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ABSTRACT 

Das schwere Schädel-Hirn-Trauma (SHT) führt zur intrakraniellen Aktivierung des 
Komplementsystems und zum sekundären Zelltod (Apoptose). Die funktionelle Beziehung 
zwischen Komplement-Aktivierung und intrazerebraler Apoptose ist jedoch noch weitgehend 
ungeklärt. Die molekularbiologische Relevanz der unterschiedlichen Stufen der Komplement-
kaskade bei den Folgereaktionen auf ein SHT sollten in einem standardisierten Modell des 
geschlossenen SHT an der Maus durch gezielte Blockade des Komplementsystems auf 
verschiedenen Ebenen untersucht werden: (1) durch pharmakologische Blockierung aller  
C3-Konvertasen mittels des Komplement-Inhibitors Crry-Ig und durch selektive Inhibition des 
alternativen Komplement-Aktivierungsweges mittels (2) genetischer und (3) pharmakologischer 
Ausschaltung des Schlüsselproteins Faktor-B. Die Blockierung des Komplementweges auf  
C3-Level mittels Crry-Ig führte zur signifikanten Verbesserung des posttraumatischen neurolo-
gischen Verhaltens der Versuchstiere. Weiterhin konnte eine deutliche Protektion der neuronalen 
Kortex-Gliederung im verletzten Gehirn sowie eine intrazerebrale Hochregulation Komplement-
regulatorischer Gene (C1-Inh, CD55, und CD59) und des anti-apoptotischen Bcl-2 Gens 
nachgewiesen werden. Die genetische und pharmakologische Ausschaltung von Faktor B im 
alternativen Aktivierungsweg führten zur signifikanten Inhibition der Komplement-Aktivität, 
einhergehend mit einer Reduktion der systemischen C5a-Konzentration. Darüber hinaus zeigten 
Faktor B -/- und anti-Faktor B behandelte SHT-Tiere eine deutlich verminderte neuronale 
Apoptoserate. Die morphologisch sichtbare Neuroprotektion war zudem assoziiert mit einer 
verstärkten Expression des anti-apoptotischen Bcl-2 Proteins und einer Suppression des pro-
apoptotischen Fas-Rezeptors post Trauma. Die erhaltenen Erkenntnisse veranschaulichen die 
Bedeutung der Komplement-Aktivierung in der Vermittlung sekundärer Hirnschäden nach SHT. 
Die pharmakologische Inhibition der Komplement-Aktivierung in einer frühen Phase scheint ein 
viel versprechender Ansatz zur Reduktion der posttraumatischen sekundären Inflammation zu 
sein. 
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ABKÜRZUNGEN 

anti-Faktor B monoklonaler Maus anti-Faktor B Antikörper (AK1379) 
Crry-IG complement receptor type 1-related protein y-Antikörper 
DAPI  4',6'-diamino-2-phenylindole 
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 
GFAP glia filament acidic Protein 
NeuN Neuron-specific Nuclear Protein 
Nil unbehandelte Kontrolltiere 
NSS Neurological Severity Score 
PBS phosphate buffered saline 
real-time RT-PCR  real-time Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction 
SDS-PAGE  sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide Gel Elektrophorese 
Sham schein-operierte Kontrolltiere 
SHT Schädel-Hirn-Trauma 
TUNEL  Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP Nick-End-Labeling 
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EINLEITUNG 

Das schwere Schädel-Hirn-Trauma (SHT) ist die häufigste Todesursache junger Menschen (1). 
Die hohe Sterblichkeit der SHT-Patienten von 35 % bis 50 % beruht vorwiegend auf der 
Entstehung "sekundärer Hirnschäden" nach einem initialen "primären Trauma". Diese 
entstehen durch intrazerebrale Entzündungsprozesse und führen schlussendlich zu zerebraler 
Ischämie und zum neuronalen Zelltod (2). Bis heute sind die pathophysiologischen 
Zusammenhänge nur ungenügend geklärt. 
Einen möglichen Ansatzpunkt für die Reduktion sekundärer Entzündungsprozesse bietet die 
Inhibition des Komplementsystems (1,3). Das Komplementsystem ist der zentrale Vermittler 
der angeborenen, unspezifischen Immunantwort und stellt die immunologische Erstantwort 
gegen Infektionen dar (4,5). Die Aktivierung erfolgt innerhalb weniger Sekunden über die 
Spaltung verschiedener Komplementfaktoren (4,6). Dem Komplementsystem wird ein 
entscheidender Einfluss auf die Pathogenese inflammatorischer Prozesse im Gehirn zugeordnet 
(5). Sowohl klinische, als auch experimentelle Studien haben gezeigt, dass die posttraumatische 
intrazerebrale Komplement-Aktivierung signifikant zum Ausmaß der sekundären Hirnschäden 
beiträgt (3,7-11). Als Komplement-vermittelte Effekte im verletzten Gehirn werden die Rekru-
tierung inflammatorischer Zellen aus der Peripherie, die Induktion der Blut-Hirn-Schranken-
Störung über die Anaphylatoxine C3a und C5a, die Vermittlung des programmierten Zelltodes 
(Apoptose) von Neuronen und die Komplement-vermittelte Zelllyse über den "membrane attack 
complex" (MAC) genannt (9,12-18). Insbesondere die Komplement-Proteine C3 und Faktor B 
konnten in erhöhter Konzentration im Liquor von SHT-Patienten nachgewiesen werden (19,20). 
Beiträge aus der aktuellen Literatur verweisen zudem auf den hohen Stellenwert des alternativen 
Aktivierungsweges in anderen Krankheitsmodellen und im humanen System (21-23). 

ZIELSETZUNG 

In dieser Arbeit sollten die Mechanismen der intrazerebralen Immunantwort und des neuronalen 
Zelltodes in einem standardisierten experimentellen Modell des geschlossenen Schädel-Hirn-
Traumas (SHT) an der Maus unter Verwendung verschiedener Modalitäten der Komplement-
Inhibition charakterisiert werden: 

1. durch pharmakologische Inhibition aller Komplement-Aktivierungswege mittels Crry-Ig. 

2. durch genetische Blockierung der alternativen Komplement-Aktivierungskaskade in  
Faktor B-defizienten Mäusen. 

3. durch Inhibierung des alternativen Aktivierungsweges mittels systemischer anti-Faktor B 
Injektion nach SHT. 

Die Experimente sollten, im Hinblick auf einen potentiellen therapeutischen Ansatzpunkt, die 
Bedeutung des Komplementsystems und speziell des alternativen Komplement-Aktivierungs-
weges in Bezug auf die posttraumatischen Folgereaktionen genauer definieren. 
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METHODEN 

Für alle Experimente wurde ein experimentelles Modell des geschlossenen fokalen Schädel-
Hirn-Traumas an der Maus eingesetzt (24,25).  

Tierstämme 

Wildtyp (C57BL/6)      Charles River Laboratories, USA 
Faktor B -/- und Faktor B +/+ (Stamm:C57BL/6)  Dr. V.M. Holers, Colorado, USA 

Um reproduzierbare, möglichst standardisierte Ergebnisse zu erhalten, wurden nur männliche 
Tiere mit einem Mindestgewicht von 25g und einem Alter von ca.12-30 Wochen eingesetzt.  

Schädel-Hirn Trauma 

Das Trauma wurde den narkotisierten Tieren mittels eines "weight drop" Apparates auf die 
freigelegte Schädelkalotte appliziert. Bei genügender Narkosetiefe erfolgten eine subkutane 
Lokalanästhesie, eine mediane Inzision der Kopfweichteile und die Applikation des SHT durch 
den freien Fall eines Stempels aus einer Höhe von 2-3 cm auf die linke Schädelseite. Bis zum 
Erwachen aus der Narkose wurden alle Versuchstiere unter 100% Sauerstoff-Beatmung 
stabilisiert. Kontroll-operierte "Sham"-Tiere erhielten analog zu den SHT-Tieren das 
Schmerzmittel und die mediane Inzision nach Narkoseeinleitung mit Isofluran® jedoch kein 
SHT. Zur Beurteilung der Basisparameter dienten unbehandelte Kontroll-Tiere ("Nil").  
(Exp Neurol., S.455-56; BMC Neurosci., S.8; J Neuroinflammation, S.2) 

Die systemische peritoneale Injektion der Komplement-Inhibitoren (Crry-Ig und anti-Faktor B) 
erfolgte eine Stunde nach Trauma, in Korrelation zu einer signifikanten Blut-Hirn-Schranken-
Störung von 4 bis 24 Stunden nach Trauma. SHT-Tiere, die sieben Tage post Trauma getötet 
wurden, erhielten eine weitere Injektion der Inhibitoren nach 24 Stunden. Die Dosierung beider 
Substanzen betrug 1mg/kg Körpergewicht in 0,4ml physiologischer Trägerlösung (PBS) pro 
Maus und Zeitpunkt. Als Kontrolltiere dienten hier zusätzlich PBS-injizierte SHT-Tiere. 
(Exp Neurol., S.456; J Neuroinflammation, S.2,4) 

Alle Tiere (Nil, Sham und SHT-Tiere) wurden 4 Stunden, 24 Stunden oder 7 Tage nach SHT 
durch eine Überdosierung des Narkosegases getötet, dekapitiert und Blut, Gehirn, Leber und 
Milz für weitere Analysen entnommen. 
(Exp Neurol., S.455; BMC Neurosci., S.8; J Neuroinflammation, S.4) 

Inhibitoren 

Crry-Ig, mAB anti-Faktor B (AK1379) Drs. V.M. Holers, J.M.Thurman, Colorado, USA 
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"Complement receptor type 1-related Protein y" (Crry) ist ein gut charakterisierter maus-
spezifischer Komplement-Inhibitor, der funktionell den humanen Komplement-regulatorischen 
Proteinen CD55 (Decay accelerating factor; DAF) und CD46 (Membrane cofactor protein; 
MCP) ähnlich ist. Crry besitzt inhibitorische Eigenschaften für den klassischen und alternativen 
Komplement-Aktivierungsweg auf der Ebene der C3-Konvertasen (26,27). Für die pharmakolo-
gische Anwendung wurde ein rekombinantes chimerisches Fusionsprotein Crry-Ig hergestellt 
(28). Die Anwesenheit des IgG-Teils verlängert die Halbwertszeit der Substanz (t1/2= 40h) und 
macht es zu einem potenten Komplement-Inhibitor für in vivo Anwendungen (28-30). 

Faktor B ist ein 93-kDa Glykoprotein, welches essentiell für die Aktivierung des alternativen 
Komplementweges ist. Zur Herstellung des spezifischen anti-Faktor B-Antikörpers (AK1379) 
wurde Faktor B -/- Mäusen ein Fusionsprotein, welches die zweite und dritte kurze Konsensus 
Wiederholungsdomäne (short consensus repeat; SCR) des murinen Faktor B beinhaltet, injiziert. 
Hybridomas wurden hergestellt aus Splenozyten der immobilisierten Maus (31). Das entstandene 
Protein ist gebunden an die Maus IgG1-Fc-Domäne. Die Blockierung des alternativen 
Komplement-Aktivierungsweges in Faktor B defizienten Tieren und durch diesen 
neutralisierenden anti-Faktor B Antikörper wurde bereits in anderen tierexperimentellen 
Modellen untersucht (31,32). 

Neurological Severity Score (NSS) 

Das neurologische Verhalten der Tiere nach experimentellem SHT wurde mittels eines 
standardisierten Parcours (NSS) erstmalig eine Stunde nach Applikation des Traumas erfasst und 
mit dem Verhalten unbeeinflusster Kontrolltiere (Nil) verglichen. Der NSS dient zur objektiven 
Beurteilung der Beeinträchtigung der Tiere nach SHT und beruht auf 10 essentiellen klinischen 
Parametern. Für das Nicht-Erfüllen eines getesteten Parameters wird ein Punkt erteilt, während  
0 Punkte der Bewältigung einer jeweiligen Aufgabe zugeordnet werden. Nil-Tiere sind dabei in 
der Lage, alle Aufgaben zu erfüllen. Der maximal zu erreichende Score von 10 Punkten 
entspricht demnach einer schwerwiegenden posttraumatischen neurologischen Störung. Ein  
NSS > 8 galt bereits als Abbruchkriterium für das Experiment. Nach primärer Feststellung der 
initialen neurologischen Störung wurde der NSS 4 Stunden, 24 Stunden und 7 Tage nach dem 
Trauma erneut aufgenommen. Anhand der NSS-Werte nach einer Stunde wurden die Tiere dem 
späteren Analysezeitpunkt zugeordnet. 
(Exp Neurol., S.456-57; J Neuroinflammation, S.4) 

Zur Auswertung der Experimente wurde neben dem NSS die Auswirkung des Traumas auf 
zellulärer und molekularer Ebene untersucht und das Ausmaß der posttraumatischen 
Veränderungen mittels Immunhistochemie, TUNEL-Assay, Western Blot-Analysen, ELISA, und 
real-time RT-PCR ermittelt. 
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Immunhistochemie 

Mittels Immunhistochemie erfolgte zunächst die Beurteilung des Traumas in wichtigen 
einzelnen Hirnarealen (Cortex und Hippocampus) und auf die verschiedenen Zelltypen - 
Neuronen (anti-NeuN; anti neuronal nuclei AK), Astrozyten und Gliazellen (anti-GFAP;  
anti-glia filament acidic protein) und Entzündungszellen (anti-CD11b) - im verletzten Gehirn. 
Von den entnommenen "Schock"-gefrorenen und in TissueTec (Sakura) eingebetteten Gehirnen 
wurden horizontale 8µm Schnitte am Cryostat angefertigt und das Gewebe mit den spezifischen 
Zelltypen-Markern markiert. Die immunhistochemische Analyse der Schnitte wurde im 
Anschluss mittels des Vectastain ABC Elite Kit und Vectastain DAB Substrat Kit (Vector) 
durchgeführt. Zur Beurteilung der strukturellen und zellulären Gewebeschädigung nach SHT 
wurden die gefärbten Schnitte mikroskopisch untersucht und verglichen. 
(Exp Neurol., S.458; BMC Neurosci., S.9; J Neuroinflammation, S.4) 

TUNEL Assay  (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP Nick-End-Labeling) 

Der TUNEL Assay (In situ cell death detection kit, Fluorescein, Roche AG) dient dem Nachweis 
apoptotischer und nekrotischer Zellen. Bei der Apoptose kommt es zum Abbau von genomischer 
DNA in der Zelle; es entstehen Doppelstrangbrüche die mittels des TUNEL Assays  durch 
Markierung mit einem modifizierten Nukleotid sichtbar gemacht werden. Von SHT- und 
Kontrolltieren wurden Folgeschnitte der immunhistochemischen Färbung untersucht. Die 
Auswertung der Färbung erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie bei zwei unterschiedlichen 
Wellenlängen; 4'-6'-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Emission bei 460nm) und TUNEL 
Fluoreszenz (Emission bei 520nm). Hierbei diente die DAPI-Färbung zur vergleichenden 
Darstellung der Zellkerne aller Zellen im Gewebe. 
(BMC Neurosci., S.9; J Neuroinflammation, S.4-5) 

Western Blot 

Western Blot-Analysen dienten der Bestätigung der Knockout-Tiere und zur Untersuchung der 
intrazerebralen Proteinregulation. Um die Deletion des gewünschten Proteins in den Faktor B -/- 
Mäusen zu bestätigen, wurden deren Seren analysiert. Die Hirne aller Tiere (SHT- und 
Kontrolltiere) wurden in einem speziellen Lysepuffer homogenisiert und die isolierten Proteine 
mittels BCA Protein Assay (Pierce/Perbio Science) im Lysat gemessen. Im Weiteren erfolgte die 
Analyse Apoptose-regulatorischer Proteine (Bcl-2, Bax und Fas) in den Hirnlysaten aller 
Versuchsgruppen im standardisierten SDS-Page Western Blot System. Zur Detektion der 
Proteine wurde ein mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelter sekundärer Antikörper in 
Verbindung mit einer Chemilumineszenz-Lösung (ECL-Lösung, Amersham) verwendet. Die 
Quantifizierung der Proteinexpression erfolgte auf β-Aktin, welches als "housekeeping" Protein 
fungierte. 
(Exp Neurol., S.457-58; BMC Neurosci, S.9) 
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ELISA 

Die Aktivität des alternativen Komplementweges (Zymosam-Assay) und die systemische C5a-
Konzentration in den Seren aller Versuchstiere wurde von Kooperationspartnern in den USA 
bestimmt (28,31,33).  
(Exp Neurol., S.457; BMC Neurosci., S8; J Neuroinflammation, S.4) 

real-time RT-PCR 

Die Untersuchung der intrazerebralen Expression regulatorischer Gene der Apoptose (Bcl-2, 
Bax, Fas und Fas-L) und des Komplementsystems (CD55, CD59 und C1-Inh.) und 
inflammatorischer Gene (IL1-ß, IL6, IL18 und TNF-α) erfolgte mittels semi-quantitativer real-
time RT-PCR. Hierbei wurden kommerzielle und selbst hergestellte Primer-Probe Systeme 
verwendet. Von den in Qiazol (Qiagen, Deutschland) homogenisierten Hirnhälften wurde mittels 
RNeasy® Mini-Kit (Qiagen) die total-RNA isoliert und deren Konzentration am Photometer 
gemessen. Die Qualität der RNA wurde am Bioanalyser (2100 Bioanalyzer, Agilent 
Technologies, USA) verifiziert. Die Umschreibung von RNA in cDNA erfolgte mittels 
Omniscript RT Kit und QuantiTect Reverse Transkription Kit® (Qiagen). Die real-time RT-PCR 
Messungen wurden mittels optimierter Protokolle am Opticon® real-time PCR Cycler  
(MG Research, Bio-Rad) vorgenommen. Die Ergebnisse der PCR sind als Prozent GAPDH 
("housekeeping gene") angegeben.  
(Exp Neurol., S.457; J Neuroinflammation, S.5) 

ERGEBNISSE 

Inhibition aller C3-Konvertasen des Komplementsystems mittels Crry-Ig 

Im klinischen Verlauf (NSS) der Versuchstiere über 7 Tage (Abb. 2; Exp Neurol, S.459) zeigte 
sich deutlich, dass sowohl die Narkose, als auch die Schmerztherapie keinen Einfluss auf das 
physiologische Verhalten der "Sham"-operierten Tiere hatte. SHT-Tiere beider Injektions-
gruppen entwickelten jedoch signifikante neurologische Störungen, gekennzeichnet durch einen 
mittleren NSS-Wert von 5,5 zum Zeitpunkt 1 Stunde post Trauma. Die intraperitoneale Injektion 
von 1mg/kg des rekombinanten Fusionsproteins Crry-Ig resultierte in einer deutlichen 
Verbesserung des neurologischen Verhaltens der SHT-Tiere (NSS von 5,5; 1h nach Trauma auf 
einen NSS von 1,7; 7d nach Trauma) im Vergleich zu der PBS-behandelten Kontrollgruppe 
(NSS von 5,5; 1h nach Trauma auf einen NSS von 2,5; 7d nach Trauma). 

Weiterhin konnte durch die Injektion von Crry-Ig im Vergleich zur Placebo-injizierten 
Kontrollgruppe (Abb. 1; Exp Neurol, S.458) eine deutliche Inhibition der Komplement-Aktivität 
im Serum erzielt werden, gemessen mittels Zymosan-Assay, was beweist, dass es in vivo auch zu 
einer systemischen Komplement-Inhibition kommt. 
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Histologisch wurde im verletzten Gehirn der Kontrollgruppe (PBS-injizierte SHT-Tiere) von  
4 Stunden bis eine Woche nach Trauma ein massiver Verlust der neuronalen Kortexgliederung 
(NeuN-Färbung) und eine erhöhte Astrogliose (GFAP-Immunhistochemie) im Vergleich zu den 
SHT-Crry-Ig und "Sham"-operierten Tieren nachgewiesen (Abb. 3; Exp Neurol, S.459). Der 
protektive Effekt der posttraumatischen Crry-Ig-Injektion zeigte sich besonders deutlich 
hinsichtlich der neuronalen Kortexgliederung und der Formation der hippocampalen Neuronen 
in der cornu ammonis CA3/4-Region zum Zeitpunkt 4 Stunden nach Trauma. 

Die Untersuchung der intrazerebralen Expression neuroprotektiver Gene in Hirnhomogenaten 
mittels real-time RT-PCR (Abb. 4; Exp Neurol, S.460) zeigte eine Hochregulation der 
Komplement-regulierenden Gene CD59 und CD55 in der Crry-Ig-behandelten Gruppe entgegen 
den entsprechenden Kontroll-Tieren (Nil, Sham und PBS-injizierte SHT-Tiere). Die Expression 
von CD55 war dabei signifikant zu allen Zeitpunkten erhöht, während CD59 eine Signifikanz 
nur 24 Stunden post Trauma zeigte. Der Komplement-Inhibitor des klassischen Aktivierungs-
weges C1-Inhibitor wies zudem eine erhöhte mRNA-Expression 4 Stunden nach SHT auf im 
Vergleich zur PBS-SHT-Gruppe auf; dieser Effekt zeigte sich jedoch 24 Stunden bis 7 Tage post 
Trauma nicht mehr. 

Bezüglich der Regulation der intrazerebralen Apoptose, wiesen die Hirnhomogenate der  
Crry-Ig behandelten SHT-Tieren sowohl auf mRNA-, als auch auf Proteinebene eine deutliche 
Veränderung des Gleichgewichts der mitochondrialen anti- und pro-apoptotischen Faktoren bis 
zu 7 Tage nach Trauma im Vergleich zur Placebo-Gruppe auf (Abb. 5; Exp Neurol, S.460). Die 
Crry-Ig-Injektion führte dabei zu einer signifikanten Erhöhung der anti-apoptotischen Bcl-2 
Genexpression zum Zeitpunkt 4 Stunden nach Trauma (und tendenziell auch zu den weiteren 
Analysezeitpunkten) in Korrelation mit einer signifikanten Erhöhung der Bcl-2 Protein-
expression (Abb. 5; Exp Neurol, S.460). Die pro-apoptotischen Faktoren (Bax, Fas und Fas-L) 
blieben hingegen weitestgehend unreguliert (unpublizierte Daten). 

Inhibition des alternativen Komplement-Aktivierungsweges in Faktor B -/- Mäusen 
und mittels anti-Faktor B Injektion 

Faktor B defiziente Tiere und anti-Faktor B-injizierte Mäuse zeigten nach SHT keine erhöhte 
Mortalität im Vergleich zu den entsprechenden SHT-Kontrollgruppen. Das neurologische 
Verhalten der Tieren nach Trauma, ermittelt anhand des NSS, konnte jedoch durch die alleinige 
selektive Blockierung des alternativen Komplementweges auf Ebene von Faktor B nicht 
verbessert werden (nicht publizierte Daten und Abb. 4; J Neuroinflammation). Alle SHT-Tiere 
wiesen ferner einen signifikanten Gewichtsverlust von etwa 10% ihres Körperausgangsgewichtes 
(Refuktion um 2,5g bis 4g) mit einen Peak zum Zeitpunkt 24 Stunden nach Trauma auf (nicht 
publizierte Daten und Abb. 5; J Neuroinflammation). 
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Nach experimentellem SHT zeigten sowohl die Faktor B defizienten Tiere, als auch die anti-
Faktor B-behandelten Tiere eine signifikant verringerte Komplement-Aktivität im Serum, 
verglichen mit den entsprechenden SHT-Kontrollgruppen (Faktor B +/+ und PBS-injizierte 
SHT-Tiere), gemessen mittels quantitativem Zymosan-Assay (nicht publizierte Daten und  
Abb. 3; J Neuroinflammation). Dieser inhibitorische Effekt war durch die vollständige Deletion 
von Faktor B in den Knockout-Tieren über alle Analysenzeitpunkte existent. Dagegen war die 
Hemmung der Komplement-Aktivität in der anti-Faktor B-behandelten Gruppe trotz erneuter 
Injektion des Antikörpers (24h post Trauma) nicht während des gesamten Versuchsverlaufs 
nachweisbar. Die systemische Komplement-Aktivität stellte sich zum Zeitpunkt 7 Tage nach 
Trauma auf den gleichen Level ein wie in der SHT-Kontrollgruppe. 

Ferner konnte im spezifischen ELISA eine signifikante Aktivierung der Komplement-Kaskade 
über eine systemische Freisetzung des Komplement-Anaphylatoxins C5a im Serum von 
Wildtyp- und Placebo-injizierten SHT-Tieren zu allen Zeitpunkten post Trauma gemessen 
werden (Abb. 2, BMC Neurosci. und Abb. 2; J Neuroinflammation). In Korrelation zu den Daten 
des Zymosan-Assays wiesen Faktor B -/- Tiere bis 7 Tage nach Trauma keine relevante 
systemische C5a-Expression im Serum auf. Die Proteinwerte für C5a waren sogar mit den 
Basiswerten der Kontrollgruppen (Nil) vergleichbar (Abb. 2, BMC Neurosci.). Gleichermaßen 
kam es durch die pharmakologische Inhibition mit anti-Faktor B zu einer signifikanten 
Reduktion des systemischen C5a-Serumlevels (Abb. 2; J Neuroinflammation); jedoch wurde der 
Effekt wiederum nur für die ersten 24 Stunden post Trauma verzeichnet und ließ sich durch eine 
erneute Injektion mit anti-Faktor B nicht verlängern. 

Morphologische Gewebsanalysen mittels Immunhistochemie (NeuN-, GFAP und CD11b-
Färbung) und TUNEL-Histochemie zeigten massive Veränderungen der neuronalen Kortex- und 
Hippocampus-Struktur in den verletzten Gehirnen der Kontrolltiere (Faktor B +/+ und Placebo-
behandelte SHT-Tiere) verglichen mit "Sham"-operierten Mäusen (Abb. 3+4, BMC Neurosci. 
und Abb. 6; J Neuroinflammation). Zudem wurde deutlich, dass es sich bei den apoptotischen 
Zellen in den verletzten Gehirnen vorwiegend um Neuronen handelte, während Astrozyten und 
inflammatorische Zellen kaum betroffen waren. Im Gegensatz dazu resultierte die Deletion von 
Faktor B in den Faktor B-defizienten und in den anti-Faktor B behandelten SHT-Tieren in 
einer deutlichen Protektion der neuronalen Gliederung und einer signifikant reduzierten 
Apoptoserate bis zu einer Woche nach Trauma.  

Western-Blot-Analysen homogenisierter Gehirne ergaben eine tendenzielle Veränderung der 
Expression von anti- und pro-apoptotischen Proteinen nach SHT (Abb. 5, BMC Neurosci.). 
Hierbei konnte eine Hochregulation des anti-apoptotischen Bcl-2-Proteins mit einem Peak zum 
Zeitpunkt 24 Stunden nach Trauma und Reduktion der pro-apoptotischen Fas-Proteinexpression 
über alle Untersuchungszeitpunkte in den Faktor B -/- Tieren verzeichnet werden (Abb. 5,  
BMC Neurosci.).  
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Eine Proteinexpressionsregulation in Richtung Neuroprotektion konnte auf mRNA-Ebene durch 
pharmakologische Inhibition mittels anti-Faktor B-Injektion gezeigt werden (Abb. 7;  
J Neuroinflammation). Verglichen mit "Sham"-operierten und PBS-behandelten SHT-Tieren, 
wiesen die anti-Faktor B-injizierten Tiere post Trauma eine signifikant gesteigerte 
intrazerebrale Expression des Bcl-2 Gens und des komplement-regulierenden Gens C1-Inh. zu 
allen Untersuchungszeitpunkten auf. Auch die Suppression des Fas-Gens konnte tendenziell, 
wenn auch nicht signifikant nach anti-Faktor B-Injektion gemessen werden (Abb. 7;  
J Neuroinflammation). 

DISKUSSION 

Die Erkenntnisse dieser Arbeit bieten einen Ausblick auf ein mögliches neues pharmako-
logisches Therapiekonzept für Patienten mit schwerem Schädel-Hirn-Trauma, hinsichtlich der 
Entwicklung spezifischer Komplement-Inhibitoren. Das Therapieziel ist hierbei die Minderung 
der schwerwiegenden "sekundären Hirnschäden" bei SHT-Patienten. Darüber hinaus liefern 
die erhaltenen Erkenntnisse erste klare Hinweise auf die Relevanz des Komplementsystems und 
dessen einzelner Aktivierungswege im traumatisierten Gehirn. 

Die pharmakologische Blockade der Komplement-Aktivierung auf dem Level von C3 mittels 
Crry-IG während der frühen Phase nach SHT scheint eine viel versprechende Strategie zur 
Vermeidung sekundärer Hirnschäden und einem verbesserten neurologischen Verhalten nach 
SHT darzustellen. Die pharmakologische Inhibition aller C3-Konvertasen des 
Komplementsystems mittels posttraumatischer systemischer Injektion des rekombinanten 
Fusionsmoleküls Crry-Ig führte zu einer signifikanten Verbesserung des neurologischen 
Outcomes der Tiere gemessen am Neurological Severity Score. Darüber hinaus resultierte die 
Behandlung mit Crry-Ig im Vergleich zu Kontrolltieren, in einer deutlichen Reduktion der 
neuronalen Destruktion der CA3/4 Regionen im Hippocampus und zu einer intrazerebralen 
Hochregulation Komplement-regulatorischer Gene (CD55, CD59 und C1-Inh.) sowie des anti-
apoptotischen Bcl-2 Gens. Ähnliche Erkenntnisse wurden bereits in einer Studie mit transgenen 
GFAP-sCrry Tieren, die Crry in Abhängigkeit der astrozytären Aktivierung nach 
experimentellem SHT exprimieren, gewonnen (10). Die Studie ergab ein signifikant verbessertes 
neurologisches Verhalten und eine deutliche Verbesserung der Blut-Hirn-Schranken-Funktion in 
den transgenen Tieren nach SHT. In Korrespondenz mit den neuroprotektiven Effekten von 
Crry-IG im hier angewandten murinen SHT-Modell, zeigte die Administration von Crry-IG 
auch in anderen Modellen, wie Lupus, Inflammation der Atemwege und Arthrose, erste 
wirkungsvolle therapeutische Eigenschaften (29,30,34-36). 

Die Ausschaltung des alternativen Komplement-Aktivierungswegs in Faktor B defizienten 
Tieren und mittels des neutralisierenden monoklonalen anti-Faktor B-Antikörpers zeigte 
ähnliche Erfolge. Obwohl das physiologische Verhalten der Tiere nach Trauma nicht sichtlich 
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verbessert werden konnte, wurde jedoch eine signifikante Reduktion der systemischen 
Komplement-Aktivierung und der Expression des Komplement-Anaphylatoxins C5a nach SHT 
erzielt. Protein- und Genexpressionsanalysen der Hirne von Faktor B -/- und anti-Faktor B-
behandelten SHT-Tieren resultierten in einer posttraumatischen Hochregulation neuroprotektiver 
Faktoren (Bcl-2, C1-Inh.) und einer Reduktion des pro-apoptotischen Mediators Fas. 
Histologisch bestätigte sich zudem die Verringerung des neuronalen Zelltodes und der Erhalt 
neuronaler Strukturen im verletzen Gehirn im ähnlichen Ausmaß, wie durch Inhibition der C3-
Konvertasen mit Crry-Ig. Diese Ergebnisse suggerieren, dass der alternative Komplement-
Aktivierungsweg entscheidend zum Ausmaß der Neuropathologie nach SHT beiträgt. Die 
Relevanz des alternativen Komplementweges bei der Aktivierung der Komplementkaskade bis 
zur Entstehung des "membrane attack complexes" wurde bereits in experimentellen Modellen 
der rheumatoiden Arthritis, Ischemie/Reperfusion und bei Autoimmunerkrankungen außerhalb 
des Gehirns vermutet und beschrieben (21,31,32). 
 
Zusammenfassend scheint die Hemmung der Komplement-Kaskade ein viel versprechendes 
neues Konzept zur Reduktion der Neuroinflammation und der sekundären Hirnschäden nach 
SHT darzustellen. Die therapeutische Komplement-Inhibition im günstigen Zeitfenster von 1h 
bis 24h nach Trauma stellt ferner ein klinisch relevantes Modell dar. 
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