folgende Risikoschitzung fiir eine Zugehorigkeit zur Gruppe der bis
zum Tag 180 Verstorbener angegeben werden: OR 5.4 (95% CI 1.309-22.257); p=0.021. Beim
Vergleich von Patienten ohne/mit Infektionen bzw. ohne/mit HAP liel} sich kein solcher Gruppen-
unterschied nachweisen. Der Vergleich von Patienten ohne/mit Friihinfektion vor der 72. Stunde

verfehlte ebenfalls die Signifikanz.

Mitgeteilt werden muss auch die Kaplan-Meier-Analyse fiir akute neurologische Defizite
(AFND): bei den 28 Patienten ohne AFND und giiltigem Outcome stabilisiert sich zum 114. Tag
die Zahl der Sterbefille auf vier kumulative Ereignisse (14.2%); Median-Uberlebenszeit 224.5
[168.75; 291.75] Tagen [25; 75% Perzentile]. Dagegen verstarben in der Gruppe mit AFND n=22
(57.8%) von 38 giiltigen Patienten bis zum 70. Tag bei einer geschiitzten Median-Uberlebenszeit
von 21 [11.75; 201.0] Tagen [25; 75% Perzentile] und einem Standardfehler von 20 Tagen. Die
Uberlebensverteilungen unterschieden sich deutlich: *=7.530; p=0.006.

Ein akutes neurologisches Defizit geht demnach mit einer hoheren Letalitdt nach aSAB einher.
Fiir das Sterberisiko des ersten halben Jahres ergibt sich fiir Patienten mit AFND folgende Risiko-
schitzung: OR 4.857 (95% CI 1.410-16.728; p=0.008); Sensitivitit: 0.810; Spezifitit: 0.533; nega-
tiver pradiktiver Wert: 0.857; positiver pradiktiver Wert: 0.447.
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3.4.3 Infektionen und Morbiditit

Beim Follow-Up wurde bei n=60 Patienten das Outcome in der achtstufigen erweiterte Glasgow
Outcome-Scale (EGOS, engl. GOSE, GOS-E) (Wilson et al. 1998) erfasst. Die Ergebnisse wurden
dichotomisiert in niedriges Outcome; (,,poor outcome*) (EGOS 1-4: Tod, Wachkoma, schwere
und schwerere Behinderung) vs. besseres Outcome (,,favorable outcome**) (EGOS 5-8: moderate
Behinderung bis hin zur vollen Genesung). Nach dieser Definition erreichten n=38 (66.3%) der
Gesamtpatienten ein poor outcome. Mit Hilfe einer Kreuztabelle wurde nun die Zugehorigkeit zur
Gruppe mit niedrigem bzw. besserem QOutcome fiir Patienten ohne/mit HAEOP verglichen. Um
Storeffekte durch nicht-frith aufgetretene HAP-Fille auszuschlieBen, wurden n=12 Patienten mit
HAEOP gegeniiber n=31 Patienten verglichen, die nach dem Onset-Zeitraum einer HAEOP (48-

96. Stunde) nicht an einer Pneumonie erkrankt waren. Die Berechnung ergab

HAEOP ¥ |fiir Patienten mit HAEOP ein ungiinstigeres
ohne (n) mit (n) | (n) Chancenverhiltnis, zur Gruppe mit besse-
EGOS 1-4 (poor) 15 10 25
5-8 (favorable) 16 2 18 |rem Outcome zu gehdren (OR: 3.6; 95% CI
Gesamtsumme 31 12| 43 ]0.895-14.483; p= 0.038).

Tabelle: EGOS-Outcome fiir Patienten ohne/mit einer im
Krankenhaus erworbener Pneumonie

Nicht nachweisen lie} sich ein solcher Zusammenhang mit dem Outcome fiir andere Infektions-
gruppen: so erbrachte der Vergleich von Fillen ohne/mit HAP (p=0.090) sowie ohne/mit Infektio-
nen (p=0.059) lediglich einen Trend, jedoch keinen signifikanten Unterschied beziiglich der Zu-

gehorigkeit zu einer der beiden Outcome-Gruppen.

3.5 Multivariate Analysen

In den vorangegangenen Teilanalysen erwies sich eine niedrige HLA-DR-Expression am Tag 3 als
geeigneter Pridiktor fiir Infektionen. Niedriges HLA-DR am Tag 3 zeigte auch eine direkte Asso-
ziation mit frither Sterblichkeit. Als bester Marker zur Vorhersage einer HAP hatte sich eine nied-
rige IL-2-Stimulierbarkeit am dritten Tag herausgestellt. Eine hohe IFN-y-Stimulierbarkeit am
dritten Tag erwies sich, mit Einschrinkungen, als pridiktiv fiir das Nichtauftreten von HAEOP
und auch von Friithinfektionen vor der 72. Stunde. Wihrend mit Hilfe der ROC-Berechnungen und
Regressionsanalysen zunichst die Vorhersage der Endpunkte durch Priadiktoren untersucht wurde,
lasst sich mittels Varianzanalyse berechnen, welchen Einfluss einzelne klinische Eigenschaften ih-
rerseits auf die Varianz der Pradiktoren haben. Um Messwiederholungen (Tag 1, 3, 6 und 9) mit in
die Berechnungen einbeziehen zu konnen, wurde hierzu das Verfahren der Multiplen Analyse der

Varianz (MANOVA) eingesetzt.
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Fiir jede Zytokin-Messwertserie (Messwiederholung, repeated measurement) wurden multivariate
Analysen iiber die dichotomisierten klinische Einflussgroen berechnet. Als MaB fiir die Effekt-
grofle wurde n? (Eta-Quadrat) bestimmt, das den Prozentsatz der Varianzaufklarung auf Stichpro-
benebene anzeigt; zur Anwendung kam der Pillai-Spur-Test. Als Innersubjektfaktor wurde die
»Zeit” (Messwiederholungen) untersucht. Ziel ist es, die Varianz von Messung zu Messung beim
gleichen Patienten in Abhingigkeit von den relevanten klinischen Einflussgroflen zu erkennen.
Fiir jede laborchemische Variable wurden Berechnungen mit drei Messwerten vorgenommen: Tag
3, 6 und 9. Analysen mit mehr als drei Messwiederholungen ergaben keine giiltigen Ergebnisse.
Als Zwischensubjektfaktoren, also Gruppenunterschiede zwischen den Patienten, wurden sukzes-
siv folgenden Dichotomien einbezogen: WFNS-Grad (niedrig/hoch), AFND (ohne/mit), DCI (oh-
ne/mit), erhohter ICP wihrend des Monitorings (ohne/mit), ICP bis zur 72. Stunde (ohne/mit),
Ventrikelblutung (ohne/mit) sowie Coiling vs. Clipping. Ferner wurde ergebnislos versucht, Va-
rianzanalysen mit den folgenden Variablen als Zwischensubjektfaktoren berechnen: Geschlecht
(weiblich/ménnlich), dichotomisierte Altersperzentilen (unter/iiber der Perzentilengrenze), dicho-
tomisierte GCS-Grade, den Aneurysmadurchmesser (klein/grof3), Meningismus bei Aufnahme
(ohne/mit), Rauchen in der Vorgeschichte (ohne/mit), Alkohol in der Vorgeschichte (ohne/mit)

und Zweitblutung im Monitoringzeitraum (ohne/mit).

3.5.1 Ergebnisse der Varianzanalysen fiir monozytires HLA-DR

In der MANOV A mit Messwiederholung tfir HLA-DR am Tag 3, 6 und 9 erwies sich die Varianz
fiir die symptomatischen Gruppen highWFNS*AFND bzw. fir AFND*DCI iiber die Zeit im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe im Pillai-Spur-Test durchgéngig als unterschiedlich.

Effekt Partielles n? F df Fehler df p
Zeit 0.062 1.326° 2 40 0.277
Zeit *AFND* WENS low/high 0.255 6.838" 2 40 0.003
Zeit *AFND * DCI 0.169 4.073° 2 40 0.025
Zeit * DCI * WENS low/ high 0.132 3.038" 2 40 0.059

Tabelle: multivariate Analyse (Pillai-Spur-Test) fiir HLA-DR (Tag 3, 6, 9) mit drei Faktoren; b: exakte Statistik

Die Innersubjektvarianz der HLA-DR-Expression wird durch den Zeitverlauf alleine nicht erklért.
Dies bedeutet zunichst, dass sich die monozytire Immunitit beim einzelnen Patienten zwischen
den Messzeitpunkten wenig dndert; Da sich hierin aber symptomatische Patienten
(AFND*WEFENS-Grad; part. n2=0.10; p=0.018) von der Kontrollgruppe unterscheiden, lédsst sich
schliefen: die beobachtete Persistenz niedriger HLA-Werte iiber die Zeit wird z.T. bereits durch

friihe bzw. initiale Schdden erklirt. Hier liefert DCI, DCI*WENS keine Erkldarung (p=0.085).
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Quelle Partielles n? F df Mittelwert’ )/
Konstanter Term 0.759 128.882| 1 19419919004.905 | < 0.001
DCI mit/ohne 0.294 17.065 1 2571344472.628 | <0.001
AFND mit/ohne 0.194 9.885 1 1489463742.870 0.003
DCI * AFND 0.126 5911 1 890689076.827 0.020
WENS low/high 0.011 0.435 1 65599338.325 0.513
DCI * WENS low/high 0.061 2.661 1 400976396.505 0.110
AFND * WENS low/high 0.062 2.728 1 411034235.293 0.106
Fehler 41 150679712.300

Tabelle: Zwischensubjekteffekte fiir HLA-DR (Tag 3, 6, 9) — aufgekldrte Varianz. Wiedergabe n.s. Werte gekiirzt.

Deutlicher ausgeprigt sind die Zwischensubjekteffekte, also Gruppenunterschiede, die iiber den

Durchschnitt der transformierten drei Messzeitpunkte verglichen wurden. Das Auftreten bzw.

Ausbleiben einer DCI erklirt 29.4% der HLA-DR-Varianz, wihrend das Vorkommen bzw. Fehlen

eines AFND einen Varianzanteil von 19.4% aufklirt. In Kombination mit den univariaten Befun-

den, ldsst sich daraus schliefen, dass niedrige HLA-DR-Werte bei mehrfacher Messung mit dem

Vorkommen von AFND, DCI und AFND*DCI assoziiert sind.

3.5.2 Ergebnisse der Varianzanalysen fiir IFN-y

Effekt Partielles n? F df Fehler df )/
Zeit 0.064 0.578" 2 17 0.572
Zeit * Clipping 0.115 1.106 2 17 0.354
Zeit * WFNS low/high 0.075 0.692° 2 17 0.514
Zeit * DCI 0.168 1718 2 17 0.209
Zeit ¥ AFND 0.120 1.156 2 17 0.338
Zeit * Ventrikelblutung 0.059 0.532° 2 17 0.597
Zeit * ICPT 0.665 16.886" 2 17 <0.001
Zeit * Clipping * DCI 0.036 0.313 2 17 0.735
Zeit * Clipping * ICPT 0.041 0.364° 2 17 0.700
Zeit * DCI * Ventrikelblutung 0.236 2.628" 2 17 0.101
Zeit * DCI * ICPT 0.168 1.717° 2 17 0.209
Zeit * Ventrikelblutung* ICPT 0.352 4.619° 2 17 0.025

Tabelle: multivariate Analyse fiir IFN-y (Tag 3, 6, 9); b: exakte Statistik. Gekiirzte Wiedergabe ohne n.s. Werte

Im Zeitverlauf, bei wiederholter Messung, wird die Varianz der IFN-y-Messergebnisse vor allem

erklart durch einen ICP-Anstieg (66.5% Varianzaufkldarung) bzw. dessen Kombination mit voran-

gegangener Ventrikeleinblutung (35.2% Varianzaufkldrung).
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Quelle Partielles n? F df Mittelwert’ )/

Konstanter Term 0.784 65.152 1 16268981.953 | < 0.001
Clipping 0.144 3.039 1 758781.238 0.098
WENS low/high 0.028 0.523 1 130520.566 0.479
DCI 0.274 6.807 1 1699858.456 0.018
AFND 0.339 9.224 1 2303354.240 0.007
Ventrikelblutung 0.037 0.683 1 170591.795 0.419
ICPT 0.093 1.837 1 458660.558 0.192
Clipping * DCI 0.016 0.298 1 74311.550 0.592
Clipping * ICPT 0.020 0.372 1 92953.847 0.549
WENS low/high * DCI 0.288 7.286 1 1819297.873 0.015
WENS low/high * AFND 0.355 9.887 1 2468781.742 0.006
WENS low/high * ICPT 0.005 0.084 1 20901.441 0.776
Fehler 18 249709.609

Tabelle: Zwischensubjekteffekte fiir IFN-y (Tag 3, 6, 9) — aufgeklirte Varianz. Gekiirzte Wiedergabe ohne n.s. Werte

Fiir den Gruppenvergleich iiber alle drei transformierten Messzeitpunkte ldsst sich feststellen, dass

bis zu 35.5% der IFN-y-Varianz sowohl durch eine frithe neurologische Symptomatik (AFND,
hoher WFENS-Grad+AFND) als auch durch eine DCI erklarbar sind.

3.5.3 Ergebnisse der Varianzanalysen fiir Interleukin-6

Im Zeitverlauf steht die Varianz des IL-6 der Tage 3, 6, 9 des IL-6 am ehesten im Zusammenhang

mit der Zugehorigkeit zur Patientengruppe, die sich einer Clipping-OP unterzogen haben

(p=0.041). Ansonsten fanden sich in der multivariaten Analyse keine signifikanten Effekte. Eine

Erkldrung fiir die Varianzunterschiede im Gruppenvergleich iiber alle drei Messzeitpunkte und

damit auch fur die hoheren 1L-6-Werte bietet nur das Auftreten einer DCI.

Quelle Partielles n? F df | Mittelwert” )/

Konstanter Term 0.356 12.703 1 1266125.199 | 0.002
mit Clipping 0.022 0.513 1 | 10747.757 | 0.481
WENS low/high 0.002 0.050 1| 1038.520 | 0.826
DCI 0.177 4.954 1 { 103780.982 | 0.036
AFND 0.003 0.074 1| 1546.440 | 0.788
ICPT 0.084 2.123 1 | 44465.787 | 0.159
DCI * ICPT 0.104 2.680 1| 56139.378 | 0.115
Fehler 23| 20949.600

Tabelle: Zwischensubjekteffekte fiir IL-6 (Tag 3, 6, 9) — aufgeklirte Varianz. Gekiirzte Wiedergabe ohne n.s. Werte
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3.5.4 Ergebnisse der Varianzanalysen fiir Interleukin-2

Bei den Varianzanalysen der Interleukin-2-Messergebnisse, die sich als pradiktiv fiir Hospital ac-
quired Pneumonia erwiesen hatten, wurden erneut drei Zwischensubjektfaktoren integriert, bei de-
nen zuvor in der univariaten Analyse ein Median- bzw. Verteilungsunterschied gefunden werden

konnte: WENS-Grad (low/high), ICP-Erhohung (nein/ja), DCI (nein/ja).

Effekt Partielles n? F df | Fehler df )4
Zeit 0.020 0.330" 2 32 0.722
Zeit * DCI 0.404 10.848° | 2 32 <0.001
Zeit * WENS low/high 0.029 0.473" 2 32 0.627
Zeit * ICPT 0.008 0.126" 2 32 0.882
Zeit * DCI* WENS low/high 0.265 5.773" 2 32 0.007
Zeit * DCI * ICPT 0.589 22.895" | 2 32 < 0.001
Zeit * WENS low/high * ICPT 0.074 1.280" 2 32 0.292
Zeit * DCI * WENS low/high * ICPT 0.451 13.132° | 2 32 <0.001

Tabelle: multivariate Analyse fiir IL-2 (Tag 3, 6, 9); b: exakte Statistik . Gekiirzte Wiedergabe ohne n.s. Werte

Das Interleukin-2 im Zeitverlauf unterscheidet sich am deutlichsten bei Patienten mit DCI oder ei-
nem ICP-Anstieg. Auch in allen anderen Konstellationen mit DCI besteht iiber die Zeit ein signi-
fikanter Unterschied mit hoher Varianzaufklirung. Dass der initiale Schweregrad — fiir sich ge-
nommen — hier scheinbar nicht viel zur Erkldrung beitrdgt, kann bedeuten, dass sich die Varianz
bei reinem Vergleich iiber den einmal feststehenden Schweregrad nur wenig dndert, wéahrend eine

DCI bzw. ein ICP-Anstieg mit einer Verdnderung der IL-2-Stimulierbarkeit einhergeht.

Quelle Partielles n? F df | Mittelwert )4
Konstanter Term 0.803 134711 | 1 | 4184555.766 | 0.000
WENS low/high 0.144 5.568 1 172964.268 0.024
Fehler 33 31063.112

Tabelle: Zwischensubjekteffekte fiir IL-2 (Tag 3, 6, 9) — aufgekliirte Varianz. Gekiirzte Wiedergabe ohne n.s. Werte

Als einziger signifikanter Gruppenunterschied fiir die Stimulierbarkeit der Interleukin-2-Sekretion
an den Tagen 3, 6 und 9 erwies sich die Einstufung im WFNS-Grading. Der Schwergrad des initia-

len Schadens erklédrt immerhin 14.4% der Varianz der Varianz an den Folgetagen.
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4 Diskussion der Ergebnisse

4.1.1 Vergleich der allgemeinen Studiencharakteristiken mit der Pilotstudie

Die vorgelegte Arbeit und die vorausgegangene Pilotstudie (PS) (Sarrafzadeh et al. 2011) sind in
ihrer Grundcharakteristik vergleichbar: beiden Studien rekrutierten ihre Teilnehmer in den glei-
chen Universititskliniken bei identischen Rahmenbedingungen der neurochirurgisch-
intensivmedizinischen Versorgung. Die Analysemethodik der Immundaten war identisch und er-
folgte im selben Labor. In der vorgelegten Arbeit kam kein Patient vor, der bereits in der PS ein-
geschlossen war. Diese Dissertation betrachtete mit n=66 eingeschlossenen Patienten eine dreifach
grofere Studiengruppe als die PS (n=16). Wihrend in der PS lediglich die ersten zehn Tage nach
aSAB untersucht worden waren und Outcomes bis zu einem Jahr vorlagen, wurden hier Laborana-
lysen bis zum Tag 180 und Outcomes bis zum Tag 371 einbezogen. Als Messzeitpunkte der La-
borparameter wurden bei der vorgelegten Studie ldngere und gleichmiBiger verteilte Intervalle

gewdhlt, wihrend bei der PS engmaschiger — aber nur bis zum Tag 10 gemessen wurde.

Wichtige Unterschiede finden sich beim Vergleich der Schweregradverteilung mit der Pilotstudie:

In der vorgelegen Arbeit wurden 18.6% mehr WENS-high-grade-Patienten eingeschlossen.

WENS- Patienten n (%) | Patientenn (%) | Differenz | Ein Grund hierfiir waren Ein-
Grad diese Studie Pilotstudie > 10% L. . .
- schlusskriterien, die zu einem ge-
1 16 (24.2%) 7 (43.75%) ja ‘ .
I 11(16.7%) 1 (6.25%) ia hauften Einschluss von Patienten
il 2 (3.0%) 2 (12.5%) ja mit WENS-Graden > IV (56.1%)
}Eifzsrzfél;“ ¥ 29 (43.9%) T 10 (63.5%) ja gefiihrt haben, was die generelle
”» .. k . E .
v 18 (27.3%) 2 (12.5%) i Ubertragbarkeit der Ergebnisse
Vv 19 (28.8%) 4 (25.0%) nein limitiert. Der Anteil an high-grade
;;;}%egsraézte |z 3705609 5 6(37.5%) ia Patienten korrelierte hoch mit der
= Privalenz einer neurologischen
gesamt 66 (100.0%) 16 (100.0%) -

Tabelle: WENS-Grade in dieser Studie im Vergleich mit der Pilotstudie

Symptomatik (p < 0.001).

Letztere lag in der PS bei 56.2%, wobei 31.2% der Patienten eine delayed cerebral ischemia (DCI)
entwickelten. Dagegen wurde in der vorgelegten Arbeit bei 45.4% der Patienten eine DCI nach-
gewiesen. Auch der Anteil von Patienten mit akutem fokal-neurologischen Defizit (AFND) war
mit 57.4% hoher als in der PS; das Median-Outcome der AFND-Patienten lag bei EGOS-Score 1
(Tod ; 80.9% der Verstorbenen gehorten der AFND-Gruppe an). Infolge eines grolen Anteils von
WENS-Graden > IV war auch mit einer erhohten Priavalenz von Komplikationen zu rechnen. Ho-
he Inzidenzen von Komplikationen, die bei Priadiktorensuche einbezogen wurden, konnten maf3-

geblich zu ungiinstigen préadiktiven Giitekennwerten beigetragen haben.
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4.1.2 Immundepression mit verminderter HLA-DR-Expression nach aSAB

Bezogen auf die Mediane der HLA-DR-Expression war bei der Gesamtheit der Studienpatienten
vom ersten bis zum neunten Tag nach aSAB eine auffillig niedrige monozytire HLA-DR-
Expression nachweisbar. Uber die Tage 3, 6 und 9 wurden summarisch nur 7281 [10785; 16179]
Ak/Zelle gemessen (Median [25%; 75%-Perzentile]), wihrend am Follow-up-Zeitpunkt, ein hal-
bes Jahr spiter 31110 [28567; 41544] Ak/Zelle messbar waren. Dies bedeutet, dass der Monozy-
ten-Besatz mit immunlogisch wichtigen Antigen-prisentierenden MHC Klasse-II-Rezeptoren bei
den Studienpatienten wihrend der kritischen ersten Phase nach aSAB nur 23.4% des Follow-up-
Niveaus erreichte. Dieser Befund liegt klar unterhalb von 30% der als normal betrachteten Refe-
renz des Nachuntersuchungstermins und muss als eindeutig pathologisch vermindert eingestuft
werden (vgl. Strohmeyer et al. 2003; Frazier and Hall 2008). Wendet man die Definition fiir

% eine HLA-DR-Immundefizienz (Docke et
al. 2005; Harms et al. 2008; Kopp et al.

80 76,8 76,3

2013) strikt an, dann muss bereits am ers-
70 250 N ten Tag bei iiber der Hélfte der Patienten
60 - - 760’7 eine Immundepression konstatiert wer-
50 den. Ab dem dritten Tag wird eine mehr-

tagige Gipfelzone nachweisbar: hier wie-

sen sogar mehr als drei Viertel aller Pati-

40

enten eine pathologische Immunlage auf;

30

darin enthalten sind bis zu 39.3% Patien-

ten mit schwerer Immundepression (bor-

20

derline immunoparalysis) und 13.6%

10

Hochrisikopatienten mit Immunparalyse.

Bei immerhin 8% der Patienten mit Mes-

1 3Tagg nac?h aS?\B 15 180 sungen im Rahmen der Nachuntersu-

) ) ) ) chung war eine verminderte monozytire
Abb. Patientenanteil (%) mit moderater Immundepression

(graue Balken: HLA-DR < 15.000 Ak/Zelle), schwerer Immun  HLA-DR-Immunkompetenz feststellbar.
depression (blaue Balken: HLA-DR < 10.000 Ak/Zelle) und )
Immunparalyse (rote Balken: HLA-DR < 5.000 Ak/Zelle). An den Tagen 3, 6 und 9 befanden sich

im Mittel 71.6% der Studienpatienten in einer HLA-DR-Immundefizienz, was die Existenz einer
Abwehrschwiche bei den aSAB-Patienten dieser Arbeit zweifelsfrei belegt. Die deutlichsten Un-
terschiede der HLA-DR-Expression fanden sich in der univariaten Analyse beim Vergleich von

Patienten mit AFND und/oder DCI mit komplett asymptomatischen Patienten. Wihrend letztere
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an allen Messterminen normale Median-HLA-DR-Expressionen aufwiesen, zeigten symptomati-
sche Patienten bis zum Tag 15 stets eine Immundepression. Der Unterschied war an den Tagen 3-
15 signifikant. AFND-Patienten zeigten schon am Tag 1 einen signifikant niedrigeren Median der
HLA-DR-Expression als Patienten ohne AFND. Dagegen lief} sich bei DCI-Patienten an den Ta-
gen 6-15 eine signifikante Persistenz niedriger HLA-DR-Expressionen. nachweisen, wihrend
asymptomatische Patienten normalisiert erschienen. Studienpatienten mit WFNS-Graden > IV, mit
AFND, mit DCI, mit AFND+DCI, mit ICP-Erh6hung im Verlauf und mit ICP-Erh6hung vor der
72. Stunde zeigten stets niedrigere HLA-DR-Expressionen an den Tagen 1-15 als ihre jeweilige
Kontrollgruppe. Patienten mit WENS > IV wiesen bis zum Tag 15 durchgingig im Median eine
Immundepression auf, wihrend bei Patienten mit WENS < IIT ab Tag 6 im Median Normalwerte
vorkamen (signifikante Unterschiede am Tag 6 u. 9). Das Auftreten bzw. Ausbleiben einer DCI
erklirt 29.4% der HLA-DR-Varianz, wihrend das Vorkommen bzw. Fehlen eines AFND einen
Varianzanteil von 19.4% aufklért bzw. die Kombination von AFND und DCI 12.6% Varianzauf-
kldrung bietet. Jedoch zeigte sich unerwarteter Weise beim Vergleich von asymptomatischen Pati-
enten und Patienten mit reiner DCI (unter Ausschluss der Fille, die zusétzlich ein AFND aufwie-
sen), dass bei DCI-Patienten bereits vom Tag 3 an (bis zum Tag 15) persistent immundepressive
HLA-DR-Expressionen bestanden, wihrend bei komplett asymptomatischen Patienten stets Nor-
malwerte vorlagen. Niedrige HLA-Expressionen am Tag 3 bestanden bei DCI-Patienten bereits
vor dem Auftreten einer DCI. In der multivariaten Analyse wurde zusétzlich ersichtlich, dass sich
die monozytire Immunitdt beim einzelnen Patienten zwischen den Messzeitpunkten allgemein
wenig dndert. Da sich hierin Patienten mit/ohne AFND bzw. hohem/niedrigen WFNS-Grad signi-
fikant unterschieden, ldsst sich schlieen, dass die zeitliche Persistenz niedriger HLA-Werte zum
Teil bereits durch friithe bzw. initial nach der Blutung auftretende Veridnderungen erklirt werden
kann. Anders gesagt: die Persistenz niedriger HLA-DR-Expressionen bei DCI kann nicht aus-
schlieBlich mit spiter hinzutretenden Infarkten erkliart werden. Moglicherweise sind noch unge-
klirte, am ehesten mit initialen Veridnderungen in Verbindung stehende Faktoren gemeinsam an
der Entwicklung einer DCI und einer Immundepression beteiligt. AFND und hohe WFNS-Grade,
als Ausdruck eines Early brain injury, liefern dazu zwei erste Erkldrungsansitze; zudem zeigten
sich beide eng korreliert, denn AFND-Patienten der vorliegenden Studie wiesen zu 86.8% auch
einen hohen WFNS-Grad auf; p < 0.0001. Insgesamt liegt die gefundene Verbreitung eines HLA-
DR-Defizits bei aSAB hoher als in der Pilotstudie (dort: 67% der Patienten mit Immundepression;
n=11 von 16) und iibersteigt auch die Verbreitung bei Patienten mit schweren Mediainfarkten, die

im Rahmen der PANTHERIS-Studie gemessen wurde: dort zeigten etwa 50% von n=80 Patienten
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am Tag 3 eine Immundepression (ID) (Harms et al., 2008). Bei elektiv operierten neurochirurgi-
schen Patienten ist die Verbreitung geringer (17.5% mit Immundepression; n=10 von 57) (Asadul-
lah et al. 1995a). Maximale Inzidenzen einer Immundepression sind bekannt nach groflen kardio-

chirurgischen Operationen: 100% von 22 Bypass-Patienten wiesen eine ID auf (Thiele 2009).

Bei immerhin 5.1% der Patienten der vorgelegten Studie wurden extreme HLA-DR-Expressionen
< 4000 Ak/Monozyt gemessen. Hier besteht die Moglichkeit, dass (unkontrolliert) Patienten mit
HLA-DR-Gendefekten (Kovats et al. 1995) eingeschlossen wurden. Auch fehlerhaft verarbeitete
Proben oder systematische Fehler beim Transport oder der Zwischenlagerung von Blutproben sind
denkbare Einflussfaktoren, die falsch niedrige HLA-Expressionen ergeben konnten. Fehlmessun-

gen des Labors wurden mittels Kontrollchargen ausgeschlossen.

Zwar wurde in dieser Arbeit der tiefste Median der HLA-DR-Expression am dritten Tag gemessen
9740 [6909; 14151] Ak/Zelle (Median [25%; 75%-Perzentile]), jedoch kann der exakte Zeitpunkt
des Nadirs nicht mit Sicherheit angegeben werden, da zwischen Tag 1 und Tag 6 bedauerlicher-
weise nur ein einziger Messzeitpunkt definiert war. Vergleiche mit der Pilotstudie und der Arbeit
von Urra et al. 2009 legen nahe, dass der Tiefpunkt eher vor dem dritten Tag gelegen haben konn-
te. Als Limitation muss daher angenommen werden, dass relevante Tiefwerte und der Zeitpunkt

des Nadir wahrscheinlich verpasst wurden.

4.1.3 HLA-Immundefizienz und Bedeutung fiir das Outcome

In der vorliegenden Arbeit konnte nicht nur bewiesen werden, dass HLA-DR bei den meisten un-
tersuchten aSAB-Patienten im Vergleich zur Referenz erniedrigt ist, sondern es konnte auch —
nach Kenntnis des Autors erstmalig — gezeigt werden, dass HLA-DR am Tag 3 ein unabhéngiger
Pradiktor fiir die Letalitit nach aSAB ist. Eine HLA-DR-Immundepression am Tag 3 zeigte sich
in der Kaplan-Meier-Analyse direkt mit verkiirzter kummulierter Uberlebenszeit verbunden. Als
Cutoff fiir HLA-DR wurde hierbei der Wert von < 10000 Ak/Zelle gewihlt, der in der Literatur
die definitorische Grenze zu einer Immundepression markiert (vgl. Docke et al. 2005). Fiir Patien-
ten mit einer Immundepression am Tag 3 konnte ein ausgesprochen ungiinstiges Chancenverhalt-
nis gefunden werden, vor dem 180. Tag zu versterben (OR 10.625; 95% CI 2.641-42.743;
p=0.001; vgl. Kapitel 3.4.1). Aufgrund der niedrigen Sensitivitdt (0.556) sind fiir HLA-DR-
Expressionen < 10000 viele falsch-negative Pridiktionen zu erwarten. Dies wird durch die hohe
Priavalenz niedriger HLA-DR-Expressionen verstdndlich. Jedoch zeigen die bessere Spezifitit des
Modells (0.895) und der negative pradiktive Wert (0.810), dass HLA-DR-Expressionen >10000

Ak/Zelle ein Uberleben mit mehrheitlich korrekter Klassifikation vorhersagt.
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Im Vergleich mit der untersuchten Kohorte zeigen beispielsweise Sepsispatienten eine ganz dhnli-
che Konstellation: nimlich zumeist niedrige HLA-DR-Expressionen und eine hohe Sterblichkeit;
auch bei Sepsispatienten wird die Eignung der HLA-DR-Expression als Pradiktor fiir das Outco-
me bezweifelt, weil die Bestimmung von sinnvollen Grenzwerten schwierig ist (Trimmel et al.
2012) (Hynénen et al. 2003). Dies gilt moglicherweise auch fiir Schlaganfille. Bei n=45 Patienten
mit Stroke unterschiedlicher Atiologie (24% Blutungen und 76% Ischimien) zeigte sich ein
schlechtes Outcome zwar mit einer signifikant niedrigeren HLA-DR-Expression an den Tagen 0, 2
und 7 korreliert, jedoch blieben Cutoff-Werte unklar (Urra et al. 2009). Ebenfalls bekannt ist, dass
gro3e Infarktvolumina mit niedrigen HLA-DR-Expressionen am Tag 1 und Tag 4 korrelieren (vgl.

Hug et al. 2009).

Auch in der vorgelegten Arbeit fanden sich signifikant niedrigere HLA-DR-Expression besonders
bei aSAB-Patienten mit Infarkten (DCI, AFND). Eine Begriindung, weshalb eine am Tag 3 nach-
gewiesene Immundepression mit einer hoheren Sterblichkeit einhergeht, konnte demnach ganz
einfach darin bestehen, dass sich bei Patienten mit hoherer HLA-DR-Expression weniger Infarkte
finden. Hierbei wiren Infektionen, die durch niedriges HLA-DRr,,3 begiinstigt werden, als Erkla-
rungsansatz fiir einen Zusammenhang von HLA-DRr,e3 und Sterblichkeit nicht zwingend notwen-
dig. Ob HLA-DRr,g3 tatsdchlich ein geeigneter Pridiktor fiir das Outcome ist oder ob die Ergeb-
nisse eher als Artefakt des allgemein hidufigen Vorkommens einer Immundepression und der ho-
hen aSAB-Letalitit in der untersuchten Kohorte aufzufassen ist, bedarf einer Wiederholung mit
groBerer Fallzahl und natiirlicherer Schweregradverteilung. In einer Kohorte mit hherem Anteil
an niedrigen WENS-Graden sind weniger Sterbefille zu erwarten (vgl. Rosen und Macdonald
2005), was fiir den Pradiktor Immundepressiont,g3 zu einer Verbesserung des negativen pridikti-

ven Wertes fithren konnte.

Ahnlich wie bei Urra et al. 2009 an Stroke-Patienten beobachtet, fand sich auch in der vorgelegten
Studie am Follow-up-Termin im Median eine normale HLA-DR-Expression. Diese ,,Normalisie-
rung“ im Vergleich zum dritten Tag wird jedoch durch die hohe Zahl von Sterbefillen in der un-
tersuchten Kohorte verzerrt, denn zwischen Tag 4 und Tag 180 verstarben 48.3% der Patienten
mit schwerer Immundepression am Tag 3, wihrend die Sterblichkeit bei Patienten ohne schwere
Immundepression am Tag 3 bei 14.8% lag; p=0.08. Dies impliziert leider, dass das erhoffte Po-
tenzial fiir eine Normalisierung niedriger HLA-DR-Expressionen bei aSAB-Patienten moglicher-
weise hoher erscheint als es Wahrheit ist, weil viele Patienten mit Immundepression am Tag 3

zum Follow-up-Zeitpunkt bereits verstorben waren.
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4.1.4 Vergleich des Outcomes mit Referenzstudien

Insgesamt verstarben 31.8% der Patienten bis zum Tag 180. Im Vergleich zur Pilotstudie (26.7%)
entspricht dies einem schlechteren Ergebnis und kann als Effekt des groferen Anteils von Patien-
ten mit hoheren WENS-Graden in der vorgelegten Arbeit gewertet werden. In der vorliegenden
Arbeit fand sich auch ein schlechteres funktionelles Outcome. Wihrend Uberlebende der Pilotstu-
die im Median nach 180 Tagen nur moderate Behinderungen aufwiesen und im Alltag nicht von
Hilfsmitteln abhingig waren, waren die Uberlebende der vorgelegten Studie im Median nach 180
Tagen schwer pflegebediirftig. In einer héaufig zitieren Metastudie wird die aSAB-Sterblichkeit
allgemein auf 32-67% beziffert (vgl. Hop et al. 1997). Der direkte Vergleich mit der nominell ge-
ringeren Sterblichkeit in der vorgelegten Arbeit erscheint allerdings problematisch. Ein nicht
WENS-Schweregrad-adjustierter Vergleich kann grundsétzlich zu fehlerhaften Schlussfolgerun-
gen verleiten, denn unterschiedliche Schweregradverteilungen innerhalb der Kohorten konnen aus
naheliegenden Griinden mit unterschiedlicher Sterblichkeit einhergehen. Dies ergibt sich bereits
aus der Tatsache, dass die WENS-Graduierung selbst nach prognostischen Gesichtspunkten fiir das
Outcome entwickelt wurde (vgl. Rosen und Macdonald 2005). Daneben ist zu beriicksichtigen,
dass in der Metastudie von Hop et al. aus dem Jahr 1997 fast ausschlieBlich éltere Arbeiten bis
zum Jahr 1989 ausgewertet wurden und dass iiber die vergangenen Jahrzehnte ein Trend zu ver-
besserten Uberlebenschancen besteht (vgl. Rinkel and Algra 2011). Daher sollte nach heutigen
Mablstidben eine Sterblichkeit von 31.8% in der vorgelegten Studie nicht als per se giinstiges Er-
gebnis gewertet werden, sondern muss vor allem als Indiz fiir den hohen Anteil von high-grade-
Fillen in der hier untersuchten Studienkohorte gelten. Letztere Behauptung wird von einer pros-
pektiven Schweregrad-Studie mit n=3567 SAB-Patienten gestiitzt. Hier fanden sich 66% WFEFNS-
Grade I-1I, wihrend auf die WFNS-Grade III-V je ca. 10% entfielen (Rosen und Macdonald
2005). In der hier vorgelegten Arbeit mit 59.1% Anteil an Patienten mit WENS III-V findet sich

gewissermalien eine auf den Kopf gestellte Schweregrad-Verteilung.

4.1.5 Infektionen, Infektionshéiufigkeiten und Bedeutung fiir das Outcome

In der untersuchten Kohorte wurden bei 34.8% der Studienpatienten eine im Krankenhaus erwor-
bene Pneumonie (Hospital acquired pneumonia; HAP) diagnostiziert. Hierin sind n=12 Fille
(18.1%) enthalten, bei denen 48-96 Stunden nach Aufnahme eine Hospital acquired early-onset
pneumonia (HAEOP) auftrat. Die vorgefundene HAP-Inzidenz der vorliegenden Arbeit ist ver-
gleichbar mit der Pilotstudie (dort 37.5%) und auch vergleichbar mit der nach dem Schweregrad
stratifizierten Inzidenz bei Patienten mit ischdmischem Stroke: hier existiert ein Pneumonierisiko-

Score, der anhand der Datenbasis des Berliner Schlaganfallsregister an n=15335 Patienten entwi-
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ckelt und an n=45085 Patienten validiert wurde. Fiir die Teilgruppe von Patienten jener Studie, die
mit den aSAB-Patienten der vorgelegten Arbeit vergleichbar erscheint, ndmlich Strokepatienten
mit besonders schwer ausgeprigter neurologischer Symptomatik, Dysphagie und anderen mittels
Scoring erfassten Eigenschaften, wird dort eine Pneumonieinzidenz von 39.4% angegeben.
(Hoffmann et al. 2012). In der vorgelegten Arbeit féllt neben der Privalenz hoher und hochster
WENS-Schwergrade auch der groBe Anteil beatmeter Patienten (93.9%) mit Beatmungsdauern
von 12 [2.75; 15] Tagen (Median [25%; 75%-Perzentile]) auf, was einen Vergleich mit einer Stu-
die von Cinotti und Kollegen erlaubt. In ihrer retrospektiven Analyse an einer vergleichbar schwer
erkrankten aSAB-Kohorte mit n=193 Patienten, 74% Anteil WENS III-V und 100% Pravalenz ei-
ner mechanischen Ventilation > 2 Tage (Einschlusskriterium) fanden die Autoren n=81 (48.7%)
Ventilations-assoziierte Pneumonien (Cinotti et al. 2014). Bei einer anderen Arbeit mit n=26
aSAB-Patienten, die einen Anteil 61.5% der beiden hochsten Schweregrades aufwiesen, wurden
sogar n=19 (73%) Pneumonien diagnostiziert (Helbok et al. 2015). In der Referenzstudie von
Frontera und Kollegen an n=573 konsekutiven Patienten mit einer nativen SAB-
Schweregradverteilung, also einem geringeren Anteil hoher Schweregrade als in der vorgelegten
Arbeit, wird die Pneumonie-Inzidenz nach SAB auf 20% beziffert (Frontera et al. 2008). Ein Bias
der vorgelegten Arbeit konnte gewesen sein, dass ein besonderes Augenmerk auf das Nicht-
Ubersehen von Pneumonien gerichtet wurde. Dies hatte in einer ersten Auswertung zu falsch-
positiven Wertungen gefiihrt, insbesondere an den ersten Tagen nach aSAB-Onset. Um Diagnosen
strikt an den Definitionen auszurichten, erfolgte bei allen Fillen eine Reevaluation der Studiendo-
kumentation. Als nosokomiale Pneumonie (HAP) wurden nur Pneumonien gewertet, die > 48
Stunden nach Aufnahme auftraten. In der analysierten Kohorte manifestierten sich HAP oft friith
(52.1% Onset vor der 96. Stunde), was mit anderen Studien vergleichbar erscheint: nach einer Me-
ta-Analyse an n=137817 Schlaganfallspatienten haben bis zu drei Viertel der Poststroke-
Infektionen einen frithen Beginn (Westendorp et al. 2011).

Das Auftreten einer HAEOP zeigte sich in der Kaplan-Meier-Analyse mit einer signifikant kiirze-
ren Uberlebensdauer verbunden; HAP verfehlte die Signifikanz (vgl. Kapitel 3.4.2). Dariiber hin-
aus ist HAEOP ein unabhiingiger Pridiktor fiir das Versterben vor dem Tag 180 (OR 5.4; 95% CI
1.309-22.257; p=0.021) bzw. vor dem Tag 15 (OR 7.5; 95% CI 1.609-34.954; p=0.012). Diese
Ergebnisse miissen allerdings mit groler Vorsicht interpretiert werden. In Bezug auf das Chan-
cenverhiltnis zu versterben, muss fiir Patienten mit HAEOP ein Einfluss durch gleichzeitig beste-
hende neurologischer Komplikationen angenommen werden, denn n=11 von 12 Patienten (91.6%)

mit HAEOP wiesen gleichzeitig ein AFND und/oder eine DCI auf (p=0.036).
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Leider bleibt die Interpretierbarkeit der kiirzeren Uberlebensdauer von Patienten mit HAEOP —
und natiirlich auch von Patienten mit Immundepression — grundsitzlich limitiert, solange keine be-
lastbaren Angaben zur Todesursache vorliegen; besonders bedauerlich erscheint hierbei, dass die

Bereitschaft zur Autopsie kein Einschlusskriterium war.

Die nicht-pneumoniebezogenen Infektionsinzidenzen der vorgelegten Arbeit sind vergleichbar mit
den Angaben von Frontera und Kollegen: dort wurden 13% Harnwegsinfekte, 8% Sepsis, 5%
ZNS-Infektionen gefunden, wihrend in der vorgelegten Studie 9% Harnwegsinfektionen, 7.5%
Sepsis und ZNS-Infektionen auftraten. Es ist aus der Literatur bekannt, dass mit mehrtéigig niedri-
gen HLA-DR-Expressionen steigende Infektions-Inzidenzen zu erwarten sind; so traten in einer
Studie nach einer zweitdgigen < 30% der Norm erniedrigten HLA-DR-Expression bei 25% der
Patienten Infektionen auf. Nach dreitdgiger Persistenz einer verminderten HLA-DR-Expression
waren sogar 75% der Patienten von Infektion betroffen (Frazier und Hall 2008). In der vorgelegten
Arbeit traten bei 60.6% der Patienten Infektionen auf. Vor dem Hintergrund der niedrigen HLA-
Expressionen in der Kohorte ist die Infektionsprivalenz mit Frazier und Hall 2008 vergleichbar.
Sie befindet sich am oberen Ende des Intervalls von 5-65% Infektionen, die bei
Schlaganfallspatienten in einer Metastudie berichtet wird (Westendorp et al. 2011). Das gefundene
Keimspektrum weist groBe Ahnlichkeiten mit den Erregern auf, iiber die in den Ergebnissen des
Krankenhausinfektion-Surveillance-Systems KISS berichtet wurde (Geffers and Gastmeier 2011).
In der vorgelegten Arbeit machten die vier haufigsten Pathogene (Pseudomonas-Arten, Klebsiel-
len, Staphylococcus aureus und Escherichia Coli) einen Anteil von 55.1% aus. Allgemein zeigte
sich eine Akzentuierung gram-negativer Stibchen gegeniiber den Angaben von Geffers und Gast-
meier 2011. Die zahlreichen Nachweise von Enterobacter-Arten und Escherichia Coli miissen
nicht zwangsldufig mit Hygienemingeln in Verbindung stehen, sondern konnten hypothetisch
auch als Folge einer bacterial translocation bei gestorter Darm-Mukosa-Barriere und himatogener
Ausbreitung entstanden sein. Obwohl derartige Mechanismen bei Poststroke-Infektionen im Tier-
modell nach media-occlusion experimentell belegt sind (Tascilar et al. 2010), bleibt dies fiir

aSAB-Patienten natiirlich nur eine Spekulation.

4.1.6 Immundepression und Infektionen

Eine niedrige HLA-DR-Expression < 9740 Ak/Zelle am Tag 3 hat sich in der vorgelegten Arbeit
als unabhiéngiger Pridiktor fiir Infektionen (OR 3.938; 95% CI 1.068-14.523; p=0.033) erwiesen
(vgl. Kapitel 3.3.3), was den Ergebnissen anderer HLA-DR-Studien dhnelt (Strohmeyer et al.
2003; Docke et al. 1997). Wie dort konnte auch in der vorgelegten Arbeit kein natiirlicher Cutoff

mit Hilfe der ROC-Analyse bestimmt werden, der mit klinisch niitzlichen Spezifitéts- bzw. Sensi-
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tivitdtskennzahlen verbunden wire. Von den Patienten mit einer Infektion zeigten in der vorgeleg-
ten Arbeit 83.8% bereits am dritten Tag eine Immundepression mit einer HLA-DR-Expression
von 9522 [6689; 11233] Ak/Zelle (Median [25%; 75%-Perzentile]), wihrend bei Patienten ohne
Infektion mit 12830 [8660; 22375] Ak/Zelle hohere Messwerte erhoben wurden (p=0.026). Jede
Erhohung der HLA-DR-Expression um 1000 Ak/Zelle ging in der Regressionsanalyse mit einer
7.8%-1gen Abnahme des Chancenverhiltnis fiir Infektionen einher, so dass bei Patienten mit einer
hoheren HLA-DR-Expression der oberen Quartile nur 58% des ungiinstigen Chancenverhéltnis fiir
Infektionen bestand, das bei einer niedrigeren HLA-DR-Expression der unteren Quartile errechnet
wurde. Auch DCI stellt einen unabhéngigen Pridiktor fiir Infektionen dar (OR 4.329; 95% CI
1.325-14.143; p=0.012). In einem gemeinsamen Regressionsmodell bestétigten DCI und HLA-
Immundepression ihren gleichermallen ungiinstigen Einfluss auf das Chancenverhiltnis, eine In-
fektion zu erleiden (OR 3.902). Trotz giinstig erscheinender Sensitivitit (0.811) ist der Nutzen des
Modells aufgrund der niedrigen Spezifitit und des niedrigen negativen pradiktiven Wertes (beide
0.563) limitiert. Als Erkldrungsansatz fiir den niedrigen negativen pradiktiven Wert muss zuerst
die hohe Infektionsinzidenz selbst genannt werden. Denn ein hoher Anteil an Infizierten impli-
ziert, dass es iiberhaupt nur wenig richtig-negative Befunde in einer Kohorte geben kann. Hier-
durch konnen schon wenige falsch-negative Klassifikationen das Verhiltnis von richtig-negativen
zu falsch-negativen Klassifikationen beeinflussen und somit den negativen priadiktiven Wert deut-
lich mindern. Diese Argumentation bedeutet aber auch, dass der hohe positive pradiktive Wert mit
Skepsis betrachtet werden muss. Denn aufgrund der Merkmalsverteilung (hohe Inzidenz des Pri-
diktors DCI, hohe Privalenz einer Immundepression), besteht natiirlich auch hier eine hohe Chan-
ce fiir zuféllig richtig-positive Klassifikationen. Ob das Modell bei einer groBBeren Fallzahl und
neutralerer Schweregradverteilung (mit hypothetisch geringerem Anteil von Patienten DCI, Im-
mundepression und Infektionen) besser diskriminiert, wird die laufende Weiterfithrung der Mes-
sungen an mehr Patienten zeigen.

Eine HLA-DR-ExpressionT,g; < 9740 Ak/Zelle erwies sich dariiber hinaus auch als unabhingiger
Pradiktor fiir das Auftreten einer HAEOP (OR 7.071; 95% CI 1.328-37.651; p=0.015) (vgl. Kapi-
tel 3.3.6). Hervorzuheben ist der hohe negative priadiktive Wert (0.917) bei einer méBigen Spezifi-
tit (0.611), wodurch hohere HLA-DR-Expressionent,e3 mehr zur Identifikation von Patienten mit
geringerem HAEOP-Risiko beitragen konnten als zur Identifikation von tatsédchlich Erkrankten.
Die hohe Sensitivitit (0.818) und der niedrige positive pradiktive Wert (0.391) zeugen davon, dass
zwar viele der Erkrankten korrekt positiv erkannt wurden, zusitzlich aber sehr viele falsch-

positive Klassifikationen entstanden. Die pessimistische HAEOP-Pradiktion ist direkt erklidrbar
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mit der hohen Privalenz des Pridiktors HLA-DR-Expressionent,es < 9740 Ak/Zelle und einer —
im Vergleich dazu — niedrigeren HAEOP-Inzidenz. Es bleibt zu konstatieren, dass die Eignung der
HLA-DR-Expressionent,gs als Pridiktor fiir Infektionen und fiir HAEOP in dieser Arbeit belegt
worden ist, jedoch ein erhebliches Fehlerpotenzial bestehen bleibt, das direkt mit der hohen Priva-
lenz pathologisch niedriger HLA-DR-Messergebnisse zusammenhingt. Die Bedeutung patholo-
gisch niedriger HLA-DR-Expressionent,g3 bei aSAB-Patienten ist allein anhand der vorgelegten
Arbeit an n=66 Patienten mit iiberwiegend hohem Schweregrad weder allgemein iibertragbar noch
abschliefend einzuordnen. Aus pathophysiologischer Sicht erscheint es nicht unplausibel, dass ei-
ne niedrige HLA-DR-Expression auch funktionell zu einer verminderten Immunitit gegeniiber
bakteriellen Pathogenen fiihrt und somit die Entstehung von Infektionen nach aSAB begiinstigt.
Dieser Verdacht wurde bereits vor Jahren allgemein im Konzept zu CNS-induced-
Immunodeficiency-Syndromen (Meisel et al. 2005) geduBlert und fiir aSAB-Patienten prézisiert

(Sarrafzadeh et al. 2011).

4.1.6.1 Gestorte Monozytenfunktion nach aSAB

TNF-a nach LPS-Stimulation: bei Betrachtung der nicht-gruppierten Patienten zeigte die TNF-a-
Sekretion im Median einen normalen Zeitverlauf innerhalb der Referenzbereiche mit einem Tal
der Stimulierbarkeit am dritten/sechsten Tag. Die univariate Analyse ergab eine verminderte
Stimulierbarkeit der monozytiren TNF-a Sekretion bei Patienten mit high-grade WEFNS
(P14¢6=0.016) und verifiziertem AFND (p7,6=0.020). Eine durchgiingig verminderte Reaktion auf
LPS-Stimulation lag vor bei Patienten der Fisher-Gruppe 4 (erniedrigte Sekretion Tag 1-180;
P14¢3=0.006) und bei Patienten mit einem ICP-Anstieg vor der 72. Stunde (erniedrigte Sekretion
Tag 1-12; prags=0.003). Limitierend fiir letzteren Befund ist, dass ein ICP-Monitoring lediglich bei
83% der Patienten im Rahmen der reguldren Versorgung erfolgte. Die Befunde legen aber nahe,
dass eine gestorte Monozytenfunktion bei aSAB-Patienten mit einem Early-brain-Injury (Sehba et
al. 2012) in Zusammenhang steht, denn in der multivarianten Analyse bot besonders der WFNS-
Grad, als Indikator fiir die Schwere des initialen Schadens, eine hervorragende Erkldrung fiir
50.2% der TNF-o-Varianz. Welche Mechanismen dem bekannten funktionellen Monozytenim-
pairment beim Stroke zugrundeliegen, ist nicht abschlieBend geklirt (Prass et al. 2003; Haeusler et
al. 2008; Urra et al. 2009a). Bekannt ist aber, dass monozytidre Funktionsstorungen beim CNS-
Immunodeficiency-Syndrome im Gefolge einer adrenergen Reaktion bei ICP-Erhohungen auftreten
(Meisel et al. 2005). Der Einbezug von Katecholamindaten in der geplanten Folgestudie bzw. den

Nachanalysen konnte fiir aSAB-Patienten neue Erkenntnisse bringen.
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Aus der Pilotstudie und anderen Arbeiten war eine verminderte LPS induzierte TNF-a-Sekretion
bei Patienten mit Schlaganfalls-assoziierten Infektionen bekannt (Haeusler et al. 2008; Urra et al.
2009a). Die monozytire TNF-a-SekretionT,es war daher ein potenzieller Kandidat fiir die Suche
nach Priadiktoren von Infektionen, Friithinfektionen, HAP und HAEOP. In den Regressionsanaly-
sen der vorgelegten Arbeit verfehlte TNF-a als Marker die Signifikanz (fiir alle Analysen p >
0.09) und konnte sich nicht gegen bessere Priadiktor-Kandidaten durchsetzen.

IL-10 nativ: messbare, pathologische Plasmakonzentrationen (ohne Stimulation) fanden
sich bei 40.6% (Tag 1) bis 32.6% (Tag 15) der untersuchten Patienten mit einem abnehmenden
Trend und einem relativen Tief am neunten Tag. Erst am FollowUp-Termin lagen alle Messergeb-
nisse wieder im Bereich knapp iiber bzw. unter der Nachweisgrenze. Hohere IL-10 Plasmakon-
zentrationen als bei ihrer jeweiligen Kontrollgruppe fanden sich besonders bei Patienten mit high-
grade-WFNS, AFND (prag64+9 < 0.05) und HAP (prae0= 0.014). Diese Befund ergéinzen die be-
kannten IL-10-Ergebnisse, die fiir ischdmische Hirninfarkte publiziert wurden (Klehmet et al.
2009). Dass hohere IL-10-Plasmakonzentrationen mit einer verminderten monozytiaren HLA-DR-
Expression assoziiert sind, ist seit langem bekannt (Woiciechowsky et al. 1999b). Obwohl IL-10 in
der vorliegenden Arbeit nicht pradiktiv fiir Infektionen ist, konnte es also indirekt — iiber eine
nachfolgend verminderte HLA-DR-Expression — mit Infektionen in Zusammenhang stehen. Die
zur Kontrolle durchgefiihrte Korrelationsanalyse ergab erwartungsgemil3 einen schwachen, aber
stets negativen Zusammenhang (Spearman Rho -0.245 bis -0.456) zwischen den IL-10- und HLA-
DR-Messergebnissen des gleichen und des jeweils folgenden Termins an den Tagen 3-12
(PT2g3=0.050; prags=0.004; p1ag9<0.001; prago=0.034). Dass diese Spekulation zumindest unter pa-
thophysiologischen Aspekten gerechtfertigt ist, zeigt eine Arbeit an 110 Strokepatienten, die IL-10
als unabhéngigen Préadiktor von Infektionen nachwies (Chamorro et al. 2006). Eine weitere Unter-
suchung des IL-10 bei aSAB-Patienten mit einer groBeren Gruppe asymptomatischer Patienten er-
scheint notwendig, bevor weitere Interpretationen moglich sind.

IL-10 nach LPS-Stimulation: die iiberwiegende Mehrzahl der Patienten (62.5-71.9%) zeig-
te an allen Messterminen eine pathologisch verminderte monozytire IL-10-Sekretion nach LPS-
Stimulation. Am dritten Tag war bei 37.7% der Patienten iiberhaupt keine Sekretion auslosbar
(Nachweisgrenze < 5 pg/ml), was einer kompletten Monozyten-Deaktivierung gleichkommt.
Wihrenddessen war allerdings die Gesamtkonzentration an IL-10 (nativ) im Plasma von Tag 1-15
pathologisch erhoht, so dass als Quelle der IL-10-Erhohung eine vermehrte Ty2-Aktivitit ange-
nommen werden kann. Diese Konstellation ist bereits bekannt bei ischdmischen Hirninfarkten

(Meisel et al. 2012; Klehmet et al. 2009; Chamorro et al. 2007a, 2006) und traumatischen Hirnver-
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letzungen (Woiciechowsky et al. 1999b), wurde jedoch bei aSAB-Patienten bisher noch nicht be-
schrieben. Wihrend bei Patienten mit/ohne DCI keine signifikanten Unterschiede festzustellen
waren, fielen im Trend durchgéngig niedrigere Mediane bis zum sechsten Tag bei Patienten mit
high-grade WFENS, AFND und HAP auf (nicht signifikant). Ahnlich wie beim TNF-a-LPS exis-
tiert fiir IL-10-LPS ein Zusammenhang von niedriger Stimulierbarkeit und einem ICP-Anstieg vor
der 72. Stunde. Eine niedrigere IL-10-Sekretion lie} sich hierbei an den Tagen 1, 3, 6 und 12 be-
legen (p < 0.05). Es ist daher anzunehmen, dass die monozytire IL-10-Sekretion am ehesten mit
der Schwere der initialen Schidigung und friithen SAB-Komplikationen zusammenhingt. Eine
niedrige IL-10-Sekretion nach LPS-Stimulation zeigte sich nicht als priadiktiv fiir Infektionen, was
angesichts des seltenen Vorkommens normaler oder hoherer Messergebnisse wenig iiberrascht.
Die fehlende Normalisierung der monozytiren nach LPS-Stimulation beim FollowUp zeigt, dass
aSAB-Patienten auch langfristige Veranderungen der Immunitét aufweisen, die potenziell abtrig-

lich sind (Chamorro et al. 2007a).

4.1.6.2 Inflammation / Interleukin-6-Erhohungen nach aSAB

Pathologisch erhohte IL-6-Plasmakonzentrationen fanden sich bei bis zu 95.2% aller Patienten.
Am Follow-up-Termin zeigte die Gesamtheit der Patienten im Median eine Remission. Auffillig
hohe Werte waren beim Follow-up nur noch bei DCI-Patienten zu finden. Dies kdnnte mit der
moglicherweise Inflammations-assoziierten Pathogenese einer DCI (Sarrafzadeh et al. 2010) zu-
sammenhéngen. Bei Patienten mit neurologischer Symptomatik und auch bei Infektionspatienten
wurden im univariaten Gruppenvergleich durchweg hohere Werte gemessen als in der jeweiligen
Kontrollgruppe ohne diese Komplikation. In den Regressionsanalysen, unter alleiniger Betrach-
tung der IL-6-Messergebnisse vom Tag 3 bzw. Tag 6, zeigten sich nur ungeniigende Giiteeigen-
schaften. Ein klarer Zusammenhang von hohen IL-6-Leveln mit dem Auftreten von Infektionen,
wie er bei Strokepatienten belegt ist (Wartenberg et al. 2011), konnte bei den untersuchten aSAB-
Studienpatienten nicht gefunden werden. Im Regressionsmodell mit mehreren Priadiktorkandida-
ten ergaben sich fiir IL-6-Plasmakonzentrationen divergente Ergebnisse: hohere IL-6-
Messergebnisse vom Tag 3 deuteten ein diskret giinstigeres Chancenverhéltnis an, eine Infektion
zu entwickeln, wihrend hohere IL-6-Messergebnisse vom Tag 6 ein diskret ungiinstigeres Chan-
cenverhiltnis ergaben. Da bis zu 95.2% der untersuchten aSAB-Patienten pathologische IL-6-
Plasmakonzentrationen aufwiesen, wundert die mangelnde Eignung von IL-6 als alleiniger Infek-
tionsmarker nicht. Die Varianz des IL-6 im Zeitverlauf wurde in der multivariaten Analyse am
besten erklért durch eine postoperative Erhohung und durch das Auftreten einer DCI (41% bzw.

36% Varianzaufkldrung). Es kann angenommen werden, dass IL-6 im Hauptzeitraum der Infekti-
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onen (Tag 3-7) moglicherweise iiberlagert wird von den gerade abklingenden postoperativen In-
flammationsprozessen und Vorgédngen, die mit einer sich entwickelnden DCI in Verbindung ste-
hen. Dafiir, dass die Hohe der IL-6-Sekretion mit dem Schaden des ZNS-Gewebes zusammen-
hingt, spricht auch der unterschiedliche IL-6-Verlauf im Gruppenvergleich der neurologischen
Schéden: so existierte schon frith (ab Tag 3) ein signifikanter Gruppenunterschied zwischen Pati-
enten mit bzw. ohne AFND, wihrend bei Patienten mit bzw. ohne DCI erst spit (Tag 9) eine hoch-
signifikante Differenz feststellbar war. Ahnliche Beobachtungen wurden bereits frither publiziert
(Sarrafzadeh et al. 2010; McMahon et al. 2012). Als weitere potenzielle Storgrof3e, die hier jedoch
nicht kontrolliert wurde, miissen auch exogene Katecholamine genannt werden. Stover, Sakowitz
et al. hatten bereits im Jahr 2003 darauf hingewiesen, dass Katecholamingaben bei der Interpreta-
tion von IL-6-Messungen beriicksichtigt werden miissen. Zusammenhinge zwischen exogenen
Katecholamingaben und der IL-6-Plasmakonzentration bzw. der Immunfunktion von SAB-
Patienten sind, nach Kenntnis des Autors, momentan nicht durch Studien belegt. Da von allen Pa-
tienten Plasmaproben in ethylene glycol tetraacetic acid-(EGTA)-Blutrohrchen bei -80° C asser-

viert wurden, bietet sich eine Analyse in Folgestudien an.

4.1.7 Gestorte Balance der Leukozyten-Subpopulationen nach aSAB

Monozyten: analog zu Sarrafzadeh et al., 2011, war iiber den Gesamtverlauf eine Monozy-
tose nachweisbar. Bei DCI-Patienten persistierten hohe Werte bis zum 15. Tag, so dass sich dort
ein signifikanter Unterschied zur asymptomatischen Kontrollgruppe herausbildete. Noch bei Fol-
low-up bestanden bei den DCI-Patienten grenzwertig hohe Monozytenzahlen. Ein allgemeines Er-
kldarungsmodell fiir die vorherrschende Monozytose nach Stroke ist fehlende Apoptose (Chamorro
et al. 2012). Die Zahl periphere Monozyten zeigten sich nicht als priadiktiv fiir die untersuchten
Komplikationen. Wie vorher dargelegt, wurde bei den meisten Patienten ein verminderter Besatz
der einzelnen Monozyten mit HLA-DR-Rezeptoren gemessen. Bei einer gleichzeitig bestehenden
Monozytose im peripheren Blut ist es natiirlich interessant zu erfahren, ob die Gesamtmenge an
HLA-DR-Rezeptoren pro ml Plasma (also die Messergebnisse der HLA-DR Antikorper/Zelle mul-
tipliziert mit der Absolutzahl monozytirer Zellen/ml) ebenfalls Gruppenunterschiede zeigt. Es ist
denkbar, dass potenziell gleichgerichtete oder gegensinnige Verminderungen/Erhéhungen der bei-
den Messgrofen bei bestimmten Patientengruppen auftreten. Dies sollte weiter untersucht werden.

Granulozyten: wie in der Pilotstudie, zeigte sich im Gesamtverlauf bei den Patienten
mehrheitlich eine ausgeprigte Granulozytose, die am Tag 180 normalisiert war. Signifikant hohere
Werte fanden sich bei AFND-Patienten am Tag 9. Ein Zusammenhang von einer Granulozytose

vor dem Onset von Infektionen, wie bei Chamorro et al., 2007 berichtet, war nicht zu reproduzie-
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ren. Im Verlauf konnte eine signifikante Granulozytose an den Tagen 9, 12, 15 und 180 bei Pati-
enten mit vorherigem AFND beobachtet werden. Wie diese Verdnderungen zu erkldren sind, ist
noch génzlich unklar. Hohe Schwergrade, Infektionen und DCI bieten jedenfalls keinen nahelie-
genden Erkldrungsansatz fiir diese Beobachtung. Auch der Vergleich iiber andere Patientengrup-
pen (die Behandlungsart Coiling vs. Clipping, ohne/mit Ventrikeleinblutungen, ohne/mit patholo-
gischer ICP-Erhohung) lieferte keine Resultate. Zeitlich ist am ehesten ein Zusammenhang mit
verzogerten Infarkten zu vermuten, die — wie beschrieben — mit AFND korreliert sind.

Lymphozyten-Gesamtzahl: schon am ersten Tag hatten 46.9% alle Patienten eine Lympho-
penie. Mit 76.3%, wurde die hochste Zahl pathologisch niedriger Werte am Tag 6 gemessen. Auch
zum Follow-up zeigten noch ~20% der Studienteilnehmer niedrige Werte. Hierzu trugen vor allem
grenzwertig niedrige Zahlen an NK-Zellen und zytotoxischen T-Zellen bei. Die Lymphozyten-
Gesamtzahl unterschied sich nicht iiber den Schweregrad, ohne/mit AFND, ohne/mit DCI, oh-
ne/mit Infektionen (auch nicht fiir Sepsis [sic!]) und ebenfalls nicht iiber die Behandlungsart. Eine
allgemeine Lymphopenie war bereits in der Pilotstudie beobachtet worden.

NK-Zellen: Im Gesamtverlauf war die Absolutzahl an NK-Zellen stets grenzwertig niedrig
mit einem Tief der Mediane an Tag 6, was dhnlich bei Hug et al., 2009 berichtet wurde. Im Ver-
gleich zur Pilotstudie waren Gruppendifferenzen nur diskret ausgeprédgt. Patienten mit AFND,
DCI, Infektionen und high-grade WENS zeigten nur geringfiigig niedrigere Werte als ihre jeweili-
ge Vergleichsgruppe (ohne Signifikanz) und erholten sich im Trend dhnlich.

CDS8" Lymphozyten: wie in der Pilotstudie und #hnlich den Ergebnissen von Urra et al.,
2009, fand sich bis Tag 6 eine pathologische Zellverminderung. Analog zur Voruntersuchung wie-
sen Patienten mit AFND, DCI, Infektionen und high-grade WENS ab Tag 3 im Trend niedrigere
Werte auf als ihre jeweilige Kontrollgruppe (nicht signifikant). Patienten mit AFND hatten signi-
fikant hohere Werte beim Follow-up, wihrend sonst am Tag 180 Normalwerte vorlagen.

CD4" Lymphozyten: insgesamt verblieb die Ty-Population durchgiingig auf normalem Ni-
veau. Eine (geringe) Ty-Lymphopenie (wie in der Pilotstudie) war nicht reproduzierbar; jedoch
lieBen sich konform zu Voruntersuchung vom dritten bis fiinfzehnten Tag stets niedrigere Ty-
Konzentrationen bei Patienten mit AFND, DCI, Infektionen und high-grade WFNS nachweisen;
signifikant nur beim Vergleich der WENS-Grade und unauffillig beim Follow-up.

B-Lymphozyten: hier traten zumeist Normwerte auf, was die Messungen von Hug et al.,
2009 und der Pilotstudie bestitigt. Im Verlauf lagen die Werte von Patienten mit AFND, DCI und
high-grade WENS geringfiigig unter der jeweiligen Kontrollgruppe. Insgesamt liegt demnach also

eine T-Zell-betonte Lymphopenie vor, was in der Vorstudie bereits gezeigt wurde
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4.1.7.1 Lymphokine und Ty1/ Ty2-Balance- und Tyl7-Verinderungen nach aSAB

IL-17 nach Stimulation mit Staphylococcus Enterotoxin B (IL-17-SEB) wurde bei jedem zweiten
Patienten als experimenteller Marker gemessen und befand sich durchgéngig innerhalb des Refe-
renzintervalls zwischen 16-323 pg/ml. High-Grade-WFNS-Patienten wiesen am Tag 3 und 9 nied-
rigere Sekretionen auf; ebenso Patienten mit AFND an den Tag 3 und 9-15. Fiir Patienten mit DCI
lie sich kein signifikanter Unterschied finden. Auch Patienten mit HAP zeigten im Trend niedri-
gere IL-17-SEB-Sekretionen (nicht signifikant). Eine detaillierte Analyse wird separat publiziert.
IL-10 nach ConA-Stimulation (IL-10-ConA): ab Tag 3 zeigten Patienten mit Infektionen, AFND
und high-grade-WFNS durchgéngig pathologische Stimulierbarkeit der Ty2-Zellen, die bei high-
grade Patienten auch am Tag 180 nicht normalisiert war. Die Gruppenunterschiede waren insge-
samt gering, da sich die Werte fast aller untersuchten Patienten im unteren Quartil des Referenzbe-
reichs bewegten; IL-10-ConA erwies sich nicht als pradiktiv fiir Infektionen.

TNF-a nach ConA-Stimulation (TNF-a-ConA): Die ungruppierten Ergebnisse zeigten fiir die
Mehrzahl der Patienten eine niedrig-normale TNF-a-ConA-Sekretion der Ty2-Lymphozyten. Pa-
thologische Mediansekretionen wurden insgesamt nur am Tag 15 beobachtet. TNF-a-ConA erwies
sich nicht als infektionspradiktiv. Aufféllig waren high-grade-WFNS-Patienten mit einer patholo-
gisch niedrigen Sekretion bis Tag 12 und 15 (p < 0.05) und Normalisierung bis zum Follow-up.
Fiir einen Zusammenhang mit der Schwere der initialen Lisionen spricht auch ein erniedrigter
Verlauf bei Patienten mit Ventrikeleinblutungen (p<0.05 am Tag 1, 6, 12) und AFND. Ein Zu-
sammenhang mit ICP-Erhohungen, wie beim TNF-a-LPS, war hier nicht nachweisbar.

Fiir die IL-2 nach ConA-Stimulation konnten in der Gesamtheit normale Median- und sogar nor-
male untere Quartilen gefunden werden. Die Varianz der Sekretion bzw. tiefere IL-2-
Sekretionsleistungen wurden in der multivariaten Analysen am besten durch einen hohen WFNS-
Grad und eine DCI erklért, aber auch durch das Vorkommen von ICP-Erhéhungen. Bereits in der
Pilotstudie und bei einer Strokestudie (Vogelgesang et al. 2008) waren erniedrigte IL-2-
Sekretionsleistungen bei neurologisch-symptomatischen Patienten nachgewiesen worden. Da IL-2
an der Regulation der T-Zellproliferation beteiligt ist (Murphy et al. 2009 S. 1008), war es sinnvoll
zu priifen, ob eine erniedrigte IL-2-Sekretion auch in einem Zusammenhang mit der Dysregulation
der Lymphozyten-Anzahl bzw. des Verhiltnisses einzelner Subpopulationen steht. Wihrend die
beobachtete allgemeine Lymphopenie in keiner Korrelation zu den IL-2-Konzentrationen stand,
korrelierte die IL-2-Stimulierbarkeit am Tag 3 leicht ausgeprigt, aber signifikant (Spearman Rho
=0.395; p=0.005) mit der Menge an CD4"Zellen im Plasma desselben Tages. Im multiplen Reg-

ressionsmodell der vorliegenden Arbeit erhirtete sich der Verdacht, dass zudem ein Zusammen-
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hang mit Hospital acquired Pneumonia (HAP) besteht. Mit hoherer Stimulierbarkeit von IL-2 am
Tag 3 verbesserte sich das Chancenverhiltnis, keine Pneumonie zu entwickeln (OR 0.860;
p=0.048). Der ermittelte Grenzwert (< 231.7 pg/ml) lag hoher als die Referenzuntergrenze des
Immunlabors (< 80 pg/ml). Legt man letztere zugrunde, dann erkrankten 100% der Patienten mit
pathologischen IL-2-Leveln am Tag 3 (n=5) an einer HAP, wihrend kein einziger Patient mit nor-
malem IL-2 eine HAP entwickelte (p=0.038). Hohe IL-2-Werte konnten in einer grofen retrospek-
tiven Studie mit Schidel-Hirn-Trauma-Patienten als protektiv fiir beatmungsassoziierte Pneumo-
nien identifiziert werden (LaPar et al. 2012). Hier sind weitere Forschungsanstrengungen notwen-
dig, um die moglichen Zusammenhiinge zwischen einer niedrigen IL-2-Sekretion und Pneumonien
nach aSAB funktionell zu verstehen. Neben IL-2 waren im mehrfaktoriellen Regressionsmodell
fir HAP auch noch DCI und eine ldngere Beatmungsdauer als Priadiktoren enthalten. Auch wenn
IL-21,3, das als isolierte Variable keinen Pridiktor darstellt, aus dem Regressionsmodell entfernt
wird, lassen sich DCI- und lidngerer Beatmungsdauer als Préddiktoren einer HAP reproduzieren.
Eine hohere Odds-Ratio fiir HAP bei ldngerer Beatmungsdauer ist zwar kaum iiberraschend, aber
dennoch schwierig zu interpretieren. Langere Beatmungsdauern kamen in der Studienkohorte auch
bei hohem WENS-Schweregrad (p < 0.001), AFND (p < 0.001) und DCI (p=0.036) vor. Das Er-
gebnis muss daher als mehrfach konfundiert betrachtet werden. Aufgrund der kleinen Fallzahl
lasst sich der Einfluss der Beatmungsdauer nicht sicher von anderen Einfliissen abgrenzen; zu
nennen sind hohergradige initiale Bewusstseinsstorungen (high-grade-WFNS), eine neurologische
Symptomatik (AFND, DCI) und die damit verbundene (unkontrollierte) Moglichkeit einer Aspira-
tion sowie die nachgewiesene gestorte HLA-DR-Immunkompetenz bei high-grade-WENS-,
AFND- und DCI-Patienten.

IFN-y nach ConA-Stimulation (IFN-y-ConA): wihrend der ersten fiinfzehn Tage fanden
sich bei den ungruppierten Ergebnissen im Median zumeist niedrig-normale Sekretionsleistungen,
die allerdings nur etwa 30% des Follow-Up-Niveaus erreichten. Bereits am ersten Tag befanden
sich alle Ergebnisse in der niedrigsten Quartile des Referenzbereiches. Fiir Patienten, deren Lym-
phozyten am Tag 3 nach ex vitro-Stimulation mit Concanavalin-A weniger als 602 pg/ml IFN-y
sezernierten, konnte ein ungiinstiges Chancenverhiltnis fiir Frithinfektionen vor der 72. Stunde
nachgewiesen werden (OR 7.392; 95% CI 1.392-39.273; p=0.012). Ein dhnliches Ergebnis zeigte
sich fiir Patienten mit einer HAEOP. Auch hier geht eine geringe Stimulierbarkeit der Ty1-Zellen
zur IFN-y-Sekretion am Tag 3 mit einem ungiinstigen Chancenverhiltnis fiir Infektionen einher,
nur dass diesmal der Zeitraum der Pridiktor-,,Vorausschau® um einen Tag ldnger ist, denn

HAEOQRP treten per definitionem bis zur 96. Stunde nach Krankenhausaufnahme auf. Das kalkulier-
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te Chancenverhiltnis fiir HAEOP (OR 6.417; 95% CI 1.147-35.895; p=0.028) ist nahezu identisch
mit den Ergebnissen fiir Frithinfektionen < 72. Stunde. Diese Ergebnisse bestitigen die Vermutung
der Pilotstudie (Sarrafzadeh et al. 2011), dass eine verminderte Sekretion von Tyl-Zellen nach
ConA-Stimulation in einem Zusammenhang mit (frith) nach aSAB auftretenden Infektionen steht
und erginzen das Mosaik von Arbeiten, die im Tiermodell (Prass et al. 2003) und bei Patienten
(Vila et al. 2003; Dirnagl et al. 2007; Theodorou et al. 2008; Klehmet et al. 2009; Salat et al.
2013) eine verminderte Tyl-Sekretion mit Stroke-assoziierten Infektionen bzw. Pneumonien in
Verbindung bringen. Auch der dimensionslose Quotient aus den gemessenen IFN-y- und IL-4-
Sekretionen, der das Verhiltnis der beiden T-Helferzellpopulationen (Ty1/TH2) abbildet, zeigte in
der univariaten Analyse bei Patienten mit Frithinfektion (Tag 3; p=0.003) bzw. mit HAEOP (Tag
1; p=0.049) signifikant niedrigere, das hei3t in Richtung Ty2 verschobene Ergebnisse. Die wichti-
ge Rolle des IFN-y bei der Regulation der monozytiaren HLA-DR-Expression ist seit langem be-
kannt (Rosa et al. 1983; Young and Hardy 1995; Docke et al. 1997). In der vorgelegten Arbeit
wurden zur Kontrolle bivariate Korrelationen zwischen der IFN-y-Sekretion und der HLA-DR-
Expression des jeweils folgenden Messtermins berechnet. Dabei zeigte die IFN-y-Sekretion vom
Tag 1 eine hohe Korrelation mit der HLA-DR-Expression vom Tag 3 (Spearman Rho 0.714;
p=0.036). Auch die IFN-y-Sekretion vom Tag 9 und die HLA-DR-Expression vom Folgetermin
Tag 12 korrelierten (Spearman Rho 0.786; p=0.018). Fiir andere Messterminpaare fand sich nur
ein Trend (Rho > 0.5; p < 0.09). Die in der vorgelegten Arbeit berechneten Testgiitekennwerte fiir
die Pradiktion von Friihinfektionen und HAEOP sind einander sehr dhnlich. Sie zeigen jedoch,
dass der Zusammenhang zwischen einer niedrigen IFN-y-Sekretion und Friithinfektionen bzw.
HAEOP eher aus pathophysiologischen Griinden von Interesse ist. Die Sensitivitidten (0.778-
0.818) mogen zundchst nicht einmal ungeniigend erscheinen, jedoch enttduschen die positiven
pradiktiven Werte (0.368-0.391) mit bis zu 64.2% falsch-positiven Vorhersagen. Die guten nega-
tiven pradiktiven Werte (0.917-0.920) erkliren sich aber am ehesten aus der Inzidenz von Friihin-
fektionen bzw. HAEOP und der damit verbundenen hoheren Chance fiir eine richtig-negative Pri-
diktion. Moglicherweise konnte in einer groleren Kohorte mit (hypothetisch) geringerer HAEOP-
bzw. Frithinfektionsinzidenz die Spezifitit (0.617-0.622) sogar ausreichend sein, um Patienten mit
geringem Risiko fiir friih auftretende Infektionen zu identifizieren.

Ein Szenario, in dem eine solch spite IFN-y-Stimulationsanalyse (am dritten Tag) dennoch sinn-
voll erscheint, konnte beispielsweise darin bestehen, bei Patienten ein kalkuliertes Ende besonde-
rer prophylaktischer (oder der besseren Fritherkennung dienenden) Maf3nahmen unter Einbezug

der gemessenen IFN-y-Sekretionsleistung am dritten Tag zu entscheiden.
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Die Varianz der IFN-y-Sekretion beim einzelnen Patienten im Zeitverlauf konnte am besten durch
einen Anstieg des ICP (n?=0.665) erklidrt werden. Auch dies ist klinisch interessant, da sich viel-
leicht mit der unmittelbaren Therapie pathologischer ICP-Erhohungen nicht nur die allgemein ab-
traglichen Effekte intrakranieller Drucksteigerungen, sondern (hypothetisch) auch niedrige IFN-y-
Sekretionsleistungen vermeiden lassen konnten. Auch ohne die kausalistische Unterstellung eines
funktionellen Zusammenhangs mit einer niedrigen IFN-y-Sekretion kommen bei Patienten mit pa-
thologischen ICP-Erhohungen im Trend (p=0.086) HAEOP héufiger vor. Da in der vorgelegten
Arbeit fiir Patienten mit HAEOP eine verkiirzte kumulative Uberlebensdauer belegt wurde, sollten
die moglicherweise wechselseitigen Zusammenhédnge zwischen ICP-Erhdhungen, IFN-y-
Sekretion, HAEOP und aSAB-Letalitdt in einer Nachanalyse genauer beleuchtet werden. Die
multivariate Analyse der IFN-y-Sekretion der Tage 3, 6 und 9 zeigte dariiber hinaus, dass bis zu
35.5% der IFN-y-Varianz durch eine frithe neurologische Symptomatik (AFND, hoher WFNS-
Grad+AFND) und durch eine DCI erklirbar sind. Es darf somit davon gesprochen werden, dass
eine neurologische Symptomatik mit niedriger IFN-y-Sekretion nach ConA-Stimulation an den
Tagen 3-9 assoziiert ist und dass eine niedrige IFN-y-Sekretion einen unabhéngigen Préadiktor so-
wohl fiir Frithinfektionen < 72. Stunde als auch fiir HAEOP darstellt.

Natiirlich ldsst sich daraus keine Kausalitit ableiten und behaupten, dass eine neurologische
Symptomatik zu einer niedrigen IFN-y-Sekretion fiihre, aber es kann gefolgert werden, dass nicht
nur die frithe neurologische Symptomatik allein (und die damit wahrscheinlich verbundene Aspi-
rationsgefahr), sondern auch eine Regulationsstérung der zelluldiren Immunitdt mit einem ungiins-

tigeren Chancenverhiltnis fiir HAEOP und frithe Infektionen einhergeht.

4.2 AbschlieBende Folgerungen

Die Diskussion, welche Priadiktoren fiir das Auftreten von Infektionen in der Akutphase nach
aSAB den grofiten Stellenwert besitzen, kann auch durch diese Studie nicht beendet werden. Es ist
jedoch klarer geworden, dass nicht ein einzelner Pradiktor im Fokus steht, sondern dass mehrere,
untereinander vernetzte EinflussgroBen mit der Entwicklung von Infektionen in Verbindung ste-
hen. Die grofiten Einfliisse auf die Immunkompetenz konnten mit der Schwere des initialen Scha-
dens der Blutung erklirt werden.

Insbesondere die Lymphozytenzahl, die regulatorisch wichtige IFN-y-Sekretionsfihigkeit der Ty1-
Zellen und die zur Antigenprésentation essentielle monozytire HLA-DR-Expression waren vom
ersten Tag an allgemein aufféllig vermindert, wihrend der proinflammatorische Mediator IL-6
und das immunititshemmende IL-10 aus den Ty2-Zellen allgemein auffillig erhoht waren. Dies

entspricht den Beobachtungen, die beim ischimischen Hirninfarkt bekannt sind (Chamorro et al.
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2012; Klehmet et al. 2009; Meisel et al. 2006) und erscheint funktionell plausibel. Nach Ansicht
des Autors kann die Existenz einer allgemeinen Immundepression in der untersuchten aSAB-
Kohorte nicht mehr bezweifelt werden.

Anders als beim ischdmischen Hirninfarkt waren bei aSAB aber neben dem priméren Ereignis, das
oft von einem AFND mit frithen Infarkten begleitet wurde, auch noch die sekundéren Lisionen in-
folge einer DCI zu beriicksichtigen. Der Stellenwert einer primédren Bewusstseinsstorung bei high-
grade-WFNS-Patienten und die somit zu erwartende Begiinstigung von Aspirationspneumonien
konnten mit dem Studiendesign nicht aufgeklart werden. Das Gleiche gilt fiir HAP und die Bedeu-
tung einer verldngerten Beatmungsnotwendigkeit, die in der vorgelegten Studie ausschlieBlich als
Indikator eines gravierenderen Verlaufs verstanden werden darf.

Aufgekliart werden konnte dagegen, dass AFND bzw. DCI, also frithe bzw. spite Ischimien, die
Varianz der Immundepressionsmarker besser erklarten als ein hoherer WENS-Schweregrad, der in
erster Linie nur das Ausmal} einer Bewusstseinsstorung reflektiert. Die Tatsache, dass das Vor-
kommen einer DCI sich als pridiktiv fiir Infektionen, insbesondere HAP, erwiesen hat, unter-
streicht den hohen Stellenwert von spiten Ischimien. Obwohl, neben den bereits genannten Limi-
tationen, eine Vielzahl an Parametern unkontrolliert blieb, etwa der Einsatz von Katecholaminen,
Sedativa und Anisthetika, fiir die es Hinweise beziiglich einer Wirkung auf das Immunsystem gibt
(Heine and Piepenbrock 2002), kann angenommen werden dass die profunde und persistente Ver-
minderung der Inmunkompetenz eine Folge des strukturellen ZNS-Schadens ist.

Potenziell abtrigliche Immunstérungen im Zusammenhang mit einer ICP-Erhéhung, etwa durch
Behinderung der Liquorzirkulation, kdnnten sich bei frithzeitiger Therapie méglicherweise als re-
versibel erweisen. Hierzu wire ein frithzeitiges ICP-Monitoring notwendig. Die Erkenntnisse zur
Immundepression nach aSAB sollten Anlass geben, die zelluldre Immunitidt auch in der Routine-
versorgung frith nach einer aneurysmatischen Blutung zu {iberwachen. Fiir die Frage, ob Studien
zu einer Antibiotikaprophylaxe nach aSAB durchgefiihrt werden sollten, wie beim Stroke (Harms
et al. 2008; van de Beek et al. 2009; Ulm et al. 2013), kann diese Arbeit nur Anhaltspunkte liefern.
Neben der rein pragmatischen Fragestellung, fiir welche Patienten eine Antibiotikaprophylaxe
niitzlich ist (Marker-Cutoff mit hoher Sensitivitdiit), konnte moglicherweise auch die ethisch be-
deutsame Implikation, fiir wen eine Antibiotikaprophylaxe eher keinen Nutzen bringt (Marker-
Cutoff mit hoher Spezifitdt), durch Einbezug von Immunmarkern und ihrer ROC-Daten besser ge-
16st werden. Dazu bedarf es auch Multicenterstudien oder wenigstens einer grofleren Datenbasis

ohne Vorauswahl-Bias, insbesondere was die Schweregradverteilungen betrifft.
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Als beste Kandidaten fiir das Immunmonitoring einer etwaigen Marker-gestiitzten-Therapie haben
sich die IFN-y-Sekretion nach ConA-Stimulation und die HLA-DR-Expression erwiesen. Die In-
terleukin-2-Sekretion dagegen setzte sich zwar als Marker fiir Hospital-acquired-Pneumonia im
mehrfaktoriellen Regressionsmodell durch, jedoch finden sich hierzu, im Gegensatz zu IFN-y und
HLA-DR, nur eine Studie (LaPar et al. 2012), die fiir hohere IL-2-Sekretionen iiberhaupt einen
giinstigen Zusammenhang mit Pneumonien belegt. Daher muss IL-2 mit besonderer Skepsis be-
trachtet werden. Neben einer Antibiotikaprophylaxe, sind erst kiirzlich die Ansétze einer Beta-
Adrenorezeptorblockade erneut ins Blickfeld geraten. In retrospektiven Schlaganfallsstudien ging
die Einnahme von Beta-Blockern mit einer verminderten Risiko-Ratio fiir Pneumonien (Sykora et
al. 2015) bzw. Harnwegsinfektionen (Maier et al. 2015) einher. Welche infektionspriventiven
Strategien einen Nutzen fiir aSAB-Patienten bieten, und ob hierdurch eine Reduktion der Sterb-
lichkeit oder eine Verbesserung des Outcomes erwartet werden darf, bleibt eine dringende Frage.
Wie beim ischdmischen Hirninfarkt, besteht auch bei aSAB ein groer Forschungsbedarf, um hier

die klinische Entscheidungsfindung zu unterstiitzen.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

AFND acute focal neurological Deficit GCS Glasgow Coma Scale
Ab Antibody; Antibodies HAP Hospital Acquired Pneumonia
Ak Antikorper HAEOP Hospital Acq. early-Onset Pneumonia
aSAB aneurysmatische SAB HLA human leukocyte antigen
AUC area under the curve ICP  intrakranieller Druck
CARS compensatory antiinflammatory IFN-y Gamma-Interferon

response syndrome IL Interleukin; z.B. IL.-2
CD  cluster of differentiation LPS  Lipopolysaccharid
CDC Centers for Disease Control MRT Magnetresonanztomographie
df degrees of freedom: Freiheitsgrade MWU Mann-Whitney-U-Test
x Chi-Quadrat OR  Odds ratio: Chancenverhiltnis
CI Konfidenzintervall PR Privalenzrate
CIDS entral nervous system injury-induced ROC Receiver Operating Characteristic

immune deficiency syndrome SAB  Subarachnoidalblutung
ConA Concanavalin A SAP  SAP-Krankenhaussoftware
COSBID Cooperative Study on Brain Injury SEB  Staphylococcus Enterotoxin B
Depolarization SOP  Standard Operating Procedure
CCT cranielle Computertomografie TCD transkranielle Dopplersonografie
DCI  delayed cerebral ischemia Ty T-Helferzelle; Tyl, Ty2
DIND delayed ischemic neurol. deficit TNF-a Tumor-Nekrose-Faktor-alpha
n? Eta-Quadrat: Effektstirke; WENS World Federation of
EBI early brain injury Neurosurgical Societies
EGOS extended Glasgow Outcome-Scale VNS vegetatives Nervensystem
EVD externe Ventrikeldrainage ZNS zentrales Nervensystem
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