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ABSTRACT

Einleitung: Das Ausmald des Lasionsvolumens nackxiperimentellem Hirntrauma ist ein
wichtiger Parameter zur Beurteilung neuroprotektsmategien.
Es existieren immer noch Unstimmigkeiten, ob dastisionsvolumen an Zeitpunkten tber
72 Stunden nach dem Trauma dem Einfluss immunkaenpet Zellen unterliegt, wenn
Energie-abhangige Enzymaktivitaitsmethoden (2,3ipkhEnyltetrazolium Chlorid, TTC) zu
Bestimmungen herangezogen werden. In diesem Koh&bdn wir in einer Vergleichsstudie
die Messergebnisse der Entwicklung der traumatrs¢hienlasion durch die Methoden Nissl
und TTC miteinander verglichen und diese erganzentdder Immunhistochemie (IHC)
korreliert.
Material und Methoden: Prospektive, randomisieigeskperimentelle Studie. 36 mannliche
Sprague Dawley Ratten wurden, entsprechend folgeddeersuchungszeitpunkten, in vier
Gruppen unterteilt: 48, 72 Stunden, 5 und 7 Tagdh mxperimenteller traumatischer Lasion
mittels Controlled Cortical Impact (CCI). Die chigischen Eingriffe wurden unter
Isoflurananésthesie durchgefuhrt, wobei am CCl-amodell eine fokale Lasion mit einer
Penetrationstiefe von 1,5mm auf die intakte Duréemdes linken parieto-temporalen Kortex
gesetzt wurde. An jedem der oben genannten Zeitpunkerglichen wir die
Kontusionsvolumina, die mit TTC- und der Nissl Madle gefarbt sowie planimetrisch
gemessen wurden und setzten diese in Korrelatioimamunhistochemie mittels des CD68+
sensitiven (Monozyten und aktivierte Microglia) Adtrpers ED-1.
Fur TTC wurden 1 - 2 mm dicke Gewebsschnitte amggfeund mit 2%TTC in 0,2M
Phosphatpuffer (pH 7,4) zur Bestimmung des Lasiolusnens behandelt. Far
Kontusionsvolumenmessungen mittels der Nissl (Ciémfet)-Methode wurden 30um dicke
Kryo- und fir die IHC 8um dicke Paraffinschnittegafertigt.
Ergebnisse: Mit TTC konnten maximale Kontusionswtiha am 2. Tag (47,81+16,61rmm
nach CCl gemessen werden, gefolgt von kontinulerlabnehmenden Werten am 3.
(46,2+21,48mn), 5. (24,53+5,81mr) und schlieRlich dem 7. (20,68+12,10MrTag nach
dem Trauma. Wahrend mit der Nissl-Methode vergleich Werte am 2. (42,77+10,59)m
und 3. (43,12+3,55m Tag nach dem Trauma erzielt wurden, wichen digeEnisse des 5.
(48,465,2mm) und 7. (48,43+9,43mM Tages nach dem Trauma signifikant (p<0.05) von
den TTC-Werten an diesen Zeitpunkten ab.
In der IHC zeichnete sich am 3. Tag (61,26+18,38aehT) eine signifikante Zunahme ED-1
positiver Zellen mit weiterem Anstieg bis hin zum Bag (910,53+129,1 cells/nfijn um
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schlieRlich eine maximale Zelldichte am 7. Tag @8%9,6 cells/mr) nach dem Trauma zu
erreichen.

Schlussfolgerung: Die signifikanten Unterschieder déessergebnisse der Kontusions-
volumina mit den Methoden nach Nissl und TTC anurid 7. Tag nach CCI sowie die in
diesen Zeitpunkten dazu parallel stattfindende mwasdnfiltration von Immunzellen,
suggerieren einen deutlichen Einfluss des enzyuofais Metabolismus von Immunzellen auf
die TTC-Messmethode. Diesbezuglich sind die Untdrsogen der Entwicklung des
Kontusionsvolumens durch die TTC-Methode nur bisiZ&1 Tag nach einem Schadel-Hirn-
Trauma zuverlassig. An spateren Zeitpunkten wied\@rwendung histologischer Methoden

empfohlen.
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1 EINLEITUNG

1.1 Schadel-Hirn-Trauma

»In den letzten zwanzig Jahren konnten die evidasdsten Richtlinien zur Behandlung des
Schéadel-Hirn-Traumas deutlich vereinheitlicht werdEelierbei sind sowohl die Qualitat der
einzelnen Trauma-Zentren als auch die Behandluogsgmlle sukzessiv standarisiert und
optimiert worden. Dies wiederum lasst fur die Zukumoffen, vor allem die Prognose schwer
Schadel-Hirn traumatisierter Patienten, durch diev&sung in Stufe I- und Stufe Il Trauma-
Zentren, zu verbessern”. So heil3t es laut einendahr 2007 veréffentlichten Bericht der
Brain Trauma Foundation, als Resultat einer in dedldten Trauma-Zentren der U.S.A.
durchgefihrten Umfrage beziglich der RichtlinienmzuManagement Schadel-Hirn
traumatisierter Patienten (Hesdorffer, 2007).

Laut einer 2006 veroffentlichen Studie zahlt dasTSHit einem jahrlichen Auftreten aller
Schweregrade von 248.000 Patienten in der BundasliigpDeutschland zu einer der
haufigsten Krankheitsursachen. Hiervon verstertiea 800 Patienten. Insgesamt muss pro
Jahr von 332 Patienten mit Schadelhirnverletzungen 100.000 Einwohner ausgegangen
werden, wovon etwa 91% als leicht, 4% als mittetl &% als schwer einzustufen sind
(Rickels et al., 2006). Das SHT kann Klinisch ieidBchweregrade eingeteilt werden, wobei
sich die Glasgow Coma Scale (GCS) als Standardmethor Klassifizierung etabliert hat.
Anhand der Parameter: beste verbale Reaktion, besterische Reaktion und Augenoffnen
kann in einer Skala von 3 bis 15 (15 bedeutet nmaeurologischen Status) ein mildes
(GCS 15-12), mittelschweres (GCS 12-9) und schw&E3 (GCS 8-3) unterschieden
werden.

Epidemiologische Daten aus industriellen Landerfeden insbesondere fur das schwere
SHT, mit Bewusstlosigkeit Uber 48 Stunden, einermeosoziobkonomische Bedeutung.
Hierbei zeigen Schadel-Hirn traumatisierte Patientine abhangig vom Lebensalter
vorliegende, 10 bis 100mal hohere Letalitat im V@ap zu Patienten mit kirzerer
Bewusstlosigkeit (Firsching & Frowein, 1990; Froweit al, 1992). In Deutschland betragen
die gesamtgesellschaftlichen Kosten alleine fur 963 etwa 2,8 Milliarden Euro pro Jahr
(Rickels et al, 2006).

In den letzten Jahren veréffentlichte Ubersichtsiein zeigen eine abhangig von den

Screening Kriterien vorliegende Mortalitdt des sehem und mittelgradigen SHT zwischen



Einleitung

23 und 40%. Etwa 42 bis 60% der Patienten werderséwativ auf der Intensivstation
behandelt, 16 bis 20% haben nach 6 Monaten scrBednmderungen und etwa 3% bleiben
im vegetativen Status (Hukkelhoven et al., 2003y et al., 1999, Unterberg et al., 1999).
Hinsichtlich dieser Zahlen verdeutlicht das eimede Zitat lediglich die positive
Entwicklung bezlglich der Standarisierung der Belhamgsprotokolle in den jeweiligen
Trauma-Zentren.

Diese basiert hauptsachlich auf den in den let2@&dahren vorgenommenen Bemuhungen,
vor allem die Langzeitprognose schwer Schadel-Hiaumatisierter Patienten, durch
Etablierung standarisierter BehandlungsmalRnahmeweressern. Hierzu veroffentlichten
die Association of American Neurological SurgeoA®\NlS), das European Brain Injury
Consorcium (EBIC) und die Deutsche GesellschaftNgurochirurgie (DGNC) in den Jahren
1995 — 1997 Therapierichtlinien auf der Grundlage Auswertung bis dahin veroéffentlichter
Therapiestudien (Bullock et al., 1996; Teasdalal et1997; Jantzen und Piek, 1997; Maas et
al., 1997, Fakhry et al., 2004).

Zur Verbesserung der Langzeitprognose war es auntbcheidend den Behandlungs-
schwerpunkt auf die Langzeitfolgen des SHT's awegmi, was hauptsachlich mit der
gehirnspezifischen Reaktivitat auf exogene Noxegrioedet ist. Folglich war es notwendig
klinisch fassbare Parameter, respektive morphatbgiriterien fur therapeutische Anséatze
zu definieren.

Diesbezlglich unterscheidet man zwischen primaret sekundarer Hirnschadigung. Die
initiale, mechanische Gewalteinwirkung auf das @elst bezlglich Intensitat, Lokalisation,
Beschleunigung u.a. Faktoren unvorhersehbar unkwativen Therapie nicht zuganglich.
Die hieraus resultierende direkte Hirnschadigungerogrimére Hirnkontusion, wird
definitionsgemal als zerebraler Primarschaden tiezet.

Unter einem sekundaren Hirnschaden versteht man adi® einer priméaren Lasion
resultierenden, indirekten pathophysiologischen wnibrphologischen Verdnderungen im
und um das Kontusionsareal. Hierbei werden verdeime im Gewebe ablaufende und
mediatorvermittelte Kaskaden angestoRen, die zeid lokalisationsabhangig zu einer
Vervielfachung des priméaren Kontusionsvolumens wuhlie3lich zum ausgedehnten
Zelluntergang fuhren kénnen (Ommaya et al., 1968atzo, 1967; Saatman et al., 2006;
Khan et al., 2009).

Ungeachtet der zahlreichen, zum Teil auch vielvexdpenden Versuche eine direkte und auf
Zellebene ausgerichtete Therapieoption zu etablieveientieren sich die oben erwéhnten

Therapierichtlinien bestenfalls an der indirekteeeBflussung der Traumafolgen. Zu den
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hieraus resultierenden, klinisch fassbaren Zieldnien die Vermeidung von Hypoxie und der
arteriellen Hypotension sowie die Reduktion de®lketkn intrazerebralen Drucks (intracranial
pressure, ICP) (Baethmann et al., 1989). Hierbedere z.B. das Osmodiuretikum Mannitol
und Barbiturate rein symptomatisch, zur Senkung idéskraniellen Drucks eingesetzt
(Kassell et al., 1980). Nach wie vor héangt die Rasge jedoch neben der operativen Therapie
hauptséachlich von basistherapeutischen MalRnahnfafeailntensivstation ab. Hierzu zahlen
die kardiopulmonale Stabilisierung des Patientenisalie Vermeidung von Hyperthermie
und von Elektrolytentgleisungen. Somit steht diefoEschung der Dynamik der
pathophysiologischen Vorgange auf zellularer Ebevwie, sie im Rahmen des sekundaren

Hirnschadens ablaufen, im Mittelpunkt heutiger w&naumatologischer Studien.

1.2 Die Entwicklung der tierexperimentellen Neuaotmatologie

Ziel der experimentellen Forschung ist es die tratisohe Hirnldsion an verschiedenen
tierexperimentellen Modellen zu simulieren und deraus gewonnenen Informationen als
Grundlage fir die Erprobung neuroprotektiver Sggeie am Menschen zu nutzen. Bis Mitte
der 60-er Jahre waren es hauptsachlich tierexpeteie Studien an Primaten, anhand
welcher grundlegende Erkenntnisse bezlglich derdast zugrunde liegenden Traumas und
der pathomorhologischen Auswirkungen auf das Gebewonnen werden konnten. Zum
einen wurde bewiesen, dass sich das Ausmal} desnké@islumens direkt proportional zur
Beschleunigung der priméaren Gewalteinwirkung awgf @ahirn verhalt (Denny-Brown, 1945;
Denny-Brown und Russel, 1945). Zum anderen konetesdhwellenwert jener Traumastéarke
ermittelt werden, bei der eine Kontusion und eirmmnt@coup-Kontusion verursacht wird
(Gurdjian et al., 1954). Des Weiteren wurden eEsteenntnisse bezlglich der Auswirkungen
des SHT's auf den intrakraniellen Druck, den zedebr Stoffwechsel und histopathologische
Veranderungen gewonnen (Ommaya et al., 1966).

Spater wurde die Primatenforschung verlassen. Maanate, dass experimentelle Studien an
Kleintieren, insbesondere an Nagern, entscheidenderteile gegeniber der
Primatenforschung bieten. Zu den wichtigsten zéhtke einfache chirurgische und
anasthetische Handhabung der Versuchsdurchfiihremge hohe Resistenz gegentber
Infektionen, die gute Kompatibilitdt von histopaltbgischen Methoden, genaue Angaben
Uber Alter, Gewicht und Geschlecht sowie der ©koisohe und effiziente Einsatz von
Pharmaka (Dixon und Hayes, 1997). Hierdurch konatdrand der besseren Vergleichbarkeit
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der einzelnen Modelle auch genauere Einblicke ir Hiomplexitat des sekundaren
Hirnschadens gewonnen werden. Das morphologisctbhdas Korrelat des traumatischen
Hirnschadens kann histologisch und immunhistoldyist einzelne Teilaspekte unterteilt
werden. Zu diesen Teilaspekten gehoéren u.a. deardonenbruch der Blut-Hirnschranke
(BHS) und konsekutiv die Ausbildung des Hirnddene, neuronale Zelltod durch Nekrose
und Apoptose, die Astrozytose, die immunzellversitiét Komponente sowie die sekundare,
mediatorvermittelte Neurodegeneration.
Als 1967 Klatzo das Modell der kortikalen Kaltenese bei der Ratte vorstellte, wurde es in
den darauffolgenden Jahren als Standard in deexperimentellen SHT-Forschung
verwendet (Unterberg et al., 1994; von Berenbergl.et1l994). Hierbei wurde fokal auf das
freigelegte Rattengehirn durch einen Kaltestemped dlekrosezone induziert, die von einer
Grenzzone, der Penumbra, mit gestdrter Blut-Hirhr&aken (BHS) - Funktion umgeben ist.
Zum einen kommt es hierdurch zur Ausbildung de®gasen Hirnddems, dessen Dynamik
bezogen auf den Fluss des kolloidosmotisch wirksafresudats (hauptsachlich Albumin)
aus dem Intravasalraum in das Hirngewebe anhand@eling-Gleichung veranschaulicht
werden kann: Jv(Flow) =Lp [(PPlasma -PGeweb@)lPlasmaFiGewebe)].
Zum anderen kommt es durch die erhOhte Permeabd#d BHS zu einem Elektrolyt-
ungleichgewicht mit ungehindertem Natrium-Einstramdie Hirnzellen, Dysfunktion der
ATP-abhangigen Natrium / Kalium-Pumpe und Aufhebuieg Membranpotentials, gefolgt
von Funktionsverlust der aktiven lonen-Pumpen umd Ausbildung des intrazellularen, so
genannten zytotoxischen Hirnédems (Baethmann etl@B8). In diesem Zusammenhang
wurde man auch auf die grofe Bedeutung der Askazybeziglich ihrer regulativ-
homoostatisch wirksamen Funktion, aufmerksam (Bull@t al., 1991; Kimelberg und
Ransom, 1986). Der grofite Nachteil der kortikaléttehekrose bestand in der mangelnden
klinischen Reproduzierbarkeit aufgrund der fehlendmechanischen Komponente des
Traumas. Als Lindgren 1965 das Fluid Percussion-&llaatler LFP (lateral fluid percussion)
einfuhrte, konnte dieser Nachteil ausgeglichen werd In der experimentellen
Neurotraumatologie haben sich inzwischen die Medd#r fokalen oder globalen Ischamie
(Lindgren et al., 1965; Tamura et al., 1981), diedélle des subduralen oder intrazerebralen
Hamatoms (Bullock et al., 1984; Miller et al., 19%@wie in jingster Zeit das Weight Drop-
(Marmarou et al., 1994) und das Controlled Cortioghact (CCI) Injury-Modell (Dixon et
al., 1991; Lighthall, 1988) durchgesetzt. Das Rpndes CCII-Modells beruht auf einer
pneumatisch gesteuerten, mechanischen Kontusiensieierstmals als Modell des spinalen
Traumas durch Andersen 1982 und Kearney 1988 vieljewurde. Die durch Lighthall
10
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erarbeitete Variante der traumatischen HirnlasieimidFrettchen hat Dixon zur traumatischen
Hirnlasion bei der Ratte modifiziert. Durch eintliale Daten wie Aufschlaggeschwindigkeit,

Penetrationstiefe und Kontaktzeit der Trauma-Amldn wird eine flr die verschiedenen

klinischen Belange erforderliche, gute Steuerbargewéhrleistet (Thomale, 2001; Saatman
et al., 2006). Im Gegensatz zu den anderen Mode#ahnet sich das CCIl vor allem durch
die gut quantifizierbare fokale Lasion aus. Die gamerierte Hirnkontusion bietet relativ

komfortable Augangsbedingungen flr morphometris&halysen der einzelnen Teilaspekte
der sekundaren Hirnschadigung. Neben dem bereit&8heten Hirnédem wurden wichtige

Erkenntnisse der neurodegenerativen und immunzegiittelten Komponente des sekundéren
Hirnschadens, respektive ihres zeitabhangig urterglichen Distributionsmusters nach

SHT, erzielt.

1.3 Posttraumatischer Zelluntergang und Immunzetiart

Bezuglich deneurodegenerativen Komponetestehen zwar diskrepante Auffassungen uber
den Anteil des primaren, mechanisch induziertenludgdrgangs (auch als so genannte
"Mechanoporation” beschrieben), doch ist man sichgeliber den im weiteren Zeitverlauf
nach SHT das Kontusionsvolumen pragenden sekundarekrotisch bedingten und
apoptotisch induzierten Zelltod (Povlishock, 198Bxwell et al., 1993; Sutton et al., 1993;
Graham und Gennarelli, 1997; Hall et al.,, 2005; t®aa et al., 2006). Es gibt
unterschiedliche Pathomechanismen, die zum prdgessposttraumatischen Zelluntergang
fuhren. Die mediatorinduzierten Kaskaden nehmerh raautiger Auffassung hierbei eine
zentrale Rolle ein. Zu den wichtigsten unkontrotlfeeigesetzten Mediatorsubstanzen zahlen
freie Radikale, Glutamat, Stickoxyd, Arachidonsaunel inflammatorische Mediatoren, wie
z.B. die Chemokine. Diese liegen in der posttraisohén Nekroserandzone (Penumbra) in
erhohter Konzentration vor. Durch die anschlieReall#gamat-induzierte Aktivierung von N-
Methyl-D-Asparat (NMDA), a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazol-Propionat (AM¥)
oder Quisqualat — Rezeptoren stromen Natrium unldilka ungehindert in die Zellen, wo
sie wesentlich zur VergroR3erung der Nekrosezonekamgekutiv des Kontusionsvolumens
fuhren (Smith et al., 1994; Stoffel et al., 200&¢hubert und Piasecki, 2001). Demnach wird
eine kontinuierliche Zunahme der Nekrosezone selbsh Wochen nach SHT beobachtet
(Cortez et al., 1989; Sutton et al., 1993; Raghhigtal., 2002; Saatman et al., 2006).
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Die Komplexitat des sekundaren Hirnschadens wird satlich durch den
immunzellvermittelten Teilaspekt verdeutlicht. Déesst ebenfalls nur teilweise verstanden.
Die an der Immunreaktion des ZNS beteiligten Zellemfassen verschiedene Zelltypen. Im
Einzelnen sind es die aus dem Systemkreislauf eidermden neutrophilen Granulozyten
und Monozyten, die im ZNS subendothelial (auRerttldb BHS) liegenden Macrophagen
sowie die gehirnspezifischen Microgliazellen. Digetzt genannten machen etwa 13-15% der
Zellen der weil3en Hirnsubstanz aus (Cross et @01 Zwar wird von manchen Autoren
eine gewisse Eigenstandigkeit dieser Komponente sekundaren Hirnschadigung
zugeschrieben (Soares et al., 1995), trotzdemsilaim Zusammenhang mit der Vielfalt der
interzellularen Interaktionen im und um das Kortusareal nicht als separater Teilaspekt
verstanden werden. Diesbezuglich belegen gut diffgerte morphometrische Analysen des
Kontusionsareals ein zeitabhangig unterschiedlicbestributionsmuster der einzelnen
Immunzelltypen nach SHT (Cross et al., 2001; Chexl.£2002; Thomale et al., 2007).
Zum einemmuss die direkte, mechanische Komponente der &siorh bertcksichtigt werden.
Die ersten nachweisbaren immunkompetenten Zelleandwum das Kontusionsareal sind die
neutrophilen Granulozyten. Dies ist zum grof3tenl Tkirch die direkt auf die BHS
schéadigende Wirkung der Noxe bedingt. Die neutdephiGranulozyten kénnen schon in den
ersten Stunden im Kontusionsareal beobachtet wesjgelen jedoch an Zeitpunkten > 72
Stunden eine eher untergeordnete Rolle im gesamm¢riindungsgeschehen (Chen et al.,
2002; Thomale et al., 2007). Ferner kommt es zdiftrition h&matogen lokalisierter
Macrophagen zum Kontusionsareal hin. Die frihendxderungen der Morphologie des
Kontusionsareals sind somit als unmittelbare Folge Traumas zu werten, vor allem die zu
diesen frihen Zeitpunkten stattfindende Invasion Macrophagen (geschadigte BHS und
rupturierter Subarachnoidalraum).
Zum anderenist der kontinuierliche Zuwachs aktivierter Immulee im und um das
Kontusionsareal an spéateren Zeitpunkten nach SHipteachlich auf mediatorvermittelte
Mechanismen zurlckzufiihren. Zu den wichtigsten immodulatorisch wirksamen
Botenstoffen z&hlt das Interleukin-1 (IL1). Nebesr dhechanischen Komponente kommt es
hierdurch zur Aktivierung ruhender Microglia- undahsformation in immunkompetente
Zellen (Aihara et al., 1995; Kreutzberg et al., 89€hen et al., 2002). Hierdurch werden
entzindlich bedingte Zellschaden im weiteren Zeitug nach primarer Hirnlasion potentiell
vergroRert. Des Weiteren bestehen direkte Zusamamgehzwischen dem Grad der IL1-
vermittelten Aktivitat der Immunzellen und der Astytose, also der gehirnspezifischen
Narbenbildung (Saatman et al., 2006).
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Das bildmorphologische Korrelat des sekundaren,ptsaghlich neurodegenerativ- und
immunzellvermittelten Gewebeschadens ist somit ekwtinuierliche Zunahme des
Kontusionsvolumens im zeitlichen Verlauf der ersgtanden bis Tage nach SHT (Cortez et
al.,, 1989; Chen et al., 2002; Hall et al., 2005at8@n et al., 2006). Zum besseren
Verstandnis der komplexen, sekundar bedingten rhistphologischen Alterationen sowie
des zeitabhangig unterschiedlichen Distributiondergsverschiedener Zelltypen im und um
das Kontusionsareal, ist eine differenzierte Etfagsdieser Teilaspekte im Rahmen des SHT
entscheidend. Hierfur bietet die feingeweblichedbiastik optimale Ausgangsbedingungen.
Diesbezlglich kann heute anhand spezialisierteiolbgischer, immunhistologischer und
DNA-basierter Untersuchungsmethoden eine diffeestei Visualisierung der einzelnen
Zelltypen erzielt werden. Zu den heute am haufigsteerwendeten histologsichen
Basismethoden z&hlen z.B. die Hamatoxilin & Eo$l&E)- sowie die Nissl (Toulidin blau)-
Farbungen. Anhand ihrer Spezifitat bestimmte basismd basophile Bestandteile der Zellen
(DNA, raues endoplasmatisches Retikulum und Prejenu markieren, kdnnen somit z.B.
neurodegenerative Prozesse gut erfasst bzw. sichdmacht werden. Immunhistologische
Analysen umfassen verschiedene Immunzell-spezdiddarker, z.B. OX-42, ED1, His48
und MPO. Manche sind fir einen bestimmten Zelltgpzsfisch, z.B. MPO und His48 fur
neutrophile Granulozyten und Ox-42 fur Microgliandere hingegen, z.B. ED1, zeigen keine
besondere Spezifitdt auf phagozytierende Zellemlas® mehrere Zelltypen gleichzeitig
erfasst werden.

In den letzten Jahrzehnten hat sich zunehmend 2186 — Triphenyltetrazolium Chlorid
(TTC), ein wasserldslicher Redox-Indikator, zur d&Bsierung ischamisch- und traumatisch-
induzierter neuronaler Schaden durchgesetzt. Anhded aktuell hierzu vorliegenden
Datenlage ist jedoch eine madgliche Verfalschung dedsachlich vorliegenden
Gewebeschadens mittels der TTC-Methode an spatéedpunkten (> 72 h) nach SHT
anzunehmen (Baskaya et al., 2000; Chen et al.,; 204Pet al., 2005; Saatman et al., 2006).

1.4 2,3,5 — Triphenyltetrazolium Chlorid (TTC)

Die Spezifitdt von TTC beruht auf der Fahigkeit @svebe vom metabolischen Aspekt her,

energieabhangig zu markieren. Es interagiert mir detochondralen Succinat -

Dehydrogenase (SDH), wobei der rote Farbstoff Faemagebildet wird. Der grob-visuelle
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bzw. makroskopische Kontrast zwischen markierteth wmmarkierten Arealen bietet hierbei
somit die Grundlage zur Differenzierung geschadigiewebes.
Seit 1958 wurde TTC fur Quantifizierungen von Ikfarealen an unterschiedlichen Geweben
bei Saugetieren verwendet. Bei Hunden konnten ar&zise Ergebnisse in der Darstellung
irreversibler ischamischer Gewebeschaden am Heszaelt werden (Sandritter et al., 1958;
Lie et al., 1975; Kloner et al.,, 1981). Im Rahmesr thborchemischen Gewebeanalysen
erkannte man zudem schnell die Vorteile von TTC egéper den konventionell-
histologischen  Untersuchungsmethoden. TTC ist iwelatpraktikabel in der
Versuchsdurchfihrung, kostenginstig und wenig akitandig. So fand TTC zunehmende
Akzeptanz auch in den anderen Fachgebieten. InN@emowissenschaften konnte zunachst
eine gute Korrelation von TTC, Nissl und H&E ber désualisierung ischamisch bedingter
Hirnschaden bei Mausen und Ratten, zwischen 12 Aih&tunden nach GefalRokklusion,
gezeigt werden (Bederson et al., 1984; Lin et193). Bei den Versuchsdurchfiihrungen
erkannte man zudem die gute Steuerbarkeit von Tégldlich der Visualisierung einer
adaquat zur Ischamiestarke bzw. OkklusionszeitAdtarie (i.d.R. der Arteria cerebri media)
vorliegenden Hirnlasion (Liszczak et al., 1984; Aowski et al., 1997; Du et al. 1995;
Tureyen et al., 2004; Benedek et al.,, 2006;). Jehngewahlter postischamischer
Reperfusionszeit konnen unterschiedliche AusmaRd. @&onsvolumina gemessen werden,
was TTC ebenfalls adaquat wiedergeben kann. Sdkhest TTC auch viel sensitiver
bezuglich der Erfassung sehr fruher ischamischerweBeschaden, was durch
elektronenmikroskopische bzw. ultrastrukturelle yeichsanalysen bestatigt wird
(Liszczak et al., 1984; Liu et al., 2009).
Auf der anderen Seite wurden aber auch entschedd®iaghteile von TTC im Vergleich zu
den feingeweblichen Verfahren gezeigt. Aufgrund eid¢orderlichen gréberen Schichtdicke
TTC - behandelter Gewebeschnitte ist eine mikroskbe Analyse nicht mdglich.
Die aus der Schlaganfallforschung erhobenen Erkéss# bei der Anwendung von TTC sind
aufgrund der zugrundeliegenden, priméren Hirnlgsionicht direkt auf die
Neurotraumatologie Ubertragbar. Dennoch konnten iggew Parallelen beziglich der
Visualisierung ischamisch- und traumatisch bedinGewebeschaden mittels TTC bis zu
48 Std. nach initialer Lasion gezogen werden. Damnaurde die gute Steuerbarkeit von
TTC i.S. eines entsprechend der gewdahlten Inténgigdi primaren Lasion angezeigten
Gewebeschadens bis zu 48 h nach SHT bestatigi @Rat., 1997). Des Weiteren sind die
anhand konventionell-histologischer Methoden undCTérhobenen Kontusionsvolumina im
Zeitfenster 12 bis 48 Std. nach primarer Hirnlasiergleichbar.
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In diesem Zusammenhang fehlen bisher jedoch dir®lamgleichsstudien von TTC und
konventionellen histologischen Methoden zur Vissialung traumatisch bedingter
Hirnschaden an Zeitpunkten > 48 Std. nach primdr@sion. Anhand des indirekten
Vergleichs bestehen jedoch Diskrepanzen Uber dasmAR@ des Kontusionsvolumens,
respektive der zeitlichen Entwicklung desgleichenzum 7. Tag nach SHT (Baskaya et al.,
2000; Chen et al., 2002; Saatman et al., 2006). riaem wird mittels TTC eine
kontinuierliche Abnahme des Kontusionsvolumens eies 48 Std. und dem 7. Tag nach
SHT indiziert (Baskaya et al., 2000). Der so geressVerlauf steht im Gegensatz zur
allgemein bekannten, postkontusionellen Dynamik dpsogredienten sekundéren
Hirnschadens (Chen et al., 2002; Saatman et &§;2Zthomale et al., 2007).

Die Spezifitat von TTC beruht auf der Visualisiegudes energetischen Metabolismus und
nicht des tatsachlich vorliegenden neuronalen &eildens, weswegen insbesondere die
immunzellvermittelte Komponente einen entscheidanded limitierenden Faktor bei der
Visualisierung spater Hirnschaden darzustellen isth@ihara et al., 1995; Chen et al.,
2002). Hierbei soll hauptséachlich die metabolisakavitat der immigrierenden Immunzellen
fur die Maskierung der tatséchlich vorliegenden @e#schadigung > 72h nach SHT

verantwortlich sein.

1.5 Studienziel

Die Erforschung der postkontusionellen, sekundareirnschadigung stellt grol3e
Anforderungen an die experimentelle NeurotraumaieloZum besseren Verstandnis der
hierdurch angestol3enen neurophysiologischen urmpatrphologischen Veranderungen ist
die Vielschichtigkeit des sekundaren Hirnschadenkeriicksichtigen.

Das bildmorphologsiche Korrelat, das s.g. Kontuswmtumen, wird in der feingeweblichen
Diagnostik anhand histologischer und immunhistadolger Untersuchungsmethoden in
einzelne Teilaspekte unterteilt. Diese kdnnen zwader Endauswertung nicht strikt als
eigenstandige Komponenten verstanden werden, dessgarate Erfassung im zeitlichen
Verlauf nach SHT ist jedoch vom gro3en Vorteil, .z.Bei der Erprobung potentiell
neuroprotektiver Substanzen. In den letzten Jahteehhat sich zunehmend TTC zur
Visualisierung ischamisch- und traumatisch bedingtérnschaden durchgesetzt. Diese
kostenginstige, wenig zeitaufwendige und einfachhandhabende Untersuchungsmethode
hat sich bei der Erfassung friher, im Zeitraum ziven 12 und 72 Std. nach initialer Lasion

15



Einleitung

vorliegender Hirnschaden bewéhrt. Aufgrund der 8p@zvon TTC konnte die tatsachlich
vorliegende Gewebeschadigung durch den metabohisdtiafluss der Immunzellen an
spateren Zeitpunkten nach SHT (>72 Std.) maskierden.

Das hierbei verwendete CCI-Model des tierexperiglant SHT s zeichnet sich vor allem
durch die Erzeugung einer vergleichsweise fokal@ml&sion sowie die gute Steuerbarkeit
der Traumaapplikation aus. Die Nissl-Methode steltg histologische Methode zur
Verfiigung, welche sich bei der Visualisierung haéphlich neurodegenerativer Prozesse
bewéhrt hat. Des Weiteren kann bei den mikroskbgiscGewebeanalysen indirekt der Grad
der Infiltration immunkompetenter Zellen beurtediterden. Den zeitlichen Verlauf der
Immunzellaktivierung und —Infiltration werden anklatles Panmarkers ED1 verfolgt. Dieser
ist im Stande sowohl die eingewanderten neutropteanulozyten und Monozyten als auch
die gehirnspezifischen Mikrogliazellen darzustellemd damit das nahezu komplette
Spektrum der immunzellvermittelten posttraumatischBeaktionskomponente wieder-
zugeben.

Ziel diese Studie ist es daher die Korrelation der morphometriscQeiantifizierung des
zerebralen Kontusionsvolumens gemessen anhandceitt§ewebefarbung TTC und Nissl-
Methode und unter dem Einfluss der in der Immuwokogfie dargestellten immigrierenden
Immunzellen in der zeitlichen Entwicklung bis zad'@ge nach fokaler zerebraler Kontusion,
ausgelost durch das CCIl Modell, zu untersuchen. iDapil auch ein Arbeitsprotokoll
erarbeitet werden, um den sinnvollen Einsatz deZ Farbung in der neurotraumatologischen
Forschung, bzw. dessen zeitabhangig bedingten #skungen zur der Visualisierung des

tatsachlichen neuronalen Gewebeschadens zu chésien.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Versuchstiere

Prospektive, randomisiertéerexperimentelle Studie. Es wurden 36 mannlichra§ue
Dawley Ratten (250 - 350 g), entsprechend der férkbntusionsvolumenbestimmungen
gewahlten Untersuchungszeitpunkte, in vier Gruppeterteilt: 48 Stunden, 72 Stunden, 5

und 7 Tage nach dem Trauma.

2.2 Chirurgie und Anasthesie

Die Anasthesie erfolgte mit Isofluran 2-5 % vol. NaO (1-2 I/min) und @ (0,5-1 I/min)
durch eine Gesichtsmaske bei spontan atmendennTi®&tach dem Wiegen der Tiere
erfolgten korperabgestimmte Dosierungen von Cagorof5 mg/ml) als anhaltende
systemische Analgesie und Bupivacain (0,25 %) alkalanasthetikum durch subkutane
Injektionen. Bei Bupivacain durfte die Maximaldosisn 1 mg/kg KG nicht tberschritten
werden. Bei Carprofen (0,25 %) durfte die Maximaidoron 10 pl/kg KG nicht Gberschritten
werden.

Die Ratten wurden auf ein durch einen Feedback-si@smus reguliertes Heizkissen
positioniert. Dies ermdglichte die Erhaltung eikenstanten Korpertemperatur bei ca. 37° C.
Die Rektaltemperatur wurde kontinuierlich, Uber dgsamten Zeitraum der Operationen
gemessen.

Unter aseptischen Bedingungen erfolgte eine Inzigler Kopfhaut tber der Mittellinie,
lateral erfolgte die Teilresektion des Musculus ggemalis und nachfolgend wurde eine 8 x
8mm bemessende Kraniotomie links parietal zwisdBesgma und Lambda, innerhalb der
Koronar und Lambdanaht, durch einen Diamantbolusstayefiihrt (Thomale, 2001; Abb.1).
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Abb. 1 Schematische Darstellung der Sdaadéomie der Ratte. Die Kraniotomieflache ist grau
unterlegt.

Der Knochenkeil wurde fir die Reimplantation konsent und die Dura mater mit
mikrochirurgischen Watten sorgfaltig bedeckt umeeiVertrocknung vorzubeugen. Wie
unter 2.3 beschrieben erfolgte nun die standartksfgpplikation des Traumas auf die intakte

Dura. Nach dem Trauma erfolgte die Reimplantati@s &nochens durch Acrylzement
(dental Acryl-Zement) und die Kopfhaut wurde fouflend mit Prolene 3-0 vernéht.

2.3 Controlled Cortical Impact Injury

Das Controlled Cortical Impact Injury (CCIl, odarch CCI) wurde am Biomedical Science

Department der General Motors Laboratorien, USAfwekelt, am Bioengineering

Department des Medical College of Virginia realisiand unter der wissenschaftlichen
Leitung von Edward Dixon bei der Ratte erstmalseavendet (Dixon et al., 1991; Lighthall,
1988).
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Abb. 2: Die Kontusionseinheit (1) des Controlledri@al Impact Injury (CCIl) mit Fixationstisch (2)nd
Kontusionsschlitten (3). Der 7 mm—dicke Schlagbol£&) ist am unteren Ende in einem Gewinde montiert
dessen konvexe Oberflaiche zum Zeitpunkt des Traamgdie Dura trifft. Die Druckibertragung erfoliber
ein Hoch- (7) und Niederdrucksystem (8), welchdilper die Kontrollstation reguliert werden. Dabdi dgsis
Hochdrucksystem mit dem oberen Teil und das Nigdeks$ystem mit dem unteren Teil des Zylinders (4)
verbunden. Das Hochdrucksystem verursacht die #ehibwartsbewegung der Kontusionsstange (5) ursl da

Niederdrucksystem die langsamere Aufwartsbewegung.
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Abb. 3 Schematischer Aufbau des CCI-Modells (Thomale, 2001).

Das Trauma-Gerat besteht aus einer Kontusionseindtiei sich aus einem Fixationstisch,
einer pneumatischen Kontrollstation und den an mineStahlrahmen fixierten
Kontusionsschlitten zusammensetzt. Nach chirurgisBinaparation werden die Tiere an einer
stereotaktischen Halterung fixiert. Diese ist auémd Fixationstisch montiert, der
hohenverstellbar ist und dessen Oberflachenneiganigbel eingestellt werden kann. Uber
dem Fixationstisch ist ein Stahlrahmen montiertdam der Kontusionsschlitten befestigt ist.
Dabei ist dieser im seitlichen Winkel angebrachtl wagulierbar. Der Kontusionsschlitten
wiederrum setzt sich aus einer analogen Daten-foanationseinheit, einem Druckzylinder,
einer 19,75 cm — langen Kontusionsstange und efdeagbolzen, zusammen. Der 7 mm-—
dicke Schlagbolzen ist am unteren Ende in einem iGv montiert, dessen konvexe
Oberflache zum Zeitpunkt des Traumas auf die Duifa Das Anbringen des Schlagbolzens
an ein Gewinde ermdglicht es die Eindringtiefe gee@zustellen. Die H6henregulierung des
Bolzens ist hierbei mit 1 mm Hohenverschiebungnadrehung genormt. Schlief3lich kann
mit einer gegenlaufigen Mutter die endgultige Rositfixiert werden. Hierdurch ist die
Deformationstiefe des Bolzens in das Hirngewebe Adireffen des Bolzens regulierbar
(Thomale, 2001).

Die Kontusionsstange ist linear Uber 5 cm frei bgligb und miindet in der Mitte in einen
Druckzylinder. Die eigentlichen Einstellungen derinzelnen Traumamodalitaten

(Geschwindigkeit des Schlagbolzens und die DaueKdataktzeit mit der Dura) werden an
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der pneumatischen Kontrollstation vorgenommen. ®iss durch zufiihrende Schlauche mit
dem in zwei Druckkammern unterteilten Zylinder dé@ntusionseinheit verbunden. Uber
diese Verbindung nehmen diese Kammern kurzandaeiddndckveranderungen auf. Somit
dienen diese Verbindungen zwischen der Kontroitstaund der Kontusionseinheit der
eigentlichen Ubertragung der Bewegung auf die Ksiohsstange.

Die Druckubertragung erfolgt Gber ein Hoch- und déielrucksystem, welche je tber die
Kontrollstation reguliert werden. Dabei sind daschidrucksystem mit dem oberen Teil und
das Niederdrucksystem mit dem unteren Teil desndglis verbunden. Das Hochdrucksystem
verursacht die schnelle Abwartsbewegung der Kootgstange und das Niederdrucksystem
die langsamere Aufwartsbewegung. Zusatzlich ist $ggem durch einen dritten Schlauch
mit einer Stickstoffflasche verbunden. Dadurch betzdas System hochgereinigten Stickstoff
als Druckmedium (PLUS 5.0, N2 99,9% / Fa. AGA GaslBl, Hamburg). Die Einstellung
verschiedener Druckstufen im Hoch- bzw. im Niedec#isystem kann somit an der
Kontrollstation flr die gewlnschte Schlaggeschwgkdit moduliert werden. In der
vorliegenden Arbeit wurde der Hochdruck mit 100 pas& per square inch (psi) und der
Niederdruck mit 8 psi festgelegt (100 psi = 5,3)bhetztendlich kann durch die Einstellung
variabler Auslosezeiten der Druckfreisetzung dienta&tzeit des Bolzens mit der Dura
reguliert werden. Sie wurde bei den aktuellen Velnisn mit 300 ms festgelegt. Mittels einer
magnetischen Steuerung wird der Schlag dann maausdiel6st.

An das obere Ende der Kontusionsstange ist einégmaDaten-Transformationseinheit
angeschlossen (6; Fa. R.C. Electronics, Texas, UBAjch diese Verbindung werden die
analogen Daten der Schlagbewegung an eine compsteugrte Datenerfassungseinheit
weitergeleitet. Dies ermoglicht die Registrierurey osition des Bolzens. Dadurch kann die
Geschwindigkeit der Bolzenbewegung Uberwacht wer@ea Schlaggeschwindigkeit unter
100psi im Hochdrucksystem entspricht dabei einescBeindigkeit von 7,2 m/s (Thomale,
2001).

2.3 Histologie

Die 36 Ratten wurden 48, 72 Stunden, 5 und 7 Tagh ICCIl unter tiefer Narkose und
Analgosedierung durch Exsanginuation getéttet. Dalirt@ wurde anschliel3end transkardial

durch einen Phosphat-puffer 0,2 M (pH 7,4) perfartdDieser Schritt diente der Beseitigung

21



Material und Methoden

des Blutes sowie der Blutkomponenten, welche miin dédntersuchungsmethoden
unerwunscht interagieren konnten.

Es wurden fir die jeweliligen, histologischen Untietsungsmethoden TTC und Nissl die
gleichen, nacheinander entsprechend behandeltsdHiniite verwendet.

Zunachst wurden die entnommenen Hirne (n=24) disopentan bei -30°C schockgefroren.
Nachfolgend wurden sie durch eine spezielle Raitemtatrix in 8, jeweils 1,2 mm dicke,
koronare plane Sticke geschnitten. AnschlieBenddevursie in einem 2%-igem TTC -
Phosphatpuffergemisch (0.2M, pH 7.4) bei 37°C far 80 Minuten inkubiert. Um eine
maoglichst gleichmalige Verteilung des TTC's zu daledsten wurde diese Prozedur jeweils
15 Minuten durch Wenden an beiden Seiten der Patgdurchgefihrt.

Nach ausreichender Farbung der Hirnschnitte edolgie Fotodokumentation jeder
Schnittflache. Da bei dem ersten und letzten Stchnoit die Innenflache dokumentiert wurde,
wurden 14 Abbildungen angefertigt. Die Fotos wurddigitalisiert und durch ein
Computerprogramm (Image J 1.33u, Wayne Rasband,U\$A) ebenfalls von beiden Seiten
analysiert. Die Quantifizierung der Lasionsarealelgte hierbei planimetrisch, anhand des
farblichen Kontrasts zwischen dem gesunden, robimgrendem Gewebe und der an den
jeweiligen Untersuchungszeitpunkten nicht gefarl@mdrkierten Kontusionszone. Die

endgultigen Ergebnisse wurden als Summation d&chitte rechnerisch dargestellt.

Um die Gewebeschwellung die durch das moégliche ddiem zustande kommt rechnerisch
auszugleichen, wurde folgende Formel zur Korrekdngewandt:

Ccorr. = (C x R)/L (Ccorr.= korrigierte Kontusiotithe, C= absolute Kontusionsflache, R=
rechte- und L= linke Hemisphéarenflache).

Das gesamt Kontusionsvolumen berechnet sich deprecteend durch die Addition der
mittleren korrigierten Kontusionsflachen unter Mpiikation der Schichtdicke von 1,2mm:
Cgesamt= (A1+A2)*1,2+(B1+B2)*1,2 ....+(H1+H2)*1,2

Die aufgrund der Dekortikation verursachten zysigsc Defekte der Kontusionsareale am 7.
Tag wurden jeweils entsprechend der physiologisd@ehirnkonvexitdten nachgezeichnet
und anhand der gleichen Korrekturrechnung fur dekil@dédem wie an den Zeitpunkten 2.,
3. Und 5. Tag bericksichtigt.

Nach allen fur die TTC-Methode bendtigten Schrittgarden die Schnitte in flissigem

Stickstoff (-80°C) eingefroren. AnschlieRend wurd&®30um dicke Kryoschnitte fur die

Nissl-Histologie angefertigt. Wiederum, um Volumexsse zu errechnen, wurde jedes der
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mittleren 6 Kryoschnitte von beiden Seiten, wabrelas erste und letzte jeweils von der

Innenflache angeschnitten. Es erfolgte erneut ditodokumentation der Nissl-gefarbten

Hirnschnitte mittels makroskopischer DigitalaufnammDie Messung und Berechnung des

Kontusionsvolumens erfolgte hierbei nach gleichemzip wie bei TTC.

2.3.1 TTC- Farbung

Anfertigung von 500 ml 2%-iger TTC Lésung in ein@@ M Phosphat-Gemisch:
95 ml KH,PO, 0,2 M + 405 ml NgHPQ, 0,2 M.

Dabei gelten folgende Molekulargewicliik :

M von KH,PO, = 136,09 g/mol

M von NaHPQ, = 268,03 g/mol

Die Umrechnung in Gramm (g) erfolgte dabei folgenuken:
G = g/mol * mol/l * |

Dementsprechend gilt fur KH2PO4:

136,09 * 0,2 * 0,095 =2,585¢g

Dementsprechend gilt fir NdPOy:

268,03 *0,2*0,405=21,71¢g

Zur Herstellung einer 2%-igen TTC LOsung gilt falges:

2% TTC = 2/100 (g/ml) = 10/500 (g/ml) =10g TTC

2.3.2 Nissl-Farbung (Kresylviolett-Farbung)

o gk w b E

Inkubation der Schnitte in TBS fur 5 Minuten bemfhertemperatur (ca. 21° Celsius).
Trocknung der Schnitte fir 30 Minuten bei Zimmerparatur.

Auswaschen des TTC mittels Ethanol 100% fir 5 Manut

Trocknung der Schnitte fir 30 Minuten bei Zimmerparatur.

Inkubation in Xylol 2* 5 Minuten, dabei Verwendujeyveils frischen Xylols.
Inkubation in Ethanol 100% 2* 5 Minuten, dabei Vendung jeweils frischen

Ethanols.

7. Trocknung der Schnitte fir 20 Minuten bei Zimmerparatur.

Inkubation in Kresylviolett fir 5 Minuten.
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9. Auswaschen der Schnitte (Differenzierung, dabelgtré die Qualitatskontrolle unter
dem Mikroskop) mit Essigsaure (0,00025% in Etha@®bo) fur ca. 3,5 Minuten.
Dieser Schritt diente der Eliminierung des Uberdésnan Nissl, somit war eine
genauere Quantifizierung moglich.

10. Stoppen der Reaktion mit Leitungswasser — jewé&RsSkunden in frischem Wasser.

11.Inkubation der Schnitte in Ethanol 100% - jeweit22Sekunden in frischem Ethanol.

12.Inkubation der Schnitte in Xylol fir 2 Minuten.

13. Fixierung mit Deckglasern.

Beschichtung der Objekttragddie fur die Gewebsschnitte verwendeten nativen Ktogger
wurden fur eine bessere Praktikabilitdt sowie esighere Haftungsstabilitat mittels einer
Aminosilanlésung beschichtet. Dabei wurde folgenddten vorgegangen:
1. Herstellung der Beschichtungslosung — fur die Ahzaadn ca. 100 Objekttragern
Herstellung einer Aminosilanmischung (5ml Aminosita200 ml Aceton)
2. Inkubation der Objekttrager in der Aminosilanlosdiag2 Minuten.
3. Inkubation der Objekttrager in destilliertem Was@&y. dest.) 2*2 Minuten in jeweils
frischem Wasser.
4. Trocknung der Schnitte fur 1 Stunde bei 50-60° C

2.3.3 Immunbhistologie (ED1)

Fur die Immunhistologie wurden gesondert Schnigprasentativer Gehirnareale der 12
weiteren mannlichen Sprague-Dawley-Ratten verwenghetl?). Die Gehirne wurden
ebenfalls transkardial durch einen Phosphat-puférM (pH 7,4) perfundiert, zwecks der
Beseitigung des Blutes sowie der Blutkomponenter® &htnommenen Gehirne wurden
nacheinander zunachst in Ethanol (70%) und ansgie in einer Saccharose Losung (30%)
inkubiert um Fettkomponenten zu entfernen, die det Immunhistologie interagieren
kénnten. Danaclerfolgte die Fixierung in Paraformaldehyd (PFA).sa&hlieRend wurden
zunachst 8um dicke Paraffinschnitte angefertigt madhfolgend die imunhistologischen

Analysen mittels des CD68-positiven Antikorpers EMdurchgefihrt:

1. Deparaffinisierung der Gewebsschnitte —2 x 20 Menuh jeweils frischem Xylol.
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2. Rehydrierung der Gewebeschnitte — Eintupfern dap&mate fur jeweils 10 Sekunden
in folgender Reihenfolge — 100%, 95% und 75% Ethawowie anschlie3end in
destilliertem Wasser.

3. Waschen der Schnitte in TBST (TBS mit Tweef?)20,1% fir 10 Minuten.

4. Praparation des 1. Antikdrpers — der erste Antikbrpurde in einem 20%-igen
Protein-Blockungsgemisch (in TBS) gel6st.

5. Inkubation der Schnitte mit dem 1. Antikorper flie dauer einer Nacht (ca. 12
Stunden) bei 4° Celsius.

6. Waschen der Schnitte mit TBST (TBS mit Tweern®2@ x 5 Minuten, dabei
Verwendung jeweils frischer TBST-l6sungen.

7. Praparation des 2. Antikorpers (dieser nun mit iBiails Marker konjugiert) - der
zweite Antikérper wurde in einem 10%-igen Protelodkungsgemisch (in TBS)
gelost.

8. Inkubation der Schnitte mit dem 2. Antikérper flUiSBunden bei Zimmertemperatur
(ca. 20° Celsius).

9. Waschen der Schnitte mit TBST (TBS mit Tween®2@ x 5 Minuten, dabei
Verwendung jeweils frischer TBST-Ldsungen.

10.Waschen der Schnitte mit TBS fur 5 Minuten.

11.Blockade der Gewebeperoxidasen — Praparation vgd, B% in Methanol und
Inkubation der Schnitte fir 20 Minuten bei Zimmenfeeratur.

12.Waschen der Schnitte mit TBS 2 x 5 Minuten, dabervwéndung jeweils frischer
TBS-LOsungen.

13.Inkubation der Schnitte mit AB-complex/HRP fur 30ndten bei Zimmertemperatur.

14.Waschen der Schnitte mit TBS 2 x 5 Minuten, dabervéndung jeweils frischer
TBS-LGsungen.

15.Inkubation der Schnitte mit AEC Substrate-ChromSgeftir 5 Minuten bei
Zimmertemperatur.

16.Waschen der Schnitte mit destilliertem Wasser 2 MibButen, dabei Verwendung
jeweils frischen Wassers.

17.Praparation der Schnitte mit Hamatoxilin (MeS)eftir 3 Minuten.

18.Waschen der Schnitte mit TBS 2 x 5 Minuten, daberwéndung jeweils frischer
TBS-LGsungen.

19.Waschen der Schnitte mit Leitungswasser fur 10 Seéu.

20. Praparation der Schnitte mit Aquatex und anschfidF@xierung mit Deckglasern.

25



Material und Methoden

Es wurden jene Schnitte fur die Auszahlungen vedeendessen Querschnitt moglichst
genau der schematischen Vorlage in Abb. 4 entdpri€er abgebildete koronare

Gehirnquerschnitt zeigt das Zentrum der Kontuswemnach etwa 3,8 mm occipital der
Bregmanaht. Als anatomische Leitstruktur dientedd@eder Hippocampus, der komplett mit
den jeweiligen Teilkomponenten, im Einzelnen denmdonshornern (lat.: cornu ammonis,

CA) 1-4 und dem Gyrus dentatus (DG) zur Darstellkkognmen sollte.

Der Infiltrationsgrad ED1-positiver Zellen, demnaaitivierter Microglia, Macrophagen und

Monozyten sowie in sehr geringem Ausmal® auch detroghilen Granulozyten, wurde

durch manuelle Auszéhlung der so markierten Zdheworher festgelegten Messbereichen,
demnach dem Kontusions- und perikontusionellem ésoermittelt (Abb. 4). Die Analyse der

einzelnen Gewebeschnitte erfolgte hierbei bei 4bda VergrolRerung, anhand einer auf die
kontusionierten Gehirnhemisphéren gelegten Gittemnanit jeweils 1x1 mm messenden

Quadranten. Die jeweils entlang der Grenzen angeted und mittels ED1-markierten

Immunzellen wurden entsprechend ihrer gréf3ereneplafusdehnungen den jeweiligen

Quadranten zugeordnet.
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Abb. 4 Schematische Darstellung der jeweiligen Megsiche zur Beurteilung des Infiltrationsgrades

ED1-positiver Zellen im Kontusions (c)- und perikosionellem Kortex (pc). Der dargestellte koronare
Gehirnquerschnitt zeigt das Zentrum der Kontusietwa 3,8 mm occipital der Bregmanaht. Der
Hippocampus dient als anatomische Leitstruktur isdickomplett mit den einzelnen Teilkomponenten,

bestehend aus den CA-Regionen 1-4 sowie dem Gentatdis (DG), erfasst.

3.4 Statistik

In allen Graphiken sind arithmetische MittelwertedUStandardfehler der Mittelwerte (SEM)
angegeben. Fur den statistischen Vergleich von naéé&rzwei Gruppen erfolgte die
Uberprifung der Annahme der Homogenitat der Vagander einzelnen Gruppen mithilfe
der Levene-Statistik. Konnte Homogenitat der Vaeanangenommen werden, so erfolgten
paarweise Vergleiche mithilfe der Scheffé-Prozedunrsonsten wurde das Verfahren nach
Games-Howell angewendet. Der statistische Verglei@n mehreren Gruppen bzw.
Zeitpunkten erfolgte mithilfe der einfaktoriellenakfanzanalyse. Stellte sich hierbei heraus,
dass sich die einzelnen Gruppen signifikant unkeesien, wurde anschlie3end mit den oben
beschriebenen Verfahren genauer untersucht, zwisaleéchen Gruppen bzw. Zeitpunkten
tatsachlich ein Unterschied vorlag. Die statistescibatenanalyse erfolgte mit der
Statistiksoftware PASW Statistics 18 (friiher SPSS).
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3.1 TTC-Farbung

Die zeitliche Entwicklung der Kontusionsvolumina tieis der TTC-Farbung ist als
Quantifizierung (Abb. 5) und in der Morphologie (Ab6) dargestellt. Auf Grundlage der
TTC-Farbung wurden demnach maximale Ausmafle deiohg€ts am 2. Tag nach CCI
gemessen - 47,81+6,7 mnBei anndhernd gleichen Werten am 3.Tag - 46,2a8/8, wurde
am 5. Tag eine Verringerung der Kontusionsvolunmie24,53+2,4 mmund mit niedrigsten
Werten am 7. Tag nach dem Trauma mit 20,68+3,§ gemessen.

Statistisch signifikante Unterschiede (p<0.05) eieggemessenen Kontusionsvolumina
wurden beim Vergleich der Werte am 2. Tag mit degzrtédh am 7. Tag erzielt (p=0.045). Die
gro3te Reduktion des gemessenen Kontusionsvolurkenste vom 3. auf den 5. Tag
beobachtet werden. Die Werte der Kontusionsvolunaima2. sowie am 3. Tag nach dem
Trauma waren mehr als doppelt so hoch wie jene aiiag. Wahrend die Farbe der nicht
gefarbten (unkontusionierten) Areale bis zum 3. habezu Weil3 erschien, wechselte der

Farbton am 5. Tag zunehmend in einen rétlichen (Adb. 6).
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Abb. 5: Dargestellt wird der zeitliche Verlauf dé&mntwicklung der insgesamt erhobenen
Messergebnisse der Kontusionsvolumamaden jeweiligen Messzeitpunkten: 2, 3, 5 sowiage
nach Controlled Cortical Impact (CCIl) anhand demEéagen 2,3,5-Triphenyltetrazolium Chlorid
(TTC, magenta) sowie Kresylviolett (Nissl, bla8}atistisch signifikante Unterschiede zwischen
den TTC-gemessenen Kontusionsvolumina konnten Margleich des 2. mit dem 7. Tag (* vs.
Tag 2) berechnet werden. Zwischen den Nissl-gemess&ontusionsvolumina wurden keine
statistisch signifikanten Unterschiede im Zeitveflaach CCIl beobachtet. Die anhand der TTC-
Farbung erhobenen Kontusionsvolumina an den Tagemd 7 waren zu den anhand der Nissl-
Farbung ermittelten Werten aller Zeitpunkte stisia$t signifikant unterschiedlich (8§ vs. Nissl,

einfaktorielle Varianzanalyse, posthoc Scheffé-Bdoz).

Parallel dazu wurde eine recht ausgepréagte Redukiss Kontusionsvolumens gemessen.
Am 7. Tag nach CCI schlie3lich waren die meistentksionierten Areale rot bis dunkelrot

markiert. Am 7. Tag nach CCI konnte ein zystiscRarenchymdefekt als fortgeschrittener
Entwicklungszustand der Nekrose im Bereich desusiahierten Kortex beobachtet werden.
Die Korrekturrechnung, die fur den volumetrischksamen Einfluss des Hirnddems an den
vor allem relevanten Tagen 2, 3 und 5 erfolgte. W&t am Tag 7 das Kontusionsareal durch
Segmentierung des zystischen Defektes durch Nastihraeng der fehlenden Konvexitat

guantifiziert wurde, erfolgte die Bestimmung denfigphariellen Schwellung durch dieselbe
Formel unter Einbeziehung dieses Defektes.
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Abb. 6: Dargestellt wird exemplarisch der zeitlicherlauf der Entwicklung der 2,3,5-Triphenyltetriam
Chlorid (TTC - magenta, Bildmitte)- sowie Kresyllatt-Farbungen (Nissl — blau, obere Bildreihe) zur
Visualisierung der Kontusionsareale an den jewetlidlesszeitpunkten: 2, 3, 5 sowie 7 Tage nach Glbedr
Cortical Impact (CCI). In der unteren Bildreihe \wan ebenfalls die makroskopischen Ubersichten der
immunhistologisch-markierten Kontusionsareale am jégveiligen Untersuchungszeitpunkten, als Korretazu

den Messmethoden Nissl und TTC, miteingefligt. Hiegeigen sich vor allem am 5. und 7. Tag mittdlslE
angefarbte Lasionsbereiche, die tUber jene der Tadkerten Areale hinausreichen.
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3.2 Nissl — Farbung (Kresylviolett)

Die zeitliche Entwicklung der Kontusionsvolumina tteis der Nissl-Farbung ist als
Quantifizierung (Abb. 5) und in der Morphologie (A\b6) dargestellt. Die niedrigsten
Kontusionsvolumenwerte wurden am 2. Tag gemesgén77+4,3 mm Wahrend der Wert
am 3. Tag vergleichbar war (43,12+1,5 fymwurde am 5. Tag ein leichter Anstieg mit
48,46+2,1 mm und ein dazu anndhernd unverdnderter Wert am §. mewh CCI mit
48,43+3,9 mm gemessen. Die Unterschiede im zeitlichen Verlaafen zueinander nicht
signifikant (p>0.05). Zwischen den FarbemethodenCTuind Nissl konnten statistisch
signifikante Unterschiede (p<0.05) der Kontusiorigrona zu den Zeitpunkten 2. Tag des
gemessenen Kontusionsvolumens anhand der Nisslii@rom Vergleich mit dem
Kontusionsvolumen gemessen anhand der TTC Farbumg5.a (p=0.016) und 7. Tag
(p=0.003) berechnet werden. Des Weiteren wurddiststah signifikante Unterschiede beim
Vergleich der Kontusionsvolumina der Nissl-Farbamg 3. Tag und der TTC-Farbung am 5.
(p=0.014) und 7. Tag (p=0.003) erzielt. Genauscewatie Werte am 7. Tag in der Nissl-
Farbung signifikant unterschiedlich zu den Werten&a (p=0.001) sowie 7. Tag (p=0.0002)
der TTC-Farbung (Abb. 5).
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Abb. 7.: In der oberen Zeile sind jeweils Aussdenider zentralen Kontusionsareale am 2. (A) undag (B)
gegenibergestellt, die anhand der Nissl-Methodeefangt wurden. Der schrag verlaufende Bereich
verminderter Zelldichte am 7. Tag entspricht hiedieaem Gefal3. Die untere Zeile zeigt korrelierdmerzu
ebenfalls Ausschnitte zentraler Bereiche der Kaahsareale am 2. (C) und 7. Tag (D) nach CCI (2die,
anhand des Markers ED1 angefarbt wurden. Durch [&ibhen diese Zellen, die anhand der Nissl-Methade a
7. Tag markiert wurden, aktivierten Immunzellen eoginet werden (D, 20x). Die GefaRRe sind hierbeejks
quer getroffen.

Wahrend am 2. und 3. Tag nach dem Trauma die Komsf&chen ungefarbt imponierten,
wechselte der Farbton zum 5. und 7. Tag im Vergglaem normalen, unkontusionierten
Gewebe, in einen dunkelblauen Ton. In der mikrosaben Inspektion der Kontusionsareale
am 2. und 3. Tag nach CCI fallt zunéchst die delutheduzierte absolute Zelldichte auf.
Richtige Zellstrukturen lassen sich nur noch vereiinerkennen, hingegen zeigen sich viele
Zellrestbestandteile (Abb. 7A).

Bei der Gegeniiberstellung der jeweiligen UbersiahtgoRerungen zentraler Bereiche der
Kontusionsareale am 2. und 7. Tag (Abb. 7A und Bx)2wird deutlich, dass der
makroskopische Farbumschlag zugunsten eines duawelb Farbtons am 5. und 7. Tag
(Abb. 6), auf die massive Zunahme der absolutetdicbten zuriickgefihrt werden kann.

Diese Zellen kénnen in Korrelation zur immunhistpszhen Farbung mittels ED1 am 7. Tag
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grof3tenteils aktivierten Immunzellen zugeordnetdear(Abb. 7D). Allerdings ist hierbei die

Zuordnung zu den jeweiligen Immunzgfienbestenfalls indirekt moglich.

3.3 Immunhistologie (ED1-Farbung)

Die Auszahlungen ED1-positiver Zellen erfolgte ahesnatisch pradefinierten Arealen, was

die Differenzierung zwischen dem Kontusions- undieatusionellen Kortex erlaubte (Abb.
4).

ED1 2. Tag 3. Tag 5. Tag 7. Tag
J ¥
Makroskopische || / \
Ansicht ‘ - 5, & &«

10fache
Vergrdfierung
Y A TN e agnlete o
ﬁ:ﬁ‘rﬁﬁ;ﬁ% =t | 8% e b, 0
20fache Mptonet Kol R R o)
Vergréfierung '

Abb. 8.: Die zeitliche Entwicklung der Zellinfilttian ED1- positiver Zellen am 2., 3., 5. und 7. Tegh CCI.
Parallel hierzu wird in der oberen Zeile auch eimekroskopisch-sichtbare Zunahme des L&asionsvoluaens

5. und 7. Tag beobachtet (graue Pfeile; zur bessktervorhebung der Kontusionsareale wurde hier der
Farbton entsprechend geandert). Die schwarzeneHfeitler unteren Zeile markieren exemplarisch aktie
Microglia und/oder hamatogen immigrierte Macrophgggemnach die am 5. und 7. Tag pradominierenden
Immunzelltypen. Es kdnnen ebenfalls nebeneinanderschiedene Stadien der Immunzellaktivierung
beobachtet werden, so dass parallel sowohl kleim@ schwach angefarbte als auch grof3e und intensiv
markierte, demnach metabolisch hochaktive Immuane{POx, hier v.a. am 5. und 7. Tag) zur Darstellun

kommen.
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Abb. 9.: Zeitlicher Verlauf der quantifizierten Xesh an den jeweiligen Messzeitpunkten: 2, 3, 5
sowie 7 Tage nach CCI, welche mit dem CD 68-semsit Antikérper ED1  (aktivierte
Microglia, Monozyten und partiell auch neutropiBeanulozyten) markiert werden kénnen. Alle
Messungen beziehen sich auf den ipsilateralen Kom@bei eine Trennung zwischen dem
Kontusionsareal Qont dunkelgrau) und dem perikontusionellen KorteRC( hellgrau)
vorgenommen wurde. Am 5. Tag kommt es zur starkeonzkntrationszunahme der
Immunzellen sowohl im Kontusionsareal als auch iarikpntusionellen Kortex mit darauf
folgender leichter Zunahme der Werte bis hin zurifag. Statistisch signifikante Unterschiede
(p<0.05) konnten beim Vergleich der Kontusionsaealischen dem 2. und 5. Tag sowie 3. und
5. Tag (* vs. 2. und 3. Tag) erreicht werden. Befergleich ED1-positiver Zellen in den
perikontusionellen Messbereichen hingegen konntatisisch signifikante Unterschiede beim
Vergleich der Messergebisse des 2. Tages sowohdanit5. als auch dem 7. Tag erzielt werden
(8 vs. 2. Tag, univariante Varianzanalyse, posthests nach Games-Howell und Scheffé-

Prozedur).

Am 2. Tag wurden 31,48+11,69 Zellen/mim Zentrum und 16,82+10,45 Zellen/ririm
perikontusionellen Kortex gezahlt. Am 3. Tag zeieten sich ein leichter Anstieg der
Konzentration im Zentrum der Kontusion mit 61,2688 Zellen/mm ab, wahrend die
Anzahl der ED1-positiven Zellen im perikontusioeell Kortex annahernd unverandert blieb
(16,53+8,3 Zellen/mA). 5 Tage nach dem Trauma zeichnete sich ein peten Zuwachs
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der ED1-positiven Zellen sowohl im Kontusionsar€¥0,3+74,6 Zellen/mf) als auch im
perikontusionellen Kortex (196,7+10,4 Zellen/Arab. Ein weiterer Zuwachs der

Zelldichte wurde am 7. Tag nach CCl im Kontusiorahf1073+259,6 Zellen/mtund im
perikontusionellen Kortex (277,8+89,1 Zellen/frgemessen.

Statistisch signifikante Unterschiede (p<0.05) kennbeim Vergleich der Kontusionsareale
zwischen dem 2. und 5. Tag (p=0.016) sowie zwisaemn 3. und 5. Tag (p=0.017) erreicht
werden.

Die fehlende Signifikanz der Werte vom 2. und 3g Tait den Werten am 7. Tag (p=0.137
und 0.144) resultiert hierbei aus der grol3en Vargar Standardfehler der Mittelwerte (SEM)
am 7. Tag. Diese wiederum ist zum Teil bedingt dudie vor allem am 7. Tag zu
beobachtende partielle Dekavitation des Kontusi@ads Im Gegensatz zu den
planimetrischen Analysen der Nissl- und TTC-Farlmmdonnte dieser Nachteil nicht durch
die Nachzeichnung der physiologischen Gehirnkortéiekieglichen werden. Beim Vergleich
ED1-positiver Zellen in den perikontusionellen Mas®ichen hingegen, konnten statistisch
signifikante Unterschiede beim Vergleich der Megsbisse des 2. und 7. Tages (p=0.024)
sowie des 3. und 7. Tages (p=0.024) erzielt werddb. 9, univariante Varianzanalyse,
posthoc Tests nach Games-Howell und Scheffe-ProgeDaer groldte Zuwachs der Dichte
ED1-positiver Zellen wurde vom 3. auf den 5. Tagm@CI beobachtet (Abb. 8, 9).

Abb. 8 zeigt sowohl die makroskopischen als auehuiter 10 - 20- fachen Vergrol3erung
sichtbaren Kontusionsareale an allen ZeitpunkteDl-gositive Zellen erkennt man am
weiten und roten Zytoplasmasaum und kann sie etbpnd der Sensivitat dieses
Antikdrpers, aber auch der Morphologie diese Zellem den Microglia bzw. den
Macrophagen zuordnen.

3.4 Morphometrische Bestimmung der Hemispharensiimge

Anhand der TTC-praparierten Gewebeschnitte konath alie prozentuale Schwellung der
kontusionierten Hemispharen an den jeweiligen Wuokgungszeitpunkten, als indirekter
Ausdruck des Hirnddems quantifiziert werden (Abl).1Die jeweiligen prozentualen
Schwellungswerte betragen in zeitlicher Reihenfolt®5%, 11,9%, 7,1% und 6,3% nach
CCI. Statistisch signifikante Unterschiede (p<0.2&)schen den einzelnen Gruppen konnten
sowohl beim Vergleich der Zeitpunkte 2. Tag mit denfp=0.036) und 7. Tag (p=0.018) als
auch beim Vergleich des 3. Tages mit den 7. Ta@.(85) berechnet werden (Abb. 10).
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Abb. 10.: Zeitliche Dynamik der morphometrisch etelien Hemispharenschwellung als indirekter

Ausdruck der jeweiligen Odementwicklung an den Tage3, 5 und 7 nach CCI. Statistisch signifikante

Unterschiede (p<0.05) zwischen den einzelnen Grugpanten beim Vergleich der Zeitpunkte 2. Tag

mit dem 5. und 7. Tag (* vs. 2. Tag) sowie beim gleich des 3. Tages mit dem 7. Tag berechnet

werden (8 vs. 3. Tag, einfaktorielle Varianzanalypesthoc Scheffé-Prozedur).
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4 DISKUSSION

4.1 Allgemeine Beobachtungen

Die zeitabhangigen histomorphologischen Alteratiodes Kontusionsvolumens, wie sie in
der vorliegenden Arbeit anhand der TTC- , der Nisglbung und der ED1-Immunhistologie
dargestellt wurden, zeigen in erster Linie, dashtnilie Spezifitat der Untersuchungsmethode
als solche, sondern vor allem der Zeitfaktor eilm@aitierenden Faktor bei der Visualisierung
der tatsachlich vorliegenden Gewebeschadigungedirddie Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit zeigen, dass die absoluten Volumenwerte kibetikalen Kontusion TTC-markierter
Gehirnareale aufgrund der energieabhéngigen V&eaing des Gewebes durch die
metabolische Prasenz der Immunzellen > 72 Stundach rprimérer Hirnkontusion
entscheidend beeinflusst werden. Unter der Annagmtindlich verandertes und infiltriertes
Gewebe als geschadigt zu interpretieren, versa@te dn spateren Zeitpunkten nach SHT
diesen Einfluss adaquat widerzuspiegeln. Dem gdmmrdeigte sich im Zeitfenster 48 bis 72
Stunden nach SHT eine gute Korrelation zwischen Tih@ Nissl bei der Darstellung des
Kontusionsvolumens. Hier Uberwiegt jedoch auch rkerodegenerative Komponente der
sekundaren Hirnschadigung, wohingegen nur verdmaeimunzellen im Kontusions- und

perikontusionellen Kortex nachgewiesen werden kemnt

Die Qualitat einer Methode definiert sich Uber iReliabilitat bzw. die formale Genauigkeit
des Untersuchungsprozesses an sich. Demnach istAdésagekraft der endgultigen
Auswertung von Untersuchungsergebnissen, im Rahnaer zugrundeliegenden
Fragestellung, wesentlich von der Auswahl einegadten Untersuchungsmethode abhéngig.
Im Idealfall misste das gewéahlte Untersuchungshezfaalle zu erwartenden Variablen bei
der Versuchsdurchfiihrung erfassen konnen. In dengdeeblichen Diagnostik des
postkontusionellen Hirnschadens ist jedoch nicht die Vielschichtigkeit der sekundaren
Hirnschadigung als solche allein zu berlcksichtigeérelmehr bedingt das zeitabhangig
verschiedene Distributionsmuster der verschiedetedltlypen eine dynamische Variabilitat,
die so mittels einer einzigen bzw. spezifischenednichungsmethode nicht erfasst werden
kann. Somit ist der gezielte Einsatz verschiedéfmersuchungsmethoden von besonderer
Bedeutung, z.B. bei der Testung neuroprotektivdrs&unzen.

Die genaue Erforschung der Komplexitat der sekwerdddirnschadigung stand nicht im
Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit. Hierfir wéare erd Einsatz vieler weiterer
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Untersuchungsmethoden notwendig, des Weiteren miiset Zeitspanne erheblich weiter
gefasst werden mussen. Schlie3lich missten auchudwirkungen einer Vielzahl potentiell

neuroprotektiv wirksamer Substanzen untersucht everdffektiver ist es jedoch einzelne
Teilaspekte der komplexen posttraumatischen Vorgéiegauszugreifen und diese gezielt mit

einer Fragestellung zu beantworten.

Das priméare Zielder vorliegenden Arbeit bestandngaeitlich definierte Einschrankungen
der TTC-Farbung bei der Darstellung eines tatsélchiorliegenden Hirnschadens zu
untersuchen bzw. den zeitlichen Rahmen fir vertiss| Untersuchungsergebnisse zu
bestimmen. Diesbezuglich erfolgt zunéchst eine geraAnalyse der drei hier untersuchten
Teilaspekte der sekundaren Hirnschadigung. Diesed sidie posttraumatische

Neurodegeneration, das Gehirnddem und die immuweaiittelte Komponente. Im

Anschluss werden die hieraus resultierenden Auswwgkn auf die TTC-Messmethode

diskutiert.

4.2 Sekundarer Hirnschaden

4.2.1 Zerebraler Stoffwechsel nach Schadel-Hirndhta

Laut zahlreichen sowohl tierexperimentellen alshaltnischen Berichten scheinen nach
heutiger Auffassung hauptsachlich die Mitochondrieme zentrale Stellung bei der
Initialisierung nekrotisch- und apoptotisch bedargZellschaden in vielen neurologischen
Erkrankungen einzunehmen, hierunter nach Schlalyamih SHT (Ankarcrona et al., 1995;
Albensi et al., 2000; Wang, 2001; Sullivan et @005; Lifshitz et al., 2004). In diesem
Zusammenhang kommt es auf zellularer Ebene zum lexep Zusammenspiel zwischen der
Exzitotoxizitat, dem oxidativen Stress und protésthen Mechanismen, wovon wiederum
ein Groldteil durch Dysfunktion mitochondraler StegtChselwege getriggert wird. Des
Weiteren initialisiert der mitochondriale Schademso genannten "mitochondrialen Weg™ der
Apoptose den neuronalen Zelluntergang, durch Reieg von Cytochrom ¢ und anderen

pro-apoptotischen Faktoren (Sullivan et al., 200&heranian et al., 2008).

Unter Bertcksichtigung der Eigenschaft der TTC-Eadhden energetischen Metabolismus
der Zellen durch Interaktion mit der mitochondrrateuccinatdehydrogenase darzustellen,
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werden nachfolgend zunachst die Auswirkungen desT'SHauf den intrazellularen
Stoffwechsel etwas genauer beschrieben. Anschiiefesrden Uberleitend die hierdurch

direkt und indirekt hervorgerufenen interzellulateteraktionen veranschaulicht.

Die Schlusselfunktion der Mitochondrien im Zusantmeg der intra- und interzellularen,
postkontusionellen Alterationen im zerebralen 8tethselMitochondrien fnitos gr.: Faden;
chondros gr.: Granulum) sind ubiquitar, also in jeder gatdfverbrauchenden Zelle des
Organismus vorzufinden. Die Mitochondrienmembrarzveeischichtig aufgebaut. Die innere
Membran ist stark gefaltet und funktionell hochsfiezh konstruiert. Sie enthélt die
Komplexe | bis IV der Atmungskette und der oxidativPhosphorylierung, Ubichinon als
Redoxubertrager sowie an der AulR3enseite das Haempi@ytochrom c, ein Mitglied der pro-
apoptotischen Faktoren. Die zentrale Stellung deitodiondrien im zellularen
Energiestoffwechsel erklart sich hauptsachlich detdudass in der mitochondrialen Matrix
u.a. die Enzymsysteme des Citratzyklus, des Ablimlsr Aminosauren, partieller Teile der
Hambiosynthese sowie dgrOxidation der Fettsauren vorzufinden sind (Lofl&& Petrides
PE, Biochemie und Pathobiochemie, 2003). Der @ytdtis (nach dem Deutsch-Englischen
Biochemiker Hans Adolf Krebs auch Krebs-Zyklus gema ist als einziges heute
identifiziertes Bindeglied zwischen der oxidatiendstrecke des Substratstoffwechsels und
oxidativer Phosphorylierung eingeschaltet. Durcle dierlegung eines Moleklls Acetat
werden hier in einem Durchgang zwei Molekile Koliewid und acht Protonen (H+)
gebildet. Diese wiederum werden in Form der beidsguzierten (-H) Cosubstrate NAD
(Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid) und FAD (FiaxMAdenin-Dinukleotid) auf die
Komplexe | bis IV der Atmungskette Ubertragen (Abb).
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Intermembranraum
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Abb. 11 Reaktionsfolgen der Atmungskette (modifizieach Loffler G, Springer-Lehrbuch Online, Basissen
Biochemie, 2005, S. 267-292). Der weil3e Pfeil netkienen Reaktionsschritt, in dem Succinat untegabe
von Reduktionsaquivalenten durch die Succinat-Dedgehase (SDH) zu Fumarat reduziert wird. Im gleich

Reaktionsschritt wird TTC unter der Bildung desroFarbstoffs Formazan durch die SDH reduziert.

In stark exergonischen Reaktionen werden hierbeeStoffmolekile zu Wasser oxidiert:

H, + 2 Q@ - HyO; AG = - 235 kJ/mol. Die Hieraus frei werdende Energied zum
Transport von Protonen {Haus der mitochondrialen Matrix in den Intermenmpaaim
genutzt. Die so generierte transmembrandse, mitmtiade PotentialdifferenzAYm) ist
wiederum treibende Kraft fur die;f#o-ATP-Synthase zur ATP-Synthese aus Adenosino-
monophosphat (ADP) und Phosphat. Der Begriidative Phosphorylierundpezieht sich
somit auf die energetische Kopplung dieser beidemgdhge. Die Zellatmung unterliegt
komplizierten Regulationsmechanismen, so werdenlBATP-Mangel bzw. Energiedefizit
mit konsekutiv erhdhten AMP- und ADP- Konzentragarkatabole Stoffwechselreaktionen
getriggert und umgekehrt. Das Gehirn kann im Geggngzu den anderen Geweben
normalerweise nur Glucose als Energiequelle vereenth diesem Zusammenhang ergibt
sich die Sonderstellung des ZNS hauptsachlich awes Grinden:erstensverbraucht die
Cytochrom-oxidase der Atmungskette etwa 90% desolalen vom Organismus
aufgenommenen Sauerstoffs unaeitensliefert hierbei die Oxidation von Kohlenhydraten
den Hauptanteil des Energiebedarfs der Zellen. Untgmalen Bedingungen betragt die
Energieausbeute 30 Mol ATP pro Mol Glucose in deroben Glykolyse. Der s.g.
Pasteureffekt (nach Louis Pasteur) bewirkt, dagerusnaeroben Bedingungen nur 2 Mol
ATP pro Mol Glucose gebildet werden kénnen (Lofftler& Petrides PE, Biochemie und
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Pathobiochemie, 2003). Etwa 80% des durch die Agskeite verbrauchenden Sauerstoffs
werden fur die ATP-Synthese verwendet. 7-10% dexbéi anfallenden ATP’s missen fir
die Gluconeogenese bereitgestellt werden (Rolfe Brwvn, 1997). Jegliche endo- bzw.
exogene Noxen, wie z.B. auch im Rahmen des SHTies, dis Gleichgewicht des
Citratzyklus, der Glykolyse und konsekutiv der Atmgskette beeinflussen, wirken sich in
den Nervenzellen somit erheblich schneller alsein @nderen Geweben aus (Kawamata et al.,
1995; Casey et al., 2008). So kommt es bereitemeaisten Minuten bis Stunden nach CCI
zur Erh6hung der zerebralen LaktatkonzentratioB¥nagks et al., 2001; Schuhmann et al.,
2003; Thomale et al., 2007). Diese resultiert hségtlich aus der posttraumatisch
gesteigerten anaeroben Glykolyse durch den Satferstmgel, den vermehrt anfallenden
Mengen an AMP und ADP sowie den oxidativ-bedingbemaden der Schlisselenzyme der
Atmungskette (Kochanek et al., 2006; Opii et &0, Robertson et al., 2007). Im spéateren
Verlauf tragen ebenfalls die infiltrierenden Madnagen und reaktive Astrozyten zur
Erh6hung der intrazerebralen Laktatkonzentratianl®ehuhmann et al., 2003; Soustiel et al.,
2005). Humane Langzeitstudien haben ergeben, ddite Laktatkonzentrationen mit
erheblichen neurologischen Defiziten selbst nodirelaach initialer Lasion assoziiert sind
(Ashwal et al., 2000; Brooks et al., 2001; Brenaemal., 2003; Marino et al., 2007). Das
posttraumatische Energiedefizit hat ebenfalls drtted Auswirkungen auf ATP-abhangige
Biosynthese- und enzymatisch-katalysierte Reaktiorie diesem Zusammenhang werden
von der Gesamtmenge des anfallenden ATP’s etwa0%b-Rir die Proteinbiosynthese
benoétigt. Ferner beanspruchen ATP-katalysierte d3s® jeweils 19-28% (NaK*-ATPase),
4-8% (C&"-ATPase) und 3% (Actinomyosin) des ATP’s (Rolfe &ndwn, 1997).
Die akute, mechanische Gewalteinwirkung im Rahmeas &HT's fiuhrt somit zur
bioenergetischen Entkopplung physiologischer Reakthechanismen, hauptsachlich durch
fehlendes  Substratangebot bei erh6éhtem  Energidbed@®adurch wird das
Transmembranpotential aufgehoben, das wiederum laduktion der pathologischen
mitochondrialen Permeabilitat (engl.: mitochondrgérmeability transition, mTP) fuhrt
(Zoratti & Szabo, 1995; Halestrap et al., 2002;jifisoto and Shimizu, 2007). Die mTP ist als
pathologischer Anstieg der Permeabilitat der inmdvBtochondrienmembran fir Losungen
mit einer molaren Masse unter 1500 Dalton (Da) etstehen. Es wird vermutet, dass diese
direkt durch die Offnung eines Megakanals, des gegmeablen Transitionsporus (Engl:
permeability transition pore, PTP), vermittelt wioratti & Szabo, 1995). Die wichtigsten
Teilkomponenten des PTP sind der spannungsabhamgigenenkanal (Engl.: voltage-
dependent anion channel, VDAC), der Adenin Nuktkofiranslokator (ANT) und
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Cyclophilin-D (Cyp-D) (Sullivan et al., 2005; Tsojoto ans Shimizu, 2007; Mazzeo et al.,
2009). Diese Mechanismen sind nur teilweise erfardasgesamt kommt es hierdurch zum
Integritatsverlust der &ufReren Mitochondrienmemhrad im Endeffekt zur Einleitung des
irreversiblen Zelluntergangs (Zoratti & Szabo, 1998ujimoto & Shimizu, 2007).

4.2.2 Zelluntergang

Die posttraumatische Neurodegeneration muss alsulBesvielfaltiger Einflussfaktoren
verstanden werden. So wird zum einen grundsatzidbchen zwei Formen des Zelltods, der
Nekroseund Apoptose,unterschieden. Diese resultieren aus prinzipietisehiedenartigen,
zugrundeliegenden Pathomechanismen. Zum ander@empriméare und sekundare Prozesse
fur den postkontusionellen Neuronenverlust verarttigh gemacht.
Die Nekrose charakterisiert zunachst definierte morphologiscieréanderungen der
Kernstruktur, im Einzelnen als Karyolyse, Pyknos&d uKaryorrhexis bezeichnet.
Zytoplasmatische Verdnderungen umfassen in zestlidReihenfolge die Azidophilie, den
Strukturverlust und schlie3lich die Fragmentati@ne zerklumpte Kernstruktur und der
Verlust des Zytoplasmas weisen auf die Irrevelsibides Prozesses hin (Kreutzberg et al.,
1997). Den mikroskopisch sichtbaren liegen sowdirhstrukturelle Verdnderungen, wie z.B.
der Zusammenbruch des Zytoskeletts, die VerdichturdySchrumpfung der Mitochondrien
sowie verschiedene metabolische Stérungen zugrundeynter hauptsachlich die gestorte
Proteinbiosynthese (Auer et al., 1985).
Die Apoptose(apo, gr. - von, ptosis gr. — der Fall) wird unter Berlcksichtigung des
physiologischen Aspektes auch als programmiertditode bezeichnet. Diese Form des
Zelluntergangs fuhrt unter Normalbedingungen uwa. Zerstérung funktionsloser Neurone
und autoreaktiver T — Lymphozyten in der Embryohake. Des Weiteren wird durch den
programmierten Zelltod der Zellzuwachs speziell jgmen Organen geregelt, die einer
reversiblen Expansion unterliegen. Hierzu zahlt. z-Bs Epithel der Brustdriise und der
Prostata (Loffler G & Petrides PE, Biochemie undhBhiochemie, 2003). Somit ist die
Apoptose als physiologischer Regulationsmechaniseurs Eliminierung nicht bendtigter
Zellen zu verstehen und unterliegt einer genauemetgehen Kontrolle, was mit einer
nachweisbaren de-novo-Synthese von Regulationspeotererbunden ist (Kreutzberg et al.,
1997; Busse et al., 1998). Die verschiedenen Stadwfassen zunachst die Ausbildung von
Pseudopodien der Kernmembran (Zeiosis), die Fratatien der DNA durch Kondensation
42



Diskussion

des Kern-Chromatins sowie typische, sogenannte ptapo bodies’. Nach heutiger
Auffassung scheint postkontusionell hauptsachliehsdb genannte "mitochondriale Weg™ der
Apoptose fur diese Form der Neurodegeneration waaatlich zu sein (Sullivan et al., 2005;
Tehranian et al., 2008). Die Existenz apoptotis@®tlen im Zeitverlauf nach Schéadel-Hirn-
Trauma konnte anhand verschiedener tierexperinientdodelle nachgewiesen werden
(Raghupathi et al., 2003; Teheranian et al., 20@8).den wichtigsten pro-apoptotischen
Faktoren z&hlen die Mitglieder der bcl-2 (engl.cé8l lymphoma 2) Familie Bax (engl: bcl-2
associated protein X) und Bid (engl.: Bcl-2 homgl@®jinteracting domain death agonist)
sowie das an die innere Mitochondrienmembran getmedCytochrom c. Im aktivierten
Zustand kommt es zur Ausbildung eines dreidimeradikonfigurierten Kanals, grol3 genug,
um Cytochrom c, den Apoptose-Induktionsfaktor (ergpoptosis inducing factor, AlF) und
weitere pro-apoptotische Faktoren in das Zytoselrieten zu lassen (Saito et al, 2000). Es
wird angenommen, dass hauptsachlich dieser Mecahasisebenfalls entscheidend zur
Ausbildung der pathologischen Permeabilitat dereéeiff Mitochondrienmembran (engl.:
mitochondrial outer membrane permeabilization, MQNdBitragt (Antonsson et al., 2000).
Im Zytosol bindet Cytochrom ¢ an den heterodimeipoptose-Protease-Aktivationsfaktor
(engl.: apoptotic protease activating factor-1, fApa was zur Ausbildung einer radférmigen
Konfiguration, des sogenannté&poptosomdtihrt. Daran wiederum bindet die Caspase 9,
die ihrerseits die Caspase 3 und weitere Caspdderned. Diese so genannten Effektor-
Caspasen sind hochpotente Cysteinproteasen mit @pezifitat fir Asparaginsaure in einer
Polypeptidsequenz, wie sie als solche in vieletulZgen Membranstrukturen vorkommt und
vermitteln somit direkt die apoptotisch-initialigien Zellschaden (Loffler & Petrides,
Biochemie und Pathobiochemie, 2003). Der genaueciAmter Apoptose am gesamten
sekundaren Hirnschaden sowie die Bedeutung polientieerapeutischer Ansatzpunkte sind
bis heute Gegenstand vieler Diskussionen (Raghupsthal.,, 1998; Hall et al.,, 2005;
Tehranian et al., 2008).
Die Einteilung in priméare und sekundére posttraisohe, neurodegenerative Prozesse war
bereits in der Vergangenheit Gegenstand vieler iBisionen. So postulierten 1997 Graham
und Gennarelli, dass die mechanische Gewalteinwgkir den unmittelbaren bzw. priméren
Neuronenverlust verantwortlich sein soll. Hingegeind von anderen Autoren der direkte
Neuronenverlust als ein eher ungewohnliches Phanobsschrieben (Povlishock, 1992;
Maxwell et al., 1993). Ungeachtet der friher undtbebestehenden Diskrepanzen sind die
Versuche einer systematischen Einteilung der postisionellen Veranderungen auf die
Etablierung therapeutischer Ansatzpunkte ausgeticlidie diesbezlglich in den letzten
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Jahren vorgenommenen intensiven Bemihungen bele@ss, sich primare und sekundare
Prozesse gegenseitig beeinflussen und sowohl dikeobke als auch die Apoptose in sehr
frihen und spaten Zeitpunkten nach SHT, in untéegtibhem Ausmal und Verteilung, fir
die Neurodegeneration verantwortlich gemacht werkénnen (Raghupathi et al., 1998;
Halestrap et al., 2002; Sullivan et al., 2005; ifsajio and Shimizu, 2007; Tehranian et al,
2008). Demnach erscheint die tendentiell zu bedkade Einteilung der posttraumatischen,
pathomorhologischen Veranderungen fruhe in den ersten Minuten und Stunden
auftretende, undpatereEreignisse nach SHT zutreffender. So werden inedsten Minuten
Kaskaden angestofRen, die fur den prolongierten dwenwverlust selbst noch Wochen nach
SHT verantwortlich sind (Chen et al., 2002; Tehaanet al., 2008). Die zugrundeliegenden
Pathomechanismen umfassen neben der mechanischanpokente hauptsachlich
respiratorische, hamodynamische und metabolisch¥luEsfaktoren (Povlishock, 1985;
Sutton et al., 1993; Saatman et al., 2006).

Abb. 12 zeigt in einer vereinfachten, schematischieizze, die posttraumatischen intra — und
interzellularen Membranprozesse (aus Mazzeo e2@09).
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Calcium.Nach ischdmischem Insult und SHT wird eine masZiweahme der intrazellularen
Kalziumkonzentration beobachtet (Xiong et al., 199illivan et al., 2005). Diese gelten als
Mediatoren vielfaltiger intrazellularer, autodegtiuer Prozesse.

In diesem Zusammenhang sind exzitatorische Aminesduhauptsachlich Glutamat,
entscheidend an der Erhéhung der postkontusionetéazellularen Kalziumkonzentration
beteiligt (Shapira et al, 1990; Palmer et al., 199@llivan et al, 1998; Jiang et al., 2001).
Erhohte, extrazellulare GlutamatkonzentrationefRmhmen des SHT's sind auf verschiedene
Pathomechanismen zurtickzufihren. Hierzu zé&hlen demehrte Freisetzung des
intrazellularen Glutamats im Rahmen des Zelluntegga eine gesteigerte prasynaptische
Freisetzung und die Stérung der Wiederaufnahme @rgamats durch den Einfluss
posttraumatischer Mediatorsubstanzen (Stover,€1299; Rao et al. 2001; van Landeghem et
al., 2006). Die Glutamat-bedingte Erh6hung deragtlularen Kalizumkonzentration wird
durch unkontrollierte Aktivierung der Glutamat-Rpimren vermittelt. Hierzu zahlen der
NMDA (N-Methyl-D-Aspartat)-, der AMPA d@-Amino-3-hydroxy-5-methyl-isoxazol-
propionat)- und der Quisqualat-Rezeptor. So komsndwech Bindung von Glutamat an den
NMDA-Rezeptor zur Offnung eines spannungsabhangigeenkanals; folglich wird die
spannungsabhangige Blockierung des Kanals durch’ Blggrund der Depolarisation der
Nervenzelle aufgehoben und es kénnefi@ad N4 unkontrolliert in die Zellen strémen.

Die Bindung an den AMPA-Rezeptor bewirkt wiederurie dAktivierung des hiermit
assoziierten, spannungsunabhangigen Kationenkanalslen Einstrom von Nagegen K,
was mit gleichem Resultat wie oben beschrieberDaigolarisation der Zelle zur Folge hat
(Young & Fagg, 1990). Schlief3lich kommt es durck @indung von Glutamat an den
Quisqualat-Rezeptor zur Aktivierung der Phospheigpa (PLC), die indirekt Uber die
Produktion von Inositoltriphosphat (IP3) die Frézsmg intrazellular gebundenen Kalziums
bewirkt. FUr den Abtransport des intrazellularenziKams ist hauptsachlich der in der
Zellmembran verankerte Na C&* — Transporter zustandig. Es ist ein energieablg@ngi
lonenkanal (N&/ C&* — ATPase), der aktiv (iberschiissige Kalziumiones der Zelle
pumpt. Fur dessen regelrechte Funktion werden wieddohe Konzentrationen von ATP
bendtigt (Rolfe & Brown, 1997; Jiang et al., 200Durch die postkontusionelle Entkopplung
der oxidativen Phosphorilierung mit konsekutivem FAMangel kann die oben genannte,
hauptsachlich Glutamat-vermittelte Erhéhung derairgllularen Kalziumkonzentration nicht
mehr kompensiert werden. Nach heutiger Auffassurfeiat Kalzium auch den Adenin
Nukleotid Translokator (ANT), der fur den Transpexn intramitochondralem ATP im

Austausch gegen zytosolisches ADP zustandig istpeeinflussen und konsekutiv zum
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postkontusionellem ATP-Defizit sowie zur Induktides mTP und somit zum irreversiblen
Zelluntergang zusatzlich beitragen (Halestrag.e2802; Opii et al., 2007).

Die mitochondriale Kalziumfreisetzung scheint soeirten der entscheidenden, limitierenden
Faktoren furr das postkontusionelle Uberleben dewvéeellen darzustellen (Sullivan et al.,
2005). So wird die hierdurch verursachte Schwelldag Mitochondrien bereits 10 Minuten
nach SHT beobachtet und scheint bis zu jenem Zditpreversibel zu sein, an dem 1. die
zellularen Reparaturmechanismen noch intakt sind Bn der mTP geschlossen bleibt
(Sullivan et al., 1999)

Des Weiteren werden durch Kalzium Enzyme aktivieiie eine Vielzahl intrazellularer
Strukturen zerstdren. Proteasen, hierunter haupiskic die Calpaine, greifen direkt
strukturell- und funktionell wichtige Proteine arAT{P-asen, Neurofilament, Myelin,
Superoxiddismutase) (Faden et al., 1987; Seddidhkakib, 1991; Hall et al., 2005). Durch
aktivierte Phospholipasen werden strukturelle MeamiPhospholipide gespalten. Aus der so
freigesetzten Arachidonsaure bilden sich wiedermftainmatorische Prostaglandine und
Leukotriene (Young, 1992). Nukleasen schliel3liclinésiigen direkt die zellulare DNA
(Pitman et al., 1993).

Oxidativer Stress. Der oxidative Stress tragt zusatzlich zur Vergroflgr des
postkontusionellen L&sionsvolumens bei. Die im Rahmnmdes SHT's zu beobachtende
Entkopplung der oxidativen Phosphorilierung und Aesammenbruch der Integritat beider
Mitochondrienmembranen (mTP, MOMP) zieht die unkolfierte Freisetzung reaktiver
Sauerstoffspezies in das Zytosol nach sich (Fril8eMyieloch, 2002). Dieser Mechanismus
scheint insbesondere in den ersten Minuten bisdgtumach SHT fir zelluldre Schéden
verantwortlich zu sein. Zu den weiteren Ursachandié Entstehung freier Radikale zahlen
unter anderem die Arachidonsaure-Kaskade (Prosi@digkSynthetase, 5-Lipoxygenase-
Aktivitat), die Xanthin-Oxidase-Aktivitdt und die X@lation des nach extravasal
Ubergetretenen Hamoglobins (Hall, 1997; Loffler G Retrides PE, Biochemie und
Pathobiochemie, 2003).
Oxidoreduktasen werden in Dehydrogenasen, Oxidd3exjgenasen und Monooxigenasen
eingeteilt. Zu den schadlichsten reaktiven Saufsgtezies zahlt das Superoxidradikal
(0%), Wasserstoffperoxid #0%) und das &uBerst reaktivfreudige Hydroxylradik@H¢). So
konnte am CCI-Model des SHT's ein HOochstwert di€alikale 5 — 15 Minuten nach dem
Trauma gemessen werden. Des Weiteren wird ein rkaistiicher Anstieg der oxidativen
Degradation von Lipiden, der so genannten Lipidpielation, im Verlauf der ersten
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postkontusionellen Stunde beobachtet (Smith et 294). Hierbei werden durch das
Hydroxylradikal Elektronen von Membranlipiden abgaisen, wodurch eine Kettenreaktion
ausgelost wird und schlie3lich zum ZelluntergartgtfigHall, 1997).

An spateren Zeitpunkten schliel3en sich eine Viélaaiterer Mechanismen an, die einerseits
zur prolongierten Lipidperoxidation, aber auch Ztbrung der Blut-Hirn-Schranke, der
anterograden axonalen Degeneration (so genanntbe\8ehe” Degeneration, s.u.), zu einer
direkten Schadigung zellularer Membranen und zwymatischer Autooxidation biogener
Amine (Dopamin, Noradrenalin und Serotonin) fuh(etall, 1997; Lewen et al., 2000). In
diesem Zusammenhang werden oxidative ZellschadeZespunkten >36 h nach SHT
hauptséachlich durch den Einfluss immunkompetengdied (aktivierte Microglia, neutrophile
Granulozyten und Macrophagen) aufrechterhalten pwténziert (Hall, 1997; Khan et al.,
2009).Die oben erwahnten Prozesse greifen vielschichiggnander UberSo triggern zum
Beispiel freie Radikale die Freisetzung exzitatrey Aminosauren, umgekehrt kann
Glutamat auch die Produktion von Hydroxyl-Radikalieduzieren. Das im Rahmen der
Arachidonsaure-Kaskade freigesetzte Kalzium poeghzi enzymatisch katalysierte
Oxidationen und die Radikal-induzierte Lipidpercation, die ihrerseits wiederum eine
weitere Erhohung der intrazellularen Kalziumkoneatidn verursacht (Hall, 1997).

Die Nekrose Apoptosepxidativer Stressind weitere hiermit direkt und indirekt verbundene
Pathomechanismen durfen keinesfalls als separaiaginander unabhangige Prozesse
verstanden werden. Vielmehr laufen diese postkaottei parallel ab und beeinflussen sich
gegenseitig. So wird z.B. angenommen, dass untimbaten Voraussetzungen nekrotisch
imponierende Zellschaden durch apoptotisch-indteziéathomechanismen, hauptsachlich via
den Tumor-Nekrosefaktax-(TNFa) verursacht werden kénnen (Degterev et al., 2005).

Eine differenzierte Erfassung der verschiedenemmEar der Neurodegeneration und der
entgleisten pathophysiologischen Vorgange standhtnien Mittelpunkt der in der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungerhand der Nissl- und TTC-Farbungen
sowie der Immunbhistologie ist es jedoch gelungénGiundlagen der jeweiligen Teilaspekte
der sekundaren Hirnschadigung (Neurodegenerati@hir@®@dem und Immunzellantwort)
und die Dynamik dieser Mechanismen in den erst€éagén nach SHT zu veranschaulichen.
Nachfolgend werden zunéachst die hier erzielten lrgse der Nissl-Farbungen mit den
hierzu vorliegenden Arbeiten diskutiert und ansgfbéind sowohl mit den anderen hier
verwendeten Farbungen als auch anderen Untersusimetigoden aus zuvor publizierten

Studien verglichen.
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4.2.2.1 Nissl-Farbung

Die Bezeichnung Nissl" - Histologie leitet sich von der Fahigkeit dieskasischen
Untersuchungsmethode ab, die basophilen und ascha@lNissl-Schollen (oder auch Tiroid)
bezeichneten Strukturen innerhalb der Nervenzgigrselektiv erfassen zu kénnen. Diese
werden auch nach deren Erstentdecker Franz Nisslnpe Kresyl-Violet” und Toulidin-
Blau™ werden hierbei als Synonyma verwendet. Als Nissielen werden wiederum dicht-
gepackte, entweder membrangebundene Ergastoplasteangn oder auch frei im
Zytoplasma vorliegende Ribosomenansamlungen bersicbie Nervenzellfortsatze werden
hierbei nicht erfasst, weswegen nur die Zellkbrpar Darstellung kommen. Die Spezifitat
bezient sich jedoch nicht nur auf Nervenzellen. IMehr koénnen z.B. auch
Entzindungsprozesse, aufgrund des hiermit verb@emdegesteigerten Energieumsatzes,
indirekt erfasst werdenUnter Berlcksichtigung der Vielschichtigkeit deeksndaren
Hirnschadigung ergeben sich aufgrund dieser Eidgeisder Nissl-Farbung sowohl Vor- als
auch Nachteile. Der grof3te Nachteilt resultiertriiee aus der fehlenden Mdoglichkeit der
Differenzierung zwischen dem tatsachlichen Ausma® MNeurodegeneration und der
sekundaren Immunzellantwort im spateren Zeitver(azu72 h) nach SHT. Auf der anderen
Seite kann mit der Nissl-Farbung ein breiteres 8pek der sekundaren Hirnschadigung
simultan erfasst werden, so dass sich hierdurclydeissen Fragestellungen auch ein Vorteil
gegeniber anderen Untersuchungsmethoden (zum &eispl) ergibt. Die H&E-Methode
zeigt hierzu sehr &hnliche Eigenschaften. Es git# ¥ielzahl weiterer, mehr oder weniger
selektiver  Untersuchungsmethoden, die jeweils Viesene Teilaspekte der
neurodegenerativen Komponente der sekundéaren Hadggung erfassen kénnen. In diesem
Zusammenhang erlauben z.B. die Olmos-Silberimptémmader Fluoro-Jade B (FJB) eine
selektive Darstellung der postkontusionellen, ndagenerativen Prozesse (de Olmos et al.,
1994, Switzer et al., 2000; Hall et al., 2005; leual., 2009). FJB ist eine anionische und
fluoriszierende Verbindung, mit der selektiv eine heute unbekannte basische Substanz
untergehender Nervenzellen angefarbt wird. Die Gh8berimpragnation ist eine Technik
zur selektiven Darstellung untergehender Nerverd Gliazellen sowie von argyrophilen
Bindegewebefasern. Eine Differenzierung zwischen Nigkrose und Apoptose ist anhand
beider Methoden jedoch nicht mdglich.
Die im Rahmen der Apoptose stattfindende Fragmientader Desoxy-Ribonukleinsédure
(DNA, deoxy ribonucleine acid) wird zum Beispielrdin die TUNEL-Methode términal
deoxynucleutidyl transferaseUd@P nick-enddabeling) selektiv erfasst (Raghupathi et al.,
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1998, 2002, 2003; Tehranian et al, 2008). Ferneam&t in einer Reihe komplizierter,
laborchemischer Verfahren ebenfalls selektiv sowgbllen mit erhdhter Aktivitat pro-
apoptotischer (Bax, Bad, Bim und Bok) als auch-aptiptotischer Mitglieder der bcl-2-
Familie (bcl-2, bcl-x und mcl-1) markiert werden BSTERN und SOUTHERN-BIot,
primarer Anti-Bax-Antikorper etc.). Nachfolgend wen die hier erhobenen Ergebnisse

beschrieben und mit den hierzu vorliegenden Studgeglichen.

Abb. 5 zeigt zunachst den Verlauf der makroskopiselmittelten, absoluten
Kontusionsvolumenwerte sowohl Nissl- als auch TT&parierter Gewebeschnitte im
Zeitverlauf nach CCI. Insgesamt werden zwar keieenenswerten Volumenschwankungen
der Nissl-markierten L&sionsvolumina an den jeweii Untersuchungszeitpunkten
beobachtet, dennoch ist eine leichte progressivenddiez zu verzeichnen. Die
Kontusionsareale imponieren am zweiten und dritteg nach CCI teilweise weil3, teilweise
hellblau. Des Weiteren fallt der makroskopisch tahe Farbumschlag zwischen dem 3. und
5. Tag zugunsten eines intensiven, dunkelblauemtéia auf. In der mikroskopischen
Inspektion am 2. und 3. Tag féllt in erster Linie dtarke Reduktion der absoluten Zelldichte
auf (Abb. 7A). Die Zellen imponieren wiederum staglkeschrumpft, teilweise deutlich
kompaktiert, i.S. einer Pyknose. In einigen Bererchassen sich jedoch auch Gberhaupt keine
zellularen Strukturen mehr feststellen. Eine Uei@rhg in Apoptose und Nekrose ist hierbei
nicht moglich. Am 5. und 7. Tag zeigt sich eine glat zum makroskopisch-sichtbaren
Farbumschlag vorliegende, massive Zunahme der whgolZelldichte (Abb.6, 7B). Eine
Unterteilung zwischen verschiedenen Zellformerhistbei nicht mdglich, allerdings konnten
diese Zellen in der Immunhistologie ED1-positivemmunzellen (v.a. Microglia und

Monozyten) zugeordnet werden (Abb. 7).

Der hier gezeigte, makroskopisch ermittelte Verlatimmt mit den publizierten Studien

weitgehend Uberein. So wird zunachst eine progresgunahme des Lasionsvolumens
anhand der Nissl-Methode bis hin zum 7. Tag natlaler Lasion beobachtet (Chen et al.,
2002; Saatman et al., 2006). Hierbei werden aucfferdnte Zeitverlaufe nach

unterschiedlichen, initialen Traumastarken verzaeth{Saatman et al., 2006). So wird nach
0.5 mm starker Einschlagtiefe nur eine bis zum &g fmach CCI progressive Zunahme des
Lasionsvolumens beobachtet mit nachfolgender, &idiger Tendenz (Saatman et al., 2006).

Hingegen zeigen sich bei 1.0 mm starker Lasion sbwtsgesamt gréRere Ausmalde der
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Lasionsvolumina als auch eine im Zeitverlauf preginee Entwicklungstendenz der absoluten
Kontusionsvolumenwerte (Saatman et al., 2006).

Die in der vorliegenden Arbeit zu beobachtendenenschiedlichen Erscheinungsbilder der
Nissl-markierten Kontusionsareale im Zeitverlautm&Cl decken sich mit den Ergebnissen
von Chen. Hierbei kommt es ebenfalls bereits amtane Tag nach CCIl zur deutlichen
Zunahme der absoluten Zelldichte im gesamten Kasnigareal (Chen et al., 2002).

Diese konnte Chen als OX-42-positive Immunzellentdizieren (v.a. Microglia). Hingegen
wurden diese Veradnderungen in der vorliegenden ifdiEnfalls mit ED-1 sehr gut erfasst
(Microglia/Macrophagen, im sehr geringen Umfang hauceutrophile Granulozyten).
Interessanterweise wird eine progressive Zunahmetdodes Kontusionsvolumens als auch
der Dichte OX-42-positiver Zellen im Thalamus bia kum 28. Tag nach primérer Lasion
beobachtet. Allerdings muss hierbei angemerkt werdass zu diesen Zeitpunkten auch eine
ausgepragte Dekortikation der Kontusionsareale eabéichten ist (Chen et al., 2002). Das
CCI-Modell des SHT's erzeugt demnach zwar primare efokale, klar abgrenzbare
Hirnlasion. Im Rahmen der sekundaren Hirnschadigwegden jedoch ebenfalls tiefere
Gehirnareale in neurodegenerative Prozesse mitaumgien, hauptsachlich die CAl- und
CA3- Bereiche des Hippocampus sowie die Granulad Molekularschichten des Gyrus
dentatus (Carbonell et al., 1999; Chen et al., 2@&tman et al., 2006). Ahnliches wurde
ebenfalls fir das LFP (lateral fluid percussionedéll des SHT's beschrieben (Soares et al.,
1995; Raghupathi et al., 2003).

Die in den Arbeiten von Saatman, Chen sowie in derliegenden Studie gezeigte,
kontinuierliche Zunahme des Kontusionsvolumensatsittier Nissl-Histologie bis hin zum

7. Tag nach CCI bertcksichtigt somit den Einflugs thmunzellen auf das Ausmald des
kortikalen Lasionsareals. Der zwischen dem 3. unddg zu beobachtende dunkelblaue,
makroskopische Farbumschlag, mit weiterer Vergnifigr des so imponierenden
Kontusionsareals bis hin zum 7. Tag, findet setsgmechendes, mikroskopisches Korrelat in
Form massiver Dichtezunahme microglia-ahnlichedefe(Abb. 7B, D). Auf der anderen
Seite ist aufgrund der immunzellvermittelten Komeote eine separate Erfassung der
Neurodegeneration in diesem zeitlichen Umfang neh dNissl- und H&E- Methoden
eingeschrankt moglich. Anhand der immunhistologgscAnalyse durch ED-1 konnten hier
jedoch jene Zeitpunkte ermittelt werden, an welcdEnimmunzellvermittelte Komponente
der sekundaren Hirnschéadigung das Kontusionsvolumestimmt, demnach zwischen dem 5.
und 7. Tag nach CCI.
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Anhand der bereits erwahnten Olmos-Silberimpragnatkann die posttraumatische
Neurodegeneration auch selektiver erfasst werderO(mos et al., 1994; Hall et al., 2005).
So wird eine zeitabhangig uneinheitliche Distribatineurodegenerativer, sowohl ipsi- als
auch kontralateraler Gehirnareale nach CCI, bedba@Hall et al., 2005). Im Einzelnen wird
eine kontinuierliche Zunahme OIlmos-positiver Zellem Kontusionsareal, Hippocampus,
dorsolateralem Thalamus und in partiellen Areales dsuellen Kortex zwischen 6 Stunden
und 3 Tagen verzeichnet. Nachfolgend kommt es lms Zzam 7. Tag nach CCI zur
inkompletten Ruckbildung der Olmos-positiven Neworsowohl im Kontusionskortex als
auch im Hippokampus (Hall et al., 2005). An diesggitpunkt kommt es ebenfalls zum
Nachweis stark Olmos-positiver Areale sowohl im tkalateralen Kortex und CAl-Bereich
des Hippocampus als auch im Thalamus und Anteiles Corpus callosum. Dieser spate
Nachweis neurodegenerativer Areale in kontralater&gehirnarealen ist in erster Linie auf
die antero- und partiell retrograde Degeneratidg Gorpus callosum und tGber kommissurale
Projektionen, zurtckzufihren. Die anterograde Neegeneration ist ein nach dem
eigentlichen Trauma fortschreitender Untergang destal vom geschéadigten Nerven-
zellkorper gelegenen Nervenanteile. Dieses Phanowiath nach dessen Erstbeschreiber
Augustus Volney Waller (1816-1870) auch als Wadlene Degeneration bezeichnet. Die
retrograde Neurodegeneration beschreibt den umgekehall, wenn es bei distaler
Nervenldsion zum somagerichteten Untergang der éverllanteile kommt. Bei der
Waller’'schen Degeneration scheinen sowohl die Niekabs auch die Apoptose eine Rolle zu
spielen (Hall et al., 2005; Tehranian et al., 2008¢r genaue Anteil beider Formen des
Zelltods an der antero- und retrograden Degenerasibjedoch unklar (Raghupathi et al.,
2003; Hall et al., 2005; Teheranian et al. 2008gsbeztiglich zeigen sich bei transgenetisch
veranderten Mausen mit Uberexpression von bcl-2eai der anti-apoptotischen Faktoren,
S.0.) insgesamt weniger stark ausgepragte AusmeafRé&sionsvolumina als bei  Wildtyp
(WT)- Mausen, gemessen mit der H&E-Methode an alempunkten nach CCIl (Raghupathi
et al., 1998). Zudem werden vergleichbare Ausmadid_dsionsvolumina am 2. und 7. Tag
bei transgenen Mausen im Gegensatz zur progresaiveahme der Kontusionsareale bis hin
zum 7. Tag nach primarer Lasion bei den WT-Tierenbachtet (Raghupathi et al., 1998).
Demnach werden von der Apoptose nicht nur einzelelen, sondern konventionell-
histologisch (H&E) verifizierbare Gehirnareale imsi&erlauf nach CCI betroffen. Tehranian
et al. untersuchten diese Zusammenhange bei traesg8ax (einem Mitglied der pro-
apoptotischen Faktoren der Bcl-2-Familie, s.o.)ategn Mausen anhand der TUNEL-
Technik. So konnten die unter diesem Aspekt maieZellen in den CAl- und CA3-
51



Diskussion

Regionen des ipsi- und kontralateralen Hippocanimreits 24 h nach CCI, mit insgesamt
starkerer Auspragung bei WT-Mausen beobachtet we(dehranian et al., 2008). In der
histologischen Untersuchung dieser Regionen arm&j nach dem Trauma mittels der Nissl-
Farbung wurde ein insgesamt weniger ausgepragtereNechwund bei den bax-negativen
Tieren verzeichnet (Tehranian et al., 2008). Imt&lauf nach SHT werden demnach
sowohl direkt dem primaren Trauma ausgesetzte Gat@iale als auch tiefere und in der
kontralateralen Gehirnhemisphéare (Waller'sche Degdion) nachzuverfolgende Bereiche
von der Apoptose betroffen (Tehranian et al., 2008)

Diesbezlglich konnten auch interessante Zusammegehanrischen den verschiedenen, fr
die progrediente Neurodegeneration verantwortlich®athomechanismen und der
Immunzellinfiltration durch den Einsatz von S-Naaglutathion (GSNO) sowie die gezielte
Blockade der katalytischen Untereinheit gff§4(Glykoprotein 91-phagozytire Oxidase) der
NADPH-Oxidase (Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phbspioxidase, ein hauptséchlich in
leukozytaren Zellen vorhandenes, fir die Produktioron Sauerstoffradikalen
verantwortliches Enzym) am CCI — Modell des SHTéslimchtet werden (Khan et al., 2009;
Dohi et al., 2010). GSNO ist ein physiologischertdmlit von Glutathion und NO. Es dient
u.a. als Vermittler endogener Nitrosilierungen uscheint um ein vielfaches potenter
gegenuber Glutathion beztglich der Minimierung axid bedingter Schaden durch reaktive
Stickstoffradikale (engl.: reactive nitrogen spsci@NS), hierunter hauptsachlich Peroxynitrit
(ONOQ), zu sein (Rauhala et al., 1998). So wird bei GSM@Deelten Tieren im Vergleich
zur Kontrollgruppe eine deutlich reduzierte Dichi#D-1-positiver Zellen im ebenfalls
insgesamt kleiner ausfallenden Kontusionsareal ()& zum 3. Tag nach CCI beobachtet.
Parallel hierzu zeigt sich auch eine signifikanted&zierung der apoptotisch-induzierten
Neurodegeneration in der kortikalen PenumbrazohdNHEL-Staining) (Khan et al., 2009).
Bei gp9f"<negativen Tieren reduziert sich das AusmaB apspheinduzierter
Nervenzellschaden im Kontusionskortex sogar auf Zisein Drittel im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Dohi et al., 2010). Insgesamt eeigliese Beobachtungen zum einen, dass
apoptotisch bedingte, neurodegenerative Prozess®hsoan frihen als auch spéteren
Zeitpunkten nach CCI wesentlich zum posttraumagisctZelluntergang beitragen und
keinesfalls auf den Kortex beschrankt bleiben. Zamderen kdnnen konventionelle
histologische Methoden (z.B. H&E und Nissl) sowahé neurodegenerative- als auch
immunzellvermittelte Komponente der sekundaren $tinddigung in gewissem Umfang
indirekt und teilweise unspezifisch wiedergeben.
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4.2.3 Hirnddem

Die besondere anatomische Lage des Gehirns, iméfengzu den anderen Organsystemen,
ist mit einer Vielzahl sowohl struktureller als aufunktioneller Eigenschaften verbunden,
woraus sich eine gewisse Sonderstellung auch inudeauf die postischamische und
postkontusionelle Odemausbildung ergibt. Die staBegrenzung des Schadelknochens
verhindert eine kompensatorische Volumenexpansamh aul3en, folglich manifestieren sich
akute intrakranielle, hierunter intra- und extra@beale Massenzunahmen, z.B. im Rahmen
der akuten Epidural- oder intrazerebralen Masseunbdy direkt in Form eines erhdhten
intrakraniellen Drucks (ICP, intracranial pressure)

Das Hirnédem per se kann zunachst generell alsharigides Hirngewebewassergehalts mit
konsekutiver Erh6hung des Hirngewebevolumens vaidsta werden (Papius, 1974). Im
Rahmen des experimentellen SHT s werden unabh&ogigler initialen Traumastarke und
dem SHT - Modell, maximale Ausmal3e des Hirnddems &4 bis 48h nach initialer L&sion
gemessen (Shapira et al., 1993; Kroppenstedt et1809; Baskaya et al., 1997; 2000;
Thomale et al., 2002). Die nachfolgende AbnahmeQgsrnddems bis hin zum 7. Tag wird
in einer Uberwiegenden Mehrheit der hierzu vorlretgn Studien beobachtet (Assaf, 1997,
Baskaya et al., 1997; 2000; van Putten, 2005). iDieRahmen der Odemausbildung
auftretenden Volumenschwankungen konnen zunachstnap als Ausdruck der
hamorrhagischen Lasion, durch kompensatorische cWigisungen zwischen den vier
intrakraniellen Kompartimenten, im Einzelnen demtrdrellularraum, extrazellularem
Gewebeanteil, dem Blutvolumen und schlief3lich deiguarsystem, im gewissen Umfang
ausgeglichen werden, fihren im weiteren Verlauf, i b&usschépfung der
Kompensationsmechanismen, jedoch ebenfalls zuakirgniellem, Behandlungsbedurftigen
Drucksteigerung (Kellie, 1824; Monroe, 1783; Kropgedt et al., 1999; Taya et al., 2009).
Zudem scheint das Gehirngewebe als solches stankieerabel gegenuber 6dematds-
bedingten Schaden als andere Gewebe zu sein, wasBdhandlungsbedurftigkeit
pathologischer, intrakranieller Drucksteigerungarsatzlich bekraftigt (Hindmann et al.,
1990).

Die heute Ubliche Einteilung in das so genannteogane™ und zellulare bzw. “zytotoxische®
Hirnédem wurde primar durch den Neuropathologem Kjatzo eingefiuhrt (Klatzo, 1967).
Der Einfluss der jeweiligen Anteile beider Odemtypauf das Gesamtvolumen des
Gehirnédems im zeitlichen Verlauf nach tierexpenteiem SHT ist Gegenstand vieler
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Diskussionen, zudem missen die unterschiedlicheméio der Traumaapplikationen der
einzelnen SHT-Modelle auf die zeitliche Dynamik dpsstkontusionellen Hirnédems,
respektive der hiermit verbundenen unterschiedhdbistribution immunkompetenter Zellen
im spateren Verlauf nach SHT, beriicksichtigt werden

4.2.3.1 Vasogenes Hirnbdem

Die Ausbildung des vasogenen Hirnédems ist diref den Integritatsverlust der
physiologischen Passagebarriere zwischen Intrargasal und Gehirngewebe, der so
genannten Blut-Hirn-Schranke (BHS) zuriickzufih@mkonnen Plasmaproteine und Wasser
ungehindert in das Gehirngewebe eintreten und filseezur Zunahme des extrazellularen
Wassergehalts des Hirngewebes. Eine intakte BH8uistan bestimmten, physiologischen
Stellen, bedingt durchlassig: der Plexus choroidelas Organum vasculosum der Lamina
terminalis, die Glandula pinealis und die Neurolpipge (Giulian et al., 1989). Unter
Normalbedingungen kdnnen z.B. nur lipidldsliche Blalle bis zu einer gewissen Masse (bis
zu 400 bis 500 g-mo) ungehindert die Barriere Uberwinden. Hingegen deer
wasserlosliche Molekile, z.B. Glucose, durch splezi€ransportsysteme durchgeschleust.
Diese sind wiederum so spezifisch, dass nur diet&e8isomere der Glucose transportiert
werden. Ferner kdnnen Kaliumionen, die in exziiattre Prozesse eingreifen, im Zellinneren
transportiert und durch die membrangebundene/N& - ATPase hinausgepumpt werden.
Diesen hochspezifischen, funktionellen Eigenscidftgen ultrastrukturelle Besonderheiten
zugrunde, zunachst der dreischichtige Aufbau deiss&ebarriere bestehend aus
Kapillarendothe] Basallaminaund Membrana perivascularis gliaglas Vorhandensein von
kontinuierlichentight-junctions zwischen den Endothelzellen und schlie3lich derhlefe
eines transzellularen, vesikularen Transportsyst{ékert, 1973).
Infolge der primaren Gewalteinwirkung sowie im spéh Verlauf nach Schadel-Hirn-
Trauma durch sekundare, mediatorvermittelte Medmaen kommt es zur Schadigung der
endothelialen Struktur und zum Zusammenbruch det-Birn-Schranke (Klatzo et al., 1967,
Unterberg et al., 1984; Khan et al., 2009). Uniesein Bedingungen kénnen auch osmotisch
wirksame Plasmaproteine (wie zum Beispiel Albumimgehindert aus dem Blut in das
Gehirngewebe ubertreten (Klatzo et al.,, 1967). Awhaer Starling-Gleichung kann die
Dynamik des vasogenen Hirnddems veranschaulichdeme(Klatzo, 1994):
Jv(Flow) =Lp [(PPlasma -PGewebe){IPlasmaFiGewebe)]
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Jv beschreibt hierbei den Fluss zwischen Intravagiad und Hirngewebe. Lp spiegelt den
Permeabilitdts-Status der BHS wieder, welche zumereidirekt proportional von der
Differenz des hydrostatischen Drucks des Plasmgs(® und Gewebes Rwend abhangt.
Zum anderen ist die Entstehung und Erhaltung destbems von der Differenz des kolloid-
osmotischen Drucks von Plasmi&fsm) und Hirngewebel{cewend abhangig.

So kann Kklinisch der Gewebedruck anndherungsweisehdden intrakraniellen Druck
gemessen werden, hingegen spiegelt sich der Dresk Idtravasalraums im mittleren
arteriellen Blutdruck wieder (Klatzo et al., 19@RB94; Thomale, 2001). Kurz gefasst bewirkt
der Zusammenbruch der BHS, dass freie Plasmapeotaisammen mit Wasser in das
Hirngewebe Ubertreten und so zur unkontrolliertede®ausbildung fiihren. In diesem
Zusammenhang ist der Einfluss einer Reihe von Mediabstanzen an der Entstehung und
Aufrechterhaltung der vasogenen Komponente des trpostatischen Hirnddems zu
berticksichtigen. Hierzu zahlen die im Rahmen desdativen Stresses erhdhten
Konzentrationen der Arachidonsaure und freier Raldikn der Odemfliissigkeit (Staub et al.,
1994; Smith et al., 1994; Khan et al., 2009), daadgkinin als aktiver Metabolit des
Kallikrein-Kinin-Systems, die biogenen Amine (Senmon, Histamin) sowie Matrix-
Metalloproteinasen (v.a. MMP-9) im weiteren Verlaaich SHT, hauptsachlich als Folge der
Immunzellinfiltration (Unterberg et al., 1984; Khanal., 2009).

Einfluss der vasogenen Komponente am GesamtamgilHirn6dems im Zeitverlauf nach
SHT.Fluoreszenzmikroskopische Analysen der Extravasates Farbstoffs Evans Blue oder
der immunhistologische Nachweis von Immunglobulirf}@s) erlauben Aussagen tber den
Einfluss der vasogenen Komponente auf die zeitl&h®vicklung des Hirnédems nach SHT.
Hierbei wird in der Regel eine Stunde vor der jésvgiewahlten Untersuchungszeit Evans
Blue intraarteriell injiziert, um eine moglichst samichende Perfusion des Gehirns zu
gewahrleisten. Das Ausmal der anschlie3endenzén&lralen Anreicherung wird als Maf3
zur Beurteilung der BHS-Funktion herangezogen. Hmensive Anreicherung demnach
indiziert eine gestorte Funktion mit entsprechendésertritt von Evans Blue bzw. 1gG in das
Hirnparenchym. So wird am CCI-Modell des SHT's ieisgesamt biphasischer Verlauf der
Schrankenstérung beobachtet, mit erstem Anstiegh3¢gfolgt vom zweiten, maximalen
Anstieg 24-48 h nach CCI (Duvdevani et al., 199%slaya et al., 1997). Durch die
Bestimmung des spezifischen Gehirngewichts kanmerimales Ausmal? des Hirnddems
24 h nach Trauma gemessen werden, was ebenfaltsigdér prozentualen Ausrechnung des
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volumetrischen Wassergehalts, als Ausdruck desddems, mit maximalen Werten 24 h
nach CCI korreliert (Baskaya et al., 1997; 2000jerbki ist der zweite Anstieg der EB-
Extravasation nicht mit einem erneuten Anstiegliesédems verbunden, was u.a. auf die zu
diesem Zeitpunkt bereits stattfindende Odemresmiutzuriickgefiihrt werden kénnte.
Hingegen wird am Weight Drop-Modell (WD) des SHEim maximaler Anstieg der EB-
Extravasation 4 h nach dem Trauma mit anschlie3aniederaufnahme der physiologischen
Schrankenfunktion bis hin zum 7. Tag beobachteg8h et al., 1993). Diese Tendenz
konnte auch Saatman verzeichnen mit der Einschriinkudass nur zwei
Untersuchungspunkte der IgG-Extravasation, 4 h dnd nach CCI, gewahlt wurden
(Saatman et al., 2006). Diesbezuglich wurde auchHiefluss der Immunzellen auf die
Ausbildung des vasogenen Hirnddems untersucht. @mt& Soares am LFP-Modell des
SHT’s eine kontinuierliche Zunahme der BHS-Pernigabbis hin zum 3. Tag nach initialer
Lasion, mit hierzu paralleler Infiltration neutrafgr Granulozyten und Macrophagen entlang
der von der Schrankenstérung betroffenen Arealep&ehten (Soares et al., 1995). Diese
umfassten 4 h nach dem Trauma primar oberflachlichrtexareale sowie eine entlang den
GefalRen nahezu lineare Anordnung neutrophiler Goagten und Macrophagen. Zwischen
48 und 72 Std. wurde schliel3lich eine massive Zomeahauptsachlich der Macrophagen
sowohl im Kontusionskortex als auch im Hippocampaszeichnet. Diese Beobachtungen
werden teilweise durch die immunhistologischen uehungen von Chen et al. gestitzt.
Demnach zeigt sich ein kontinuierlicher Anstieg @X-positiver Zellen (Microglia, teilweise
auch neutrophile Granulozyten) zwischen 24 h und 4ach CCI im Kortex, Corpus

callosum, Thalamus und CA3-Bereich des Hippocani@bgen et al., 2002).

Therapeutisch konnte diesbezlglich eine signifiainimierung der BHS-Stérung durch S-
Nitrose-Glutathion (GSNO) gezeigt werden (Khan let 2009). Diese protektive Wirkung
von GSNO auf die BHS scheint auf mindestens zwethidaismen zu beruhearstensder
GSNO-vermittelten Nitrosylierung der Untereinhei5pvon NFkB (engl.: nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B-cellaga spezifischen Transkriptionsfaktor, der
vor allem eine groRe Rolle in Entztindungsreaktiosgielt) und hierdurch bedingten,
verminderten Expression von ICAM-1 (engl.: intedldar adhesion molecule-1, einem
Mediator der endothelialen Aktivierung mit hierawsultierender Schrankenstérung) sowie
MMP-9 (Matrix-Metalloproteinase 9, einer hochpotant vor allem durch aktivierte
Immunzellen produzierten Proteinase, die wichtigel3urproteine, unter anderem der BHS,
zersetzten kann) (Khan et al., 2009) wwkitensder GSNO-vermittelten Suppression der
56



Diskussion

INOS (induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase, erigtlucible nitric oxide synthetase). Die
INOS ist ein Enzym, das unter anderem in neutrephiGranulozyten und Macrophagen
vorkommt und entscheidend zur posttraumatisch eemdRroduktion von Stickstoffmonoxid
(NO) beim Menschen verantwortlich zu sein scheti{ara et al., 2001). So kommt es
durch GSNO zur Unterbindung der diffusionsabhéngiggenerierung von Peroxynitrit
(ONOQ) uber NO und Sauerstoffradikale {p O, + NO > ONOO (Fabian et al., 1995;
Lewen et al.,, 2001). Peroxynitrit wiederum ist esehr reaktionsfreudiges, reaktives
Stickstoffradikal (engl.: reactive nitrogen specid8NS), der direkte Membranschaden
verursacht (Lipidperoxidation). So wird eine bis Z2& h nach CCI deutlich reduzierte EB-
Extravasation bei gleichzeitig erniedrigten Konzatibnen der Hirnschranken-spezifischen
Marker ZO-1 (lat.: Zonula Occludens) und Occludistrkturproteine, die fur die
Verankerung dertight juntions am Zytoskelett der Endothelzellen, folglich furedi
endotheliale Zellstabilitéat, verantwortlich sindedbachtet. Parallel hierzu wird ebenfalls
sowohl eine verminderte Immunoreaktivitat von ICAM-als auch eine deutliche Abnahme
ED1- positiver Zellen und derer Metaboliten ONOGhd MMP-9 im Vergleich zur
Kontrollgruppe verzeichnet (Khan et al.,, 2009). Dé&iteren zeigt sich bei GSNO-
behandelten Tieren eine drastische Abnahme desnedtisch gemessenen Wassergehalts 24
Stunden nach CCI im Vergleich zur Kontrollgruppéné et al., 2009). Diesbeziglich konnte
auch der therapeutische Effekt von Minozac (Mz@eigt werden. Die anti-inflammatorische
Wirkung von Mzc beruht auf der selektiven Herurggulierung der Produktion pro-
inflammatorischer Chemokine: Interleukin (ILJ;1L-6 und Tumor-Nekrose-Faktor (TNIfe)-
(Lloyd et al., 2008). So wird bei Mzc-behandelteirer&én ebenfalls eine signifikante

Reduzierung des posttraumatischen Hirnddems 24lh @€l beobachtet (Lloyd et al., 2008).

Dies lasst zwei sich gegenseitig beeinflussendéuSstolgerungen zu: erstens den direkten,
schadigenden Einfluss der Immunzellen auf die BHS 2w 3 Tagen nach SHT und
umgekehrt die hierdurch bedingte starke Begunstjgder Infiltration immunkompetenter

Zellen durch die aufgehobene Schrankenfunktion.

57



Diskussion

4.2.3.2 Zytotoxisches Hirnédem

Das zytotoxische Odem wird synonym auch als zekslddem bezeichnet und beschreibt
unter reinen Bedingungen den Zustand, in welchem idirazellulare Schwellung mit
gleichzeitiger Abnahme des extrazellularen Wassalte bei intakter BHS einhergeht
(Klatzo, 1967). Tatsachlich wird im zeitlichen VawfF nach SHT ein paralleles
Vorhandensein beider Komponenten des Hirnédems dobodt. Zytotoxisch muss somit
generell als ein Einfluss der zellularen Schwelligf das posttraumatische Hirnédem
verstanden werden (Shapira et al., 1993; Soarals, di995; Unterberg et al., 199 Baskaya
et al.,, 1997; 2000; Hall et al., 2002; Saatmanl,eR@06; Taya et al., 2010). Die zellulare,
posttraumatische Schwellung resultiert hierbei arigus der Entkopplung der Atmungskette
und dem damit verbundenen Energiedefizit sowie litdlgder Aufhebung der Integritat
zellularer Membranstrukturen. So kommt es zum utrkdirerten Einstrom osmotisch
wirksamer Natriumionen in das Zellinnere, die aufgt des Energiedefizits nicht mehr aktiv
aus der Zelle gepumpt werden konnen*(N& -ATPase). Die hierdurch bedingte Aufhebung
des Membranpotentials fuhrt zum Funktionsverlusitewer Transportsysteme, so dass der
pathologische Regelkreis aufrechterhalten wird ded osmotisch bedingten Nachstrom von
Wasser zur Folge hat (Baethmann et al., 1988; Hajest al., 2002; Opii et al., 2007; Ates et
al., 2007). In diesem Zusammenhang kommt es untégram durch die gesteigerte anaerobe
Glykolyse mit erhdhten Lactatwerten auch zur Audloilg einer Azidose, hauptséchlich in
einer spaten Reperfusionsphase (Thomale et al7)2@e hierbei vermehrt anfallenden
Protonen (F) kénnen nicht mehr durch die'HNa'-Pumpe ausgeschleust werden, was mit
einer weiteren Akkumulation der intrazellularen Mahionen verbunden ist (Staub et al.,
1994; Opii et al., 2007; Casey et al., 2008). Zlgit verstarken exzitatorische Aminosauren
wie Glutamat durch Kopplung an den Glutamatrezepider die posttraumatisch zu
beobachtende verstarkte Freisetzung freier Radilakrunter reaktiver Sauerstoff- und
Stickstoffradikale (ROS/RNS, s.0.), die intrazélh@ Natriumkonzentration (Smith et al.,
1994; Hall et al., 1997). Schliellich kommt es ¢urden Einfluss von Matrix-
Metallproteinasen im spateren Verlauf nach SHT FRddge der Immunzellinfiltration zu
direkten Membranschaden (Chen et al., 2002; Saagthah, 2006; Khan et al., 2009). Somit
kann das Energiedefizit bedingte Natrium-Ungleiatight als die treibende Kraft fur die
Ausbildung des zellularen Hirnédems betrachtet eerd\m CCI-Modell des SHT s konnte
Taya diesbezuglich einen direkten Zusammenhang chers der zerebralen
Natriumkonzentration und dem Gehirnwassergehattieden (Taya et al., 2010).
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Einfluss der zytotoxischen Komponente am Gesanitdete Hirnédems im Zeitverlauf nach
SHT. Eine annaherungsweise spezifische Bestimmung detoxyschen Komponente des
Hirndbdems kann durch die Magnetresonanztomograpitiels diffusionsgewichteter (DWI,
diffusion weighted imaging) Sequenzen erreicht wardAnhand des so genannten "apparent
water diffusion coefficient” (ADC) kann die molekné Bewegung von Wasser dargestellt
werden. Ein niedriger ADC wird hierbei als Hinwéis die intrazellulare Wasserlokalisation,
demnach als Ausdruck des zellularen Odems, gewB#engegeniiber indizieren hohe ADC-
Werte eine extrazellulare Wassereinlagerung. DassnfalR der intrazerebralen
Wasseransammlung als Ausdruck des gesamten Hirrgdkamnm wiederum anhand der T2-
Wichtung bestimmt werden. Ein hyperintenses Sigmalst hierbei auf eine vermehrte
Wasseransammlung hin. Mehrere hierzu vorliegenddi&t belegen einen bis zu 24 h nach
primarer L&sion zunehmenden, prddominanten Anterl zi/totoxischen Komponente am
gesamten Gehirnddem (Assaf et al., 1997; Stroogl.etl998; Unterberg et al., 1997; van
Putten et al., 2005). Im weiteren Zeitverlauf n&¢b- (Assaf) und CCI-Trauma (van Putten)
wird sowohl eine Abnahme der Intensitatswerte ingé@ichteten Sequenzen als Ausdruck
der Odemresolution als auch ansteigende ADC-WeddeHinweis fir die zunehmende
extrazellulare Wasserverschiebung verzeichnet fAgsa., 1997; van Putten et al., 2005).

Zusammen mit den o0.g. Beobachtungen werden anhanatersahiedlicher
Odemaquantifizierungs-Methoden und der verschieden&ormen der priméren
Traumaapplikation in den jeweiligen SHT - Modellder tierexperimentellen kortikalen
Kontusion insgesamt maximale Ausmalfie des Hirnédhis48 h nach priméarer Hirnlasion,
mit nachfolgender, zunehmender Odemresolutionibigim 7. Tag gemessen. Aufgrund der
innerhalb der ersten 24 h zu beobachtenden, paralBinahme sowohl der pathologischen
BHS-Permeabilitdt als auch der Immunzellinfiltratidkann ein direkter Einfluss der
Immunzellen auf beide Komponenten des Hirn6demkudiget werden. Hierbei beglinstigen
sowohl die Immunzellen als auch der oxidative Stresauptséchlich die Ausbildung der
zytotoxischen Komponente des Hirnddems, was mit di@stischen Reduzierung des
volumetrischen Wasseranteils 24 h nach initialeidrd durch Blockierung aktiver Metabolite
(ONOO, MMP-9) sowie die niedrigen ADC-Werte des Gehiraiid zu diesem Zeitpunkt,
begriindet werden kann (Assaf et al., 1997; Khaal.e2009). Die nachfolgende, parallele
Zunahme der Infiltration ED-1-positiver Zellen uB&S-Stérung bis zu 72 h ist mit keiner

erneuten Odemzunahme vergesellschaftet. Somit récliée spate Immunzellinfiltration
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ebenfalls reparative Aufgaben Ubernehmen zu kénmeémrend die frihe Zellinfiltration

potentiell neurotoxisch zu sein scheint.
Die Odenmesolutionkann generell tiber drei Mechanismen erfolgen:

1. Uber einen vom Parenchymdruck abhangigen Massemstio Richtung der
Liquorrdume (Ohata et al., 1990);

2. Uber die zellulare Aufnahme von PlasmaproteinenNieurone, Astrozyten und
Immunzellen (Klatzo et al., 1980);

3. Uber den retrograden, vesikularen Abtransportagedtularer Plasmaproteine durch
die Endothelzellen zurtick in das Gefal3lumen (Vaibes al., 1985).

In der vorliegenden Arbeit wurde die zeitliche Dyrik des posttraumatischen Odems als
prozentuale Differenz zwischen der ipsi- und kdatexalen Hemispharenschwellung anhand
reprasentativer TTC-Gewebeschnitte indirekt vetfolgbb.10 zeigt eine kontinuierliche
Abnahme der so gemessenen, ddem-assoziierten kivakeng zwischen dem 2. und 7. Tag
nach CCI. Der so gemessene zeitliche Verlauf dsttiammatischen Odemresolution deckt
sich gut mit friheren Untersuchungen (Shapira.etl8B3; Assaf et al., 1997; Baskaya et al.,
1997; 2000; van Puten et al., 2005). So zeigen &lmtbrsuchungen des zeitlichen Verlaufs
des gravimetrisch ermittelten Hirnédems eine hieatdiegende gute Korrelation (Shapira et
al., 1993; Baskaya et al., 1997). Allerdings norsiait sich das spezifische Gehirngewicht
bereits am 4. posttraumatischen Tag am WD-Mode#l 8&IT's (Shapira et al., 1993),
hingegen erst nach 7 Tagen am CCI-Modell (Baskaya.£1997). Dies kbnnte durch die
unterschiedliche Traumaapplikation und die darassiltierende, fehlende Vergleichbarkeit
der Lasionsmuster zurtickgefiihrt werden. So zeatt isi der Studie von Shapira auch eine ab
4 h nach Trauma zunehmende Wiederaufnahme dergbbgisichen Schrankenfunktion, was
von der biphasischen Schrankenstérung am CCI-MoseNie der zwischen 4 — 72 h
kontinuierlichen Zunahme der pathologischen Periiggbder BHS am LFP-Modell
abweicht (Shapira et al., 1993; Soares et al., 1B8Skaya et al., 1997).

Ungeachtet dessen koénnen die TTC-praparierten Gesghhitte relativ sicher fur

volumetrische Analysen zur indirekten Einschatzdeg insgesamt vorliegenden Hirnédems

im Zeitverlauf nach SHT verwendet werden. Vor allemrm bei der korrekten Berechnung des

Kontusionsvolumens durch falschlich erhéhte WearteRahmen eines schwellungsbedingten
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Gewebevermehrung und dessen Ausgleich ermdglichenkdnnen. Obwohl sich die
Schwellung verringert, wéaren z.B. jedoch volumetres Berechnungen des direkten,
kontusionellen Anteils anhand TTC-praparierter Gasgehnitten an Zeitpunkten > 72 h nach
SHT nicht verlasslich, aufgrund der ab da zu belotescien, massiven Immunzellinfiltration

und der hiermit verbundenen Verfalschung des Kaomissolumens.

4.2.4 Immunzellantwort

In den vorherigen Kapiteln wurden bereits die Zusemhé&nge zwischen den
posttraumatischen, neurodegenerativen Prozessemudbildung des Gehirnédems sowie
der parallel dazu stattfindenden Immunzellinfiiwat kurz angesprochen. Die
immunzellvermittelte Komponente der sekundéren $tindidigung ist laut den aktuellsten
hierzu vorliegenden Studien mit einer Vielzahl west, sowohl struktureller als auch
funktioneller Verdnderungen assoziiert (Cross gt28101; Chen et al., 2002; Saatman et al.,
2006; Lloyd et al., 2008; Khan et al., 2009; Dohak, 2010). Die an der posttraumatischen
Immunantwort beteiligten Zellen umfassen die irgrabral-lokalisierten Microglia, also die
gehirnspezifischen Immunzellen. Des Weiteren zéahienzu die subendothelial, auRerhalb
der BHS gelegenen und entlang der zerebralen Gefdfeordneten Macrophagen sowie die
intravasal zirkulierenden, neutrophilen Granuloayt@d Monozyten (Kreutzberg et al., 1996;
Cross et al., 2001). Durch endogene, z.B. im RahesrSchlaganfalls, oder exogene Noxen,
wie sie als solche zum Beispiel im Rahmen des SHdUsch die mechanische
Gewalteinwirkung stattfindet, wird eine Reihe irswder Ubergreifender Kaskaden
angestol3en, was u.a. zunadchst zur Aktivierung demap inaktiven, ruhenden
Microgliazellen sowie zur chemotaktisch vermittaeltdnfiltration der subendothelial
gelegenen Macrophagen und der hdmatogenen, nelgro@ranulozyten und Monozyten in
das Hirnparenchym, fuhrt. Des Weiteren werden intvédauf nach SHT weitere Zelltypen
in immunvermittelte Prozesse mit eingebunden, hiemudie AstrozytenAstrozytose und
Fibroblasten, sowie die Endothelzellen (Cross.e2801; Dohi et al., 2010).

Microglia/Macrophagen.Microglia sind die gehirnspezifischen, in der gesan weil3en

Hirnsubstanz verteilten Immunzellen und machen di8a 15 % der absoluten Gehirnmasse

aus (Cross et al., 2001). Sie konnen in verscheed@irbtypen unterteilt werden: zum einen

die amoboiden Zellen in der Wachstumsphase mit loerits typischen Eigenschaften
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monozytarer Zellen, also der Fahigkeit zur Phagmssytund Antigenprasentation. Zum
anderen die ausgereiften Microglia, welche einndeiZellkérper und viele Zellauslaufer
charakterisieren. Eine weitere Subpopulation von crigighagen ist perivaskular
subendothelial lokalisiert. Im Gegensatz zu derempenymalen Microglia unterliegen diese
einer standigen Regeneration aus dem Knochenmatk hadurfen keiner zusatzlichen
Stimulation um Antigene zu présentieren (Kreutzbetrgl., 1996; Carbonell et al., 1999;
Cross et al.,, 2001). Es konnen prinzipiell zwei idikrungswege unterschieden werden:
erstens der so genannte “klassische Weg', haufptdactber Interferons (IFN- y) und
zweitens die "alternative” Aktivierung tber dieeiéukine (IL) IL-4 und IL-13 (Streit, 2006).
Hierdurch werden sowohl die morphologische Trams&dron in nunmehr geschwollen-
imponierende Zellen mit parallelem Verlust der Zedllaufer (Abb.7) als auch die
metabolische Aktivierung der Microglia angesto(¥s wird angenommen, dass die Uber den
“klassischen™ Weg aktivierten Microglia hauptsédhlian jenen mediatorvermittelten
Mechanismen beteiligt sind, die zur Aufrechterhadfu und Potenzierung der
Entzindungskaskade beitragen. Hingegen sollen (dem “alternativen® Weg v.a.
antiinflammatorische Mechanismen, die Fibrose umdREekonstruktion der extrazellularen
Matrix gefordert werden (Ohtaki et al., 2008). Zandwichtigsten, durch die klassisch
aktivierten Microglia exprimiertenproinflammatorichen Chemokinen zéhlen der Tumor-
Nekrosefaktore (TNF-a), IL-1 o/} und IL-6. So kdnnen bereits wenige Stunden rdesh
primaren Hirnlasion erhdhte Serum- und Liquorweda TNFo und IL-1 gemessen werden
(Ross et al., 1994; Fan et al., 1996). TiNRat einen direkten zytotoxischen Effekt. Dies gilt
hauptséachlich fir die myelinbildenden Oligodendteny die Neuronen und die BHS. Zudem
wirkt es selbst chemotaktisch sowohl auf weitererlia als auch die Macrophagen und
neutrophile Granulozyten. IL-113 wiederum ist eiargdotenter Wachstumsfaktor, der sowohl
die Astrozytoseaals auch die Neovaskularisation stimuliert (Krbetg et al., 1996; Goss et
al., 1998; Cross et al., 2001). Des Weiteren istlllL neben IFNs TNF-o« und IL-4
entscheidend an der Induktion der Expression venuRd C3b-Rezeptoren beteiligt (diese
vermitteln die Internalisierung der durch die Aftiger opsonierten Antigene in die Zellen
sowie die alternative Aktivierung des KomplementSghlie3lich tragen die hauptsachlich
durch die proinflammatorisch-aktiven Immunzellen [dberschuss generierten, reaktiven
Sauerstoff- und Stickstoffradikale (ROS/RNS, hig¢eurv.a. das Superoxidradikal:;’Qund
Peroxynitrit: ONOO) sowie die Matrix-Metallo-Proteinasen (MMP, v.a.MR-9) zur
posttraumatischen Lipidperoxidation im Zeitverlaaich SHT bei. In diesem Zusammenhang
konnte in den letzten Jahren gezeigt werden, dassfid die Generierung von ROS
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hauptverantwortliche Multienzymkomplex der NADPHi@ase nicht nur in peripheren,
zirkulatorischen neutrophilen Granulozyten, sondaunh in Nerven-, Oligodendroglia- und
intrazerebralen Gefaliendothelzellen, in hohen Katnagonen vorzufinden ist (Kazama et
al., 2004; Abramov et al., 2005). Die hierdurch mehr posttraumatisch im Uberschuss
produzierten ROS (£ kdnnen nicht mehr durch die natirlichen Radikaj&r, wie z.B.
Glutathion oder Ascorbinsaure, abgefangen werdemciibdie parallel hierzu stark erhohte,
nicht regulierte NO-Synthese durch die macrophgugische, induzierbare NO-Synthase
(INOS) werden in einer diffusions-abhangigen Reaktlirekt ONOO Radikale aus © und
NO unkontrolliert, im Uberschuss produziert; @ NO > ONOO. Das Gehirngewebe als
solches ist aufgrund der hohen Konzentration uriigsi Fettsduren sowie dem hohem
Eisengehalt besonders anfallig gegentber oxidatBa&rden, was anhand der so genannten
Haber-Weiss-Reaktion (nach Fritz Haber und Joseghuh Weiss) veranschaulicht werden
kann (Kehrer, 2000; Lewen et al., 2001):

1. Reduzierung von P& zu Fé*-lonen durch das Sauerstoffradikak{©
FE +0" > FE€ + O,

2. Fenton-Reaktion:
FE" + H,0, — F€* + OH + «OH

3. Netto-Reaktionsgleichung:
*O” + H,0; — *OH + OH + O,

Zusammenfassend werden somit Uber den ZwischetisdériQ —vermittelten Reduzierung
von F€*zu Fé* im Endeffekt die hochreaktiven Hydroxylradikal©®H) gebildet.

Diese komplexen Wechselwirkungen zwischen den &ieme an der posttraumatischen
Immunantwort beteiligten Zélipenund derer direkt zytotoxisch wirksamer Metabo(i@e’,
ONOQO, MMP-9, TNF«) sowie der hierdurch direkt und indirekt verurdach gravierenden
extra- und intrazellularen Strukturschaden, kénaem besten durch drei aktuelle, hierzu

vorliegende Studien, veranschaulicht werden.

In den Kapiteln Zelluntergang'und "Hirnddem  wurde bereits der protektive Effekt von S-
Nitroso-Glutathion (GSNO), einem Modulator des N@s®&ms sowohl auf die Integritat der
BHS wund der hiermit verbundenen deutlichen Abnahrder posttraumatischen
Odemausbildung als auch der Immunzellinfiltratiord Neurodegeneration am CCl-Modell
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des SHT's besprochen (Khan et al., 2009). Die GSbi@rttelte Herunterregulierung von
ICAM-1 ist demnach mit einer signifikanten Redumigy der Dichte ED-1-positiver
Immunzellen assoziiert. Des Weiteren wird bei GSb#bandelten Tieren im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine verminderte Expression von iN@fl MMP-9 sowie insgesamt kleiner
ausfallende Kontusionsareale zwischen dem 3. uidd nach CCI beobachtet.

Die gezielte Blockierung der katalytischen Unteheih gp92"** der NADPH-Oxidase und
der Einsatz des immunmodulatorisch wirksamen, rdtainmatorischen Mikromolekiils
Minozac (MzC) scheinen weitere interessante thernsgmhe Ansatzpunkte darzustellen
(Lloyd et al., 2008; Dohi et al., 2010). Demnachtkdei gp9i'™ -negativen Tieren eine im
Vergleich zur Kontrollgruppe deutliche Abnahme dexpression proinflammatorischer
Chemokine (IFNy, IL-4, IL-10), eine signifikant verminderte Prodidn von ROS und RNS
sowie verminderte Immunoreaktivitat der Astrozyténa GFAP, glial fibrillary acidic
protein) und Microglia (via des Antikérpers CD11h$ lau 48 h nach CCI festgestellt werden.
In der histopathologischen Untersuchung zeigt siok hierzu parallel vorliegende, deutliche
Verminderung sowohl des L&sionsvolumens (via TT® auch der absoluten Dichte
apoptotisch-Markierter Zellen, bzw. fragmentie@etlbestandteile (via TUNEL) (Dohi et al.,
2010). Der therapeutische Effekt von Mzc beruht @erf direkten, immunmodulatorischen
Reduzierung der proinflammatorischen Chemokine {Baihal., 2008). So wird bei Mzc-
behandelten Tieren eine drastische Reduzierungxjaession dieser Chemokine bis zu 12 h
nach CCIl sowohl im Kontusions- und perikontusiograllKortex als auch im Hippocampus
beobachtet. Parallel hierzu zeigt die am 28. Taip 1&C| vorgenommene, histopathologische
Untersuchung eine deutlich reduzierte Immunoredktivvon Astrozyten (via S100Db,
astrocyte-derived protein). Schlief3lich wird auahwesentlich giinstigeres, im Vergleich zur

Sham-Gruppe vorliegendes, neurologisches outcomiedottet (Dohi et al., 2008).

4.2.4.1 Immunhistologie (ED1)

Die an der posttraumatischen Immunantwort betetigtZellen umfassen, wie oben
ausfuhrlicher beschrieben, eine Vielzahl primar hhic— pathologisch miteinander
interagierenden Zdilpen.Fir eine moglichst selektive, visuelle Erfassueg €inzelnen, an
der sekundaren Immunantwort beteiligten Immurygedin sowie ihrer im Zeitverlauf nach
SHT unterschiedlichen Distribution im und um das nksionsareal, werden hierfir
verschiedene Oberflachenmarker bzw. immunzellsisehi¢ Antikdrper eingesetzt.
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In der vorliegenden Arbeit wurde der Grad der Imaellaktivierung- und Infiltration mittels
des CD68+ Antikdrpers ED1 untersucht, weil in deerzu publizierten Studien zu sehen
war, dass zu den relevanten Zeitpunkten (bis 7 Teggh SHT) vor allem ED1-positive
Zellen einwandern und gerade diese die TTC-Farlnamgnflussen konnten. ED1 ist jedoch
insofern unspezifisch, dass er sowohl im Standdiéspehirnspezifischen Microglia als auch
die primér subendothelial, entlang der zerebraleféf@e angeordneten Macrophagen und die
zirkulatorischen Monozyten, insgesamt darzustelléhngegen werden hierdurch die
neutrophilen Granulozyten nur partiell markiert.

Leider ist der diesbeztiglich vorgenommene Versdehneutrophilen Granulozyten selektiv,
anhand der Myelo-peroxidase-Reaktion (MPO) zu seilasmissgliickt, weswegen hier eine
nur bestenfalls indirekte Aussage Uber den Einfliisser Zellen am gesamten
Entztindungsgeschehen moglich ist. Zu anderen mievalmmunzellmarkern zdhlen des
Weiteren z.B. OX42 (Macrophagen, Microglia), His-&&utrophile Granulozyten), GFAP
und S100B (Astrozyten).

Abb. 9 Zeigt die absoluten, mikroskopisch ermiéelZelldichten ED1-positiver Zellen im
Kontusions- und perikontusionellem Kortex im Zertaef nach CCl anhand reprasentativer
Gewebeschnitte. Zunachst fallt die massive undststh signifikante Zunahme der so
markierten Zellen sowohl im Kontusions- als auchikemtusionellem Kortex zwischen dem
3. und 5. Tag nach CCI auf. Die nachfolgende, wamsgark ausgepragte Dichtezunahme bis
hin zum 7. Tag erreicht aufgrund der groR3eren Viar@der Standardfehler der Mittelwerte der
einzelnen Dichtewerte keine statistische SignifikarSo kann auch aufgrund der
markertypischen Rotfarbung der CD68+-Zellen eineerzu parallele Zunahme des
makroskopisch sichtbaren Lasionsvolumens im Zdauérnach CCI verzeichnet werden
(Abb.8). In der UbersichtsvergroRerung (20x) desitkisionskortex am 2. und 3. Tag nach
CCI zeigt sich eine homogene, lockere VerteilungLEdsitiver Zellen (Abb.8). In starker
VergroRerung (40x) kénnen diese anhand ihrer Mdggie prinzipiell in zwei Zelltypen
unterteilt werdenerstensdie insgesamt relativ kompakt imponierenden, tbe& rundlich,
teilweise auch ausgezogen konfigurierten Zellenmehrfach gelappten Zellkernen (Abb.7,
8). Laut den bildmorphologischen Kriterien dirfte sich hierbei in erster Linie um
neutrophile Granulozyten handelaweitensdie grof3en Zellen mit teilweise schaumig-
aufgetriebenem Zytoplasma, tUberwiegend rundlicter aval-imponierendem Zellkern und
teilweise multiplen, intrazytoplasmatischen EinsisBen (Abb.7). Diese Zellen wiederum
kénnen am ehesten den Macrophagen/Monozyten zuggosetrden. Basierend auf den oben
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genannten, bildmorphologischen Kriterien konnter hene relativ gleichméRige und
aquivalente Verteilung beider Immunzelltypen bis Z21 h nach CCIl beobachtet werden
(Abb.7, 8). Am 5. und etwas deutlicher am 7. Taghn&Cl Uberwiegen hingegen
hauptsachlich  monozytar-imponierende Zellen sowahnh Kontusions- als auch
perikontusionellem Kortex. Der infiltrative Charaktder sekundaren, posttraumatischen
Immunantwort sowohl zirkulatorischer, neutrophi@ranulozyten und Monozyten als auch
der subendothelial-gelegenen Macrophagen, kanmerrvarliegenden Arbeit indirekt, durch
das parallele Vorhandensein dieser Zellen entlagig zérebralen Gefél3e, erfasst werden
(Abb. 7C, D). Hierbei kann wiederum nicht sicherismhien den Blutmonozyten und den
primar subendothelial gelegenen, sekundar infignden Makrophagen, unterschieden
werden (Abb. 7). Des Weiteren muissen auch die kedenen Stadien der
Immunzellaktivierung bertcksichtigt werden. So kénmebeneinander parallel sowohl blass
erscheinende Zellen mit klarer Zytoplasmastrukisimach stark angefarbte Immunzellen, als
Ausdruck einer adaquat zum Aktivierungsgrad vodiegen Immunoreaktivitat, mit multiplen
intrazytopasmatischen Einschliissen, am ehestenAatgiruck phagozytierter Partikel,
beobachtet werden (Abb. 7, 8). Bei der Untersuchigigr gelegener Gehirnareale, vor allem
entlang des Hippocampus, konnten nur vereinzeld,-gositive Zellen, hauptséchlich am 5.

Und 7. Tag nach CClI, identifiziert werden (Bildecht gezeigt).

Die makro- und mikroskopisch sichtbare, massiveahume der absoluten Zelldichte, hier
zwischen dem 3. und 5. Tag nach CCI, kann zunadtstolche auch in der Nissl-Histologie
beobachtet werden (Abb. 7). Im Gegensatz zur Imistwibgie ist hierbei eine
Differenzierung zwischen den einzelnen Immunyp#njedoch nicht sicher mdglich

(Abb. 7).

Generell kann der hier gemessene Zeitverlauf dsttiaomatischen Immunzellantwort gut
mit anderen, hierzu vorliegenden Studien, verghclverden (Aihara et al., 1995; Chen et al.,
2002; Thomale et al., 2007). Die zu beobachtend®&erschiede in der Verteilung sowohl der
jeweiligen Immunzelltypen als auch sekundar in Batzliindungsprozess involvierten, primar
nicht-immunologisch aktiven Zellen, ergeben sichriéi hauptsachlich durch den Einsatz
verschiedener Marker. So wird zunachst eine inewieArbeiten Ubereinstimmende, im
Zeitverlauf nach SHT, progrediente Zunahme der Immelinfiltration ED1-, His48-
und/oder OX42-positiver Zellen bis zu 72 h, bzw.l9Bach CCI (Chen et al., 2002; Thomale
et al.,, 2007; Khan et al., 2009; Li et al., 200hDet al., 2010) und LFP (lateral fluid
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percussion) beobachtet (Soares et al., 1995; Agtaah, 1995). Im weiteren Zeitverlauf zeigt
sich zwar eine progressive, zunehmende ZelldicBxg-positiver Zellen (Aihara et al., 1995;
Thomale et al., 2007), der Infiltrationsgrad OX£hén et al., 2002)- und His48 (Thomale et
al., 2007)- markierter Immunzellen (Microglia undutrophile Granulozyten) zeigt jedoch
eine ab 72 h nach SHT rucklaufige Tendenz.

Diese Beobachtungen bestétigen somit direkt die fezeigte Dynamik der insgesamt
vorliegenden, posttraumatischen Immunzellinfilati Der diesbezuglich vorliegende,
tatsachliche Anteil der aktivierten ortsstandigencrigiglia gegenuber der hamatogenen
Macrophagen und der neutrophilen Granulozyten an n dejeweiligen
Untersuchungszeitpunkten kann demgegeniber nuekidieschrieben werden .

Parallel hierzu wird eine Reihe weiterer Zelltypeim den posttraumatischen
Entztndungsprozess miteingebunden. So wird eiderniiRegel um den 3. — 4. Tag nach SHT
am starksten ausgepragte Immunoreaktivitat dero&gten, eineAstrozytose sowohl im
Kontusionskortex als auch in tieferen Gehirnstredau (Hippocampus und Thalamus)
beobachtet (Chen et al., 2002; Saatman et al.,;200¢d et al., 2008; Dohi et al., 2010; Li et
al., 2009;). Hierbei wird von einigen Autoren eine Zeitverlauf progressive Zunahme der
Astrozytose in tieferen Gehirnarealen, sogar bisnelireren Wochen nach SHT, verzeichnet
(Chen et al., 2002; Lloyd et al., 2008). Die duEgidothelzellen vermittelte Rekrutierung der
zirkulierenden Immunzellen kann ebenfalls direktmuomhistologisch als eine erhohte
Immunoreaktivitdt des Endothels nachgewiesen werdgchlie3lich wird auch eine
Aktivierung des Neurofilaments beobachtet (Cheal e2002; Saatman et al., 2006; Thomale
et al., 2007; Lloyd et al., 2008; Dohi et al., 2R10

Die im Zeitverlauf progressive Zunahme der posttratischen Entztindungsprozesse und der
hierdurch entscheidend mitbedingten Expansion aegusionsvolumens an Zeitpunkten

> 72 bzw. 96 Std. nach SHT ist demnach hauptsédchlid eine kontinuierliche Infiltration
der Macrophagen und Monozyten sowie Aktivierung ender Microgliazellen
zurtckzufihren. Die neutrophilen Granulozyten sobei demgegenidber nur an friheren
Zeitpunkten (< 72 Std.) nach SHT aquivalent am iggsa Entziindungsgeschehen beteiligt
zu sein und spielen im weiteren Verlauf eine elmtengeordnete Rolle.

Die Miteinbeziehung der AstrozyteAgtrozytosg Endothelzellen und des Neurofilaments in
den Entzindungsprozess ist direkt mit einer zuseh Hochregulierung des zellularen
Metabolismus verbunden, wie sie als solche alleios deutlich durch die Immunzellprasenz
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per se bedingt wird, was insgesamt wiederum enidehd energieabhangige

Untersuchungsmethoden, wie z.B. TTC, im Zeitverlaath SHT beeinflusst.

43TTC

4.3.1 Methodik und Entwicklung

TTC wurde 1894 synthetisiert (von Pechman & Rung@4). Die Spezifitdt dieser quartaren
Ammoniumverbindung beruht auf der Fahigkeit als éXebhdikator das Gewebe vom

funktionellen Aspekt her, energieabhéngig zu défeieren. Nach dem Prinzip der
Strukturkonformitat wird TTC in den enzymatischemeBiestoffwechsel der Zellen

miteingebunden bzw. eingeschleust. Es dient altoRenakzeptor gegeniber einer Vielzahl
mitochondraler Dehydrogenasen, hierunter der Sata@ydrogensase (SDH, s. Abb. 11)
(Glenner, 1960, 1969). TTC wird hierbei analog @&scinats oxidiert, wobei der rote

Farbstoff Formazan entsteht. Somit erfolgt in gédajten Gewebearealen, in dem die
Aktivitat der Dehydrogenasen aufgrund des Enerdigte reduziert ist, keine Anfarbung.

Die Differenzierung zwischen metabolisch aktivend unaktivem Gewebe erfolgt somit

makroskopisch, durch den grob-visuell sichtbaremtkast; die wiederum bei der Oxidation
von Succinat zu Fumarat anfallenden Reduktionsatgme werden direkt auf das Ubichinon
der Atmungskette (Komplex IlI) Ubertragen (Abb. 1Durch die anschliel3ende, oxidative
Phosphorylierung werden die Energietrager des @sgars gebildet — Adenosin-Triphosphat
(ATP) (Loffler & Petrides, Biochemie und Pathobieahie, 2003). Diese Interaktion von

TTC mit der SDH spiegelt somit im gewissen Umfamg &nergetischen Metabolismus des
Gewebes wieder.

Diese Eigenschaft von TTC bzw. der Tetrazoliumsaleser Gruppe strukturell verwandter
Mono- und Di-Tetrazolium-Verbindungen) machte mah orimar zur Aktivitatsmessung
verschiedenartiger Dehydrogenasen sowie Beurteildeg Qualitat von Saatgut zunutze
(Glenner et al., 1960, 1969). Seit den 50-er Jatesnvergangenen Jahrhunderts wurde TTC
auch zunehmend in der tierexperimentellen Forschungnéachst zur Visualisierung
ischamisch bedingter Herzschaden bei Saugetiemegesetzt (Sandritter et al., 1958; Lie et
al., 1975; Kloner et al., 1978, 1981). Die miturii@rbei gewonnen Erkenntnisse haben einen
entscheidenden Beitrag zum Verstandnis der krigiscaum irreversiblen Gewebeuntergang
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fuhrenden, ischdmischen Zeitperioden geliefert. Gegensatz zu den konventionellen
histologischen Methoden kann TTC bereits sehr fistaglien des Energiedefizits betroffener
Kardiomyozyten erfassen; der zu beobachtende, tbengich 1 — 2 h sichtbare und im
Zeitverlauf nach dem initialen Gefal3verschluss ikamérliche Intensitatsverlust des
ischamischen Areals geht mit einem hierzu paralleédektronenmikroskopisch ermittelten,
bzw. ultrastrukturellen Gewebeschaden einher (Kietal., 1981). Eine gute Korrelation zur
konventionellen Histologie (H&E) zeigt sich erstigehen 12 — 24 h, demnach zu jenen
Zeitpunkten, an denen der ultrastrukturelle Schade® histologische Evidenz erreicht.
Aufgrund hauptsachlich dieser Beobachtungen wur@ @uch eine gewisse Verlasslichkeit
bezuglich der Visualisierung eines zum ultrastruituvorliegenden Gewebeschadens auch
adaquat visualisierten Energiedefizits zugeschnels® fand TTC zunehmende Akzeptanz
ebenfalls in den anderen Fachdisziplinen, hieruatezsh den Neurowissenschaften. In der
tierexperimentellen Schlaganfallforschung kann zhstiebenfalls eine gute Korrelation von
TTC und der konventionellen Histologie bei der \dksierung ischamischer Gehirnlasionen,
zwischen 12 — 24 h nach initialem Gefal3verschlugs, der A. cerebri media (MCA, middle
cerebral artery), beobachtet werden (Bose et @4, Bederson et al., 1984, Liu et al., 1989;
Lin et al., 1993; Aronowski et al., 1997; Tureyenaé, 2004). Des Weiteren ist TTC im
Stande ebenfalls sehr friihe Stadien des Energeitdefies Nervengewebes, bereits 1,5 Std.
nach primarem Ereignis entsprechend seiner Sg#aniederzugeben (Liszczak et al., 1984;
Liu et al., 2009). So kénnen elektronenmikroskdpigecmittelte ultrastrukturelle Schaden
ebenfallsan diesen frihen Zeitpunkten festgestellt werdeshimgegen die konventionelle
Histologie erst zwischen 12 — 24 h einen hierzuqadten, grob-strukturellen Nachweis
liefern kann (Liszczak et al., 1984; Bederson et EH984). Ferner konnten mitunter durch
TTC wichtige Erkenntnisse Uber den entscheidendefiuEs des s.g. Reperfusionsschadens
auf das Ausmald irreversibler, postischamischer Gewsranderungen gewonnen werden
(Aronowski et al., 1997). In diesem Zusammenhangnkdie Intensitat der ischamischen
Lasion prinzipiell durch zwei Parameter moduliererden: zum einen Uber die initiale
Ischamiegeit, zum anderen Uber die postischAmis&eperfusiorzeit. Zahlreiche hierzu
vorliegende, tierexperimentelle Studien belegenssdaine mindestens 60-—mindtige
Ischamieperiode mit irreversiblen, morphologischennd elektrophysiologischen
Verédnderungen, einhergeht (Hossmann et al., 1974emo-Nunes et al., 1973; Du et al.,
1995; Liszczak et al.,, 1984; Bederson et al.,1983¢s Weiteren bedingt der
Reperfusionsschaden als solcher eine zusatzlichegrd&erung des postischdmischen
Lasionsvolumens, sogar auf bis zu Uber die Halts Ausgangswerts (Aronowski et al.,
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1997; Benedek et al., 2006). TTC kann auch diesapkexen Zusammenhénge relativ
verlasslich und Ubereinstimmend mit konventioneHigstologie wiedergeben (Aronowski et
al., 1997).

In einer aktuellen, hierzu vorliegenden Studie wurdie zeitliche Entwicklung des
postischamischen Lasionsvolumens nach 90 — minutgghamiezeit und nachfolgender
Reperfusion anhand der TTC-Methode, FJ (Fluoro-Bdeind NeuN (neuronal nuclear
antigen), bis zu 7 d nach initialem GefaRverschiusdolgt (Liu et al., 2009). FJ wird
zunehmend durch seine Spezifitdt sich an bestimbdsische Zellbestandteile von
Nervenzellen binden zu kénnen, zur Visualisieruegrodegenerativer Prozesse verwendet.
NeuN scheint ebenfalls hochspezifisch, durch  seinenmunhistochemische
Aktivitdtsbestimmung, ausschliel3lich den Grad dauwronalen Degeneration wiederzugeben
(Wolf et al., 1996). So wird hierbei anhand der TWi€thode eine kontinuierliche Zunahme
des Lasionsvolumens bis zu 24 h nach Gefal3verschhis nachfolgend unverandertem
Ausmald der so gemessenen Kontusion im Zeitverladh iefaRokklusion, bis hin zum 7.
Tag, beobachtet. Parallel hierzu zeigt auch detolbigisch ermittelte Zeitverlauf der
Neurodegeneration eine im Vergleich zu TTC vorlredgs gute Korrelation der
postischamischen Dynamik dieser Prozesse. Allesdikgnn man bei der Betrachtung
mitabgebildeter TTC-Praparate einen zwischen dem uBd 7. Tag auffalligen
Intensitatsverlust der so markierten Ischamiezaststellen. Das Kontusionsareal ist zwar
noch gut vom gesunden Gewebe differenzierbar, dem£&n sind jedoch starker verwaschen
und der am 3. Tag zu beobachtende, klare Weil3tensdbdmischen Areals wechselt am 7.
Tag zugunsten einer eher blass-rot, bzw. pink inggenden Kontusion. Zwar berichten Du
et al. Uber eine im Zeitverlauf nach primarer Isoléd zunehmende Tendenz des TTC-
markierten L&sionsvolumens zwischen dem 3. und Tlay, die dazwischen liegenden
Zeitpunkte wurden jedoch nicht erfasst und es komritte am 14. Tag ausgepragte zystische
Umformung als Dekavitation des Lasionsareals bdubkaoverden. Zudem wurden keine

immunhistologischen Analysen durchgefiihrt (Du etE95).

Ungeachtet dessen hat sich TTC als variable Messmet zur Visualisierung fruher

ischamischer Gewebeschaden in der tierexperiment8ithlaganfallforschung durchgesetzt.

Diesen Ruf verdankt TTC ebenfalls der guten Koti@tazur konventionellen Histologie

zwischen 12 — 24, bzw. 72 h sowie der Darstellungseadaquat zur priméren Ischamiestarke

vorliegenden Kontusionsvolumens (Bose et al., 18&#lerson et al., 1984; Liu et al., 1989;

Lin et al., 1993; Aronowski et al., 1997; Tureyenat, 2004). Man erkannte zudem die
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praktischen Vorteile von TTC gegenuber der konwawdilen Histologie bezuglich der

laborchemischen Handhabung. Wie man hier aus dgesizllten Verfahrensweise in der
Methodik entnehmen kann, werden die frisch entnonaneGehirne im ersten Schritt
schockgefroren, um eine madglichst prazise und gieéfiige Partialisierung der

Gewebeschnitte zu erreichen. Dieser Schritt nimmvael0 Minuten ein. Fur die homogene
Verteilung des TTC’s werden die einzelnen Gewebegehnach 10 Min. Inkubation flr

weitere 10 Min. umgedreht. Erfahrungsgemal istadas fir den kompletten chemischen
Reduktionsprozess erforderliche, bzw. ausreichefaitspanne. Insgesamt werden mit TTC
demnach in der Regel 30 Minuten dafir benétigt. Anschluss werden noch die

planimetrischen Aufnahmen, jeweils von beiden Sedtegefertigt, um in der Endauswertung
volumetrische Lasionswerte zu erreichen. Fir desNHistologie (ahnliches gilt auch fur die
H&E-Histologie) werden demgegeniber bis zu meh&enden und weitaus aufwendigere
Verfahrensschritte bendtigt.

Sicherlich werden in den jeweiligen Arbeitsgruppaervon abweichende Protokolle zur
Gewebepraparation verwendet. Die mogliche Varigdilder konventionell-histologischen

Protokolle wird jedoch durch die starren, zeitliche/orgaben der verschiedenen
Praparationsschritte entscheidend limitiert. In sdle Zusammenhang ist auch der

Kostenfaktor zu Gunsten der TTC Farbung zu beradbkigien.

4.3.2 Der Einsatz von TTC in der tierexperimenteNeeurotraumatologie

Bis heute wurde TTC nur in einer sehr Uberschaubaf@zahl von Studien zur
Quantifizierung des posttraumatischen Lasionsvohsrengesetzt (Perri et al., 1997; Assaf
et al., 1997, Baskaya et al., 2000; Chen et aDp20homale et al., 2007; Dohi et al., 2010).
Perri und Assaf waren hierbei die ersten Autorem, TW'C zur Bestimmung traumatisch
bedingter Gehirnlasionen anhand unterschiedlichkar-Blodelle eingefiihrt haben. So konnte
zunachst die gute, auch in der Schlaganfallforsghaunbeobachtende Steuerbarkeit von TTC
beziglich der Visualisierung eines adaquat zur @mm Traumastarke vorliegenden
Lasionsvolumens, am LFP (lateral fluid percussigary) — und CCIl Modell des SHT's, bis
zu 48 h nach initialer Lasion, bestatigt werdenriiRet al., 1997; Baskaya et al., 2000). Des
Weiteren zeigt sich eine gute Korrelation zwiscHé&rC und der H&E-Methode am FUS
(focussed ultrasonic lesion) — Modell des SHT's dan ersten 4 h nach initialer
Traumaapplikation (Chen et al., 2000). Hierbei &beren auch die konventionell-
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histologisch- und durch die TTC-Methode ermitteltérlaufe gut mit den ultrastrukturellen,
elektronenmikroskopisch sichtbaren Veranderungess. Weiteren scheint TTC auch ein zur
tatsachlich vorliegenden Auspragung der Neurodagéna adaquates Lasionsvolumen, bis
zu 72 h nach CCI, demarkieren zu koénnen (Dohi et 2010). So wird bei gp91°*
behandelten Tieren eine deutlich verminderte Dicht&INEL-positiver Zellen im
Kontusionskortex mit hierzu paralleler Reduktion sdeTTC-negativen, absoluten
Lasionsvolumens beobachtet. Assaf beschreibt zware egute Korrelation der
Kontusionsvolumina zwischen TTC und verschiedenequ8nzen des MRT's am 7. Tag
nach SHT, es fehlen jedoch préazise Angaben Uberzdiiichen Verlauf der histologisch-

ermittelten Lasionswerte und genaue Volumenangébhesaf et al., 1997).

Abgesehen von den oben genannten Gemeinsamkessanlaich keine weitere Parallelen zu
den Ischamie Modellen feststellen. Die wohl bededsée Studie, anhand welcher Grol3e
Zweifel an der Sensitivitat von TTC bezliglich defaSsung von spéateren, Uber 72 h nach der
primaren und im Rahmen der sekundéren Hirnschadigablaufenden, hauptsachlich
morphologischen Verdnderungen aufkamen, war die Baskaya (Baskaya et al., 2000).
Baskaya fuhrte als erster die TTC-Messmethode zstiBmung des posttraumatischen
Kontusionsvolumens am Controlled Cortical ImpacC[= Modell des SHT's ein. Hierbei
wurde die posttraumatische Dynamik des so gemesdeismonsvolumens anhand jeweils 5
verschiedener Untersuchungszeitpunkte eingefarigger, 48 h, 72 h sowie 4 und 7 Tage
nach CCI. Parallel hierzu wurden auch verschiedeken der initialen Traumaapplikation
gewahlt: 1, 2 und 3 mm Penetrationstiefe. Die Beasting des absoluten
Kontusionsvolumens erfolgte hierbei nach der glenchKorrekturrechnung fir den
volumetrisch wirksamen Einfluss der Hemispharenstlwvg wie in der vorliegenden Arbeit
So konnten sowohl nach 2 mm-, als auch 3 mm- stgpkienarer Penetrationstiefe, maximale
AusmalRe der Kontusionsvolumina 24 h nach CCl mihfadgendem, bis hin zum 7. Tag
kontinuierlichem Abfall der Werte, beobachtet werdber so gemessene Verlauf steht somit
im Gegensatz zur posttraumatischen Dynamik der releen Hirnschadigung. Diese
Schlussfolgerung wird sowohl durch eine Vielzaldrhu vorliegender Studien als auch die
konventionell-histologischen und immunhistochemétkrgebnisse der vorliegenden Arbeit
bestétigt. Die Gemeinsamkeiten und Unterschiedevatlregenden Arbeit werden nochmal

im nachsten Unterpunkt besprochen.
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4.3.3 TTC-Farbung

Die Spezifitat von TTC wurde bereits in der Einleiy dieses Kapitels erlautert. Es sollen
nachfolgend die hier erzielten Ergebnisse etwasugemmit denen von Baskaya verglichen
werden.

Abb. 5 zeigt den zeitlichen Verlauf der anhand Tdenarkierter und volumetrisch
berechneter Kontusionsvolumenwerte an den jewaillgletersuchungszeitpunkten nach CCI
in Form eines Balkendiagramms. So féllt zun&chstkdatinuierliche Abfall der absoluten
Volumenwerte zwischen dem 2. und 7. Tag nach CCIEn statistisch signifikanter Abfall
wird hierbei beim Vergleich der absoluten Volumenwedes 2. und 7. Tags verzeichnet.
Beim Vergleich der jeweiligen korrigierten Volumeeste der Kontusionsareale an
reprasentativen Untersuchungszeitpunkten (2., 8.urTag) fallen die in der vorliegenden
Arbeit ermittelten Werte insgesamt hoher aus: 2, T47 vs. 40 mrhbei Baskaya; 3. Tag -46
vs. 36 mni; 7. Tag - 20 vs. 27 minZudem sind hier auch die Werte aus der 2.0 mm-
Traumagruppe vs. 1.5 mm in der vorliegenden Argegentbergestellt. Zum einen kdnnten
z.B. messtechnische Unterschiede hierfur veranbalorisein. Dies waren die Kriterien,
anhand welcher die Grenze des gesunden zum koniieisen Gewebe bestimmt wird. Abb. 6
zeigt die reprasentativen, TTC-praparierten Gewdbete an den jeweiligen
Untersuchungszeitpunkten. So kann am 3. Tag notlvan gesunden bzw. rot-markierten
Gewebe klar abgrenzbares, fast weil3-imponierendegusionsareal differenziert werden.
Hingegen werden die Grenzen bis zum 7. Tag zunettmerwaschener und das
Kontusionsareal selbst erscheint nun blass-rot. Zanderen konnte die gewahlte
Aufschlaggeschwindigkeit hierfur mitverantwortliskin: 7 m/sec vs. 3 m/sec bei Baskaya.
So zeigt sich auch ein parallel hierzu (bzw. zwestdem 3. und 5. Tag bei mir) vorliegender,
grof3ter Abfall der Volumenwerte zwischen dem 3. dndlag bei Baskaya.

4.4 TTC-Farbung vs. Immunhistologie

Die Abbildungen 5, 8 und 9 zeigen die jeweiligentvarlaufe der TTC-Histologie und der

Immunbhistologie nach CCI. Der zwischen dem 3. und@dg zu beobachtende, starkste und

statistisch signifikante Abfall der TTC-demarkiertéasionsvolumina ist direkt mit einer

hierzu parallelen, ebenfalls am starksten ausgemdgichtezunahme ED-1 positiver Zellen

zwischen den beiden Zeitpunkten, sowohl im Kontusioals auch perikontusionellem
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Kortex, assoziiert. Im weiteren Verlauf kommt es zeiteren, zwar diskreten, dennoch
sichtbaren Zunahme der Immunzellinfiltration. Higge erreichen die mittels der TTC-
Histologie ermittelten Kontusionsvolumina einen f$istand am 7. Tag. Diese direkten
Zusammenhange verdeutlichen die ausgepragte ms@imlAbhangigkeit der Messmethode
TTC. Hierdurch wird das Kontusionsareal nahezu Kethpmaskiert, die einzige hierbei

bestehende Mdglichkeit, das infiltrierte vom gesemdewebe am 5. und 7. Tag nach CCI
unterscheiden zu konnen, beruht auf der grob-disueDifferenzierung der jeweiligen

Intensitatsunterschiede. Wie man der Abb. 6 enteehrkann, kann sich dies jeweils
schwierig gestalten. Zudem ist eine mikroskopis®®urteilung des Kontusionsareals,
aufgrund der erforderlichen, groben Schichtdicke CIBehandelter Gewebeschnitte,
Uberhaupt nicht moglich.

Unter der Annahme infiltriertes sowie reaktiv emtdliches Gewebe als geschéadigt zu
betrachten, versagt TTC somit bei der ErfassungedieKkomponente der sekundéren
Hirnschadigung an Zeitpunkten > 72 h nach CCI, imader vorliegenden Arbeit durch die

massive Prdsenz von aktivierten Microgliazellen isowingewanderten Monozyten im

Kontusions- sowie perikontusionellem Kortex am &duw. Tag nach CCI belegt werden
kann (Abb. 6, 7, 8). Der hier ermittelte Zeitveflagder posttraumatischen Immunzell-
infiltration stimmt auch mit den hierzu vorliegemd8tudien Uberein (Aihara et al., 1995;
Chen et al., 2002; Thomale et al., 2007).

4.5 TTC- vs. Nissl-Farbung

In den Abbildungen 5 und 6 sind auch die jeweiligggniersuchungsergebnisse der TTC- und
Nissl-Methoden im Zeitverlauf nach CCIl gegenlubeigj#sEs fallt zunachst eine prinzipiell
differente Dynamik der jeweils durch TTC- und Nissimittelten Kontusionsvolumenwerte
auf. So zeigen zwar beide Methoden annahernd vehnblere Werte am 2. und 3. Tag. Die
Nissl-markierte Lasionszone nimmt im GegensatzTZUC-demarkierten jedoch bis hin zum
7. Tag nach CCI diskret aber dennoch kontinuierlzch Die mikroskopische Inspektion
Nissl-praparierter Gewebeschnitte zeigt eine zvaactiem 3. und 5. Tag nach CCIl massive
Zunahme der absoluten Zelldichte mit einem hierzaralelem, makroskopischen
Farbumschlag der Kontusionsareale mit weiterechter Zunahme der nun so imponierenden
Kontusion bis hin zum 7. Tag (Abb. 7). Diese Zelkemnten anhand der Immunhistologie als
reaktive Microglia sowie Macrophagen, im geringeré&ymfang auch neutrophile
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Diskussion

Granulozyten, identifiziert werden und Nissl kondiesen Zusammenhang adaquat indirekt
wiedergeben. Im Gegensatz zu TTC waren die Bestmgen der Kontusionsareale mittels
der Nissl-Histologie an allen Zeitpunkten relatimfach, obwohl der Farbton, entsprechend
der Immunzellpréasenz, zunehmend, v.a. am 7. Tadurkelblau wechselte. Letztendlich
erreichen die mit Nissl gemessenen Kontusionsvaianam 7. Tag nach CCI mehr als
doppelt so hohe Werte als mit TTC. Der hier gemmss Verlauf der
Kontusionsvolumenentwicklung mittels der Nissl-Madle ist ebenfalls gut mit den hierzu
vorliegenden Studien vergleichbar (Aihara et a@93; Chen et al., 2002; Saatman et al.,
2006).

4.6 Konklusion

Das primare Ziel der vorliegenden Arbeit bestandngalie zeitabh&ngigen morphologischen
Veranderungen des Kontusionsareals nach tierexpetetlen SHT anhand unterschiedlich
spezialisierter Untersuchungsmethoden zu analysieten die hieraus resultierenden
Einflussfaktoren, hauptsachlich im Rahmen der immellaermittelten Komponente der
sekundaren Hirnschadigung, explizit auf die Meshood¢ TTC zu veranschaulichen.
Aufgrund seiner Spezifitat, die auf dem energettscMetabolismus und nicht tatsachlich
vorliegendem Gewebeschaden beruht, wird TTC durelaktive und infiltrierende
Immunzellen an Zeitpunkten > 72 Stunden nach SH3ewttich beeinflusst,

sodass relevante Ergebnisse nur bis zum 3. Tagdemnhnitialen Trauma durch TTC erzielt
werden konnen. An spéateren Zeitpunkten wird die riifigation mittels konventionellen

histologischen Methoden (z.B. Nissl) empfohlen.
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