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Vorwort:
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Teil |

Posttraumatische Veranderungen nach experimenteller kortikaler

Kontusion und deren Bedeutung fur Therapiestudien.

1. Einleitung

1.1. Epidemiologie und Therapierichtlinien

Das Trauma ist in allen industrialisierten Landern der Welt die wichtigste Ursache fiir
Mortalitdt und Morbiditét im Lebensalter von 20-40 Jahren. Entsprechend der ,,World Health
Organisation” (WHO) starben allein 1998 5,8 Millionen Menschen an den Folgen eines
Schéidel-Hirn-Traumas (SHT). In den USA wird als urspriingliche Todesursache das SHT
jéhrlich bei 50 bis 75 Tausend Patienten angegeben und 6 Millionen Menschen leiden zum
jetzigen Zeitpunkt an den Folgen einer traumatischen Hirnverletzung (NIH, 1999; Thurmann
und Guerrero 1999). Auf Basis einer Literaturzusammenfassung wird die européische
Inzidenz bei 235 hospitalisierten SHT-Patienten pro 100.000 Einwohner geschétzt (Tagliaferri
et al., 2006). In Deutschland werden jéhrlich zwischen 266.000 bis 276.000 Menschen wegen
eines SHT hospitalisiert. Die Inzidenz schwer Schidel-Hirn verletzter Patienten liegt aktuell
bei rund 33,5 Patienten auf 100.000 Einwohner. Die Mortalitét ist dank verbesserter Therapie
und Prévention in den letzten Jahren kontinuierlich gesunken. Sie lag 1972 bei 27,2 und im

Jahre 2000 bei 9 Sterbefillen pro 100.000 Einwohner (Steudel et al., 2005).

In diesem Zusammenhang sind in den letzten Jahren sind betrdchtliche Erfolge erzielt
worden, die Therapie des SHT zu standardisieren, um eine Verringerung der Morbiditdt und
Mortalitdt zu erreichen. In den Vereinigten Staaten, Europa und Deutschland sind in den
Jahren 1995-2000 Therapierichtlinien der ,,Association of American Neurological Surgeons*
(AANS), des ,,European Brain Injury Consortiums* (EBIC) und der Deutschen Gesellschaft
fir Neurochirurgie (DGNC) zur Behandlung von schwer Schidel-Hirn-traumatisierten
Patienten veroffentlicht worden (Brain Trauma Foundation, 2000; Bullock et al., 1996;
Jantzen und Piek, 1997; Maas et al., 2000; Maas et al., 1997). Sie basieren auf einer
systematische Auswahl und Bewertung bis dahin verdffentlichter Therapiestudien. Nach
diesen Therapierichtlinien ist das Patienten-Management v.a. darauf ausgerichtet, sekundire
Komplikationen nach SHT zu verhindern. Es legt entsprechende Vorgaben fiir die

intensivmedizinische und operative Therapie folgender Punkte fest: respiratorische und
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zirkulatorische Stabilisierung des Patienten, Vermeidung von Hypoxie, Hypotension, Hyper-
und Hypokapnie, Hyperthermie, Hyper- und Hypoglykidmie, Hypernatridmie, Behandlung des
intrakraniellen Druckes, operative Entlastung von Raumforderungen oder die dekompressive
Kraniektomie (Sahuquillo und Arikan, 2006). Eine Verbesserung und erhohte Verfiigbarkeit
der neurotraumatologischen Primér- und Sekundérversorgung ist Voraussetzung fiir die
erfolgreiche und breite Anwendung dieser Therapierichtlinien. Auch fiir die Nachsorge der
Patienten sind Verbesserungen in Bezug auf die standardisierte medikamentdse Therapie der
Spatfolgen festgelegt worden (Warden et al., 2006).

Fiir die Entwicklung neuer Therapieverfahren ist das Verstindnis pathophysiologischer
Vorginge nach Schidel-Hirn-Trauma wichtig. Die Grundlage hierfiir ist das Konzept der
Unterscheidung zwischen primdrem und sekundidrem Hirnschaden. Der zerebrale
Primirschaden ist definiert als die Lésion, die verursacht wird durch die traumatisch bedingte,
mechanische Einwirkung auf das Hirngewebe. Diese ist therapeutisch nicht zu beeinflussen.
Der Sekundérschaden ist der durch extra- oder intrakranielle Ursachen verzogert zusatzlich
zum Primérschaden einsetzende Zelluntergang. Als Ursachen hierfiir kommen im Rahmen
des Krankheitsbildes auftretende klinische Komplikationen oder im Gewebe ablaufende
pathophysiologische Kaskaden in Frage. Als hiufig bei polytraumatisierten Patienten
auftretende klinische Komplikationen sind Hypoxie oder arterielle Hypotension zu nennen.
Die durch den Primirschaden im Gewebe ausgelosten Kaskaden sind die unkontrollierte
Freisetzung und Wirkung von sog. Mediatorsubstanzen wie z.B. exzitatorischen Aminoséuren
(wie Glutamat), freien Radikalen, Stickoxyd, Arachidonsdure und anderen inflammatorischen
Mediatorsubstanzen wie Zytokinen, die an der Ausbildung des posttraumatischen
Sekundérschadens beteiligt sind. Dieser mediatorvermittelte Sekundirschaden kann durch das
Auftreten sekundirer Insulte wie einer systemischen arteriellen Hypotension oder einer

Hypoxie verstirkt werden.

Die Beeinflussung solcher mediatorvermittelten Kaskaden ist das Ziel der sog.
,»heuroprotektiven” Therapie. Trotz einer groBen Anzahl von viel versprechenden Ergebnissen
aus vornehmlich experimentellen Studien ist es bis heute nicht gelungen, eine neuroprotektive
Therapie in der Klinik zu etablieren. Die erwéhnten Therapierichtlinien des schweren SHT
beinhalten nur indirekt einen neuroprotektiven Ansatz. Sie haben das Ziel, den intrakraniellen
Druck zu senken und einen ausreichenden zerebralen Perfusionsdruck zu erhalten. So ist die

Identifikation und Etablierung von neuroprotektiven Substanzen zur Prévention des
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mediatorvermittelten Zelluntergangs fiir SHT-Patienten nach wie vor Ziel der aktuellen

Untersuchungen.

1.2. Das experimentelle Schadel-Hirn-Trauma

Zum besseren Verstindnis des SHT dient die experimentelle Neurotraumatologie als
Grundlage und  Ergidnzung des  Verstindnisses von  biomechanischen und
pathophysiologischen Folgen dieses Krankheitsbildes. Die ersten groferen Studien wurden
mit Primaten von Denny-Brown und Russel durchgefiihrt und im Jahre 1945 publiziert. Die
Untersuchungen verglichen die Auswirkungen eines reproduzierbaren Einschlages sowohl auf
den frei beweglichen als auch den befestigten Kopf von Affen. Es konnte gezeigt werden,
dass der frei bewegliche Kopf, der einer Beschleunigung ausgesetzt war, einen stirkeren
Schaden erlitt als der unbewegliche Kopf. Damit wurde die Bedeutung der Beschleunigung
des Hirngewebes fiir die Entstehung des Hirnschadens nachgewiesen (Denny-Brown, 1945;
Denny-Brown und Russel, 1945). Gurdijan und Mitarbeiter bestimmten in den 50er Jahren
anhand eines den frei beweglichen Kopf eines Primaten treffenden Gewichtes den
Schwellenwert der Traumastirke, bei denen ein komatdser Zustand, Kontusionen und
Contrecoup-Kontusionen verursacht werden (Gurdjian et al., 1954). Ommaya und Mitarbeiter
untersuchten in einem dhnlichen Modell erstmalig die Auswirkungen des Traumas auf den
intrakraniellen Druck, andere systemisch-physiologische Parameter, den =zerebralen
Metabolismus, die histopathologischen Verdnderungen und das neurologische Verhalten der
traumatisierten Primaten (Ommaya et al., 1966). In der weiteren Entwicklung verlie3 man die
Primatenforschung und es wurden vermehrt Nager als Versuchstiere eingesetzt. 1958 wurde
von Klatzo das Modell der kortikalen Kéltenekrose bei der Ratte vorgestellt, und 1965
beschrieb Lindgren erstmals das Fluid Percussion-Modell fiir das Kaninchen (Klatzo et al.,
1958; Lindgren und Rinder, 1965). Diese Modelle trugen entscheidend zum Verstindnis von
Mediatoren des zerebralen Hirnschadens bei.

Bei der Testung von neuroprotektiven Substanzen im Rahmen des SHT ist die
Vielschichtigkeit dieses Krankheitsbildes zu beriicksichtigen. Wichtige Teilaspekte des SHT
sind die fokale Kontusion, das Hirnddem, die intrakranielle Blutung, die Perfusionsstorung
und der mechanische Nervenfaserschaden (diffuser Axonschaden). Bei Patienten liegen diese
Teilaspekte kombiniert in jeweils unterschiedlicher Ausprdgung vor. Die Teilaspekte sind
therapeutisch unterschiedlich zuginglich und konnen tierexperimentell in verschiedenen
Modellen imitiert werden. Dafiir werden die Modelle der fokalen oder globalen Ischdmie

(Smith et al., 1984; Tamura et al., 1981) und die Modelle des subduralen oder intrazerebralen
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Héamatoms (Bullock et al., 1984; Miller et al., 1990) in der Schiadel-Hirn-Trauma-Forschung
eingesetzt. In jlingster Zeit sind zwei weitere Trauma-Modelle entwickelt worden, die an
Bedeutung gewonnen haben: das Weight Drop-Modell (Marmarou et al.,, 1994) und das
Controlled Cortical Impact Injury-Modell (Dixon et al., 1991; Lighthall, 1988). Alle Modelle
dienten der Erforschung von pathophysiologischen Mechanismen, die an der Entstehung des

zerebralen Sekundirschadens beteiligt sind.

Die Anforderungen an ein tierexperimentelles Trauma-Modell sind abhéngig von der
bearbeiteten Fragestellung. Nach Bullock sind die wichtigsten Teilaspekte die fokale
Kontusion, die traumatische Blutung, die Ischdmie und der diffuse Axonschaden (Bullock,
1997). Das posttraumatische Hirnddem kann als weiterer Teilaspekt hinzugefiigt werden.
Zum Verstindnis des SHT anhand tierexperimenteller Untersuchungen ist es wichtig, zum
einen eine moglichst vollstindige Nachahmung des komplexen Krankheitsbildes zu
gewihrleisten und zum anderen einzelne Teilaspekte getrennt voneinander zu untersuchen.
Deshalb haben sich in den letzten Jahren verschiedene Trauma-Modelle parallel etabliert.
Tierexperimentelle Trauma-Modelle sind jedoch héufig ein Kompromiss zwischen einer
moglichst vollstindigen Imitation des menschlichen Schidel-Hirn-Traumas und der
Nachahmung eines beim SHT wichtigen Teilaspekts. Erst das Zusammenfiigen verschiedener
Ergebnisse mehrerer Modelle kann langfristig ein besseres Verstidndnis des Krankheitsbildes

SHT ermoglichen.

Die am hdufigsten verwendeten Modelle sind an Ratten durchgefiihrt worden. Im Folgenden
werden die vier wichtigsten Modelle des Schéddel-Hirn-Trauma noch einmal charakterisiert: 1.
Modell der kortikalen Kélteldsion, 2. das sog. ,,Weight Drop”-Modell und 3. das ,,Fluid
Percussion”-Modell und 4. das von uns verwendete ,,Controlled Cortical Impact“-Modell

(Dixon et al., 1987; Dixon et al., 1991; Klatzo et al., 1958; Marmarou et al., 1994).

Die kortikale Kalteldsion wurde von Klatzo (Klatzo et al., 1958; Klatzo et al., 1967)
eingefiihrt, und unter den hier beschriebenen ist es das élteste Modell einer experimentellen
Hirnldsion. Es galt lange Zeit als ein einfaches, standardisiertes und relevantes SHT-Modell
und wurde in vielen Aspekten untersucht (Eriskat et al., 1994; Schneider et al., 1994;
Unterberg et al., 1994; von Berenberg et al., 1994). Hierbei wurde auf den freigelegten Kortex
der Ratte ein Kéltestempel mit definierter Temperatur, GroBe und Zeit gesetzt. Es entsteht

eine kortikale Kéltenekrose, die von einer Grenzzone mit geschddigtem Endothel und damit
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gestorter Blut-Hirn-Schranke umgeben ist. Dieses bewirkt die Entstehung eines vasogenen
Hirnddems, welches aufgrund der erhohten Permeabilitit der Gefd3e fiir Albumin und andere
Plasmaproteine durch ein proteinreiches Exsudat charakterisiert ist. Die Durchfiihrung dieser
Methode ist einfach und es bewirkt einen hohen Grad an konsistenter Datenerhebung, jedoch
ist aufgrund der fehlenden mechanischen Einwirkung eine eingeschrinkte Ubertragung auf

das Schidel-Hirn-Trauma moglich.

Das Weight Drop-Modell wurde von Marmarou und Mitarbeitern entwickelt (Marmarou et
al., 1994). Hierbei fillt ein definiertes Gewicht, gefiihrt durch eine Plexiglasschiene, aus einer
definierten Hohe mit Erdbeschleunigung auf den intakten Schidel. Der Schidel wird dabei
durch eine 8 mm im Durchmesser grof3e Stahlplatte bedeckt, die auf der Mittellinie zwischen
Bregma und Lambda direkt am Knochen fixiert ist. Dadurch wird eine Schédelfraktur
vermieden. Fallhohe und Masse des Gewichtes sowie die Konsistenz und Elastizitét eines
Schaumstoftblocks, auf dem der Kopf des Tieres gelagert ist, bestimmen die Traumastirke.
Das Trauma verursacht eine diffuse Schidigung des Hirngewebes mit leichten, petechialen
Einblutungen im Hirnstamm, einer subarachnoidalen Blutung in den basalen Zisternen und
intraventrikuldren Einblutungen (Foda und Marmarou, 1994; Kita und Marmarou, 1994). Das
Trauma bewirkt eine diffus ausgedehnte, neuronale, axonale und mikrovaskuldre Schidigung,
wobei der diffuse Axonschaden im Vordergrund steht (Foda und Marmarou, 1994). Das
Modell von Marmarou und Mitarbeitern stellt den Aspekt der diffusen Hirnschiddigung in den
Vordergrund.

Das Fluid Percussion-Modell wurde 1987 von Dixon und Mitarbeitern sowie von McIntosh
und Mitarbeitern in Zusammenhang mit Ratten als Versuchstiere vorgestellt (Dixon et al.,
1987; Mclntosh et al., 1987). Es ist eine Modifikation des erstmals 1965 vorgestellten
Trauma-Modells beim Kaninchen (Lindgren und Rinder, 1965). Die Funktion des Modells
beruht auf einem Pendel, das mit einem definierten Gewicht, aus einer definierten Hohe auf
das Ende eines mit Fliissigkeit gefiillten Zylinders schldgt. Dadurch entsteht ein
Fliissigkeitsimpuls, der iiber ein erweitertes Bohrloch direkt auf die Kortexoberfldche
iibertragen wird. Dieser bewirkt einen kurzzeitigen, intrakraniellen Druckanstieg und eine
Deformation des Hirngewebes. Die Stiarke des Druckimpulses wird {iber eine im
Zylinderinneren lokalisierte Drucksonde erfasst und in Atmosphiren (atm) gemessen.
Dadurch ist die Kontrolle der Traumastirke moglich, die durch Schlaghdhe und Gewicht des

Pendels reguliert werden kann. Das Fluid Percussion-Modell nach Dixon, bei dem die
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Applikation des Druckimpulses im Bereich der Mittellinie erfolgt, produziert ein diffuses
Trauma des Hirngewebes. Eine fokale Kontusion wird nicht beobachtet. Vielmehr finden sich
diffuse Nervenfaserschiden im Kortex, in den Basalganglien und im Hirnstamm.
Intraparenchymatose, petechiale Blutungen finden sich im Kortex, Marklager, Hippokampus,
in den Basalganglien und im Hirnstamm. Subarachnoidales Blut wird vereinzelt im Bereich
der Konvexitit beobachtet, wahrend eine Subduralblutung nicht nachweisbar ist. Nekrotische
Veridnderungen sind v.a. im Kortex lokalisiert (Dixon et al., 1987). Bei der seitlichen
Applikation des Fluid Percussion Traumas, wie sie von McIntosh und Mitarbeitern (McIntosh
et al., 1989) durchgefiihrt wird, sind die Merkmale einer Kontusion deutlicher zu beobachten.
Hier ist der Anteil der intraparenchymatdsen Blutung sowie des nekrotischen Zellunterganges
auf den ipsilateralen Kortex konzentriert. Jedoch sind auch hier diffuse Lésionen der

Basalganglien und des Hirnstamms beschrieben worden.

Das Controlled Cortical Impact (CCI) ist ein Modell der pneumatisch gesteuerten
mechanischen Kontusion und ist zunichst als Modell des spinalen Traumas vorgestellt
worden (Andersen, 1982; Kearney et al., 1988). Lighthall und Mitarbeiter beschrieben 1988
die modifizierte Version des traumatischen Hirnschadens beim Frettchen (Lighthall, 1988).
Dixon und Mitarbeiter modifizierten das Modell fiir die Ratte, so wie es in den hier
dargestellten Untersuchungen verwendet wurde (Dixon et al., 1991). Die Applikationsform
durch den starren pneumatisch gesteuerten Schlagbolzen erlaubt eine exakte und zuverléssige
Traumatisierung der Kortexoberfliche. Die messbaren Daten wie Geschwindigkeit,
Deformationstiefe und Kontaktzeit des Schlagbolzens gewihrleisten eine hinreichende
Kontrolle iiber die Reproduzierbarkeit des Modells. Die kontrollierbare Variation der
Parameter liefert die Moglichkeit einer weiten Spanne unterschiedlicher Traumastérken. Bei
diesem Modell steht der Teilaspekt der Kontusion im Vordergrund. Damit assoziiert sind
auch alle mit dem Trauma in Verbindung zu bringenden Blutungstypen. Bei hoher
Traumastirke ist eine ausgeprégte subdurale Blutung zu beobachten. An der Kortexoberfldche
befinden sich subarachnoidale Blutungen und im Kortex sowie im Marklager
intraparenchymatose Blutungen. Das Kontusionsareal ist histologisch anhand neuronaler
Zellschiadigungen und Zelluntergidnge vom iibrigen Gewebe gut abgrenzbar, so dass dessen
GroBenausdehnung gut durch morphometrische Methoden quantifiziert werden kann. Im
Gegensatz zu den vergleichbaren Trauma-Modellen wird eine diffuse Hirnschddigung nicht
verursacht. In einzelnen Féllen ldsst sich bei hoherer Traumastirke in der kontralateralen

Hemisphdre eine Contrecoup-Lédsion nachweisen, der jedoch eine deutlich geringere
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Ausdehnung besitzt als die Kontusion. Es werden vereinzelt neuronale Schiadigungen im
Hippokampus beobachtet, die nach zwei Wochen in den CA1 und CA3 Regionenzunehmen.
Diese Regionen gelten als besonders vulnerabel gegeniiber einer zerebralen Minderperfusion
(Colcios et al., 1996; Goodman et al., 1994). Ein axonaler Schaden ist nur in direkt
perikontusionellen Arealen zu beobachten. Diese sind in der kontralateralen Hemisphire und
dem Hirnstamm nicht zu sehen. In der Beurteilung des posttraumatischen Odems lésst sich
ein signifikanter Anstieg des Wassergehalts sowie der posttraumatischen hemisphéralen
Schwellung nachweisen. Ein Blut-Hirn-Schrankenschaden und damit der Anteil des
vasogenen Hirnddems konnte durch Extravasation von Evans Blue gezeigt werden. Der
posttraumatische zerebrale Blutfluss ist innerhalb der Kontusion im Vergleich zum gesunden

Gewebe signifikant reduziert (Cherian et al., 1994; Forbes et al., 1997).

1.3. Posttraumatisches Hirnédem

Die Definition des Hirnodems nach Pappius ist die Erh6hung des Hirngewebewassergehalts,
die zur Erh6hung des Hirngewebevolumens fiihrt (Pappius, 1974). Entsprechend der Monroe-
Kellie-Doktrin (Kellie, 1824; Monroe, 1783) fiihrt die Expansion einer der vier intrakraniellen
Kompartimente (Intrazelluldrraum, extrazelluldrer Gewebeanteil, Blut- und Liquorvolumen)
zundchst zu einer kompensatorischen Verdringung der anderen Kompartimente. Nach
Erreichen der Kompensationsgrenze ist ein intrakranieller Druckanstieg die konsequente
Folge. Beim Hirnddem entsteht dementsprechend die intrakranielle Volumenzunahme aus der
Zunahme des Wassergehalts des Intra- und Extrazelluldrraums.

Die Einteilung des Hirnodems erfolgte durch den Neuropathologen Igor Klatzo (Klatzo et al.,
1958; Klatzo, 1967). Er unterscheidet zwischen dem so genannten ,,vasogenen” und dem
»zytotoxischen” Hirnddem. Beim vasogenen Hirnddem kommt es bei gestorter Integritit der
Passagebarriere zwischen Intravasalraum und Hirngewebe, der so genannten ,,Blut-Hirn-
Schranke”, zum Ubertritt von freiem Wasser und Plasmaproteinen in das Hirngewebe.
Dadurch kommt es zur Erhéhung des extrazelluliren Wassergehalts im Gewebe. Beim
zytotoxischen Hirnddem ist der Wassergehalt vornehmlich im Intrazelluldirraum erhoht. Dies
ist unter anderem bedingt durch einen direkten Schaden der Zellmembran sowie durch eine

gestorte Regulation des lonenaustausches zwischen Intra- und Extrazelluldrraum.

1.3.1. Vasogenes Hirnédem
Das vasogene Hirnodem ist eine hdufige Komplikation bei einem zerebrovaskuldarem Insult,

Trauma, bei Tumoren und inflammatorischen Prozessen. Vorraussetzung des vasogenen

14



Thomale U.-W. Einleitung

Hirnodems ist die gestorte Blut-Hirn-Schranke (BHS). Elektronenmikroskopische
Untersuchungen beschreiben die Anatomie der Blut-Hirn-Schranke als ein durch so genannte
»tight junctions” (Membranverschmelzungen im Interzelluldrspalt) eng verbundenes, von
einer Basalmembran bedecktes und von Astrozytenfortsidtzen umlagertes Endothel. Dieses
Endothel besitzt keine transendothelialen Kanéle und keine pinozytische Aktivitit (Reese und
Karnovsky, 1967). Die BHS stellt eine Passagebarriere zwischen Intravasalraum und
Hirngewebe dar. Die Menge der passierenden Substanzen héngt unter physiologischen
Bedingungen von der bedingt variablen Permeabilitidt der BHS und der Kapillaroberflache ab.
Des Weiteren wird die Schrankenpassage von Molekiilgrofle, Lipidldslichkeit, Konzentration
und Zeit, in der eine Substanz im Plasma enthalten ist, beeinflusst (Bradbury, 1979; Betz et
al., 1986).

Fiir das vasogene Hirnddem werden verschiedene Mediatorsysteme verantwortlich gemacht.
Die Arachidonsiure wird z.B. als Mediator des vasogenen Hirnddems angesehen. Sie bewirkt
eine unspezifische Offnung der Blut-Hirn-Schranke fiir nieder- und hochmolekulare
Plasmaproteine (Unterberg et al., 1984). Nach Trauma konnten signifikant erhdhte
Arachidonsiure-Konzentrationen in der Odemfliissigkeit nachgewiesen werden. (Staub et al.,
1994). Die Entstehung von freien Radikalen wurde ebenfalls als Ursache des vasogenen
Hirnddems diskutiert. Hierflir wird die Oxidation von ungeséttigten Fettsduren des vaskuldren
Endothels als Ursache angenommen (Hall und Braughler, 1991; Kontos und Povlishock,
1986). Es wurde gezeigt, dass die zunehmende Permeabilitdt der BHS nach experimenteller
kortikaler Kontusion mit einem Anstieg von Hydroxidradikalen verbunden ist (Smith et al.,
1994). Des Weiteren wurde das Kallikrein-Kinin-System mit seinem aktiven Polypeptid
Bradykinin als Mediator des vasogenen Hirnddems verantwortlich gemacht. Bradykinin 16st
bei direkter extravaskulirer Applikation eine BHS-Stérung und eine Odementstehung aus.
Dariiber hinaus wird die Bedeutung von biogenen Aminen wie Serotonin und Histamin fiir

die Entstehung des vasogenen Hirnddems diskutiert (Wahl et al., 1988).

1.3.2. Zytotoxisches Hirnddem

Klatzo definierte das zytotoxische Hirnddem als Schwellung des Intrazellulirraums mit
gleichzeitiger Abnahme des extrazelluliren Volumens bei intakter endothelialer Zellstruktur
der Blut-Hirn-Schranke (Klatzo, 1967). Der Ursprung des Begriffs ,,zytotoxisch” ist darauf
zuriickzufithren, dass Klatzo erstmals den Zustand der intrazelluldr lokalisierten
Wassereinlagerung mittels einer toxischen Substanz (Triethyl-Zinn) auslosen konnte.

Charakteristisch ist die Volumenzunahme im Intrazellularraum. Der Zustand des daher auch
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zellulir bezeichneten Odems wird nach zerebraler Ischimie, Hypoxie oder Trauma
beobachtet. Die Zellschwellung wird als akute Reaktion auf ein pathologisches Ereignis
verstanden, welches in den ersten drei Stunden bis zu drei Tagen nach Trauma gesehen wurde
(Bullock et al., 1991). Primér handelt es sich dabei um eine physiologische Antwort auf die
entsprechende Noxe und wird erst bei Dekompensation endogener Schutzmechnismen
zellschidigend (Kempski und Volk, 1994). An der Entstehung des zytotoxischen Odems sind
neben Neuronen vor allem auch die Astrozyten entscheidend beteiligt (Bullock et al., 1991;
Kimelberg und Ransom, 1986). Die Astrozyten erscheinen morphologisch in der akuten
Phase nach Trauma als vergroferte und als zytoplasmatisch blasse Zellen mit verminderter
Dichte.

Fiir die Entstehung des zelluldren Odems werden drei Mechanismen verantwortlich gemacht
(Baethmann et al., 1988): 1. Erhohte Permeabilitit der Zellmembran fiir Natrium mit
konsekutivem Na'-Einstrom; 2. Dysfunktion der ATP-abhingigen Natrium/Kalium-Pumpe; 3.
Aufhebung des Membranpotentials gefolgt von einem Funktionsverlust der aktiven Ionen-
Pumpen.

Es wird vermutet, dass Natrium aufgrund seiner osmotischen Wirkung bei der Entstehung des
zelluldren Odems eine zentrale Rolle spielt. Vereinfacht kann die Odementstehung mit einem
gestorten Gleichgewicht der intra-/extrazelluldren Natrium-Konzentration charakterisiert
werden. Unter physiologischen Bedingungen wird ein Einstrom von Na'-lonen durch den
nach extrazelluldr verlaufenden Transport energieabhingiger Pumpen (z.B. Na'/K'-Pumpe)
ausgeglichen. Diese erhalten das Membran-Potential und vermeiden die intrazelluldre
Anhdufung von osmotisch aktiven Substanzen, welche einen sekundidren Einstrom von
Wassermolekiilen zur Folge hitten. Unter pathologischen Bedingungen ist die Permeabilitét
der Zellmembran gegeniiber Na'-Ionen unkontrolliert. Das hat einen Na ' -Einstrom zur Folge.
Das Energiedefizit, welches hdufig bei Ischdmie oder Trauma durch mangelnde
Gewebeperfusion entsteht, verhindert den Einsatz energieabhingiger Pumpen. Dadurch bleibt
die intrazellulire Na'-Ionen-Konzentration erhdht und verursacht durch den erhdhten
intrazelluldren osmotischen Druck den Einstrom von Wassermolekiilen und damit die
Zellschwellung (Baethmann und Kempski, 1997).

Fiir die erhdhte Na'-Permeabilitit werden verschiedene Mechanismen verantwortlich
gemacht. Zunéchst ist die posttraumatische Freisetzung von exzitatorischen Aminosduren wie
Glutamat und Aspartat von besonderer Bedeutung (Baethmann et al., 1989; Choi, 1992;
Kempski et al., 1988; Kimelberg, 1995; Schneider et al., 1992). Die posttraumatisch erhohte

Konzentration von Glutamat im Extrazelluldirraum (Palmer et al., 1993; Stover et al., 1999)
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verursacht durch die Kopplung an den Glutamatrezeptor eine Offnung von Na'-Kanilen mit
konsekutivem Na'-Einstrom. Zusitzlich trigt die posttraumatische beobachtete Abnahme von
Glutamat-Transportern zu einem Uberangebot von extrazellulirem Glutamat bei (van
Landeghem, 2001). Daher miissen die Astrozyten ihre Clearance-Rolle gegeniiber
extrazelluldr {iberschiissigen Aminosduren vermehrt wahrnehmen. Der aktive Transport von
einem Glutamat-Molekiil ist dabei mit dem Einstrom von 2-3 Na'-Ionen verbunden, wodurch
ebenfalls die intrazellulire Na'-Konzentration und damit dessen osmotische Wirksamkeit
gegeniiber extrazellulirem Wasser erhoht wird. Neben Natrium wird auch der Einstrom von
Wasserstoff, Kalzium- und Chlorid-Ionen bewirkt, welches die intrazellulire Odementstehung

noch verstarkt (Amara und Fontana, 2002).

1.3.3. Osmotisches Hirnodem

Die Entstehung eines osmotischen Hirnddems ist von der Dynamik der Entstehung
osmotische Ungleichgewichte abhingig. Im Rahmen des Syndroms der inaddquaten Sekretion
des antidiuretischen Hormons (SIADH) kommt es im Rahmen einer ausgepridgten Serum-
Hypoosmolaritit zu einem Gradienten, der ein Hirnddem zur Folge hat. Andererseits kann es
auch bei einer Gewebe-Hyperosmolaritit, wie es bei Hirngewebeschddigungen mit
Reperfusion zu beobachten ist, zu einem vermehrten Wassereinstrom in das Gewebe
kommen. Eine solche Hyperosmolaritit konnte bei SHT-Patienten anhand von Gewebeproben
aus dem inneren von Hirnkontusionen nachgewiesen werden (Katayama und Kawamata,

2003).

1.3.4. Spezifische Aspekte des posttraumatischen Hirnédems

Durch die Magnetresonanz-Tomographie (MRT) hat sich eine neue Methode zur
longitudinalen Untersuchung des posttraumatischen Hirnddems ergeben. Mit der sog.
ndiffusionsgewichteten MRT” (DWI) kann der Anteil des zytotoxischen Hirnddems
untersucht werden. Hierfiir wird die molekulare Bewegung von Wasser gemessen und in
Form des sog. ,apparent diffusion coefficient” (ADC) quantifiziert. Der ADC gibt die
Bewegungsfreiheit von Wassermolekiilen in den gemessenen Arealen an. Ein niedriger ADC
deutet dabei auf die intrazellulire Lokalisation von Wassermolekiilen und damit auf das
zytotoxische Hirnddem hin. Demgegeniiber entspricht ein hoher ADC-Wert extrazelluldren
Wasseranteilen mit hoher Bewegungsfreiheit, also einem extrazelluldren Hirnédem mit
vasogenem oder osmotischem Ursprung. Diese Methode wurde anhand der Klatzo-Modelle

der Kilteldsion (vasogenen Hirnddem) und der Triethyl-Zinn Toxizitdt (zytotoxisches
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Hirnddem) gepriift. Hierbei konnte die gute Korrelation der beiden Hirnddemtypen mit den
ADC-Werten nachgewiesen werden (Ebisu et al., 1993). Beim posttraumatischen Schaden
nach Controlled Cortical Impact Injury konnte mittels der DWI im zentralen Bereich der
Kontusion ein erniedrigter ADC gemessen und damit die Existenz eines zytotoxischen Odems
beschreiben werden (Stroop et al., 1998). Anhand des ,,Weight drop* Modells wurde die
zeitliche Dynamik des ADC beschrieben. Hier kommt es nur in der frithen Phase zu einem
voriibergehenden Anstieg des ADC als Ausdruck extrazelluldrer Wasseransammlung. Im
weiteren Verlauf bleibt der ADC bis nach 7 Tagen gering. Man muss davon ausgehen, dass
sich die Bedeutung des extrazelluiren Odems ausschlieBlich in der Frithphase zeigt und sich
zugunsten einer Dominanz des intrazelluliren Odems in der Spitphase verschiebt (Barzo et
al., 1997, Maramarou et al., 2003). Auch die klinischen Daten unterstiitzen die hohere
Bedeutung eines zelluliren Odems nach Schiidel-Hirn-Trauma. MRT Untersuchungen in den
ersten 24 Stunden nach Trauma konnten keine Existenz einer Blut-Hirn-Schranken Stérung
nachweisen. In Kontusionen zeigte sich ein erhdhter ADC ausschlieBlich im Zentrum der
Lésion, also im Bereich der Nekrose. In den perifokalen Regionen war der ADC erniedrigt
(Kawamata et al., 2000; Maeda et al., 2003). Interessanterweise zeigen sich in diesen
perifokalen Arealen Werte des zerebralen Blutflusses deutlich oberhalb des ischdmischen
Schwellwertes (Marmarou et al., 2003). Obwohl keine endgiiltigen Schlussfolgerungen
aufgrund dieser Daten moglich sind, ergibt sich doch ein klarer Hinweis darauf, dass das
zelluldre Hirnddem nach Trauma von signifikanter Bedeutung ist (Unterberg et al., 2004).

In diesem Zusammenhang bleibt die Bedeutung einer sekundiren Ischdmie bei Patienten mit
SHT kontrovers. Autopsien zeigten in vielen Fillen ischdmische Areale im traumatisierten
Hirngewebe (Graham et al. 1989). Untersuchungen des zerebralen Blutflusses (CBF) konnten
in der sehr frithen Phase nach Trauma vermehrt Ischimien nachweisen (Bouma et al., 1992),
wihrend jedoch neuere Untersuchungen anhand der Positronenemissionstomographie keine
kritisch reduzierten CBF-Werte zeigen konnte (Diringer et al., 2000; Diringer et al., 2002).
Anstelle, dass ein posttraumatisches Hirnddem als zellulires Odem im Rahmen einer
Ischamie entsteht, werden aktuell andere Mechanismen diskutiert. Ein Mechanismus ist die
mechanische Beeintriachtigung der mitochiondralen Funktion unabhéngig von der zerebralen
Perfusion. N-Acethylaspartat, eine spezifischer Metabolit, der mitochiondral synthetisiert
wird, sowie ATP sind signifikant reduziert nach fokaler Kontusion (Signoretti et al., 2001).
Dieses ATP Defizit fithrt mit dem Ausfall von energieabhingigen lonen-Pumpen zu einem

Verlust des Elektrolyt-Gradienten und zu einer unkontrollierten Offnung der mitochiondralen
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Membranen. Das hat wiederum die unkontrollierte Schwellung von Neuronen und Astrozyten
zur Folge.

Dariiber hinaus werden jlingst vermehrt die bidirektionalen, transmembrandsen Wasserkanile,
auch Aquaporine genannt, diskutiert. Aquaporin 4 (AQP4) ist in Astrozyten lokalisiert und
bewirkt unter physiologischen Bedingungen die Entfernung von Wasser zusammen mit
Kalium-Ionen in das Synzitium (Nagelhus et al., 1999). Hierbei ist es auch moglich
Wassermolekiile unabhingig von Kalium entsprechend des osmotischen Gradienten
bidirektional zu bewegen. AQP4 scheint bei der Odementstehung eine Rolle zu spielen, da
sich bei AQP4-knock-out Miusen eine geringere Odemintensitit nach zerebraler Ischiimie
zeigte (Manley et al., 2000). Nach traumatischer Hirnschadigung fiihrte die Inaktivierung von
AQP4 durch Proteinkinase C zu einer Verringerung von radioaktiv markiertem NA" (Na™)
und dem posttraumatischen Wassergehalt des Hirngewebes (Amorini et al., 2003). Da Na*
nach Trauma ohne therapeutische Beeinflussung im Hirngewebe mit erhohter Konzentration
nachgewiesen werden konnten, gleichzeitig aber nicht im Mikrodialysat, also im
Extrazelluldrraum, auftauchte, ist von einer rein intrazelluliren Lokalisation auszugehen.
(Marmarou et al., 2003). Schlussfolgernd ist AQP4 fiir beide, Wasser und Natrium, ein
abhingiger Transportweg in Astrozyten und trigt zur Ausbildung des Odems bei. Im
zeitlichen Verlauf zeigt sich nach zerebraler Ischimie eine reduzierte mRNA Expression von
AQP4 innerhalb von 48 Stunden nach Insult (Sato et al., 2000) wéhrend es zu spéteren
Zeitpunkten zu einer Hochregulation kommt (Taniguchi et al., 2000). Nach Controlled
Cortical Impact zeigte sich eine dhnliche, stufenweise Reduktion bis 48 Stunden nach Trauma
von AQP4 in der Immunhistologie (Kiening et al., 2002). Die genaue Bedeutung von
Aquaporinen beziiglich eines therapeutischen Ansatzes zur Reduktion des Hirnddems ist noch

nicht eindeutig geklirt und bedarf weiterer Untersuchungen.

1.4. posttraumatischer Zelltod

Am posttraumatischen Zelluntergang sind primédre und sekunddre Mechanismen beteiligt.
Man unterscheidet verschiedene Formen des sekundéren, neuronalen Zelltodes: die Nekrose
und die Apoptose. Beide sind nach traumatischer Hirnschddigung nachgewiesen worden
(Clark et al., 2000; Conti et al., 1998; Eldadah und Faden, 2000).

Die Nekrose ist ein durch &uBere Stimuli hervorgerufener primirer oder sekundérer
Zellschaden, der zum Zelluntergang fiihrt. Als primére Ursache nach zerebralem Trauma ist
die mechanische Einwirkung auf das Hirngewebe zu verstehen, die zu einem direkten

Untergang von Neuronen filihrt. Diesen Untergang bezeichnet man als sog.
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,Mechanoporation” (Graham und Gennarelli, 1997). Uber die GrdBe dieses Anteils am
gesamten traumatischen Gewebsschaden besteht Uneinigkeit. Maxwell und Povlishock
postulierten, dass der unmittelbare, primdre Untergang von Neuronen und der Schaden an
Axonen eher ungewohnlich sind (Maxwell et al., 1991; Maxwell et al., 1993; Povlishock,
1992). Stiarkere Bedeutung soll demnach der sekundire Zellschaden haben. Er entwickelt sich
in Minuten, Stunden bis Tagen nach dem Traumaereignis. Die Ursachen fiir den progressiven
Zelluntergang sind mechanischer, himodynamischer, respiratorischer und metabolischer Art.
Sutton und Mitarbeiter haben eine Progression nach Controlled Cortical Impact Injury
nachweisen konnen (Sutton et al., 1993). Im Verlauf von 30 Tagen ist ein kontinuierlicher
Zuwachs des Kontusionsvolumens von ca. 15 mm® (6 Std.) auf 50 mm’ (30 Tage nach
Trauma) gezeigt worden. Es ist jedoch nicht bekannt, wie grofl der Anteil des sekundiren
Zellschadens ist, der reversibel ist und damit therapeutisch zugénglich bleibt.

Die Nekrose ist morphologisch gekennzeichnet durch Verdnderungen der Kernstruktur und
des Zytoplasmas. Die morphologischen Kernverdnderungen werden als Karyolyse, Pyknose
und Karyorrhexis bezeichnet. Verdnderungen des Zytoplasmas beinhalten Eosinophilie
(Azidophilie), Strukturverlust und Fragmentation. Die Zelle erscheint in der Hamatoxilin-
Eosin-Farbung zunichst leicht geschrumpft. Das Zytoplasma ist eosinophil und der Zellkern
dunkel und oft dreieckig geformt. Das Zytoplasma wird im Verlauf strukturlos und verliert an
Volumen. Der Kern schrumpft weiter, so dass zuletzt nur noch eine zerklumpte Kernstruktur
ohne Zytoplasma erkennbar ist (Kreutzberg et al., 1997). Diese Merkmale weisen eher auf
einen irreversiblen Untergang von Neuronen hin und sind stets mit einem Abbau aus dem
Zellverband mit Hilfe von Makrophagen verbunden (Auer et al., 1985a; Auer et al., 1985b).
Spezifisch fiir die Nekrose ist, dass es sich um Verbédnde betroffener Zellen handelt und nicht,
wie bei der Apoptose, um einzelne Zellunterginge.

Die Ursachen der Nekrose sind bis heute nicht vollends geklirt. Verschiedene Mechanismen
werden als Ausldser fiir den irreversiblen Untergang von Zellen verantwortlich gemacht. Als
eine mechanische Ursache wird die bereits erwdhnte ,,Mechanoporation” diskutiert. Das
mechanische Trauma verursacht dabei einen Defekt der zweischichtigen Phospholipidstruktur
in der zelluliren Membran. Die dabei entstechende Losung der Membranstruktur von den
stabileren Proteinstrukturen, wie z.B. der Elektronenkanile, verursacht einen unkontrollierten
Austausch zwischen Extra- und Intrazelluldrraum, v.a. von Elektrolyten, was den
Zusammenbruch des Membranpotentials verursacht und schlieBlich den Zelltod zur Folge hat

(Graham und Gennarelli, 1997).
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Im Rahmen der sekundiren Zellschddigung wird eine Reihe von Mediatorsubstanzen fiir die
Entstehung des Zelluntergangs mitverantwortlich gemacht. Bei den Vorgéngen, die den
Zelluntergang verursachen, handelt es sich nicht um getrennt ablaufende Kaskaden einzelner
Mediatorsysteme, vielmehr sind es komplexe, sich gegenseitig beeinflussende Prozesse, die
den progressiven Untergang des Hirngewebes bewirken (Hall, 1997). Kalzium-Ionen besitzen
eine zentrale Rolle bei der intrazelluldr ablaufenden, sekundiren Schidigung von Neuronen
nach Trauma oder Ischidmie. Die Freisetzung von intrazellulirem Kalzium wird hiufig auch
als der letzte Schritt fiir den einsetzenden Zelltod bezeichnet. Kalzium gilt als vielféltiger
Mediator verschiedener Prozesse, die die Autodigestion der Zelle einleiten bzw. bewirken. So
aktivieren Ca’-Ionen intrazellulire Enzyme, die Proteine, Lipide und Nukleinsiuren
auflosen. Aktivierte Proteasen fiihren zur Zerstorung von funktionellen (ATPase,
Superoxiddismutase) und strukturellen Proteinen wie Neurofilament oder Myelin (Banik et
al., 1985; Faden et al., 1987; Pant und Gainer, 1980; Seddick und Habib, 1991). Aktivierte
Phospholipasen spalten Membran-Phospholipide, wobei Arachidonsdure freigesetzt wird, aus
denen sich wiederum vasoaktive und inflammatorische Prostaglandine und Leukotriene
bilden (D Avella et al., 1990; Young, 1992). Aktivierte Nukleasen fithren zur direkten
Schadigung zelluldrer DNA (Joseph et al., 1993; Pittman et al., 1993).

Die Bedeutung der exzitatorischen Neurotransmitter als Mediatoren des sekundéren
Zellschadens ist dabei hiufig diskutiert worden. Die posttraumatische Freisetzung von
Glutamat ist nach experimentellem Trauma in erhohter Konzentration im Gewebe und im
Liquor nachgewiesen worden (Palmer et al., 1993; Globus et al., 1995). Es scheint gesichert,
dass es nach Glutamat-Freisetzung zu einer unkontrollierten Aktivierung von verschiedenen
Rezeptoren kommt. Als Glutamat-Rezeptoren sind der NMDA- (N-Methyl-D-Aspartat), der
AMPA- (a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-propionat) und der Quisqualat-Rezeptor
identifiziert worden. Durch deren Aktivierung werden vermutlich intrazellulire Mechanismen
ausgelost, die zum Zelltod fiihren. Die Blockierung dieser Rezeptoren bewirkt unter
experimentellen Bedingungen die Reduktion des posttraumatischen Hirnschadens
(Kroppenstedt et al., 1998; Shapira et al., 1990; Shohami et al., 1993). Bei Patienten mit
schwerem SHT sind erhohte Glutamat Werte iiber einen liangeren Verlauf nachgewiesen
worden (Bullock et al., 1995; Vespa et al., 1998) und sie korrelieren mit dem Auftreten
sekundérer Ischimien, fokaler Kontusionen und epileptiescher Aktivitdt (Bullock et al.,
1998).

Als weiterer Faktor des sekundiren Hirnschadens nach Trauma wird der sog. ,,oxidative

Stress* diskutiert, bei der es zur Freisetzung freier Radikale im Gewebe kommt (Globus et al.,
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1995; Lewen et al., 2001; Mikawa et al., 1996). Eine gro3e Bedeutung hat hierbei vermutlich
das Radikal Superoxid (O,"). Man geht davon aus, dass sich an dessen Entstehung eine Reihe
von weiteren Mechanismen anschlieft, die eine Lipidperoxidation bewirken und
aufrechterhalten. Fiir die Entstehung der freien Radikale nach SHT werden verschiedene
Ursachen diskutiert. Dazu gehoren die Arachidonsidure-Kaskade (Prostaglandin-Synthetase,
5-Lipoxygenase-Aktivitit), die enzymatische Autooxidation von biogenen Aminen
(Dopamin, Noradrenalin, Serotonin), die Xanthin-Oxidase-Aktivitdt und die Oxidation des
nach extravasal libergetretenen Himoglobins. Inflammatorische Reaktionen im Rahmen von
einer aktivierten Mikroglia, infiltriertenden neutrophilen Granulozyten und Makrophagen
konnen ebenfalls an der Entstehung von freien Radikalen beteiligt sein (Hall, 1997; Leker und
Shohami, 2002). Neben Superoxid ist auch auf die Bedeutung von Stickoxyl Radikalen (NO®)
hingewiesen worden (Radi et al., 1991; Wada et al., 1998). Beide sind an der Entstehung des
reaktionsfreudigeren Hydroxyl-Radikals (OH®) beteiligt, das als direkter Initiator der
Lipidperoxidation gilt. Die posttraumatische Entstehung von Hydroxylradikalen konnte nach
Controlled Cortical Impact Injury in Form eines voriibergehenden Anstiegs nachgewiesen
werden. Dabei wurde der Hochstwert 5-15 Minuten nach Trauma erreicht, wiahrend ein
kontinuierlicher Anstieg der Lipidperoxidation innerhalb der ersten Stunde nach Trauma
gemessen wurde (Smith et al., 1994). In experimentellen Studien kénnen Antioxidantien und
Radikalfédnger, wie z.B. Melatonin und Tirilazad, das Kontusionsvolumen verringern und das
neurologische Outcome der Versuchstiere verbessern (Kawamata et al., 2002; Sarrafzadeh et
al., 1997; Smith et al., 1994).

Die inflammatorische Reaktion nach Trauma ist duBerst komplex und bis heute besteht in
Bezug auf deren Beteiligung an der Neurotoxizitét keine Einigkeit. Prinzipiell wird postuliert,
dass die Immunreaktion in der Frithphase an der Entstehung des Sekundirschadens beteiligt
ist und die spét einsetzenden Mechanismen reparative Bedeutung haben (Bethea und Dietrich,
2002; Kersteiner et al., 1999). Dies wird dadurch unterstiitzt, dass eine Reduktion der akuten
Immunreaktion durch Antikérper Behandlung und Hypothermie eine neuroprotektive
Wirkung zeigte (Carlos et al., 1997; Chazipanteli at al., 2000). Jedoch ist ein klarer
Zusammenhang zwischen Immunzellinvasion bzw. —aktivierung und sekundérer
Zellschdadigung nie hergestellt worden (Emerich et al., 2002). Demnach sind weitere
Untersuchungen notwendig sind, um zu klidren, inwiefern die Beeinflussung der
neuroinflammatorischen Reaktion nach Trauma einen gangbaren therapuetischen Weg

aufzeigen kann (Leker und Shohami, 2002).
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Die Apoptose ist eine Form des Zelluntergangs, die durch intrazellulire Mechanismen
gesteuert wird. Sie kann spontan oder durch eine exogene Ursache ausgeldst werden. Nach
Schidel-Hirn-Trauma ist die Apoptose vermehrt beschrieben worden (Eldadah und Faden,
2000; Kaya et al., 1999; Keane et al., 2001; Raghupathi et al., 2000). Die Bezeichnung
Apoptose leitet sich aus dem Griechischen ab (apo - ”von”, ptosis - ’der Fall”’) und verwendet
das Bild eines vom Baum fallenden Blattes als determinierter Vorgang des Absterbens. Man
spricht auch von dem programmierten Zelltod. Die Apoptose ist durch eine Verdnderung in
der Morphologie der Kernstruktur gekennzeichnet (Kerr et al., 1972). Diese lduft in
verschieden Stadien ab, welche zundchst durch die Entwicklung von Pseudopodien der
Kernmembran gekennzeichnet ist (Zeiosis). Darauthin entsteht eine Fragmentation der DNA,
die durch Kondensation des Kern-Chromatins entsteht und die die fiir die Apoptose typischen
sog. ,,apoptotic bodies” bildet. Im Unterschied zur Nekrose erkennt man im Zytoplasma eine
Schwellung der Mitochondrien. Es ist fiir die Apoptose typisch, dass sie nicht in
Zellverbianden ablduft, sondern nur einzelne Zellen betrifft (Kreutzberg et al., 1997). Die
Apoptose lauft unter genetischer Kontrolle ab und ist deshalb mit einer nachweisbaren de-
novo-Expression von Regulationsproteinen wie z.B. bcl-2 und bax verbunden. Anhand der
sog. TUNEL Technik, die das morphologische Korrelat der Apoptose in Form der
Fragmentation von DNA nachweist, konnte die Existenz apoptotisch untergehender Zellen
nach experimentellem Trauma in Zusammenhang mit Caspase-3 Aktivitdt bestitigt werden
(Clark et al., 2000; Keane et al., 2001). Genauso wurde der Nachweis apoptotischer Neurone
in Hirnbiopsien von Patienten mit SHT moglich (Clark et al., 1999). Zusétzlich ist eine
altersabhidngige Bedeutung der Apoptose nachgewiesen worden, wobei sich mit héherem
Alter der Anteil apoptotischer Zellen nach zerebraler Ischdmie verringert (Hu et al., 2000).
Verschiedene Proteine sind identifiziert worden, die einer Apotose nach Trauma
entgegenwirken, so genannte ,,inhibitors of apoptosis® (IAP). Diese konnten eine Rolle fiir
therapeutische Ansitze spielen (Keane et al., 2001; Lotocki und Keane, 2002). Neben der
Caspase-Aktivitdt wird auch die Bedeutung von Calpain fiir die Apoptose diskutiert (Buki et
al., 1999; Wang, 2000). Hierbei kommt es zu einer Calcium-induzierten, Calpain-vermittelten
Proteolyse. Letztendlich ist jedoch nach wie vor ungeklédrt, wie gro3 der tatsdchliche
apoptotische Anteil des sekundédren Zelluntergangs nach traumatischer Hirnschddigung ist

und welche Bedeutung therapeutische Interventionsmoglichkeiten haben.
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1.5. Bedeutung von Therapiestudien des Schadel-Hirn-Traumas
Die Erweiterung der Therapie des SHT zur gezielten Behandlung spezifischer Mechanismen

des sekundédren Hirnschadens ist nach wie vor eine Herausforderung. Die heute in der
klinischen Routine angewendeten Therapie-Strategien richten sich nach den Guidelines der
»American Association of Neurological Surgeons® (AANS) und des ,,European Brain Injury
Consortiums* (EBIC) (Brain Trauma Foundation, 2000; Bullock et al., 1995; Maas et al.,
1997). Demnach beschriankt sich nach aktueller Datenlage die Intensivtherapie des SHT auf
die klinische Stabilisierung des Patienten, die Senkung des intrakraniellen Druckes, die
Aufrechterhaltung der zerebralen Perfusion sowie die Vermeidung und Therapie eventueller
Komplikationen, wie der arteriellen Hypotension, der Hypoxie oder von Infektionen etc.. Der
Routine-Einsatz von neuroprotektiven Substanzen, die die pathophysiologischen
Mechanismen von Mediatorsystemen des sekunddren Hirnschadens hemmen, ist bis heute
nicht moglich. Es sind in den letzten Jahren zwar deutliche Fortschritte gemacht worden, die
pathophysiologischen Vorgédnge des sekundiren Hirnschadens nach SHT besser zu verstehen.
In diesem Zusammenhang konnten unter experimentellen Bedingungen in der jiingeren
Vergangenheit eine Reihe von Substanzen identifiziert werden, die in der Lage sind die
Entstehung des posttraumatischen Schadens nach kortikaler Kontusion zu reduzieren. Dabei
wurden verschiedener Mediatorsysteme wie die Glutamat- sowie Caspase-Freisetzung oder
die Entstehung des oxidativen Stresses gehemmt, welches eine neuroprotektive Wirkung zur
Folge hatte (Movsesyan und Faden, 2006; Abrahamson et al., 2006; Stover et al., 2003;
Dempsey und Raghavendra, 2003; Aoyama et al, 2002; Kroppenstedt et al., 1998;
Sarrafzadeh et al., 1997). Genauso sind eine Reihe von Substanzen entwickelt worden, die
sich aufgrund viel versprechender Ergebnisse im Rahmen von experimentellen Studien den
Weg bis zur klinischen Testung gebahnt haben. Die darauthin doppel-blind durchgefiihrten,
prospektiven, randomisierten Multicenter Studien haben jedoch fiir keine Substanz eine
Rechtfertigung fiir den Einsatz in der klinischen Routine finden konnen (Maas et al., 2006;
Marmarou et al., 2005; Yurkewicz et al., 2005; Bullock et al., 1995; Marshall et al, 1995).
Diese Tatsache hat nach Bullock und Faden folgende Griinde: Ein zu allgemein gehaltenes
Studiendesign schlieBt héufig jedes schwere SHT ohne Beriicksichtigung der einzelnen
vorliegenden pathologischen Teilaspekte ein. Das Studienziel wird héaufig auf die allgemeine
Verbesserung des klinischen Outcomes der Patienten ausgerichtet. Dieses ungezielte
Vorgehen ist dulerst teuer, benétigt einen enormen Zeitaufwand und eine sehr hohe Anzahl
von Patienten. Es besteht die Gefahr, dass solche Studien filschlicherweise einen
signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen verpassen, nur weil die Anzahl der
Patienten zu klein war (Bullock, 1997; Faden, 1997; Doppenberg et al., 2004). Ein weiteres
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Problem ist, dass die Auswahl einer Substanz fiir die klinische Testung mit nur
unzureichenden experimentellen Daten gerechtfertigt wurde (Bullock, 1997).

Mit dem Ziel, einerseits eine sinnvolle experimentelle Basis fiir geplante klinische Studien zu
liefern und andererseits die Vereinfachung der Studien zu erreichen beschreibt Bullock vier
wesentliche Punkte zur Verbesserung der klinischen Erprobung neuroprotektiver Substanzen
(Bullock, 1997; Doppenberg et al., 2004):

Erstens: Definition eines Studienziels, bei dem der Einfluss einer Substanz auf einen der
Teilaspekte des SHT als Studienendpunkt festgelegt wird. Dieser Studienendpunkt sollte
nachweislich ein Prediktor des klinischen Outcomes fiir das SHT sein.

Zweitens wird die Patientenselektion anhand der von Bullock definierten Teilaspekte des
Hirngewebeschadens nach SHT genannt. Es beinhaltet die Punkte Hdamatom, Kontusion,
diffuser Axonschaden, Ischdmie und wire noch um den Punkt Hirnédem zu erweitern. Diese
Teilaspekte treten im Rahmen eines SHT nie isoliert auf. Im Einzelfall nehmen jedoch
einzelne Teilaspekte eine filhrende Rolle in dem Krankheitsverlauf ein.

Drittens: Die suffiziente tierexperimentelle Testung potentiell neuroprotektiver Substanzen
zur Differenzierung der optimalen Wirkung auf eines der Teilaspektes nach SHT
entsprechend unterschiedlicher Tiermodelle. Grundlage hierfiir ist eine der oben erwéhnten
Kritikpunkte, die den zu schnellen Einstieg in die klinische Studie betrifft, ohne eine
ausreichende tierexperimentelle Evaluation vorzuschalten.

Viertens: Die Bedeutung von Phase 11 Studien soll zukiinftig aufgewertet werden, um anhand
einer kleineren Patientenzahl eine klare Richtung fiir eine gezielte Therapie von
Patientensubtypen erreichen zu kénnen. Nur nach erfolgreichem Abschluss einer Phase II

Studie ist der Schritt in eine Phase III Studie zu rechtfertigen.

Basis fiir die klinischen Studien bleiben die experimentellen Untersuchungen im Tierversuch.
Die hierfiir verwendeten Modelle sollten die Teilaspekte des SHT abdecken. Es hat sich
gezeigt, dass die Nachstellung der Komplexitit des SHT mit einem Modell alleine nicht
machbar ist. Jedoch kann mit einer Kombination der wichtigsten Trauma-Modelle eine gute
Daten-Basis fiir weitere Untersuchungen gelegt werden (Laurer et al., 2000; Statler et al.,
2001; Thompson et al., 2005). Eine Literatur Recherche in den Jahren 1991 bis 2004 definiert
die drei wichtigsten Modelle entsprechend ihrer Bewertung der Publikationen (Kazanis,
2005): Das Weight Drop Modell, das Fluid Percussion Modell und das Controlled Cortical
Impact (CCI). Hierunter ist das CCI, dessen Publikationen mit dem hochsten Zitat-Index und

der durchschnittlich hochsten Impact-Faktor Beurteilung versehen ist, am bedeutendsten. Das
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CCI stellt ein tierexperimentelles Trauma-Modell dar, welches viele Aspekte des SHT
imitiert. Der Aspekt der traumatischen Kontusion und der damit verbundenen Blutungstypen
steht dabei im Vordergrund. Fiir eine erfolgreiche experimentelle Testung einer potentiell
neuroprotektiven Substanz ist dennoch die Kombination mehrer Therapiestudien anhand aller
drei Modelle optimal. Basierend auf positiven Ergebnissen aus solchen Untersuchungen, kann
eine Teilaspekt-orientierte Therapiestudie der Phase II angestrebt werden. Erst hiernach ist die
prospektive, randomisierte, doppelblind durchzufiihrende Multicenter Studie gerechtfertigt.
Um einen solchen optimalen Weg einschlagen zu konnen, ist die optimale Vernetzung
verschiedener Studiencenter mit standardisierten experimentellen Untersuchungsverfahren
und optimierten Planungsabsprachen fiir den Schritt in die klinische Testung notwendig.
Hierfiir sind die bereits bestehenden guten technischen Moglichkeiten der elektronischen
Kommunikation eine deutliche Verbesserung. Die organisierte Standardisierung der
Untersuchungsmethoden auf experimenteller Ebene und der offene Austausch zur optimierten

Planung klinischer Studien bleibt die Herausforderung.
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Teil 1

2. Fragestellung

Fiir die vorliegenden Untersuchungen steht das ,,Controlled Cortical Impact* (CCI) Modell
zur Verfliigung. Es war das Ziel hiermit einerseits ein besseres pathophysiologisches
Verstindnis fiir die kortikale Kontusion zu erhalten und andererseits die Wirkung von
potentiell neuroprotektiv wirksamen Substanzen auf den Hirngewebeschaden nach CCI zu
testen. Zundchst sollte eine neuartige Untersuchungsmethode zur Darstellung der kortikalen
Mikrozirkulation evaluiert werden. Basierend darauf sollte der Frage nachgegangen werden,
welche Verdnderungen die zerebrale Perfusion im zeitlichen Verlauf nach Trauma in der
perikontusionellen Zone erleidet. Die weitere Charakterisierung des posttraumatischen
Schadens beinhaltete einerseits die Verdnderung des Energiemetabolismus im Hirngewebe
und andererseits die immunologischen Verdnderungen auf zelluldrer und mediatorischer
Ebene. In weiteren Untersuchungen sollte die jeweilige Wirkung einer verbesserten
Hirngewebeperfusion, einer Hemmung des oxidativen Stresses und einer Unterdriickung
immunologischer Reaktionen auf den posttraumatischen Schaden des Hirngewebes geklart

werden.
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2.1. Zusammenfassung der eigenen Ergebnisse
2.2. Technische Voraussetzung zur Untersuchung der Mikrozirkulation

Thomale UW, Schaser KD, Unterberg AW, Stover JF. Visualization of rat pial
microcirculation using the novel orthogonal polarized spectral (OPS) imaging after

brain injury. J Neurosci Methods. 2001 Jul 15;108(1):85-90.

Diese Arbeit etablierte eine neuartige intravitalmikroskopische Kamera, die sog. ,,Orthogonal
Polarisation Imaging“ (OPS) Kamera, zur Visualisierung der pialen und Kkortikalen
Mikrozirkulation im Zusammenhang mit den posttraumatischen Verdnderungen nach CCI.
Das Prinzip beruht auf der unterschiedlichen Reflektion von polarisiertem Licht in Gewebe-
Arealen mit und ohne Hdmoglobingehalt. Die Aufzeichnung der Reflektionsbilder durch das
OPS System kann somit indirekt die GefaBarchitektur der Kortexoberfliche und der
Leptomeningen darstellen. Diese Technik erwies sich bei der Anwendung vor und nach
Traumatisieren des Kortex vor allem deshalb als eine einfache Methode, da sie im Vergleich
zu der Intravitalmikroskopie (IVM) keine aufwendige Pridparation der meningealen
Architektur verlangt. Dadurch sind longitudinale Untersuchungen moglich im zeitlichen
Verlauf. Als Nachteil erweist sich jedoch, dass die Funktion der Fluoreszenzmikroskopie
nicht implementierbar ist, womit die Moglichkeit fehlt, Untersuchungen des Blut-Hirn-
Schranken Schadens oder der Leukozyten-Endothel-Interaktion wie bei der herkdmmlichen
IVM durchzufiihren. Quantifiziert werden konnen die GefaBBdurchmesser und die
Flussgeschwindigkeiten in einem Offline-Verfahren. Hierbei zeigte sich in der sehr friihen
Phase, 30 Minuten nach fokaler kortikaler Kontusion, eine signifikante Reduktion der
Mikrozirkulation im Vergleich zu nicht-traumatisiertem Gewebe. Diese beruhte in erster
Linie auf einer GefaBBengstellung (ca. 28%) sowie einer Flussverlangsamung (ca. 50%) in den
Venolen und Arteriolen. Intravaskuldre Ursachen waren die Bildung von Mikrothromben
sowie die relative Lumenverengung durch Zellaggregation an den GefdBwénden.
Schlussfolgernd konnte festgestellt werden, dass durch das OPS System eine gute Bildqualitit
zur Untersuchung der Mikrozirkulation in dem perikontusionellen Gewebe erreicht wird. Das
System ermoglicht longitudinale Untersuchungen der Mikrozirkulation nach fokalem
traumatischen Hirnschaden, welche vor allem bei experimentellen Therapiestudien mit
vasoaktiven Neuroprotektiva im Bereich der Neurotraumatologie von gro3er Bedeutung sein

kann.
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2.3. Veranderungen der Mikrozirkulation nach fokaler Kontusion

Thomale UW, Kroppenstedt SN, Beyer TF, Schaser KD, Unterberg AW, Stover JF.
Temporal profile of cortical perfusion and microcirculation after controlled cortical

impact injury in rats. J Neurotrauma. 2002 Apr;19(4):403-13.

Fine zu geringe zerebrale Perfusion nach einem traumatischen Gewebeschaden wird als
Risikofaktor des sekunddren Hirnschadens angesehen und muss somit bei der Anwendung
von Therapien beriicksichtigt werden. Vor allem eine sekundidr andauernde arterielle
Hypotension in der Phase, in der eine regionale Minderperfusion nachweisbar ist, kann
hierbei eine lokale Ischdmie provozieren. Diese Arbeit untersucht die perikontusionelle
Perfusion, gemessen anhand des regionalen zerebralen Blutflusses und der Mikrozirkulation
im zeitlichen Verlauf bis zu 48 Stunden nach fokaler Kontusion. Es sollte charakterisiert
werden, wie stark eine mdgliche Minderperfusion ausgeprégt ist und wie lange eine Phase der
Hypoperfusion anhilt. Bei dieser Untersuchung wurden die Auswirkungen von zwei
verschiedenen = Traumastdrken miteinander verglichen. Zur Datenerfassung der
Mikrozirkulation wurde die OPS-Intravitalmikroskopie eingesetzt und es konnten
Flussgeschwindigkeiten sowie Gefaldurchmesser quantifiziert werden. Im Vergleich dazu
wurde der regionale zerebrale Blutful (CBF) mit Hilfe von Mikrolaser Doppler-Messungen
erfasst und direkt mit dem Ergebnis der Mirozirkulation korreliert. Hierbei konnte gezeigt
werden, dass eine anhand von Laser Doppler Einheiten gemessene, maximale Reduktion des
Blutflusses um 43% bis 62% der Ausgangswerte zum Zeitpunkt 4 Stunden nach Trauma
vorliegt. Die Auswertung der Mikrozirkulation zeigt urséchlich fiir die Minderperfusion eine
Verringerung der Gefddurchmesser sowie verringerte Flussgeschwindigkeiten in den
Arteriolen. Neben Mikrovasospasmen zeigten sich thrombotische Gefdlle sowie Anheftungen
von Zelluldren Bestandteilen an den Gefallwianden, welche die Blutzirkulation einschrinken.
Zu den spiteren Zeitpunkten, 24 und 48 Stunden nach Trauma, kommt es demgegeniiber zu
einer reaktiven Hyperperfusion im Gewebes, welche im zeitlichen Verlauf ansteigt. Es zeigt
sich eine gute Korrelation der Werte aus der Intravitalmikroskopie mit denen der Laser-
Doppler-Flowmetrie. Die Verdanderungen in der friihen Phase nach Trauma waren in der
Gruppe mit der hoheren Traumastdrke deutlicher ausgeprégt als bei dem geringeren Trauma,
wobei es nach stirkerem Trauma zu einer geringer ausgepragten reaktiven Hyperperfusion
kommt. Die Verdnderungen der Mikrozirulation waren zu allen Zeitpunkten ein lokales

Phanomen, da sich die systemischen Parameter der Himodynamik nicht dnderten. Dadurch
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konnte gezeigt werden, dass die vulnerable Phase des Hirngewebes bei 4 Stunden nach
Trauma liegt, in der es durch Schwankungen des systemischen Blutdruckes zu weiteren

Schadigungen des Hirngewebes wie z.B. zu lokalen Ischdmien kommen kann.
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2.4. Veranderungen des Energiestoffwechsels nach CCI

Thomale UW, Griebenow M, Mautes A, Beyer TF, Dohse NK, Stroop R, Sakowitz OW,
Unterberg AW, Stover JF. Heterogeneous regional and temporal energetic impairment

following controlled cortical impact injury in rats. Neurol Res. 2007, 29: 594-603.

In dieser Arbeit wurden die Verdnderungen des Energiestoffwechsels nach CCI untersucht. Es
bestand hierfiir eine Kooperation mit dem neurochirurgischen Labor der Universitét
Homburg/ Saar. Es ist bekannt dass der Energiestoffwechsel nach Schédel-Hirn-Trauma
eingeschrinkt ist. Uber die genaue regionale Ausdehnung der metabolischen Veriinderungen
im Hirngewebe besteht jedoch Unklarheit. Dieser Untersuchung beschreibt das zeitliche
Profil der  Ausdehnung von  Kontusion und  Hirnddem  anhand  der
Magnetresonanztomographie. Eine Triphenyltetrazolium Chlorid (TTC) Férbung wurde
gewdhlt, um die Ausdehnung der mitochiondral enzymatischen Funktionseinschrinkung
darzustellen. Diese wurde mit der Darstellung des Metabolismus von ATP, Glukose und
Laktat im Hirngewebe durch die Anwendung des Biolumineszenz-Verfahrens korreliert. Im
Weiteren wurde die Mikrodialyse verwendet, um verschiedene energieabhidngige Substrate,
wie Glucose, Laktat und Hypoxanthin quantitativ im zeitlichen Verlauf zu vergleichen. Die
Ergebnisse zeigten anhand der MRT die maximale Ausdehnung der Kontusion zum Zeitpunkt
24 Stunden nach Trauma. Der Anteil der Blut-Hirn-Schrankenstérung war flichenméBig
geringer als die Ausdehnung des erhohten Wassergehalts in der T2-gewichteten Aufnahme.
Die Ausdehnung der energieabhingigen, enzymatischen Funktionsstérung, die sich in der
TTC Farbung zeigte, war 24 Stunden nach Trauma mit der Ausdehnung der Kontusion in der
T2 gewichteten MRT kongruent. Demgegentiber zeigte die Biolumineszenz einen veridnderten
Metabolismus in Arealen, die iiber die Kontusion hinausgehend. So waren auch die
Stammganglien und die kontralaterale Hemisphdre von den Verdnderungen betroffen.
Auffillig war, dass in den von der Kontusion entfernten Regionen ein erhdhtes Glukose-
Niveau nachgewiesen werden konnte. Die Quantifizierung der einzelnen Parameter korrelierte
weitgehend mit der Mikrodialyse. Hierbei erreichten Hypoxanthin und Laktat die hochsten
Werte 6 Stunden nach Trauma. Beide Parameter fielen im weiteren Verlauf ab, Hypoxanthin
jedoch behielt ein erhohtes Niveau im Vergleich zum Ausgangswert. Glukose stieg 24
Stunden nach Trauma auf das Maximum an und blieb auch im weiteren Verlauf erhoht.
Zusammenfassend ldsst sich aus den Daten schlussfolgern, dass der gestorte

Energiestoffwechsel auch nicht primér traumatisierte Bereiche des Gehirns erfasst. Man kann
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vermuten, dass der erhohte Energiebedarf in der Kontusion und in benachbarten Regionen

von entfernten Arealen substituiert wird.
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2.5. lokale Immunreaktion nach CCI

Zur Charakterisierung der immunologischen Reaktion nach fokaler Hirnkontusion durch das
CCI bei der Ratte sollten in den folgenden Untersuchungen die Abhingigkeit der
Zytokinexpression iiber die Zeit von einer variablen Traumstidrke beschrieben werden.
Zusitzlich sollte die Zellinfiltration von phagozytierenden Zellen, MHC-Klasse II aktivierten
Zellen und neutrophilen Garnulozyten quantifiziert werden.

Hierfiir wurde bei 52 Sprague Dawley Ratten (300-350g) eine links parietale Trepanation
durchgefiihrt und eine fokale Kontusion auf die intakte Dura mater mit einer standardisierten
Geschwindigkeit von 7 m/s appliziert. In unterschiedlichen Gruppen wurden zwei Trauma-
Stirken anhand unterschiedlicher —Deformationstiefen (2mm oder 2,5mm) der
Kortexoberfldche differenziert. Parallel bestand eine Gruppe aus scheinoperierten Tieren
(n=24), bei denen die Trepanation ohne Trauma-Applikation durchgefithrt wurde. Als
Endpunkte wurden 4, 24 und 96 Stunden gewéhlt, um die Tiere entsprechend zu entbluten
und das Hirngewebe in toto zu entnehmen. Als Kontrollen diente eine Gruppe von Tieren
(n=8), bei denen die Hirnentnahme ohne vorheriger Intervention erfolgte. Vor der
entsprechenden Hirnentnahme wurden der intrakranielle Druck (ICP) und das Korpergewicht
(KG) bestimmt. Um die Zytokinexpression zu charakterisieren wurden real-time-PCR
Analysen fiir IL-6, IL-10, IL-12, TNF-a und IFN-y durchgefiihrt. Zur Darstellung der
Immunczellinfiltration wurden immunhistochemische Farbungen angefertigt mit den Markern
ED-1 fiir phagozytierende Zellen, Ox-6 fir MHC-Klasse II aktivierte Zellen
(antigenprésentierende Zellen; APC) und His-48 fiir neutrophile Granulozyten. Die Anzahl
der Zellen wurde in der kortikalen Region innerhalb der Kontusion und benachbart davon
mittels der Zdhlkammer-Methode quantifiziert.

Bei den Ergebnissen zeigte sich, dass die Traumastirke sowohl mit der Abnahme des
Korpergewichtes als auch mit der Steigerung des intrakraniellen Druckes korrelierte (Abb. 1

und Abb. 2).
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Mittels “real time-PCR” wurde eine signifikante Hochregulation der Zytokin-mRNA von
TNF-a, IL-6, IL-10 und IL-12 zu dem Zeitpunkt 4 Stunden nach Trauma gemessen.
AusschlieBlich IFN-y zeigte keine signifikanten Veranderungen auf mRNA-Ebene. Es wurden
keine Traumastérken abhidngigen Verdnderungen festgestellt (Abb. 3). Die Ergebnisse sind als
relative Verdnderungen zum sog. ,.housekeeping gene* B-Actin als logarithmische Werte

angegeben.
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Immunbhistologische Farbungen der posttraumatischen Hirngewebeschnitte mit den
entsprechenden Antikérpern zeigten einen signifikanten Anstieg der Infiltration von
neutrophilen Granulozyten (His-48) 24 Stunden nach Trauma innerhalb der Kontusion und
des perikontusionellen kortikalen Areals (Abb. 4 wund 5). ED-l-positive Zellen
(phagozytierende Zellen) und Ox-6-positive Zellen (MHC-Klasse II positive Zellen) zeigen

sich vornehmlich zum spédten Zeitpunkt 96 Stunden nach Trauma-Ereignis (Abb. 5).

4h 24h 96h

——

Schein-OP ™ _

Trauma

Abb. 4: Reprisentative immunohistologische Farbung mit dem His-48 Marker, welcher die Infiltration von
neutrophilen Granulozyten innerhalb der Kontusion darstellt. Es zeigte sich die stirkste granulozytire Infiltration
96 Stunden nach Trauma.
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E0x6 blau), phagozytierenden Zellen (ED-1,
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2800 *
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21001
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0L ﬁ_#._ﬁ P—:L‘ E== ' | Trauma dominiert (n=5/Gruppe; *

p<0.05 vs. 4Stunden).
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2.5. Therapiestudien nach fokaler Hirnkontusion
2.5.1. Hyperonkotisch-hyperosmotische Therapie

Thomale UW, Griebenow M, Kroppenstedt SN, Unterberg AW, Stover JF. Small
volume resuscitation with HyperHaes improves pericontusional perfusion and reduces

lesion volume following controlled cortical impact injury in rats. J Neurotrauma. 2004

Dec;21(12):1737-46.

Mit der Frage, ob die frithe Hypoperfusion 4 Stunden nach Schidel-Hirn-Trauma selbst ein
Faktor ist, der zur sekundiren VergroBerung des primdren, mechanisch bedingten
Hirngewebeschadens beitrdgt und damit neurodegenerativ wirkt, wurde folgende Studie
unternommen. HyperHAES (HHES) ist eine Substanz, die in der Notfallmedizin zur
schnellen Rekrutierung von Volumen aus dem Gewebe beim hypotensiven Schock Einsatz
findet. Es hat sich zusitzlich gezeigt, dass diese hyperosmolar-hyperonkotisch wirksame
Substanz eine Verbesserung der Mikrozirkulation in verschiedenen Gewebetypen bewirkt.
Daher sollte untersucht werden, ob HyperHAES nach Schidel-Hirn-Trauma eine
Verbesserung der Mikrozirkulation im Hirngewebe nach Trauma bewirken kann und ob
dieses einen Effekt hat auf die Ausdehnung des Kontusionsvolumens hat. Nach der Gabe von
4ml/kg KG HHES 30 Minuten nach Applikation des Traumas wurde der regionale Blutfluss
mittels Laser Doppler Flowmetrie gemessen. Zusédtzlich wurden 24 Stunden nach Trauma der
Wassergehalt zur Quantifizierung des Hirnddems und das Kontusionsvolumen berechnet,
nachdem durch Planimetrie mehrer enzymatisch gefarbter Hirnschnitte das demarkierte
Kontusionsareal gemessen werden konnte. Bei den Ergebnissen zeigte sich, dass die
frithzeitige Hypoperfusion 4 Stunden nach Trauma durch HHES-Gabe von 44% auf 85%
signifikant angehoben werden konnte. Obwohl dies nahezu keine Auswirkung auf die
Intensitdt des posttraumatischen Hirnddems und den intrakraniellen Druck hatte, konnte eine
signifikante Reduktion des Kontusionsvolumens um 40% erreicht werden. Damit ergibt sich,
dass die vulnerable Phase nach SHT, in der eine regionale Hypoperfusion in dem Gewebe
gemessen werden kann, nicht nur ein Risiko aufgrund einer instabilen systemischen
Héamodynamik sondern vielmehr ein eigener Risikofaktor fiir den sekundédren Hirnschaden

darstellt.
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2.5.2. Anti-oxidative Therapie

Thomale UW, Griebenow M, Kroppenstedt SN, Unterberg AW, Stover JF. The effect of
N-acetylcysteine on posttraumatic changes after controlled cortical impact in rats.

Intensive Care Med. 2006 Jan;32(1):149-55.

Eine dhnliche Fragestellung wie bei der HyperHAES-Studie war ebenfalls Ausgangspunkt der
folgenden Untersuchung. Es ist immer wieder postuliert worden, dass die friihe
Hypoperfusion nach Schidel-Hirn-Trauma unter anderem durch die unkontrollierte
Freisetzung von freien Radikalen verursacht wird. Der damit verbundene oxidative Stress
begiinstige die Entstehung von Vasospasmen in Arteriolen und hat damit eine Einschrinkung
der kortikalen Mikrozirkulation zur Folge. In diesem Zusammenhang sollte die Wirkung einer
antioxidativ wirksamen Substanz auf die Folgen nach einer fokalen kortikalen Kontusion
untersucht werden. N-acetylcystein (ACC) unterstiitzt die Produktion des koérpereigenen
Radikalfangers Gluthation und besitzt zusitzlich eigenes Potential freie Radikale in ihrer
Wirkung zu bremsen. Es wurde nach dreimaliger intraperitonealer Gabe von 163 mg/kg KG
ACC der regionale zerebrale Blutfluss durch Laser Doppler Flowmetrie im zeitlichen Verlauf
bestimmt. Dariliber hinaus wurde der posttraumatische Wassergehalt gravimetrisch gemessen
und das Kontusionsvolumen anhand von TTC-gefarbten Hirnschnitten 24 Stunden nach
Trauma ermittelt. Die Ergebnisse zeigen eine geringfiigig, nicht signifikante Anhebung des
regionalen Blutflusses 4 Stunden nach Trauma. Die Ausdehnung des posttraumatischen
Wassergehalts ergab keine Verdnderungen zwischen den Versuchgruppen und bei der
Ausdehnung des Kontusionsvolumens war eine nicht signifikante, tendenzielle Reduktion
erkennbar. Zusammenfassend waren bei den untersuchten Parametern keine signifikanten
Unterschiede durch ACC-Gabe im neuroprotektiven Sinne nachzuweisen. Schlussfolgernd
kann angenommen werden, dass die freien Radikale einen nur geringeren Anteil an der

Ausprigung der Hypoperfusion in der Frithphase nach Hirnkontusion haben konnten.
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2.5.3. Antiinflammatorische Therapie

Thomale UW, Bender M, Casalis P, Rupprecht S, Griebenow M, Woiciechowsky C,
Unterberg AW, Stover JF. Tacrolimus reduces local cellular inflammatory response

after focal cortical contusion in rats. Immunobiology, 2007, 212: 567-576.

In einer jlingeren Arbeit werden lokale inflammatorische Reaktionen nach der traumatischen
Hirngewebeschddigung untersucht. Es besteht Uneinigkeit in wie weit die komplexe
Freisetzung von Zytokinen und die Aktivierung, bzw. Invasion von Immunzellen in das
Hirngewebe nach Trauma neurodegenerativ oder neuroprotektiv wirksam sind. In dieser
Untersuchung setzten wir Tacrolimus (FK 506) als immunsupressive Substanz nach CCI ein,
um dessen Wirkung auf die zelluldre Inflammation nach fokaler Kontusion zu untersuchen.
Es sollte geklart werden, ob eine Verdnderung der Immunzellaktivierung eine Auswirkung
auf den Zelluntergang in Form des Kontusionsvolumens hat. In den Ergebnissen konnte
gezeigt werden, dass es nach CCI zu einem signifikanten Anstieg im Hirngewebe von
aktivierten Endothelzellen (ICAM-1), Granulozyten (His-48), phagozytierenden Zellen (ED-
1) und Antigenpréisentierenden Zellen (MHC-Klasse 1I, Ox-6) zum Zeitpunkt 72 Stunden
nach Trauma kommt. Dieser Anstieg kann in nahezu allen Zellreihen signifikant durch
Tacrolimus gesenkt werden. In der Quantifizierung des Kontsuionsvolumens konnte zeigte
sich kein Einfluss auf die Ausdehnung des Gewebeschadens. Schlussfolgernd ergibt sich dass
die Invasion von Immunzellen 72 Stunden nach Trauma in das Gewebe keinen
neurodegenerativen Effekt besitzt. In wieweit reparative Prozesse dadurch gefordert werden

bleibt jedoch zurzeit noch ungeklért.
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2.6. Zusammenfassung

Die vorliegenden Untersuchungen weisen auf die Bedeutung der posttraumatisch gestorten
Mikrozirkulation hin. Es konnte gezeigt werden, dass diese multifaktoriell durch
Mikrothombosen, zelluldare Adhé&sionen und Vasokonstriktionen bedingt sind und sowohl auf
arteriellem, wie auf vendsem Schenkel nachweisbar sind. Die Hypoperfusion konnte zu dem
Zeitpunkt 4  Stunden nach Trauma durch Mikrolaser-Doppler- sowie durch
intravitalmikroskopische Untersuchungen bewiesen werden. Zur weiteren Charakterisierung
der posttraumatischen Veranderungen nach fokaler Léasion wurden
Mikrodialyseuntersuchungen ~ mit  Biolumineszenzuntersuchungen  energieabhangiger
Metabolite korreliert. Es zeigte sich eine gestorte, jedoch kompensierte energetische
Versorgung, die 6 Stunden nach Trauma am starksten ausgepragt war und die durch einen
vermehrten ATP und Glukose Verbrauch charakterisiert ist. Interessanterweise sind auch von
der Kontusion entfernte Regionen von den Veranderungen betroffen, welche eventuell
aufgrund vermehrter Bereitstellung von Substrat das Defizit ausgleichen. Die
immunologischen Veranderungen nach Trauma sind durch eine friihe Zytokinexpression 4
Stunden nach Trauma charakterisiert, die sowohl anti- als auch pro-inflammatorische
Ausrichtung besitzt. Unabhéngig von der Zytokin Regulation kommt es erst sehr viel spater
ab 24 Stunden nach Trauma zu einer signifikanten Infiltration von Granulozyten in das
Lasionsgebiet. Die Infiltration oder Aktivierung von phagozytierenden Zellen oder
antigenprésentierenden Zellen ist jedoch erst 96 Stunden nach Trauma nachweisbar.

In der Frage, ob die Verringerung des regionalen Blutflusses nicht nur eine vulnerable Phase
fir sekundare Ischamien darstellt, sondern auch selbst als Faktor zur VergroRerung des
sekundaren Hirnschadens nach traumatischer Ldsion in Frage kommt, haben wir diesen
Faktor therapeutisch ausgeschaltet. Durch HyperHAES, einer Kombination von
Hydroxyéthylstérke und hyperosmolarer Kochsalzlésung konnte einerseits eine Verbesserung
der regionalen Blutflusses 4 Stunden nach Trauma nachgewiesen und andererseits eine
Verringerung der Hirngewebeschédigung erreicht werden. Ob die Wirkung von Oxidantien
auch einen Einfluss auf die gestorte Mikrozirkulation hat oder auf die Ausbreitung des
Sekundarschadens wurde mit Hilfe von N-Acetylcystein untersucht. Hier konnte weder auf
den Blutfluss noch auf die Odemausbreitung oder das Kontusionsvolumen ein signifikanter
Einfluss beobachtet werden. Zur anti-inflammatorischen Therapie wurde Tacrolimus
eingesetzt, welches als Immunsupressivum nach Transplantationen klinisch im Gebrauch ist.

Obwohl hier eine signifikante Reduktion der Immunzellinfiltration vor allem 72 Stunden nach
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Trauma nachweisbar ist hatte dies keine Auswirkung auf die Ausbreitung des

Kontusionsvolumens.

2.7. Fazit

Die Untersuchungen unterstreichen die Vielseitigkeit der pathophysiologischen
Veranderungen nach fokaler, traumatischer Hirnschadigung und weisen auf eine
Notwendigkeit hin, dem Faktor der gestorten Mikrozirkulation Klinisch eine groRere
Bedeutung zu geben. Die zusatzliche Testung in den weiteren Modellen des Schédel-Hirn-
Traumas wie dem ,,Fluid percussion“- und dem ,,Weight drop“-Modell wiirde bei positiven
Ergebnissen die klinische Testung von HyperHAES unterstreichen. Um die Signifikanz der
anti-oxidativen sowie anti-inflammatorischen Therapie zu klaren, bedarf es weiterer

experimenteller Untersuchungen.
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