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Abstract-englisch

Objective:

The role of Norepinephrine infusion following traumatic brain injury is still a matter of
debate as it might have both beneficial and detrimental effects. Traumatic brain injury
results in an excessive increase of extracellular glutamate concentration which is asso-
ciated with expansion of necrosis. The clearance of extracellular glutamate is mediated
by excitatory amino acid transporter proteins (EAAT).

There is evidence for a a4 receptor mediated induction of glutamate transporter proteins
in cell cultures as well as for better neurological outcome in brain injured patients receiv-
ing a4 receptor agonists.

Therefore, the goal of the present study was to elucidate whether continuous low dose
NE infusion attenuates posttraumatic glutamate excitotoxicity by the induction of gluta-

mate transporter protein expression in vivo.

Materials and Methods:

148 adult male Spraque—Dawley rats, were anaesthetized with isoflurane before mod-
erate CCIl was produced to the right parietotemporal cortex or sham operation was per-
formed. Starting at 4 hours following CCII rats were continuously infused with NE in
three different Concentrations (1 pg/kg/min, 0.3 pg/kg/min, 0.15 pg/kg/min) or NaCl via
ALZET® osmotic pumps. In these animals contusion volume, MABP and intraparen-
chymal hemorrhage were determined 48 hours after trauma (n=28). In a second set of
experiments only low dose NE (0.15 pg/kg/min) and NaCl was infused and animals
were sacrificed after 48 hours, 7 days or 4 weeks and evaluated either for cortical con-
tusion volume or glutamate transporter protein expression. MABP, blood glucose and
blood gases were determined repetitively. The influence of NE infusion on blood pres-
sure was double checked in 12 animals via non invasive systolic blood pressure meas-
urement (SABP).

Extracellular concentrations of glucose, glutamate, lactate, pyruvate and glycerol were
determined 4, 24 and 48 hours following CCIl via microdialysis in an additional group of

animals after low dose NE infusion (n=60).

Results:



Intraparenchymal hemorrhage was significantly increased by 157% and 142% in rats
receiving NE in moderate and high doses (0.3 and 1.0 pg/kg/min). Contusion volume at
48 hours following CCII was significantly decreased by 40% after low dose NE infusion
(0.15 pg/kg/min), but not 7 days and 4 weeks after CCII. Low dose NE treatment led to
significantly reduced extracellular glutamate (41,1 £ 16,1 umol/l vs. 13,81 £ 5,05 pymol/I,
p<0,05) and lactate (3,29 + 1,26 mmol/l vs. 1,99 £ 0,64 mmol/l, p<0,05) concentrations
at 24 and 48 hours after trauma.

Expression of glutamate transporter proteins EAAT1 and EAAT2 was significantly in-
creased 48 hours and 7 days following CCIl by 5-10%.

Conclusion:
Continuous low dose NE infusion is neuroprotektive following CCII. This effect is at least
in part mediated by an increase in glutamate transporter protein expression, which re-

sults in decreased extracellular glutamate concentrations.
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1 Einleitung

1.1 Das Schadel-Hirn-Trauma

Das Schadel-Hirn-Trauma zahlt mit einem jahrlichen Auftreten aller Schweregrade von
200.000 in der Bundesrepublik Deutschland zu einer der haufigsten Krankheitsursachen
(Unterberg et al., 1999). Epidemiologische Daten aus industrialisierten Landern zeigen
eine Inzidenz zwischen 200-300 (Sollmann, 1997) und 800 (Wiesbaden, 1995) pro
100000 Einwohner. Hierbei ist insbesondere das schwere SHT mit Bewusstlosigkeit
uber 48 Stunden von enormer soziookonomischer Bedeutung. So zeigen diese Patien-
ten abhangig vom Lebensalter eine 10 bis 100mal hohere Letalitat im Vergleich zu Pati-
enten mit kurzerer Bewusstlosigkeit (Firsching und Frowein, 1990: ; Frowein et al.,
1992). Von den Uberlebenden leidet ein erheblicher Anteil unter dauerhaften Behinde-
rungen. Nach 1999 veroffentlichten Daten des European Brain Injury Consortium star-
ben 31% von 1005 schwer und maldiggradig Schadel-Hirn traumatisierten Patienten.
Weitere 31% erholten sich ohne klinische Behinderung, wohingegen 16% schwerbehin-
dert, 20% leichtbehindert und 3% in einem vegetativen Status blieben (Murray et al.,
1999). Eine andere Ubersichtsarbeit unter Einschluss von 5612 Patienten zeigt eine
Mortalitat des schweren SHT zwischen 23 und 40%. Weitere 43 bis 60 % der Patienten
hatten nach 6 Monaten schwere Behinderungen oder waren im vegetativen Status
(Hukkelhoven et al., 2003). Von ca. 10.000 -15.000 Patienten mit schwerem behand-
lungsbedurftigem SHT (Sollmann, 1997) liegt bei etwa einem Dirittel eine operations-
pflichtige Fraktur oder Blutung vor. Die Ubrigen zwei Drittel werden konservativ auf der
Intensivstation behandelt (Unterberg et al., 1999). Durch die Etablierung von standardi-
sierten Behandlungsmethoden wurde in den vergangenen Jahren versucht, die Progno-
se insbesondere schwer Schadel-Hirn traumatisierter Patienten zu verbessern (Bullock,
1995: ; Fakhry et al., 2004: ; Maas et al., 1997: ; Piek und Jantzen, 2000: ; Teasdale et
al., 1997). Hierbei kommt vor allem der konservativen Therapie auf der neurochirurgi-
schen Intensivstation besondere Bedeutung zu. Die kardiopulmonale Stabilisierung der
Patienten sowie die Vermeidung von Hyperthermie, Glucosestoffwechselstérungen und
Elektrolytentgleisungen tragen durch Reduzierung der posttraumatischen pathophysio-
logischen Kaskade neben der operativen Therapie wesentlich zur Prognoseverbesse-

rung der Patienten bei. Daher stehen auller diesen basistherapeutischen Mallnahmen
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die Erforschung der Dynamik des sekundaren Hirnschadens und Moglichkeiten zu des-

sen Beeinflussung im Zentrum des Interesses experimenteller Neurotraumatologie.

1.2 Der sekundare Hirnschaden

Die Schadigung beginnt mit einer direkten mechanischen Gewalteinwirkung auf das
Gehirn. Als Folge dieser primaren Verletzung bildet sich als morphologisches Korrelat
eine Kontusion. Das Ausmal} dieser initialen Traumatisierung ist vor allem abhangig
von exogenen Faktoren und damit therapeutisch nicht beeinflussbar. Direkt im An-
schluss daran setzt jedoch die sekundare Schadigung des Gehirns ein, die fur Thera-
piemallnahmen potentiell zuganglich ist und deren Ausmal} wesentlich von endogenen
Faktoren wie z. B. Alter und Vorerkrankungen abhangt. Die Hauptmanifestationen die-
ser sekundaren Schadigung wie Hirnddem, erhohter intrazerebraler Druck und Ischamie
sind haufig beschrieben und zumindest zum Teil klinisch fassbar (Baethmann et al.,
1989).

Die sekundare Grolienzunahme einer initialen Lasion wurde abhangig von der unter-
suchten Spezies und experimentellen Methode mit 130 bis 400% angegeben (Eggert et
al., 1985: ; Lindsberg et al., 1991: ; Murakami et al., 1999). Eriskat et al. beobachteten
einen zweiphasigen Verlauf der Sekundarschadigung bis zu einer GroRe von 145%
nach kortikaler Kaltelasion in der Ratte. Die Expansion der Nekrose wurde vor allem in
den ersten 3 Stunden und zwischen 12 und 24 Stunden nach dem Setzen der Lasion
beobachtet. Wahrend 3 und 12 Stunden nach Versuchsbeginn trat keine Groélenzu-
nahme auf. Es wurde beobachtet, dass die GroRenzunahme auf einem progressiven
Untergang von Hirngewebe beruhte und nicht auf einer Expansion der primaren Nekro-
sezone durch Schwellung (Eriskat et al., 1994). Auch Thomale et al. beschrieben nach
fokaler Kontusion nach dem Controlled Cortical Impact Modell in der Ratte eine maxi-
male Ausdehnung der Lasion nach 24 Stunden (Thomale et al., 2007).

Zu den verursachenden sekundaren pathophysiologischen Kaskaden zahlen erhohter
Natrium- und Kalzium-Einstrom, die Bildung freier Radikale, Freisetzung von Zytokinen,
entzundliche Veranderungen und Rezeptordysfunktionen, die zur Entstehung eines
Hirnddems und sekundaren Zelluntergangs in den folgenden Stunden und Tagen bei-
tragen (Graham et al., 2002).
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An der Entwicklung des Hirnédems sind zwei pathophysiologische Mechanismen betei-

ligt. Die Entstehung eines vasogenen Odems setzt eine gestorte Blut-Hirn-Schranke
(BHS) voraus. Durch das Fehlen dieser Barriere treten Plasmaproteine und Wasser
ungehindert entlang des kolloidosmotischen Gradienten in das Hirngewebe. Unterstutzt
werden kann diese pathophysiologische Reaktion durch Mediatorsubstanzen wie Ara-
chidonsaure oder freie Radikale (Hall et al., 1997: ; Hall et al., 1991). Demgegenuber
steht das Modell des zytotoxisch vermittelten intrazellularen Hirnddems. Hierbei kommt
es durch ein Trauma zur Storung der Zellmembranpermeabilitat, in dessen Folge Natri-
um in die Zellen stromt. Dieses kann bei posttraumatisch unzureichender Gewebeper-
fusion mit folgendem Substrat- und Energiemangel nicht energieabhangig exportiert
werden, sodass durch den konsekutiven Wassereinstrom die Zelle schwillt (Baethmann
und Kempski, 1997). Verstarkt wird dieser Prozess durch exzitatorische Aminosauren,
freie Radikale und Gewebeazidose.

In der Genese des primaren Zelluntergangs steht ebenfalls die direkte mechanische
Schadigung im Vordergrund, die zur sogenannten Mechanoporation, einer ausgeprag-
ten funktionellen Schadigung der Zellmembranintegritat fuhrt. Infolge von Strukturunter-
brechungen des Plasmalemms oder mechanisch veranderten lonenkanalen kommt es
zu einem ungehinderten Konzentrationsausgleich der lonen des Intra- und Extrazellular-
raumes mit Zusammenbruch des Membranpotentials und Zelltod (Farkas et al., 2006: ;
Patt und Brodhun, 1999: ; Wolf et al., 2001).

Ausgehend von der primaren Schadigung tragt in den folgenden Stunden und Tagen
ein sekundarer Zelluntergang zum GrofRenwachstum der Nekrose bei. An dessen Ent-
stehung sind Mediatorsubstanzen entscheidend beteiligt. Eine grol3e Rolle spielen hier-
bei exzitatorische Aminosauren, freie Radikale und Produkte von NO-Synthetasen, die
posttraumatisch in der Nekroserandzone, der so genannten Penumbra, in erhohten
Konzentrationen vorliegen (Hall et al., 1991: ; Smith et al., 1994: ; Stoffel et al., 2002: ;
Stoffel et al., 2001). Insbesondere Glutamat scheint durch die Aktivierung von N-Methyl-
D-Asparat (NMDA), a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazol-Propionat (AMPA) oder
Quisqualat — Rezeptoren den Zelltod auszulésen. Hierdurch konnen Natrium (als Ver-
mittler des zytotoxischen Odems) und Kalzium ungehindert in die Zelle einstrémen
(Jahr und Stevens, 1990: ; Schubert und Piasecki, 2001) bzw. uber intrazellulare ,Se-

cond messenger‘-Systeme freigesetzt werden.
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Intrazellulares Kalzium ist an der Zellschadigung durch die Aktivierung von Proteasen,

Lipasen und Nukleasen direkt beteiligt. Dies fuhrt sowohl zur Zerstérung von funktionel-
len und strukturellen Membranproteinen als auch zur Spaltung der Phospholipid-
membran (Banik et al., 1985: ; Faden et al., 1987: ; Seddik et al., 1991). Letzteres fuhrt
zur Freisetzung von Arachidonsaure und der konsekutiven Bildung von proinflammato-
rischen und vasoaktiven Prostaglandinen und Leukotrienen (D'Avella et al., 1990: ;
Young, 1992). Nukleasen fuhren durch direkte DNA Schadigung zum programmierten
Zelltod.

Ein weiterer Mechanismus des sekundaren Hirnschadens, die Lipidperoxidation, ist
durch freie Radikale vermittelt. Hierdurch werden insbesondere in der ersten Stunde
nach einem Trauma Blut-Hirn-Schrankenstorungen oder die Schadigung von Zellmemb-
ranen verstarkt (Hall, 1997).

Uber zahlreiche Wechselwirkungen kénnen sich die einzelnen pathogenetischen Me-
chanismen gegenseitig verstarken. So ist die Reduktion des kortikalen Perfusionsdru-
ckes sowohl mit einer Zunahme der Odembildung, als auch mit einer VergréRerung des
Kontusionsvolumens assoziiert (Kiening et al., 2002: ; Kroppenstedt et al., 1999). Post-
traumatisch tritt eine Verminderung der zerebralen Perfusion auf, die zu Ischamie und
einer Zunahme des Sekundarschadens fuhrt (Bryan et al., 1995: ; Golding et al., 2000: ;
Kochanek et al., 1995: ; Kroppenstedt et al., 2000: ; Thomale et al., 2002).

Das neurologische Outcome nach schwerem SHT wird wesentlich vom zerebralen Per-
fusionsdruck (CPP) als Resultat aus mittlerem arteriellen Blutdruck (MABP) und intraze-
rebralem Druck (ICP) bestimmt (Chesnut et al., 1993: ; Miller, 1985: ; Rosner et al.,
1995), wobei die optimale Hohe des CPP kontrovers diskutiert wird. Nach dem Lund-
Konzept, das die vasogene Komponente an der Entstehung von Hirnddem und Hirn-
druck betont, sollte ein relativ niedriger CPP um 50 mmHg angestrebt werden, um den
ICP auf Werte unter 20mmHg zu senken (Asgeirsson et al., 1994: ; Eker et al., 1998).
Demgegenuber geht das Modell nach Rosner davon aus, dass der CPP die treibende
Kraft fur die Aufrechterhaltung eines ausreichenden zerebralen Blutflusses (CBF) ist. In
diesem die zytotoxische Komponente der posttraumatischen Schwellung betonenden
Modell sollte der CPP zur Verhinderung von Ischamie und Hypoxie in einem Bereich
von 70 — 100 mmHg gehalten werden (Rosner et al., 1995).

Die bisher vorgestellten etablierten Therapieprinzipien sind in erster Linie symptomo-
rientiert und fuhren allenfalls indirekt durch Verminderung von Hypotension und Ischa-

mie zu einer geringeren Zunahme des sekundaren Schadens. Trotz intensiver experi-
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menteller und klinischer Studien ist es bisher nicht gelungen, die mediatorvermittelten

Kaskaden des sekundaren Zellschadens ursachlich zu beeinflussen. Die Entwicklung
einer solchen praventiven neuroprotektiven Therapie steht jedoch im Mittelpunkt des
wissenschaftlichen Interesses. Hierbei kommt der Pathophysiologie des Glutamatstoff-
wechsels als einem Schlisselmechanismus der sekundaren Hirnschadigung eine zent-

rale Rolle zu.

1.3 Glutamathomoostase

1.3.1 Glutamat

Als wichtigster exzitatorischer Neurotransmitter des zentralen Nervensystems (ZNS) ist
die Aminosaure L-Glutamat an den zentralen physiologischen Ablaufen wie Kognition,
Gedachtnis und Lernen beteiligt (Danbolt, 2001). Weiterhin ist Glutamat unverzichtbar
in der Entwicklung des ZNS (McDonald und Johnston, 1990: ; Vallano, 1998). Das Aus-
sprossen neuronaler Fortsatze (Rajan und Cline, 1998) wird ebenso beeinflusst wie die
GABAerge Aktivitat (van den Pol et al., 1998) oder die Migration von Neuronen (Komuro
und Rakic, 1993: ; Rossi und Slater, 1993). Auch an der Signalubertragung in periphe-
ren Organen und im Endokrinium ist Glutamat beteiligt.

Verschiedene Subtypen iono- und metabotroper Glutamatrezeptoren vermitteln die Wir-
kung des Glutamats (Danbolt, 2001: ; O'Shea, 2002). Die aufierordentliche Stellung
wird dadurch unterstrichen, dass Stérungen der Glutamathomodostase im Rahmen vieler
ZNS-Krankheiten wie der amyotrophen Lateralsklerose, Epilepsie, Morbus Alzheimer,
Morbus Parkinson sowie der Schizophrenie, aber auch nach zerebraler Ischamie und
Hirntrauma beschrieben wurden (Danbolt, 2001).

Ein Charakteristikum ist der enorme Konzentrationsunterschied entlang der Zellmemb-
ran. Mit 10-100 mmol/l ist die intrazellulare Glutamatkonzentration 10.000-mal hoher
als die extrazellulare (1-3 pmol/l) (Storm-Mathisen et al., 1992). Zur Aufrechterhaltung
des Konzentrationsgefalles muss ein aktives, energieabhangiges Transportsystem sy-
naptisch freigesetztes Glutamat wiederaufnehmen.

1.3.2 Glutamattransporter

Glutamat wird energieabhangig uber einen membrangebundenen Natrium-Kalium

Transporter von der Zelle aufgenommen (Nicholls und Attwell, 1990). Bisher sind funf
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solcher hochaffiner Glutamattransportsysteme identifiziert worden: GLAST/EAAT1

(Storck et al., 1992), GLT-1/EAAT2 (Pines et al., 1992), EAAC1/EAAT3 (Kanai und He-
diger, 1992), EAAT4 (Fairman et al., 1995), und EAATS (Arriza et al., 1997). Die in Rat-
ten identifizierten GLAST und GLT-1 Transporter zeigen eine starke Homologie zu den
korrespondierenden humanen Proteinen EAAT1 bzw. EAAT2 (Pines et al., 1992: ;
Storck et al., 1992). Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich ausschliellich mit posttrau-
matischen Veranderungen in Ratten; dennoch soll hier die EAAT-Nomenklatur (excita-
tory amino acid transporter) weitergefuhrt werden.

Die Expression der Transportsysteme ist, obwohl es zu Uberschneidungen kommt, re-
gional unterschiedlich. EAAT1 wird hauptsachlich im Cerebellum, frontalen Kortex, Hip-
pokampus und in den Basalganglien exprimiert (Lehre et al., 1995), wohingegen EAAT2
vorwiegend im frontalen Kortex, Hippokampus und in den Basalganglien lokalisiert ist.
EAAT3 wurde, allerdings in einer viel geringeren Konzentration als EAAT1 und EAAT?Z,
ebenfalls in Hippokampus, Kleinhirn und Basalganglien identifiziert (Conti et al., 1998: ;
Haugeto et al., 1996: ; Kugler und Schmitt, 1999). EAAT4 wurde bisher in cerebellaren
Purkinje-Zellen, EAATS in retinalen Astrozyten gefunden (Arriza et al., 1997: ; Fairman
et al., 1995).

Den Hauptanteil an der Clearance extrazellularen Glutamats haben die glialen Gluta-
matransporter EAAT1 und EAAT2 (Amara und Fontana, 2002: ; Haugeto et al., 1996: ;
Rothstein et al., 1996). Diese sind vorwiegend in der Zellmembran von Astrozyten loka-
lisiert (Danbolt et al., 1992: ; Levy et al., 1993: ; Rothstein et al., 1994), wobei Astrozy-
ten beide Typen koexprimieren konnen (Lehre et al., 1995). Neuronal wird EAAT2 im
ausgereiften, gesunden Nervensystem nicht exprimiert, wohl aber wahrend der Entwick-
lung und in pathologisch verandertem Gewebe (Danbolt, 2001). Allerdings scheint ein
EAAT2 ahnlicher Transporter an der Wiederaufnahme prasynaptisch freigesetzten Glu-
tamats beteiligt zu sein (O'Shea, 2002). Weiterhin sind EAA-Transporter im Rahmen
der Glutathionsynthese auch an der Aufnahme von Cystin beteiligt, wie es am Beispiel
von EAAT3 gezeigt werden konnte (Chen und Swanson, 2003).

Die Regulation dieser Transportsysteme erfolgt Uber eine Vielzahl endogener Mecha-
nismen. So sind Glutamat und Glutamatagonisten in der Lage, die Menge und Kinetik
der Glutamattransporter zu modulieren. Hierbei kdnnte Glutamat im Sinne eines hirnei-
genen Feedback-Mechanismus durch Induktion seiner eigenen Wiederaufnahme die
glutamaterge Transmission selbst unterbrechen (Gegelashvili et al., 1996: ; Gegelashvili
und Schousboe, 1997). Auch fuhrt die Behandlung von Astrozytenkulturen mit ionotro-
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pen oder Gruppe Il metabotropen Glutamatrezeptoragonisten zu einer erhdhten

EAAT1-Expression (Gegelashvili et al., 2000: ; Gegelashvili und Schousboe, 1997).
Weiterhin kann eine Beeinflussung durch Glutamattransporter assoziierte Proteine
(GTRAP) stattfinden. Hierdurch kdnnen sowohl die Expression und Aktivitat gesteigert
(Jackson et al., 2001), als auch verringert werden (Lin et al., 2001). Auch Phosphorylie-
rungen Uber Proteinkinase C (PKC) und Glykosylierungen scheinen eine Rolle in der
Regulation zu spielen. So zeigten Astrozyten nach PKA und PKC-Aktivierung z.B. durch
Phorbolester eine verstarkte Phosphorylierung und erhohte Glutamataufnahme
(Casado et al., 1993: ; Lortet et al., 1999). Dibutyryl-cAMP fuhrt zur Steigerung der Glu-
tamataufnahme in kultivierten Astrozyten (Gegelashvili et al., 1996). Die Proteinkinase
A und Phosphatidylinisitol-3-Kinase scheinen sich gleichsinnig auszuwirken (Davis et
al., 1998: ; Lortet et al., 1999).

Verschiedene Neurotransmitter beeinflussen ebenfalls die Glutamataufnahme. Dopamin
inhibiert die Aktivitat der Glutamattransporter (Kerkerian et al., 1987), was moglicher-
weise durch die Absenkung des basalen cAMP verursacht wird. Eine Stimulation o-
adrenerger Rezeptoren steigert die Glutamataufnahme in Astrozytenkulturen, wohinge-
gen B-Rezeptor-Agonisten inhibitorisch wirken (Hansson und Ronnback, 1991). Von
freien NO- und Sauerstoffradikalen ist bekannt, dass sie die Glutamataufnahme im Rat-
tengehirn bzw. in Astrozytenkulturen vermindern (Pogun und Kuhar, 1994: ; Volterra et
al., 1994). Diese Hemmung kann durch Arachidonsaure verstarkt werden (Volterra et
al., 1994).

Nach der Behandlung von Astrozytenkulturen mit Ostrogen konnte ebenfalls eine cAMP
abhangige Steigerung der Glutamataufnahme durch vermehrte Expression von GLT1
gezeigt werden (Pawlak et al., 2005).

1.3.3 Glutamathomadostase nach experimentellem Hirntrauma

In verschiedenen tierexperimentellen Traumastudien wurde ein ausgepragter posttrau-
matischer Anstieg exzitatorischer Aminosauren, insbesondere des Glutamats beschrie-
ben (Faden et al., 1989: ; Koizumi et al., 1997: ; Palmer et al., 1993: ; van Landeghem
et al., 2001), der in der Penumbra auftritt und mit dem Nekrosewachstum assoziiert ist
(Stoffel et al., 2002). Auch in Schadel-Hirn traumatisierten Patienten konnten erhohte
extrazellulare Glutamatspiegel nachgewiesen werden (Stover et al., 1999). Dies beruht

einerseits auf einer vermehrten Freisetzung intrazellularen Glutamats im Rahmen des
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Zellunterganges, auf vermehrtem zytosolischen Efflux nach Membrandestabilisierung

oder auf einer gesteigerten prasynaptischen Freisetzung. Darlber hinaus kommt es
durch die Wirkung posttraumatischer Mediatoren wie z.B. freier Radikale zu einer St6-
rung der Wiederaufnahme des Glutamates (Gegelashvili und Schousboe, 1997: ; Rao
et al., 1998: ; van Landeghem et al., 2001).

Nach dem Konzept der Exzitotoxizitat fuhrt eine exzessive Aktivierung von Glutamatre-
zeptoren zu einer Nervenzellschadigung bis hin zum irreversiblen Untergang (Choi,
1992: ; Olney, 1969). Bei blockierter Aufnahme von Glutamat ist bereits die Konzentra-
tion von 1umol/l exogenen Glutamats ausreichend, in vitro den Zelltod kortikaler Neuro-
ne auszulosen (Frandsen und Schousboe, 1990).

Diese Exzitotoxizitat wird hauptsachlich durch ionotrope NMDA-Rezeptoren vermittelt
(Schubert und Piasecki, 2001). Allerdings fuhrt auch die posttraumatische Aktivierung
von metabotropen Gruppe | Rezeptoren zu einer verstarkten Nervenzellschadigung,
wohingegen Gruppe Il und Ill Rezeptoren neuroprotektiv wirken (Allen et al., 1999).
Neben der Exzitotoxizitat ist das Modell der oxidativen Glutamattoxizitat ein erganzen-
der Erklarungsansatz fiir dessen nervenzellschadigende Wirkung. Uber die Inhibition
des Cystin-Glutamat-Antiporters blockieren hohe extrazellulare Glutamatkonzentratio-
nen die Cystinaufnahme. Durch die konsekutiv verminderte Glutathionsynthese ernied-
rigt sich die Toleranz gegen oxidativen Stress freier Radikale und es kommt zum Zellun-
tergang (Schubert und Piasecki, 2001).

Nach pharmakologischer Inhibition von Glutamattransportern in Zellkulturen tritt eine
ausgepragte Nervenzellschadigung auf (Rothstein et al., 1993). Im Mausmodell konnten
nach selektiver Inhibition glialer Glutamatransporter neurodegenerative Veranderungen,
motorische Defizite und epileptische Anfalle beobachtet werden (Rothstein et al., 1996).
Knockout-Mause mit genetisch ausgeschalteten EAAT1 und EAAT2 Glutamattranspor-
tern zeigten eine Zunahme des Sekundarschadens nach Hirntrauma (Watase et al.,
1998). Dementsprechend konnte auch durch ein funktionelles EAAT2 Knockout mittels
antisense-Oligonukleotiden eine VergroRerung des Nervenzellschadens nach fokalem
Trauma beobachtet werden (Rao et al., 2001). In einem experimentellen Ischamiemo-
dell hatte nur die Auschaltung von EAAT2, nicht aber von EAAT3 eine Verschlechte-
rung des neurologischen Outcomes zur Folge (Rao et al., 2001).

Nach einem experimentellen Hirntrauma findet eine Downregulation der Glutamattrans-
porter statt. EAAT1 und EAAT2 sind innerhalb der ersten 6 bis 72 Stunden post Trauma
vermindert nachweisbar (Rao et al., 1998). In Traumaversuchen an Ratten zeigte sich
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ebenfalls eine posttraumatische Reduktion der Transporterexpression, wobei EAAT1

starker betroffen war (van Landeghem et al., 2001). Auch in humanem Hirngewebe
scheint die reduzierte astrozytare Glutamataufnahme fur posttraumatisch erhohte Glu-
tamatkonzentrationen verantwortlich zu sein. Es konnte gezeigt werden, dass es einer-
seits durch Astrozytendegeneration, andererseits durch Downregulation in verbleiben-
den Astrozyten zu einer Reduktion der EAAT1 und EAAT2 Expression bis zu 7 Tage
nach kontusioneller Schadigung des Hirngewebes kommt (van Landeghem et al.,,
2006).

1.3.4 Neuroprotektion durch Glutamattransporterinduktion

Die Maoglichkeit, durch Glutamattransporterinduktion einen neuroprotektiven Effekt zu
erzielen, wurde auch von Rothstein et al. beschrieben. Im Tierversuch steigerten [3-
Laktam Antibiotika die Expression und die Aktivitat von Glutamattransportern. Es konnte
gezeigt werden, dass Ceftriaxon sowohl nach experimenteller Ischamie, als auch in
Modellen neuronaler Degeneration neuroprotektiv wirkt und in ALS-Tiermodellen das
Uberleben der Versuchstiere steigert (Rothstein et al., 2005). Es konnte weiterhin ge-
zeigt werden, dass Ceftriaxon durch Induktion des Glutamattransporters GLT-1 im
Mausmodell Symptome der Chorea Huntington besserte (Miller et al., 2008). Nach Ga-
be von einem FK 506 Derivat in vitro und in vivo konnte eine erhohte EAAT2-
Expression, die mit einer erhohten Glutamattransportrate verbunden war, nachgewie-
sen werden. Dies fuhrte zu einem neuroprotektiven Effekt in Zellkulturen und zu einer
langeren Uberlebenszeit von Versuchstieren in einem ALS-Modell (Ganel et al., 2006).
Wie bereits an friherer Stelle erwahnt, fihrte auch die Behandlung von Astrozytenkultu-
ren mit Ostrogen durch verstarkte Glutamattransporterexpression und damit verbunde-
ner Erhdhung der Glutamataufnahme zu einer Protektion der Zellen.

1.4 Noradrenalin
1.4.1 Noradrenalin und SHT Management

In der konservativen Therapie des Schadel-Hirn-Traumas werden Katecholamine zur
Stabilisierung des MABP und zur Aufrechterhaltung eines ausreichenden CPP einge-
setzt. Nach posttraumatischer intravendser Applikation von Noradrenalin (NA) an Rat-
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ten konnten zerebraler Blutfluss und Gewebeoxygenierung zum Teil normalisiert wer-

den, wahrend sie in Kontrolltieren erniedrigt blieben (Kroppenstedt et al., 2000: ; Krop-
penstedt et al., 2003). Es konnte auch gezeigt werden, dass sowohl eine Erniedrigung
des MABP unter 70 mmHg (CPP <61 mmHg), als auch eine Erhohung uber 140 mmHg
(CPP >121 mmHg) Uber einen Zeitraum von 3 Stunden zu einer VergrolRerung des
Kontusionsvolumens nach 24 Stunden fuhrt (Kroppenstedt et al., 1999)

In dieser fruhen Phase finden sich ausgepragte strukturelle und funktionelle Schadigun-
gen der lokalen GefalRe (Daneyemez, 1999). Die maximale Blut-Hirn-
Schrankenschadigung beginnt 4-8 Stunden post contusionem und halt bis zu 7 Tage an
(Baskaya et al., 1997). Dies konnte mit der Gefahr einer erhohten Gewebeeinblutung
einhergehen. In der Untersuchung eines Patientenkollektivs (n=29) zeigte sich korres-
pondierend zur intravendsen NA Applikation eine Erh6hung des zerebralen Spiegels fur
Noradrenalin. Dieser Effekt schien unabhangig von einem strukturellen BHS-Schaden
zu sein. Auch konnte kein schadigender Einfluss durch die systemische NA-Gabe
nachgewiesen werden (Mautes et al., 2001).

1.4.2 Noradrenalin und Glutamat

In experimentellen Hirntraumastudien wurde ein Abfall der ipsilateralen parenchymato-
sen Noradrenalinkonzentration um 30% fur mehr als 24 Stunden post Trauma gefun-
den. In der kontralateralen Hemisphare normalisierten sich die Werte dagegen inner-
halb von 24 Stunden (Prasad et al., 1994). Weiterhin konnte in in vitro-Studien gezeigt
werden, dass Noradrenalin Uber die Aktivierung von a-Rezeptoren sowohl den depola-
risationsinduzierten Kalziumeinstrom, als auch die Freisetzung von Glutamat hemmt
(Crowder und Bradford, 1987). Diese neuroprotektive Wirkung von Noradrenalin konnte
durch die posttraumatische Reduktion des zerebralen Noradrenalinspiegels abge-
schwacht werden. Diese Annahme wird durch die Beobachtung gestutzt, dass Substan-
zen, welche die prasynaptische Freisetzung von Noradrenalin erhdhen, das Outcome
nach SHT verbessern, wahrend Antagonisten des as-Katecholaminrezeptors wie Phe-
noxybenzamin und Prazosin nach fokaler Kontusion in der Ratte den Heilungsverlauf
verzogerten (Feeney und Sutton, 1987: ; Feeney und Westerberg, 1990).

Dieser Effekt konnte zumindest partiell durch eine Induktion von Glutamattransportern
erklart werden. An astrozytaren Zellkulturen konnte bereits gezeigt werden, dass No-
radrenalin die Glutamatransporterexpression induziert (Gegelashvili und Schousboe,
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1997: ; Hansson und Ronnback, 1991). Fahrig et al. konnten eine dosis- und zeitab-

hangige Steigerung der Glutamataufnahme durch Noradrenalin nachweisen, die Uber ay
-Rezeptoren vermittelt wird (Fahrig, 1993).

2 Fragestellung

Glutamat spielt eine zentrale Rolle in der Pathogenese des Sekundarschadens nach
Schadel-Hirn-Trauma. Glutamattransporter sind mafgeblich an der Aufnahme Uber-
schussigen Glutamats aus dem Extrazellularraum beteiligt.

In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, ob durch systemische Gabe von No-
radrenalin ein neuroprotektiver Effekt im Sinne einer Verringerung des Kontusionsvolu-
mens nach experimentellem SHT erzielt werden kann. Weiterhin wird der Einfluss der
kontinuierlichen NA-Applikation auf das Expressionsverhalten von Glutamattransportern
in vivo und die intrazerebrale Glutamatkonzentration untersucht.

Die hier gewonnenen Erkenntnisse konnten durch veranderte Indikationsstellungen fur
den Einsatz von Katecholaminen in der klinischen Behandlung von Patienten mit Scha-

del-Hirn-Trauma eine praktische Umsetzung erfahren.

3 Material und Methoden

3.1 Tierversuche

3.1.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden mannliche Sprague-Dawley Ratten mit einem Gewicht zwi-
schen 250 und 350g verwendet (n= 208; Charles River, Sulzfeld, Deutschland).

3.1.2 Controlled Cortical Impact Injury

Das Hirntrauma wurde mittels des Controlled Cortical Impact Injury appliziert. Dieses
Modell einer fokalen Kontusion wurde erstmals von E. Dixon an Ratten beschrieben und
wird aufgrund seiner vergleichsweise engen physiologischen Korrelation zu unfallbe-
dingten Schadel-Hirn-Traumata sowie einer sehr guten Reproduzierbarkeit seither von
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verschiedenen Forschergruppen eingesetzt (Dixon et al., 1991: ; Kiening et al., 2002: ;

Kroppenstedt et al., 1999: ; Prasad et al., 1994). Der Versuchsaufbau besteht aus einer
Kontusionseinheit mit Schlagbolzen, die Uber eine pneumatische Kontrollstation ge-
steuert wird. Unterhalb des Bolzens befindet sich ein dreidimensional verstellbarer
Tisch, auf dem die praparierten Versuchstiere stereotaktisch fixiert werden. Die Kontu-
sion wird durch den Aufschlag des pneumatisch beschleunigten Bolzens auf die Durao-
berflache erzeugt. Schnelle Abwartsbewegung der Kontusionsstange, sowie langsame
Aufwartsbewegung werden durch ein Hochdruck- bzw. Niederdrucksystem erzeugt.
Durch Einstellung variabler Druckstufen, Auslosezeitpunkte sowie Bolzentiefen sind
Geschwindigkeit, Eindringtiefe, Auftreffwinkel sowie Durakontaktzeit frei veranderbar.
Im vorliegenden Versuch wurde durch einen im rechten Winkel zur Dura und mit einer
Geschwindigkeit von 7 m/s auftreffenden Schlagbolzen mit einem Durchmesser von 5
mm ein Primartrauma mittlerer Schwere im Bereich des linken parieto-temporalen Kor-
tex appliziert. Die Eindringtiefe betrug 2 mm. In dieser Arbeit ist ein Trauma mittlerer
Schwere als eine Kontusion definiert, die ausschlielllich den cerebalen Kortex betrifft,
ohne tiefergelegene Hirnstrukturen wie Hippokampus oder Thalamus primar zu be-
schadigen. Eine Verletzung der Dura mater vor oder wahrend der Traumatisierung fuhr-

te zum Ausschluss des Versuchstieres.
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Abbildung 1: Traumamodell des Controlled Cortical Impact. Die Kontusionseinheit besteht aus
dem am Stahlrahmen fixierten Kontusionsschlitten (1) mit Schlagbolzen (2) und dem héhenver-
stellbaren Tisch mit stereotaktischer Halterung, in welcher die Versuchstiere fixiert werden (3).

3.1.3 Anasthesie und chirurgische Praparation der Versuchstiere

Wahrend einer 5 Minuten dauernden Induktionsperiode wurden die Versuchstiere in
einer geschlossenen Induktionskammer mit einem Gasgemisch aus 5 Vol% lIsofluran,
11/min N2O und 0,5l/min O, narkotisiert. AnschlieRend wurden die spontanatmenden
Ratten umgelagert und auf dem Praparationstisch fixiert. Die Erhaltungsnarkose mit
einem reduzierten Gasgemisch (1,5 Vol% Isofluran, 0,5 I/min N2O, 0,3 I/min O;) wurde
uber eine Maske appliziert. Eine adaquate Analgesie und Anasthesie wurde als ein
Fehlen der Retraktion einer Hinterpfote auf Schmerzreiz definiert und sowohl vor Be-

ginn als auch wahrend der chirurgischen Praparation regelmafig tUberpruft.
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Aufgrund eines dosisabhangigen vasodilatierenden Effektes wurde die Isoflurankon-

zentration zu allen untersuchten Zeitpunkten konstant gehalten. Dabei tritt mit der hier
verwendeten Konzentration von 1,5 Vol% bei ausreichender Anasthesie die geringst
mogliche Dilatation zerebraler und systemischer Gefalde auf (Conzen et al., 1992).

Zunachst erfolgte die Darstellung und Kanulierung der rechten Arteria femoralis mit ei-
nem Polyethylenkatheter (Fa. Braun, Melsungen, Deutschland) durch einen Zugang
uber die Leistenregion. Durch die Verbindung mit einer Transpac-Einheit (Fa. Abott,
Deutschland) wurde fortlaufend der arterielle Blutdruck gemessen und im Versuchspro-
tokoll erfasst. Weiterhin konnten Uber diesen Zugang zu definierten Zeitpunkten arteriel-
le Blutproben zur Analyse von pO,, pCO,, pH, HCO3;, base excess sowie Hb entnom-
men werden (ABL 520, Radiometer, Kopenhagen). Die BlutGlucosekonzentration wurde
mittels Schnelltest bestimmt (Accu-Chek Sensor, Fa. Roche Diagnostics, Deutschland).
Die Praparation erfolgte mithilfe eines Operationsmikroskopes (Fa. Zeiss, Deutschland),
um die Gefalle selbst und insbesondere den N. femoralis weitgehend zu schonen.

AnschlieBend wurde der Kopf der Versuchstiere zur Trepanation des Schadels in
Bauchlage stereotaktisch fixiert. Danach erfolgte die mediane Inzision der Kopfhaut un-
ter Lokalanasthesie mit 2%igem Lidocain (Fa. Braun, Deutschland) in einer Lange von
ca. 3 cm. Nach Resektion des linken M. temporalis, der Galea und des Periosts wurde
innerhalb der Grenzen von Sagittalnaht, Lambdanaht, linker Koronarnaht und des Arcus
zygomaticus eine osteoklastische Trepanation der linken parieto-temporalen Kalotten-
seite durchgefuhrt. Kalotte sowie Dura wurden zur Kihlung und Reinigung kontinuierlich
mit 0,9%iger Natriumchloridlésung gespult. Um Duraverletzungen vorzubeugen bzw. zu
erkennen, wurde auch hier das Operationsmikroskop eingesetzt. Danach wurden die
Versuchstiere erneut umgelagert und auf dem Kontusionstisch des Traumagerates ste-
reotaktisch fixiert, dessen Einstellung ein orthogrades Auftreffen des Schlagbolzens
ermoglichte. Die Kontusionsstange wurde maximal ausgefahren und der Schlagbolzen
mit der Dura mater in Kontakt gebracht. Nach Einstellung der definierten Eindringtiefe
von 2 mm wurde die Kontusion ausgelost. Nach Hautverschluss (3-0 Prolene, Fa. Ethi-
con, Deutschland) und Narkoseausleitung wurden die Tiere wach zurlck in die Kafige
gesetzt. Wahrend des gesamten Versuches wurde die Korpertemperatur der Tiere uber
eine rektale Sonde erfasst und mittels einer automatischen elektrischen Warmematte
zwischen 37°C und 38°C stabil gehalten.
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Abbildung 2: Operativer Situs mit Darstellung der Kalotte (a), linksseitiger Kraniotomie bei
Zustand vor CCI (b) und nach CCI (c).

3.1.4 Intravenodse Noradrenalininusion

Die Testsubstanz Noradrenalin wurde in 0,9% NaCl geldst und intravends durch osmo-

tische Minipumpen appliziert (Alzet mini osmotic pumps, model 2001, Fa. Alzet, USA).

Die AulBenhille der osmotischen Minipumpen besteht aus einer semipermeablen
Membran, die eine osmotisch aktive Schicht einhillt. Im Inneren der Pumpen befindet
sich ein abgeschlossenes Fliissigkeitsreservoir, welches tber eine Offnung am apikalen
Pumpenende mit der Testsubstanz befilllt werden kann. Anschlieend kdénnen die
Pumpen an der vorgesehenen Stelle in den Organismus implantiert werden.

Nach der Implantation kann freies Wasser aus dem Interstitium Uber die semipermeable
AuRenhdlle in die osmotische Schicht eindringen. Dadurch nimmt das Volumen dieser
Schicht zu, sodass das innere, mit der Testsubstanz gefilite Flussigkeitsreservoir
komprimiert wird. Auf diese Weise entsteht ein kontinuierlicher Abstrom der Testsub-
stanz aus dem Reservoir tiber die Offnung im apikalen Teil der Pumpe. In dem verwen-

deten Modell betrug die Flussrate 1ul/h bei einer maximalen Fillmenge von 200pl.
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Abbildung 3: A - schematische Darstellung der osmotischen Minipumpe mit den im Text be-
schriebenen Komponenten, B — osmotische Minipumpe (1), die Abstrom6ffnung ist mit einem
Polyethylenkatheter konnektiert, der wie beschrieben in die Blutgefille der Versuchstiere im-
plantiert werden kann (2)

Die Menge der pro Zeiteinheit applizierten Substanz ist bei stabiler Flussrate Uber eine
Konzentrationsanderung moglich und konnte so in den verschiedenen Versuchsgrup-
pen variiert werden. Gemal den Herstellerangaben sind die Pumpen ca. 24 Stunden
vor Versuchsbeginn befullt und am apikalen Ende mit einem ca. 3cm langen Polyethy-
lenkatheter konnektiert worden. Vor der 24stindigen Inkubation bei 37°C in 0,9% NacCl
wurde die korrekte Befullung durch Vergleich mit dem Leergewicht gepruft. Die Funkti-
onsfahigkeit der Pumpen wurde festgestellt, wenn nach Inkubation keine Luftblasen
sichtbar waren und sich das Flussigkeitsniveau im angeschlossenen Katheter deutlich
erhoht hatte.
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4 Stunden nach Applikation des Traumas erfolgte eine erneute Narkose und Kandulie-

rung der A. femoralis zur Blutdruckaufzeichnung und Probengewinnung. Anschlie3end
wurden die mit einer Noradrenalin-Losung (Sigma-Aldrich, USA) befullten osmotischen
Minipumpen Uber den angeschlossenen Katheter in die V. femoralis implantiert und fi-
xiert. Die Pumpen wurden subkutan in der Leistenregion platziert. Nach dem Wundver-
schluss wurden die Tiere erneut in die Kafige gesetzt.

In einer erneuten Operation nach 24 Stunden wurde die korrekte Lage der Infusions-
pumpen kontrolliert sowie erneut eine Blutdruckmessung und Blutprobenentnahme

durchgefuhrt.

3.1.5 Tétung, Hirnenthahme, Gewebsaufbereitung

Die Totung der Tiere erfolgte durch Ausbluten nach Inzision der linken Nierenvene in
tiefer Inhalationsnarkose. AnschlieBend wurde die Schadeldecke vollstandig entfernt
und das Gehirn in toto entnommen. Es erfolgte entweder die sofortige Konservierung in
flussigem Stickstoff fur die Proteinanalyse oder eine Fixierung in 4% Paraformaldehyd-
lI6sung (PFA). Nach Ablauf von 24 Stunden wurden die in PFA behandelten Hirne ent-
wassert und fur die volumetrische Untersuchung in Paraffin eingebettet,

3.2 Akutversuche - Vergleich verschiedener Noradrenalinkon-
zentrationen

In vorgelagerten Experimenten wurde die Auswirkung verschiedener Noradrenalin Kon-
zentrationen auf den arteriellen Mitteldruck (MABP) sowie die Traumagrofe der Ver-
suchstiere (n=28) getestet (van Landeghem et al., 2003). Nach Kanulierung der A. fe-
moralis zeichnete hierzu ein Monitor (Servomed, Hellige, Deutschland) die systolischen
(SABP) und diastolischen (DABP) Blutdruckwerte kontinuierlich auf und berechnete den
MABP basierend auf der Formel: MABP=(SABP + 2x DABP) / 3.

Die Tiere wurden, wie im vorhergehenden Kapitel beschrieben, traumatisiert. Die Infusi-
on von Noradrenalin begann 4 Stunden post contusionem und endete mit der Hirnent-
nahme 48 Stunden nach Traumatisierung. Das infundierte Volumen betrug 44ul. No-

radrenalin wurde in 3 verschiedenen Konzentrationen verabreicht: 0,15 pg/kg/min
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(niedrig), 0,3 pg/kg/min (mittel), 1 pg/kg/min (hoch) (je n=7). Ebenfalls traumatisierte

Kontrolltiere (n=7) erhielten ein identisches Volumen einer 0,9% NaCl-Losung.

Invasive arterielle Blutdruckmessungen, Blutgasanalysen sowie Gewichtskontrollen er-
folgten vor dem Trauma (v.T.), nach der Pumpenimplantation (4h), nach 24 Stunden
(24h) und unmittelbar vor der Tétung nach 48 Stunden (48h).

3.2.1 Kontusionsvolumen und intrazerebrales Blutvolumen

Die Hirne wurden nach Entnahme fur 24 Stunden in PFA fixiert und anschlie3end in
koronarer Schnittfuhrung in 2 mm grol3e Blocke getrennt. Nach Paraffinierung wurden
jeweils 3 Schnitte je Tier mit einer Schichtdicke von 4um auf Poly-L-Lysin beschichtete
Objekttrager aufgezogen und mit Hamatoxylin und Eosin (H&E) (Slusher et al., 1999)
gefarbt. Die lichtmikroskopische Untersuchung erfolgte mit einem Leica DMRB Mikro-
skop (Fa. Leica, Deutschland). Die kontusionierten Areale waren durch eine deutlich
verminderte Farbung im Vergleich zum umgebenden nichtverletzten Kortex leicht zu
identifizieren. Die kortikale Kontusion sowie intraparenchymale Blutungen wurden auf
drei verschiedenen Ebenen (-5,6 mm, -3,8 mm und 1 mm relativ zum Bregma) bestimmt
(van Landeghem et al., 2001). Jeweils drei koronare Schnitte einer Ebene im Abstand
von 100um sind mittels einer angeschlossenen Kamera (Fa. Leica, Deutschland) digita-
lisiert und semiquantitativ analysiert worden. Das Volumen von zerebraler Kontusion
und intraparenchymaler Blutung wurden bestimmt, indem die jeweilige Flache mit der
Schichtdicke multipliziert wurde. Blutungs- und Nekroseflachen der Einzelbilder wurden
zuvor planimetrisch vermessen (Sigma Scan Pro, SPSS, USA). Nach der folgenden

Formel wurde das Kontusionsvolumen um das posttraumatische Odem korrigiert:

Korrigiertes Kontusionsvolumen = Volumen der kontralateralen Hemisphére — (Volumen

der ipsilateralen Hemisphére — gemessenen Kontusionsvolumen)

Die morphometrische Analyse wurde von 2 unabhangigen Untersuchern (Schreiber,
van Landeghem) ohne Kenntnis des jeweiligen Tierstatus durchgefuhrt.

3.2.2 Nicht-invasive Blutdruckmessung-SABP
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Zum Ausschluss maoglicher narkosebedingter Beeinflussungen des MABP wurde in ei-

ner zweiten Versuchsreihe der arterielle Blutdruck nicht-invasiv mittels der tail-cuff Me-
thode bestimmt. Hierbei komprimiert ahnlich wie bei der Methode nach Riva Rocci eine
Blutdruckmanschette die Schwanzgefal3e der Versuchstiere mit einem Druck, der ober-
halb des systolischen Blutdruckes liegt. Wahrend schrittweiser Druckverminderungen
wird dann Uber einen hochsensitiven optischen Pulssensor das Wiederauftreten der
Pulskurve erfasst und mithilfe eines automatischen Blutdruckmonitors verarbeitet (TSE
Blood Pressure Monitor 9002, TSE, Deutschland). Aufgrund der hohen Empfindlichkeit
der Pulskurvenaufzeichnung, die durch Bewegungs- und Temperaturartefakte leicht
gestort werden kann, werden nur SABP-Veranderungen erfasst (van Landeghem et al.,
2003: ; Wen et al., 1988).

Nach einer Vorbereitungszeit von 2 Wochen mit zunachst 2tagigem, ab der 2. Woche
taglichem Training der Tiere zur Eingewohnung in den Versuchsablauf, erfolgten Trau-
matisierung und Pumpenimplantation wie in den vorhergehenden Kapiteln beschrieben
(n=12). Die Pumpen waren, wie zuvor beschrieben, mit 0,9% NaCl bzw. Noradrenalin in
niedriger, mittlerer oder hoher Dosierung beftllt (je 3 Tiere pro Gruppe). Zur Stressver-
meidung fanden weder repetitive invasive Druckmessungen noch andere Operationen
zwischen Traumatisierung und Totung der Tiere statt. Der SABP wurde an wachen Rat-
ten vor CCIl sowie 1, 4, 24 und 48 Stunden danach gemessen. Die durchschnittlichen
Messwerte einer Gruppe ergaben sich aus dem Median von 4 Einzelmessungen pro
Zeitpunkt und Tier. Die Hirne der Tiere dieser Gruppe sind aufgrund des veranderten

Versuchsprotokolls nicht analysiert worden.

3.3 Langzeitversuche - Auswirkungen kontinuierlicher niedrig-
dosierter Noradrenalininfusion

In einer weiteren Reihe von Versuchen sollte die Auswirkung einer kontinuierlichen No-
radrenalingabe auf das Kontusionsvolumen sowie die Expression von Glutamattrans-
portern insbesondere nach langeren Uberlebenszeiten untersucht werden. Die Ver-
suchstiere (n=108) wurden nach dem bereits beschriebenen Protokoll traumatisiert
(CCIl) und erhielten eine osmotische Minipumpe. Totung und Hirnentnahme erfolgten
nach Uberlebenszeiten von 48 Stunden, 7 Tagen und 4 Wochen. Ausgehend von den
Ergebnissen der vorhergehenden Versuche wurde mit 0,15 pug/kg/min die Noradrenalin-
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konzentration gewahlt, bei der eine Verringerung des Kontusionsvolumens nachgewie-

sen wurde, ohne dass es zu einer Zunahme des MABP oder intrazerebralen Blutvolu-
mens gekommen war.

Die Versuchstiergruppe setzte sich aus 72 traumatisierten und 36 scheinoperierten Rat-
ten zusammen. Die scheinoperierten Tiere wurden nach einem identischen Versuchs-
protokoll behandelt, erhielten jedoch nach osteoklastischer Trepanation kein fokales
Trauma. Die Anzahl der Zwischenoperationen sowie die summierte Narkosezeit waren
in dieser Gruppe gleich.

Je 12 der 24 pro Uberlebenszeit (UZ) traumatisierten Versuchstiere erhielten eine No-
radrenalin oder NaCl Infusion. Die Konservierung der Hirne erfolgte alternierend in flUs-
sigem Stickstoff oder PFA, sodass pro Untersuchungszeitpunkt jeweils 6 kontusionierte
Tiere zur volumetrischen Analyse oder fur die Proteinbestimmung zur Verfugung stan-
den. Entsprechend wurden pro Uberlebenszeit jeweils 3 Hirne scheinoperierter Tiere fur
die weiteren Untersuchungen konserviert.

Invasive arterielle Blutdruckmessungen, Blutgasanalysen sowie Gewichtskontrollen er-
folgten auch hier vor dem Trauma (v.T.), nach der Pumpenimplantation (4h), nach 24
Stunden (24h) sowie unmittelbar vor der Tétung nach 48 Stunden (48h), 7 Tagen (7d)
oder 4 Wochen (4W). Abweichend vom bisher Beschriebenen wurde bei den Ver-
suchstieren mit langerer Uberlebenszeit (4W) nach 7 Tagen eine zusétzliche Operation
zur Entfernung der subkutan implantierten Pumpen durchgefuhrt, die zu diesem Zeit-
punkt ihre maximale Infusionsdauer erreicht hatten. Somit betrug die Gesamtinfusions-
zeit der einzelnen Gruppen: 48 Stunden (UZ 48h) bzw. 7 Tage (UZ 7d + UZ 4W).

3.3.1 Semiquantitative Bestimmung der Glutamatkonzentration
(Western Blot)

Fur die Western Blot Analyse wurden die Hirne unmittelbar nach Entnahme in koronarer
Schnittfuhrung in 2mm dicke Blocke zerteilt. Aus jedem Block wurden Kontusion und
perikontusionelles kortikales Hirngewebe abgetrennt und sofort in flissigem Stickstoff
gefroren.

Zur Proteinextraktion wurden die bei -80°C gelagerten Proben zunachst mechanisch,
dann unter Zugabe der Extraktionslosung, bestehend aus Lysispuffer (je 100ml: 0,79g
Tris HCI, 0,88g NaCl, 1g Nonidet P40, 0,5g Deoxycholat) und Proteaseinhibitoren (pro-
tease inhibitor cocktail, Sigma-Aldrich, Deisenhofen) im Ultraschallbad zerkleinert und
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anschlieRend bei 10G fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand aus insgesamt 3 Durch-

gangen wurde abpipettiert und gepoolt. Fur die anschlieRende Bestimmung der Prote-
inkonzentration nach der Biuret-Methode wurden 100ul Proteinlysat mit 1ml BCA Prote-
in Assay Reagent Kit (Pierce, Bonn) im Wasserbad inkubiert. Daraufhin wurden
photometrisch die von der Proteinkonzentration abhangigen Absorbtionswerte ermittelt.
Anhand einer vorher aus bekannten Proteinkonzentrationen erstellten Eichkurve konn-
ten dann die dazugehdrigen Proteinkonzentrationen abgelesen werden. Die spater ver-
wendeten Konzentrationwerte jedes Lysates stellen den Mittelwert aus 3 unabhangigen
Messungen dar.

Zur elektrophoretischen Trennung der Proteine wurden jeweils gleiche Proteinmengen
auf 12 % SDS/Polyacrylamid-Gele aufgetragen. Die Auftrennung sowie der anschlie-
Rende Blottransfer fanden in einem NuPage Gelelektrophorese System statt (Invitro-
gen, Groningen, Niederlande). Zum Immunoblotting inkubierten die Blots entweder mit
dem Antikorper gegen EAAT1 (Verdinnung 1:100) oder EAAT2 (1:50) (Novocastra
Lab., Newcastle upon Tyne, GroRbritannien). Die antikorpergebundenen Proteinbanden
wurden uber Peroxydase-konjugiertes StreptAvidin (Sigma; 1:1000) und das Enhanced-
Chemieluminescence-System (ECL; Amersham, USA) detektiert. Nach dem Einscan-
nen der belichteten ECL-Filme (Agfa, Germany) wurde die Intensitat der Proteinbanden
densitometrisch analysiert (SigmaScan Pro, SPSS, USA). Pro untersuchtes Tier und
Antikorper wurden 2 unabhangige Western Blots angefertigt, die jeweils dreimal densi-

tometrisch untersucht wurden. Die Mittelwerte gingen in die Auswertung ein.

3.4 Mikrodialyse

In einem eigenstandigen Versuchsaufbau wurden mithilfe der intrazerebralen Mikrodia-
lyse die postkontusionellen Veranderungen des Hirnstoffwechsels untersucht. Diese
Methode wurde 1990 von Hillered et al. und Meyerson et al. zur Analyse intrazerebraler
neurochemischer Prozesse in die klinische Neurochirurgie eingefuhrt (Hillered et al.,
1990: ; Meyerson et al., 1990). Basierend auf dem Dialyseprinzip fungiert der Katheter
als kunstliche Kapillare innerhalb des Hirnparenchyms. Diese Methode ermoglicht die
Messung pathophysiologischer Veranderungen mit einer hohen ortlichen und bei konti-
nuierlicher Anwendung auch hohen zeitlichen Auflésung (Engstrom et al., 2005: ; Ha-

mani et al., 1997) und ist zum Neuromonitoring von bewusstseinsgetribten Patienten
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mit Schadel-Hirn-Trauma oder Subarachnoidalblutung auch im klinischen Alltag aner-

kannt (Bellander et al., 2004).

Die hier verwendete CMA 11 Mikrodialyseeinheit (CMA Microdialysis, Stockholm,
Schweden) besteht aus einem 7 mm langen Doppellumenkatheter, an dessen Spitze
sich eine semipermeable Membran mit einem Durchmesser von 0,24 mm befindet. Als
Perfusat wird kunstlicher Liquor Uber den anterograden Schenkel infundiert. Wahrend
dieser die semipermeable Membran an der Katheterspitze passiert, findet der Konzent-
rationsausgleich mit dem Interstitium statt. AnschlieRend wird das Dialysat Uber die in-
nere Membran in retrograder Richtung abtransportiert und gesammelt. Die gewonnenen
Proben konnen anschliefiend durch HPLC oder wie im vorliegenden Versuch mit dem
CMA 600 Microdialysis Analyzer (CMA Microdialysis, Stockholm) enzymchemisch un-
tersucht werden. Haufig untersuchte Parameter reprasentieren als Biomarker den post-
traumatischen Zelluntergang (Glycerol), das Ausmal} der Exzitotoxizitat (Glutamat) oder
den postischamisch veranderten Glucosestoffwechsel (Glucose, Pyruvat, Laktat) und
reprasentieren in ihrer Gesamtheit das Ausmal} des sekundaren Hirnschadens (Enblad
et al., 2001: ; Hillered et al., 2005: ; Unterberg et al., 2001).
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Abbildung 4: A - schematische Darstellung des Mikrodialysekatheters mit antegradem — (1)
und retrogradem Schenkel (2), Corpus (3), doppellumigem Schaft (4) sowie Katheterspitze (5), B
— operativer Situs nach Kraniektomie mit implantierter Mikrodialysesonde; im Vordergrund er-
kennt man den gelben Corpus des Mikrodialysekatheters; die Markierungen 1 — 5 entsprechen
denen in Abb. A, die Katheterspitze befindet sich subdural und ist nicht zu erkennen; weitere
Landmarken: Sagittalnaht (6), Coronarnaht und Bregma (7), Kalottendefekt mit Aufsicht auf die
Dura mater (8).

Allerdings ist die Konzentration der untersuchten Parameter im Dialysat nicht allein Re-
sultat der Differenz zwischen Interstitium und Perfusat, sondern abhangig von der Po-
rengrofle der Membran, Flussgeschwindigkeit und Membranlange sowie der zu unter-
suchenden Substanz selbst. Um die Genauigkeit der Messergebnisse zu erhdhen,
wurde daher vor (ivr1) und nach jeder Messung (ivr2) die in ,vitro recovery rate® (= ivr)
der Membran fur jeden untersuchten Parameter bestimmt und gemittelt. Hierzu wurde in
vitro eine Lésung bekannter Konzentration dialysiert (Calibrator A, CMA Microdialysis).
Die ,Recovery Rate” ergibt sich aus dem Quotienten aus wahrer Konzentration der
Messlésung und gemessener Konzentration des Dialysates. Die folgende Formel zeigt

die Berechnung der wahren intrazerebralen Konzentrationen:

Wahre Konzentration = Konzentration der Kalibratorlésung / (ivr1 + ivr2)/2 x gemessene

Konzentration
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Eine separate Gruppe Versuchstiere (n= 60) wurde nach dem bereits beschriebenen

Protokoll traumatisiert bzw. scheinoperiert (je n=30). Die Implantation der osmotischen
Pumpen, befullt mit entweder Noradrenalin oder NaCl (je n=30), erfolgte ebenfalls wie
beschrieben 4 h nach dem Trauma. Nach definierten Uberlebenszeiten von 4, 24 und
48 Stunden nach dem Trauma (je n=20) erfolgte die Mikrodialyse. Den narkotisierten
Tieren wurde der Mikrodialysekatheter im Bereich der vermuteten Penumbra unter
Verwendung standardisierter Koordinaten (relativ zum Bregma: A -2,3 mm, M -1,2 mm,
V — 1,5 mm) implantiert. Die Perfusion des Katheters erfolgte mit kuinstlichem Liquor bei
einer Flussrate von 2pl/min. Um einen implantationsbedingten Anstieg der untersuchten
Parameter auszuschliel3en, wurde das Dialysat der ersten 30 Minuten verworfen. Das
Gesamtdialysat der folgenden 30 min wurde zunachst bei -80°C aufbewahrt und zu ei-
nem spateren Zeitpunkt analysiert. Anschlieend erfolgte die Totung der Tiere.

3.5 Statistische Auswertung

Die Daten werden nach Testung auf Normalverteilung als Mittelwerte + Standardfehler
der Mittelwerte angegeben. Tests auf Signifikanz wurden mit dem gepaarten oder un-
gepaarten t-Test durchgefuhrt. Die Signifikanztestung der physiologischen Parameter
erfolgte unter Anwendung der einseitigen Varianzanalyse (ANOVA) und entsprechender
Posttests (Bonferroni). Die gesamte statistische Auswertung erfolgte mit den Program-
men SIGMA STAT 2.0 oder SPSS 11.5 (SPSS, USA). Unterschiede wurden bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit unter 5% (p<0,05) als signifikant betrachtet.

4 Ergebnisse

4.1 Akutversuche - Vergleich verschiedener Noradrenalinkon-
zentrationen

Untersucht wurde die Wirkung von kontinuierlich appliziertem Noradrenalin auf Blut-
druck, physiologische Parameter, Kontusionsvolumen und intraparenchymales Blu-
tungsvolumen nach einer Uberlebenszeit von 48 Stunden. Noradrenalin wurde in nied-
riger (0,15 pg/kg/min), mittlerer (0,3 pg/kg/min) und hoher 1,0 ug/kg/min) Dosis
appliziert.
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Weiterhin werden die Konzentrationen extrazellularer Aminosauren nach kontinuierli-

cher niedrigdosierter Noradrenalininfusion nach posttraumatischen Uberlebenszeiten

bis zu 48 Stunden dargestellt.

4.1.1 Hb, Glucose, pH, Blutgase

Parameter Substanzgruppen | Vor Trauma | 4 Stunden 24 Stunden 48 Stunden
NaCl bzw. No- nach Trauma | nach Trauma | nach Trauma
radrenalin in
Hg/kg/min

pH NaCl 7,44 + 0,05 7,44 + 0,05 7,49 + 0,03 7,44 + 0,05
Nor 0,15 7,49 + 0,02 7,43 £ 0,02 7,46 + 0,04 77,46 + 0,02
Nor 0,3 7,45 + 0,45 7,40 £ 0,03 7,46 + 0,04 7,43 £ 0,04
Nor 1,0 7,47 £ 0,47 7,38 £ 0,05 7,5+ 0,05 7,49 + 0,04

pCO, NaCl 35+3 33+5 31+1 34+4

mmHg Nor 0,15 32+1 37+3 36+4 34+2
Nor 0,3 37+2 38+3 34+3 38+3
Nor 1,0 34+3 40+8 33+6 33+5

pO. NaCl 125 + 27 136 + 22 133 + 36 126 + 22

mmHg Nor 0,15 97 + 20 106 + 7 114 + 26 108 + 28
Nor 0,3 132 + 29 129 + 35 141+ 27 156 + 30
Nor 1,0 116 + 32 115 + 30 123 + 40 142 + 37

HCO5 NaCl 26+2 25+2 25+ 1 24 +1
Nor 0,15 25+2 25+ 1 26 + 1 25+ 1

mmol/| Nor 0,3 26 + 1 24 +1 26+2 26 + 1
Nor 1,0 25+2 23+2 272 26 + 1

Hb NaCl 12 £ 1 13+£2 11 +£1 11 +£1
Nor 0,15 13 +£1 14 +£2 12 £1 12 £1

mg/dl Nor 0,3 13 +£1 13 +£1 12 1 13 +£1
Nor 1,0 13+£2 14 +£2 12 1 1242

Glucose NaCl 153 + 15 142 + 32 141 + 38 156 + 26

mg/d| Nor 0,15 179 + 58 169 + 32 153 + 28 154 + 51
Nor 0,3 135 + 25 154 + 43 132 + 23 135 + 29
Nor 1,0 223+ 34 226 + 55 193 + 62 176 + 73

Tabelle 1: Blutgase, Himoglobinkonzentration, und Blutzuckerspiegel wurden durch die kon-
tinuierliche Infusion von Noradrenalin in verschiedenen Konzentrationen nicht beeinflusst.

Wahrend des gesamten Versuches blieben die untersuchten Parameter pH, pCO,, pO.,

HCO3", sowie Hamoglobin- und Glucosekonzentration innerhalb normaler Werte. Inner-

halb der verschiedenen Versuchsgruppen gab es keine signifikanten Unterschiede. Die

hochsten Blutglucosekonzentrationen (226 + 55 mg/dl) traten in der Gruppe mit der

hochsten Noradrenalinkonzentration auf (1,0 pg/kg/min), jedoch erreichte auch hier der

Unterschied keine statistische Signifikanz.
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4.1.2 Blutdruck

4.1.2.1 Invasive Blutdruckmessung — MABP

Der mittlere arterielle Blutdruck (MABP) aller Versuchstiere vor der Traumaapplikation
betrug 95 + 9 mmHg. Zu allen Messzeitpunkten kam es in der Gruppe der Noradrenalin
behandelten Tiere zu keiner signifikanten Erhohung des MABP im Vergleich zu Ver-

suchstieren, die eine NaCl Infusion erhielten.

[ NaCl (n=7)

72 low norepinephrine 0,15ug/kg/min (n= 7)
[ medium norepinephrine 0,3 ug/kg/min (n=7)
I high norepinephrine 1,0 ug/kg/min (n=7)

120
100 | l %
80
60
vor Trauma 4.5 Stunden ) 24 Stunden 48 Stunden
nach Trauma; nach Trauma nach Trauma

alle Gruppen,

n=28 30 min nach Implantation

Abbildung 5: Einfluss einer kontinuierlichen Noradrenalininfusion auf den MABP in narkoti-
sierten Ratten. Abgesehen von einer nicht signifikanten Tendenz zu erhohten Werten in der
Hochdosisgruppe bleibt der MABP verglichen mit Werten vor dem Trauma sowie mit NaCl-
Tieren unverédndert.

Es scheint eine Tendenz zu erhohten MABP-Werten nach hochdosierter Noradrenalininfusion zu
geben. Die Werte unterscheiden sich jedoch nicht signifikant von denen der anderen Versuchs-
gruppen. Die durchschnittlichen Werte liegen unterhalb 120 mmHg und entsprechen damit de-

nen in wachen Ratten (Moreau et al., 1998).

4.1.2.2 Nicht invasive Blutdruckmessung — SABP

Bereits nach Infusion von Noradrenalin in mittlerer Dosierung (0,3 pg/kg/min) war der
systolische arterielle Blutdruck (SABP) 4,5 sowie 24 Stunden nach dem Trauma signifi-
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kant erhoht. In der Hochdosisgruppe (1 pg/kg/min) war der SABP 24 und 48 Stunden

nach Trauma im Vergleich zu Kontrollgruppe signifikant erhoht. In Ratten, die Noradre-
nalin niedrigdosiert erhielten (0,15 pg/kg/min), blieb der SABP zu allen untersuchten
Zeitpunkten innerhalb normaler Werte.

[ Kontrollen (n= 3)
[ 7] low norepinephrine 0,15 ug/kg/min (n= 3)
[T medium norepinephrine 0,3 ug/kg/min (n= 3) *

I high norepinephrine 1 ug/kg/min (n= 3)
160
*
*
140 + *
e %%
120 ;
Z .
100
80
60
vor Trauma; 4.5 Stunden nach Trauma; 24 Stunden 48 Stunden
alle Gruppen 30 min nach Implantation nach Trauma nach Trauma

n=12

Abbildung 6: kontinuierliche hochdosierte Noradrenalininfusion (1pg/kg/min) fithrte 24 und
48 Stunden nach Trauma zu einer signifikanten Erhdhung des SABP. Noradrenalin in einer mitt-
leren Dosis von 0,3 pg/kg/min erh6hte den SABP 4,5 und 24 Stunden nach Trauma. * entspricht
p<0,05

4.1.3 Kontusionsvolumen

Das kortikale Kontusionsvolumen nach niedrigdosierter Noradrenalininfusion war mit
47,8 + 17,8 mm® signifikant vermindert im Vergleich zu Versuchstieren, die NaCl erhiel-
ten (85,8 £ 15,2 mm?, p<0,02). Das Kontusionsvolumen war nach Noradrenalininfusion
in mittleren und hohen Dosen unverandert (81,4 + 17,9 mm>bzw. 84,4 + 15,8 mm?®)

120 ¢
100 | T ] I
80 | .
60 | ]
40 |
20 |
44 %
NaCl 0.15 0.30 1.0

Noradrenalin [ug/ kg/ min]
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Abbildung 7: Einfluss von kontinuierlicher Noradrenalininfusion auf das kortikale Kontusi-
onsvolumen nach CCII. Das Kontusionsvolumen ist nach Infusion niedrigdosierten Noradrena-
lins gegeniiber der NaCl Kontrolle signifikant vermindert. Die Infusion hoher dosierten No-
radrenalins hatte keinen Effekt auf das Kontusionsvolumen. * entspicht p<0,05

Beispielhaft zeigt die Abbildung 8 das Schadigungsmuster nach kortikaler Kontusion in
4 Versuchstieren Abhangigkeit von der Substanzgabe. Insbesondere unter den Ver-
suchstieren, die Noradrenalin in mittlerer und hoher Dosierung erhielten, traten Ha-

morrhagien im Bereich des Kontusionsherdes auf.
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1

LAY

Noradrenalin 0,15 pg/kg/min

Noradrenalin 0,3 ug/kg/min Noradrenalin 1ug/kg/min

Abbildung 8: Konzentrationsabhingiger Effekt von intravends appliziertem Noradrenalin 48
Stunden nach experimenteller Kontusion des linken somatosensorischen Kortex. Im Vergleich
zur Kontrollgruppe war das Kontusionsvolumen in der niedrigdosierten Noradrenalin Gruppe
signifikant erniedrigt, wihrend es in der mittel- und hochdosierten Substanzgruppe unverindert
blieb. Bemerkenswert sind auch die deutlichen intraparenchymalen Hdmorrhagien, die vor allem
in der mittleren und hochdosierten Substanzgruppe auftraten. Ausschnitte reprasentativer H&E
gefiarbter Hirnschnitte, -3,8 mm relativ zum Bregma.

4.1.4 Intraparenchymales Blutungsvolumen

Posttraumatisch kam es in den Hirnen aller untersuchten Versuchstiere zu verschiede-
nen Blutungen in das Hirngewebe. Diese befanden sich sowohl subdural, subarachnoi-
dal, innerhalb der Kontusion und im angrenzenden perilasionalen Kortex, als auch in
der darunterliegenden weilen Substanz. Die intraparenchymalen Blutungen waren in
den Versuchstiergruppen mit mittlerer und hoher Noradrenalinkonzentration (0,3 bzw
1,0 pg/kg/min) um 157% und 142% signifikant erhdht im Vergleich zu traumatisierten
Ratten, die NaCl erhielten (58,6 + 14,2 mm?® und 55,2 + 16,2 mm?® vs. 22,8 + 5,8 mm?®,

p<0,02). Vermehrt traten die beobachteten Blutungen in der Nahe von Gefalen auf.
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Verglichen mit der Kontrollgruppe war das Blutungsvolumen in der Versuchstiergruppe,

die Noradrenalin in niedriger Dosierung erhielt, nicht signifikant erhoht (34,3 + 19,4

mm3). Im ipsilateralen Hippokampus oder in der kontralateralen Hemisphare traten kei-
ne Blutungen auf.

a

80 r * .
60 f [ [
40 + [
20
+34 % +157 % +142 %
0
NaCl 0.15 0.30 1.0

Noradrenalin [ug/ kg/ min]

Abbildung 9: Die Infusion mittlerer und hoher Dosen Noradrenalin (0,3 bzw. 1,0 ng/kg/min)

erhoht signifikant das intraparenchymale Blutungsvolumen (p<0,05). Das Blutungsvolumen

nach niedrigdosierter Noradrenalininfusion ist im Vergleich zur NaCl Kontrollgruppe nicht sig-

nifikant erhoht.
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Abbildung 10: Vergroferungen aus représentativen H&E gefarbten Hirnschnitten zeigen
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intraparenchymale Blutungen. Das Volumen dieser Blutungen, die im Subarachnoidalraum, Cor-
tex oder in der weillen Substanz gelegen sind, ist in Versuchstieren mit mittlerer und hoher No-

radrenalinkonzentration deutlich erhoht. Diese Blutungen werden héufig in der Néhe von Blutge-
faBBen beobachtet, was ein Hinweis auf eine gestorte Integritit der Blut-Hirn-Schranke sein kann.
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4.2 Auswirkung einer kontinuierlichen niedrigdosierten No-
radrenalininfusion

Im Folgenden werden die Auswirkungen von kontinuierlich appliziertem Noradrenalin in
niedriger Dosierung (0,15 pg/kg/min) auf physiologische Parameter, Traumavolumen,
Glutamattransporterexpression, sowie extrazellulares Glutamat untersucht. Die Be-

obachtungszeitraume umfassen 48 Stunden, 7 Tage und 4 Wochen.

4.2.1 Physiologische Parameter

4.2.1.1 Gewicht

vor Trauma ‘ 4 Stunden 24 Stunden 48 Stunden 7 Tage 4 Wochen
Gewicht in
Gramm
Trauma + Nor 316 + 35 308 + 32 299 + 34 283 + 43 272 + 40 339 + 72
Trauma + NaCl 317 + 36 314 + 35 300 + 36 288 + 40 271 + 43 364 = 32
kein Trauma Nor 318 + 26 312 + 29 301 + 42 289 £+ 16 279 + 41 359 + 26
kein Trauma NaCl | 324 + 20 319 + 22 307 + 21 290 £+ 29 293 + 36 370 + 20
gesamt 318 + 31 313 + 30 302 + 34 287 £+ 34 277 = 41 357 + 45

Tabelle 2: Der Gewichtsverlauf in Gramm zu den einzelnen Untersuchungszeitpunkten nach
Versuchsbeginn ist entsprechend der Versuchsgruppe dargestellt. Signifikante Gewichtsveridnde-
rungen im Vergleich zum Versuchsbeginn (,,vor Trauma“) sind fettgedruckt (p<0,05). Trau-
maapplikation und Noradrenalingabe hatten keinen Einfluss auf das Gewicht im Vergleich zu
Scheinoperation und NaCl Gabe. Zwischen 24 Stunden und 7 Tagen nach Versuchsbeginn
kommt es zu einer signifikanten Gewichtsreduktion aller Versuchstiere (,,gesamt*). 4 Wochen
nach Versuchsbeginn ist das mittlere Gewicht aller Versuchstiere (,,gesamt®) im Vergleich zum
Versuchsbeginn erhoht.

Das mittlere Gewicht aller Versuchstiere vor Versuchsbeginn betrug 318 + 31,09
Gramm. Die folgende Abbildung zeigt den Gewichtsverlauf aller Versuchstiere unab-
hangig von einer Traumatisierung oder Substanzgabe zu den einzelnen Uberlebenszei-
ten. Die kontinuierliche Gewichtsabnahme zwischen 24 Stunden und 7 Tagen, sowie
die Zunahme des mittleren Gewichts bis auf 112 Prozent des Ausgangsgewichtes nach
4 Wochen sind signifikant verglichen mit Werten vor dem Trauma. Es besteht kein signi-
fikanter Unterschied zwischen traumatisierten und nicht traumatisierten Tieren bzw.
zwischen Noradrenalin oder NaCl Infusion. Somit scheinen allein Narkose und Pumpen-

implantation fur die postoperative Gewichtsabnahme verantwortlich zu sein.
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Gewicht in Prozent
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Abbildung 11: Gewicht in Prozent: Darstellung des Gewichts in Abhéngigkeit von der Ver-
suchsdauer. Es besteht ein signifikanter Unterschied nach 24 Stunden, 48 Stunden, 7 Tagen bzw.
4 Wochen nach Trauma im Vergleich zu Werten vor Versuchsbeginn. p<0,05

4.2.1.2 Blutdruck - MABP

vor Trauma ‘ 4 Stunden ‘ 24 Stunden 48 Stunden 7 Tage 4 Wochen
MABP in mmHg
Trauma + Nor 102 + 8 95 + 11 100 + 8 100 £+ 9 96 + 9 104 + 6
Trauma + NaCl 101 + 8 90 + 10 95 + 6 98 + 3 99 + 11 102 13
kein Trauma Nor 97 + 8 99 + 8 97 + 9 95 + 5 104 + 7 107 + 9
kein Trauma NaCl | 103 + 9 96 + 9 96 + 7 95 + 6 96 + 10 100 + 14
gesamt 101 + 8 95 + 10 97 + 8 97 + 6 99 + 9 103 + 11

Tabelle 3: Die Verdnderungen des MABP sind entsprechend der Versuchsgruppe aufgefiihrt.
Signifikante Werte sind fettgedruckt (p<<0,05). Im Vergleich zum Versuchsbeginn war der
MABP aller Versuchstiere (,,gesamt®) 4 und 24 Stunden nach dem Trauma signifikant erniedrigt.
Vor allem der MABP der traumatisierten Tiere (,,Trauma + Nor und Trauma + NaCl) war nach 4
Stunden signifikant im Vergleich zum Versuchsbeginn (,,vor Trauma“) erniedrigt. 24 Stunden
nach dem Trauma war der MABP in traumatisierten Tieren nach Noradrenalingabe signifikant
hoher, als nach NaCl Gabe (Trauma + Nor vs. Trauma + NaCl).
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Die Abbildung 12 stellt den mittleren arteriellen Blutdruck (MABP) aller Versuchstiere

wahrend des Versuchsablaufes dar. Der MABP der Versuchstiere vor Versuchsbeginn
betrug 100,9 + 8,1 mmHg. Nach Traumaapplikation bzw. Scheinoperation war der
MABP aller Versuchstiere (,gesamt®) zu den Zeitpunkten 4 und 24 Stunden nach Trau-
ma signifikant erniedrigt (94,5 £ 10 mmHg bzw. 97,2 + 7,5 mmHg, p<0,05). Dieser Ef-
fekt beruht wahrscheinlich zu einem grol3en Teil auf der deutlichen Hypotension der
traumatisierten Versuchstiere. Die traumatisierten Versuchstiere hatten 4 Stunden nach
Versuchsbeginn mit 92,6 + 10,5 mmHg einen signifikant erniedrigten MABP im Ver-
gleich zu scheinoperierten Tieren (97,4 £ 8,8 mmHg, p<0,05). Die Gabe von Noradre-

nalin oder NaCl hatte zu diesem Zeitpunkt keinen Einfluss auf den MABP.
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Abbildung 12: MABP aller Versuchstiere zu den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten.
Die postoperativen Verdnderungen nach 4 und 24 Stunden sind signifikant (p<0,05). Der Wert
zum Zeitpunkt 48 Stunden erreicht aufgrund der kleineren Stichprobe keine statistische Signifi-
kanz. Dargestellt sind zur besseren Anschaulichkeit nur die oberen Anteile der Balken.
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Im Gegensatz zu den vorangestellten Ergebnissen im Vergleich verschiedener No-

radrenalinkonzentrationen zeigte sich jetzt eine signifikante MABP Erhohung nach No-
radrenalininfusion nach 24 Stunden. Traumatisierte Versuchstiere hatten nach No-
radrenalingabe 24 Stunden nach Trauma einen signifikant erhohten MABP verglichen
mit traumatisierten Tieren, die NaCl erhalten hatten (Trauma + Nor: 100 + 8,2 bzw.
Trauma + NaCl: 95,3 £ 5,7 mmHg, p<0,05) (Vgl. Tabelle 3). In den nichttraumatisierten
Tieren hatte die Noradrenalin oder NaCl Gabe keinen Einfluss auf den MABP. Zu den
ubrigen Untersuchungszeitpunkten bestanden ebenfalls keine signifikanten Unterschie-
de zwischen traumatisierten und nicht traumatisierten Tieren bzw. zwischen solchen die

Noradrenalin oder NaCl erhalten haben.

4.2.1.3 Blutgase, Hb und Blutglucose

Tabelle 4 zeigt die Veranderungen von pH, pCO,, pO,, BE, SBC, BZ und Hb abhangig
von der Versuchsgruppe Uber die gesamte Versuchszeit.

4 Stunden nach Versuchsbeginn ist der Serum-pH traumatisierter Tiere signifikant ver-
ringert im Vergleich zu nichttraumatisierten Versuchstieren (7,44 + 0,04 bzw. 7,46 *
0,03 mmHg; p<0,05). Ebenfalls 4 Stunden post Trauma ist der arterielle pCO, aller Ver-
suchstiere mit 35,1 + 4,1 mmHg signifikant erhoht gegentuber Werten vor dem Trauma
bzw. 24 und 48 Stunden nach Trauma (33,4 + 4,2; 33 £ 3,7; 32 + 4,4 mmHg; p<0,05).
Bezlglich des O, Partialdruckes besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen. Analog zu dem erniedrigten pH sind auch die base excess (BE)- und Stan-
dardbicarbonat (SBC) Werte in der posttraumatischen Frihphase nach 4 bzw. 48 Stun-
den signifikant erniedrigt im Vergleich zu Vor-Trauma Werten (BE: 0,7 £ 1,2 und -0,1
1,4 mmol/l vs. 1,5 £ 1,6 mmol/l; SBC: 24,9 £+ 2,1 und 24,4 £ 1,1 vs. 25,8 £ 1,4 mmol/l;
p<0,05). Auch hier bestehen keine Unterschiede zwischen traumatisierten und scheino-
perierten bzw. NaCl oder Noradrenalin behandelten Tieren. Die Blutglucosekonzentrati-
on war 24 Stunden nach Versuchsbeginn signifikant verringert (147,3 + 40 mg/dl vs.
169,4 + 43 mg/dl; p<0,05). Die Hb Konzentration war in allen Tieren unabhangig von
der Intervention 24 Stunden, 48 Stunden und 7 Tage nach Versuchsbeginn erniedrigt
(11,6+1,4;11,6+1,8; 11,9+ 1,2 mg/dl vs. 12,9 + 1,2 mg/dl, p<0,05).
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vor Trauma 4 Stunden 24 Stunden 48 Stunden 7 Tage 4 Wochen
pH
Trauma + Nor 749 £ 004 (743 £ 005 | 748 £ 003 |747 + 003 | 748 £ 003 | 746 £ 0,05
Trauma + NaCl 747 £ 003 | 744 % 004 | 747 £ 004 | 745 + 003 | 745 * 005 | 747 * 0,04
kein Trauma Nor 747 £ 004 (745 £ 003 | 747 £ 004 |746 £ 004 | 749 £ 003 | 748 £ 0,01
kein Trauma NaCl 748 £ 003 (747 £ 003 | 750 £ 008 |747 + 002 | 747 £ 002 | 747 £ 004
gesamt 748 £ 004 | 745 £ 004 | 748 £ 005 | 746 + 003 | 747 £ 003 | 747 £ 0,04
pCO2in mmHg
Trauma + Nor 32 t 5 36 + 4 33 £ 3 3 £ 6 3 £ 7 35 + 6
Trauma + NaCl 34 t 4 35 £ 6 33 t 4 33 £ 4 35 £ 5 35 £ 3
kein Trauma Nor 34 £ 4 35 £ 3 33 £ 5 33 £ 3 32 £ 2 33 £ 3
kein Trauma NaCl 33 £ 4 33 £ 3 33 £ 3 3 £ 3 33 £ 3 36 + 4
gesamt 33 £ 4 35 * 4 33 + 4 32 + 4 33 £ 5 35 £ 4
pO2 in mmHg
Trauma + Nor 119 + 43 125 £ 31 1M1 + 24 139 * 46 "7 = 37 M3 = 39
Trauma + NaCl 127 £ 39 1M1 £ 22 128 £ 29 127 * 36 136 = 41 101 + 33
kein Trauma Nor 101 + 23 106 12 106 £ 23 m £ 7 15 = 32 106 = 35
kein Trauma NaCl 97 £ 22 108 + 25 103 £ 20 102 12 98 £+ 9 132 = 48
gesamt 113 + 36 114 + 26 114 + 26 124 + 35 118 + 34 112+ 39
BE in mmol/l
Trauma + Nor 1,50 + 19 | 038 £+ 29 (126 + 193|073 + 108 [017 £ 3,60 1,30 =+ 1,33
Trauma + NaCl 149 £ 174 | 072 + 148 [ 133 £ 180 | 111 £ 141 [ 111 = 198 | 1,78 £ 139
kein Trauma Nor 154 = 1,02 | 0,60 £ 158 [ 1,29 £ 243 [ 015 + 148 | 203 £ 166 | 1,83 + 138
kein Trauma NaCl 165 £ 139 |106 + 119 | 205 + 122 |003 % 072 [045 = 178 | 244 = 150
gesamt 163 + 159 | o066 * 206 |[147 + 18 |[014 * 139 | 083 + 243 |18 * 139
SBC in mmol/l
Trauma + Nor 258 £ 17 244 £ 32 256 15 | 246 £ 17 |244 £ 30 256 = 12
Trauma + NaCl 258 £ 15 25,1 + 13 255 = 16 240 + 07 | 254 £ 18 260 = 12
kein Trauma Nor 257 £ 10 25,0 + 13 256 = 20 245 £ 12 262 = 15 260 = 12
kein Trauma NaCl 258 = 13 254 £ 10 263 = 11 244 £ 06 249 = 15 266 = 13
gesamt 258 £ 14 249 £ 21 257 = 16 244 £ 11 252 * 21 260 + 12
BZ in mg/dl
Trauma + Nor 172 + 42 178 + 34 143 + 2 160 * 54 170 = 41 157 = 22
Trauma + NaCl 172 + 44 168 £ 40 146 t 45 "7 £ 40 188 = 66 194 + 23
kein Trauma Nor 159 + 46 165 47 144 + 43 150 * 57 173 = 36 163 + 35
kein Trauma NaCl 174 £+ 4 163 + 48 155 + 47 170 * 56 174 = 47 172 = 40
gesamt 169 + 43 169 + 42 147 * 40 151 £ 52 176 = 46 173+ 33
Hb in mg/di
Trauma + Nor 127 + 16 13,0 12 "4 £ 17 12 * 22 18 =+ 19 125 = 10
Trauma + NaCl 128 = 12 126 * 08 "5 + 14 19 £ 20 123 += 09 127 = 19
kein Trauma Nor 13,1 £ 09 133 = 09 116 * 15 M7 £ 10 123 + 08 135 = 08
kein Trauma NaCl 129 + 08 129 + 08 120 * 10 18 %= 10 14 = 09 136 = 06
gesamt 129 = 12 129 £ 10 16 % 14 116 * 18 19 £ 12 130 * 13

Tabelle 4: pH, pCO,, PO,, BE, SBC, BZ und Hb aus der Blutgasanalyse sind entsprechend
der Versuchsgruppe aufgefiihrt. Signifikante Werte sind fettgedruckt (p<0,05). Zwischen den
einzelnen Versuchsgruppen bestehen. Die Mittelwerte aller Versuchstiere (gesamt) weisen je-
doch auf signifikante Hb Abfall, Hypoglykdmie und azidotische Stoffwechsellage bis 7 Tage
nach Versuchsbeginn hin.

4.2.2 Traumavolumen

Das mittlere kortikale Kontusionsvolumen von Ratten, die Noradrenalin erhielten, war

48 Stunden nach Controlled Cortical Impact Injury im Vergleich zu Versuchstieren, die
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NaCl erhielten, signifikant vermindert (51,6 + 19,8 mm3vs. 85,7+ 20,4 mm3; p<0,001). 7

Tage nach experimentellem Hirntrauma betrug das mittlere Traumavolumen in der nach
Noradrenalininfusion 27,2 + 7,9 mm? und nach NaCl-Infusion 28,1 + 8,6 mm®>. Zu die-
sem Zeitpunkt, wie auch 4 Wochen nach Traumaapplikation (12,9 £ 3,4 mm?> vs. 16,1 %
7,7 mm®) gibt es keine signifikanten Unterschiede in der TraumagroRe zwischen mit
Noradrenalin oder NaCl behandelten Versuchstieren. Allerdings hat sich das Traumavo-
lumen nach 7 Tagen sowie 4 Wochen nach Traumainduktion im Vergleich zur Gruppe
der 48 Stunden NaCl-Tiere signifikant verringert (p<0,001).

120
K48h: NaCl 48 Stunden nach CCII
N48h: Noradrenalin 48 Stunden nach CCII
100 4 K7d: NaCl 7 Tage nach CClI
N7d: Noradrenalin 7Tage nach Trauma
80 - * K4w: NaCl 4 Wochen nach CCII
N4w: Noradrenalin 4 Wochen nach CCII

11

40 -
LT
20 - T .
0
Kagh N48h  K7d N7Td  Kdw Ndw

Abbildung 13: Das kortikale Kontusionsvolumen von mit Noradrenalin behandelten Tieren ist
48 Stunden nach Trauma im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erniedrigt. Das gemessene
Traumavolumen nimmt mit zunehmender Versuchsdauer kontinuierlich ab und zeigt 7 Tage
bzw. 4 Wochen nach Traumaapplikation keine signifikanten Unterschiede zwischen behandelten
und nicht behandelten Versuchstieren.

4.2.3 Western Blot

Die semiquantitative Bestimmung der Glutamattransporterproteine erfolgte zu den Zeit-

punkten 48 Stunden, 7 Tage sowie 4 Wochen postkontusionell. Die Western Blot Ana-
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lyse ergab eine starke und stabile Expression von Glutamattransportern im untersuch-

ten perilasionalen Hirngewebe. Die eingesetzten mono- und polyklonalen Antikorper
gegen EAAT1 markierten eine Proteinbande bei 65 kDa. Der Glutamattransporter
EAATZ2 wurde durch die eingesetzten AntikOrper wie erwartet bei einem Molekularge-
wicht von 73 kDa markiert. 48 Stunden nach dem Trauma zeigte sich im ipsilateralen
Kortex eine Zunahme der Expression von EAAT1 nach Behandlung mit Noradrenalin
um 9,99% (p<0,05) im Vergleich zu traumatisierten Ratten, die NaCl erhielten. Die
EAAT2 Expression war um 4,4% im Vergleich zu traumatisierten Kontrolltieren erhoht
(p<0,05). Auch im Vergleich zu nichttraumatisierten Kontrolltieren zeigte sich eine um
11,07% vermehrte EAAT1 Expression traumatisierter und mit Noradrenalin behandelter
Versuchstiere (p<0,05). Im Gegensatz dazu bestand zu diesem Untersuchungszeit-
punkt kein Unterschied zwischen nichttraumatisierten Tieren und Versuchstieren, die
nach dem Trauma NaCl erhielten.

48h EAAT1

W o e SR GRS

1

MG TOK K48 K48 K48 N48 N48 N48
48h EAAT2

e u' -

MG TON TOK N48 N48 N48 K48 K48 K48

Abbildung 14: Western Blot Analyse der EAAT1 (oberer Blot) und EAAT?2 (unterer Blot)
Expression 48 Stunden nach Traumainduktion. Der Molekulargewichtsmarker (MG) markiert
eine Antikorperbindung bei 66kDa (48h EAAT1) bzw. 73kDa (48h EAAT?2). Die lanes sind wie
folgt bezeichnet: TOK: nichttraumatisiertes Kontrolltier; K48: traumatisiertes Versuchstier nach
NaCl Infusion, 48 Stunden post Trauma; N48: traumatisiertes und mit Noradrenalin behandeltes
Versuchstier, 48 Stunden post Trauma. Die Expression von EAAT1 war um 9,99% gesteigert in
der Gruppe der mit Noradrenalin behandelten Tiere. EAAT2 wurde in dieser Gruppe um 4,35 %
vermehrt exprimiert (p<0,05).

7 Tage nach dem Trauma zeigte sich weiterhin eine signifikante Zunahme der Expres-
sion von EAAT2 um 7,3 % nach posttraumatischer Noradrenalininfusion im Vergleich
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zur traumatisierten Kontrollgruppe (siehe auch Abb. 11). EAAT1 hingegen ist zu diesem

Zeitpunkt in beiden Versuchsgruppen gleich stark exprimiert.

4 Wochen postkontusionell gibt es keine erkennbaren Effekte durch die Noradrenalinin-
fusion auf die Expression von EAAT1 und EAAT2 mehr. In der semiquantitativen
Westernblotanalyse zeigen beide Versuchsgruppen ein ahnliches Expressionsverhalten

der Glutamatransporter.

gesamt EAAT1

-

MG TOK K48 N48 K7d N7d Ki4w  N4w

gesamt EAAT2
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Abbildung 15: reprisentative Ausschnitte aus Western Blot Analysen von EAAT1 (oberer
Blot) und EAAT2 (unterer Blot). Die lanes sind wie folgt bezeichnet: MG: Molekulargewichts-
marker; TOk: nichttraumatisiertes Kontrolltier; K48/K7d/K4w: traumatisierte Versuchstiere nach
NaCl-Infusion, 48 Stunden, 7 Tagen und 4 Wochen post Trauma; N48/N7d/N4w: traumatisierte
Versuchstiere nach Noradrenalin-Infusion, 48 Stunden, 7 Tagen und 4 Wochen post Trauma.

Weiterhin wurde das Expressionsverhalten in der Gruppe der nichttraumatisierten Ver-
suchstiere untersucht. Auch in diesen Gruppen wurde EAAT1 und EAAT2 durch die
verwendeten Antikorper bei 66kDa und 73kDa deutlich markiert. Hier zeigte sich im Ge-
gensatz zu den traumatisierten Tieren zu keinem untersuchten Zeitpunkt eine Differenz
in der Expression von EAAT1 und EAAT2, unabhangig von einer posttraumatischen

Noradrenalin oder NaCl Infusion.

4.2.4 Mikrodialyse

Die Tabelle 4 zeigt die mittels Mikrodialyse im extrazellularen Raum gemessenen Kon-
zentrationen von Glucose, Glutamat, Laktat, Pyruvat und Glycerol. Alle nicht traumati-
sierten Versuchstiere wurden unabhéngig von den einzelnen Uberlebenszeiten in einer

Gruppe zusammengefasst (,kein Trauma®). Die Zeitangaben 4h, 24h, 48h bezeichnen
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jeweils die Zeit in Stunden nach dem Trauma. ,Trauma Nor“ entspricht traumatisierten

Tieren mit Noradrenalininfusion, ,Trauma NaCl“ bezeichnet dementsprechend traumati-

sierte Tiere, die NaCl erhalten haben.

Trauma Nor | Trauma NaCl | Trauma Nor |Trauma NaCl Trauma NaCl
kein Trauma Trauma Nor 48h
4h 4h 24h 24h 48h
Mittelwert Mittelwert Mittelwert Mittelwert Mittelwert Mittelwert Mittelwert
Stabw Stabw Stabw Stabw Stabw Stabw Stabw
Glucose in *
2,41+0,70 2,13 +0,22 2,53+0,73 2,33+0,68 2,70 £ 0,63 3,28+ 1,73
mmol/I 3,79 1,08
Glutamat *
) 16,76 + 14,76 | 7,52 £ 6,62 16,95+ 12,89 | 13,81 = 5,05 14,62 £ 6,60 24,08 £ 13,92
in ymol/l 41,1 16,1
Laktat in * *
1,19+ 0,58 1,28 £ 0,15 1,58 £ 0,28 1,38 £ 0,47 1,63 +£0,33
mmol/I 1,99+ 0,64 3,29 * 1,26
Pyruvat in *
pmol/l 62,81 + 46,99 34,90 + 5,00 55,22 + 31,32 | 45,03+ 12,74 |112,20 +£60,56 | 114,02 + 68,09
70,24 * 18,56
Glycerol
in pmol 31,31 +29,22 | 34,03 £ 15,29 | 26,96 + 14,84 | 8,70+ 6,77 34,64 £ 28,37 | 38,20 + 44,57 73,55 £ 41,99

Tabelle 5: Konzentrationen von Glucose, Glutamat, Laktat, Pyruvat und Glycerol im extrazel-
luldren Raum ermittelt durch Mikrodialyse. Angaben als Mittelwerte + Standardabweichung.
Signifikante Werte sind fettgedruckt und mit * gekennzeichnet (p<0,05).

4.2.4.1 Glucose

Die extrazellulare Glucosekonzentration war in der Gruppe aller traumatisierten Ver-
suchstiere nicht signifikant erhoht im Vergleich zu nichttraumatisierten Tieren (2,9 £ 1,1
mmol/l vs. 2,41 + 0,70). Die hochsten Glucosewerte traten in den traumatisierten Tieren
48 Stunden nach dem Trauma auf. Im Vergleich zu nichttraumatisierten Tieren war die
extrazellulare Glucosekonzentration zu diesem Zeitpunkt in Tieren, die mit Noradrenalin
behandelt wurden signifikant erhoht (3,79 + 1,08 in mmol/l vs. 2,41 + 0,70 in mmol/l,
p<0,05). Innerhalb der einzelnen Uberlebenszeiten gibt es jedoch keinen signifikanten
Unterschied zwischen der posttraumatischen Gabe von Noradrenalin oder NaCl.

Weder zu den einzelnen Uberlebenszeitpunkten noch im Vergleich aller Uberlebenszei-
ten der traumatisierten Versuchstiere hatte die Applikation von Noradrenalin oder NaCl
einen Einflul auf die Hohe der Glucosekonzentration.

Auch unter den nichttraumatisierten Tieren sind die Glucosekonzentrationen zu den

untersuchten Zeitpunkten unabhangig von einer Substanzgabe (Daten nicht gezeigt).



4.2.4.2 Glutamat .
Unabhangig von der Uberlebenszeit sind die extrazelluldren Glutamatkonzentrationen in
traumatisierten Tieren, die mit NaCl behandelt wurden, signifikant hoher, als in Ver-
suchstieren nach Noradrenalingabe (28,68 £+ 17,1 ymol/l vs. 12,07 £ 6,8 umol/l). 24
Stunden nach kortikaler Kontusion kommt es in Tieren, die NaCl erhielten zu einem
deutlichen Glutamatanstieg. Die extrazellularen Glutamatkonzentrationen sind im Ver-
gleich zu Werten, die in nichttraumatisierten Tieren gemessen wurden, signifikant er-
hoht (41,1 £ 16,1 ymol/l vs. 16,76 + 14,76 ymol/l, p<0,05).

In den mit NaCl behandelten traumatisierten Versuchstieren kommt es 24 Stunden nach
dem Trauma zu einem deutlichen Anstieg der Glutamatkonzentration. Diese Konzentra-
tionserhohung ist im Vergleich zu Noradrenalintieren zum Zeitpunkt 24 Stunden (41,1
16,1 pymol/l vs. 13,81 £ 5,05 pmol/l, p<0,05), 4 Stunden und 48 Stunden (41,1 £ 16,1
pmol/l vs. 7,52 + 6,62 pmol/l bzw. 14,62 £ 6,60 umol/l; p<0,05) signifikant.

Innerhalb der Uberlebenszeiten 4 Stunden und 48 Stunden besteht kein signifikanter
Unterschied zwischen Tieren, die mit Noradrenalin oder NaCl behandelt wurden.

Unter den nichttraumatisierten Tieren traten weder zu den verschiedenen Uberlebens-
zeiten, noch abhangig von der Substanzgabe signifikante Unterschiede auf (Daten nicht
abgebildet).

4.2.4.3 Laktat/Pyruvat

Im Vergleich aller Versuchstiere unabhangig von der Substanzgabe war die Laktatkon-
zentration in traumatisierten Tieren signifikant gegenuber nichttraumatisierten Ver-
suchstieren erhoht (1,91 £ 0,9 mmol/l vs. 1,19 £ 0,58 mmol/l, p <0,05). Die durchschnitt-
liche extrazellulare Laktatkonzentration aller traumatisierten Tiere betrug nach
Noradrenalininfusion 1,65 + 0,6 mmol/l und war in traumatisierten Tieren, die NaCl er-
hielten mit 2,14 £ 1,07 mmol/l nicht signifikant erhoht.

Die signifikant hochsten Laktatkonzentrationen wurden 48 Stunden postkontusionell in
Tieren, die NaCl erhielten, gemessen. In diesen Versuchstieren sind die Laktatwerte
sowohl im Vergleich zu nichtraumatisierten Tieren (3,29 + 1,26 mmol/l vs. 1,19 = 0,58
mmol/l, p<0,05) als auch verglichen mit noradrenalinbehandelten Tieren 48 Stunden
nach dem Trauma (3,29 £ 1,26 mmol/l vs. 1,99 + 0,64 mmol/l, p<0,05) signifikant er-
hoht. Aber auch nach Noradrenalingabe kommt es 48 Stunden nach dem Trauma zu im
Vergleich zu nichttraumatisierten Tieren signifikant erhohten Laktatwerten (1,99 + 0,64
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mmol/l vs. 1,19 £ 0,58, p<0,05). Wie bereits erwahnt ist diese Erhéhung jedoch deutlich

schwacher ausgepragt als in NaCl behandelten Tieren.

4 und 24 Stunden nach dem Trauma sind die Laktatkonzentrationen weder signifikant
erhoht im Vergleich zu nichttraumatisierten Tieren, noch kommt es zu signifikanten Un-
terschieden zwischen Tieren, die mit Noradrenalin oder NaCl behandelt wurden.
Zwischen den nichttraumatisierten Tieren traten weder zu den verschiedenen Untersu-
chungszeitpunkten, noch abhangig von der Substanzgabe signifikante Unterschiede in
den gemessenen Laktatkonzentrationen auf (Daten nicht abgebildet).

4 Stunden nach dem Trauma sind die Pyruvatkonzentrationen in mit Noradrenalin be-
handelten Tieren gegenuber NaCl Tieren signifikant erhoht (70,24 + 18,56 umol/l vs.
34,90 £ 5,00 ymol/l, p<0,05). Weitere signifikante Unterschiede vor allem in Bezug auf
nichttraumatisierte Versuchstiere oder innerhalb der einzelnen Uberlebenszeiten zwi-
schen traumatisierten Noradrenalin- und NaCl-Tieren betanden nicht.

Auch zwischen den nichttraumatisierten Tieren traten bezuglich der Pyruvatkonzentrati-
on weder zu den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten, noch abhangig von der

Substanzgabe signifikante Unterschiede auf (Daten nicht abgebildet).

4.2.4.4 Glycerol

Bezlglich der Glycerolwerte konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen trau-
matisierten und nichttraumatisierten Versuchstieren ermittelt werden. In der Auswertung
der einzelnen Uberlebenszeitpunkte gab es abhéngig von der Behandlung der Ver-
suchstiere mit Noradrenalin oder NaCl ebenfalls keine signifikanten Unterschiede.

Die Abbildung 16 zeigt einen Trend traumatisierter Versuchstiere nach Noradrenalinga-
be zu niedrigeren Glycerolwerten im Vergleich zu traumatisierten NaCl-Tieren. Die ge-
zeigten Unterschiede sind jedoch wahrscheinlich aufgrund der hohen Standardabwei-
chung statistisch nicht signifikant.

Auch unter den nichttraumatisierten Tieren traten weder zu den verschiedenen Unter-
suchungszeitpunkten, noch abhangig von der Substanzgabe signifikante Unterschiede
in der Glycerolkonzentration auf (Daten nicht abgebildet).
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Abbildung 16: perildsionale extrazelluldre Konzentrationen von Glucose, Glutamat, Laktat,
Pyruvat und Glycerol. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen. Signifikante
Veridnderungen sind mit *-(NaCl behandelte Versuchstiere) oder *-(Noradrenalin behandelte
Versuchstiere) gekennzeichnet (p<0,05). Deutlich ist der posttraumatische Glutamatanstieg 24
Stunden nach Trauma in der NaCl-Gruppe. Im Gegensatz dazu war der Anstieg nach Noradrena-
lingabe deutlich geringer und nicht signifikant im Vergleich zu nicht traumatisierten Tieren. Die
signifikant hochsten Laktatwerte aller Versuchsgruppen traten ebenfalls bei NaCl behandelten
Tieren 48 Stunden nach dem Trauma auf. Auch in der Noradrenalinbehandelten Gruppe war die
Laktatkonzentration im Vergleich zu nichttraumatisierten Tieren zu diesem Zeitpunkt erhoht.
Die Erhohung sowohl der Noradrenalin als auch NaCl behandelten Tiere 48 Stunden nach dem
Trauma ist nicht signifikant. Der Trend zu einem Anstieg der Glycerolwerte ist ebenfalls nicht
signifikant.
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5 Diskussion

Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die kontinuierliche Infusion von niedrig kon-
zentriertem Noradrenalin im hier vorgestellten Versuchsablauf neuroprotektiv nach ex-

perimenteller kortikaler Kontusion wirkte.

5.1 Arterieller Blutdruck

Noradrenalin fuhrt durch die Stimulation adrenerger vaskularer und myokardialer a- und
B- Rezeptoren einerseits zu einer erhdhten myokardialen Kontraktilitat, andererseits zu
einer Kontraktion arterieller Widerstandsgefalle. Beide Mechanismen fuhren zu einer
Steigerung des systolischen und diastolischen arteriellen Blutdruckes und damit zu ei-
nem Anstieg des MABP. In den hier vorliegenden Versuchen fuhrte auch die Infusion
mittlerer und hoher Dosen Noradrenalin (0,3 bzw. 1 pug/kg/min) zunachst zu keinem un-
tersuchten Zeitpunkt zu einer signifikanten Erhdhung des MABP. Allerdings kam es bei
Tieren, die eine mittlere oder hohe Noradrenalindosis erhielten zu einer Erhéhung des
nicht invasiv gemessenen SABP auf Maximalwerte von 146 bzw. 160 mmHg (van Lan-
deghem et al., 2003). Im Gegensatz dazu konnte in friheren Studien, nach posttrauma-
tischer kontinuierlicher Noradrenalininfusion (1,4 pg/kg/min) iber 90 Minuten beginnend
4 Stunden nach dem Trauma ein signifikanter Anstieg des systolischen und diastoli-
schen Blutdruckes, und damit des MABP erzielt werden (Kroppenstedt et al., 2003: ;
Stover et al., 2002). Auch in den hier vorliegenden Versuchen zeigte die Auswertung
einer groReren Anzahl von Versuchstieren signifikante Unterschiede. So hatten trauma-
tisierte Versuchstiere auch nach niedrigdosierter Noradrenalingabe 24 Stunden nach
dem Trauma einen signifikant erhdhten MABP verglichen mit traumatisierten Tieren, die
NaCl erhalten hatten (100 = 8,2 bzw. 95,3 £ 5,7 mmHg). Dieses Ergebnis bestatigt teil-
weise die Beobachtungen fruherer Studien (Kroppenstedt et al., 2003: ; Stover et al.,
2002), obwohl dieser Effekt zu den anderen Untersuchungszeitpunkten (4 Stunden, 48
Stunden, 7Tage und 4 Wochen nicht beobachtet wurde.

Die kortikale Kontusion fuhrte nach 4 Stunden zu einem signifikanten Blutdruckabfall
verglichen mit nichttraumatisierten Tieren (92,6 £ 10,5 mmHg vs. 97,4 £ 8,8 mmHg,
p<0,05). Die Infusion von Noradrenalin oder NaCl hatte zu diesem Zeitpunkt keinen
Einfluss auf den MABP. Werte von unter 70 mmHg, welche in friheren Studien zu einer
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zusatzlichen Vergrolerung des Sekundarschadens fuhrten, wurden jedoch nicht er-

reicht (Kroppenstedt et al., 1999). Insgesamt zeigte sich in allen Versuchstieren ein sig-
nifikanter Blutdruckabfall nach 4 bzw. 24 Stunden im Vergleich zu Werten vor Ver-
suchsbeginn, was am ehesten als pathophysiologische Reaktion auf Narkose,
Operation und vor allem kortikale Traumatisierung verstanden werden kann.

Die Methode der invasiven Blutdruckmessung mittels Punktion der Arteria femoralis, die
unter Isofluran Narkose durchgefuhrt wurde, konnte auch fur das Fehlen einer konstan-
ten Blutdruckerhohung nach Noradrenalingabe verantwortlich sein. Dabei konnte wah-
rend der Messung durch den vasodilatierenden Effekt des Isoflurans ein noradrenali-
ninduzierter Anstieg des MABP maskiert worden sein. Darauf deuten auch die
Ergebnisse der nichtinvasiven Blutdruckmessung an wachen Ratten hin, in denen im
Gegensatz zum MABP signifikant erhohte SABP Werte nach mittel- und hochdosierter
Noradrenalingabe ermittelt wurden. Weiterhin konnen mogliche Blutdruckveranderun-
gen aullerhalb der definierten Messpunkte in dem vorliegenden Studiendesign nicht
erfasst werden. Um den moglichen Isofluraneffekt zu minimieren, wurde zu allen unter-
suchten Zeitpunkten eine Erhaltungsdosis von 1,5 Vol% benutzt.

Im Gegensatz zu den zitierten Studien (Kroppenstedt et al., 2003: ; Stover et al., 2002),
in denen mithilfe adjustierbarer Infusionspumpen Noradrenalin in Konzentrationen von
1-2 pg/kg/min verabreicht wurde, um den MABP auf ein gewunschtes Niveau anzuhe-
ben, war in den vorliegenden Versuchen eine Anpassung der Infusionsraten der osmo-
tischen Pumpen nicht moglich. AuRerdem Uberschreiten die hier untersuchten Zeitrau-
me (4,5 Stunden, 24 Stunden, 48 Stunden, 7 Tage) den Beobachtungshorizont der
genannten Studien. Vor allem aufierhalb der Akutphase konnten autoregulatorische
Prozesse wie eine Downregulation der Rezeptoren zu einer verminderten Katecholami-
nempfindlichkeit beitragen. So konnte gezeigt werden, dass eine traumatische Himn-
schadigung, insbesondere kombiniert mit einer Hypoxie, mit einer Verminderung der o-
adrenergen Rezeptorempfindlichkeit einhergeht (Holtzer et al., 2001). Im Rahmen einer
posttraumatischen Schadigung scheint es zu einer Aktivierung der Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennierenachse zu kommen, die zu einer kontinuierlichen Freisetzung
endogener Katecholamine fuhrt (Hamill et al., 1987). Eine hierdurch induzierte Downre-
gulation und Rezeptordesensitivierung (Hu et al., 1992) kdonnte durch die zusatzliche
externe Katecholaminzufuhr im vorliegenden Studiendesign verstarkt werden. Auch
Kroppenstedt et al. beschrieben, dass zum Erreichen eines MABP von 120 mmHg 24
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Stunden nach dem Trauma signifikant hohere Noradrenalinkonzentrationen noétig wa-

ren, verglichen mit 4 Stunden (Kroppenstedt et al., 2003).

Eine abnehmende Katecholaminempfindlichkeit kombiniert mit einer stabilen Infusions-
rate wurde zu einer Abnahme des blutdruckerh6henden Effektes fuhren. Damit im Ein-
klang steht die bereits beschriebene MABP-Differenz nach 24 Stunden zugunsten No-
radrenalin behandelter traumatisierter Tiere, welche 48 Stunden und 7 Tage nach dem
Trauma trotz kontinuierlicher Infusion nicht mehr beobachtet wurde. Das es auch 4,5
Stunden nach dem Trauma zu keiner signifikanten MABP Erhohung in traumatisierten,
noradrenalinbehandelten Tieren gekommen ist, kdnnte auf einen Uberlagerungseffekt
durch die postoperative Hypotension zuruckzufuhren sein, die alle Versuchstiere, vor
allem aber die Traumatisierten, zeigten. 4 Wochen nach dem Trauma sind keine akuten
Effekte der Behandlung hinsichtlich des Blutdruckes zu erwarten, da die kontinuierliche
Infusion bereits nach 7 Tagen beendet war, und die osmotischen Pumpen bereits ent-
fernt worden sind.

Aufgrund technischer Spezifitdten erlauben die verwendeten osmotischen Pumpen,
nachdem sie beflllt und implantiert sind, keine Anderung der infundierten Noradrenalin-
konzentrationen, sodass eine dynamische Kreislaufregulation hiermit nicht erreicht wer-
den kann. Eine Erhohung der initialen Konzentration jedoch hatte MABP Erhdhungen
von Uber 140 mmHg induzieren konnen, von denen ein sekundarschadensteigernder
Effekt bereits beschrieben wurde (Kroppenstedt et al., 1999).

Grundsatzlich kann eine gestorte Freisetzung des Noradrenalins aus den osmotischen
Pumpen nicht ausgeschlossen werden, da weder im Serum noch in der verbleibenden
Losung die Konzentration von Noradrenalin oder seiner Metabolite gemessen worden
ist. Allerdings sprechen die Beobachtungen sowohl MABP und SABP betreffend, als
auch die Effekte hinsichtlich des intraparenchymalen Blutungsvolumens fur eine konti-

nuierliche Freisetzung.

5.2 Kontusionsvolumen

5.2.1 Akutversuche, Vergleich verschiedener Noradrenalinkon-

zentrationen

Der erste Versuchsabschnitt (Akutversuche) hatte vor allem zum Ziel, die optimale Kon-
zentration von Noradrenalin zur kontinuierlichen Infusion zu ermitteln. Weiterhin stan-

den die Auswirkungen auf das kontusionierte Areal sowie auf physiologische Basispa-
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rameter der Versuchstiere im Vordergrund der Untersuchungen. Hier zeigte sich, dass

Noradrenalin in einer Dosis von 0,3 und 1,0 pg/kg/min zu einer signifikanten Anhebung
des SABP fuhrt. Parallel dazu wurde in den Versuchstieren, die posttraumatisch No-
radrenalin in diesen Konzentrationen erhielten, eine signifikante Zunahme des Volu-
mens der intraparenchymalen Blutung gesehen. In diesen Tieren kam es auch zu kei-
ner Reduktion des kortikalen Traumavolumens. In einer friheren Studie konnte gezeigt
werden, dass die Anhebung des MABP auf mehr als 140 mmHg fur 3 Stunden in der
posttraumatischen Akutphase zu einer VergroRerung des Kontusionsvolumens 24
Stunden nach dem Trauma flhrte (Kroppenstedt et al., 1999). Auch die Ergebnisse der
hier vorliegenden Studie deuten auf einen unvorteilhaften Effekt einer kontinuierlichen
posttraumatischen Noradrenalininfusion in Dosen von 0,3 und 1 pg/kg/min hin. No-
radrenalin in einer Dosis von 0,15 pg/kg/min veranderte dagegen wahrend der Akutver-
suche weder MABP noch SABP und fuhrte zu einer signifikanten Reduktion des Kontu-
sionsvolumens um 44%. Das intraparenchymale Blutungsvolumen blieb unverandert im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Die posttraumatische kontinuierliche Infusion von niedrig-
dosiertem Noradrenalin fuhrte ohne Beeinflussung des Blutdruckes zu einer Protektion
des Hirngewebes. Ob die Noradrenalininfusion einen schadigenden oder neuroprotekti-
ven Effekt hat, scheint demnach vor allem konzentrationsabhangig zu sein. Die Beein-
flussung des MABP konnte hierfur ein prognostischer Parameter sein, da die negativen
Auswirkungen bisher nur nach relevanten BlutdruckerhOhungen gezeigt werden konn-
ten. Ab einer kritischen Konzentration konnten die positiven Effekte des Noradrenalins
wie ein Anstieg der kortikalen Perfusion (Kroppenstedt et al., 2002) und eine Verbesse-
rung der Gewebeoxygenierung (Kroppenstedt et al., 2003) in den Hintergrund treten.
Die zeitgleich auftretenden schadigenden Wirkungen wie eine Steigerung der neurona-
len Aktivitat und Erhdhung der extrazellularen Glutamatkonzentration (Kroppenstedt et
al., 2002) oder eine Zunahme der intraparenchymalen Blutung (vorliegende Studie)
wurden dann die neuroprotektiven Eigenschaften Uberlagern.

Allerdings konnen auch blutdruckunabhangige lokale Mechanismen fur die Zunahme
des intraparenchymalen Blutungsvolumens und die VergroRerung des Sekundarscha-
dens verantwortlich sein. So fungiert Noradrenalin neben seiner systemischen Wirkung
auf a- und B- Rezeptoren auch als exzitatorischer Neurotransmitter im zentralen Ner-
vensystem. Hier beeinflusst Noradrenalin dosis- und rezeptorabhangig die neuronale
Erregbarkeit (Hasselmo et al., 1997), den glialen Glutamattransport (Fahrig, 1993) und
den zerebralen Stoffwechsel (Fillenz et al., 1999: ; Pellerin et al., 1997). Auch die zereb-
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rale Perfusion und die Integritat der Blut-Hirn-Schranke werden von Noradrenalin beein-

flusst (Borges et al., 1994: ; MacKenzie et al., 1976). Weiterhin inaktiviert Noradrenalin
freie Radikale und reduziert oxidativen Stress (Noh et al., 1999: ; Troadec et al., 2001).
Dadurch wird die Inaktivierung von NO durch freie Radikale verhindert und eine lokale
Vasodilatation begunstigt (Kontos und Wei, 1986).

Ebenso ist es denkbar, dass durch die exogene Zufuhr von Noradrenalin der posttrau-
matisch gestorte Noradrenalinstoffwechsel, der zu einer Verminderung des Noradrena-
lingehaltes der betroffenen Hirnregion fuhrt, zumindest teilweise verbessert werden
kann (Prasad et al., 1994).

In friheren Studien ist bereits gezeigt worden, dass Noradrenalin durch die Stimulation
as-adrenerger Rezeptoren neuroprotektive Eigenschaften entfaltet. So reduziert es wah-
rend der ersten 24 Stunden nach einem Schadel-Hirn-Trauma uUber eine Stabilisierung
der Blut-Hirn-Schranke die Odembildung (Dunn-Meynell et al., 1998). Auch verbessert
Noradrenalin die posttraumatisch verminderte Glucoseutilisation des Hirngewebes
(Queen et al., 1997) und bewirkt eine schnellere Ruckbildung neurologischer Defizite
sowie eine Verhaltensverbesserung (Dunn-Meynell et al., 1997: ; Feeney und Wester-
berg, 1990: ; Stibick und Feeney, 2001). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass es
nach experimenteller traumatischer Hirnschadigung zu einer Verminderung der kortika-
len as-adrenergen Rezeptoren kommt, was zu einer verminderten Noradrenalinwirkung
beitragen kann (Prasad et al., 1992). Durch eine gezielte pharmakologische Inhibition
as-adrenerger Rezeptoren kommt es zu einer anhaltenden Odembildung. Neurologi-
sche Defizite werden gesteigert oder treten verzogert erneut auf (Dunn-Meynell et al.,
1997: ; Stibick und Feeney, 2001).

Endogen ausgeschuttetes oder exogen appliziertes Noradrenalin kann unter physiologi-
schen Bedingungen die intakte Blut-Hirn-Schranke nicht passieren. Schwere Schadel-
Hirn Verletzungen konnen jedoch zu einer erhdhten Permeabilitat der Blut-Hirn-
Schranke fuhren, sodass systemisch zirkulierendes Noradrenalin in das Hirngewebe
ubertreten kann (Edvinsson et al., 1978: ; Hardebo et al., 1977: ; Hardebo et al., 1977).
Hierdurch kann der zerebrale Blutfluss und Sauerstoffverbrauch, sowie die zerebrale
Glucoseaufnahme durch Aktivierung von 3-Rezeptoren gesteigert werden (MacKenzie
et al., 1976: ; MacKenzie et al., 1976). Die Aktivierung der G-Protein gekoppelten Kate-

cholaminrezeptoren verstarkt die endotheliale NO Synthese (Tuttle und Falcone, 2001).
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Hierdurch wird einerseits die lokale Vasodilatation vermittelt, andererseits kann in Ver-

bindung mit Superoxiden zellschadigendes Peroxynitrit entstehen (Ohkuma und Katsu-
ra, 2001). Nach traumatischer Zerstérung der Blut-Hirn-Schranke und Ubertritt von No-
radrenalin in das Hirngewebe mit nachfolgender NO vermittelter Vasodilatation und
Produktion freier Radikale kann es in den hier vorliegenden Versuchen zu einer progre-
dienten Schadigung der Blut-Hirn-Schranke gekommen sein. Dies konnte die Vergrolie-
rung des intraparenchymalen Blutungsvolumens nach kontinuierlicher Noradrenalininfu-
sion in mittlerer und hoher Dosierung mitverursacht haben.

Ein neuroprotektiver Effekt der Noradrenalingabe im Sinne einer Reduktion des kortika-
len Kontusionsvolumens wurde nur nach Infusion in niedriger Dosierung (0,15
Mg/kg/min) beobachtet. In dieser Konzentration scheinen die gewebsprotektiven gegen-
uber den destruktiven Eigenschaften zu Uberwiegen, sodass die verminderte neuronale
Erregbarkeit (Bergles et al., 1996: ; Hasselmo et al., 1997) durch die noradrenalinindu-
zierte Aktivierung GABAerger Neurone, die B-Rezeptor vermittelte Stabilisierung der
Blut-Hirn-Schranke (Borges et al., 1994), die erhohte Aufnahme von Glutamat und Glu-
tamin (Fahrig, 1993: ; Huang und Hertz, 1995) sowie die Inaktivierung freier Radikale
(Noh et al., 1999: ; Troadec et al., 2001) zu einer signifikanten Reduktion des kortikalen
Kontusionsvolumens ohne VergroRerung des intraparenchymalen Blutungsvolumens
fuhrte.

Fir die weiteren Versuche wurde daher diese Konzentration gewahlt, um die vermute-
ten blutdruckunabhangigen Wirkungen des Noradrenalins auf die Glutamathomoostase

als mogliche Ursache fur die neuroprotektive Wirkung zu analysieren.

5.2.2 Auswirkungen einer kontinuierlichen niedrigdosierten No-
radrenalininfusion

Entsprechend den Ergebnissen der Akutversuche zeigte sich auch in den Langzeitver-
suchen eine signifikante Reduktion des Kontusionsvolumens nach 48 Stunden Uberle-
benszeit in Tieren, die mit Noradrenalin behandelt wurden. Dieser neuroprotektive Ef-
fekt war allerdings nach den langeren Uberlebenszeiten (7 Tage und 4 Wochen) nicht
mehr messbar.

Fur dieses Verhalten konnten verschiedene Mechanismen eine Rolle spielen. Unter der
Annahme, dass der Effekt des Noradrenalins zeitlich begrenzt ist und sich hauptsach-
lich auf die Dauer der Anwendung beschrankt, konnte auch hier eine abnehmende Ka-
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techolaminsensitivitat in der posttraumatischen Spatphase fur die fehlende Neuropro-

tektion verantwortlich sein. Einen Hinweis auf diesen Mechanismus liefern die Verande-
rungen des MABP, der lediglich 24 Stunden nach Trauma in traumatisierten Noradrena-
lintieren signifikant erhoht ist im Vergleich zu traumatisierten NaCl-Tieren. Die
abnehmende Wirkung des Noradrenalins konnte zur Folge haben, dass zwar noch 48
Stunden nach Trauma ein hirngewebsspezifischer Effekt nachweisbar ist, zu spateren
Untersuchungszeitpunkten jedoch wuirde die zytotoxische Kaskade im Rahmen der se-
kundaren Hirnschadigung den neuroprotektiven Effekt uberlagern. Eine Downregulation
von as-Katecholaminrezeptoren wirde einerseits den neuroprotektiven Effekt des No-
radrenalins, der auf einer Erhohung des CPP und rCBF basiert, vermindern
(Kroppenstedt et al., 2002). Andererseits ware auch die ai-Rezeptor vermittelte dosis-
und zeitabhangige Steigerung der Glutamataufnahme herabgesetzt (Fahrig, 1993).

5.3 Glutamattransporterinduktion

In der Western Blot Analyse zeigt sich posttraumatisch eine relative Zunahme von Glu-
tamattransporterproteinen in Versuchstieren, die Noradrenalin erhielten, im Gegensatz
zu Tieren, die NaCl erhielten. Damit scheinen sich die Beobachtungen an Astrozyten-
kulturen zu bestatigen, in denen nach Noradrenalingabe eine Induktion der Glutamat-
transporter beschrieben wurde (Gegelashvili und Schousboe, 1997: ; Hansson und
Ronnback, 1991). Ahnlich wie die blutdrucksteigernden Effekte kdnnte, wie von Fahrig
et al. beschrieben, die induzierende Noradrenalinwirkung auf die Glutamattransporter-
expression uber as-Rezeptoren vermittelt werden. So fanden Hansson und Rénnback
1992 eine a4-Rezeptor vermittelte Induktion der glialen Glutamataufnahme. Die Aktivie-
rung von a'-Rezeptoren konnte uber eine Erhohung des intrazellularen cAMP- Spiegels
die Steigerung der Transporterexpression vermittelt haben. Es konnte gezeigt werden,
dass Noradrenalin Uber die Aktivierung von a'-Katecholaminrezeptoren die intrazellula-
ren cAMP Spiegel erhoht (Mori et al., 2002). Eine Erhdhung von cAMP in Astrozytenkul-
turen fuhrte wiederum 24 Stunden nach der Gabe zu einem Anstieg der EAAT2 mRNA
Expression mit einem Maximum nach 48 Stunden unter Einbeziehung des Proteinkina-
se A Signalweges (Su et al., 2003). Die intrazellularen Signal- und Proteinsynthesekas-
kaden sind jedoch nicht Gegenstand der vorliegenden Untersuchung gewesen.

Auffallig ist, dass 48 Stunden nach dem Trauma EAAT1 Transporter relativ starker in-

duziert werden als EAAT2 Transporterproteine. Allerdings scheint das Ausmal} der In-
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duktion mit einer Differenz zu NaCl behandelten Versuchstieren von 9,99% (EAAT1)

bzw. 4,4% (EAAT2) eher gering ausgepragt zu sein. 7 Tage nach dem Trauma kommt
es dann zu einem Riickgang der EAAT1 Uberexpression, wahrend EAAT2 nach No-
radrenalininfusion weiterhin um 7,3% starker exprimiert wird, als in Ratten, die NaCl
erhielten. 4 Wochen nach dem Trauma ist kein Effekt der Noradrenalininfusion auf die
Expression der Glutamattransporter mehr nachweisbar. Au3erdem hatte die Infusion
von Noradrenalin keinen Einfluss auf die Glutamattransporterexpression in nichttrauma-
tisierten Versuchstieren. Somit scheint Noradrenalin vor allem in der Akutphase nach
einer traumatischen Schadigung seine Wirkung zu entfalten. Dies kann dadurch erklart
werden, dass Noradrenalin die intakte Blut-Hirn-Schranke nur sehr eingeschrankt pas-
siert (Weil-Malherbe et al., 1959). Nur 2,7 — 4,5% des systemisch zirkulierenden No-
radrenalins erreicht das Hirnparenchym bei intakter Blut-Hirn-Schranke (Hardebo et al.,
1977). In weiteren Versuchen derselben Arbeitsgruppe konnte dann gezeigt werden,
das nach mechanischer oder osmotischer Offnung der Blut-Hirn-Schranke die 3-4fache
Menge des Noradrenalins die Barriere passiert und uber die Aktivierung von katecho-
laminergen Betarezeptoren die lokale Durchblutung steigern kann (Edvinsson et al.,
1978). Unter der Annahme einer beschadigten Blut-Hirn-Schranke ist es vorstellbar,
dass wie im vorliegenden Versuch nach experimentellem Hirntrauma exogen zugefuhr-
tes Noradrenalin analog zu den Untersuchungen an Astrozytenkulturen die Zielzellen
erreichen und die Mehrexpression der Glutamattransporter induzieren kann (Fahrig,
1993).

In der posttraumatischen Spatphase, 4 Wochen post contusionem, kommt es im Zuge
von Reparaturprozessen zu einem Substanzdefekt nach dem Abbau der Nekrosezone
sowie zu einer glialen Vernarbung im Bereich des Traumagebietes (Sutton et al., 1993).
Die posttraumatisch geoffnete Blut-Hirn-Schranke schliel3t sich indes innerhalb der ers-
ten Stunden bis Tage. So beschrieben Murakami et al. eine Schadigung der Barriere
nach kortikaler Kaltelasion in Mausen, die weniger als 24 Stunden anhielt (Murakami et
al., 1999). Bascaya et al. berichten von einer zweiphasigen Offnung der Schranke nach
Traumaaplikation mittels des auch im vorliegenden Versuch verwendeten kortikalen
Kontusionsmodells. Die maximale Schadigung der Blut-Hirn-Schranke wirde demnach
4 bis 6 Stunden nach dem Trauma auftreten, gefolgt von einer Zunahme des Hirn-
0dems mit einem Maximum nach 24 Stunden. 3 Tage nach dem Trauma wird von einer
erneuten Offnung der Barriere berichtet, wohingegen das Hirnédem ab dem 3. Tag ab-
nimmt (Baskaya et al., 1997).
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Es ist aber auch denkbar, dass die Blut-Hirn-Schranke funktionell langer beeintrachtigt

ist, wodurch der Ubertritt von Katecholaminen in das Hirnparenchym erleichtert werden
konnte. Unter der Annahme, dass neben der mechanischen vor allem eine enzymati-
sche Barriere fur Katecholamine, bestehend aus perizytisch lokalisierten Monoaminoo-
xidasen, existiert, kdnnte deren posttraumatische Dysfunktion fiir einen weiteren Uber-
tritt von Noradrenalin in das Hirngewebe verantwortlich sein (Lasbennes et al., 1988).
So fanden Mautes et al. erhdhte Konzentrationen von Noradrenalin im Serum und Li-
quor schadelhirntraumatisierter Patienten, denen exogen Noradrenalin zugefuhrt wurde.
Hierbei waren die Konzentrationserhdhungen im Liquor unabhangig von einem mecha-
nischen Schaden der Blut-Hirn-Schranke, welcher mittels des Serum/Liquor Albumin
Quotienten ermittelt wurde. Weiterhin wurde zumindest in 10% der Patienten ein me-
chanischer Schrankenschaden noch 14 Tage nach dem Trauma beobachtet (Mautes et
al., 2001). Die Beobachtungen von Mautes et al. stehen nur scheinbar im Widerspruch
zu der Annahme, eine intakte Blut-Hirn-Schranke habe den Ubertritt von exogen appli-
ziertem Noradrenalin in das Hirngewebe im vorliegenden Versuch verhindert. So waren
zum einen im Gegensatz zu den im vorliegenden Versuch untersuchten Kontrolltieren
alle 29 eingeschlossenen Patienten schwer Schadel-Hirn traumatisiert. Zum anderen
kann durch die Verwendung des Serum/Liquor-Albumin-Quotienten (Reiber Index) nur
eine Aussage zur mechanischen, nicht aber zur funktionellen Integritat der Blut-Hirn-
Schranke fur Monoamine getroffen werden.

Somit ist die fehlende Induktion von Glutamattransporterproteinen nach 4 Wochen zum
einen dadurch zu erklaren, das moglicherweise ab dem 3. posttraumatischen Tag kein
Noradrenalin mehr in das Hirngewebe Ubergetreten ist. Zum anderen wurde in dem hier
verwendeten Studiendesign die kontinuierliche Infusion bereits nach 7 Tagen beendet.
Demnach konnte die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Glutamattransporterinduk-
tion auch am 7. Tag nach dem Trauma die anhaltende Wirkung der kontinuierlichen
Infusion von Noradrenalin sein, welches bei noch offener Blut-Hirn-Schranke in das
Hirngewebe Ubergetreten ist.

Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die kontinuierliche Infusion von niedrigkon-
zentriertem Noradrenalin im hier vorgestellten Versuchsablauf neuroprotektiv nach ex-

perimenteller kortikaler Kontusion wirkte.
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5.4 Neuroprotektion durch Beeinflussung des glutamatergen

Transmission

5.4.1 Glutamattransporter

Auch in anderen Studien konnte gezeigt werden, dass Uber die Beeinflussung der Glu-
tamataufnahme neuroprotektive Effekte erzielt werden konnen. So erhdhte Tacrolimus
(FK506) die Aktivitat von Glutamattransportern in Astrozytenkulturen und verhinderte
einen stressbedingten Glutamatanstieg (Labrande et al., 2006). Dieser Effekt scheint
uber ein zytosolisches FK506-binding Protein vermittelt zu werden, welches selektiv
GLT1 induziert und in Zellkulturen zu einem Schutz vor chronischer Exzitotoxizitat fuhr-
te (Ganel et al., 2006). Im Tierversuch konnte allerdings bisher kein Effekt auf die ext-
razellulare Glutamatkonzentration nachgewiesen werden (Stover et al., 2003).

Auch die Gabe von Ostrogen flihrt zu einer verstarkten Expression von GLT1 und
GLAST auf mRNA und Proteinebene in Astrozytenkulturen. Dies resultiert in einer er-
hohten Glutamataufnahme, die wahrscheinlich cAMP vermittelt ist. Hierbei scheint die
Induktion Uber den nukledren Ostrogenrezeptor vermittelt zu werden (Pawlak et al.,
2005).

Uberraschenderweise konnte auch von einigen Betalaktam Antibiotika gezeigt werden,
dass sie die GLT1 Expression in Zellkulturen stimulieren. Bereits nach 48 Stunden wur-
de ein derartiger Effekt nachgewiesen. Auch hier konnte gezeigt werden, dass die ver-
mehrte Glutamattransporterexpression mit einem erhohten Glutamattransport einher-
geht und auf diese Weise die Toleranz gegenuber chronischer Glutamattoxizitat erhoht
wurde (Rothstein et al., 2005). In vivo konnte dieser Effekt bisher jedoch noch nicht ge-
zeigt werden (Sakowitz, personliche Mitteilung).

5.5 Extrazellulare Aminosauren

5.5.1 Glutamat - Verminderung der Excitotoxizitat

In der Untersuchung der extrazellularen Glutamatkonzentrationen bestatigen sich die
Ergebnisse der Proteinanalyse zumindest zum Teil. Die Expressionszunahme der un-
tersuchten Glutamattransporter scheint funktionell relevant zu sein, was zu einem ver-

ringerten posttraumatischen Anstieg der extrazellularen Glutamatkonzentration fuhrt. So
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kommt es 24 Stunden nach dem Trauma zu einem signifikanten Anstieg der Glutamat-

konzentration in Versuchstieren, denen NaCl infundiert wurde auf 41,1 £ 16,1 umol/I.
Damit ist die Glutamatkonzentration mehr als 3fach erhoht im Vergleich zu Tieren, die
Noradrenalin erhielten. Unabhéngig von der Uberlebenszeit sind die extrazellularen
Glutamatkonzentrationen in traumatisierten Tieren, die mit NaCl behandelt wurden sig-
nifikant hoher, als in Versuchstieren nach Noradrenalingabe (28,68 + 17,1 ymol/l vs.
12,07 £ 6,8 ymol/l). Somit konnte in traumatisierten Tieren durch Noradrenalingabe der
posttraumatische Anstieg der extrazellularen Glutamatkonzentration vermindert werden.
Korrespondierend dazu sind die Traumavolumina 48 Stunden nach Noradrenalingabe
deutlich verringert. Daher scheint durch die Verminderung der Glutamattoxozitat in der
posttraumatischen Frihphase eine Neuroprotektion erreicht worden zu sein. Dies kann
als ein Hinweis auf die funktionelle Wirksamkeit einer gesteigerten noradrenalininduzier-
ten Glutamatransporterexpression gesehen werden. Angesichts einer nur geringen Zu-
nahme der Transporterexpression um ca. 5-10% ist aber auch denkbar, dass Noradre-
nalin synergistisch zu einer erhohten Aktivitdt der vorhandenen Transportproteine
gefuhrt hat. Untersuchungen zur Aktivitat der Transporter hatten allerdings den Rahmen
der vorliegenden Arbeit gesprengt. Diese Frage sollte in zukinftigen Versuchen geklart
werden.

Verglichen mit anderen Arbeiten ist in der vorliegenden Untersuchung eine hohere
durchschnittliche extrazellulare Glutamatkonzentation in nicht traumatisierten Ratten
gemessen worden. So sind von Stover et al. Normalwerte zwischen 4,8 + 1,1 ymol/I
und 8 £ 4 ymol/l in Ratten angegeben (Stover et al., 2003: ; Stover et al., 2004). Die hier
gemessenen Konzentrationen in nichttraumatisierten Tieren liegen mit 16,76 + 14,76
jedoch weitaus hoher. Angesichts einer gro3en Standardabweichung kann der Unter-
schied durchaus methodisch bedingt sein. Die Art der eingesetzten Mikrodialysesonden
mit unterschiedlicher Membranlange und Molekulargewichtsgrenze, als auch die Plat-
zierung der Sonde unterschieden sich in der vorliegenden im Vergleich zu den zitierten
Arbeiten.

Analog zu friheren Studien wurde in der vorliegenden Arbeit ein signifikanter Glutamat-
anstieg 24 Stunden nach dem Trauma beobachtet. Die von Stover et al. zum Zeitpunkt
24 Stunden nach Trauma bestimmte perikontusionelle Glutamatkonzentration von 51 +
18,1 ymol/l in Kontrolltieren nach NaCl Infusion liegt in der gleichen GréRenordnung wie
die Konzentration der hier untersuchten NaCl-Tiere (41,1 £ 16,1 pmol/l) (Stover et al.,
2003). Auch beschrieben Stover et al. einen maximalen posttraumatischen Anstieg der
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Glutamatkonzentration im Liquor nach 24 Stunden, dem ein Abfall bereits 48 Stunden

nach dem Trauma folgte. Die erhohten Glutamatkonzentrationen waren mit einer Zu-
nahme des Hirnddems sowie gesteigerter neuronaler Aktivitat im EEG assoziiert
(Sakowitz et al., 2002: ; Stover und Unterberg, 2000).

Im Kontrast zu den hier vorliegenden Ergebnissen wurde allerdings auch ein signifikan-
ter posttraumatischer Glutamatanstieg auf 28 + 6 ymol/l im Zusammenhang mit einer
erhohten EEG Aktivitat nach Noradrenalininfusion gezeigt (Kroppenstedt et al., 2002).
Die von Kroppenstedt et al. benutzten Noradrenalinkonzentrationen waren jedoch mit 1-
2 pg/kg/min um ein Vielfaches hoher als in der vorliegenden Untersuchung, ebenso be-
trug der Beobachtungszeitraum nur wenige Stunden nach dem Trauma. Durch die An-
hebung des MABP auf Werte um 120 mmHg in der zitierten Arbeit kann es wie bereits
diskutiert zu einer Zunahme der intraparenchymalen Blutung kommen mit konsekutiver
VergroRerung des Sekundarschadens gekommen sein, wodurch auch die erhdhten ext-
razellularen Glutamatkonzentrationen erklarbar waren.

Die Untersuchung von Schadel-Hirn traumatisierten Patienten bestatigt die im Tierver-
such gezeigte Dynamik der Glutamatveranderungen zumindest zum Teil. So wurden
von Yamamoto et al. in traumatisierten Patienten wahrend der ersten beiden Tage deut-
lich erhdhte Glutamatkonzentrationen sowohl im Liquor als auch extrazellular beobach-
tet, die ab dem 3. Tag kontinuierlich sanken (Yamamoto et al., 1999). Die gemessenen
mittleren Konzentrationen waren jedoch mit ca. 15 ymol/l (extrazellular) und 3,2 + 3,62
umol/l (Liquor) deutlich geringer, als in den zitierten tierexperimentellen Arbeiten sowie
der vorliegenden Untersuchung. Eine ahnliche Dynamik des Glutamatanstiegs im Li-
quor beschreiben auch Zhang et al.. In der Liquoruntersuchung schwer Schadel-Hirn
traumatisierter Patienten zeigte sich ein Anstieg der Glutamatkonzentration innerhalb
von 48h in 85% der Patienten, sowie ein anschliefiender Abfall der Konzentration mit
zunehmender Besserung des neurologischen Status (Zhang et al., 2001). Auch Stoffel
et al. berichteten von geringeren Glutamatwerten. So lagen in nichttraumatisierten Rat-
ten die Glutamatkonzentrationen bei 1,45 +- 0,61 pmol/l. Unmittelbar posttraumatisch
sind die Konzentrationen auf 9,16 +- 3,32 ymol/l gestiegen, um dann innerhalb von 2
Stunden auf vortraumatische Werte abzufallen (Stoffel et al., 2002). Die Diskrepanz zu
der vorliegenden Arbeit kann zum einen auf die Verwendung des Traumamodells einer
Kaltelasion zuruckzufuhren sein. Hier kommt es lediglich zu einer lokalen Nekrosein-
duktion, wahrend beim Modell des Controlled Cortical Impact durch Scherwirkung auch

nicht direkt kontaktierte Areale primar geschadigt werden kdnnen. Aul3erdem wurde von
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den Kollegen die Mikrodialysesonde nicht orthogonal zur Hirnoberflache im Kortex,

sondern schrag unterhalb der primaren Lasion platziert.

5.5.2 Laktat und Glucose - der ischamische Hirnstoffwechsel

Neben der posttraumatischen Glutamaterhohung zeigen die Ergebnisse der vorliegen
Arbeit auch einen cerebralen Laktat- und Glucoseanstieg. 48 Stunden nach dem Trau-
ma war die Laktatkonzentration sowohl nach NaCl als auch nach Noradrenalininfusion
signifikant erhoht im Vergleich zu nichttraumatisierten Tieren (3,29 + 1,26 und 1,99 %
0,64 mmol/l vs. 1,19 £ 0,58 mmol/l, p<0,05). Dieser Laktatanstieg ist nach Noradrenali-
ninfusion eindeutig geringer ausgepragt (1,99 £ 0,64 vs. 3,29 + 1,26 mmol/l, p<0,05).
Nach Noradrenalininfusion kam es ebenfalls zu einem Anstieg der extrazellularen Glu-
cosekonzentration. Dieser posttraumatische Anstieg der Laktat- (Laktat 2,6 £ 0,4 vs. 0,9
+ 0,1 mmol/l) und Glucosekonzentration (3,0 + 0,6 vs. 1,2 + 0,1 mmol/l) wird von Stover
et al. ebenfalls beschrieben, allerdings bereits nach 24 Stunden (Stover et al., 2003).
Intraoperative Mikrodialyseuntersuchungen ergaben Normalwerte im menschlichen Ge-
hirn von 1,8 + 0,18 mmol/l fur Glucose und 1,9 * 0,377 mmol/l fur Laktat, die damit
durchaus in der GroRenordnung der hier vorgestellten Ergebnisse liegen (Langemann
et al., 2001).

Wahrend Glucose unter physiologischen Bedingungen als das primare Substrat zur E-
nergiegewinnung des Hirnparenchyms gilt, spielt das Laktat zumindest zur voruberge-
henden Energieversorgung unter hypoxischen Bedingungen eine wichtige Rolle
(Levasseur et al., 2006: ; Schurr, 2006). Ein Anstieg der in der Mikrodialyse gemesse-
nen extrazellularen Laktatkonzentrationen, aber auch der Glutamat- und Glycerolkon-
zentrationen korreliert eng mit dem cerebralen Glucosehypometabolismus und klini-
schen Ischamiezeichen (Sarrafzadeh et al., 2005). Somit scheint die kontinuierliche
Noradrenalininfusion angesichts eines verminderten perilasionalen Laktatspiegels auch
den posttraumatischen aeroben Energiestoffwechsel verbessert zu haben. Stover et al.
berichtete von einer posttraumatischen Erhohung der Glucosekonzentration in Serum
und Liquor wahrend der Infusion von Noradrenalin in Konzentrationen von 1-2
Mg/kg/min (Stover et al., 2002). Hierbei wurden extrazellulare Glucosekonzentrationen
zwischen 4 und 5 mmol/l gemessenen. Die zeitgleich bestimmten extrazellularen Lak-
tatkonzentrationen waren demgegenuber nicht erhoht und lagen zwischen 0,5 und 2,5

mmol/l. In den vorliegenden Versuchen war, unter den traumatisierten Tieren, die No-
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radrenalin erhielten, erst nach 48 Stunden die extrazellulare Glucosekonzentration sig-

nifikant erhoht im Vergleich zu nichttraumatisierten Tieren (3,79 £ 1,08 mmol/l vs. 2,41
0,70 mmol/l). Der Mechanismus fur den Anstieg der extrazellularen Glucosekonzentra-
tion ist bislang unklar. Die Serumglucosekonzentrationen zeigten keine Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen. Als Ursache fur die von Stover et al. weitaus hoher
bestimmten posttraumatischen Glucosespiegel kommen zwei methodische Unterschie-
de in Betracht. Einerseits liegen die von Stover et al. benutzten Noradrenalinkonzentra-
tionen weitaus hoher, andererseits ist der Beobachtungszeitraum von nur 3 Stunden
wesentlich kurzer gewahlt als in der vorliegenden Arbeit. In den fruihen Beobachtungs-
zeitraumen der vorliegenden Arbeit (4h, 24h) waren nach Noradrenalininfusion die ext-
razellularen Glucose- und Laktatkonzentrationen nicht verandert. Erst nach 48 Stunden
kam es zu dem beschriebenen Anstieg der Glucosekonzentration im Hirngewebe. Aller-
dings kam es auch nach 48 Stunden zu einem signifikanten Anstieg der Laktatkon-
zentration in traumatisierten Tieren sowohl nach NaCl- als auch nach Noradrenalininfu-
sion. Eine Erhohung der Laktatkonzentration im Hirngewebe nach kortikaler Kontusion
wurde auch von Prasad et al. beschrieben. Hier waren die Laktatwerte bereits nach 30
min. um das 6fache erhoht, wohingegen bis 24 Stunden nach dem Trauma 2fach er-
hohte Konzentrationen verglichen mit nichttraumatisierten Tieren auftraten (Prasad et
al., 1994). Insgesamt scheint in der vorliegenden Untersuchung der ischamische Stoff-
wechsel, wenn auch verspatet, sowohl in NaCl- als auch in Noradrenalin-behandelten
Versuchstieren eingesetzt zu haben. Die signifikant niedrigeren Laktatkonzentrationen
bei gleichzeitig hoheren Glucosekonzentrationen deuten auf einen hirngewebsprotekti-
ven Effekt des Noradrenalins hin, der auf einer Verminderung der posttraumatischen

Ischamie beruhen kann.

5.6 SchluB3folgerung

Die intravendse Gabe von Noradrenalin hat einen neuroprotektiven Effekt auf das trau-
matisch geschadigte Gehirn. Dieser Effekt hangt wesentlich von der Konzentration der
kontinuierlichen Noradrenalininfusion ab. Wahrend Noradrenalinkonzentrationen ab 0,3
Mg/kg/min Uber die VergroRerung der intraparenchymalen Blutung auch negative Aus-
wirkungen auf das geschadigte Areal haben, treten diese Effekte bei einer Konzentrati-
on von 0,15 pg/kg/min nicht auf. Die neuroprotektive Wirkung beruht offenbar auf einer
Kombination verschiedener protektiver Mechanismen, darunter die Induktion der Glu-
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tamattransporter EAAT1 und EAATZ2. Dadurch wird einerseits der posttraumatische An-

stieg des extrazellularen Glutamats vermindert, andererseits reflektiert sich die Verbes-
serung des postischamischen Stoffwechsels in verminderten Laktatkonzentrationen.
Somit kdnnen die Beobachtungen fruherer Studien hinsichtlich einer Verbesserung des
funktionellen neurologischen Ergebnisses nach Stimulation noradrenerger Transmission
zumindest teilweise erklart werden (Feeney und Sutton, 1987: ; Feeney und Wester-
berg, 1990). Angesichts der nur geringen Expressionszunahme der untersuchten Glu-
tamattransporter bei jedoch deutlichen neuroprotektiven Effekten nach 48 Stunden er-
scheint eine Kombination der unterschiedlichen Effekte des Noradrenalins
wahrscheinlich.

6 Zusammenfassung

Fragestellung:

Der Einflul3 einer kontinuierlichen Infusion von Noradrenalin nach traumatischer Hirn-
schadigung ist aufgrund beschriebener Vor- und Nachteile bisher nicht eindeutig ge-
klart. Nach traumatischer Schadigung des Gehirns kommt es zu einem exzessiven An-
stieg der extrazellularen Glutamatkonzentration, welcher nach dem Modell der
Exzitotoxizitat fur die sekundare Groflenzunahme der initialen Lasion mitverantwortlich
gemacht wird. Ein Grol3teil des extrazellularen Glutamats wird durch Transportproteine
fur exzitatorische Aminosauren (EAAT's) aufgenommen.

In Zellkulturen konnte eine a4 Rezeptor vermittelte Steigerung der Glutamataufnahme
beobachtet werden. Weiterhin wurde nach der Behandlung hirntraumatisierter Patienten
mit a4 Rezeptor Agonisten ein besseres neurologisches Ergebnis beschrieben.

In der vorliegenden Studie wurde die Wirkung einer kontinuierlichen Noradrenalininfusi-
on auf die Glutamat Transporter Expression, die extrazellularen Glutamatkonzentratio-

nen, sowie das Kontusionsvolumen am Beispiel der Ratte untersucht.

Material und Methoden:

148 Spraque-Dawley Ratten wurden in Inhalationsnarkose mit Isofluran mittels des
Contolled Impact Injury (CCIl) Trauma Modells traumatisiert oder scheinoperiert. Zu-
nachst wurde in Versuchsreihen mit abnehmenden Noradrenalinkonzentration (1
Mg/kg/min, 0,3 pg/kg/min, 0.15 pug/kg/min) die Auswirkung auf den arteriellen Mittel-
druck (MABP) sowie die Traumagrof3e und das intraparenchymale Blutungsvolumen
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der Versuchstiere 48 Stunden nach dem Trauma untersucht (n=28). Anschlief3end

wurden Kontusionsvolumen und Glutamattransporterexpression 48 Stunden, 7 Tage
und 4 Wochen nach Kontusion und kontinuierlicher Noradrenalininfusion (0.15
Mg/kg/min) Uber osmotische Minipumpen (ALZET®) bestimmt (n=108). Kontrolltiere er-
hielten NaCl. MABP, Glucose und Blutgase wurden zu definierten Zeitpunkten gemes-
sen. In 12 weiteren Tieren wurde die Auswirkung der Infusion auf den systolischen
Blutdruck (SABP) durch nicht-invasive Blutdruckmessung bestimmt.

In einem zusatzlichen Versuchsaufbau wurden die extrazellularen Konzentrationen von
Glucose, Laktat, Pyruvat und Glycerol zu den Zeitpunkten 4, 24 und 48 Stunden nach
der Kontusion mittels zerebraler Mikrodialyse gemessen (n=60).

Ergebnisse:

Das intraparenchymale Blutungsvolumen war in den Versuchstiergruppen mit mittlerer
und hoher Noradrenalinkonzentration (0,3 bzw. 1,0 pg/kg/min) um 157% und 142% sig-
nifikant erhoht im Vergleich zu traumatisierten Ratten, die NaCl erhielten (58,6 + 14,2
mm?> und 55,2 + 16,2 mm?® vs. 22,8 + 5,8 mm?, p<0,02). Nur nach der Infusion von No-
radrenalin in niedriger Konzentration (0.15 pg/kg/min) kam es zu einer signifikanten Re-
duktion des Kontusionsvolumens um 40%. Das intraparenchymale Blutungsvolumen
war in dieser Gruppe im Vergleich zu Tieren, die NaCl erhielten nicht erhoht. Allerdings
war die Reduktion des Kontusionsvolumens nach 7 Tagen und 4 Wochen nicht mehr
nachweisbar.

Die Behandlung mit Noradrenalin fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der extrazellu-
laren Konzentration von Glutamat (41,1 £ 16,1 pmol/l vs. 13,81 + 5,05 pmol/l, p<0,05)
and Laktat (3,29 £+ 1,26 mmol/l vs. 1,99 £ 0,64 mmol/l, p<0,05) zu den Zeitpunkten 24
und 48 Stunden nach dem Trauma.

Die Expression der Glutamattransporter EAAT1 und EAAT2 waren 48 Stunden und 7

Tage nach dem Trauma um 5-10% erhoht.

Schlussfolgerung:
Die kontinuierliche niedrigdosierte Noradrenalininfusion ist neuroprotektiv nach experi-
mentellem Hirntrauma. Zumindest ein Teil dieses Effektes beruht auf der Induktion von

Glutamattransportern und erniedrigten extrazellularen Glutamatspiegeln.

Schlagworter:
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