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1. Einleitung

1.1 Definition und Klassifikation des SchadeHirn -Traumas

Das SchadeHirn-Trauma(SHT) stellt eine isolierte oder kombinierte Verletzung von &op
schwarte, Schadel und Gehidar, welchedurch aul3ere Gewalteinwirkung verursacht wird. Es
gibt keine Klassifikathn, die alle Faktoren, Ursachen sowiathologische und klinischer&
scheinungen des SHT umfasst. Moglich ist eine Klassifizierung anhand von
pathomorphologisclanatomishen GesichtspunkterMan unterscheidet Kdgchwartenverle
zungen, Schadelpreaihgen, Frakturen, gedeckimd offene SHTs, sowie Hirngefals und Him-
nervenverletzungn Unter dem Begriffoffenes SHT wird die Verletzung mitiner Eréffnung
der DuramaterverstandenBeim geschlossenen SHiingegenbleibt die Dura intaktDie ert-
scheidende Informationen GibedasAusmali demtrakraniellen Verletzungerwie auch morpb-
logischen Veranderungen nach Trauntiafert die Bildgebende Diagnostik, hieror allem die
Computertomographie (CT). Sie erméglicht weiterhin eine Klassifikatiorsdeaderund En-

schatzmg der Prognose. Die Tabellestellt die CT-Klassifikation des SHT nacWMarshalldar

[1].

Tab. 1 CT-Klassifikation des SHT nach Marshall.

Typ der Verletzung Definition Mortalitiat
Dittuse Verletzung I Keine sichtbare Pathologie im CCT 10%
Diffuse Verletzung I1 Basale Zisternen unauffillig, 0-5 nmun 14%

Mittellimenverschuebung, keine parenchymatose
Lésion > 25ml

Diffuse Verletzung I1I Basale Zisternen komprimiert oder nicht 34%
sichtbar, 0-5 nun Mittellintenverschiebung,
keine parenchymatése Lasion > 25ml

Ditfusse Verletzung IV | Mittellinienverschuiebung > Smum, keine 56%
parenchymatose Lasion > 25 ml

Diffuse Verletzung V Massenlasion/Hamatom chirurgisch evakuiert

Diffuse Verletzung VI Massenlasion/Hamatomnicht operiert




Fur die klinischeBeurtilung des Patienten wirdie Glasgow Coma Scale (GELBenutzt[2].
Die Einstufung erfolgt anhand von 3 Kriterien und zwar Augendffnen, verbalgie moto-
sche Antwort.

Die Einteilung des SHT hinsidich

Tab. 2 Glasgow Coma Scale (GCS). des Schweregrads mittetler GCS

Untersuchte Beobachtete Punkte | \ird allgemein akzgtiert und ist
Reaktion Reaktion . . S
weit verbreitet [3]. Ein initialer
Augenottnen Spontan 4 GCSWert zwischen 13 und 15
Auf Autforderung 3
Auf Schmerzreiz ? bezeichnet ein leites SHT Werte
keine 1 von 9 bis12 werdenals ein mitté
Beste verbale Vollorientiert 5 schwers und unterhalb von fls
Antwort Unschart orientiert 4 ein schveres SHT eingestuft Ein
Verwirrthent 3 . _ _
L'Tnvel‘stﬁn(uiche laute 2 gI’OBeI’ VOI’td del’ GCS ||egt dann,
keine 1 dass der Wertelativ einfach erb-
Beste motorische | Adaquat 6 ben werden kanmnd eine grobe
Antwort (_%ez:lel?e Abwehr S klinische Einschatzung von Lasi
Ungezielte Abwehr 4 .
Beugesynergisimen 3 nen im Zentalen Nervensystem
Strecksynergisimen 2 erlaubt Mittels der GCS kann die
Keine Bewegungen 1 . .
Dynamik des klinischen Verlaed,

eventuelle Verbesseruegoder auch Verschlechterugmgobjektiv kontrolliert und dokumentiert

werden.

1.2 Epidemiologie

Die Daten Ubedie Epidemiologie des SH$ind dt unzureichendVor allem in Europdehlt es

an nationalen unthternationalen Studiemlie prézise epidemiologische Informationen enthalten

[3]. Die meisterStudien sind lokal begrenahd beinhalten nur spezielle Gruppen von Patienten.
Viele methodologische Probleme bei der Erhebung der Daten, sowie zeitliche und geographische
Rahmenbedingungeiusschlusskriterien der Studisowie zu niedrige Fallzahlegrschweren
einedefinitive Enschatzung von Inzidenz und Mortaliggheblich Die in Krankenhausarge-

fuhrten Statistikeberticksichtigen oft nicht Patieen, die ein SHT erlitten urmlir Zeit der Adr

nahme keig neurologischen Ausfélle auksen. Auf der anderen Seite gibt es auctieRzn,

die sichin Privatpraxervorstellenoder tiberhaupt nicht behandeln lasggn
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Trotzdem kann aus deterzeit vorhandenen Studien durchausSid#rluss gezogen werden, dass
dasSHT ein wesentlichemedizinisches und auch sozialsblemdarstellt. Sowohl die Inz

denz als auch Mortalitat sinon Vergleich zu anderen Krankheitewie zum Beispieldem
Schlaganfallhoch. Das SHT wurde sogarl s Al ei s e Ep i[5 6.nDieéndidetze s ¢ h |
des SHT in Deutschland schatzt ma 337/ 100000, wovon 33,5/ 100 000 als schwerwiege

des SHT bezeichneterden. Zum Vergleich betragt die Inzidenz des Bronchialkarzinoms 60/100
000(7]. Die Mortalitat auf Grund eines SHT betrug im Jahr 2000 in Deutschland @D)0vas

7 567 Patienten entsprach [Tm Jahr 2000 sind 0,9% aller Todesfalle in Deutschland als direkte
Folge eis SHT zu betrachten.

In den Vereinigten Stden erleidenjedes

Tab. 3Mortalitat in Deutschland im Jahr 2000
(Steudel et al. 2005).

Jahr ca. 1,Millionen Bewohnerein SHT,
davon vesterben 5D00. Etwa 27900 we-

den stationar und 365 Millionen in der Na-

Todestalle insgesamt 838797

lesfille nach S 7567 (0.9%
fallaufnahme bhandelt [8]. In Bezug auf Todestille nach SHT 67(0.9%)

Kinder unter dem vierzehnten Lebensjahf SHT Todesfalle/Tod nach 21.9%
sterbennach Schatzungefjedes Jahr (iber | anderen traumatischen
2000, Uber 35 000 werden statnar beha- | Ursachen

delt und tber 4700 im Notfallaunahrre-

bereich versorgi]. In Grol3britannien undlordirland werden mehr als 1800 Patientefahr-

lich mit einem SHT ins Krankenhaus eingewie$@h Die Inzidenz in westeuropaischenn:a
dern unddenVereinigten Staaten vaeiit zwischen 132 und 430 /100 QUQ.

Der Zusammenhang zwischen dem Alter der Patientenden Inzidenz eines SHT zeigt zwei
Gipfel: in der Gruppel0-29 Jahre und tber 65 Jalj#e 10]. Die Anzahl der Todesfélle nach
einemSHT in verschiedenen Alteragypen in Deutschland wird imabdle 4 beschriebenDie
hochste Mortalitatsrate wurde, Hinblick auf eventuelle Vorerkrankungen und hohe Inzidenz,
in der Gruppealer Uber 75jahrigen festgestel[t7]. Die hohe Mortalitatsrate in der Gruppe der
jungen Menschen zwischel5 und 25 Jahresoll nicht Giberseherbleiben[7]. Weiterhinwird
berichtet, dass das geschlossene SHT haufigste Todesursache und Hintergrund flr sahwere ne
rologiscle Beeintrachtigungen in der Altersgrupp@er 45 Jahren i$10, 11]. Die Mortalitas-
rate in Deutschland isseit 1972standig gesunken.ie kurzfristige Erhdhung trat nach der
Wiedervereinigung der beiden deutstistaaten auj7].
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Tab. 4 Todesfélle nach SHT in Deutschland in Abhangigkeit vom Alter (Steudel et al. 2005).

>80 Jahre alt
80-90 Jahre alt
70-80 Jahre alt
60-70 Jahre alt
50-60 Jahre alt
W 2000
40-50 Jahre alt
30-40 Jahre alt

20-30 Jahre alt

10-20 Jahre alt

0-10 Jahre alt

0 200

B
o
o
]
o
o
o]
o
o

1000 1200

Zu den haufigsten Ursachen eines SHT gehoren: Verkehrsunfalle, Stirze, Schlager8ian und
zide, wobei dieprozentuale Verteilungn Abhangigkeit von Studienkriterien, geographisthe
Rahmenbedingungen der Studien wie auch den kulturellen Gewohnheiten der untersoichten P
pulation, variiert [4, 8, 9, 12]. Die Abbildung 1 illustriert die Ursatkgnes SHT in den Veire

nigten Staatern der Gesamtpopuliat

Sturze W Verkehrsunfalle
M Arbeits-/Sport-/hausliche Unfallem Gewalt on [8] Verkehrsunfélle machedort
® andere und nicht bekannt ® Fahrradunfalle den groRten Anteil in der Altersgruppe
3% der 15 bis 45&hrigen aus, Stiirzeri

gegen inder Altersgruppe Uber 45
Jahre [10]. Auch bei Kleinkindern
unter 4 Jahren werden Stirze ats d
minierende Ursache des SHT genannt

[8]. Als Risikogruppen kdnneiMan-

ner (/3-80% aller schweren bis mitte
schweren SHT), kleine Kinder (64

Abb. 1 Ursachen des SHT inden USA (Centers for Disease Jahre) und Jugefiche im Alter von

Control- CDC).
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15-19 Jahrerangesehen werd¢8, 9, 12]

Patienten, die ein SHT erlitten haben, leiden nicht nur unter den korperlichen Folgen der Verle
zung (Paresen, Sensibilitatsstoramy Koordinationsstérung, Hirnnervenausfall8chwindel,
Kopfschmerzen, Epilepsiespndern sind auch fipsyischeStérungen und Verhaltensauffa
ligkeiten pradisponieff6, 13, 14]

Die Behandlung des SHT und vor allem d#araus folgendeBehinderung sowieielfacheAr-
beitsunfahigkeit generiergj@hrlich enormeKosten, sowohl in den Vereinigten Staaten als auch
in Europa. Die jahrlichen Kosten werden in d¢BA auf 60 Milliarden US Dollageschatzf3].

1.3Pathophysiologie des SHT und Rolle des Komplementsystems

1.3.1 Aufteilung der pathologschen Prozesse nacBHT

Die pathophysiologischen Grundlagen des SchHEdelTraumas sind komplex und trotz der
fortgeschrittenen Forschung auf diesem i@eboch nicht ausreichend geklg8t 15]. Die patho-
logischen Ereignisse nae@mem SHT werden iprimare und sekundatdirnschaden aufgeteilt
[3, 6, 1416]. Die primaren Hirnschaden beziehen sich auf unmittelbare mechanische Wirkungen
der aulleren Krafte aufas Neurocranium. Diese beding8ohadelbriche, intrakranielle sub
und epidurale Hamatomentiazerebrale Kontusiobkitungen md diffuse axonale Schadigu
gen Es ist nicht moglich diesen Schaden vorzubeltjéh Die schlechte Prognosesd8HT bei
Patienten, dieininitiales Trauma tberlebt haben, hangt vom Ausmalsdkundaren Hirnséh
den &.

Sekundare Hirnschaden sind Foligr prina-

ren Verletzungen undnofassen alle metaliol
schen und immunologischen Reaktionen, die
im traumatisierten Hirn stattfden. Hypoxie,
Hypotenson, Ischamie/Reperfusiordsiden,

ausgepragte Inflammation, die durch inteakr

nielle Kompkmentaktivierungverstéarkt wird

Abb. 2 SchadelCT eines jungen Patienten 2 Sto- Blut-Him-Schrakenstorung,  Rekrutierung

den nach dem SHT. Ausgepragtes Hirnddem, einc yon Neutrophilen und Makrophagen, Freise
traumatische SAB und eine obere Einklemmung

liegenvor (Aus der Sammlung von Prof. E. H zung von  Entziindungsmediatore und
mann, Fulda).

Apoptose fuhren gemeinsater verschiee-
ne Mechanismen zur Entwicklung eindsndédems, dasir die ungunstigé’rognosebei vielen

Patienten verantwordh ist und ein erhebliches Hindernis in der Belhamg des SHT datelk
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[15-18]. Es kommt hinzudass Patienten, die ein SHT erlitten haben, oft Begleitverletzungen wie

akute Blutungenginenhamorrhagischeschock, Thoraxverletzungen urnifinochenbriche d
ben. Dartber hinaus l6sen die hier genannten Verletzungen selbst eine akute immunologische

Antwort des Organismus aus. Dabei werden Proteine der akuten Phase UbermalRig produziert,

sezeniert und tragerso zu Hypoxie wie auch schlechtBurchblutung des Geaims bei[17, 19,

20].
SHT Apb. 3_ Prime.i.re und sekun-
dare Hirnschaden und deren
Zusammenhang nach SHT
Begleitverletzung Primar& Schiden
BHS-Stérung «— |
Blutungen/Kontusionen AN A
Diffuse axonale Verletzungen N
> Hypoxia/Hypotension |' : :
- Nekrose der Neuronen i : .'
,x" Schiadelbriche _-" P
/ | atp ] l i
Sekundére Schaden Pl
Stérungder | !
lonenhomdstase | \ Apoptose - S
(Kalzium, Natrium) ' " Makrophagen/Leukozyten - N
[ Infiltration o
|'-_ AT > Endothelstdrung vl
"._ Freisetzung der freien radikalen, Zytokine "?‘"
\'\ Reperfusionsschaden _,~'
Nekrose Y Komplementaktivierung = --------- ’
Apoptose B *freisetzung der exzitatorischen Aminosduren
Arachidonsaurekaskade
|
Hirnddem — |CP!,CPP|—>Schlechte Prognose

1.3.2Hypoxie und Hypoperfusion des Gehirnesiach SHT

Sowohl Hypoxie als auch Hypotonie udek daraudolgende Minderversorgung des Zentraine
vensystems werden von vi el en AmgesahefE8n20]aDies wi

Ursachen der Hypoxie uridypotension liegen einerseits dienBegleitverletzungenles Patie-

ten, andererseitsind sie bedingt durcdNS- Kontusionen, verletzteerebrale Gefal3e, gestorte
Autoregulation und Hamatome im Gehirn, die fur erhéhten intrakraniellen Druck (ICPyund e
niedrigte zerebral®erfusionsdruck (CPRWertesorgen21-25]. Letztens durchgefuhrte Unte
suchungen suggerier@ine hohe Vulnerabilitdt des verletzten Gehirns fiir Hypoxie undd-lyp

C
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tension[18, 26] Die Hypoxie und Hypotension fihren zum erniedrigten Sauerstoffangebot fir
Zellen im ZNS. Das Gewebe stellt sich auf eine anaerobeAZugung um. Diese kann im
Gehirn nur @r wenige Minten eine ausreichende ATWenge gewahrleisten. Der Abfall des
ATP-Spiege$ und der Energiemangel fihren zur Dysfunktion der lonenpumpen und Degolaris
tion. Die cytoplasmatische Konzentrationen von Kalzium und Natrium steigen an, extraesllular
Wasser dringt in die Zellen eif27, 28] Der Energiemangel I6st die Freisetzung von
exzitatorischen Aminoséien wie Glutamat und Aspartat Extrazellularraum aus. Freigesetztes
Glutamat aktiviert NMDA, AMPA- und metabotrope Glutamatrezeptoren. Aleite NMDA-

und AMPA-Rezptoren ermdglichen einen weiteremstrom von Kalziumund Natriumionen

in die NeuroneDie metabotropen Rezeptoren wirken tber diR@ aktivieren Phospholipase C,
was im Endeffekt zu einer zusatzlichen Mobilisation von Kalziumnmosugs dem endoplasmat
schen Retikulum fuhrDa der Wiederaufnahmemechanismus des Glutamats aus dem mwische
synaptischen Spalt hochaffin und energiebedurftig ist, fallt er beidaRrgel aus. Dies fuhrt zu
einer dauernden Reizung seiteles Glutamats unzu anhaltendem loneneinstromdie Zellen

[16, 29] In den 6dematds veranderten Neuronen und Endothelzellen werden auf Grumd von e
hohten Kalziumkonzentrationen nukleare Prozesse in Gasgtzi und Enzyme aktiviemNO-
Synthasen, Phosphlipasen, Xanthiasen und Proteasen. Es werden freie Sauersioff
Stickstoffradikale wie auch Arachidonsauremetaboliten gen¢tiert27] Diese potenten Me}

kile haben bedeutenden Einfluss auf 8térung der BluHirn-Schranke. Sie flihren zeiner
Exazerbation deintrakraniellen Entziindung, weiteren Funktionsausfallen der Zellmembran und
Nekrosen von ZellefiL6, 30-33].

1.3.3 Ischamie/Reperfusionsghaden

IschamieReperfusionsschaden begleiten ein schweres [2B,T25, 34] Die lokalenEffekte der
Reperfusiorkbnnen gewichtigzu einer schlechten Prognose umiherenMortalitatsrateunter
denPatienten mit Schlaganfall oder SchaHg&in-Trauma beitrage[27]. Die Ischamie als Folge
der HypotensionHypoxieunddeserhten intrakranielle®ruckes kanndurch eine eventuelle
Wiederbelebung, Volmentherapie und maoglichst frihgensivmedizinische MalRnahmen bese
tigt werden Die Reperfusionsschademtstehen als Folge der Normalisierung der Durcbhbiyt
und Sauerstoffversorgung destroffenen, zuvor hypoxamischen Gewef#r]. Siesind durch
Aktivierung, Mobilisation und Transmigration der Leukozytétroduktion von freien Saue
stoffradikalen maogliche Komplementaktivierung  sowie Leukozyten und

Thrombozyenaggregatiorcharakterigert. In Erdothelzellen werden vermehftdhésionsmai-
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kile, chemotaktische und proinfl amidlt-loKon-s c he
plementproteing)die eine lokale Entziindung verursachexprimiert. Vor allem bi gleichzeii

gem Fehlen der AdisébonsmolekildCAM-1 und RSelektin konnte in den experimentelleru-St

dien einreduziertes Hirnédem irderlauf eines SHT gezeigt werdg2v, 35] Aktivierte Leulo-

zyten infiltrieren die Basalmembran der Mikrogeféal3e, produzieren freie Sauerstoffradikale und
verstarken vor Ort die entzundliche Reaktion. Sauerstoffradikale denaturieren die
Membranproteine und schadigen die Zellen irrevergBigl 32, 34] Die natirlichen Schutzéu
stanzenwie Antioxidanten, werden bei einem SHifterreguliert und e Schutz de&ndothels

bleibt ineffektiv[31]. Die Permealiitét der BlutHirn-Schrankeerhéht sich dramatisch,as den
Einfluss und die Aktivierung von Komplementbestandtedendglicht.Das Komplemensystem

und seine Aktivierungragen zum Ausmalf der Ischamie/Bégsionsschaden bei [27Die Au-
toregulation der zerebralen Gefalie ist gestort und durch die reaktive Hyperamie verschlechtert
sich das Hirnédem erhebli¢a7].

1.3.4 Neuroinflammation

1.3.4.1 Komplement und seine Rolle im verletzten Gehirn

1.3.4.1.1 Aufbar des Komplementsystems

Das Komplementsystem gehort zur angeborenen Immunitét. Es besteht aus ca. 40 Plasmaprote
nen, Regulatoren und Rezeptoren, die miteinander interagiémamehk. Komplementproteine
werden vorwiegend in der Leber synthetisi&innen herin allen Geweben gefundemerden
[36]. Auch andere Organe und Zellen simth Stande Komplementproteireu produzieren. Im
Zentralnervensystem wurde diese F#big bei Neuronen, Mikroglia, Astrozyten und
Oligodendrozyten nachgewiesg36-38]. Die Hauptrolle des Komplementsystems liegt im E
kennen, Opsoniang und der Unterstitg der Phagozytose sowohl der kikrganismen als
auch des erkrankten eigen&ewebs. Die bei der proteolytischen Spaltung der Kommem
proteine entstehende Anaphylatoxingvie G, und G, gehoren zu den potentesten Entzi
dungsmediatoren. Die terngile Komplementkomponenteler sogenannte Membran Attack
Komplex (MAC) kann durch die Ausbildung von PorenNtembranen zur Lyse der Krankheit
erregerund Zellen ohne Hilfe vonhagozyten fihref86, 3941].
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1.3.4.1.2 Aktivierungswege des Komplements
Es gibt grundsatzlich Komplementaktivierungswege
- klassischer Weg
- MannanBindungsLektin-Weg (MB-Lektin-Weq)
- alternativer Weg
- der vor kurzem beschriebene Weg der Spaltung de$rGteins durch aktiviertes
Thrombin.
Alle diese Wege fuhren zur Spaltung vors, Greisetzmg von Cb5a undBildung des
membranangreifenddtomplexes G,-Co (MAC) [36, 42].

. Abb. 4 Komplementaktivierungswege
[ Lektin Weg ] (Uberabeitet nach Thurman et al. 2006).

[ MBL, MASP-1, ]
MASP-2

C; Konvertase

[ c ] / 4b2 C; Konvertase
oM
Klassischer C C. +C Thrombin
Weg 3 3a ,3b \ /
C5

C5a+C5b—'—>MAC(CSb-9)

JVerstarkung” *

Alternativer S C ‘*ifi C
Weg 3(H,0)Bb 3bBb3b

C; Konvertase

C3(H20),
Faktor B,Faktor D

Der Kassische Weg wird durch AigenAntikrperKomplex, IgM, komplementbindende IgG
Isotypen, Proteine wie z.B.-@aktives Protein oder Serum Amyloid Protein (SA8)hamisch
geschdigtes Endothel, apoptotische Zellen uitoteinedes G-Komplexes des Komplements
aktiviert [43, 44]. Der G-Komplex besteht aus dem{Molekil und jeweils zwei ¢ und Gs
Molekilen. Die Bindung der {gProteine amlie Pathogenoberflachverandert die Konformation
im (C1:Croi-Komplex. Auf diese Weise entsteht aktivierteg-Rrotein, dasdas GgsProtein

spaltet. Das gespaltenC<Protein ist eineaktive Serinprotease. Weitere Substréiie die so
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entstandene Preasesind die Komplementbestandteilg hd G. Die Spaltprodukte diesereR
aktion, G, und Gy, bindensich kovalentan die Pathogenoberflache. Ely-Teil besitzteine
besonderfiohe Affinitat sich an di®berflachevon Pathogenen zu hefteDer Komplex Gyzp
wird Cs-Konvertase genannt, da e £l G, und Gy, spalten kann. Wahrends£®ine lokale Ef
zundungsreaktion auslést, bindsich Cs, an der Erregeroberflache und dem gebundengs, C
Das neue Enzym fzpapStellt die G-Konvertase dar. Die <Konvertase spaltet in grof3en Me
gen G zu Gy und Gy, [43-45]. Diese Ereignisse fuhren unmittelbar Bildung vonMAC und
zur Verstarkung der immunologischen Antwort gegeniliber von Pathogend@n@sichan die
Oberflacle von Pathogenen auch ohne elrdikorperbeteiliging binden und den klassischen
Komplementaktivierungseg in Gang setzdd3].

Der MB-Lektin-Weg startet die Komplementkaskade durch die Bindung der-NMiBkeine an
die Pathogenoberflache oder durch den JMHEL-Komplex, wie beispietweise bei Ischa-
mie/Reperfusionsschan [46]. Der zugrunde liegende Mechanismushemolog zum klass
schen Weg. Er basiert auf demaivhanbindenden Protei(MBL). Dieses Protein bindetich
spezifisch an Mannosereste, die auf der Oberflache von zahlreichen Path@gekommen.
Ahnlich wie beim klassischen Weg, bildet das MBtotein zusammen mit MASP, MASP-2
und MASR3 Proteinen einen Komplex. Durch die proteolytistA&tivitatenvon MASR1, -2
und-3 wird G, und G, gespaltet und £, erzeugf43-45].

Der altenative Komplementaktivierungsweg braudhitial weder eine Oberflache noch einen
Antikdrper um die Komplementkaskade einzuleiten. Zum alternativen Komplemergaktivi
rungsweg gehoren Faktor B, D und Properdin. Die Besonderheit des alternativen Weges liegt
darin, dass es zu einer spontangrH@drolyse kommt. An i) kann Faktor B gebunden we
den. Durch Faktor D wird jetFaktor B zu Bund B, gespaltenes entsteht £ii0)a,, die instab

le G; Konveriase der flussigen Phase. Sallteuf diese WeisgespalteneCs, Molekiile eine
Oberflache von Pathogenen oder Korperzellmdie sie sich tber ihre Thioestergruppeakov
lent birden kdnnen, finden, wden weitereFaktor B Proteineggebundenund durch Faktor D
gespalten Das B-Fragmentbindet sich andie Gy Molekile an der Oberflache. Hsesitzt
proteolytische Aktivitat und kannis&u G, und Gy, spalten. Der gyerKomplex wird als G
Konvertase des alternativen Komplementaktivierungsweges bezeittieaen sie an der Obe-
flache géundenbleibt, ist sie alsstabil zu sehenDurch Ankoppelung des nachsteg, Erag-
menes entsteht die £Konvertase Cspgps, Properdin stabilisiert die Konvertase und verstarkt
die Bindung an die OberflacHé3, 44] Der alternative Komplementaktivierungsweg gilt als

AV e r s tfarrdik aktiiierte Komplementkaskade. Die an der Oberflache gebundegen C
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Fragmente, die im Laufe des klassischen oderlMBtin- Aktivierungsweges entstanden sind,
konnen Faktor B Molekule binden. Im Beisein des Faktors DdesProperdin kommt es zu
Spaltung des Fakrs B und zur Generierung d€spsr- Komplexesund somit eineralternativen
zusatzilchenCs - und weiterCs Konvertasg43].

In newesten Versuchen konnte nachgewiesen werden, dass die Generierung uod die Bil-

dung von MACauch in Abwesenheit vons@noglich ist. DieexperimentelleriDaten suggerieren

die Existenz des vierten Aktivierungsweges. Es besteht offensichtlich eine Verbindung zwischen
Gerinnungskaskade und Komplementaktivierung. Die Rolle deKd@hvertase kanrmdurch

Thrombin bernommewerden wie bei G -/- Mausen42].

1.3.4.1.3 Regulation des Komplementsystems

Um die Aktivierung der Komplementkaskade unter physiologischen Bedingungen zu verhindern,
wird das Komplementsystem durch eine Reihe von Plasmé Memlvanproteinen reguliert.
Die Regulation findet am haufigsten auf dem Niveau dek@vertase statt. Hier greifen DAF
(DecayAccelerating Rctor, CD55), der KomplemefRezeptor 1 (CR1), MCP (Membran
Cofactor der Proteolyse, CD46) urdktor H. MCP und CR1 fungieren als Kofaktoren fik-Fa
tor I, der Gy zur inaktiven Form igy, spaltet und G, innaktiviert. Faktor H gehért zu dereS
rumproteinen und bindedich priméar annicht an der Pathogenoberflache gebundéng dies
ermoglicht eineCgp, -Spaltungdurch Fakor I. DAF ist membrangebunden und fur die Dissoziat
on der G-Konvertase verantwortlichd7, 48] Das Gyp-bindende Protein (£BP) reguliert den
klassischen Weg. Das gebundeneRtotein kann nicht mehr die klassischgKbnvertasebil-
den [48]. Ci-Inhibitor (C;-Inh) verursachtdie Dissoziation des aktivel€;-Komplexes und
MASP2-Komplexes, inaktiviert Plasmakallikrein sowie défaktor XIlI der Gerinungkaskade
und kann alternativ di€s;-Konvertase durch reversible Bindung ag, Bartikelinhibieren[49].
CD59 ist ein membranaegundenes Protein, welches den membranangreifeKdemplex
(MAC) steuert. Durch CB9 wird die Bindung von £€an der Zellmembran verhindert und der
Zelllysevorgang gestoppt [48, 50h der Tabelle5 sind die Rolle und das Vorkommen der

Komplementregulierenden Proteine zusammengefasst.
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Tab. 5 Kontrollproteine des Komplementsystens.

Protein Vorkommen Funktion

MCP (CD46) Zellmembran (vorwiegend Fibrozyten, Verdrangung Cs, und Cyy,
Leukozyten, Endothelialzellen)

CR1 Zellmembran (vorwiegend myeloische Zellen) Verdringung Cq, und Cyy,
C4BP Serum Inaktivation C,
Faktor H Serum Dissoziation C; Konvertasen

(alternativ und klassisch)

Cy-Inh Serum Dissoziation des C; Komplexes
DAF (CD55) Zellmembran (fast alle Zellen) Verdringung Cs,,

D59 Zellimembran (fast alle Zellen) Verhindert MAC Bildung
Falktor [ Serum Spaltung Cs,

Bei den Mausen gibt es ein zusatzliches Protein, das die Komplementaktivierung reguliert. Es
handelt sich undastransmembran€rry-Protein, dagie Eigenschaften von MCP und DAF
besitzt[47, 51] Der wichtigste Regulator degernativen Weges ist Faktor Hr &ird in dieser

Rolle durch DAF, MCP und CR1 unterstifzg].

Weitere Bestandteile des Komplementsysteimd die Rezeptoren. Die Hauptrolle dieser Reze

toren liegt in der Vermittlung der Entziindung und Unterstitzung der Phagozytose. ych C
und G,;R werden Leukozyten chemotaktisch aktiviert. Die Wirkung dgdier G,R induziert

die Prodktion der pranflammatorischerZytokine und verursacht eine Degranulation dertMas
zellen. Der Komplement Rezeptor 1 (CR1) wird vorwiegend auf Leukozyten exprimiert. Seine
Liganden sind Gy, Cap, Ciq und MBL. CR3 und CR4 sind auf polymorphkernigen Zellen vo
handen. Derigand fir beide Rezeptorenedit eine inaktive Form von 4 (iCsp) dar, welches

an der Pathogenoberflachanheftet Alle 3 Rezeptoren erleichtern und ermdglichen wesentlich
die Phagozytose von Pathogenen. Die CR2 Rezeptoren hingegen treten auf Lymphozyten B auf
und verbinden somit die angeborene Immunitat mit der tndap Immunantwor{15, 43, 47,

48].
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1.3.4.1.4Rolle des Komplementsystems im Schadélirn -Trauma

Die Bedeutung des Komplementsystems in der Pathophysiologie der nicht infektiosen Erkra
kungen wurden der letzten Zeischrittweisein klinischen und laborchemischen Studiessé-

tigt. Nach heutigem Wsersstand spielt die Komplementaktivierung eine besondere Rolle in
Entitéen wie Rheumatoide Arthritis, Systemischer Lupus Erythematode$SLE),
Glomerulonephritis, Myocarditis, Polymiositis, Antiphospholffgndrom, Asthma und Iséh
mie\Reperfusionsschadga3, 44]. Das Komplementsystem leiséeicheinengrol3en Beitrag zu
vielen pathologischen Vorgangen im peripheren NervensystendemdZNS. Eine Kompe-
mentaktivierung wurdéei der Multiplen Skleroseger Alzheimer Krankheitdem Schlaganfall,
(ischamsch wie auch hamorrhagisdeestgestell{38]. Die Zellen des ZNSNeurone Mikroglia,
Astrozyten und Oligodendrozytesind im Stande alle wesentlichen Komplementkomponenten
und Rezeptoren herzustellen. Unter giblogischen Bedingungeist die Expression dieser
Komponenten auf sehr niedrigem Nivefd®, 16, 45, 53] Das ZNS ist durch die BhHirn-
Schranke von Plasmageinen, darunteauch den Komplemenbestandteilenabgetrant. Die
Inkubation des Serunlgsmas mit dentiquor beim gesmden Patientefdst eine Komplemen
aktivierung aug16, 54. Weiterhinzeigten de Untersuchungen des Liquors bei Patienten nach
SHT erhohte Werteon G;,-Co, Faktor B und €[16, 54, 55]. Experimentelle Untersuchungen
an Raen haben den Nachwegsbracht,dass dieC;-mRNA in der peritrauntéschen Region
gehauft vorkommt und\blagerungen des & Cs, Cs und Gy, auf Neuronergefundenwurden

[45]. Die durch die geschadigte BHS ins ZNS gelangten Komplementpartikel sind eine Quelle
fur entztindliche Kaskadeimwiefernauchdie lokale Komplementsynthese dazu beitragt bleibt
unklar. Nachdem SHT stellen die Neurondie sich in der Penumbra befinden, das Ziel des
Komplements daf56]. Primére Verletzungen des Gehirnes filhren zu einer Schéadigung der
BHS. Dies ermglicht den Komplementproteinen ein Eindringen in das ZNS. Beschadigte und
sich unter ischamthen Bedingungen befindende Neurone, wie auch Zellteile dienen als Obe
flache zur Komplementaktivierun@urch diese Aktivierung entstehen grof3en Magen die
AnaphylatoxineCs, und G, die als potentest&ntziindungsmediatoregelten. Sidocken M-
rophagen, Neutrophile und Mibglia an. Die wichtigsten Effekte dieser Aktivierung siné- S
zernieren va proinflammatorischerZytokinen, weitere B1S Schadigung, Lysder Neurone
durch MAC, Apoptosd15-17, 37, 45, 57]Die aktivierten Leukozyten unilikroglia sind fur

die erhdhte Prduktion derZy t o ki ne wil® IL-& N WUnd I8 verantwortlich. B-
samnen mit den Endothelzellen simik die Hauptquelle derdien Stickstoff und Sauerstofé-
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dikale undweisen eie neurotoxische Wirkunguf[15-17, 25, 31] Cs;ist der wichtigste Effk-

tor der Komplementaktivierung. Dieser kann direkt zur BBfwng fiihren und die Permdab
litat der Gefal3e verstarken. Durch 8iemulation vonCs, R/CD88 auf den Neuronen kann die
Apoptose eingeleitet werden, dabei wiid P-Selektin Expression in Endothelzellen indukzie
[16, 17, 58, 59] Diese Prozesseerstarkerzum grof3en Teitlie Entwicklung eines Hirnddems
einer Neuroinflammationund erhéhensomit dasAusmald desekundare Hirnschaden, die mit
einer schlechteRrognose verbunden bleibérereinfacht sind die Folgen und Zusammenhéange

zwischen den pathologischen Ereignissanh SHT in deAbbildung5 dargestellt.

Abb. 5 Bedeutung der Komplement-

SHT aktivierung nach einem SHT und ds-
sen Folgen.

Komplementaktivierung

Apoptose

A 1

MAC
BHS-Stérung h C.,Ce.

1

Chemotaxis

Lyse der
Zellen

Apoptose

Zytokine

Hirnédem

Die Rolle der Komplementaktivierungird von experimentella Studienuntastrichen, in denen
komplementmodulierende Subezen getestet worden sind bzgenetisch modifizierte Tiere
untersucht wurden. Beim Einsetzersdéslichen Komplementrezeptofgp 1 (SCR) vor Ap-
plikation eines Traumas ist depatere Akkumulatiorder Neutrophilen im Gehirn von Raten
deutlich erniedrig{60]. Die Behandlung von Tren nach einem experimentellen SHT und R
ckenmarktrauma mit dem Vaccinia Virus Complement Control Prqi@P), durch das sowohl
der klassische und alternative Weg der Komplementkaskade als paoictlammatorische

Zytokine inhibiertwerden resultiertein verbesserten kognitiven Leistungen nach SHT, d¢nie
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rigter Infiltration der Traumaelle durch Makrophagen unginer besseren Integritat desi-R
ckenmarles nach dem Trauma [61, 6dh einem Modell der zerebralen Ischamie bEiusen
wurde die malRgebendolle der Komplementaktivierung in Ischanieperfusionschéaden e
forscht. Die mit G-Inh therapierte Tiere wieseneinen Abfall der proinfammatorischen
Zytokine ( T N,ALJL8), ICAM-1, RSelektin und Mikoglia-/Makrophagenifiltration auf. De-

se Studie bewst nicht rur die Rolle des Komplemenits einer Ischdmie des ZNS sond@&uch
wichtige Funktionen des €Inh [63]. Intrazerebrale Uberexpression des loslicheg C
Konvertaseinhibitors Crry beignsgenemausen zeigte verbesserte neurologische Erholung und
Schutz vor BHSSchadigung nach SHB4]. Ahnliche Wirkung wurde miginerBehandlung der
Tiere nach SHT mit dem modifizierte@rry tragenden Antikérper erzigle5]. Dartber hinaus
haben genetch modifizierte Mause ohne dasr MAC schitzenden CD59a Gen einen signif
kant schlechteren Heilungsverlauf nach einem SHT im Vergleich zu normalen Mausen. Dies
konnte vor allem am klinischen Befund (NSS) beobachtet werden. Auch auf histologiseher Eb
ne wurde eine schwachere Protektimr dem neuronalen Zelluntergang iANS beschrieben
[66]. Die Steuerungler Komplementregulatoren ibts jetzt wenig erforschivorden Die Ex-
pression von MCP, CD59 und CR#dert sich nicht im Verlauf demudoimmunologischen ZNS
Inflammation. m Gegentdiwird DAF(CD55)in der chronischePhase hochreguliej$7]. Die-

se Experimente beweiselie schadliche Wirkung der Komplementaktivierung éa$ZNS und

eine hieaus folgende schlechteneurologische Erholung und Prognose bei einem SHT.

1.3.4.1.5 Beondere Bedeutung des alternativen Weges

Die Versuche die Komplementkaskade zu blockieren, um deren schadkomiéuss auf das
Gewebe zu unterbinden, deuten darauf, ldiass der alternative Komplementaktivierungsweg
eine fuhrende Rolle bei vielen pathologischen Zustdnden tUbernimmt. Fir die Entwicklung der
Ischamie/Reperfusionsschaden in der Niere der Maus ist die Beteiligung des aH#ariiétiges
notwendig. BeiLupus Nephritis zgjte das Fehlen von Faktor B bzid.eine rephrgrotektive
Wirkung, die im Ausmald mitlen schitzenden Effekten bej-Konvertase Inhibition mit Crry
tragendemAntikorper vergleichbar war. Einkinliche Einfluss des alternativeWeges auf den
Verlauf von Lungenerkrankungen oder Rheumatoide Arthritiurde ebenfallsnachgewiesen

[44, 52] Dies qilt auch fur Erkrankungen des ZNS. In dem experimentellen Multiple Sklerose
Modell (Expementelle Alergische Enephalomyelitis) wird die Schwere des Verlaufs bédi-Fa

tor B defizienten Mausen abgemildg8]. Fur ein SHT wurden tberzeugende Dalerch Ve-

suche arebenfalls genetisch modiferten Tieren (FB/-) erbracht Die FB-defizienten Mause
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zeigten nach SHT im Vergleich zu FB+ Tieren signifikant reduziertesgSpiegelim Serum,
reduzierteRaten des euronalen Zelluntergangs und Apoptose, Zunahme der Expression der
antiapoptotischeProteine wie Bcl2 und Abnahme dgsroapoptotischen Fa&oteing69].

Der vermutlich bedeutendgeitrag des alternativen Komplementaktivierungsweges zumoPat
physiologieder nicht infektiogsbedingten Krankheiten liegt daran, dass er als Verstarker fur die
anderen Wegen dient und Potenzial zur Selbstaktivierung besitzt. Dartiber hinaus kann diese
Aktivierung sowohlmembrangebundeais auchn der flissigen Phase verlaufi@i].

1.3.4.1.6 Neuroprotektive Effekte des Komplements in der ZNS Pathologie

Der MB-Lektin-Weg ist inseinenpositiven Aspekten mit Neuroinflammation assoziiert. Ein
Ausfall dieses Weges fuihrt zu einer signifikanten Hirnatrophie gegenuber Wildtyp M@é$en
Eine genaue Untersuchung desddischen Weges ergatiass er bedler Alzheimer Krankheit
und dem Lupus Erythematodes des ZNS aymbsitive Effekte bewirkt Opsonsierung der g-
schadigten odeinfolge von Apoptose untergehender Neurobeschleunigt @ Elimination
durch Phagozyten. Dies ist insofern wichtig, aserfallene Neurom eine Quelle von
exzitatorischen Aminoséduren sind, die neurotoxisches Potenzial haben. Charakteristisch ist ein
schlechterer Verlaufes zentreen Lupus Erythematoddsei G4 oder G defizienten Mausen,
was ebenfalls fir eine positive Rolle des klassischen Weges g@t¢hAuch sollte die Rolle
des Komplements bei der Alelwr von Pathogene nicht au3eshA gelasen werden. Wir wissen
heute, dass andere Komplementkompomentie MAC, Gz, und G, unabhéngig vom Infekt
onsschutzbenfalls eine schitzende Rolle besitfieh 62, 70, 71]Sublytische MAC Kozen-
rationen bewirken Protesiynthese und Neuroprotektipd]. Die Haupteffektoren des Kongl
mentsystems sind neben ihgroinflammatorischen, schadlichen Funktion eng mit Neumreg
neration und neuroprotektiver Wirkung verknlpft.s; Cstimuliert die Produktion des
Neurotrophins (NGF) und ist verantwortlich fidenSchutz vor Glutanttoxizitat Es gibt ebe-
falls Hinweise, dasslie Aktivierung der Kaspasem ZNS durchCs, reduziert werde kann
Tiere mit hereditdren Defekten degl€iden unter massiver Neurodegenerafibn 36, 62] Die
Bedeutung der Komplementaktivierung bezieht sich nicht nudi@Exazerbation der Entnd
dung im ZNS, sondern auch auf feine Zusammenhange und Regulationsmechanismen in der

Neuroprotektion.
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1.2.4.2Die Rolle derZytokine im SHT

Proteine, die durch verschiedene Zellen naotem Aktivierungsreiz freigeset werden und
aufgrund unterschiedher Mechanismen die immunologise Antwort modulieren, tragen die
Bezeichnung Zytokine. Sie bedingkale Effekte wie z.B. Aktivierung des Endothels, &rh

hung der Permeabilitéader Gefal3kapillaren oder ortlich@ewebezetérung. Wenn sie in den
Kreislauf gelangen werdensystemische Effekte wie Fieber, Schock oder Sezernierung von
Akut-PhaseProteinenausgeldst Zu den am meisten erforschtend untersuchten Zytokine
geh©°r en -Irshiwiell ;6. Dia Hie sekundéren Hirnschéden naictem SHTvor allem auf
neuroinflammatoscher Ebene basieren, sind digdkine ein sehr wichtiger Bestardtdieses
Geschehen§l5, 16]. Nach heutigerVissensstand wird die Auspragung der Inflamnraiio

ZNS vor al | elinl, ¢ t6ure h-18TbRskramt. e Zytokine werden unter physi
logischen Bedingungen im ZNS konstitutiv und niedrig exprinfiett 7 ] . wirtl Nnfnlitelbar

nach énem SHT freigesetzt. Das fuhrt zu einer lokalen Zerstérung der BiH&MHirnddem

und einem erhohten neuronalen Zelluntergi®j. Dariiber hinausduziertT N Fdie Expres-

sion von Chemokinen, ihrer Rezeptoren und Adhesionsmolekilen, was zu einer Rekrutierung
von Leukayten und Mikoglia fihrt. Durch sein proinflammatoi s c hes Pr orfedol wi r
t oxisch. Der Bieliflammatign nach akutdhNSHU fand Bestatigungipei-
mentell en Versuchen, bei d e n e ngehT MitBduSchonuhg b i er
der BHS undeinemverminderten Hirnddem einh¢t7, 727 51 . iAfddkRrauch die £
pression des £ R auf Neuronen nach experimentellé®HT [76]. Erstaunlicherweise gibt es
auch Studien die neuroprotektive Hige ¢ h a f t e nin deospatefemNFhakaah SHT @-
monstrieren. Des \iterenwiesenT i er e 0 h n e -6TGHnEHdhene Martalitatsraten als
Wildtyp Kontrollen auf[72].

Die Funktionen vorL-1 gestaltes i ch 2 hnl i ch wi e di e emPnoe-TNFU.
in mit breitem proinflammatorischem Wirkungsspektrum. Neactem SHT kommt es zura-

schen Uberexpressiomn IL-1 in Gliazellen, Neuronen und Endothelzellenliweist im Ve-

lauf der Neuroinflammation nactiem SHT Neurotoxizitat, Induktiorder Cyclooxygenasg
(COX-2), Stickstoffoxidsynthase, & IL-6- und VEGF Synthese sowie eiB#S Storung auf.

Die BHS Dysfunktion lommt durch Induktion der MatriMetalloproteinasen zustani&s-17,

77-79]. Die Funktion und WirkungonIL-1 wirdin An we s e n h e i tverstarktfil6]. D F U
Inhibition von IL-1 verbessert die neurologische Erlmguund vermindert das Ausmaler
neuronalen Sclun nach SHT80, 81]
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IL-6 besitzt multiple Funktionen irdANS und wird wéahrenctiner Entziindungproduziert Es
tragt zu einem soveren Verlauf der Entziindung IANS und einer verschlechterten Prognose in
Experimenteller Autoimmunenzeglitis bei [82] IL-6 wirkt bei Uberexpression neurotoxisch.
Wenn IL-6 Uber eine beschadigte BHS in dgrstemischen Kreislauf gelangt, stimuliert es die
Synthese der Komplementkomponenten vor allem in der Leber. In klinischen und expérimente
len Studien wirden erh6hte H6 Serum und Liquorwerte gefundefl5, 17, 72] Viele Studien
belegen alreauch die protektive Rolle von & beientzindlichen Erkrankungen des ZNBier
wurden schnellere Heilungsvorgange, Mikrogliosis und Angiogeimesen Mausen mit H6-
Uberexpressiomeobachtet. Die chrasthe Phase der Entziindung naatydtraumain diesen
Mausenzeichnet sicldurcheineniedrigere Makrophagemiiltration und wesentlich verminderte
Apoptose aus. Die Apoptose wird zum Teil dudeh oxidativen Stress ausgeldst und@lindu-
ziert die Synthese vointioxidanten wie Metallothioninf83].

Viele unbeantwortete Fragen bleiben kheil8. Dieses ¥tokin stammt aus der HL Familie und
spielt eine wichtige Rolle sowohl bei akuten zerebréteslten wie Schlaganfall, Blutung oder
Traummg, als auch bei chronischen Enkkangen wie Alzheimeoder Multipler SkleroséB4]. IL-

18 und die entsprechende Remepn wurden auf Astrozyten, Miiglia undNeuronen gefo-
den. Im Verlaufeines SHTin denexperimentellen Tiermodelleader klinischen Untersuchel
genist IL-18 im Liquor erhohtlL-18 ist fur die synaptische Glutamatfreisetzung verantwortlich
[84]. Es wurde nachgewiesen, dasslB sowohl eineExpresgon von Fad.igand bewirkt, als
auchdie Prodiktion von Chemokine und Adhesionsmolekileausldésen kann [17Mit einem
experimentellen Einsatz des IL-bthdende Proteirs (IL18-BP) bei Mausen nachinemSHT
wurde ein bessere®urologisches Outcome erreichtn Einfluss auf das begleitende Hirnddem
blieb jedoch aus [85]. Die Ergebnisse einiger Versutghgen drauf hin, dass im Gegensatz zu
IL-1, dem deentscheidende Einfluss in der akuten Phase der Entzindungera&HT zwe-
schrieben werden kanii,-18 eher in der spateresubakuten Phase seifrunktion erfullff17,
84].

Die oben dargestellten Erkenntes zeigen, dass ein Anteil derytdkine nden
proinflammatorischen und d&NS destruierendeAuswirkungenaucheinewichtige protektive
Wirkung hd. Die Prognoseines SHTwird sicherlichdurchdie diskreten Zusammenhénge und

Regulationsmechanismeier Zytokine und andend-aktorenbeeinfluss{72].
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1.3.4.3 Die Infiltration des ZNS durch Leukozyten und Makrophagen nach SHT

Die intrakranielleEntziindungsreaktion als Folge des SHT wird durch Leukozyten verstarkt. Sie
gelangen durch eine gestortel8 in den Subarachnoidalraum. Die Chemokibezeits erwahnte
Adhasionsmolekiile, Komplementelemente wig Cs, und Leukotriene locken die Leukozyten
an und aktivieren die Makrophagen. Aktiviesakrophagen, Neutrophile und Miglia setzen
Proteasen, freie Sauerstoffiigale sowieproinflammatorische Zytokine frei. Dietrakranielle
Inflammation wird in voller Ausgigung fortgesetzt. Es entwickaich eire Neuroinflammation
und ein Hirnédem[3, 16, 17] Die Aktivierung der inflammatorischegellen ist eng mit der
Komplementkaskade verknlpft, da besondegg €ne starke Reiang aufweist[15]. Die
Neutrophien sind schon in der Frihpha@2 Stunden ach SHT massiv im ZNS nachwear,
Makrophagen dagegen erst nach 3agen16]. Die Leukozyteninfiltration geht laut vielerst
dien mit der Zunahme der sekundaren HirnschaderuondreichendeneurologischeErholung
einher[15, 16] Mit dem Einsatz vorBubstanzen, didas Komplement blockieren, kann der
posttraumatische Einstrorder Leukozyten vermindert werden. Bei der Blockade der C
Konvertase mit CrrytragendemAntikorper wurde auchein verbessertes neurologisches
Outcome erreicHB0, 65]

1.3.5Apoptose im Zentralnervenystem nach einem SHT

Ein SHTstellt, vor allem wegen der sekundaren Hirnschaden, eine komplexe, neurodegenerative
Erkrankung des ZNS d§B, 1517]. Auf verschiedene Art und Weise kommt es zu einemmJnte
gang von Zellerdes ZNS Dieser Untergand@indet nicht nur primaals direkte Folge des Trna-
mas, sodern auchm weiteren, subakuten Verlauf stattel2u Nekrose undpoptose fiihre-
den Vorgangén den Neuronen und GliazelleacheinemSHT wurdengezeigi{57]. Die genaue
Differenzierung von Nekrose und ApoptosacheinemSHT ist nicht immer moglich. Es gibt
Meinungen, dassler neuronale Zelluntergang iéden von beiden Vorgangen aufweisen kann
[57]. Nekrose ist mit der unmittelbaren Gewaltauswirkudgr mechanische Zellzerstérung,
einem akuten ischdmischen Schadeler anderen externen Noxgerbunden Die auf diese
Weise irrevesibel geschadigten Zellemerden durch enzymatischetrazellulare Prozessesd
gradiert. Die Kontinuitat der intrazellularen Membranen wird dabei friigaenterbrochen, was
einen wichtigen Unterschied im Vergleichur Apoptose der gllen darstellt[57, 86. Die
Apoptose wird im Gegensatz zuNekrose,als programmierteZelltod definiert, dienach [e-
stimmten Reizen oder Signalen, durch die Zelle selbst ausgefuhrttigrdkénnen zwei wil-

tigste Wege, die zu einem programmierten Zelltod fiijhwaterschieden werdekrstenshandelt
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es sich um én sogenannten intrinsischen Weg, der mit einer Aktimatier mitochondrialen
Regulatoren einhergehZu diesen Regulatoren zahldie Proteine der Familie B&, zu denen
die antiapoptotischeiriBcl-2, BckXI) sowie proapoptotiscine(Bax, Bad, Bid Molekile gelo-
ren. Das Ungleichgewicht zwischen den o0.g. Moleki¥erhindert Apoptose oder setzt weitere
enzymatische Vorgange in Gar@rundsatzlich fuhren die aktivierteproapoptotische Prote-

ne zu einer Aktivation deéfaspased uber CytochronC, was wiederuneine Kaskade von agd
ren Kaspasestartetund mit dem Zelltod endet[86, 87. Zweitens gibt esinen sogenanen
extrinsischen Weg, durch dekpoptose initiiert werden kann. Die Voraussetg dafir iskeine
Rezepor-Liganden Interaktion Die wichtigste Rolle spielen hier Fas und FREzeptor mit
ihren entsprechenden Liganden f£asnd TNF [88, 89] Die Interaktion zwischen FeRezeptor
und seinen Liganden Faswurde sehrgenau bei Lymphozyten beschrieben. Die Lympiez
exprimieren FagCD95), dassich auf der Zellmembran befindet. Die Interaktion zwischen Fas
und FaslL |8st eine Kaskade von intrazdliwen Prozessen aus. Letztendheind durch den »-
trinsischenWeg Kaspase8 aktiviert, anschlieBnd kommt es zu Aktivierung der weitere
Kaspasen undur Apoptose [90].

Laut neesten Experimenten hat ki@uch eine bedeutende Rolle édg@optose in der Pathogh
siologie des SHDffenbart. S¢ ist als Hauptursache fidensekundaren Zelltod im ZNS ze-
hen [9]. Die apoptotische Zellen ween direkt und bis zd Jahr nacleinemSHT gefinden.
Die Apoptose der Neuronéstrozyten und Oligodendroan tragt zuschlechte neurologscher
Erholungsowie starkereAuspragung der fokalen neurologischen Defizite bei und erschwert die
Rehabilitation[57, 9. Die Apoptose wurde in Neuronem Kortex in der Nahe der verletzten
Strukturenund ebenfalls im Hippocampus naeimem SHT beRatten und Mausen beobachtet
[57, 91, 92. Noch sindnicht ale Signale und mdgliche Mechanismen, die zur Apoptose der
Neuronefihren kénnerbekannt.Nebendenschon erwahnten Protemend Rezeptorsystemge
die Giber Untegang oder Uberleben der Neurar@scheiden konnemwerden digoxischen Sb-
stanzen, wie Glutamat, freie Radikale oder Stoennder Kalziumhomdostaseim exta und
intrazellularen Raum als mdgliche Ausléser des programmierten Zelliedebriebef57].

Die Bedeutung deProteine der Familie B& fur eine Apoptosewurde bereits angesprochen
[93]. Nach dem heutigen Wisssstandfindet nach SHTeine Regulation der Expression von
Bcl-2 und Bax stat{91, 92, 94. Bax wird beilschamie und FlUssigkeitsperkussionstrauma
hochreguliert{92]. In experimentéen SHT-Modellen a Ratten werden sowohl Bax als auch
Bcl-2 Uberexprimiert. Die Neuronalie durcheine Apoptcse untergehen, zeichnen sich durch

eine eindeutige Versakbung desBax/Bcl2 Quotienén zugunsterdesBax aus, was die Rolle
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der beiden Proteine unterstrei¢a?, 91, 92, 9%t In den Neuronen, die B& nacheinemSHT
aktiv produzieren, kommt elsr selten zur Apoptog@1]. Die Expression des B@ Proteins
wird bei Faktor B defizienten undit Cs-Konvertase blockierender@rry tragendenfntikorper
behandelten Mausen, deneim experimentells SHT zugefuhrt wurde, mit kleinen Untersehi
den in deKinetik hochregulier{65, 69] Die Gelirne der Faktor B/- Mausen wesen ach eine
deutlichniedrigereApoptoseateautf.

Fas und Fas, die unter physiologischen Bedingungen im humanen Liquor nicht nachweisbar
sind, werden bépatienten, die ein SHT erlitten haben in hohen Konzentrationen gefudelen.
FasL-Spiegelkorreliert mit der Schwere der Hirnverletzuj®®]. Experimentelle Studien bést
tigen diese Daten. Fas ist posttraumatisch auf Astrozyten und Neurormemden, Fas zu-
satzlich auf Mikoglia. Die Uberexpression und Intktian zwischen Fas und Fasleisteteinen
bedeutenden Beitrag zApoptose nackeinemSHT [96]. Fas wird nach SHT bei Faktor B def
zienten Mausen/- im Vergleich zu Wildtyp Mauseminterregulierf 69]. Genaue Regulaticn
mechanismen der Expression von proapoptotischen und antiapoptotischen Proteireanemach
SHT sind bisher nicht erforscht.

1.3.6 Circulus vitiosus

Ein SHT ist mit vielfaltigen pathologischen, moleéngin und immunologischen Aspek ve-
bunden. Das primare Trauma verursacht Intrazerebrale BlutuageBHS-Stérung, axonale
Verletzungensowiebei Begleitverletzungen oft Hypoxiend Hypotension3, 16, 17] Als Fd-

ge der genannten Verletzungen treten sekundére pathophysioloyisdi#nge auf. Kompeh-
mentaktivierung, Freisetzung der proinflammatoristtdtokine, Chemotaxis und Eindringen
der polymorphkernigen Zellen sowiéakrophagen leiten einen pathologischen Circulus vitiosus
in die Wege. Sekundare Ereignisse fuhren zu eineneferten Permeabilitat in der BHS und den
GefalRa. Die aktivierten Komplementpartikel verstarken die Entziindung, dabei kommt es zu
einer weiteren Ausschittung von Proteasen, freien Sauerstofid Stickstoffradikalen,
Aktivation der Arachidonsaurekaskadd(© Produktion was wiederum zur Ausweitung der
Schrankenstérung und der pathologischen Prozesse im ZN§XdhrDurch direkte oder ind

rekte Wirkung erwahnteSubstanzen werden die priméren Schaden nicht beseitigt satidern
sekundaremerweitert. Eine Btziindungsverstarkung fuhrt zu einer Zunahme des Hirnédems, was
wiederumeinen Anstieg des intrakraglien Druckes und eime/erschlechterung dererebralen
Durchblutung verursacht Die erwdhnta Faktoren fuhrerweiterhin mittelbar und unmittelbar

zur Apoptoseder NervenzellenDie Prognose des SHT ist vom Ausmald der sekundaren Hir
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schaden abhangi@, 17]. Dariber hinaus verfigen wir tber keinapimakologisches Mittel das

den pathologischen Kreis unterbrechen undrdegnoseales SHTverbessern kanf®7].

1.4 Aktuelle Therapiekonzepte

1.4.1 Therapieprinzipien

Trotz des eindeutigeBrfolges der Senkung der Mdlitat von Patienten mit schwereamd mit-
telschweremSHT, verbesserter Rréntion und Organisation von ottlichen Prozeduren,
bleibt das SHTeine der am schwierigsten behandelnden Erkrankungen déentralennervie-
systems und ist immer noch fihrende Todesursache bei jungen Méanner in industrialisierten La
dern[3, 20, 9§. Aufgrund cer KomplexitatdesSHT, sowievielen verschiedenen patbgischen
Erscheinungen undchéglichen Komplikationen erfordert die Behandlung eines mittelschweren
und schweren SHT ein adaquat ausgeréstéentruni20, 9. Mit der Therapie und Diagnostik

des SHT skbschon am Unfallort begonnemerden. Als absolute Britat gilt hier die Sicherung

der vitalen Funktionen, wenn nétig audie kardio-pulmonaleWiederbelebungDie Begleitve-
letzungen, dieineUrsacle fur einen bestehenden hypowolachen Schock sein kénnen, sollen
sofort versorgtverden. Am Unfallort sdie ein GCSWert erhoben werden und die Pupillenr
aktion, die einen Hinweis auf das Ausmald zerebraler Schaden geben kann, gepruft werden. Zur
Sicherung deAtemfunktion wird bei allen Patientesheren GCS 8 und weniger betré&gte pri-

mare Intubation empfden. Die Intubation sollte nachausreichender Analgosedierung und
Relaxierung erfolgen. Dazu eignen sich Etomidat, Propofol, Midazolam oder Ketamin, sowie als
Analgetika Morphin oderFentanyl [98, 99. Als Relaxantien werden kurz wirksame
Muskelrelaxantien wie Succinylcholin eingesetzt. Eine mechanische Beatmung gewahrleistet die
bendtigte Oxygenierung. Im Fall einer Hypotension, die als Abfall des systolischen Bletdruck
unter 90 mmHg definiert wird, muss zur Korrektine unmittelbae Flussigkeitsztuhr erfd-

gen, moglichstin Form isotoner Kochsalzlésung oder Rindeactat}Losung bis zu 2000ml.
Wenn grof3ere Mengen von Flussigkeit verabreicht werden sollen, empfiehlt man gemischte L
sungen von isotoné¢ochsalzldsung und 5% Albumin iMerhéltnis 34:1 [20, 10Q. Es kbnnen
aucheine hypertone Kochsalzlosung oder kombinierte kristaladioidale Losungererwogen
werden[98, 10(4. Wenn der systolische Blutdruck nach erwahnten MalRnahmen unter 90 liegt,
sollte die Gabe von Vasopressoren in Erwagung geraverder{101]. Es gilt di e
Stundefd i nner hadZéentrundzw. Kiamkenh&ua gebracit tverdentessolo er
endgultig diagnostiziert und therapeutisch versorgt werden hn98, 102. Die stationéare

Versorgung der Patienten naeimnemSHT zielt im Wesentlichen auf eine Minimierung des-s



30

kundaren Schaden durch entsprechende Korrekturen der Hyper/Hypoglykamie, Hypotension,
Hypoxie, Hyperthermie sowie Elektrolytenentgleisun§&® 103. Nach Sicherung und Stabil
sierung der vitalefrunktionen sll ein Schadel CT zum Ausschlugsn akuten Blutungen aeg
strebt werden. Akute sulund epidurale Hamatome erfordern eine operative Versorgung. Ein
pathologisches CT, in dem aul3er Hamatankéirnkontusionen, eine Komprimierung der &as
len Zigernen und ein Hirnddem festgestellt werden kann, ist Indikation zur Anlage einer ICP
Sonde fur ein Hirndruckmonitoring1, 20, 98. Hirndruckwertaiber 20 mmHg, die langer als 5
Minutenandauern, erfordern eine schnelle Therapie. Hierbei richtesilanach dem CPRler
folgendermal3en berechnet wird: CPPARA ICP, wobei MAP dem mittleren arterielléruck
und ICP demntrakraniellenDruck, also dem Hirndruclentspricht. Ein normaler zerebralerfe
fusionsdruck betragt 90 mmHg. Bei erhdhtem intrakraemellDruck sollte der CPP Uber
60mmHg gehalten werden, gleichzeitig solter ICP unter 20mmHg betragda0, 98 103.
Nach Angaben der deutschen Gesellschaft fiir Neurologie eignen sich folgende MalRhahmen zur
Senkungdes ICP und Afrechterhalten vo€PP:

- Oberkdrperhochlagerung um 30°

- Tiefe Analgosedierung

- Ablassen von Liquor, im Fall einartraventrikularen Platzierung der Sonde

- Applikation von Osmotherapeutika (Mannitol 0;2%/kg im Bolus)

- ModerateHyperventilation (paCD30-35 mmHQ)

- Bei theapierefraktarem intrakraniellddochdruck: kurzfristige, forcierte Hyperventikat

on, HochdosiBarbiturattherapie, osteoklastische dekompressive Kraniotomie, durch die
junge Patienten profitieren konngr04-10§.

Die entsprechende Ernahrung, intensivedizinische MalRRnahmen ungin engmaschiges

Monitoring deranderen vitale Funktionen soten gewéhrleigt sein[98].

1.4.2 Wichtigste diagnostische Mal3nahmen.

Die Patienten mit mittelschwerem und schwer8hiT solten engmaschig Uberwacherden,
sodas®ventuelle Komplikationen, Verschlechterungen Medanderungen in der Hirnpegion
und Hirnoxygenierung, hamodynamgcund respiratorische Problemmglichst frith erkannt
und theraprt werden kdnnen. Indiziert simine intraarteried Blutdruckmessung, Zentraduo-
serKatheter die Pulsoxymetrie, haufige Blutgasalysen und Messungen déektrolyte undder
Glucosespiegel,der Tempeatur und desGerinnungsstatug20, 9§. Zum spezifischen

Hirnmontoring gehdrt eine regelmalige Bewertungiber de GCS wund die
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Pupilomotorikkontrolle. Ein CT des Schadels soll bei allen Patienten mit mittelschwerem und
schwerem SHT, als sensitive und schnelle Methode fir den Nachweis von intrakranieflen Bl
tungendurchgefuhrt werdeif98]. Die hldgebende Diagostik gibtin Zweifelsfallenwichtige
Hinweise und Indikationen zum Hirndruckmonitorifigl]. Ein EEG kann die Anfadbktivitat,

die bei 60% der Patienten mit einem SHT klinisch schwer zu erkennen ist, aufzeigen.gPie Ma
netresonanztomographie stellt dieetdode der Wahl fir den Nachweis von diffusen axonalen
Verletzungen daf107]. Aufschluss fureine mogliche traumatisch&efal3dissektiomgibt eine
Angio-MR oder auch eine Neurosonographt@kultatiy konnen auch artereentseSaue-
stoffdiffererzengemessen werdedY DOi), wobei das pathologische Ergebnis dig unzure-
chendeHirnoxygenierunghinweisen kann. In der Mikrodialyse kardie Konzentratio von
Metaboliten wie Glucose, Aminosauren, Laktat und Glycletadl gemessen werden. Die beiden
zuletzt aufgezahlte Methoden gehdren gegenwaréigs techischen und finanziellen Griinden
nicht zum Standard und werden vorwiegend imeexpentellen Bereich eingesetzt. Fur sie
konnten auch bis heute keiriiberzeugenaeVorteile nachgewiesenverden [20, 98 Dariber
hinaushat es sicherwiesen, dass die Anwendung von Hypothermie keine Venegseler
Prognose bdtirnverletzungen bringtL08]. Ebenso scheiineHyperventilation eheschadlich

zu sein, da sie vielmelazur Vasdonstriktion und zur SenkungedSauerstoffgehads im Geirn
fuhrt[109].

1.4.3 Substanzen in klinischer und experimentelleFestung zur Behandlung von SHT

Bis jetzt existiert keine erfolgreiche pharmakologische Therapie fur Patienten, die ein $HT erli
ten haben. Es gibt viele Substan, die experimentell und klinisch getesterden sind. e
Ergebnisse warerumeistenttauschend.

Die GlutamatAntagonisten und NMDA(N-methytD-aspartat)-Kanal Rezeptor Modulatoren
haben bis jetzt keine Verbesserung beidhéen mit schwererBHT bavirkt, obwohl Inhibitoren
der Gruppe | des metabotropen GlutamatrezemofmGIuR) im experimentellen SHT
neuroprotektive Wirkung gezeigt habéhl(Q]. Die klinischen Studien von Substanzen wie
Selfotel, Traxoprodil und BCCRene konnten keine signifikanderbesserung des Zustasde
der Patienten nagreisen.Fur Magnesiumslfat wurde sgar eine schadliche Wirkung naehg
wiesen[97].

L-Typ spannungsempfindlichigalziumkanalBlocker wie Nimodpin zeigen inexperimentellen
Versuchen ebenso maroprotektive Wikung. NTyp Kalziumkanal Blocker, wie SNX 111,

werden wegen einer sehr starken Blutdruck senkewdekung nicht eingesetii10]. Die pos
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tive Wirkung des Nimogtins wurde in Phase IBtudiennur bei Patienten mit klarer SAB
Komponente bestatigt. Phasé$tudien missen derzeit noch abgewartet wejdén Eine Re

he von antiinflammatesch wirkenden Substanzen wurdef dem Gebiet des SHT untersucht.

Bis jetzt hat sich hausgestellt, dass Prosgatin als Inhibitorder leukozitaren Adhéarenz und
Aggregationden neuronalen Zelltod im Neokortex bei Rattreduziert. Die Bradykinin B2
Rezeptor Antagonistemermindernauf3er neuroprotektiveNirkung das vasogenélirnodem
wasbei Rattengezeigt werden konnte [11LAn klinischen Studien wden mit denB2 Antag-

nist Anatibant interessamtErgebnisse erzielt, jedoch umfasste die Studie ner sshr kleine
Patientenzah[97]. Es wurde nachgewiesen, dass Endocanabinoiden die Freisetzung \an Glut
mat, freien Sauerstoffradikalen undyibkinen owie dieAktivitdt von Endothelin vermindern.

Die viel versprechenden Daten aus den Phase | und Il Studien wurdenumfangreicheren
Phase Il Studi¢eider nicht bestatigi97]. Hoffnungsvolle Ergebnisse brachten die Einsatze von
Progesteron, wobé&lhase IIl Studien einer grof3en Patientenzahl folgen w¢edén

Nach aktueller Datenlage ist die Gabe von Kortikosteroiden bei einem traumatisch bedingten
Hirnédem kontraindiziert. Die CRASH Studie wurde friihzeitig abgebrochen, nachdem sich eine
signifikant héhere Mortalitatsrate bei Patienten, die mit Methylprednisolon behandelt worden
waren, erwiesen hft11]. Die Studie zeigte die Ineffektivitat der Paninhibition des Immsnsy

tems bei einem SHT urdthriber hinausogar dessen schéadliche Folgen.

1.5 Charakterisierung desAnti-Faktor B Antikorpers (mAb 1379)

Es handelt sich urainenmonoklonal@, spezifischa Anti-Faktor B Antikdrper, devon Prof V.

M. HolersundMi t ar bei tern mit W2F9 B eea wiirde[hb2uEn gu- AmA b
tralisiertdenFaktor B im Serunvollstandig indem e sichandie dritte SCRDomanedes Faktor

B Molekilsbindet. De Effektivitat desAmAb 1379 Antikdrpers wurde indenexperimentellen
Versuchen von ProlV. M. Holers undseinenMitarbeitern nachgewiesgi12-114]. Der Anti-

korper mAb 137%eagiert mit Faktor B vo den SpezieMaus, Ratte, Affe, Schwein und Pferd.

Die pharmakokinetischeEigenscha#n des mAb1379 Antikdrpers wurden von Herstellem u
tersuchtwobei es sich zeigte, dasine Gabe voimg i.p. dieses Mi#tkamentsbei den Mausen

den alternativen Komplementaktivierungswag48h blockierf112].
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1.6 Hypothesée Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchumtgs Einflusses von pharmakologischer, selektiver Bl
ckade des alternativen Komplementaktivierungswegeg die neurologische Erholunglas
Ausmald der sekundaren Schaden diedmmunologische Antwomach einem experimentellen
SHT bei MausenAngesichs des therapeutiben Versagens der Immunsupgsien unddes
Wissers Uberdie partielle neuroprotektivEunktion von Zytokinen und Komplemerscheint die
Inhibition des alternativen Weges, dessen entscheidende Rolle in anderen Entitaten rachgewi
sen wurde, sehr interessant zu sein. Die Versuche mit FakiefiBenten Mausen zeigten
hoffnungsvolle Ergebnisse.

Untersucht wird die neurologische Erholung nach einem SHT der mit I8%B behandelten
Tiere im Vergleich zur PlacebBruppe. Es wird davon ausggngen, dass durch die Blockade
des alternativen Kompleantaktivierungsweges mit mAb379einesignifikant bessere neuro
gische Erholungerreicht werden kann. Dartibkmaus wird angenommen, dassséi@eharu-
lung die Apoptoserate unddie sekundare Hirnschaden verringert, die Expression
antiapoptotischen B Gensfordert und zu Wterregulation der H6 sowie 118 fuhrt. Die
Blockade de C; Proteine mit Crry tragenderintikdrper verursachte eine Hochregulation der
Komplementrgulatoren G-Inh, CD 55 und CD59Es wird derFrage nachgegangen, ob durch
eineFaktorB Blockadeeine&hnliche Regulation beobachtet werden kaddia.klinischeVerbes-
serungwird mittels NSS untersuchtlie Expression der Gengird durch real time RIPCR le-
stimmt, die Apoptose wird im TUNEL nachgewiesen und zusatzlich werden
immunhistochensiche Farbungen angefertigt, undas Ausmald der Soién und
Leukozyteninfiltration einzuschatzen. NSS wird den Zeitpunkten 1h, 4h, 24h und 7 Tagen
nach dem Traumaerhoben Molekularbiologische Bestimmungen uncthmunhistochemische
Farbungererfolgenzum Zdtpunkt 4h, 24h und 7 Tageach SHT.
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2. Material und Methoden

2.1C57BL/6 Mause

Alle Experimente werden mit manatien Wildtyp (WT) Mausen, Stam@57BL/6, durchge-
fuhrt. Die Tiere wurden von ddfirma JacksorLaboratory USA) bezogen und in den Fo
schungseinrichtungen furxgerimentelle MediziflFEM) gezichtet. Die Haltung der Tiere e
folgt unter den Standardbedingungerirkfreie Bedingungen, Lufttemperatur von 21°C, tkuf
feuchtigkeit 60%, Beleuchtungsperiodenvé- 18 Uhr, Futter und ad libidn zurVerfiigung
stehendes Trinkwasser (pH 7) ndlen gewabhrleistet. Die den Experimenten unterzogenen Tiere
werden einige Tagen vor Experiment vereinzelt. Die Tiere wiegen zwischgbg2dnd sind 15

17 Wochen alt.

2.2 Versuchsgruppen
Die Tiere werden wegeunterschiedlicheBehandlungsschemata in 4 Gruppen eingeteilt:
1. C57BL/6 Mausemit SHT und mAb 1379 InjektioA mAb 13 79fi Gr urg
2. C57BL/6 Mausenit SHT und Placebobehandiu@§P| acebofi Grupp
3. C57BL/6 Mause die nach Narkoseeinleitung eine mediane Inzigioklaut
ohne Trauma erhalteA ShamfA HBruppe
4. Kontrollen, C57BL/6 Mause ohne Behandlung und jegliche Intervention
ANi | A Gruppe
In jeder Gruppe mifAusnahmeder A N i Grufppe werden molekularbiologische Analysen zu 3
begimmten Zeitpunkten vorgenommef:Stunden nach SHT (4h), 24 Stunden nach SHT (24h)
und 7 Tage nach SHT (7dpie Anzahl der Mauséetrat entsprechend n=6 pro Gruppeo
Zeitpunkt fur die Genexpressi@analyse, n=3 ebenfalls pro Gruppe pro Zeitpunkfir
Immunhisbchemie und TUNEL. AlleTiere weden zusatzlich zuden erwdhnten Zeitpunkten
vor dem SHT sowie 1h danagkwogerundmittels NSS1h nach dem SHT sowie zu den fur die
molekularbiologischen Analysen erwéhnten Zeitpunidetestetl n  der ANirdeh Gr u

insgesamt 3 Tiere beolddet.

2.3 Experimentelles Traumamodell

2.3.1 Traumagerat und die Durchfiihrung des Traumas

Alle Experimente werden mittels des von Chen et al. entwickelten und standarisierten
Traumamodells durchgefihfi15, 11§. Das Model | -dropellelvtdareridn A we

wurde an die Experimente mit Mausen angepasst. Das verwendete Mad&lbtldung6 dar-
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gestellt. DadPrinzip beruht
darauf, dass ein Gewicht
von 333g, manuell ausg
lost, auf die freiglegte
linke Seite der Schadedk
lotte desVersuchstiers fallt
und damit einen standard
sierten traumatigeen
Impakt appliziert. Die
Hoheaus der der Rurstiab
fallt wird auf 23 cm def
niert. Das beschriebene

Modell wurde bereitsvon

Abb. 6 Verwendetes Traumagerat Elierl et al., 2009); a. Traumagerat Forschungsgruppen bei
b. Haltevorrichtung, elektronisch gesteuert c. Stabilisierung des Stapel: h Studi .
d. Silikonspitze des Gewichts e. Tisch, auf den die zu trawatisierenden menreren udien eleg

Tiere aufgelegt und gehalten werden. setzt und garantiertsomit

die Vergleichbarkeit und Relevanz der Ergebni§se.friheren Experimge zeigen weitesty

hend ahnliche pathologische Erscheinungéa,se bei einem echteBchidelHirn-Trauma at:

treten konnef85, 115, 117.

Vor der Durchfuhrung des Traumas werden alle Tiere mittels einer Inhalationsnarkose betaubt,
es werden 8 ml Isofluran iden Narkosetopf gegeben. Die Dauer einer einzelnen Narkese b
tragt 25 Minuten unddas Tierwird vom Experimentator Uberwacht. Nachdelas Tier betaubt

ist, erfolgt die zusétzliche perioperative Aredg durch eine subkutane Injektion von 0,2 ml
Tramal® (10mg /kg), eine praoperative Gewichtsbestimmung und die mediane Inzision der
Kopfweichteile in Langsrichtung bis zur Schadelkalotte daaDarstellung der Schadelbtte

die Positionierung der Traumastelle auf der linken Kalottenseite wesentlich erleichtert.

Danach wird das Trauma durch den freien Fall eines 333g schweren, geflihrten Stempels aus
einer Hohe von -8 cm auf die linke Kaltienseite appliziert. Die Versudiese werden mit
100%igen Sauerstoff bizum Erwachen unterstitzt uildren Kafigen zugefiihrt. Das Exper

ment ist vom ALandesamt fg¢r Arbeitsschutz un
(G0099/03).
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2.3.2Gerate und Chemikalien

Traumagerat (Anfertigung innerhalb der
Charig)

Waage (Scaltec)

Skalpell (Produkte fur die Medizin
AG)

Pinzette (Roth)

Spritzen (1ml) (Becton Dickinson)

Kandlen (0,45mm x12mm) (Braun)

Oi-Druckluftflasche (Linde)

Narkosetopf

Guillotine (Anfertigung innerhalb der
Charig)

Neurological Severity Score Parcours (Anfertigung innerhalb der
Charitd

Ethanol (J.T.Baker)

PBS Dulbecco (Biochrom AG)

MedizinischerOi (Linder)

Aqua dest

2.3.3 Medikamente

Forene® (Isofluran) (Abbott GmbH & Co0.KG)
Ampuwa® (Tramadol) (Fresenius Kabi)
Miliseptol (Desinfektion) (Braun)

Anti-Faktor B Antikorper (mAb 1379) (LaborProf. V. M. Holers

Departments of Medicine and
Immunology, University
Colorado Health Sciences
Center, Denver, USA)
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2.4 Pharmakologische Therapie

Entsprechend der vorher festgelegten, zufélligen Zuteilung der Tiere zu verschiedena Behan
lungsgrupperwerden Medikamente applizierDie Nil und ShamGruppen bekommehis auf
Schmerztherapie bei deweiten Gruppekeine Behandlung Der mAb 1379Gruppe wird 1mg

mAb 1379 i.p. in 04 ml PBS 1h und 24hach dem Tauma gespritzt. Die Tiere der Placebo
Gruppe bekommen &, ml PBS i.p. ebenfalls 1h und 24lachdemTrauma.Die Zeitpunkte der
Behandlungen wden sorgféltig ausgewahHiel war, dass das systemisch applizierte Madik
ment das ZNS erreichen kann. Bei diesem Traumamodell persistiert dkSBHIBg zwischen

1 Stundg1h)und 24 Stunde(24h)nach dem Trauma [115

2.5 Neurological Severity ScorgNSS)

Um das Ausmald der durch das Trauma hervorgerufenen zerebralen Schaden messen,zu kénnen
wurdeein Neurological Severity Score entwick§ltl8]. Esenthalt 10 Parameter, die eiolejek-

tive Beurteilung demeurologischen Ausféalleulasseri85, 117, 118 DasNSS beruht auf 10
Aufgaben, die die Tiere jeweils erfillen missé&a.nach Erfolg oder Misserfolg beim Erfillen
einzelner Aufgaben werden Puelerteilt (Erfolg0, Misserfolgl). Der Test erlaubt eine olbje

tive und einfache Bewertung der wichtigsten neurologischen Parametenit dier Schwere des
Traumas und detraumabedingten Komplikationen einhergehen. Das maximal zu erreichende
Ergebnis von 10 Punkten entspricht schwerwiegenden posttraumatischen EinschrarRiengen.

Aufgaben und die Bewertung illustriert die Tabelle 6 (Seite 38).
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Tab. 6 NSS (Neurological Severity Score) fir Mause (Bewdani et al. 2001).

Aufgabe Beschreibung Beurteilung/Punkte

Austreten aus dem Kreis Fahigkeitund Initiative einen Kreis 0/1
(30cm Durchmesser) mnerhalb von 3
Minuten zu verlassen.

Mono-/Hemiparese Kontralaterale Parese von oberer 0/1
und/oder unterer Extremitit.

Geradeaus laufen Motorische Fahigkeit und Initiative 0/1
geradeaus zu laufen.

Schreckreflex Reagieren auf lautes 0/1
Hindeklatschen (unbewusster
Reflex).

Suchverhalten Physiologisches Verhalten als 0/1
Zeichen des Interesses an der
Umgebung

Balancieren auf einem eckigen Fahigkeit auf einem Balken (7num 0/1

Balken Breite) mmdestens 10 Sek. zu
balancieren

Balancieren auf dem runden Fahigkeit auf einein Balken (Smin 0/1

Balken Breite) mindestens 10 Sek. zu
balancieren

Laufen auf dem 3cm Balken Fahigkeit auf einem Balken von 0/1
30cm Lange und 3cm Breite zu
laufen.

Laufen auf dem 2cm Balken Gleicher Test, 2cim Breite des 0/1
Balkens

Laufen auf dem 1cm Balken Gleicher Test, 1cm Breite des 0/1
Balkens

Bei einemNSS von 8 oder mehr Punkten widrVersuch abgebiahen und daSier der Eutha-
nasie zugefuhrt.

Alle Tiere werden jeweilgu den folgenden Zeitpunktelurcheinenerfalrenen Experimentator
untersuchtlh, 4h, 24hund 7 Tagg7d) nach TraumaDiese Untersuchung ist fitten Expei-
mertator verblndet. Die Tiere werden bei dieser Gelegenheit jeweils gew@genGewicht und
dasNSSwerdenzu allen Zeitpunktemauf Bogen dokumntiert. Die Behandlung wurde jeweils
nach denNSSTest durchgefinhrt.
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2.6 Gewebe

Die Tiere werden zu bestintan Zeitpunkten (4h, 24h, Yaach Uberdosierung der Anasthesie
dekapitiert und getotet. Es wird jeweils Blut entnommen. Gahirne werden ifkryordhrchen
eingepackt und in fluissigemi&istoff schockgefreen. Das Blut wird bei +4°C20 Minutenlang
bei 7200 x gzentrifugiert danach das Serum abpitipg und ebenfallsimgehend in flissigem

Stickstoff schockgefroren. Die langere Lagerung deb&n erfolgt bei80°C.

2.7 Komplementaktivitat

Die Quantifizierung der Aktivitat des alternativen Komplementaktivierungsweges wurde durch
die Arbeitsgruppe von Pro¥.. M. Holers (Department of Medicine and Immunology, University
of Colorado, Health Sciences Center, Denver, CO 80262, USA) durchgefihrt DEE2Blut
wurde bei allen Versuchstierem allen o0.g. Zeitpunkten entnommen, abzentrifugiert, die Seren
abpippetiertaliquotiert, bei-80°C eingefroren und in diesem Zustand versaddth dem Auf-
tauen wurden 10ul Serum von jeder Probe enthommen uneimeitn Zymossan Assay (&i
ma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)n Menge von 1dinkubiert. Die Inkubation wurde bei einer
Temperatur von 37°C in 5mMIgCli und 10mM EQA Lbésung, die mit kalziumfreiePBS bis
zum Gesamtvolumen von 100ul aufgdfivurde, durchgefihrtDer Nachweis von £ Ablage-
rungenals Marker der Akvierung des alternativen Wegegolgte mittelsAntikdrper gegen ¢

die mit FITC markiert wurden(Cappel, Durham, USA) AnschlieBend wurde eine
Durchflusszytometrie durchgefiihibie Komplementaktivitat wurde fir jede Probe aus der u

ten genannten Formel berechrj#i2, 119].

pTT

I EOOQ IA@IAOAMARIDOT AKX ET OAOCEABRAOI
I EOO8 IA@AOC AR OESEDODIOT ( EROAOCEABRAODI

2.8 Zelltodanalyse (Apoptose)

2.8.1 Prinzip der Methode

TUNEL (TerminatDesoxyribosyTransferaséVliediated dUTP Nick End Labelingstellt eine
Methodedar, die dem Nachweis eingtihen Apoptose dient. Die Methode baseut dem E-
kennenvon freien 3 -®©H-Enden, die durch DN#Strangbriiche entstehedurch die terminale
DesoxyribosyTransferaselie ihnen fluoreszenzmarkierté&ukleotidderivate ankoppelt. Unter
demFluoreszenzmikroskpwerden die apoptotische Zellkerne hell leuchtéadestellt.
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2.8.2 Durchfiihrung

Die Vorbereitung der Kryoschngtist im Kapitel 2.9.2 (Seite #®eschriebenDie Kryoschnitte
werden erst 12im -20°C gelagertNach 30 Minuten Trocknen bei RArfolgt die Fixierung in
Formalinlésung Uber 10 Minuten. Jetzt folgt dreimadigéaschen in PBS, jeweils ca. 3 Minuten.
Die Fixierung der Schnitte wirl Minutenlangin EthanolEssigsaure beR0°C vorgenommen,
gefolgt vonWaschen in PBS. Zur Permeabilisieg wird TritonrX100 fur 1h bei RTeingesetzt.

Es folgt Waschen in PBS. Die Positivkontrollen werden ausgenommen und mit der-DNase
Verbrauchslésum 20 Minuten bei RTnkubiert. AnschlieRend werden die ProberPBS geva-
schen. Ab disem Zeitpunktwird im Dunkeln gearbeitet. Alle Proben werden mit je 50 ul
TUNEL Reaktiors Mixtur fur 90 Minuten bei 37°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Die
Inkubation der Negativkontrollen wird ohne Enzym Solution durchgefutathNiem PBS &+
schen erfolgtlasEindeckeln mit Vectorshield DAPI. Jetzt wird fir die Auswertung das Fidore
zenzmikroskop eingesetzt. Es werden zwei Filter 460 nm (fir DAPI) und 520 nm (fur TUNEL)
benutzt. Die Ergebnisse werden digital fotografiert und gjebprt.

2.8.3 Gerateund Chemikalien

Fluoreszenzmikroskop (Zeiss,Axioskop 40)

PC Software (Alpha digi doc 1201)
Inkubator (Memmert)
Gefrierschrank 20°C (Liebherr)

Parafilm (American National Can)
Pipetten (0,5L0ul, 10-100ul,100-1000ul) (Eppendorf)

Farbebéader

In situ cell detection kit, Fluorescein (Roche #1168495910)

-Label Solution 550ul
-Enzym Solution  50pl

Vectorshield (4-6 -Diamidino-2-phenylindole (DAPI)) (Vecton
BSA (Vecton
MgCli (Roth)
Tris HCI pH 75 (Roth)
Glycerol (Roth)
37% Formalinldsung (Roth)

PBS Dulbecco Instamed 9,559/l (Biochrom AG)



Ethanol
Essigsaure
Triton X-100
DNase 1, grade |
Aquadest

Eis

2.8.4 LOsungen

DNase grade | Stocklésung

DNase Puffer

DNase Verbrauchslosung

TUNEL Reaktions Mixtur

Negativkontrolle
Formalinlésung
Ethanol/Essigsaure
Triton X

2.9 Immunhistochemie
2.9.1 Prinzip der Methode
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(J.T.Baker)
(Merck)
(Acros)
(Roche)

20 000U/ml

50% Glycerol

20mM Tris HCIpH 7,5
1mM MgCli

50mM Tris HCI pH 7,5
10mM MgCi

1mg/ml BSA

50ul DNase Puffer

1pl DNase Stockldsung
450ul Label Solution
50ul Enzym Solution
100pl Label Solution
10%ig in PBS (pHWert 7,4)
1:2

3% in PBS

Die Immunhistochemie stellt eine Methode zum Nachweisaurddentifizierung der Antigene

in situ dar. Unter dem Begriff Imnmunhistochemie werden verschiedene Techniken verstanden,
die allerdings alle auf dem Prinzip der Bindung eines spezifischekt®pers an dagewinsb-

te Antigen basieren. Die VisualisierungsdAntigens erfolgt durch verschiedene mikroskopische
Methoden.
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2.9.2 Ausfiihrung der Immunhistochemie

Es werdenProben aller Versuchsgruppen (Nil, Sham, Placebo, mAb 1379) ursididhsizet
punkte (4h, 24h, Jduntersucht.

Die in allen Experimenten verwdate Methode basiert a@fnemBiotin- (Strept) Avidin De-
tektionssystemEs wird mit den Vectastain Elite ABC und Vectastain DAB Substrat Kits der
Firma Vector gearbeitet. Die Durchfiihrung richtet sich ndeh Angaben des Herstellers der
Kits.

Zum Einketten der Game wird Tissue Tec benutzt. Die eingebetteten Proben werde8®BEi
gelagert. Die eingebetteten Gmele werden im gefrorenen Zustand koronar Kryostat g-
schnitten und auf Deckglaser aufgebracht. Es werden Schnitte von der Traumastel&amun
Hippocampus angefertigt. Die Dicke der Kryoschnitten betragt 8 um. Die Schnitte werden tber
Nacht getrocknetAlle Pradbenwerdenbis zur Farbundpei-80°C aufbewahrt.

Unmittelbar vor der Farbung wurden die Ksghnittelh bei RTgetrocket unddanach 10 M
nutenin eiskaltemAceton (20°C) fixiert. Die einzelnen Schnitteverden mit dem Dak&en
umrandé Danach erfolgt das WaschenRBS (5 Minuten). Die in eine feuchte Kammer gele

ten Objekttrager werden mit 0,3% ® betropft und 3Minuteninkubiert. Nach dem néachsten
Waschschtt mit PBS werden die Schnittait einem 1:200 in PBS/FCS verdiinnten Vectastain
Normal Serum blockiert, damit unspezifische Proteinbindungsstellen abgeséttigt und unspezif
sche Reaktionen vermieden werden. Nach ddmgie®endes Normal Serums urabermaligem
PBSWaschen werden die Praparate mit demmaren Antikorperin einer definierten Verdu

nung GieheTabelle 7 1h bei RTinkubiert. Nach dem -Bninutigen PBS Waschen werden die
Schnittebei RT 30 Minuten langmit demsekundaren Antikgperinkubiert. Danach erfolgiVa-
schen inPBS und eine 3tninutige Inkubation mit Vectastain Elite ABC Reagenz. Jetzt wird 5
Minuten langmit PBS gespult. AnschlieRend werden diersitafir 5 Minuten bei RTmit dem
Vectastain DAB SubstteKit, das Chromogen enthékiersetzt. Die Reaktion wir@ Minuten

lang mit Aqua dest gestoppt, die Praparaterdentber eine Alkoholreihe (70% Ethanol, 96%
Ethanol, 100% Ethanol, Xylol) entwassert und mit Entellan konserviert. Nach dem Stoppen we
den GRAP Proben zusatzlich 5 Minuten inéthylgriin gegengefarbt und danach 2 Mindgeg

in Wasser gewaschen. Die mikroskopische Auswertung wird digital dokumentiert.

2.9.3 Gerateund Chemikalien
Cryostat HM 560 (Microm)
Mikroskop Olympus BX41 (Olympus)



Olympus DP Soft Software
Digitalkamera Camedia C5050
Objekttrager

Deckglaser

Kihlschrank 20°C

pH Meter

Pipetten (0,5L0ul; 10-100pl; 1061000ul)

Messer (Mikrotome Blade)
Pasteur Pipetten
Farbebéader

Pinzetten

Alufolie

Praparatekisten

Tissue Tec
DakoCytomatiorPen
Entellan®

Aceton

Hi Oi

Xylol

Methanol

Ethanol (70%, 96%, 100%)
PBS Dulbecco Instamed 9,559/l
FCS

Methylgrin

Aqua dest

Vectastain Elite ABC Kit

a) Mouse Kit

b) Rabbit Kit

c) Rat Kit
Vectastain DAB Substrat Kit

Die Antikorper sindn der Tabelle ‘Aufgelistet.
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(Olympus)
(Olympus)
(MenzelGlaser)
(MenzelGlaser)
(Liebherr)

(Fisher Scientific)
(Eppendorf)
(Feather)

(Roth)

(Roth)

(Folien GmbH Monheim)
(Ceesem)
(Sakura)
(DakoCytomation)
(Merck)
(J.T.Baker)
(Fluka)

(J.T. Baker)
(J.T.Baker)
(J.T.Baker)
(Biochrom AG)
(Biochrom AG)

(Alexis, Vector Laboratories)
(#PK 6102)
(#PK 6101)
(#PK 6105)

( VectorLaboratoriey
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Tab. 7 Immunhistochemie, priméare Antikérper.

Antikorper Firma Verdiinnung | Darstellung
Mouse antt neuronal nuclei | Chemicon 1:2000 Neuronen

(NeuN) monoclonal

Rat anti mouse CDI11b Accuspecs 1:200 Makrophagen,
polymorphkernige Zellen,
Mikroglia
Rabbitanti glal fibnillary Imnmunon 1:100 Gliazellen
Acidic protein (GFAP)
2.9.4 Ldsungen
HiOi (0,3%) in Methanol
PBS/FCS 1:10
Blocking Serum aus Vectastain Elite ABC Kit 1:200 in PBS/FCS
Sekundéarer Antikorper aus Vectastain Elite ABIC 1:100 in PBS/FCS
Vectastain Elite ABEReagenz 20ul A Reagenz
20ul B Reagenz
2960ul PBS/FCS
Vectastain DAB Substrat Kit 2,5ml Aqua dest

1 Tropfen Puffer

2 Tropfen DAB

1 Tropfen Hydrogenperoxid
1 Tropfen Nickel

2.10 Analyse der Genexpression

2.10.1 RNA Isolierung

2.10.1.1 Prinzip der Methode

Die Gehirne werden homogeigg und die Zellen lysiert. Diganze RNA wird extrahiert und

gereinigt. Durch Reinigung werden genomische DNA und Proteine ausgewaschen.

2.10.1.2Die Ausfuihrung
Nach der Entnahmaus deniTiefkihler ¢80°C) werden die Gétme sofort geteilt, gewogen und
in 2ml vorgekuhies Qiazol tUberfuhrtDie linken und rechten Hirnhalften werden separat-bea

beitet. Danach erfolgt einédomogenisierung unter Eiskuhlung jeweils 3x 10 sec. mit 30 sec.
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Pause zwischen den Homogenisigygsthritten. Nach jeder Probe wildr Homogenisator 3x
mit bidestilliertem Wasser, 100% Ethanol und 0,1% DEPC Wasser gespult. Die Lyse der Proben
erfolgte durcheine 15minutige Inkubation beRT. Mit der weiteren Aufarbeitung der Proben
wird anhand von Qiagen RNeasy Handbook verfahEsnwird ein RNeasy Mini K benutzt.
Die Proben werden mit 400ul Chloroform versetzt, ca. 15 sec. geschittelt uneliténevd M-
nuten iNnRT inkubiert. Fur die Phasentrennung wird die Losung auf 2ml Readefalle auéy
teilt und 15 Minuten8000 x g, bei 4°C zentrifugiert.

Die obere, wassrige Phase wird entnommen und aufQégen Séaulgereinigt, gemaden An-
gaben deFirma Qiagen. Von jeder Probe mlenca. 1000ul gewonnen, davon 350ul in eiihe
es Reaktionsgefald tberfuhrt, mit 350ul 70% Ethanol versetzt, gemischt und euRreasy
Saule gegebemer Rest der wassrigePhase wird bei80°C eingefroren. Die Séaulen werden 15
sec., 7200 x g, bei RT zentrifugiert. Der gesamte Durchlauf wird veewoth den nachsten
Schritten weden auf die SadulaacheinandePuffer RW1 (700ul)sowie 2x RPE (500ul) geg
ben und jeweils 15 setang bei 7200 x g und RT zentrifugiert. Der Durchlauf wird verworfen.
Nach der zweiten Gabe von RPE Puffer erfolgtZminutiges Zentrifugierebei RT und 7200

X g. Dannwird die an der Membragebunden®NA 2x mit 35 pl RNasdreiem Wasser gelost.
Die Saulen weden wieder jeweils nach der Gabe von RNaserfieWasser abzentrifugiert
(IMinute, 7200 x g, RT). Die R6hrchen miergesammelten RNA werden auiskEgestellt, at
quotiert, beir 80°C eingefroren.

Zur Konzentrationsmessung wird 1:50 in B&EWasser verdinntBNA genutzt. Die gemessene
Losung enthié 2ul RNA-Losungund 98ul 0,1%iges DEPGWasser. Die Messung erfolgt im
Spectrophotometer laut Gebrauchseinweisung (BioRddhen der Konzentration déXNA
wird auch die Reinheit der Proben bestimmit.

4= 8] Tm

Die Extinktion soll im Bereich zwischen 0.2 und 1,5 liegéie Reinheit kann je nach Gerat und
Losemittelvariieren darf aber nicht weniger als 1,8 (BioRad, Gebrasaciveisurg) betragen
Um die Qualitéat der RNA zu Uberprifen, wirdon jeder Probe 1pl RNA entnommen, auf 5ul

RNase freies Wasser verdinnt und im BioanalyA®02(Agilent Technologies) analert. Die
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Vorbereitungund das Auftragen der Proben wimdt RNA 6000 Nano LabChip®Kit und laut
Reagent Kit Guide (Agilent Techragies) durchgefiihrt. Die erzeugt®anden und Kurven
wurden anschlie3end fotografiert und gespeichert

2.10.1.3 Gerateund Chemikalien
Homogenizator Ultra TURRAX T25 basic (IKA)

Zentrifuge 5417R (Eppendorf)

Mikro 7 Zentrifuge (FisherScientific)

Pipetten P4P1000 (Gilson)

Pipettenspitzen mit Filter divers (Art, Neo Lab)

Zentrifugenrohrchen mit Deckel (Greiner)

ReaktionsgefalRe 1,5 und 2.0ml (Eppendorf)

4°C Kuhlstander (Eppendorf)

Spectrophotometer SmartSpec 3000 (BioRad)

Quartz Spectrometer Cell 10 mm (BioRad)

Bioanalyzer Agilent 2100 (Agilent technologies)

Skalpelle (Produkte fur die Mdizin
AG)

Schere (Dahlhausen)

Alufolie (Folien GmbH Monheim)

Qiazol (Qiagen)

Ethanol (100%) (J.T. Baker)

Rnase AWAY (Molecular BioProducts)

Chloroform (100%) (Roth)

0,1% DEPC (in autoklaviertem Wasser) (Sigma)

70% Ethanol (in 0,1% DEPC Wasser) (J.T.Baker)

RNeasy Mini Kit (Qiagen)

Rneasy Mini spircolumns (2ml)
Collection tubes (1,5ml)
Collection tubes (2,0ml)

Buffer RW1

Buffer RPE

RNase freies Wasser
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RNA 6000 Nano LabChip Kit (Agilent Technologies)
RNA 6000 Marker fur Quantifizierung der Proben von RNA (Ambion)

2.10.2 cDNA Synthese

2.10.2.1DasPrinzip der cDNA Synthese

Die gewonnene RNA wird jetzt mittels uttifunktioneller Reverse Trarwiptasezur komple-
mentaren DNA (cDNAumgeschriebenDurch Anwendunglerentsprechendenrifher wird nur

MRNA umgeschrieben.

2.10.2.2 Durchfiihrung

Die weiteren AnalysederProben werden nur mit der RNA der linken Hemisphéaren (Trattmas
elle) vorgenommerEs wird mit Omniscript Kit gearbeitet und nach Anweisung des Herstellers
vorgegangen (Omniscript® Reverse Transcription Handbook, Mai 2D )Mengedes Star
materials, welchgin cDNA umgeschriebemwird, entspricht 2ug RNA. Alle Proben und d&re
genzien werden auf Eis aufgetaDer RNase Inhibitor (geliefert 40U/ul) wird mittels RT1x fPu

fer 1:4 verdunnt und immer frisch vorbereitet. Olwjd Primer undNonamer Primer werden in
1mM Tris Losung (pH=7,0) gelosDie gevortext& und abzentrifugierte LOsungen weden in
Reihenfolge und Mengen in 0,5ml Reaktionsgefal3en, wie in der Tabealldégefiihrt, vorgelegt.
Der ganze Vorgang findet auf Egatt
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Tab. 8 Reagenzien der Revers@ranskri ption Reaktion mit Volumina und Konzentrationen (Qiagen,
Omniscript® Reverse Transcription Handbook, Mai 2004).

Komponenten Volumen pro Reaktion Endkonzentration
Master Mix

10x Bufter RT 2l 1x

dNTP Mix (5 mM each dNTP) 2ul 0.5mM each dNTP
Oligo-dT Primer(10 pM) 2l 1 nM

Nonamer Primer (100pM) 2l 10 M

RNase Inhibitor (10 units/pl) 1l 0.50/ul
Ommiscript Reverse Transcriptase 1l 0.20/ul
RNase-fretes Wasser Variabel

Template RNA

Template RNA Variabel nach Konz. 2 g /20ul

Total volume 20l

Die Proben werden anschbiend bei 37 60 Minuten lang inMastercycletinkubiert, dannso-

fort auf 4°Cuntergekihlt, mit RNastreiem Wasser auéin Endvolumenvon 100ul verdiinnt

und bei20°C gelagert.

2.10.2.3 Geréateund Chemikalien
Pipetten P4P1000
Pipettenspitzen mit Filter divers
Mastercycler

Reaktionsgefalle (0,5ml)

Mikro 7 Zentrifuge

Heizblock; DriBlock; DB 2D

Kihlbox Iso Freeze

Omniscript Kit:
dNTPs
Reverse Transcriptase
10x RTBuffer

Rnase freies Wasser

(Gilson)

(Art, Neo Lab)
(Eppendorf)
(Eppendorf)
(Fisher Scientific)
(Techne)
(NeoLab)

(Qiagen #205113)
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Primers: Oligo dT16 Primer (Operon)
Nonamer Primer (Operm)
RNase Inhibitor (Rnasin 40U/pl) (Promega)

2.10.3 Realtime RT-PCR

2.10.3.1 Prinzip der Methode

Der wichtigste Urgrschied zwischen traditionellCR undreattime RT-PCR liegt dam, dass

nicht die absolute Menge dBCR Produldsgemessen, sondern die PCR Kinetik genutzt wird.
Bei realtime RT-PCR wird die Menge des Produktes im egonentielen Phaseam Anfang der
Reaktion gemessen (=Echtzegbsmmung). Zu diesem Zeitpunkt kommt es zu einer genauen
Verdopplung der Menge der DNA, wodurch die Messung quantifizierbar ist. AlkimeaRT-

PCR Systeme basieren auf der Detektion und Quantifizierung eines fluoreszierendenr-Reporte
farbstoffs, desse®ignal direkt proportional zder Menge an gebildetem PCR Produkt ist. Es
wird ein Haushakgen benutzt, das immer gleich exprimiert witths Verglehen der Express

on des Haushtdgens und untersuchitesers ermoglicht eine relative @antifizierung der E
gebnisseAls Richtwert zum Vergleich der Expression der untersuchten Gene wed witus-
zahl(Cr -Wert) bei demdie Fluoreszenzles Produktedeutlich vom Hintergrund abgehoben ist
und ein fur alle Gene gleichegéeBhold erreicht hat, genommen. Die ide des Produktes ist
beim Errechen des flesholds fir alle Proben gleidber Cr -Wertwird fur jedesGen bestimmt.

Unter Annahme, dass die Reaktion exponentiell verlauft, kann man das Verhéltnis zwischen der
Menge des untersuchten Gens dedHaushaltgens am Anfang der Reaktion berechnen.

2.10.3.2Durchfuhrung

Alle reattime-RT-PCR Experimente werden ausschlief3lich nach dem QuantiProbe Prinzip und
mit dem QuantiTect Probe PCR Kit durchgefihrt (Qiagen). Als Haushaltgen gilt jeweils
GAPDH. Zuerstwerden Master Mix, Assays ur@DNA auf Eis aufgetaut. Nach dem Vortexen

werden die Reagenzien wie in der Tab@lf@petiert.
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Tab. 9 Reaktionskomponerien fir PCR. QuantiTect Probe PCR MasterMix enthalt HatStarTaq
Polymerase, QuantiTcet Assay Mienthélt entsprechende Fmer und Probesequenzen.

Komponenten Volumen/Reaktion | Endkonzentration
2x QuantiTect Probe PCR MasterMix 12,5l 1x

10x QuantiTect Assay Mix 25 1x
Master mix der cDNA

RNase-freies Wasser 8l

Template cDNA 2ul

Total volume 25l

Bei allen Untersuchungen werden fur jedes Gen negétiwgrollen (NTC) durchgefiihrt. Dabei
wurde statt decDNA ein gleichgrol3es Volumen vdRNasefreiem Wasser eingesetaton je-
der Probe wird jeweilein Haushaltsgen gemessen. Deattime RT-PCR wird am DNA Engine
Opticon durchgefihrtAm Anfang wird jeweilsein UNG-Verdau, der eine carryover Kontam
nation der Proben verhindern soll, durchgefiibie realtime RT-PCR Konditionen werden laut
derVorschriften des Herstellers d&# s wie folgt eingestellt und bei allen Experimenten eing

halten

Tab. 10 Reattime RT-PCR cycling Konditionen.
(Quanti TectE Gene Expressio

Schritt Leit Temperatur
PCR

UNG Verdau 2 50°C
Aktivierungsschritt 15 Minuten 95°C

3-step-cycling

Denaturierung 15 sec. 94°C
Annealing/Detektion 30 sec. 56°C
Extension 30 sec. 76°C

Anzahl der Zyklen 45
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2.10.3.3 Effizienzbestimmung der Assays

Da die Effizienzder einzelnen Primer grof3en Einfluss auf die Afmkationsrate der Reaktion
hat, wird sie fur alle untersuchten Gene bestimmt. Dazu wird eine Verdinnungsreihe- (unve
dinnt, 1:10, 1100, 1:1000, 1:10000) von 2ul TempkXA gemessen. Die £Werte werden

auf die Y-Achse und die Verdinnungen auf detAghse eingetragen (Standardkurve). Aus der
erzeugten Kurve (y= mx+b) wird m (Steigung) berechbet.Effizienz wird aus der Gleichung

erzeugt:

d | F RN LR

2.10.3.4 Auswertung der reattime RT-PCR

Zur Auswertung der Daten wirdie dem Opticon beigefite und vomHersteller empfohlene
Software bautzt. Die digitale Analyse devdhrend der PCR aufgenomnes Daten wird nti
tels erwahnteSoftware und Microsoft Excelurchgefuhrt. Bei allen Untersuchungen wird die
relative Quantifizierung angewanddei dieser Methode wird das untersuchtenGelatiy in

seiner Expression zu eingfaushaltsgen (nicht reguliertem Geims Verhéltnis gesetzt.

r MowobeiYy gt el mg o viEw «vl @
0 %OCAM EOOAOET UEI OO

Mit Einbeziehung der Effizien£O HO ) der entsprechendedielgenemuss die Formel wie
folgt gedndert werden
F / ™ fur Haushaltsgen

oder rL, Mo fur Zielgen

Die Expression der untersuchten Genedvéls Prozent der Expression déaushaltsgenaus-

gedrickt. Es wird folgende Formel benutzt:

e :
Q6p —Mm 1 b

L At
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QO0b - Expression degielgensals Prozentsatz der Expression des Haushaltsgens

O - Effizienz des Assays fur das Haushaltsgen
O - Effizienz des Assays fur d&selgen

0 -# Treshold des Haushaltsgens

0 -# Treshold de&ielgens

Es werden fur jedd’robe Dreifachbestimmungen durchgefiihrt. Die Standardabweichung bei
einem o zwischen 17 und 25 soll 0,25 nicht Giberschreiten, bei eimeawischen 25 und 30
0,45nicht Uiberschreiten und Gber 30 nicht Giber 0,7 liegebie Daten weden anschlieRend in

Form von Diagrammen dargestellt.

2.10.3.5Gerate und Chemikalien

Pipetten P4P1000 (Gilson)
Pipettenspitzen mit Filter divers (Art, Neo Lab)
Multipipette (Eppendorf)

DNA Engine Opticon mit Software (MJ Research)
Vortexer (Scientific Industrie)
Low profile strip Tubes, 8 Strip, weil3, 0,2ml (Biozym)

8 Strip Ultra Clear Caps (Biozym)

Galaxy Minizentrifuge (VWR)

QuantiTect Probe PCR Kit: (#204345, Qiagen)

MasterMix (aliquotiert auf je 2ml)

Rnase freies Wasser

Primer : Validated QuantiTect Gene Expression Assay (Qiagen, USA)
(Tabelle 11, Seite 53
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Tab. 11 Auflistung der in real-time RT-PCR untersuchten Gene und benutzten PrimerT* bedeutet
modifiziertes Thymin, das an Adenin stéarker bindet und erhoht die Effektivitat der PCR( Quant i T
Gene Expression Assay Handbook, Mai 2003

Gen GenID | Prumer Sequenzen Probe Sequenzen Qiagen
(NCBI) Produkt
Nr.
GAPDH | 14433 | Validated Genexpression Assay QuantiTect Mm_GAPD 241012
Bel-2 12043 | Validated Genexpression Assay QuantiTect Mm BCL-2 241118
Bax 12028 | Validated Genexpression Assay QuantiTect Mim_BAX 241116
Fas 14102 | Validated Genexpression Assay QuantiTect Mm_Tnfsf6 241122
Fas-L 14103 | Validated Genexpression Aszay QuantiTect Mm_ Tnfsf6-L 241194
IL-6 16193 | Validated Genexpression Assay QuantiTect Mm_IL-6 241042
IL-18 16173 | Validated Genexpression Assay QuantiTect Mm_IL-18 241072
D55 13136 | 5 -CAGTTAAAGTTTCAGCAACCCA-3 | CCAAGACAACAGT*ACG Custom
o T 5'-CTGTGTTAGGCTCTCCTTTGT-3
Assay
D392 | 12500 | 5-GACTCTAAGATTGCAGATTTGG-3 | TGGCTGTGT*THCTGT#T*C Custom.
T T 5 -GAAACAGTGGTAGCATGTGAGG-3’
Assay
Cl-Inh | 12258 | 5-AACTTAGAACTCATCAACACCT-3" | ACACCTGCCTCGTCCT Custom
) T 5 -GTTATCTTCCACTTGGCACTC-3 Assay

Alle Primer sindkomplementar zm ExonExon Ubergang, so dass eine eventuelle genomische

DNA von der Polymerase nicht abgelesen wird.

2.10.4 DNA Gelelektrophorese

2.10.4.1 Durchfiihrung

Trotz der Spezifitdt der Sonden und Primer werden PCR Produkte zusétzlich exemplarisch mi
tels Gelelektrophorese geprift. Es wurde ein-igfgs Agarosegel verwendet. 4,5 g High Resol
tion Agarose wird dazu in 1x TAE Puffer gelost. Die Losung wird in der Mikrenggtkocht,
danach abgekihlt auf0°C und in die Elektrophoreggpparatur gegossen. Nachbkihlung
wird die Kame ausgezogenund das Gel in eine mit Laufpuffer (1x TAE) geflllte
Elektrophoresekammer eingelegt. Anschliel3end werden die Proben in die Tascheaganget
Fur jede Probe Hies2ul des PCR Produktes + 2ul Farbstoff + 6ul TE 1x PRufién 100bp
DNA Marker wurde ineine Menge 4pl mit 2 ul Farbstoff und 4ul TE 1x eingetragen. Die
Elektrophorese wird mit 90 V120 Minutenlang durchgeftihrt. Zunéchst wird d&el in eine
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Kammer mitdestilliertem und eineEthidiumbromid Lésung versetzteWasser umgelagert und

45 Minutengewaschen. Die Banden werden unter UV Licht photographiert.

2.10.4.2 Gerate und Chemikalien
Pipetten
Elektrophoresekammer,
Power Pac 200

UV-Lampe
Videodokumentationsanlage
Mikrowelle

High Resolution Agarose
EDTA

Tris-Cl

Tris

Ethidiumbromide 10mg/ml
100bp DNA Marker
Farbstoff (loadind@Buffer 6x)

Glycerol 99,5%
Xylene
Essigsaure 100%
Aqua dest

2.10.4.4 Losungen
TAE Puffer 1x

TE Puffer 1x

(Eppendorf)
(Bio Rad)
(Bio Rad)
(Biozym, Alpha I)
(Olympus)
(Sharp)
(Roth)
(Sigma)
(Roth)
(Roth)
(Roth)

(Promega)

( 0.25% Bromphenol blau, 0.25%
Xylene cyanol, 30% Glycerol)

(Roth)
(Roth)
(Merck)

40mM TRISbase
40mM Eisessig
ImMEDTA

pH= 8,0

10mM TrisHCI pH 7,5
1mM EDTA
pH= 8,0
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Auftragspuffer 0,25% Bromphenol blau
0,25% Xylene cyanol
30% Glycerol

Ethidiumbromid 400ul Aqua dest
20ul Ethdiumbromid

2.11 Statistik

Die datistisch@ Analysen der Ergebnisse werdemttels kommerziell erhaltlichie Software

SPSS 9.0 fur Windows erstellDie Differenzen in intrazerebralen Genexpressionen werden
dur ch wunpaiTrTestd voenantrerie Mosmalverteilung der Werte wird mithilfe
desKolmogorov+Smirnov Test gepruft Die Differenzen imNSS und Gewichtwerden durch
wiederholte Varianzanalysen (ANOVA) bestimnilie statistische Auswertung der Korapl
mentaktivitatsmessungef ol gt e mi t t el sTestAlpshiistisehdignBikamivilde nt 6 s
in allen AnalyserP< 0,05angenommen
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3. Ergebnisse

3.1 Outcome

Insgesamt wurden 89 Tiere geopféttervon wurde59 Tierenein experimentelles SHEZuge-

fuhrt (Placebo und mAb 137Gruppe) Davonstarben bzw. wurderufgrund einedNSSO8, 5

Tiere (8,5%) euthanasiertDiese Félle traten unmittelbar naddmTrauma oder nactienersten

NSS Testungen (1h) und vder Gabe der Medikamente eiDiese Tiere wurden voden weie-

ren Analysen ausgeschlossém.den Sham und NilGruppen Uberlebten alle Tierén keiner
Gruppe wurden Wundheilungsstérung, Wundinfektion oder Hinweise auf Abszess bzw. eitrige
Meningitis festgestellt. Das Ausbleiben detzteren konnte bei der Hirnentnahme makoask

pisch gesicherverden.

8 — - Nil —+ - Sham —— Placebo —m—MADb 1379
7’ _
6 _
5 _ g
0 4 -
)
= 3
2 -
17 S
0 - — e — T
1h 4h 24h 7d

Abb. 7 Neurologisthe Erholung nach experimentellem SHTgemessen mittels NSS, Mittelwerte zu aller
Zeitpunkten, in allen Versuchsgruppen.Verschlechterung des neurologischen Zustandeés den Placebo

und mAb 1379 Gruppen gegenuberden Sham und Nil Gruppen. Die signifikanten Unterschiede blieben

bis zu 7 Tage nach dem Trauma nachweisbar (P8,05, ANOVA). Zu keinem Zeitpunkt konnte der statis-

tisch signifikante Unterschied zwischerden Placebo und mAb1379 Gruppen gezeigt werden (P®,05,

ANOVA).

Die Untersuchung der neurologischen Erholung zeigte bei den Tierenuggre@rNil und Sham

zu allenvorgegebenen Zeitpunkten ein normales Verhalten mit einem Mittelwert zwischen 0 und
0,67 PunktenDas NSSwar bei den Tieren, deneain SHT zugefihrt wurde, im Vergleich zu

den nicht traumatisierten Tieren zu all@eitpunktenbis Tag 7 des Experimensgnifikant er-

hoht(P<0,05).
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Die NSS Mittelwerte ergaberum Zeitpunkt 115,27 (fir die mAb 1379 und 5,67 fur die Pla-

cebo GruppeDie nachfolgenden Untersuchungen zeigten eine neurologische Erholung beider
Gruppen denen einSHT zugefuhrt wurdezum Zeitpunkt 4hmit einemNSS Mittelwertvon

5,53 und 5,73 zum Zeitpunkt 24h NSS Mittelwevbn 3,25 und 3,65 und zum Zeitpunkt 7d

mit einemNSS Mittelwertvon 2,3 und 2,4 (Zeitpunkt 7d)entsprechend fldie mAb 1379
Gruppe und Placebo. Der Vergleiderneurdogischen Erholung, gemessen mittRISS, zeigte

zu keinem Zeitpunkt nach dem SHT signifikante Unterschiede zwistdrenmAb 137undder
Placebo Gruppe (P8,05). Die NSS Mittelwerte sowie dieGewichtsveranderungein allen

Grupperzu allen Zeitpunktemurdenin denAbbildungen7 und8illustriert.

32
31
30
29
28
27
26
25
24

pre-trauma 1h 4h 24h 7d

—+ - Ni| =—+-Sham =——Placebo -—s=—mAb 1379

Abb. 8 Die Gewichte nach SHT in allen VersuchsgruppenEs zeigt sich ein Abfall des Gewichtes in beider
Trauma Gruppen (Placebo, mAb 1379)Es konnten keine statistisch signifikante Utkerschiede zwischen
Placebo und mAb 1379 Gruppe nachgewiesen werden (P> 0,05, wiederholte ANOVA Messungen).

Es wurde kein nennenswerter Unterschied im Gewichtsverlustdeani rauma zwischen e
den Grupper(Placebo und mAb 1379gstgestellt. Im Gegensatz zu den nicht traumatisierten
Gruppen wurdéei den traumatisierten Tieren ein Gewichtsverlustetwa 10% gemessen, der

sich im weiteren Verlauf bis Tag 7 normalisierte.

3.2 Aktivitat des alternativen Komplementaktivierungsweges

Die Aktivitat des alternativen Komplementaktivierungsweges in Seren der Versuchstiere, die mit
mAb 1379 behandelt wurden, war im Vergleich zu den Gruppen Sham und Placebo zum Zei
punkten 4h und 24h signifikant reduziert (P< 0,05). Zum Zeitpunktefgte sich keine sigriif

kante Reduzierung dieser Aktivitat (P> 0,05).
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3.3Zelltod /Apoptose

Die Beurteilung der intrazerebralen Apoptose ndem SHT mittels TUNEL zeigtedeutlich
mehrapoptotische Zellen in den traunsaiten Tieren (Placebo und mAB79Gruppe im Ve
gleich zu Sham Gruppebie Apoptose wurde inKortex, jeweik an derTraumastelle undm
ipsilateralenHippocampus photographisch dokumentielis zeigte sich, dass bei allen rée
denenein SHT zugefuhrt wurde, die apoptotischen Zellen bis zum Tag 7 nachgewiesen werden
konnten. Bei den mit mA379 behandeltenidren war jedoch schon 4hach der SHT
Zufuihrung die Anzahl der apoptotischen Zellen im Veigdi zur Placebo Gruppe reduzjertas

auf denAbbildungen 9 und 1@Seite 58 und 59) gut nachvollziehbar istDieser Unterschied
wurde sowohl an der Traumastelle Kortex als auch im ipsilateralddippocampus sichtbar.
Das Awsmald der Apoptose zum 2Zkitpunkt nahm in beiden traumatisierteru@en zu und

der Unterschied war geringer als beim Zéitpunkt. Aber auch hier wurden mehr apoptotisch
veranderte Zellen in der Placebo Gruppe festgestellt. Den direktgtela stelltdie Abbildung

11 dar (Seite 59). Zu dem Zeitpunkt [fat die Zahl cer apoptotischen Zelein den beiderVer-
suchsguppen deutlich abgenommeallerdings zeichnete sich ein unverkennbarer Unterschied
ab. Erneut war edie mAb 1379 Gruppein der deutlich wenigeApoptosenals in der Placebo
Gruppefestgestellt worden sin@\bbildung 12, Seite 60).

Abb. 9 Apoptose 4h nach SHT (TUNEL) Vergleich der Placebo (A, B) und mAb 1379 (C, D) Versuch
gruppen. DAPI Farbung in denBildern A, C und TUNEL in B, D. Es zeigen sich deutlich mehr hell leue
tende, apoptotische Zdkerne in der Placebo Gruppe B) als in der mAb 1379 Gruppe (D).Alle Bilder
haben 100x VergréRerung.
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Abb. 10 Apoptose 4h nach SHT (TUNEL) Vergleich der Placebo (A, B, E, F) und mAb 1379 (C, D, G, H
Versuchsgruppen. DAPI Farbung inden Bildern A, C, E, G und TUNEL in B, D, F, H. Es zeigen sich
deutlich mehr hell leuchtende, apoptotische Zellkerne in der Placebo Gruppe (B, F) als in der mAb 137
Gruppe (D, H). Auf den Bildern A-D wird der fronto -parietale Kortex mit 400x Vergro3erung, auf EH
der Hippocampus mit 100x VergroRerung dargestellt.



