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1. EINLEITUNG

1.1. Epidemiologie und Atiologie des Schiidel-Hirntraumas

Jahrlich werden in Deutschland etwa 280.000 Patienten mit dem Verdacht auf ein
Schéidel-Hirntrauma (SHT) ins Krankenhaus aufgenommen. 5% der Betroffenen
zeigen dabei so schwere Verletzungsmuster, dass von einem schweren SHT mit
initialem Glasgow Coma Scale (GCS) von < 8 Punkten zu sprechen ist. Die Inzidenz
des schweren SHT beléuft sich laut dem statistischen Bundesamt in Wiesbaden auf
10 pro 100.000; dies entspricht einer jahrlichen Patientenzahl von 12.630 mit einer
Mortalitdt von > 50% (7.705 im Jahre 1999) (Baethmann A. et al. 2002; Fisching R.
et al., 2001).

Das Durchschnittsalter aller Patienten mit Kopfverletzungen liegt bei 39 Jahren,
wobei sich zwei Héufigkeitsgipfel beschreiben lassen. Zum einen sind es junge
Erwachsene, die mit dem Auto oder mit dem Motorrad verunfallen und zum anderen
existiert ein Haufigkeitsgipfel aufgrund von Stiirzen in der Altersgruppe > 65
Jahren. Insgesamt sind 71% aller Betroffenen Maianner. 56% der Verletzungen
werden durch Unfille, 31% durch Stiirze aus groBer Hohe und 12% in suizidale
Absicht verursacht (Fisching R. et al., 2001; Rudehill A.et al., 2002).

Im Zeitraum zwischen 1986 und 1996 wurden am Karolinska Hospital in Schweden
die Daten von 1508 Patienten mit einem SHT beziiglich ihres Outcomes iiber 8 Jahre
hinweg erfasst. 69 % der Patienten erholten sich gut (Glasgow Outcome Scale: GOS
4-5) und zeigten langfristig nur eine malBiggradige Behinderung, 11% schwere
Behinderungen (GOS 2-3) oder verblieben im vegetativen Status und 20%
verstarben (GOS 1) (Rudenhill A.et al., 2002; Jiang J.et al., 2002). Es konnte dabei
eine enge, fast lineare Korrelation zwischen initialem GCS und dem endgiiltigen
GOS ermittelt werden. Als Extremwerte sieht man einen GOS von 5 bei 64% aller
Patienten mit einem GCS von 9-15 und eine 70%ige Mortalitdt bei Patienten mit
einem GCS von nur 3. Es spielt jedoch nicht nur der initiale GCS eine entscheidende

Rolle, sondern auch Alter und Geschlecht des Patienten, sowie intrakranielle
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Verletzungsmuster. Das Outcome bei intrakraniellen Blutungen ist beispielsweise
deutlich schlechter als bei epiduralen- oder subduralen Blutungen. Ebenso erholen
sich jiingere Patienten deutlich besser als édltere. Wéahrend 11-20 Jahrige zu 80% ein
GOS von 4-5 haben und nur 1-2% ein GOS von 1, zeigen Patienten im Alter von 70
Jahren nur noch zu 40% ein GOS von 4-5, jedoch zu 30% ein GOS von 1. Es wird
angenommen, dass der Grund dafiir in der bereits pratraumatisch schlechteren
cerebrovaskuldren Versorgung des Hirngewebes idlterer Patienten liegt (Rudenbhill

A.et al., 2002; Redondo von JA.et al., 1967).

1.2. Pathophysiologie des SHT

Die Pathophysiologie des SHT umfasst eine primédre und sekundire Komponente.
Durch Akzelerations- und Dezelerationsbewegungen, Deformationen und Frakturen
des Schidels konnen Kontusionen und GefdBzerreiBungen entstehen, die zusammen
mit dem diffusen Axonschaden durch Uberdehnung und Zerrung der Nervenfasern
die primidre Lision zum Zeitpunkt des Traumas charakterisieren (Ommaya A.K. et
al., 1974; Adams H. et al., 1977). Diese Lésion kann nur durch Priavention verhindert
werden. Die Aufmerksamkeit der Forschung richtet sich daher auf den
Sekundarschaden, der sich mit einer Verzogerung von mehreren Stunden entwickelt
und daher prinzipiell therapeutisch beeinflussbaren Pathomechanismen unterliegt.
Der Sekundirschaden ist fiir die Prognose des Patienten ebenso wichtig, wie die
Primirldsion (Reilly P.L. et al. ,1975; Baethmann A. et al.,1982; Marshall L.F. et al.,
1983; Baethmann A. et al.,1988; Lynch D. R. et al.,1994).

Die Entstehung des Sekunddrschadens erkldrt man sich derzeit folgendermafen:
ausgehend von der primiren Kontusion entwickelt sich ein perifokales Odem.
Aufgrund der kndchernen Begrenzung des Schédels kann sich das Hirngewebe
jedoch nicht uneingeschriankt ausdehnen und es kommt, wie aus Abb. 1 ersichtlich,

zur intrakraniellen Hypertension.



Sekundairlasion
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Abb. 1: Vereinfachte Schemadarstellung der pathophysiologischen Mechanismen fiir die
Entstehung des sekundiren Hirnschadens

Fiir das Uberleben von Patienten mit einem SHT ist der Anstieg des intrakraniellen
Drucks (ICP) der limitierende Faktor (Bouma GlJ. Et al., 1998; Marmarou A.et al.,
2000). Narayan et al. (Narayan RK. et al., 1981) berichten, dass bei SHT Patienten
mit einem ICP von liber 20 mmHg die Mortalitéatsrate auf 51% anstieg, wihrend in
einer Vergleichsgruppe ohne ICP Anstieg (Normalwerte: 10-12 mmHg) die
Mortalitdt nur bei 16% lag. In einer vielbeachteten Verdffentlichung beschrieb Igor
Klatzo bereits 1967 die pathophysiologischen Grundlagen der Hirnschwellung, die
nach Trauma zu einem Anstieg des ICP fithren (Klatzo I. et al., 1967). Klatzo
definierte das Hirnddem folgendermalBlen: ,,/n simple terms Brain edema can be
defined as an abnormal accumulation of the fluid associated with volumetric

enlargement of the brain tissue.*



Ausgehend von den zugrunde liegenden Mechanismen kann man das Hirnédem in
ein vasogenes und ein cytotoxischen Odem einteilen:

Die Grundlage fiir das vasogene Hirnddem ist die Verletzung des cerebralen
GefdBnetzes und der mit dem Endothelschaden im Zusammenhang stehende
Zusammenbruch der Blut-Hirnschranke (BBB). Die Folge ist ein Austritt von
Plasmafliissigkeit, Proteinen und Elektrolyten, vor allem Na“ Ionen in den
Extrazelluldirraum (Marmarou A. et al., 1994; Sharma H.S. et al., 1998; Klatzo I. et
al., 1967). Dies fiihrt zur Verschiebung des onkotischen Gleichgewichts und zur
Flissigkeitsakkumulation im Intestitium (Mendelow A.D. et al., 1983).

Im Gegensatz dazu steht beim cytotoxischen Hirnodem eine intrazelluldre
Fliissigkeitsansammlung und eine damit verbundene Zellschwellung 1m
Vordergrund. Das cytotoxische Hirnddem wird vor allem als Antwort auf eine
zelluldire Minderversorgung mit Sauerstoff und Nihrstoffen und einem daraus
resultierenden Energiemangel gesehen und steht nicht in direktem Zusammenhang
mit einer Schidigung der BBB (Mendelow A.D. et al., 1983). Beide Odemformen
fiihren letztendlich zur Volumenzunahme des Hirngewebes und damit zum Anstieg

des ICP und zur Minderperfusion des Hirngewebes.

Der entscheidende Faktor fiir das Uberleben der Zellen ist jedoch eine ausreichende
Versorgung mit Sauerstoff und Néhrstoffen. In einer ganzen Reihe von Studien
wurde experimentell gezeigt, dass nach Trauma die ipsilaterale Durchblutung des
Hirngewebes deutlich abnimmt (Kochanek P.M. et al., 1995; Long J.B. et al., 1996;
Nilsson P. et al., 1996; Meixensberger J. et al., 1998; Friedrich D.H. et al., 2000). In
der Arbeitsgruppe von Hillered et al. (Nilsson P. et al., 1996) konnte gezeigt werden,
dass die cerebrale Durchblutung (CBF) von 100% innerhalb von nur 2 Minuten auf
60% des Ausgangswertes abfillt und die Hypoperfusion fiir mindestens 20 Minuten
anhélt, wahrend auf der kontralateralen Seite zunichst eine Hyperperfusion von
172% fir 4 Minuten und anschliefend eine geringgradige Hypoperfusion von

ungefahr 80% festzustellen war. Mit Hilfe der Xenon Computertomographie konnte
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gezeigt werden, dass sich das ischdmische Gebiet von der primédren Nekrose durch
sekunddren Zelluntergang weiter in die Penumbra ausbreitet (Oettingen von G. et al.,
2002). Der Abfall der regionalen cerebralen Durchblutung stellt somit die Grundlage
fiir den weitern Zelluntergang dar (Friedrich D.H. et al., 2000). Nach einem SHT
kommt es innerhalb der ersten Stunden zu dynamischen Verianderungen der lokalen
cerebralen Durchblutung sowie des Metabolismus der Zellen. AnschlieBend findet
man einen deutlich vergroBerten irreversiblen neuronalen Schaden und ein
schlechteres Outcome der Patienten (Jiang X.B. et al., 2000; Kelly D.F. et al., 1997).
Im Groben werden drei Phasen des sekunddren Hirnschadens beschrieben: Zeitnah
nach dem SHT kommt es aufgrund des Zusammenbruchs der BBB und dem
Untergang von Zellen zur Freisetzung von Sauerstoffradikalen, Kalium und der
akzessorischen Aminosdure Glutamat (Vespa P. et al., 1998; Lynch D.R. et al.,
1994). Glutamat ist ein streng intrazellulir vorkommender Mediator und wirkt
extrazelluldr in hohen Dosen toxisch (Baethmann A. et al., 1988). Das extrazellulire
Kalium wird als eine der Hauptursachen fiir die massive Astrocytenschwellung nach
SHT gesehen und trigt somit zum raschen Anstieg des ICP und zum schlechten
Outcome der Patienten bei (Kimelberg H.K. et al., 1992; Bullock R. et al., 1993;
Reinert M. et al., 2000). Gefolgt werden diese akuten Vorginge von
inflammatorischen Reaktionen durch die Aktivierung von Prostaglandinen,
Leukotriene, Proteinkinase C und Bradykinin (Baethmann A. et al., 1988; Lynch
D.R. et al., 1994; Bullock R. et al., 1993; Schwab J.M. et al., 2001). Zeitlich
tiberlappend schliefen sich nach mehreren Stunden bis einigen Tagen apoptotische
Vorgénge an.

Bradykinin ist der Hauptmediator des Kallikrein-Kinin Systems und wird sowohl am
geschidigten GefaBBendothel, wie im Gewebe gebildet. Durch die Kontaktaktivierung
des Komplexes aus Prekallikrein und HMW-Kininogen (high moleculare weight)
mit Hilfe des Co-Faktors XII (Hagemannfaktor) am geschidigten GefaBendothel
oder Gewebe kommt es zur Aktivierung von Kallikrein. Dies bewirkt die Proteolyse

des Bradykinins aus Kininogen (Regoli D. et al., 1984; Unterber A. et al., 1986;
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Baethmann A. et al., 1988, Walker K. et al., 1995; Mayhan W.G. et al., 1996; Pela
LR. et al., 1996). Bradykinin wirkt spezifisch an Kinin B- und B,- Rezeptoren. B;-
Rezeptoren finden sich vorwiegend im Thalamus, Hypothalamus und in den spinalen
Nervenfasern. B,- Rezeptoren hingegen sind v.a. im Hirnstamm, in den Basalkernen,
im Cortex, aber auch im Thalamus und Hypothalamus, sowie in den Endothelien des
Sinus sagittalis superior und den Ependymzellen der seitlichen und des dritten
Ventrikels lokalisiert (Raidoo D.M. et al., 1997; Mahabeer R. et al. 2000; Groger M.
et al., 2005). Kinine wirken auf den Widerstand der Arterien, Kapillaren und Venen.
Wihrend die Relaxation der glatten Muskulatur der Arterien zur Vasodilatation
fiihrt, bewirkt die Kontraktion der glatten Muskelfasern in den Venolen eine
Offnung der tight junctions und damit eine Liickenbildung in der GefiBwand. Dies
bewirkt eine erhdhte Fliissigkeitsextravasation ins umliegende Gewebe, die, so die
gingige Meinung, maBgeblich zur Ausbildung des vasogenen Hirnédems beitragt
(Regoli D. et al., 1984; Mayhan W.G. et al., 1996).

Der vasomotorische Effekt des Bradykinins auf die cerebrale Zirkulation scheint
vorwiegend von B,- Rezeptoren vermittelt zu sein (Lindsey C.J. et al., 1989; Mayhan
W.G. et al., 1996; Wahl M. et al., 1996; Wahl M. et al., 1999). Diese Uberlegungen
werden dadurch gestérkt, dass experimentell durch die selektive Hemmung der B,-
Rezeptoren durch LF 16-0687 oder Hoe 140 die Odembildung signifikant reduziert
werden konnte (Plesnila N. et al., 2001), jedoch die Blockade von B, Rezeptoren
experimentell keinen Effekt gezeigte hatte (Gorlach C. et al., 2001).

Durch das sich bildende Hirnddem entsteht ein Circulus vitiousus mit ansteigendem
ICP. Dieser verstdrkt einerseits die Hypoperfusion und fiihrt andererseits durch den
mechanischen Druck zur Herniation von Hirngewebe in den Tentoriumsspalt oder in
das Foramen magnum und dadurch zur Funktionseinschrinkung lebenswichtiger

Hirnregionen, wie dem Hirnstamm.

12



1.3. Therapieoptionen nach SHT

Um die aktuellen wissenschaftlichen Erkenntnisse in die Rettungsmedizin
einzuflechten gibt die Amerikanische und Europdische Gesellschaft fiir
Neurochirurgie Behandlungsrichtlinien des SHT heraus (The Brain Trauma
Foundation. The American Association of Neurological Surgeons. The Joint Section
of Neurotrauma and Critical Care, 2000; Schlechtriemen T., 2002). Neben
AllgemeinmafBBnahmen, wie die korrekte Kopflagerung, um das Abklemmen der
Venae jugulares zu vermeiden, das zu einem cerebralen Blutstau flihren wiirde
(Simmons B.J. et al., 1997; Meixensberger J. et al., 1997) und der Aufrechterhaltung
der Atmungs- und Kreislauffunktion (Chesnut R.M. et al., 1995), wird ein
feststehender Algorithmus fiir die Diagnostik und das Therapieregime
vorgeschlagen. Dieser umfasst die sofortige Bildgebung mittels CT,
Ultraschalluntersuchung cerebraler Gefa3e und die Hirndruckmessung. Im zentralen
Interesse der Therapie steht die Reduktion der Odembildung und die Kontrolle des
ICP. Eine Hyperventilationstherapie mit einem Zielwert paCO, von < 35 mmHg
bewirkt eine Vasokonstriktion cerebraler Gefdlle. Dadurch nimmt das intrakranielle
Blutvolumen ab und das schwellende Gehirn kann sich, auf die Gefahr hin einer
Sauerstoff- und Nihrstoffminderversorgung des Parenchyms, weiter ausdehnen
(Marion D.W. et al., 1995; Andrade de F.C. et al., 2000). Zudem kann versucht
werden der Extravasation von Fliissigkeit ins Interstitium durch die Gabe von
hyperosmolaren Losungen oder Mannitol entgegenzuwirken (Muizelaar J.P. et al.,
1984; Berger S. et al., 1995; Hartl R. et al., 1997; Hartl R. et al., 1997; Qureshi A.I.
et al., 1998; Schierhout G. et al., 2000; Doyle J.A. et al., 2001; Schrot R.J. et al.,
2002).

Um den ICP zu kontrollieren ist die Durchfiihrung einer Entlastungskraniektomie
heutzutage eine gingige Methode (Polin R.S. et al., 1997; Kunze E. et al., 1998;
Munch E. et al., 2000; Whitfield P.C. et al., 2001; Piek J. et al., 2002; Schneider
G.H. et al.,, 2002). Die Entlastungskraniektomie wird jedoch meist erst dann
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eingesetzt, wenn konservative Therapiemethoden versagt haben. Dadurch kann zwar
der ICP kontrolliert werden, Sekundirschiden sind jedoch auf Grund des langen
Zuwartens meist nicht mehr zu vermeiden. Es ist somit nicht verwunderlich, dass
durch eine Trepanation 60 Stunden nach Trauma zwar der ICP gesenkt wird, das
langfristige Outcome der Patienten nach 6 bzw. 12 Monaten nicht verbessert werden
konnte (Schneider G.H. et al., 2002). Aus der Erfahrung bei Kindern wei3 man, dass
durch eine Kombination einer sehr frilhen Entlastungskraniektomie mit einem
konservativen Therapieansatz das Behandlungsergebnis 6 Monaten nach Trauma

signifikant verbessert werden kann (Taylor A. et al., 2001).

1.4. Ziel der Arbeit

Diese Arbeit verfolgt mehrere Ziele:

1. Die Entablierung eines SHT Modells zur Untersuchung pathophysiologischer
Verdnderungen an der Maus. Im Mittelpunkt unseres Interesses standen dabei die
Verdanderungen der CBF und des ICP, die Hirnddembestimmung, die histologische
Nekrosevermessung, sowie die Quantifizierung des neurologischen Outcomes der
Tiere.

2. Ausgehend von den pathophysiologischen Vorstellung in Abb.1 und den positiven
Ergebnisse einer frithen Kraniektomie bei Kindern untersuchten wir experimentell
die therapeutische Bedeutung der Kraniektomie nach SHT hinsichtlich ICP, CBF,
Nekrosevolumen und dem funktionellen Outcome der Tiere. Eine besonderes
Interesse wurde dabei dem Zeitfenster der Kraniektomie gewidmet.

3. Zudem untersuchten wir anhand von knock-out Tieren und durch selektive
pharmakologische Blockade des B,- Rezeptors durch die Gabe von LF 16-0687 die
Rolle des Bradykinin B;- und B,- Rezeptors fiir die Entstehung des Hirnddems. Wir
konzentrierten uns dabei nicht nur auf das Hirnddem, sondern auch auf den ICP, den
CBF, sowie auf die Grof3e der Nekrose und auf das funktionelle Outcome der Tiere,

iiber deren Beeinflussbarkeit bislang in der Literatur nichts bekannt ist.
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2. MATERIAL UND METHODEN

Die Experimente wurden im Zeitraum zwischen Mai 2002 und Juni 2004 am Institut
fiir Chirurgische Forschung in Miinchen durchgefiihrt. Die Untersuchungen sind in
drei Abschnitte unterteilt. Im ersten Abschnitt etablierten wir ein standartisiertes und
reproduzierbares Traumamodell; im zweiten untersuchten wir die therapeutische
Beeinflussbarkeit der Entstehung des sekundidren Hirnschadens durch eine
Entlastungskraniektomie. SchlieBlich priiften wir im dritten Abschnitt den Beitrag
des Bradykinin B;- und B,- Rezeptors an der Ausbildung des sekundéren
Hirnschadens an Hand von knock-out Tieren und durch pharmakologische

Rezeptorblockade durch den B,- Rezeptorantagonisten LF 16-0687.

2.1. Versuchstiere und Tierhaltung

Fiir unsere Versuche verwendeten wir miannliche Méuse des Stammes C57/Bl6, die
wir entweder von Charles River, (C.R., Kisslegg, Germany) oder aus unserer
Eigenzucht im Haus bezogen. Wir achteten darauf, dass wir in einer Studie nur
Mause gleicher Herkunft verwendeten. Die Tiere hatten ein Korpergewicht zwischen
25 und 28 Gramm und wurden wéhrend der Versuche in Einzelkédfigen mit einer
hell-dunkel Tageszeitrhythmik von 12 Stunden gehalten. Die Versuchstiere erhielten

zu jeder Zeit pra- und postoperativ Futter (Ssnif, Soest) und Wasser ad libitum.

2.2. Allgemeine Versuchsbedingungen

In allen Versuchsabschnitten erfolgte die Gruppenzuteilung der Versuchstiere
randomisiert. Der Operateur war wéihrend der Versuchsdurchfiihrung und der

Auswertung, insbesondere auch bei der Durchfiihrung der neurologischen

Nachuntersuchung der Tiere, verblindet. Die Applikation von pharmakologischen
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Substanzen erfolgte nach codierter Zubereitung durch medizinisch-technische

Assistentinnen ebenfalls blind durch den Operateur.

2.2.1. Narkose

Bei unseren Experimenten kamen, abhingig von der Dauer des Eingriffs, zwei Arten
von Narkose zum Einsatz:

Bei einer Anisthesiezeit von unter 40 Minuten wurde die Narkose mit einem
Gasgemisch aus 30% Sauerstoff (O,), 68% Lachgas (N,O) und 1,0 bis 1,5%
Halothan (Halothan Eurim, Eurim-Pharma Arzneimittel GmbH, Piding,
Deutschland) durchgefiihrt. Die Tiere lieBen wir spontan iiber eine Maske atmen.
Zur Narkoseeinleitung wurden die Tiere in eine kleine Plastikkammer gesetzt und
atmeten fiir | Minute 4% und fiir weitere 2 Minuten 2% Halothan (30% O, und 67%
N,O). Zur Ausleitung der Narkose wurde die Zufuhr von Halothan und Lachgas
gestoppt und den Maiusen fiir eine weitere Minute reiner Sauerstoff zum Atmen
angeboten.

Fiir Langzeitbeobachtungen iiber 4 bis 5 Stunden ist es nicht moglich eine
Maskennarkose durchzufiihren. Durch die Akkumulation der Gase im Fettgewebe
kdme es zur Lidhmung der Atemmuskulatur und zur drastischen Verschlechterung
der Blutgase. Fiir derartige Fragestellungen wurden den Tieren ein Narkosecocktail
aus den Sedativa Midazolam (5 mg/kg KG, Roche, Basel, Schweiz) und
Meditomidin (0,5 mg/kg KG, Dr. E. Graub AG, Basel, Schweiz), sowie dem
Analgetikum Fentanyl (0,05 mg/kg KG, Janssen-Cilag, Neuss, Deutschland)
gewichtsadaptiert intraperitoneal (i.p.) injiziert (vgl. Abb. 2).
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Meditomedin | Midazolam | Fentanyl | Meditomidin | Midazolam | Fentanyl | Gesamt
mg/kg KG 0,5 1 0,05
Tiergewicht mg mg mg ml Ml ml ml
23 0,0115 0,1150 0,0012 0,0115 0,1150 0,0230 | 0,1495
24 0,0120 0,1200 0,0012 0,0120 0,1200 0,0240 | 0,1560
25 0,0125 0,1250 0,0013 0,0125 0,1250 0,0250 | 0,1625
26 0,0130 0,1300 0,0013 0,0130 0,1300 0,0260 | 0,1690
27 0,0135 0,1350 0,0014 0,0135 0,1350 0,0270 | 0,1755
28 0,0140 0,1400 0,0014 0,0140 0,1400 0,0280 | 0,1820
29 0,0145 0,1450 0,0015 0,0145 0,1450 0,0290 | 0,1885
1000 0,5000 5,000 0,0500 0,5000 5,000 1,000 | 6,5000

Abb. 2 : Gewichtsabhiingige Injektionsmengen von Meditomidin, Midazolam und Fentanyl zur
intraperitonelaen Verabreichung bei der Narkoseeinleitung.

Um die Anisthesie aufrecht zu erhalten, muflite alle 60 Minuten 1/3 der
Ausgangsdosis nachgespritzt werden. Die Tiere wurden intubiert und kontrolliert mit
einem Respirator fiir Kleintiere (MiniVent 845, Hugo Sachs Elektronik, March-
Hungstetten, Deutschland) beatmet (Atemfrequenz 150 / min, Atemvolumen 200
ul). Zur Kontrolle der Narkosefithrung wurde mit Hilfe der Mikrokapnometrie
(Micro-Capnograph ~ CI 240, Columbus Instruments, Columbus, Ohio, USA)
kontinuierlich der paCO, in der Expirationsluft der Mause gemessen. Als
Zielparameter wurde ein paCO, von 35 bis 45 mmHg angestrebt. Zur Ausleitung der
Narkose wurde jedes der verwendeten Medikamente einzeln gewichtsadaptiert
antagonisiert (Naloxon (/,2 mg/kg KG, CuraMed Pharma GmbH, Karlsruhe,
Deutschland), Flumazenil (0,5 mg/kg KG, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-
Wyhlen, Deutschland) und Antipamezol (2,5 mg/kg KG, Orion Pharma, Pfizer,
Karlsruhe, Deutschland) (vgl. Abb.3). Aufgrund der kiirzeren Halbwertszeiten der

Antagonisten mussten diese mehrmals nachinjiziert werden.
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Atipamezol | Flumazenil | Naloxon | Atipamezol | Flumazenil | Naloxon | Gesamt
mg/kg KG 2,5 0,5 1,2
Tiergewicht mg mg mg ml ml ml ml
23 0,0575 0,0115 0,0276 0,0115 0,1150 0,0690 | 0,1955
24 0,0600 0,0120 0,0288 0,0120 0,1200 0,0720 | 0,2040
25 0,0625 0,0125 0,0300 0,0125 0,1250 0,0750 | 0,2125
26 0,0650 0,0130 0,0312 0,0130 0,1300 0,0780 | 0,2210
27 0,0675 0,0135 0,0324 0,0135 0,1350 0,0810 | 0,2295
28 0,0700 0,0140 0,0336 0,0140 0,1400 0,0840 | 0,2380
29 0,0725 0,0145 0,0348 0,0145 0,1450 0,0870 | 0,2465
1000 2,5000 0,5000 1,2000 0,5000 5,000 3,000 | 8,5000

Abb. 3: Gewichtsadaptierte und spezifische Antagonisierung von Meditomidin, Midazolam und
Fentanyl durch Antipamezol, Flumazenil und Naloxon zur Ausleitung der Nakrose.

Zur Kontrolle der Narkosefiihrung entnahmen wir Blutgase. Bei maskenbeatmeten
Tieren an representativen Kontrollgruppen aus der Arteria carotis communis, bei
intubierten vor und am Ende des Beobachtungszeitraums aus der Arteria femoralis
sinistra. Auf Grund der geringen Blutmenge der Tiere war es nicht moglich

mehrmals am gleichen Tier Blutgasanalysen vorzunehmen.

2.2.2. Temperaturregulation

Um das rasche Auskiihlen der Méause wihrend der Versuche zu vermeiden, wurden
die Tiere auf einer Heizplatte (DC Temperature Control Module 40-90-8C, FHC,
Inc.Frederick Haer & Co., Bowdoinham, ME, USA), die mit einer rektalen
Temperatursonde riickgekoppelt war, gelagert. Die Korpertemperatur der Tiere war
wihrend unserer Experimente konstant bei 36,5 £ 0,1 °C. Nach Ausleitung der
Maskennarkose kamen die Tiere fiir 60 Minuten zur Regeneration in einen Inkubator
(Intensiv-Pflegeinkubator 7510, Drdgerwerk AG, Liibeck, Deutschland) mit einer
Temperatur von 36,0 Grand. Bei Tieren nach Intubationnarkosen wurde diese Zeit

auf 4 Stunden verldngert.
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2.3. Traumaapplikation

Zur Applikation des Traumas wurde der Kopf der narkotisierten Maus in einem
Steriotaxierahmen (Small Animal Steriotactic Frame, Model 900, David Kopf
Instruments, Tujunga, Ca, USA) fixiert (0° horizontal und 3° nach links gedreht) und
eine 15 mm lange frontookzipitale Inzision der Kopfhaut in der Medianlinie
vorgenommen. Die Galea und das Periost wurde iiber der rechten Schidelkalotte
stumpf abprépariert. Unter stindiger Kiithlung mit 0,9% NaCl-Losung wurde mit
einem Bohrer (Uni-drive M, Labset, Paggen Werkzeugtechnik, Starnberg,
Deutschland) der Stiarke 0,8 mm (Hartmetall carbide, Rundkopffrdser, 0,8mm, Nr.
3,241, Paggen Werkzeugtechnik, Starnberg, Deutschland) die Schidelkalotte entlang
des Ansatzes des rechten Musculus temporalis und der rechten Suttura lamboidea
aufgebohrt. Unter Schonung des Sinus sagittalis superior und der Dura mater wurde
die Kalotte manuell iiber die Suttura sagittalis aufgeklappt und blieb am Periost
hingen (vgl. Abb. 4). AnschlieBend wurde die Unversehrtheit der Dura
mikroskopisch kontrolliert und mit physiologischer NaCl- Losung feucht gehalten.
Etwaige Knochenzacken am Trepanationsrand wurden, um das schwellende

Hirngewebe nicht zusdtzlich zu schiadigen, entfernt.

Das Trauma selbst wurde nach dem Modell des Controlled Cortical Impact (CCI)
nach C.E. Dixon durchgefiihrt (Dixon C.E. et al., 1991). Bei unsere Maschine
(Mouse Katjuscha 2000, L.Kopacz, Universitdt Mainz, Deutschland) (vgl. Abb. 5)
konnte man die Geschwindigkeit des pneumatisch angetriebenen Bolzens
(Durchmesser 3 mm), dessen Eindringtiefe ins Hirnparenchym und die Kontaktzeit
auf dem Gewebe frei wiahlen. Alle Versuche wurden, auf der Basis von
Vorversuchen (vgl. S. 42) in gleicher Einstellung mit einer Geschwindigkeit von 8
m/s, einer Eindringtiefe von 1 mm und einer Kontaktzeit des Bolzens auf dem

Gewebe von 150 ms durchgefiihrt.
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CCI 8m/s; 1mm; 150 ms)

Kraniotomie

Abb. 4: Schematische Zeichnung des Miuseschidels mit Darstellung der Traumaposition und des
Kraniotomiegebietes.

Bolzen
Lichtschranke
Mikroschraube

Abb. 5: Traumamaschine (Controlled Cortical Impact) mit dazugehdrigem Steuergerit. Mit Hilfe
der Mikrometerschraube ldsst sich die Eindringtiefe des Bolzens ins Hirnparenchym exakt
einstellen.
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Die Geschwindigkeit des Bolzens wurde mit Hilfe einer im Gerit integrierten Laser
Lichtschranke 1 cm oberhalb der Hirnoberflache gemessen.

Durch das mechanische Trauma riss in 50% der Fille die Dura mater ein und es kam
zu kleinen Blutungen. Unmittelbar nach der Blutstillung wurde die Schadelkalotte
repositioniert und mit Histoacryl Gewebekleber (Histoacryl®, Braun-Melsungen,
Melsungen, Deutschland) fixiert. Nach Spiilung des Situs (NaCl-Losung) wurde die
Wunde mit einer Hautnaht verschlossen (Ethibond Excel 5/0, geflochten Polyester
beschichtet, Manufacturer Johnson & Johnson Intl., c/o European Logistics Centre,

Briissel, Belgien).

2.4. Untersuchungen zur Modeletablireung

2.4.1. Bestimmung des Nekrosevolumens

In einer ersten orientierenden Studie wurde an 30 Tieren das Kontusionsvolumen 12
Stunden nach CCI Trauma bestimmt. In den 9 Traumagruppen (plus 1 sham Gruppe,
n=3) wurden unterschiedliche Geschwindigkeiten (6 m/s, 8 m/s und 10 m/s) und
Eindringtiefen des Bolzens ins Hirngewebe (0,5 mm, 1,0 mm und 1,5 mm)
kombiniert.

Zur Quantifizierung des Kontusionsvolumens wurden die Gehirne zu dem
gewiinschten Zeitpunkt den Miusen entnommen. Dazu wurde die Schidelkalotte
medial von occipital nach frontal eroffnet und auseinandergedringt. Nach
Abtrennung der spinalen Fasern und Durchtrennung der Hirnnerven konnte das
Gehirn mit einem Dissektionsspatel mobilisiert und entnommen werden. Unmittelbar
daran wurde es mit Hilfe von Trockeneis schockgefrohren und konnte bei -20°C
gelagert werden. AnschlieBend wurden mit einem Kryostaten (CryoStar HM 560,
Microm, Walldorf, Deutschland) 10 um dicke koronare Schnitte angefertigt. Im
Abstand von 500 pm wurden die Schnitte auf einen Objekttriger aufgenommen (76

x 26 x 1 mm, Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Kénigshofen, Deutschland)
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und nach Nissl gefiarbt. Die gefarbten Hirnschnitte wurden fotografiert und mit
einem digitalen Bildbearbeitungsprogramm (Opitmate 6.51, Media Cybernetics,
Silver Spring, MD, USA) vermessen. Dabei haben wir jeweils die Nekroseflache, die
ungeschédigte ipsilaterale und die gesamte kontralaterale Fldche bestimmt.

Um den Einfluss der Hirnschwellung auf die GroéBe der nekrotischen Flache
auszugleichen, wurden diese mit einem Quotienten aus der gesunden Hemisphire
und der geschidigten Hemisphédre multipliziert (vgl. Abb. 6). Somit lieBen sich
odemkorregierte Nekroseflaichen berechnen.

Durch Multiplikation der Nekroseflichen mit deren Abstinde konnte man unter

Zuhilfenahme der Formel aus Abb. 7 auf die entgiiltige Kontusionsgrof3e schlie3en.

gesunde Hemisphére
Nekrose- = * Nekroseflache
fliche (korr.) (Nekroseflache + ipsilat. ungeschadigte Fliache)

Abb. 6: Formel zur Odemkorrektur der Nekrosefldchen

0,5(A1 +A+ A3+ ...+ A

Abb. 7: Formel zur Berechnung der KontusionsgroBe
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2.4.2. Quantifizierung der motorischen Funktion

Um den Einfluss des Kontusionsschadens auf die neurologische Funktion der Tiere
zu bestimmen, unterzogen wir diese einen Tag vor und bis zu 3 Tage nach Trauma
eine Batterie funktionaler Tests. Um einen Uberblick iiber die neurologischen
Defizite zu bekommen, fassten wir die 9 Einzelgruppen (n=3) in 3 Ubergruppen
(n=9) mit geringgradiger (mild), mittelgradiger (moderate) und starker
Traumaschadigung (strong), sowie einer sham operierten Kontrollgruppe (n=3),
zusammen. Die mild Gruppe umfasste Tiere mit folgenden Traumaparametern:
Geschwindigkeit 6 m/s und Eindringtiefe 0,5 mm, 6 m/s und 1,0 mm sowie 8 m/s
und 0,5mm. Zu den moderate geschadigten Méusen rechneten wir Tiergruppen, die
mit einer Geschwindigkeit von 6 m/s und einer Eindringtiefe von 1,5 mm, 8§ m/s und
Imm sowie 10 m/s und 0,5 mm traumatisiert wurden. Die Gruppen, die wir zu den
strong geschidigten zdhlten, wurden mit 8m/s und 1,5 mm, 10 m/s und 1,0 mm
sowie 10 m/s und einer Eindringtiefe von 1,5 mm traumatisiert. Bei unseren
Untersuchungen beriicksichtigten wir neben dem Allgemeinbefinden der Tiere,

Verhaltensverdnderungen und Paresen auch das Koordinationsvermogen der Méuse.

Zur objektiven Beurteilung des Allgemeinbefindens der Tiere nach traumatischer
Hirnschddigung ist die Beobachtung des Gewichtsverlaufs ein sensitiver Marker.
Dazu wurden die Maiuse tdglich auf einer automatischen Waage, die
Bewegungsartifakte der Tiere ausschlieBt, gewogen (Navigator® Ohaus, Pine
Brooks, NJ, USA ). Um die geringen Gewichtsschwankungen anschaulich darstellen
zu konne, wurde das Ausgangsgewicht der Mause 1 Tag vor Traumaapplikation als

100% angenommen und die Verdnderungen in Prozent dazu angegeben.

Zur objektiven Verhaltensbeurteilung der Mause entwickelten wir einen

neurologischen Score. In ihn flossen physiologische Parameter, wie Atmung und
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Aktivitit, die Beurteilung des allgemeinen Verhaltens wie Klettern, Nestbau, Stehen
auf den Hinterpfoten, Interesse bei Kéfigoffnung oder Fluchtverhalten ebenso mit
ein, wie die Priifung der Sensomotorik. Hierzu verwendeten wir den Meatus ear
Reflex (heftiges Kopfschiitteln bei Berithrung des Meatus acusticus mit einem
Wattestabchen), den Moving whiskers Reflex (Bewegung der Barthaare bei
Beriihrung), den Pinch tail Reflex (Fluchtverhalten bei geringem mechanischen
Schmerzreiz am Schwanz) und den Flection Reflex (Hochheben der entsprechenden
Extremitdt bei mechanischem Druck auf die Pfote). Wie aus der nachstehenden

Tabelle (Abb. 8) ersichtlich, ergab sich ein maximaler Punktewert von 80.

Fiir die Messung der Kraft und der Motorik der vorderen Extremitit verwendeten
wir den Grasp strength Test und den Forepaw contraflection Test.

Die Apparatur des Grasp strength Tests bestand aus einem 70 cm langen Draht, der
auf 1 m Hohe zwischen zwei hdlzernen Seitenplatten eingespannt war. Zur
Quantifizierung der Kraft wurde die Zeit gemessen, wie lange die Méause mit ihren
vorderen Extremitidten in der Mitte des Drahtes hdngen konnten, wobei eine
maximale Zeit von 30 Sekunden festgesetzt wurde. Mit einer Regenerationspause
von 5 Minuten wurden die Versuche tdglich 3 mal wiederholt und der Mittelwert
bestimmt.

Beim Forepaw contraflection Test wurden die Tiere am Schwanz 3 cm iiber einer
glatten Tischoberfliche gehalten. Gesunde Maiuse streckten dabeir beide
Vorderpfoten in Richtung der Oberfliche aus, um den Boden zu beriihren. Nach
Schiadigung der Kortexstruktur treten dabei Paresen oder Plegien der
korespondierenden Extremitdten auf. Die Funktionalitdt wurde mit intakt (1 Punkt)

oder nicht intakt (0 Punkte) bewertet.
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Neuroscore

normal 10

Atmung | leichte Dyspnoe 5

massive Dyspnoe 0
aufgeweckt 10

Allgemeines Befinden Aktivitdt | eingeschrankt 5
somnolent 0
normal 10

Verhalten | dngstlich (zittert) 5

aggressiv 1

Klettern 5

Nestbau 5

Spezifische Verhaltensmuster Stehen auf den Hinterpfoten >
Interesse bei Kifigoffnung 5

Flucht von freien Fldchen 5

Stopp am Tischrand 5

Meatus ear Reflex 5

Sensomotorik Moving whiskers Reflex 5
Pinch tail Reflex 5

Flection Reflex 5
Gesamt 80

Abb. 8: Punkteverteilung beim Neuroscore mit Beriicksichtigung des Allgemeinbefindens,
spezifischer Verhaltensmuster und der Sensomotorik der Mause.
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Zur Beurteilung der motorischen Funktion der hinteren Extremitit und des
Koordinationsvermdgens verwendeten wir den Beam walking Test. Die Anordnung
bestand aus einem im Durchmesser 8 mm starken und 1 m langen Holzstab, der auf
75 cm Hohe zwischen zwei seitlichen Platten eingespannt war. Beim Uberschreiten
des Balkens wurden die Fehltritte der zur Seite des Traumas korrespondierenden
kontralateralen hinteren Extremitdt abgezdhlt (Abb. 9). Um einen Anreiz fir die
Tiere zu schaffen den Holzstab zu iiberqueren, nutzten wir die Lichtscheue der
Maiuse aus und bestrahlten die Konstruktion mit einer OP-Leuchte. Der Versuch
wurde mit einer Regenerationspause von jeweils 1 Minute 3 mal téglich

durchgefiihrt und aus den Ergebnissen ein Mittelwert gebildet.

Abb. 9: Fotografische Darstellung der Befunde beim Beam walking Test: A) korrekte Position
der hinteren Extremitdt beim Aufsetzen auf den Balken; B) Abrutschen der hinteren Extremitét
vom Balken infolge der cerebralen Schidigung.

Neben den motorischen Fihigkeiten untersuchten wir auch Orientierungs-,
Koordinations- und Lernvermdgen der Tiere mit dem Barnes circular Maze und dem
Morris water Maze Test:

Die Vorrichtung des Barnes Maze bestand aus einer runden Plattform mit einem
Durchmesser von 150 cm, auf der 40 Locher (Durchmesser 5 cm) in exakt gleichen
Abstinden, und einer Distanz von 5 cm vom Rand, angebracht waren.Um den
Antrieb der Tiere zu stimulieren, wurde die Konstruktion von einer OP-Leuchte
bestrahlt. Unter einem der 40 Locher war ein dunkler Kéfig (12 x 5 x 3 cm)

angebracht. Der Versuchsaufbau war optisch vom restlichen Raum abgeschirmt. Zu
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Beginn der Experimente wurden die Méuse fiir 1 Minute in den Kéfig gesetzt.
AnschlieBend wurden sie inmitten der hell ausgeleuchteten Plattform positioniert.
Wegen ihrer Lichtscheue, suchten die Méduse den dunklen Kéfig unter eines der 40
Locher. Zur Orientierungshilfe waren an drei der vier Seiten in Augenhohe der
Maiause ein Kreis, ein Rechteck und eine Raute von je 30 cm Durchmesser
angebracht. Zur quantitativen Auswertung wurden die Fehlversuche innerhalb von 5
Minuten gezéhlt, separat dazu die Fehlversuche, bei der sich die Mduse um mehr als
5 Locher geirrt hatten. Um eine Beeinflussung der Orientierung durch
Geruchsmarken zu vermeiden, wurde die gesamte Vorrichtung zwischen den
einzelnen Veruschen desinfiziert.

Die Vorrichtung des Morris water Maze bestand aus einem 1 m tiefen Wasserbecker
(Durchmesser 86 cm), der mit 24 + 1°C warmen Wasser gefiillt war. Das Wasser
wurde mit ungiftiger Kindermalkastenfarbe (Faber Kastell 402) schwarz eingefarbt.
In dem Wasserpool wurde eine hohenverstellbare schwarze Plattform so
positioniert, dass deren Oberfliche 5 mm unterhalb der Wasseroberfliche und in
mitten eines der vier Quadranten positioniert war. Zur Orientierung wurden den
Tieren ein 15 cm groBBes weiles Kreuz, ein Rechteck und ein Kreis an den Wénden
von drei der vier Quadranten angeboten. Fiir die Durchfiihrung der Versuche wurden
die Miuse, nachdem man sie mit der Existenz der Plattform vertraut gemacht hatte,
in randomisierter Blickrichtung inmitten des Wasserbeckens gesetzt. Zur
Quantifizierung der Orientierung-, Kognitions- und motorischen Féhigkeiten wurde
die Zeit gestoppt, bis die Maus die Plattform gefunden hatte (maximal 60 Sekunden).
Zur Einpragung der optischen Situation lieBen wir die Méause anschlieend fiir
weitere 30 Sekunden auf der Plattform sitzen. Dieser Versuch wurde dreimal téglich
wiederholt, wobei den Tiere zwischen den einzelnen Versuchen eine
Regenerationspause von mindestens 5 Minuten gewéhrt wurde. Um das Auskiihlen

der Tier zu vermeiden, wurden deren Kéfige mit einer Warmelampe bestrahlt.
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2.5. Untersuchung pathophysiologischer Verinderungen nach CCI Trauma

2.5.1. Bestimmung des Hirnddems

Um das Hirnédem nach CCI Trauma zu quantifizieren, wurde an 30 Tieren (n=6) in
einer sham Gruppe und 6h, 12h, 24h und 48h nach Trauma der prozentuale
Hirnwassergehalt der ipsi- und der kontralateralen Hemisphdre bestimmt. Dazu
wurde das Feucht- und Trockengewicht, nach Abtrennung des Bulbus olfactorius
und des Cerebellums, ermittelt (Mettler Toledo AG-Waagen, AG245, Greifensee,
Schweiz) und das Odem mit nachstehender Formel berechnet (vgl. Abb. 10). Um den
Hirnen jegliche Fliissigkeit zu entziehen wurden diese, nach Entnahme und erstem

Wiegen, fiir 24h in einem 100°C heillen Inkubator getrocknet.

Wassergehalt = ((Gewicht des feuchten Gewebes — Gewicht des trockenen

Gewebes) / Gewicht des trockenen Gewebes) * 100

Abb. 10: Formel zur Berechnung des prozentualen Hirnwassergehalts bei bekanntem Feucht und
Trockengewicht der Hirne

2.5.2. Messung des ICP und des CBF

Um akute Verdanderungen des Hirndrucks und der cerebralen Durchblutung nach
experimentellem SHT nachzuweisen, wurden diese an 7 Tieren fiir einen Zeitraum
von 10 Minuten vor und bis 120 Minuten nach CCI Trauma kontinuirlich bestimmt.
Zudem wurde an zwei weiteren Gruppen (n=7) 3 und 6, sowie 12, 24 und 48
Stunden nach CCI ICP-Kontrollmessungen vorgenommen.

Der intrakraniellen Druck wurde mit Hilfe einer Mikro-ICP Sonde (/CP-Sonde,
Mammendorfer Institut fiir Physik und Medizin, Mammendorf, Deutschland)
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aufgezeichnet. Die Sonde hat einen Durchmesser von 0,9 mm und an deren Spitze

einen Mikrochip zur Druckaufnahme (vgl. Abb. 11).

Mikroship zur
Druckaufnahme

Abb. 11: Mikro-ICP Sonde (Z 0,9 mm)

Nach Anlage eines 1,1 mm groBen  Bohrlochs ca. 1,0 mm rostral der
Trepanationsvorderkante (vgl. Abb. 12), wurde die kalibrierte Sonde mit einem
Mikromanipulator 3 mm in das Hirnparenchym eingefiihrt.

Die cerebrale Durchblutung wurde unter Verwendung der Laser Doppler Fluxmetrie
(Perflux 4001 Master, Perimed, Stockholm, Schweden) liber der kontralateralen
Hemisphdre gemessen (vgl. Abb. 12). Dazu wurde der linke Musculus temporalis
stumpf von dessen Knochenansatz abprapariert und die Glasfasersonde
(Masterprobe 418-1, Perimed, Jdrfdilla, Schweden) zwischen der Gabelung der
Arteria menigea media, die durch den diinnen Schidelknochen durchscheint,
platziert und mit Krazy Glue Zweikomponenten Kleber fixiert (Krazy Glue, Elmers
Products Canada Inc., Ontario, Canada und Insta-set, Plastruct, City of Industry,
CA, USA).
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ICP

Trauma

CBF Kraniotomie

Abb. 12: Lokalisation der ICP- und der CBF Sonden, sowie der Kraniotomie.

2.5.3. Bestimmung des Nekrosevolumens

In einer ersten Studie wurde an 14 Tieren untersucht, ob sich nach experimentellem
SHT innerhalb von 24 h ein sekundires Nekrosewachstum zeigt. Dazu wurde an n=7
Tieren, in oben beschriebender Technik (vgl. Kap. 2.4.1.), das Nekrosevolumen 15
Minuten und 24 Stunden nach CCI bestimmt. Zur Untersuchung der Dynamik des
sekunddaren Nekrosewachstums wurden an weiteren 49 Madiusen (n=7) die
Nekrosevolumina zu unterschiedlichen Zeitpunkten ermittelt (15 min., 2h, 6h, 12h,

24h, 4d und 7d).
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2.6. Einfluss der Entlastungskraniektomie auf den sekundiren Hirnschaden

2.6.1. Versuchsprotokoll

An insgesamt 140 Tieren wurde die therapeutische Beeinflussbarkeit des sekundéren
Hirnschadens nach CCI Trauma untersucht. Die Versuche wurden in Intubations-
oder Masekennarkose durchgefiihrt (vgl. Kap. 2.2.1) .

Im einzelnen wurde der ICP und der CBF von kraniektomierten und nicht
kraniektomierten Maéusen (insg. 42; n=7) kontinuierlich 120 Minuten nach
Traumaapplikation, bzw. in zwei weiteren Gruppen 3h und 6h, sowie 12h, 24h und
48h nach Trauma gemessen.

Zur Quantifizierung des strukturellen Gewebeschadens wurde an insgesamt 28
kraniektomierten und nicht kraniektomierten Tieren das Kontusionsvolumen 15
Minuten und 24h nach CCI Trauma bestimmt.

Zudem wurde an Hand einer sham-, Kontroll- und Kraniektomiegruppe (n=7) an 21
Maiusen die Beeinflussbarkeit der Hirnddembildung untersucht. Dazu wurde der
Hirnwassergehalt ermittelt (vgl. Kap. 2.5.1.).

Um einen Einfluss der Kraniektomie auf die neurologische Funktion der Tiere zu
tiberpriifen, untersuchten wir 14 Miuse (n=7) reprasentativ mit dem Beam walking
Test und bestimmten deren Korpergewichte (vgl. Kap. 2.4.2.) tiglich in einem
Zeitraum von 3 Tagen pri- bis zu 8 Tagen postoperativ.

AbschlieBend haben wir das therpeutische Fenster der Entlastungskraniektomie
untersucht. Dazu haben wir bei 35 (n=7) Versuchstieren das Kontusionsvolumen 24h
post CCI Trauma in oben beschriebener Weise bestimmt. Die Kraniektomie wurde
dabei entweder unmittelbar nach dem Trauma (15 min.), oder mit einer Verzégerung
von 1h, 3h oder 8h ausgefiihrt. Als Kontrolle wurde bei einer weiteren Gruppe auf

die Kraniektomie verzichtet.
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2.6.2. Durchfithrung der Entlastungskraniektomie

Die Prédparation der Maus und die Durchfiihrung des CCI Traumas erfolgte wie in
Kapitel 2.3. beschrieben. Erst nach Applikation des Traumas wurde die Maus durch
das Ziehen eines Loses in die Kraniektomie oder nicht-Kraniektomiegruppe
randomisiert. Wiahrend bei nicht kraniektomierten Maéusen die eroffnete
Schédelkalotte repositioniert und fixiert wurde, wurde bei kraniektomierten Tieren
das gesamte Knochenstiick vom Periost gelost und entfernt. Es folgte ein

Wundverschlufl durch Hautnaht und Gewebekleber.

2.6.3. Messung der Hirntemperatur

Um einen neuroprotektiven Effekt einer lokalen Hypothermie des Hirngewebes im
Kraniektomiegebiet auszuschlieen, haben wir 12 Stunden nach Traumaapplikation
die Hirngewebetemperatur repriasentativ an 3 kraniektomierten und 3 nicht-
kraniektomierten Versuchstieren gemessen. Hierzu wurde ein kleines Bohrloch tiber
dem traumatisierten Areal angelegt und die Mini- Temperatursonde (Miniatur-
Thermoelement 2ABAc 025, & 0,61 mm, Philips, Thermocoax, Hamburg,
Deutschland) mit Hilfe eines Mikromanipulators 1 mm in das Hirngewebe

eingefiihrt.
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2.7. Einfluss des Kallikrein-Kinin Systems fiir die Entstehung des sekundiiren

Hirnschadens

2.7.1. Messung der Bradykininkonzentration

In unseren ersten Untersuchungen gingen wir der Frage nach, ob Bradykinin, als
Hauptmediator des Kallikrein-Kinin Systems, nach experimentellem Schédel-
Hirntrauma an der Maus, vermehrt im Gewebe freigesezt wird. Ein besonderes
Interesse galt dabei dem Zeitpunkt, wann und wie lange Bradykinin im Parenchym
nachweisbar ist. In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Jiirg
Nussberger (Abteilung  fiir Hypertension und vaskulire Erkrankungen,
Universitdtsklinikum Vaudois (CHUV), Lausanne, Schweiz), lieBen wir die
Bradykininkonzentrationen im Hirnparenchym zu unterschiedlichen Zeitpunkten
nach CCI Trauma bestimmen.

15 C57/Bl6 Miusen wurden, in Halothan Maskennarkose, einem CCI Trauma der
rechten Hirnhemisphire unterzogen. Zudem wurden zwei Bradykinin B,- knockout
Mause B, (-/-) traumatisiert und 3 C57/Bl6 Tiere sham operiert. Nach 2h, 4h, 8h, 24h
und 48h wurden je n = 3 der 15 C57/Bl6 Mause geopfert. Die sham operierten und
die B, (-/-) Miuse wurden 6h nach Trauma getotet. AnschlieBend wurden die Hirne
der Tiere entnommen und die Hemisphiren getrennt. Aus der traumatisierten
Hemisphire haben wir mit einem Skalpell einen Gewebeblock (4 x 4 x 4 mm)
herausgeschnitten, der sowohl den Kontusionsherd, wie auch umliegendes Gewebe
enthielt. Somit konnten wir davon ausgehen, dass nicht nur nekrotisches Gewebe,
sondern auch Penumbragewebe in diesem Parenchymblock enthalten war. Aus der
kontralateralen Hemisphdre entnahmen wir ebenfalls einen korrespondierenden
Gewebeblock. Um weitere Stoffwechselvorginge zu unterbrechen, wurden die
Proben in Trockeneis fixiert, bei —80 °C gelagert und verschickt. Mi Hilfe von RIAs
wurde i1m Labor von Prof. Nussberger die Bradykininkonzentration in

fmol /g Gewebe bestimmt (Pellacani A., et al., 1994; Nussberger J. et al., 1998).
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2.7.2. Die Rolle der Bradykinin B;- und B,- Rezeptoren

Um zu differenzieren, ob die Wirkung der Bradykinine iiber Bradykinin B;- oder B,-
Rezeptoren vermittelt ist, haben wir an 14 B, und B, knock-out Méusen (n=7) im
Vergleich zu 14 rezeptorkompetenten C57/B16 Kontrolltieren (n=7) die
Kontusionsvolumina 24h, bzw. 12h, nach CCI Trauma, in Kap. 2.4.1.
beschriebener Technik, bestimmit.

Aufgrund der begrenzten Tierzahl konnten wir das Hirnddem und das neurologische
Outcome nur bei B, knock-out Méusen untersuchen. In drei Gruppen, bestehend aus
sham operierten-, C57/Bl6 Wildtyp- und B, knock-out Tieren (n=6), haben wir den
Hirnwassergehalt 24h nach Trauma gemessen (vgl. Kap. 2.5.1.).

Zudem haben wir, zur Uberpriifung der neurologischen Funktion, den Verlauf des
Korpergewichtes vom OP Tag bis zu 7 Tage post CCI, sowie deren motorischen
Féhigkeiten im Beam walking Test in einem Zeitraum von 4 Tagen vor, bis zu 7
Tagen nach dem Trauma, bei B, knock-out versus C57/Bl6 Tieren (n=6) untersucht

(vgl. Kap. 2.4.2.).

2.7.3. LF 16-0687 — ein spezifischer B,- Rezeptor Antagonist

Das nicht-Peptid LF 16-0687 Ms. (I-//2,4-dichloro-3-[[(2,4-di-methylquinolin-8-
vl)oxy fmethyl ] phenyl ] sulfonyl] - N- [3- [[4- (aminoiminomethyl) phenyl] carbonyl-
amino [ propyl] -2 (S) — pyrrolidine) carboxamide, MW989 (Didi Pruneau et al.,
Dr.P.Dodey, Fournier Research Laboratories, Daix, Frankreich) wird als
spezifischer Inhibitor des Bradykinin B, Rezeptors beschrieben (Pruneau D. et al.,
1999 (a); Pruneau D.et al., 1999 (b); Houle S. et al., 2000; Stover J.F. et al., 2000 (a);
Stover J.F. et al., 2000 (b); Rachinsky M. et al., 2001; Kaplanski J. et al., 2002;
Zausinger S. et al., 2002; Asa I. et al., 2003; Kaplanski J. et al., 2003).
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Die Substanz lag in Pulverform vor und wurde bei maximal 4°C und ohne Zufuhr
von Licht gelagert. Fiir jede einzelne Verabreichung wurde sie mit NaCl in einer

Konzentration 1 mg / 5 ml aufgeldst.

2.7.3.1. Versuchsprotokoll

Ausgehend von der von Laboratories Fournier vorgeleten Enzymkinietik von LF 16-
0687 bei Miusen und Ratten (vgl. Abb. 13), und der bereits zur Verfiigung
stchenden Literatur, haben wir unsere Versuche mit zwei verschiedenen

Wirkstoffkonzentrationen durchgefiihrt.

800 | | | | I I I
—&o—Rat: 1 mg/kg
700 ]
T \ ——Rat: 3 mg/kg
600 \ —8— Mouse 1 mg/kg ]
—a— Mouse: 2*1 mg/kg (at Oh and 7,5h) —

500 \
400 \
300

AN
200 )

Konzentration (ng/ml)

100 -

. B —

0 025 05 075 1 125 15 1,75 2 2,25 25 2,75 3 3,25 35 3,75 4
Zeit (h)

Abb. 13: Pharmakokinetik von LF 16-0687 bei der Maus und der Ratte fiir unterschiedliche
Konzentrationen; Fournier Research Laboratories, Daix .
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2.7.3.1.1. Therapiegruppe mit 0,3 mg/kg KG LF16-0687

An n = 12 C57/Bl6 Mause untersuchten wir den Einfluss von LF 16-0687 Ms. auf
den Verlauf des ICP, CBF und des MAP nach CCI Trauma. Dazu wurden die Tiere
mit Midazolam, Dormicor und Fentanyl narkotisiert, intubiert und kontrolliert
beatmet (vgl. Kap. 2.2.1). Das Trauma wurde {iber der rechten Hemisphére appliziert
(vgl. Kap. 2.3.). Wéhrend der gesamten Beobachtungszeit von 10 Minuten vor und
bis zu 120 Minuten post CCI Trauma wurde der ICP, der CBF und der MAP
kontinuierlich gemessen (vgl. Kap. 2.5.2.).

Fiir die Applikation des Pharmakons und zur Messung des MAP und zur
Blutgasanalyse wurden Katheter in die linke Arteria und Vena femoralis implantiert.
Dazu wurde die intubierte Maus auf dem Riicken gelagert und ein 15 mm langer
Hautschnitt in Verlaufsrichtung des Ligamentum inguinale angelegt. Nach stumpfer
Priparation stiel man auf die Gefd3-Nervenscheide des Beins. Unter Schonung des
Nervus femoralis wurde die A. femoralis von der direkt daneben liegenden V.
femoralis geldst. Ein mikro-Gefdklipp (Zen Temporary Clip, No.10-b, Ohwa
Tsusho Co. Ltd., Tokyo, Japan) wurde auf die A. und V. femoralis direkt distal des
Lig. inguinale gesetzt. Die Blutversorgung des Beins war damit unterbrochen.
Anschlieend ligierten wir die A. und V. femoralis circa 8 mm distal des Klipps
(Ethibond Excel 5/0, geflochten Polyester beschichtet, Manufacturer Johnson &
Johnson Intl., c/o European Logistics Centre, Briissel, Belgien) und koagulierten die
in diesem Gebiet abgehenden Aa. und Vv. perforantes. Mit einer Mikroschere wurde
die Arterie 0,5 bis 1 mm in Léangsrichtung eingeschnitten und ein spitz
zugeschnittener Katheter ( 0,61/ mm OD, 0,28 mm ID, Portex Non Sterile Polythene
Tubing, Sims Portex Ltd., Kent, UK) in das Gefill eingefiihrt und 10 mm
vorgeschoben. Mit einer zuvor angelegten Schlinge wurde dieser befestigt und
zusitzlich mit einem kleinen Tropfen Histoacryl Gewebekleber fixiert, ohne dabei

die direkt daneben verlaufende Vene zu manipulieren. AnschlieBend wurde die
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gestaute Vene ebenfalls mit einem Faden umschlungen und ein spitz zugeschnittener
Katheter, ohne vorheriges FEinschneiden des GefdBles, hineingstochen und 10 mm
weit vorgeschoben und in gleicher Weise wie der arterielle Katheter fixiert. Der
GefaBklipp konnte nun entfernt werden. Um einen thrombusbedingten Verschluss
der Katheter zu vermeiden, wurden diese vor Implantation mit Heparin benetzt
(Heparin-Natrium 25000 LE. / 5ml, B. Braun, Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland) und anschlieBend mit 150 ul/ h NaCl Lésung perfundiert (Digital
Infusion Syringe Pumps, SP 100i, World Precision Instruments, Inc., Sarasota, FL,
USA).

15 Minuten nach Trauma wurde intravends eine initiale Bolusgabe von 0,3 mg/kg
KG LF 16-0687 injiziert und diese alle 30 Minuten in einer Dosis von 0,15 mg/kg
KG wiederholt. Kontrolltieren wurden die gleichen Volumina NaCl Ldsung

verabreicht (vgl. Abb. 14).

Anisthesie (Fentanyl, Meditomidine and Dormicum) i.p.

0 min 60 min 120 min 180 min
Intubation (o(0l¥ |15 min 45 min 75 min 105 min 120 min

Katheter A. /
V. femoralis T T T T

ICP Sonde Bolus 0,15 mg/kg/KG

Laser Sonde 0,3 mg/kg/KG i.v.

i.v.
Kraniotomie

Abb. 14: Versuchprotokoll zur Messung der pharmakologischen Beeinflussbarkeit von ICP, CBF
und MAP durch LF 16-0687.
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An weiteren 28 C57/B16 Mause (n=7) wurden der Einfluss von LF 16-0687 Ms. auf
das Nekrosevolumen und die Odementwicklung 24h nach Trauma untersucht.

Zur kontinuierlichen Applikation des Pharmakons wurden den Tieren subcutan
zwischen den Schulterblittern Alzet Micropumpen (Alzet micro-osmotic pump,
Model 1003D, DURECT Corporation, Cupertino, CA, USA) implantiert.

15 Minuten nach Trauma injizierten wir n = 14 Tieren randomisiert einen initialen
Bolus von 0,5 mg/kg KG LF 16-0687 s.c. und infundierten anschlieend iiber die
implantierten Mikropumpen fiir 24 Stunden 1 pl/h LF16-0687 in einer Konzentration
von 0,25 mg/kg KG. Den Kontrolltieren (n = 14) wurden gleiche Volumina NaCl
Losung verabreicht. 24 Stunden nach Durchfiihrung des Traumas wurde das

Nekrosevolumen bzw. das Hirn6dem in oben beschriebener Weise bestimmt.

2.7.3.1.2. Therapiegruppe mit 3,0 mg/kg KG LF 16-0687

In einem zweiten Versuchsansatz applizierten wir LF 16-0687 in 10facher Dosis und
haben den ICP an 10 Tieren (n=5) in Halothan Kurznarkose 3h, 6h und 10h post CCI
in oben beschriebener Technik bestimmt. LF 16-0687 haben wir dabei in einer
Konzentration von 3,0 mg/kg KG 15 min. und 8h post CCI Trauma s.c. injiziert. An
weiteren 14 Maiausen (n=7) haben wir das Kontusionsvolumen 24h post CCI

untersucht.
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2.8. Statistik

Alle Ergebnisse wurden, wenn nicht anders beschrieben, als Mittelwert +
Standardfehler des Mittelwerts (SEM) angegeben. Fiir den statistischen Vergleich
zwischen verschiedenen Gruppen wurde, fiir normalverteilte Daten, der Student-t-
Test und fiir nicht normalverteilte Daten der Mann-Whitney Rank Sum Test
verwendet. Fiir Untersuchungen iiber die Zeit wurden der Friedman Repeated
Measures ANOVA on the Ranks Test, gefolgt vom Dunnett's All Pairwise Multiple
Comparison Procedure als post hoc Test verwendet. Alle statistischen Berechnungen
wurden mit Sigma Stat 2.0 (Sigma Stat 2,0, Jandel Scientific, Erkarth, German)
durchgefiihrt.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Narkose

Grundlage fiir die Validitit unserer Versuchsergebnisse war eine adédquate
Narkosefiihrung und die Vermeidung unphysiologischer Vitalparameter. Abgesehen
von Einzelfillen konnten wir bei unseren Experimenten keine Mortalitidt beobachten.
Bis zu einer Narkosezeit von 45 Minuten konnten wir mit der Halothan
Maskennarkose, bei der die Tiere spontan atmeten, unter physiologischen

Blutgaswerten Versuche durchfiihren (vgl. Abb 15).

Blutgasanalyse 45 Minuten in Halothan Anisthesie
(n=6, repréisentativ)

pH pO, pCO, Hb Satt Laktat
[mmHQ] [mmHg] [%] [mmol/l]

7,3 126,6 44,22 98,1 1,65
+/- 0,03 +/- 15,6 +/- 8,94 +/- 0,48 +/- 0,77

Abb.15: Blutgaswerte 45 Minuten nach Narkosebeginn bei Tieren mit Halothan
Maskennarkose.

Bei Anwendung der Intubationsnarkose nach Gabe von Midazolam, Meditomidine
und Fentanyl lag der MAP (79 £ 7 mmHg), der pH Wert (7,38 £ 0,07), sowie der
pCO, (36 £ 9 mmHg) und der pO, (119 £ 32 mmHg) der Méuse im physiologischen

Bereich.

40



Anasthesie fur | Blutgase nach 45 Minuten Blutgase nach 220
Narkosen > 45 Anasthesie Minuten
Minuten Anasthesie
MAP | pH | pCO, | pO, | MAP| pH |pCO,| pO,
Meditomidin  |[mmHg] [mmHg] |[[mmHg]|[mmHg] [mmHg]| [mmHg]
Eentanyl 79 17,38 36 119 58 | 7,14 | 44 75
MldaZOIam +/_ .|./_ +/_ .|./_ .|./_ +/_ +/_ +/_
7 0,07 9 32 2 0,07 6 9

Abb. 16: Blutgaswerte fiir Langzeitnarkosen 45 Minuten und 220 Minuten nach Narkosebeginn
und Applikation von Midazolam, Meditomidine und Fentanyl.

3.2. Etablierung des Traumamodells

Mit dem Modell des Controlled Cortical Impact (CCI) gelang es uns reproduzierbare
Schidel-Hirntraumata zu erzeugen. Die digital eingestellte Geschwindigkeit von 8,0
m/s wurde bei 15 Probemessungen mit einer Genauigkeit von 8,01 £ 0,06 m/s (n =
15) erreicht.

Die Vermessung der Kontusionsgrofle bei unterschiedlichen Geschwindigkeiten
(6 m/s, 8 m/s und 10 m/s) und Eindringtiefen des Bolzens ins Hirnparenchym
(0,5 mm, 1,0 mm und 1,5 mm) 12 Stunden nach CCI Trauma zeigte eine
Abhingigkeit zu den gewihlten Parametern. Bei geringer Geschwindigkeit mit
niedriger Eindringtiefe (6 m/s und 0,5 mm) war der Schaden mit 12,96 + 4,02 mm’
nur etwa halb so groB wie bei mittlerer- (21,54 + 0,04 mm’) und nur ein drittel so
grol wie bei maximaler Schidigung mit 1,5 mm Eindringtiefe und einer
Geschwindigkeit von 10 m/s (28,33 + 2,52 mm’) (vgl. Abb. 17 und 18). Bei n =3
sham operierten Tieren konnte mikroskopisch kein Gewebeschaden festgestellt

werden.
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Eindringtiefe (mm)
Geschwindigkeit 0,5 mm 1,0 mm 1,5 mm

(m/s) 6 m/s 12,96 12,35 17,15
4,02 +10,23 + 6,44

8 m/s 17,25 21,54 31,57
+1,95 + 0,04 + 10,26

10 m/s 11,40 18,07 28,33

+ 3,06 + 6,55 +2,52

Abb. 17: Kontusionsvolumina fiir unterschiedliche Geschwindigkeiten und Eindringtiefen des

Bolzens ins Hirnparenchym 12h post CCI (n=3).
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Abb. 18: Kontusionvolumina bei unterschiedlichen Geschwindigkeiten und Eindringtiefen des
Bolzens ins Hirnparenchym 12h nach experimentellem SHT (n=3).

Bei der perioperativen Kontrolle des Korpergewichtes zeigte sich, dass bei sham

operierten Tieren kein relevanter Gewichtsverlust festzustellen war (-0,47 + 3,19%;

1. post OP Tag; n = 3). Bei traumatisierten Méusen fiel jedoch, unabhéngig von den

42




jeweiligen Gruppen, ein Gewichtsverlust von bis zu 10% auf (Abb. 19). Tiere der
mild Gruppe zeigten anndhernd den gleichen Gewichtsverlust (9,39 + 2,60%; n =
9) wie Miuse, die strong traumatisiert wurden (9,62 + 3,90%; n =9). Auch bei der
anschlieBenden Finzelgruppenanalyse, unter Weglassung der Randgruppen mit
minimalen und maximalen Traumaparametern, lieBen sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen nachweisen (Abb. 20).

Gewichtsverlust %

104 —-A—- mid
— —0O- —- moderate
12 4 —%—— strong

....... O------ sham n=9;: MW +/- SEM

-1 oP 1 2 3
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Abb. 19: Prozentualer Gewichtsverlauf nach Controlled Cortical Impact Trauma 1 Tag vor und
bis zu 3 Tagen nach CCI Trauma.
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Abb. 20:  Prozentualer Gewichtsverlauf der Einzeltiergruppen unter Weglassung der
extrem gering und stark traumatisierten Gruppen 1 Tag vor und bis zu 3 Tagen post CCI.

Bei der neurologischen Untersuchung der Tiere im Neuroscore zeigten sham
operierte Kontrolltiere durchgehend einen maximalen Scorewert von 80 Punkten.
Bei allen traumatisierten Tieren hingegen fiel der Punktewert bereits am ersten Tag
nach CCI  Trauma signifikant ab. Am ersten postoperativen Tag war ein
signifikanter Unterschied zwischen den strong traumatisierten Tieren mit 59,44 +
7,68 Punkten und den mild traumatisierten mit 75,83 * 4,17 Punkten (p=0,026; n =
9) festzustellen. An den darauffolgenden beiden Beobachtungstagen ergaben sich

jedoch keine weiteren signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen.
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Abb. 21: Punkteverteilung beim Neuroscore Test mit einer maximalen Anzahl von 80
1 Tag vor und bis zu 3 Tagen post CCL

Zur objektiven Quantifizierung der Motorik der vorderen Extremitit verwendeten
wir den Grasp strength und den Forepaw contraflection Test. Beim Grasp strength
Test konnten wir jedoch keinen signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen
Gruppen feststellen. Tiere der strong traumatisierten Gruppe zeigten lediglich einen
negativen Trend an den Tagen zwei und drei im Vergleich zu den mild, moderate
und sham operierten Méusen (19,88 £ 10,43 Sekunden vs. 25,41 + 7,30 und 24,83 +
7,54 und 23,33 + 6,05 Sekunden am Tag 3; n = 9). Auffallend war auch die starke
Variation der einzelnen Werte vor Traumaapplikation und der stark schwankende

Verlauf der Werte der sham Gruppe.
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Abb. 22: Grasp strength Test: Darstellung der maximalen Zeit (s), die sich die Tiere mit den
vorderen Extremitdten an dem Drahtseil halten konnten.

Bei der Priifung der Streckfunktion der vorderen Extremititen im Forepaw
contraflecion Test zeigten sham operierte Tiere keine Beeintrichtigung. Mild
traumatisierte Tiere zeigten tendenziell eine geringgradige, nicht signifikante
Schwiche, die bereits am dritten postoperativen Tag wieder vollstindig
regeneriert war (1. Tag: 0,78 £ 0,19; 2. Tag: 0,89 + 0,19 und 3. Tag: 1,00 £ 0; n =
9). Die Gruppen moderate und strong wiesen tendenziell jedoch erheblich groflere
Defizite auf. Am zweiten Tag nach Trauma konnte ein singuldr signifikanter
Unterschied zwischen der moderate und sham Gruppe (0,11 £ 0,19 vs. 1,00 £ 0; n =

9; p <0,024) nachgewiesen werden.
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Abb. 23: Punkteverteilung beim Forepaw contraflection Test 1 Tag vor und bis zu 3 Tagen nach
experimentellem SHT.

Die aussagekriftigsten Ergebnisse bei der Untersuchung der motorischen Funktion
und der Motorkoordination erzielten wir mit dem Beam walking Test. Gesunde Tiere
zeigten einen Tag vor CCI Traum 3,27 £+ 1,24 (n = 30) Fehltritte. Am ersten Tag
nach Traumaapplikation wiesen strong und moderate geschidigte Tiere eine im
Vergleich zur sham Gruppe signifikant gesteigerte Fehltrittrate der
korrespondierenden hinteren Extremitét auf (19,93 + 9,66 und 27,18 + 7,51 vs. 0,77
+ 0,66 Fehltritte; n = 9; p <0,003). An den Beobachtungstagen zwei und drei zeigten
alle drei Gruppen eine nicht signifikante Tendenz zur Verbesserung im Vergleich
zum jeweiligen Vortag. Zudem zeigten die strong traumatisierten Tiere einen an den
Tagen zwei und drei weiterhin bestehenden signifikanten Unterschied zur sham
Gruppe (21,04 4,09 vs. 0,66 = 0,71 und 18,04 £+ 6,20 vs. 0,33 £ 0,50 Fehltritte; n =
9; p<0,003).
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Abb. 24: Beam walking Test: Anzahl der Fehltritte 1 Tag vor und bis zu 3 Tagen nach CCI.

Mit Hilfe des Barnes Maze und des Morris Water maze Test {iberpriiften wir das
Zusammenspiel von kognitiver Leistungsfdhigkeit, Orientierung und der
motorischen Funktion. Beim Barnes Maze war am ersten Versuchstag die

Bandbreite der Ergebnisse sehr weit: sie reichte von 22,83 + 12,61 Fehlversuchen in

der sham operierten Tiergruppe bis zu 27,72 + 10,77 Versuchen in der moderate
traumatisierten Gruppe (n = 9). Bereits am zweiten Versuchstag war ein
Trainingseffekt und eine tendenzielle Anndherung der Werte festzustellen. Auch
nach Trauma nahm die Anzahl der Fehlversuche weiter ab. Ein signifikanter
Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen war jedoch nicht nachweisbar. Sham

operierte Tiere zeigten am dritten Tag post OP mit 15,16 + 12,86 deutlich mehr

Fehlversuche als moderate oder strong traumatisierte Mause (7,55 £ 4,92 und 7,16 +
8,74; p = 0,32; n = 9). Auffillig war jedoch, dass die prozentuale Anzahl der Tiere,
die innerhalb des Beobachtungszeitraums von 5 Minuten den Kifig gefunden haben,
vom ersten auf den zweiten Tag tendenziell zugenommen hat. Nach CCI Trauma

zeigte sich eine im Vergleich zur sham Gruppe nicht signifikante Abnahme der
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prozentualen Anzahl in den traumatisierten Tiergruppen. Abgesehen von strong
traumatisierten Mausen (mit nur 33%) haben am dritten post OPTag 66% der mild
und sham traumatisierten Mause und 77% der moderate geschiadigten Tiere

innerhalb von 5 Minuten den Kifig gefunden.

n=9; MW +/- SEM
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10 1
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——W%—— strong

Anzahl der Versuche

-1 OP 1 2 3
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Abb. 25: Barnes ciculare Maze: Anzahl der Versuche bis die Tiere den versteckten Kifig
gefunden haben 1 Tag vor und bis zu 3 Tage post CCL
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Abb. 26:. Barnes Maze: Prozentuale Darstellung der erfolgreichen Miuse, die innerhalb der
vorgegebenen Zeit den Kéfig gefunden haben.

Auch beim Morris water Maze Test reichte die Bandbreite der Ergebnisse am ersten
Versuchstag von 14,06 £ 13,72 Sekunden (strong) bis 24,39 + 22,12 Sekunden
(mild) (n = 9) und hat sich, auf Grund des Trainingseffekts, bereits am zweiten
Versuchstag deutlich konzentriert (6,41 £ 2,64 Sekunden bei sham Tieren vs. 10,50
+ 11,63 Sekunden bei strong traumatisierten Méusen, n = 9). Sham operierte Tiere
zeigten mit 6,33 = 4,85 Sekunden an Tag 1 und mit 6,0 = 3,49 Sekunden an Tag 3
nach Trauma konstante Werte. Am ersten Tag nach CCI haben moderate und strong

traumatiserite Mduse signifikant ldnger gebraucht die Plattform zu erreichen als

sham operierte Tiere (31,67 = 21,97 Sekunden. und 37,67 + 20,93 Sekunden vs. 6,33
+ 4,85 Sekunden; n = 9; p < 0,033). An den darauffolgenden Beobachtungstagen
haben sich traumatisierte Tiere deutlich verbessert, wiesen jedoch sowohl an den

Tagen 2 und 3 nach CCI Trauma im Vergleich zur sham Gruppe signifikant erhohte
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Werte auf. Im Vergleich der unterschiedlichen Traumagruppen miteinander zeigten

sich jedoch nur ein tendenzielle Unterschiede.
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Abb. 27: Morris water Maze Test: Angabe der Zeit (s) bis die Méuse die versteckte Plattform
gefunden haben 1 Tag vor und bis zu 3 Tagen post CCIL.
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3.3. Pathophysiologische Verinderungen nach experimentellem Schidel-

Hirntrauma (CCI)

3.3.1. Anstieg des intrakraniellen Drucks

Die Messung des physiologischen intrakraniellen Drucks 10 Minuten vor
Applikation des experimentellen SHT erbrachte bei pro Minute wiederholten
Messungen durchschnittliche Werte von 1,05 + 0,89 mmHg. Die Werte wiesen dabei
eine Bandbreite von 0,83 £+ 0,75 mmHg bis 1,28 £ 1,25 mmHg (n = 7) auf. Nach
Controlled Cortical Impact Trauma stieg der ICP der Mause bereits innerhalb der
ersten 10 Minuten auf 6,57 £ 2,82 mmHg (n = 7) an. Nach 30 Minuten erreichte er
einen Wert von 14,86 * 8,62 mmHg, nach 60 Minuten 17,71 = 7,59 mmHg und nach
120 Minuten einen Wert von 19,0 £ 4,18 mmHg. Sein Maximum erreichte der
intrakranielle Druck mit 23,0 £ 2,45 mmHg 6 Stunden nach Durchfiihrung des
Traumas. Bereits 12 Stunden nach CCI begann der ICP wieder langsam zu sinken
(21,0 £ 2,83 mmHg; n = 7) und hatte 24 Stunden nach Trauma einen Wert von nur

noch 13,1 + 2,24 mmHg erreicht.
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Abb. 28: Intrakranieller Druck 10 Minuten vor und bis zu 48 Stunden nach CCI Trauma bei nicht
kraniektomierten Tieren. Die ICP Sonde lag dabei in der traumatisierten Hemisphére rostral der
Kontusion.

3.3.2. Abfall der cerebralen Durchblutung

Parallel zur Aufzeichnung des intrakraniellen Drucks haben wir iiber der
kontralateralen Hemisphére kontinuierlich die cerebrale Durchblutung gemessen.
Die jeweilig erreichten Ausgangswerte vor Applikation des Traumas haben wir als
100% angenommen. Unmittelbar nach CCI ist der CBF der kontralateralen Seite von
100% auf 58,55 £ 29,56% (10 min post CCI; n = 7) abgefallen. Im weiteren
Beobachtungszeitraum hat die CBF weiter kontinuierlich abgenommen und seinen
niedrigsten Wert mit 43,01 + 17,54% 50 Minuten nach Traumaapplikation erreicht.
Nach einer Beobachtungszeit von 120 Minuten lag sie bei 64,14 + 37,96% des

Ausgangswerts.
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Abb. 29: Lokale cerebrale Durchblutung iiber der kontralateralen Hemisphire 10 Minuten vor
und bis zu 120 Minuten nach CCI Trauma bei nicht-kraniektomierten Tieren.

3.3.3. Bestimmung der Kontusionsvolumina

Das Nekrosevolumen unmittelbar nach Applikation des Controlled Cortical Impact
Traumas belief sich auf 21,28 + 4,06 mm? (15 min. post CCI; n = 7). Dieser Wert
entspricht dem primédren Hirnschaden, der direkt durch die mechanische Kraft des
Traumas verursacht wurde. Innerhalb eines Zeitraums von 24 Stunden hat sich das
Kontusionsvolumen durch sekundire Schiadigungsmechanismen um 8,86 mm?
signifikant auf 30,14 £ 849 mm?® vergroBert (p < 0,029; n = 7). Auf der
kontralateralen Hemisphdre war weder makro-, noch mikroskopisch ein

Parenchymschaden festzustellen.
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Abb. 30: Fotografische Abbildung Nissl gefirbter Gefrierschnitte 15 Minuten und 24 Stunden
nach CCI Trauma nicht-kraniektomierter Mause. Das nekrotische Gewebe demarkiert sich deutlich
vom ungeschédigten Parenchym.

3.3.4. Entwicklung des Nekrosevolumens tiber die Zeit

Um den zeitlichen Verlauf des Nekrosewachstums quantifizieren zu kdonnen, haben
wir die Kontusionsvolumina zu unterschiedlichen Zeitpunkten von 15 Minuten bis
zu 7 Tagen nach CCI Trauma bestimmt. Dabei haben wir festgestellt, dass das
Nekrosevolumen innerhalb der ersten 24 Stunden signifikant zum Primérschaden 15
Minuten nach Traumaapplikation (17,56 + 3,38 mm?, n = 7) zugenommen hat.
Bereits nach 2 Stunden betrug das Nekrosevolumen 20,93 £ 1,29 mm?, nach 6
Stunden 23,09 + 2,43 mm?® und nach 12 Stunden 26,78 =+ 3,52 mm?3. Das
Kontusionsvolumen erreichte 24 Stunden nach Controlled Cortical Impact Trauma
mit 28,59 + 2,74 mm?® (n = 7) sein Maximum, bevor es auf Grund von
Abbauproszessen der Nekrose wieder kleiner wurde und nach 4 Tagen nur noch

21,93 + 3,34 mm? (n = 7) betrug.
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Abb. 31: Kontusionsvolumina zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach CCI Trauma nicht-
kraniektomierter Méduse von 15 Minuten bis zu 7 Tagen nach Schédel- Hirntrauma.

3.3.5. Bestimmung des Wassergehalts des Hirngewebes

Parallel zum Verlauf des Nekrosewachstums haben wir den Wassergehalt des
Hirnparenchyms beider Hemisphiren bestimmt. Bei sham operierten Tieren zeigte
sich 12 Stunden nach experimentellem SHT zwischen beiden Hemisphédren kein
signifikanter Unterschied des Wassergehalts (77,95 £ 0,33% links vs. 78,12 + 0,39%
rechts; n = 6; p > 0,05). Er entsprach auf beiden Seiten physiologischen Werten
nativer Tiere (78,02 £ 0,19%; n = 4). Bereits 6 Stunden nach Controlled Cortical
Impact Trauma hat der Wassergehalt der traumatisierten Hemisphire hoch
signifikant zugenommen (79,89 + 0,54%; p < 0,001; n = 6) und erreichte 24 Stunden
nach Traumaapplikation mit 81,15 + 0,73% (p < 0,001; n=6) sein Maximum. Zum

gleichen Zeitpunkt konnten wir histologisch auch ein maximales, 6demkorrigiertes
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Nekrosevolumen nachweisen (vgl. Kap. 3.3.4). Auf der nicht- traumatisierten
kontralateralen Hemisphére haben wir einen minimalen, nicht signifikanten Anstieg
des Wassergehalts des Hirngewebes feststellen konnen, der 12 Stunden nach Trauma

am stiarksten ausgeprigt war (78,89 £+ 0,92% vs. sham; p > 0,05; n =6).
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Abb: 32: Hirnwassergehalt der kontralateralen (linke) und der traumatisierten (rechte)
Hemisphére zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach CCI Trauma im Vergleich zu sham operierten
Mausen. Fiir die Untersuchungen wurde die Feucht-Trockengewichts Methode verwendet.

3.4. Einfluss der Entlastungskraniektomie auf die pathophysiologischen

Verinderungen nach CCI Trauma

3.4.1.Einfluss der Entlastungskraniektomie auf den ICP

Maiause mit geschlossener Schédelkalotte wiesen vor der Durchfiihrung des
Controlled Cortical Impact Traumas einen durchschnittlichen ICP Wert von 0,58 +
0,79 mmHg (n = 14) auf. Die kontinuierliche Messung des ICP iiber 120 Minuten
nach CCI zeigte, dass durch eine unmittelbar nach Traumaapplikation durchgefiihrte
Entlastungskraniektomie der Anstieg des intrakraniellen Drucks nach CCI Trauma
vollstindig verhindert werden konnte (0,0 £ 0,0 mmHg vs. 19,0 = 4,18 mmHg; p <

0,001; n = 7). Seinen hochsten Wert erreichte der intrakranielle Druck bei
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kraniektomierten Méusen 3 Stunden post CCI (2,6 £ 0,89 mmHg vs. 23,0 + 2,45
mmHg bei nicht kraniektomierten Tieren; p < 0,001; n = 7). Hiermit konnten wir
zeigen, dass durch eine Entlastungskraniektomie der Anstieg des intrakraniellen
Drucks nach Controlled Cortical Impact Trauma vollstindig verhindert werden

konnte.
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Abb. 33: Verlauf des intrakraniellen Drucks kraniektomierter und nicht-kraniektomierter Mause
nach CCI Trauma bis zu 48 Stunden nach Trauma.

3.4.2. Einfluss der Kraniektomie auf die cerebrale Durchblutung

Einen signifikanten Effekt der Entlastungskraniektomie sahen wir auch auf die
cerebrale Durchblutung der kontralateralen Hemisphédre. Bei Tieren, bei denen
unmittelbar nach Traumaapplikation eine Entlastungskraniektomie durchgefiihrt
wurde, fiel der CBF 20 Minuten nach CCI auf nur 89,75 * 33,72% des
Ausgangswerts ab (vs. 51,45 £+ 21,86%; p = 0,035; n = 7 bei Tieren ohne

Kraniektomie). Im Gegensatz dazu erholte sich die cerebrale Durchblutung bei
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kraniektomierten Méusen deutlich rascher und erreichte bereits nach einer Stunde
wieder das Niveau des Ausgangswerts (103,42 + 36,03% vs. 46,96 = 16,79%; p =
0,003; n = 7). Im darauffolgenden Beobachtungszeitraum von weiteren 60 Minuten
stieg die Durchblutung liber die des Ausgangswerts an und erreichte 80 Minuten
nach experimentellem SHT ihr Maximum mit 117, 17 + 48,73% (vs. 52,24 £ 22,90
bei nicht kraniektomierten Maiusen; p = 0,009; n = 7). Somit konnten wir
nachweisen, dass auch der Abfall der cerebralen Durchblutung nach CCI Trauma
durch eine unmittelbar nach Traumaapplikation durchgefiihrte

Entlastungskraniektomie deutlich reduziert werden konnte.
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Abb. 34: Cerebrale Druchblutung der kontralateralen Hemisphére 10 Minuten vor und bis zu 120
Minuten nach CCI Trauma bei kraniektomierten Maé&usen und nicht- kraniektomierten
Kontrolltieren.
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3.4.3. Einfluss der Kraniektomie auf das sekundire Nekrosewachstum

Unsere  Ergebnisse  zeigen, dass durch die  Durchfilhrung  einer
Entlastungskraniektomie die Ausbildung des sekundédren Hirnschadens nach CCI
Trauma komplett verhindert werden konnte. Kraniektomierte Tiere wiesen 24h post
CCI ein Kontusionsvolumen auf, das dem des Primirschadens 15 Minuten nach
Trauma entspricht; im Gegensatz dazu zeigten nicht- kraniektomierte Tieren eine
signifikante GroBenzunahme der Nekrose (18,26 + 5,33 mm? vs. 28,59 £ 2,75; p <
0,017; n=7).
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Abb. 35: Darstellung der Nekrosevolumina 15 Minuten und 24 Stunden nach CCI Trauma bei
kraniektomierten und nicht- kraniektomierten Méusen.
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3.4.4. Einfluss der Entlastungskraniektomie auf die Entstehung des Hirnddems

Nach Controlled Cortical Impact Trauma ist der Hirnwassergehalt beider
Hemisphiren innerhalb von 24 Stunden von physiologischen Ausgangswerten (78,02
+ 0,12%) signifikant auf 79,41 + 0,45% (p < 0,02; n = 7) angestiegen. Durch eine
unmittelbar nach Traumaapplikation durchgefiihrte Entlastungskraniektomie konnte
die Odementwicklung um -52% signifikant reduziert werden; kraniektomierte Tiere
zeigten 24 Stunden nach CCI ein Hirnwassergehalt von 78,69 + 0,32% (p < 0,011; n
=17).
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Abb. 36: Prozentuale Darstellung des Hirnwassergehalts 24 Stunden nach CCI Trauma
kraniektomierter und nicht- kraniektomierter Mause. Das Parenchym beider Hemisphdren wurde
gemeinsam untersucht.
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3.4.5. Einfluss der Entlastungskraniektomie auf das neurologische Outcome

3.4.5.1. Der Verlauf des Korpergewichtes

Nach Durchfiihrung des Traumas fiel das Korpergewicht der Tiere sowohl in der
Gruppe mit, als auch in der Gruppe ohne Kraniektomie am ersten Tag um
signifikante 11% ab (89,3 = 5,19% und. 89,0 £ 4,5% vs. 100%; n=7; p <0,05). Ab
dem zweiten Tag nach Traumaapplikation erholten sich kraniektomierte Tiere
tendenziell schneller und besser. Bereits am vierten Tag nach CCI zeigten beide
Gruppen einen signifikanten Unterschied zueinander (96,6 £ 1,1% vs. 94,1 £ 7,41%;
n=7;p <0,02), der auch an den weiteren Beobachtungstagen 5 bis 8 nachzuweisen
war. Unsere Ergebnisse zeigen somit eindrucksvoll, dass eine unmittelbar nach CCI
Trauma durchgefiihrte Entlastungskraniektomie die allgemeine Erholung der Tiere

signifikant beschleunigt.
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Abb. 37: Gewichtsverlauf kraniektomierter und nicht- kraniektomierter Mause 1 Tag vor und bis
zu 8 Tagen nach CCI Trauma.
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3.4.5.2. Ergebnisse beim Beam walking Test

Im Beam walking Test wurde die motorische Funktion und die Motorkoordination
der Tiere getestet. Sowohl bei kraniektomierten Tieren, als auch bei Méusen ohne
Entlastungskraniektomie zeigte sich, im Vergleich zu gesunden Tieren, in einem
Beobachtungszeitraum von 8 Tagen nach Traumaapplikation ein signifikantes
Defizit der motorischen Funktion der hinteren Extremitét (p < 0,05; n = 14). Nach
Trauma ist die Anzahl der Fehltritte der hinteren korrespondierenden Extremitédt von
0,65 = 0,37 auf 35,0 £ 0,00 angestiegen (die Tiere konnten den Balken am ersten
Tag nach CCI nicht iiberqueren). In den darauffolgenden Tagen erholten sich Mause
ohne Kraniektomie von 32,08 + 5,17 auf 15,92 + 10,84 Fehltritte und verblieben
bei diesem Wert bis zum Ende des Beobachtungszeitraums. Kraniektomierte Tiere
hingegen erholten sich tendenziell schneller und verbesserten sich bis einschlieBlich
des 8 Beobachtungstages kontinuierlich. Am achten Tag nach CCI Trauma zeigten

kraniektomierte Mause signifikant weniger Fehltritte als Tiere ohne Therapie (6,21 *

2,94 Fehltritte vs. 13,66 £ 11,27 Fehltritte; n = 7; p < 0,04).
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Abb. 38: Beam walking Test: Darstellung der Fehltritte kraniektomierter und nicht-
kraniektomierter Tiere 3 Tage vor und bis zu 8 Tagen nach CCI Trauma.

63



3.4.6. Das therapeutisches Fenster der Entlastungskraniektomie

Nachdem wir zeigen konnten, dass durch eine unmittelbar nach Trauma
durchgefiihrte Entlastungskraniektomie in unserem experimentellen Modell das
sekundédre Nekrosewachstum vollstindig verhindert werden konnte und die Tiere
neurologisch ein signifikant besseres Outcome aufwiesen, haben wir das
therapeutische Fenster der Entlastungskraniektomie genauer untersucht.

Dazu wurde die Entlastungskraniektomie zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach
CCI durchgefiihrt. Bei Tieren, bei denen unmittelbar nach Trauma eine
Kraniektomie durchgefiihrt wurde, belief sich das Nekrosevolumen 24 h post CCI
auf 19,99 + 4,05 mm?*. Dies entspricht dem Primirschaden nach experimentellem
Schidel- Hirntrauma. Tiere ohne Therapie zeigten 24 Stunden nach Trauma ein
signifikant vergrofertes Kontusionsvolumen von 29,94 + 6,44 mm? (vs. 19,99 + 4,05
mm?*;, n = 7; p < 0,05). Bei diesen Tieren konnte sich der Sekundarschaden
ungehindert ausbilden. Wurde die Entlastungskraniektomie nach Trauma um 1 oder
3 Stunden verzogert, so zeigte sich 24 Stunden nach CCI nur ein minimales
sekundires Nekroswachstum, das signifikant kleiner war als in der Kontrollgruppe
ohne Kraniektomie (20,86 £ 2,22 mm? und 21,35 £ 3,27 mm? vs. 29,94 + 6,44 mm?;
n=7; p <0,05). Wurde die Kraniektomie jedoch um 8 Stunden verzogert, hat das
sekundare Nekrosewachstum signifikant zugenommen, war jedoch nur halb so gro83,
wie bei Tieren ohne Entlastungskraniektomie (26,10 = 1,77 mm? vs. 19,99 £ 4,05
mm?*;, n = 7; p < 0,05). Somit konnten wir nachweisen, dass auch bei einer
Verzogerung der Entlastungskraniektomie um 1 oder 3 Stunden nach CCI Trauma

das sekundire Nekrosewachstum nahezu vollstindig verhindert werden konnte.

64



- 40 1= p < 0,05 vs. ohne Kraniektomie;
& n=7; MW +/- SEM
é #p <0,05vs. 15 min,; #
d MW+/-SEM;n=7
- 30
] #
£
5 * * d
- o
O 20 T
>
(7))
c
i
N 10 -
3 0
e
c
(o]
X 0
15 min. 1h 3h 8h ohne

Kraniektomie

Zeitpunkt der Kraniektomie
nach CCI

Abb. 39: Darstellung der Nekrosevolumina 24 Stunden nach CCI Trauma und nach
unterschiedlichen Kraniektomiezeitpunkten im Vergleich zu Tieren ohne Durchfiihrung einer
operativen Entlastung. Der sekundére Hirnschaden ist durch die schraffierte Flaiche herausgehoben.

3.5. Messung der intrakraniellen Temperatur nach Kraniektomie

Um auszuschlieBen, dass der Effekt der Entlastungskraniektomie nicht durch die
Verhinderung des ICP-Anstiegs und der daraus resultierenden verbesserten
cerebralen Durchblutung, sondern durch eine fokale Hypothermie verursacht wurde,
haben wir 12 Stunden nach Durchfiihrung der Kraniektomie die Hirntemperatur
1 mm unterhalb der Hirnoberfliche gemessen. Dabei haben wir festgestellt, dass
Tiere ohne Kraniektomie eine Hirnparenchymtemperatur von 37,47 + 0,15 °C und
kraniektomierte Tiere eine Temperatur von 37,0 = 0,26°C aufwiesen (n = 3; p >
0,1). Somit konnte eine Kraniektomie-bedingte signifikante fokale Hypothermie

ausgeschlossen werden.
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3.6. Der Einfluss des Kallikrein-Kinin Systems auf die Entstehung des

sekundiren Hirnschadens
3.6.1. Messung der Bradykininkonzentration im Hirnparenchym nach CCI Trauma

Die Messung der Bradykinin Konzentration im Hirnparenchym zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach experimentellem SHT hat gezeigt, dass es 4 Stunden nach CCI
Trauma zu einem hochsignifikanten Anstieg im perikontusionellen Gewebe kommt
(16,63 £ 2,12 fmol/g vs. 1,03 £ 0,75 fmol/g; n = 3; p < 0,001). Bereits zwei Stunden
nach  CCI-Trauma  konnte ein  nicht  signifikanter = Anstieg  der
Bradykininkonzentration in beiden Hemisphdren nachgewiesen werden. Zu allen
anderen Zeitpunkten (bis 48 h post CCI) lag die Konzentration auf dem Niveau sham

operierter Tiere.
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Abb. 40: Bradykininkonzentrationen im Hirnparenchym der traumatisierten und kontralateralen
Hemisphére zu unterschiedlichen Zeitpunkten bis zu 48 Stunden nach CCI Trauma.
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3.6.2. Bedeutung des Bradykinin B;- Rezeptors fiir das sekundire Nekrosewachstum

Bei der Untersuchung des Kontusionsvolumens 24 h nach experimentellem SHT
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen Bradykinin B;- Rezeptor knock-out
Maiausen und rezeptorkompetenten C57/Bl6 Kontrolltieren festgestellt werden

(By-/- 30,29 £ 3,72 mm? vs. C57/Bl6 mit 28,99 £ 5,58 mm?; n="7; p = 0,64).

3.6.3. Bedeutung des Bradykinin B,- Rezeptors fiir das sekundire Nekrosewachstum
3.6.3.1. Einfluss des Bradykinin B,- Rezeptors auf des Nekrosevolumen

Bradykinin B,- Rezeptor knock-out Maiusen zeigten, im Gegensatz zu den
Ergebnissen mit Bradykinin Rezeptor B, knock-out Tieren, und im Gegensatz zu
Bradykinin B,- Rezeptor kompetenten C57/Bl6 Kontrolltieren, ein signifikant

geringeres Nekrosevolumen 12 Stunden nach CCI Trauma (13,55 + 9,11 mm? vs.

9,11 £ 1,44 mm?; p <0,02; n=7).
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Abb. 41: Kontusionsvolumina 12 Stunden nach CCI Trauma von B,KO Méusen im Vergleich zu
rezeptorkompetenten Wildtyp C57/B16 Kontrolltieren.

3.6.3.2. Einfluss des Bradykinin B,- Rezeptors auf die Entwicklung des Hirnddems

24 Stunden nach Traumaapplikation zeigten C57/Bl6 Wildtyp Kontrolltiere einen
signifikanten Anstieg des Hirnwassergehalts im Vergleich zu sham operierten Tieren
(81,15 £0,73% vs. 78,12 £ 0,39%; p < 0,05, n = 6). Bradykinin B,- Rezeptor knock-
out Mause wiesen jedoch, im Vergleich zu Wildtyp Tieren, eine um 33% geringere

Ausdehnung des Hirnddems auf (79,59 + 0,59 vs. 81,15 £ 0,73%; p < 0,05; n=6).
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Abb. 42: Prozentuale Darstellung des Hirnwassergehalts 24 Stunden nach CCI Trauma bei B,KO
Maiusen im Vergleich zu C57/B16 Wildtyp Miusen und sham operierten Tieren.

3.6.3.3. Einfluss des Bradykinin B,- Rezeptors auf die neurologische Funktion der

Tiere

2 Tage nach experimentellem SHT hat das Korpergewicht der Bradykinin B,-
Rezeptor knock-out Méuse und der C57/Blg Wildtyp Kontrolltiere um 2,4 + 0,6 und
um 2,8 + 0,7 g abgenommen. Wihrend Wildtyp Mause auf einem Residualzustand
von —2g verblieben, haben sich B, knock-out Miuse iiber den 5 postoperativen Tag
hinaus kontinuierlich erholt und zeigten am 7. post OP Tag einen signifikanten

Unterschied zur Kontrollgruppe (-0,2 £ 0,6 gvs. 1,9 £ 0,4 g; n=7; p <0,04).
Auch die motorische Funktion der Bradykinin B,- Rezeptor knock-out Miuse hat

sich im Beam walking Test signifikant besser erholt (6. Tag: 6,2 + 0,7 vs. 12,3 £ 0,8
Fehltritte; n = 6; p <0,05).

69



MW +/- SD; *p<0,04 B,” vs. WT; n=7

Gewichtsverianderung vs. Tag 0 (g)

'3,5 T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

Tage nach Trauma

Abb. 43: Gewichtsverlauf 0 - 7 Tage post CCI Trauma von Bradykinin B,- Rezeptor knock out
Maiusen vs. rezeptorkompetenten C57/B16 Kontrolltieren.
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Abb. 44: Fehltritte beim Beam walking Task 0 - 7 Tage post CCI Trauma von Bradykinin B,-
Rezeptor knock out Miusen vs. rezeptorkompetenten C57/B16 Kontrolltieren.
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3.6.4. Selektive Blockade des Bradykinin B,- Rezeptors durch LF 16-0687 Ms.

3.6.4.1. Wirkung von LF 16-0687 (0,3 mg/kg KG) auf den ICP, den CBF, den MAP,

auf das Nekrosevolumen und die Ausbildung des Hirnédems

3.6.4.1.1. Einfluss von LF 16-0687 Ms. auf den ICP

Vor Applikation des Traumas zeigten Tiere beider Gruppen (Kontrolle und LF 16-
0687) anndhernd einen gleichen ICP Wert (1,50 + 1,05 mmHg vs. 1,33 + 1,03
mmHg; n = 6; p = 0,74). Nach CCI Trauma stieg sowohl in der Gruppe der
behandelten Tiere, wie auch in der Kontrollgruppe, der ICP innerhalb der ersten 30
Minuten auf 16,67 £ 6,67 mmHg und 14,83 + 6,46 mmHg (n = 6; p = 0,59) an. Im
weiteren Beobachtungszeitraum bis zu 120 Minuten nach Trauma stieg der ICP
weiter (22,00 £ 10,10 mmHg vs. 18,83 £ 7,03 mmHg; n = 6; p = 0,81). Ein
therapeutisch giinstiger Effekt von LF 16-0687 konnte dabei jedoch nicht festgestellt
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Abb. 45: ICP Werte 10 Minuten vor und bis zu 120 Minuten nach CCI Trauma und Applikation
des selektiven Bradykinin B,- Rezeptor Blockers LF 16-0687 versus der Applikation gleicher
Volumina NaCl Losung in der Kontrollgruppe
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3.6.4.1.2. Einfluss von LF 16-0687 Ms. auf den CBF

Nach Traumaapplikation fiel die cerebrale Durchblutung der kontralateralen
Hemisphidre von 100% innerhalb von 30 Minuten auf 74,22 £+ 28,27 % bei
Kontrolltieren bzw. auf 62,46 + 16,46% bei therapierten Tieren ab (n = 6; p = 0,24).
In der weiteren Beobachtungszeit von 2 Stunden erholte sich der CBF allmihlich
wieder, wobei sich der CBF therapierter Tiere tendenziell langsamer und weniger

gut regenerierte als bei unbehandelten Miusen.
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Abb. 46: Cerebrale Durchblutung der kontralateralen Hemisphére 10 Minuten vor und bis zu 120
Minuten nach CCI Trauma und der Applikation von LF 16-0687 vs. NaCl in der Kontrollgruppe.

3.6.4.1.3. Einfluss von LF 16-0687 auf den arteriellen Blutdruck (MAP)

Parallel zur ICP und CBF Messung haben wir den mittleren arteriellen Blutdruck
(MAP) bestimmt. Dabei konnten wir keine signifikanten Unterschiede des MAP
zwischen der Therapiegruppe mit LF 16-0687 und der Kontrollgruppe feststellen. Es

zeigte sich ein zufallsbedingter Unterschied zwischen beiden Gruppen
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(Kontrolltiere: 98,38 £ 8,65 mmHg vs. Therapiegruppe: 84,08 = 6,65 mmHg; n = 6;
p > 0,05), der schon vor Traumaapplikation vorhanden war und sich bis zum Ende

des Beobachtungszeitraumes konstant nachweisen lies.

120
MW +/- SEM; n =6
100 -1
80 A

60

MAP (mmHg)

40 1

20 -
—@— Kontrolle
—O— LF-16

-10 OP 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Zeit (min.) post CCI

Abb. 47: MAP 10 Minuten vor und bis zu 120 Minuten nach CCI Trauma und Applikation von
LF 16-0687, sowie NaCl in der Kontrollgruppe. Der MAP wurde mit Hilfe eines Katheters in der
A. femoralis kontinuierlich gemessen.

3.6.4.1.4. Einfluss von LF 16-0687 auf das Nekrosevolumen 24h post CCI

Bei der bildmorphologischen Vermessung des Nekrosevolumens, lie sich zwischen
der Kontrollgruppe und der LF16-0687 Therapiegruppe 24 Stunden nach
experimentellem SHT kein signifikanter Unterschied nachweisen (22,00 + 4,51 mm?

vs. 22,47+ 5,03 mm?*; n=7; p =0,82).
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Abb. 48: Nekrosevolumina 24 Stunden nach CCI Trauma und nach kontinuierlicher subcutaner
Applikation des Bradykinin B,- Rezeptorblockers LF 16-0687 vs. NaCl Losung in der
Kontrollgruppe via Alzet Mikropumpen .

3.6.4.1.5. Einfluss von LF 16-0687 auf die Entwicklung des Hirnodems

Bei der Messung des Hirnwassergehaltes 24 Stunden nach CCI Trauma zeigte sich,

wie bei der Bestimmung des Kontusionsvolumens, kein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen, die mit LF 16-0687 und NaCl therapierten wurden (78,93 *
0,36% vs. 78,73 £ 0,49%; n=7; p = 0,35).
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Abb. 49: Hirnwassergehalt beider Hemisphiren 24 Stunden nach CCI und nach Therapie mit
dem Bradykinin B,- Rezeptorblocker LF 16-0687 vs. NaCl.

3.6.4.2. Wirkung von LF 16-0687 (3,0 mg/kg KG) auf auf den ICP und auf das

Nekrosevolumen

3.6.4.2.1. Wirkung von LF 16-0687 auf den ICP

Bei der repetitiven Messung des ICP nach subcutaner LF16-0687 Applikation 15
Minuten und 8 Stunden post CCI Trauma in 10 fach héherer Dosierung (3,0 mg/kg
KG), zeigten sich 3h und 6h nach Trauma keine signifikanten Unterschiede
zwischen der Therapie- und der Kontrollgruppe (3h: 21,4 £ 5,27 mmHg vs. 22,6 +
4,88 mmHg; n = 6; p > 0,05. 6h: 22,2 £ 5,40 mmHg vs. 21,2 £ 4,97 mmHg; n = 6; p
> 0,05). 10 Stunden nach Trauma jedoch, war eine signifikante Abnahme des
intrakraniellen Drucks in der LF 16-0687 Therapiegruppe nachweisbar (16,6 = 1,67
vs. 24,4 + 3,58 mmHg; n = 6; p =0,002).
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Abb. 50: ICP Messungen 3h, 6h und 10h nach experimentellem SHT und nach Therapie mit LF
16-0687 (wei}) versus NaCl in der Kontrollgruppe (schwarz).
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3.6.4.2.2. Wirkung von LF 16-0687 auf das Kontusionsvolumen

Direkt nach experimentellem SHT wurde ein primdrer Kontusionsschaden von
21,83 + 2,67 mm? bildmorphologisch nachgewiesen, der sich im Verlauf von 24 h
signifikant auf 35,0 £ 3,32 mm? vergroBBerte (p < 0,005; n = 7 ). Durch die subcutane
Applikation von LF 16-0687 konnte die Zunahme des Sekundérschadens um 51%

auf 28,28 + 5,18 mm? reduziert werden (p = 0,003; n= 7).
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Abb. 51 Kontusionsvolumen 15 min. und 24h nach CCI Trauma mit und ohne Gabe
von LF 16-0687.
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4. DISKUSSION

4.1. Maus als Versuchstier

Bereits in fritheren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe wurden Mause als
Versuchstiere verwendet. Sie weisen im Vergleich zu anderen Tieren, z.B. Ratten,

Kaninchen, einige Vor- und Nachteile auf:

1. Nur bei Miusen ist es mdglich, die Rolle einzelner Rezeptoren im Rahmen
pathophysiologischer Prozesse an Hand von Rezeptor knock-out Tieren zu
untersuchen, wie in der vorliegenden Arbeit fiir Bradykinin B;- und B,-
Rezeptoren.

2. Die Tiere sind klein und dadurch kostengiinstig zu halten und zu ziichten.

3. Die Tier verfiigen iiber ein robustes Herz-Kreislaufsystem, das die
Durchfiihrung von Langzeitnarkosen und die neurologische Testung der Tiere
ermdglicht.

4. Aufgrund des geringen Korpergewichts von nur 25 Gramm sind die
mikrochirurgische Pridparation und die mehrstiindige Narkosefiihrung

komplex.

4.2. Modellauswahl

Die pathologische Manifestation eines Schidel-Hirntraumas ist vielgestaltig und es
ist kein Modell verfiligbar, das sdmtliche Aspekte vollstandig reprisentiert. Vielmehr
konzentrieren sich die vorhandenen experimentellen Modelle auf verschiedene

Einzelaspekte des SHT.
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Ziel unserer Untersuchungen waren die Aufklirung und Beeinflussbarkeit
verschiedener Pathomechanismen als Ursache des sekundiren Hirnschadens. Die
Anforderungen an das Modell waren somit folgende:

1. Das Modell sollte eine fokale Rindenkontusion erzeugen, deren Ausmaf} sich
sicher quantifizieren lisst, um den Einfluss einer pharmakologischen oder
genetischen Intervention auf die Nekroseausdehnung sensitiv nachweisen zu
konnen.

2. Das Modell sollte reproduzierbar sein, um fiir alle Versuchstiere gleiche
Ausgangsbedingungen zu schaffen.

3. Das Modell sollte realitidtsnah sein und viele Einzelkomponenten des SHT

abdecken.

4.2.1. Das Modell des Controlled Cortical Impact

Die vorliegenden Untersuchungen wurde am Modell des Controlled Cortical Impacts
nach C.E. Dixon durchgefiihrt (Dixon C.E. et al., 1991; Dixon C.E. et al., 1999). In
diesem Versuchsaufbau konnte man die FEinzelkomponenten des Traumas
(Geschwindigkeit des Bolzens, Eindringtiefe des Bolzens ins Hirnparenchym und
die Kontaktzeit des Bolzens mit der Dura mater) frei wihlen. Um eine
unkontrollierte Frakturierung der Knochen zu vermeiden, wurde die in einem
steriotaktischen Rahmen fixierten Tiere vor Traumaapplikation kraniotomiert. In
bereits 1995 verdffentlichten kernspintomografischen Untersuchung von P.M.
Kochanek (Kochanek P.M. et al., 1995) konnte die reproduzierbare Grofle der
Nekroseflichen, die prozentuale ipsilaterale Zunahme des Hirnwassergehaltes und
autoradiographisch der Abfall der cerebralen Durchblutung bei der Ratte
nachgewiesen werden. C.G. Markgraf et al. konnten die Auswirkung
unterschiedlicher Eindringtiefen des Bolzens ins Hirnparenchym  auf die
motorischen und kognitiven Fahigkeiten bei Ratten nachweisen. So zeigten Tiere

mit einer Eindringtiefe von 2,5 mm signifikant schlechtere Ergebnisse beim Beam
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balance Test als Tiere mit einer Eindringtiefe von nur 1,0 mm (Markgraf C.G. et al.,
2001). Zudem gelang es, dieses Modell bereits auf die Maus zu iibertragen. Somit
eroffnete sich die Mdoglichkeit auch an genetisch verdnderten Tieren, z.B. an knock-
out Méusen, SHT-Untersuchungen durchzufiihren. Auch hier konnte bereits gezeigt
werden, dass es nach CCI Trauma zur Er6ffnung der Blut-Hirnschranke (BBB) und
zur Ausbildung eines Hirnddems kommt. Zudem wurde bereits fragmentarisch der
Zusammenhang zwischen GroBe des Nekrosevolumes und motorischer Defizite
beschrieben (Smith D.H. et al., 1995; Chen Y. et al., 1996; Hannay H.J. et al., 1999).
Somit stellte das Controlled Cortical Impact Trauma ein ideales Modell flir unsere
Untersuchungen beziiglich der pathophysiologischen Verdnderungen nach

experimentellem fokalem Schidel-Hirntrauma dar.

4.2.2. Alternative Modelle des Schadel-Hirntraumas

Zur Simulation eines Schidel-Hirntaumas wurden zahlreiche weitere Modelle
beschrieben (Prins M.L. et al., 2003). Sie lassen sich in kinetische und nicht-
kinetische Modelle einteilen:

Eines der am hiufigsten verwendeten Modelle, ist das Fluid Percussion Injury
Modell (Gurddjian E.S. et al., 1954). Dabei wird ein Druckpuls iiber eine
Wassersdule direkt auf die Dura mater tibertragen. Der Impuls wird dabei von einem
Metallpendel erzeugt, das mit definierter Geschwindigkeit auf einen Korken auftrifft,
der die Wassersdule abschlie3t (Dixon C.E. et al., 1987; Povlishock J.F. et al., 1995).
Neben kleineren subarachnoidalen und intraparenchymalen Einblutungen entstehen
vorwiegend axonale und vaskuldre Schidden im Hirnstamm, die zu einer erhohten
Mortalitdt der Tiere bei nur kleiner Rindenkontusion fiihrt (Dixon C.E. et al., 1987,
Hayes R.L. et al, 1987; Dixon C.E. et al., 1988; Hayes R.L. et al., 1988). Eine
Kontusion, wie man sie z.B. bei Patienten nach einem Fahrradsturz sieht, erhdlt man

nicht (Prins M.L. et al., 1996; Phillips L.L. et al., 1994; Carbonell W.S. et al., 1998).
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Der erste Versuchsaufbau eines Impact Trauma Modells wurde von Denny- Brown
und Russel im Jahre 1945 beschrieben (Denny-Brown D. et al., 1945). Sie lieen auf
einen frei beweglichen Kopf eines Primaten ein an einem Pendel aufgehingtes
Gewicht fallen. Dieses Modell spiegelt viele Komponenten des realen
Unfallmechanismus eines SHT wieder, z.B. die Entstehung einer Contrecoup-
Lasion, das EinreiBen von Briickenvenen, intracerebrale  Blutungen,
Halswirbelsdulenverletzungen und Knochenbriiche. Aber gerade diese
wirklichkeitsnahe Vielfalt der Einzelkomponenten, z.B. die unkontrollierbare

Frakturierung der Schiadelknochen, machen dieses Modell nicht reproduzierbar.

Diesbeziiglich etablierte Marmarou A. (1994) den Einsatz von Helmen und Platten,
die die Frakturierung der Schidelknochen verhindern sollten (Marmarou A. et al.,
1994; Foda M.A. et al., 1994). Bei diesem Modell fillt das Pendel nicht direkt auf
die Dura oder den Knochen, sondern auf kleine, auf dem Schiddelknochen fixierte
Metallplattchen. Der Kopf der Tiere ist dabei jedoch nicht in einem steriotaktischen
Rahmen eingespannt, sondern auf einem Schaumstoffkissen gelagert. Somit erzeugte
man mit diesem Modell vor allem Akzelerations- und Dezelerationsbewegungen des
Gehirns innerhalb des kndchernen Schédels, das einem stumpfen, diffusen Schidel-

Hirntrauma entspricht.

Zu den nicht-kinetischen Modellen zdhlen die thermischen und chemischen
Liasionen. Die fokale Vereisung der freiliegenden Hirnoberfliche nach Trepanation
fiihrt zum Entzug von Wasser und dadurch zu einer extrem hohen
Solutkonzentration der verbleibenden fliissigen Phase. Die Zellmembranen und
andere Zellstrukturen werden zerstort. Es resultiert eine bei Wiedererwiarumung
erkennbare, gleichmiflige Nekrose aller in dem vereisten Areal befindlichen
Ganglien-, Glia- und Endothelzellen (Haas G.M. et al., 1948; Clasen R.A. et al.,
1953; Klatzo 1. et al.,, 1958). Daneben wurden auch durch Hitze verursachte

Parenchymschidden beschrieben. Pappius verwendete einen auf 70 °C erhitzten
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Stempel, der auf die Dura aufgesetzt wurde (Pappius H.M. et al.,1981). Diese
Methode hat jedoch keine Verbreitung gefunden. Yamagami verwendete zur
erzeugung einer Nekrose einen Laser (Yamagami T. et al., 1985). Neben den hohen
Anschaffungskosten, hat dieses Modell zudem den Nachteil keine besonders hohe
klinische Relevanz zu besitzen (Eggert H.R. et al., 1985; Frerichs K.U. et al., 1990).

SchlieBlich sind noch chemische Modelle zu nennen, bei denen der Zellschaden
durch Einbringen z.B. exzitatorischer Aminosduren wie Ibotenat, Kainat oder
NMDA, die mit Glutamatrezeptoren interagieren, ausgelost wird. Sie eignen sich
jedoch eher fiir spezielle biochemische Fragestellungen als fiir die Untersuchung

eines Kontusionsschadens (Choi D.W. et al., 1990).

Das kinetische Modell des Controlled Cortical Impact erscheint somit allen anderen,
insbesondere den nicht-kinetischen Modellen, iiberlegen. Es lédsst sich eine exakt
reproduzierbare Kontusion mit frei zu wihlenden Intensititsparametern erzeugen,
und dennoch sind viele Schidigungsmechanismen des realen SHT, wie epitdurale
Blutungen, Parenchymblutungen, Abrei3en von Briickenvenen, Hirnodementstehung

und Parenchymuntergang reprisentiert.

4.3. Narkosefithrung

Grundlage der Untersuchung pathophysiologischer Verdnderungen nach
experimentellem SHT ist die Fiihrung der Narkose unter Beriicksichtigung

physiologischer Vitalparameter, wie z.B. Blutdruck und Blutgase.

Kurzzeitnarkosen mit einer Dauer von unter 30 Minuten, wie sie z.B. bei der
Durchfiihrung einer Trepanation und Traumaapplikation zum Einsatz kam, fiihrten
wir mit Halothan, Lachgas und Sauerstoff durch. Bei der kurzen Zeit des Eingriffs
zeigt diese Art der Narkose keine Ateminsuffizienz bei nicht intubierten Tieren. Ein

weiterer Vorteil ist das rasche Wiedererwachen der Tiere aus der Narkose, ohne die
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einzelnen Pharmaka antagonisieren zu miissen. Die Narkose ist somit sehr gut
steuerbar. Ein bekannter Nachteil ist der durch Halothan induzierte Anstieg der
cerebralen Durchblutung und des intrakraniellen Drucks (Cunitz G. et al., 1976;
Hans P. et al., 1980; Drummond J.C. et al., 1986; Scheller M.S. et al., 1986; Scheller
M.S. et al., 1987). Aufgrund der extrem kurzen Narkosezeit ist dieser Effekt bei
unseren Versuchen vernachlissigbar gering. Bei kurzen Versuchszeiten konnten wir
mit der Halothan Maskennarkose somit suffiziente Narkosen mit physiologischen

Vitalparametern durchfiihren.

Langzeitbeobachtungen iiber mehrere Stunden, z.B. bei der Untersuchung des
posttraumatische ICP Verlaufs, ist bei spontan atmenden Tieren in Halothan
Maskennarkose nicht moglich. Die mehrstiindig Applikation von Halothan wiirde
zur Akkumulation im Fettgewebe und zur Atemdepression der Tiere fithren und
schlieBlich zur Verschiebung des homoostatischen Gleichgewichtes mit Hyperkapnie
und Hypoxygenie. Aus diesem Grund wurden die Tiere mit Meditomidin, Fentanyl
und Midazolam i.p. anésthesiert, intubiert und kontrolliert beatmet (Schwarte L.A. et
al., 2000). Diese Medikamentenkombination hat einen deutlich geringeren Einfluss
auf die cerebrale Durchblutung als Halothan (Zornow M.H. et al., 1992). Zur
Beendigung der Narkose miissen die einzelnen Pharmaka antagonisiert werden.
Aufgrund unterschiedlicher Halbwertszeiten besteht zudem die Gefahr eines
Rebounds. Zur Kontrolle der Homoostase wurde zu Beginn und am Ende der
Operation Blutgase gemessen. Ein mehrmaliges Bestimmen ist auf Grund der
geringen Blutmenge der Méuse nicht moglich. Als Anhaltspunkt fiir die Steuerung
der Beatmung diente uns deswegen die Mikrokapnometrie, mit der wir
kontinuierlich den endexpiratorischen pCO, der Ausatemluft gemessen haben.
Dieser Wert korreliert ausgezeichnet mit dem arteriellen pCO, und ist deshalb fiir die
Steuerung der Beatumung narkotisierter Tiere ideal geeignet.

Mit diesem aufwendigen Set-up gelang es uns auch bei Miusen Narkosen mit

physiologischen Vitalparametern iiber mehrere Stunden durchzufiihren.
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4.4. Einfluss der Hypothermie auf die Untersuchungsergebnisse

Eine bedeutende Storgrofle bei der Untersuchung von physiologischen Parameten an

narkotisierten Kleintieren ist die Hypothermie.

4.4.1. Wirkung der Hypothermie nach SHT an Kleintieren

In einer Reihe von tierexperimentellen Untersuchungen konnte die neuroprotektive
Wirkung einer milden bis moderaten Hypothermie nachgewiesen werden. W.D.
Dietrich zeigte 1994 (Dietrich W.D. et al., 1994), dass die ipsilaterale Anzahl
geschadigter Zellen nach experimentellem SHT durch eine moderate Hypothermie
von 30°C flr einen Zeitraum von 5 Minuten bis 3 Stunden nach Trauma signifikant
reduziert werden kann. Im Vergleich zu normothermen Tieren (952 +/-130 Zellen)
zeigten hypotherme Ratten nur 519 +/- 122 pyknotische Zellen (p < 0,004). In
weiteren Arbeiten konnte nachgewiesen werden, dass sowohl die Ausdehnung des
Hirnddems, das Nekrosevolumen und die Mortalitdt durch die Hypothermie gesenkt
werden konnen (Palmer A.M. et al., 1993; Clark R.S. et al., 1996; Smith S.L. et al.,
1996; Heegaard W. et al., 1997). Letztendlich fiihrte dies erwartungsgeméal auch zu
einer Verbesserung des motorischen Outcomes der Tiere (Markgraf C.G. et al.,

2001).

4.4.2. Kontrolle der Temperatur wihrend der Versuche

Ohne iatrogene Temperaturkontrolle und Gegensteuerung kiihlen narkotisierte
Maiuse innerhalb weniger Minuten um einige Grad Celsius ab. In unseren Versuchen
wurde mittels rektaler Temperaturkontrolle und einer riickgekoppelten Heizplatte,
auf der die Tiere lagen, die Korpertemperatur stets konstant bei 36,5 +/- 0,1 °C
gehalten. Um auch wéhrend der Aufwachphase eine Auskiihlung zu vermeiden

wurden die Tiere in einen 36,0 °C warmen Inkubator gestellt.
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Ferner haben wir die Temperatur des Hirnparenchyms 1 mm unter der Dura mater
gemessen, um den Finfluss der Entlastungskraniektomie auf die lokale
Hirntemperatur zu untersuchen. Mit unseren Ergebnissen konnten wir auch eine
durch die Kraniektomie bedingte lokale Hypothermie ausschliefen.

Somit konnten wir sicher gehen, dass weder eine globale noch eine lokale

Hypothermie unsere Untersuchungsergebnisse beeinflussen.

4.5. Pathophysiologische Veranderungen nach CCI Trauma

4.5.1. Verdnderungen des CBF und des ICP

An unserem Modell konnten wir nachweisen, dass nach experimentellem SHT der
ICP innerhalb eines Beobachtungszeitraums von 120 Minuten kontinuierlich anstieg
und nach 6 Stunden sein Maximum erreichte. Gleichzeitig fiel auf der
kontralateralen Hemisphidre die cerebrale Durchblutung unmittelbar nach
Traumaapplikation (5 Minuten post CCI) auf 50% des Ausgangswerts ab und sank
innerhalb der ersten 60 Minuten weiter auf 40%. In den darauffolgenden 60 Minuten
erholte sich die Durchblutung langsam auf 70% des Ausgangswerts und verblieb auf

diesem Niveau bis zum Ende des Beobachtungszeitraums nach 120 Minuten.

Es wurde bereits 1995 von der Arbeitsgruppe um Patrick M. Kochnaek (Kochanek
P.M. et al., 1995) gezeigt, dass nach CCI Trauma bei der Ratte die cerebrale
Durchblutung sowohl auf der ipsi-, wie auch auf der kontralateralen Hemisphire
abnimmt. Im MRT stellte er 2h nach CCI Trauma ispilateral eine Abnahme der
cerebralen Durchblutung um —78% und nach 24h eine weiterhin persistierende
Minderdurchblutung von —67% fest. Aber auch kontralateral zeigte sich eine
Abnahme von —40% 2 Stunden nach CCI Trauma, jedoch 24h spéter eine Hyperdmie
von +36%. Ahnlich Ergebnisse fand auch Joseph B. Long (Long J.B. et al., 1996)
bei der Messung der cerebralen Durchblutung nach Fluid Percussion Injury (FPI) bei
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der Ratte mittels Laser Doppler Fluxmetrie. Diese Messmethode wurde auch bei
unseren Versuchen verwendet. Er stellte eine initiale Abnahme des CBF 5 Minuten
nach FPI um —29% (ipsilateral) und —16% (kontralateral) fest, die sich nach weiteren
5 Minuten auf —29% und —20% ausweitete. Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen
und den Daten von P. Kochanek fiel der Abfall der cerebralen Durchblutung hier
jedoch deutlich geringer aus. Dies kann zum einen an den nicht direkt vergleichbaren
Traumamodellen liegen (FPI und CCI) zum anderen aber auch an den
unterschiedlichen Narkoseprotokollen. J.B. Long verwendete zur Aufrechterhaltung
der Anisthesie Halothan 0,75%. Wie in Kapitel 4.3. dargestellt ist fiir Halothan eine
starke neuroprotektive Wirkung nachgewiesen, die diesen Unterschied erkliren
konnte.

Durch den Abfall der cerebralen Durchblutung ist eine ausreichende Sattigung des
Hirnparenchyms mit Sauerstoff nicht mehr gewdéhrleistet. Die cerebrale
Durchblutung korreliert hochsignifikant mit der Sauerstoffpartialséttigung des
Gewebes (Doppenberger E.M. et al., 1998). Doppenberger zeigte an 25 Patienten mit
einem GCS < 8, dass CBF Werte unter 18 ml/100g/min einen pO,
Gewebepartialdruck von < 26 mmHg zur Folge hatte. Experimentelle und klinische
Studien haben den fatalen Einfluss der cerebralen Ischdmie nach SHT auf den
sekundédren Hirnschaden gezeigt (Andrew P.J. et al., 1990; Bouma G.J. et al., 1991;
Chesnut R.M. et al., 1993; Cruz J. et al., 1995).

Nach SHT kommt es nicht nur zu intracerebralen Blutungen und
Gewebekontusionen, sondern auch zum Zusammenbruch der Autoregulation des
Gehirns. Unter Autoregulation versteht man den Mechanismus, der auch bei
schwankenden cerebralen Perfussionsdrucken (CPP = MAP - ICP) eine
gleichmédfige und ausreichende cerebrale Durchblutung (CBF) gewéhrleistet
(Golding E.M. et al.,, 1998). Die Autoregulation wird vor allem von zwei
Mechanismen getragen: der erste ist metabolisch, d.h., dass ein plotzlicher Abfall des
lokalen CBF, z.B. durch das Absinken des CPP, zur Abnahme des pO, fiihrt. Die

zweite Komponente ist myogen. Dabei regulieren glatte Muskelzellen der arteriellen
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GefiBwinde den Gefalitonus. Per Definition ist die myogene Antwort durch die
Kontraktion der Gefdfle bei erhohtem intravaskuldrem Druck und der Vasodilatation
bei niedrigem Druck charakterisiert. E.M. Golding (Golding E.M. et al., 1998)
konnte an der Arteria cerebri media der Ratte zeigen, dass nach CCI Trauma vor
allem die myogene Komponente der Autoregulation sowohl ipsi-, wie auch
kontralateral unmittelbar nach Trauma ausfillt. Nur so kann erklart werden, dass es
bereits einige Minuten nach CCI Trauma, bevor der ICP angestiegen ist und dieser
zur GefaBkontraktion beitrdgt, es zum dramatischen Abfall der cerebralen

Durchblutung auf der kontralateralen Hemisphare kommt.

Parallel zum Abfall der cerebralen Durchblutung haben wir eine kontinuierliche
Zunahme des intrakraniellen Drucks nachweisen konnen. Von einem Ausgangswert
von 1,05 mmHg stieg der ICP innerhalb von 120 Minuten auf 19,0 mmHg an und
erreichte 6 h post CCI mit 23,0 mmHg sein Maximum. Untersuchungen von H. Liu
zeigten 2002 erstmals an der Maus nach CCI Trauma den Verlauf des intrakraniellen
Drucks (Liu H. et al., 2002). In seinen Untersuchungen lag der Ausgangsdruck mit
12 mmHg deutlich héher als bei unseren Experimenten. Zudem beschreibt Liu eine
unmittelbar nach Trauma stattfindenden Anstieg des intrakraniellen Drucks auf 46
mmHg und einen zweiten ICP-Peak mit 28 mmHg 30 Minuten nach CCI. 3 Stunden
nach Trauma war der ICP jedoch auf 7 mmHg abgefallen. Die unterschiedlichen
Ausgangsdrucke lassen sich moglicherweise dadurch erkldren, dass Liu die Miuse
mit Halothan narkotisiert hatte, das bekanntlich zu einer Zunahme des CBF und
einem Anstieg des ICP fiihrt. Der akute Anstieg des ICP unmittelbar nach CCI ldsst
sich bei physiologischen MAP Werten nur durch eine traumabedingte Blutung
erkldren. 3 Stunden nach CCI hatten die Maéuse in Liu's Studie einen
durchschnittlichen MAP von nur 36 mmHg, und einen fast ginzlich erloschenen
CPP, was nach dem Zusammenbruch der Autoregulation auch die Abnahme des
ICPs erkldart. Liu's Versuchergebnisse liegen somit jenseits physiologischer

Rahmenparameter und sind auf Grund dessen nicht direkt mit unseren Ergebnissen
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vergleichbar. S. Rooker hat den Verlauf des ICP an wachen Ratten nach weight drop
Trauma {iber einen Zeitraum von 10  Stunden untersucht und stellte einen
kontinuierlichen Anstieg des ICP fest (Rooker S. et al., 2003). Moderat
traumatisierte Tiere zeigten ein ICP-Maximum von 47,3 mmHg 10 Stunden post
SHT und einen ICP Wert von etwa 28 mmHg 6 Stunden nach Trauma, der unseren
Ergebnissen, unter Einbeziehung eines hoheren ICP Ausgangswertes bei Rookers

Versuchen, entspricht.

4.5.2: Ausbildung eines Hirnddems

In unseren Experimenten konnten wir einen Anstieg des Hirnwassergehalts beider
Hemisphiren von 77,95 + 0,33%, der etwa physiologischen Werten nativer Tiere
entspricht (78,02%), auf 79,89 + 0,54% 6 Stunden, und eine weitere hochsignifikante

Zunahme auf 81,15 + 0,73% 24 Stunden nach Trauma feststellen.

Durch ein SHT wird die Intaktheit der Blut-Hirnschranke (BBB) gestort und es
kommt zur Fliissigkeitsextravasation ins Hirnparenchym und zur Ausbildung eines
Hirnédems. Mit Hilfe des photometrischen Nachweises von intravasal injiziertem
Evans Blue im Hirnparenchym konnte vielfach gezeigt werden, dass es 4 - 6 Stunden
und nochmals 3 Tage nach Trauma biphasisch zum Austritt von Fliissigkeit ins
Hirngewebe kommt. Dabei wird der unmittelbar nach Trauma stattfindende
Zusammenbruch der BBB vor allem den direkten Traumaauswirkungen
zugeschrieben, wie dem Abfall des CPP oder der Torquierung von Gefd3en,
wihrend der verzogerte Austritt von Evans Blue vor allem sekundiren
Mechanismen, wie dem Reperfusionsschaden oder metabolischen Verdnderungen,

wie der Ausbildung der Gewebsazidose zugeschrieben wird (Baskaya M.K. er al.,

1997).
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Eine Zunahme des Hirnwassergehaltes von etwa 3% wurde bereits von P.M.
Kochanek nach CCI an der Ratte gezeigt (Kochanek P.M. et al., 1995). Ahnliche
Beobachtungen beschrieb auch J.F. Stover (Stover J.F. et al., 2000). Er stellte eine
Zunahme des Hirnwassergehalts 24h nach CCI von 7,5% fest. Dieser Wert liegt
deutlich hoher als in unseren Experimenten (4,1%). Dies ldsst sich dadurch erkléren,
dass Stover mit der wet-dry Methode die traumatisierte Hemisphare isoliert
untersucht hatte, wir hingegen beide Hemisphiren gemeinsam. Da das Odem
perikontusional am groften ist, hatte Stover somit weniger ungeschéadigtes Gewebe
und erreichte dadurch einen hoheren Prozentanteil des Wassergehalts. Auch R.J.
Dempsey und A. Unterberg konnten 24 Stunden nach CCI an der Ratte ein Hirn-
Wassergehalt der traumatisierten Hemisphére von liber 82% nachweisen (Unterberg
A. et al., 1997; Dempsey R.J. et al., 2000). Durch C. Lundblad konnte auch am
Mausmodell ein Anstieg von 79,3% auf 79,9% 24h post CCI festgestellt werden.
Dieser Wert fillt jedoch deutlich geringer aus als bei unseren Experimenten, was auf
eine geringere Traumaintensitit zuriickgefiihrt werden konnte (Lundblad C. er al.,
2004).

Unsere Ergebnisse stehen somit im Konsens mit der aktuellen wissenschaftlichen

Literatur.

4.5.1. Das sekundire Nekrosewachstum

M.U. Schuhmann beschrieb 2002 anhand von kombiniert durchgefiihrten
Bestimmungen des Hirn-Wassergehalts mit der wet-dry Methode und  des
Kontusionsvolumens mittels T2 gewichteter MRI Aufnahmen an Sprague-Dawley
Ratten einen streng parallelen Verlauf sowohl fiir absolute wie auch fiir relative
Werte zwischen der Zunahme des Hirnddems und der Grof3e des Nekrosevolumens
(Schuhmann M.U. et al., 2002). Durch den Abfall der cerebralen Durchblutung
kommt es, dramatisiert durch einen posttraumatischen Abfall des systemischen

mittleren arteriellen Drucks (MAP), zur signifikanten Reduktion des CPP und zur
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dadurch bedingten Sauerstoffminderversorgung des Hirngewebes und damit zur
Zunahme von nekrotischem Gewebe (Pfenninger E.G. et al., 1989; Kelly D.F. et al.,
1997; Doppenberger E.M. et al., 1998; Stocchetti N. et al., 1998; Ter Minassian A. et
al., 2002).

Unsere Ergebnisse zeigen, dass es nach CCI Trauma innerhalb von 24 Stunden zu
einer signifikanten Zunahme des Nekrosevolumens um knapp 40% von 17,5 mm?

auf 28,6 mm?® kommt.

R.M. Bryan (Bryan R.M Jr. et al., 1995) konnte autoradiographisch nach CCI an der
Ratte zeigen, dass es 30 Minuten nach Trauma zu einer scharf demarkierten
Ischdmiezone kommt, die von einer hyperperfundierten Randzone (Penumbra)
umgeben ist. Vier Stunden spéter jedoch ist die Demarkierung unscharf und die
Randzone ebenfalls deutlich hypoperfundiert. Das nekrotische Areal hat, wie in

unseren Untersuchungen, innerhalb weniger Stunden zugenommen.

4.6. Neuroscores

Um die therapeutische Wirkung der Dekompressionskraniektomie oder der Gabe
von LF 16-0687 auf das Outcome der Tiere zu quanitfizieren bedienten wir uns
verschiedener neurofunktionaler Tests. Diese mussten verschiedene Anforderungen
erfiillen:

1. Die Aufgaben sollten in kurzer Zeit (3 Tage pra-OP) erlernbar sein.

2. Bereits innerhalb eines Beobachtungszeitraums von 8 Tagen sollten sich

signifikante Unterschiede ablesen lassen.
3. Die Tests sollten einfach durchzufiihren und schonend fiir frisch operierte

Tiere sein.
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4. In den einzelnen Tests sollten verschiedene Verhaltensqualititen reprisentiert
sein:
a. Allgemeines Verhalten und Wohlbefinden
b. Motorik und Motorkoordination

c. Kognition und Orientierung im Raum

4.6.1. Untersuchung des allgemeinen Verhaltens und Wohlbefindens

Um einen Uberblick iiber das allgemeine Verhalten der Tiere zu bekommen
entwickelten wir einen orientierenden neurologischen Score mit maximal 80
Punkten, in dem sowohl die Sensomotorik, spezifische Verhaltensmuster, wie
Nestbau oder das Zeigen von Interesse bei Kifigoffnung, wie auch Vitalparameter
(Atmung) beriicksichtig waren. Aufgrund der vielen Einzelkomponenten war dieser

Test sehr aufwendig, liel jedoch keine signifikanten Aussagen ableiten.

Deutlich aussagekriftiger beziiglich des Allgemeinbefindens, und sehr einfach
durchzufiihren, ist es die Verdnderungen der Korpergewichte der Tiere zu
beobachten. Es ist ein sensitiver Marker fiir das Allgemeinbefinden der Méuse und
korreliert mit der cerebralen Schidigung der Tiere (Piot-Grosjean O. et al., 2001;
Hamm R.J. et al., 1992; Zausinger S. et al., 2004). Sham operierte Tiere zeigten in
unseren Versuchen post OP nahezu keinerlei Gewichtsverlust, wéahrend

traumatisierte Mause bis zu 10% ihres Korpergewichts verloren.

4.6.2. Motorik und Motorkoordination

Um die motorische Funktion der vorderen Extremitdt zu untersuchen verwendeten

wir den Forepaw contraflection- und den Grasp strenght Test. Beide Tests zeigten
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jedoch keine signifikanten Unterschiede der einzelnen Gruppen zueinander, obgleich
festzustellen war, dass moderate und strong geschidigte Tiere deutliche Defizite
beim Forepaw contraflection Test aufwiesen.

Die Inkohédrenz der einzelnen Gruppen zueinander ldsst sich darauf zuriickfiihren,
dass die vordere Extremitit bei Maiusen jeweils auf beiden Hemisphéren
reprasentiert ist und somit die Schidigung einer Hemisphére ausgeglichen werden
kann. G.B. Fox zeigte jedoch bereits 1998 (Fox G.B. et al., 1998), dass es nach CCI
Trauma bei C57/Bl6 Miusen zu einem Flexionsdefizit der vorderen Extremititen

kommt, das 2 Wochen nachgewiesen werden konnte.

Wesentlich aussagekriftiger ist die Untersuchung der motorischen Funktion der
hinteren Extremitét, die nur auf der korrespondierenden Hemisphére représentiert ist.
An Hand des Beam walking Tests konnten somit motorische Defizite der hinteren
Extremitit eindeutig quantifiziert werden (Goldstein L.B.et al., 1990; Soblosky J.S.
et al., 1996; Beaumont A. et al., 1999; Dixon C.E. et al., 1999), die Riickschliisse auf
die Funktionsbeeintrachtigung der jeweiligen Hemisphire zulésst, obgleich auch die
Gleichgewichtsfunktion und die Koordination die Ergebnisse mit beeinflussen
(Allen G.V. et al., 2001).

Abhidngig von der Starke des Traumas zeigten die Tiere in unseren Versuchen eine
signifikante Zunahme der Fehltritte beim Uberqueren des Balkens. In Einklang mit
unseren Ergebnissen konnte auch G.B. Fox (Fox G.B. et al., 1998) ausgehend von
3 - 5 Fehltritten vor Trauma eine Zunahme der Fehltritte auf iiber 40 nach
experimentellem SHT beobachten. In einem Zeitraum von 14 Tagen verbesserten
sich die motorischen Defizite signifikant, verblieben jedoch auf einem
Residualzustand von 20 Fehltritten. Das motorische Defizit der Tiere zeigt sich
zudem auch in der signifikant verlingerten Zeit, die die Miuse zum Uberschreiten
des Balkens bendtigen (10 Sekunden pra-OP vs. 45-55 Sekunden 2 Tag post OP)
(Piot-Grosjean O. et al., 2001; Wagner A.K. et al., 2003).
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4.6.3. Kognition und Orientierung im Raum

Um die ortliche Orientierung und das rdumliche Gedachtnis der Tiere zu testen
entwickelte R. Morris 1984 eine Versuchsanordnung, bei der Ratten eine Plattform,
die in einem Wasserbecken versteckt ist, finden miissen. Dabei konnen sich die Tiere
an Kreise und Vierecke an den Winden des Wasserbeckens orientieren. Die
Plattform darf dabei jedoch nicht sichtbar sein (Zohar O. et al., 2003). Seither ist
diese Versuchsanordnung als Morris water Maze bekannt (Morris R. et al., 1984).
Unsere Beobachtungen erstrecken sich von 1 Tag prd-OP bis zu 3 Tage post-OP.
Dabei zeigten unsere Untersuchungen, wie auch Ergebnisse um die Gruppen von
D.H. Smith, J.Isaksson und N. Aoyama (Smith D.H. et al., 1995; Isaksson J. et al.,
2001; Aoyama N. et al., 2002), 1im Vergleich zu sham operierten Tieren, eine
signifikante Verlangerung der Zeit, bis traumatisierte Tiere die Plattform gefunden
haben. Einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen strong, moderate und
mild traumatisierter Tiere konnten wir jedoch nicht feststellen.

Ein Grund dafir konnte in dem relativ kurzen und traumanahen
Beobachtungszeitpunkt liegen. Bei Untersuchungen 7-14 Tage nach CCI an der
Ratte konnte S.W. Scheff (Scheff S.W. et al., 1997), im Gegensatz zu N. Aoyama
(Aoyama N. et al., 2002), durchaus eine traumaintensitdtsabhingige Verldngerung
der Suchzeit bei Ratten feststellen. Andererseits konnte auch C.E. Dixon bei
Langzeituntersuchungen bis zu 90 Tage nach Trauma (weight drop und CCI) kein
signifikanter Unterschied  zwischen leicht und stirker geschidigten Tieren
festgestellen, jedoch einen signifikanten Unterschied zur sham operierten
Kontrollgruppe (Dixon C.E. et al., 1999; Zohar O. et al., 2003). Die Inkohérenz der
publizierten Ergebnisse ldsst vermuten, dass dieser Test neben dem rdumlichen
Orientierungsvermdgen und der Kognition, stark von den motorischen Fahigkeiten,

der Motivationslage und dem Stress fiir die Tiere im Wasser abhingig ist.
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Eine Alternative zu dem stressverbunden Morris water Maze Test die rdumliche
Orientierungsfahigkeit und die kognitive Leistung der Mause zu quantifizieren, stellt
der Barnes circular Maze Test dar. C.A. Barnes entwickelte 1974 diesen Test um den
Einfluss des Alterns der Ratten auf die neurophysiologischen Veridnderungen und
das Verhalten zu untersuchen (Barnes C.A. et al., 1979). G. Koopmans (Koopmans
G. et al., 2003) hat 2003 das Modell des Barnes circular Maze fiir unterschiedliche
Mausstamme untersucht. Er stellte dabei fest, dass bei C57/Bl6 Miusen die Zeit und
die Anzahl der Fehlversuche durch tdgliches Trainieren gesenkt werden kann.
Bereits 1998 hat G.B. Fox zudem gezeigt, dass nach CCI Trauma bei Méusen, die
Zeit, bis die Tiere den Fluchttunnel finden, im Vergleich zu Kontrolltieren
signifikant verlidngert ist (Fox G.B. et al., 1998).

In unseren Experimenten konnten wir jedoch keinen Unterschied zwischen sham
operierten und unterschiedlich stark traumatisierten Tieren nachweisen.

Ein Grund dafiir liegt, wie beim Morris water Maze Test, sicherlich an den kurzen
Trainingszeiten, dem friihen Untersuchungszeitpunkt 1-3 Tage post CCI Trauma und

an den kleinen Tiergruppen.

In Zusammenschau der Befunde erschien uns =zur Beurteilung des
Allgemeinbefindens und des neurologischen Outcomes der Tiere die Verwendung
der Gewichtskurven und der Beam walking Test adequat. Beide Untersuchungen
sind einfach, und ohne groBles Training durchzufiihren und lassen signifikante

Aussagen zu.

4.7. Einfluss der Entlastungskraniektomie

4.7.1. Aktueller Stand der Therapie

Obgleich in der Diagnostik und Rehabilitation von Patienten mit schweren SHT in

den letzten 30 Jahren enorme Fortschritte erzielt wurden, bleibt die Therapie des
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malignen Hirnédems, das zur raschen Zunahme des intrakraniellen Drucks fiihrt, fiir
Neurochirurgen und Intensivmediziner ein ungeldstes Problem. Bei Versagen
konservativer Therapien (Hyperventilation, Mannitol, hyperosmolaren Ldsungen,
Hypothermie und hochdosis Barbiturat Therapie) wird daher von der
Amerikanischen und  Europdischen  Society fiir  Neurochirurgie die
Entlastungskraniektomie, als Therapie der zweiten Wahl, empfohlen (The Brain
Trauma Foundation. The American Association of Neurological Surgeons. The Joint
Section of Neurotrauma and Critical Care 1996; Maas A.lL et al., 1997). Aufgrund
eines Mangels an klinisch randomisierten prospektiven Studien und nur wenigen
retrospektiven Studien wird der Nutzen der Kraniektomie fiir das Outcome der
Patieneten jedoch stark kontrovers diskutiert. In einem klinischen Ubersichtsartikel
hat V. Kontopoulos (Kontopoulos V. et al., 2002) eine Auswahl der aktuelle

Literatur zum Einsatz der Kraniektomie zusammengestellt.

QOutcome Polin Kunze Guerra Miinch | Thessaloniki
(GOS) et al. et al. et al. et al. Kontopoulos
(1997) (1998) (1999) (2000) et al. (2000)
Mortalitét
(1) 23% 11% 19% 59% 22%
Vegetativer
Status und
schwere 40% 32% 20% 11%
Behinderung
(2-3)
Moderate
Behinderung 37% 56% 58% 41% 66%
(3-4)

Abb. 52: Outcome von Patienten nach Schidel-Hirntrauma und Kraniektomie an Hand
ausgewdhlter Literaturbeispielen (T. Kontopoulus)
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In der Studie von Polin (Polin R.S. et al., 1997) wurden im Zeitraum zwischen 1984
und 1993 35 Patienten mit malignem cerebralen Odem einer bifrontalen
Kraniektomie unterzogen. Das Durchschnittsalter der Patienten lag bei 18,7 Jahren
und einem initialen GCS von 5,6. Das Outcome der Patienten wurde an Hand des
GOS am Tag der Entlassung aus dem Krankenhaus, durchschnittlich 63 + 46,1 Tage
(Range: 10 — 220 Tage) nach Trauma, evaluiert. 7% der Patienten wurden in gutem
Zustand, 26% mit leichten und 32% mit schweren Behinderungen und 17% im
vegetaivem Status entlassen. 23% verstarben wihrend des Klinikaufenthaltes.
Insgesamt zeigten, trotz des niedrigen Durchschnittsalters, 63% ein schlechtes
Outcome, wobei Patienten, die innerhalb von 48 Stunden post Trauma operiert
wurden (46%), ein signifikant besseres Outcome aufwiesen (p < 0,022) als Patienten
die erst nach 48 Stunden operiert wurden. Als ausgesprochen kritisch in dieser
Studie ist die Ligatur des Sinus sagittalis superior anzusehen, weil dadurch der
venose Blutabfluss massiv gestort wird.

In den Untersuchungen von Guerra et al. waren deutlich weniger Patienten mit GOS
von 1 oder 2 verzeichnet. Auch er fiihrte eine bifrontale Kraniektomie bei 57
Patienten zwischen 1977 und 1997 durch, wobei er jedoch den Sinus sagittalis
wiahrend der OP schonte. Auf Grund seiner erhobenen Daten empfiehlt Guerra die
Kraniektomie nur bei Patienten, die jlinger als 50 Jahren sind, sich unter
konservativer  Therapie bereits 1im GCS verbesserten und keinerlei
Hirnstammzeichen aufweisen (Guerra WK-W. et al., 1999).

Elke Miinch (Miinch E. et al., 2000) unterschied bei der retrospektiven Auswertung
threr Patientendaten (49 zwischen 1995 bis 1998) zwischen unmittelbar nach
Trauma kraniektomierten (63,3%; 4,5 £ 3,8 Stunden) und Patienten mit einer
verzogerten Kraniektomie (36,7%; 56,2 + 57,0  Stunden). Subdural- oder
Epiduralhdmatome mit einem Durchmesser von > 1 cm, oder intrakranielle
Hamatome > 25 ml und eine einseitige intrakranielle L&sion mit einer
Mittellinienverlagerung von > lem wurden sofort operiert, wihrend eine verzogerte

Kraniektomie erst dann durchgefiihrt wurde, wenn der ICP, trotz konservativer
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Therapie, fiir iiber 15 Minuten > 30 mmHg lag. Bei Patienten, die jedoch auf beiden
Seiten intrakranielle Lédsionen aufwiesen oder lichtstarre Pupillen zeigten, wurden
keine operativen MaBnahmen durchgefiihrt. Es wurde eine groBle, unilaterale
frontotemporoparieto-okkzipitale Kraniektomie durchgefiihrt. Das mittlere Alter der
Patienten lag bei 43 + 17,8 Jahren; der initiale GCS bei 8 + 4 Punkten. Bei der
Auswertung ihrer Daten zeigte sich, dass Patienten mit initialem GCS > 8 und einem
Alter jiinger als 50 Jahre signifikant besser abschnitten als dltere Patienten oder
solche mit einem GCS < 8 Punkten. Das Zeitintervall zwischen Trauma und
Kraniektomie hatte jedoch keinen Einfluss auf den GOS bei der Entlassung der
Patienten von der Intensivstation. Das Outcome 6 Monate nach Trauma war jedoch
bei Patienten mit einer unmittelbar nach Trauma durchgefiihrten Kraniektomie
signifikant besser als bei Patienten mit einer verzogert durchgefiihrten Kraniektomie.
Eine dhnliche Differenzierung in frith- und spitkraniektomierte Patienten (n=40)
nahm auch J. Albanese (Albanése J. et al., 2003) vor. Patienten mit einem initialen
GCS < 6, klinischen Zeichen einer Einklemmung und im CT nachgewiesene Zeichen
fiir eine Hirnschwellung (ICP wurde nicht gemessen) wurden innerhalb der ersten 24
Stunden nach Trauma operiert. In die spitkraniektomierte Gruppe der (OP > 24
Stunden nach Trauma) wurden Patienten mit konservativ nicht kontrollierbaren ICP
Werten > 35 mmHg, ein- oder beidseitigem Ausfall der Pupillenreflexe oder im CT
nachgewiesene Zeichen einer Hirnschwellung oder Herniation eingeschlossen. Bei
der Untersuchung der Patienten 1 Jahr nach Kraniektomie zeigte sich in der
spatkraniektomierten Gruppe ein GOS von 4 + 5 in 38%, ein GOS von 2 + 3 in
ebenfalls 38% und in 23% ein GOS von 1, wohingegen frithkraniektomierte nur in
18,4% ein GOS von 4 + 5, und nur 29,4% ein GOS von 2 + 3 erreichten. 52% der
Patienten verstarben (GOS = 1). Eine Erkldrung fiir diese starke Diskrepanz, v.a. zu
den Ergebnissen von Elke Miinch, ist sicherlich in den Einschlusskriterien zu finden,
da nur die schwersten Félle, inklusive Patienten mit einer Hirnstammsymptomatik,
in die frihkraniektomierte Gruppe eingeschlossen wurden, und dadurch die beiden

Gruppen miteinander nicht vergleichbar sind.
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Eine dhnliches Problem liegt auch der Studie von A.M. Messinger-Jiinger (Messing-
Jinger A.M. et al., 2003; Unterberg A. et al., 2003) zu Grunde. An 87 Patienten
untersuchte sie retrospektive das Outcome zwischen friith- und spétkraniektomierten
Patienten. Auch sie konnte keinen signifikanten Vorteil einer frithzeitigen
Kraniektomie nachweisen, wobei frithkraniecktomierte Patienten auch hier einen

initialen GCS von 4,4 und spéatkraniektomierte von 7,8 aufwiesen.

4.7.2. Frihkraniektomie bei1 Kindern

Aus Studien, die bei Kindern durchgefiihrt wurden, weil man jedoch, dass sehr friih
nach Trauma durchgefiihrte Kraniektomien durchaus das Outcome erheblich
verbessern konnen (Dam Hieu P. et al., 1996; Taylor A. et al., 2001; Hejazi N. et al.,
2002; Figaji A.A. et al., 2003). In der Arbeit von A. Tayler wurden die Kinder
durchschnittlich 19,3 Stunden nach Trauma operiert. Er verglich den Verlauf des
ICP und das langfristige Outcome der Patienten (n = 13) mit einer
ausschlieBlich konservativ behandelten Kontrollgruppe (n = 14). Dabei stellte er fest,
dass der durchschnittliche ICP Wert der kraniektomierten und konservativ
weiterbehandelten Patienten 48 Stunden nach OP um 8,98 mmHg niedriger lag als in
der Kontrollgruppe. Zudem zeigten sie innerhalb der ersten 48 Stunden post OP
signifikant weniger Episoden erhdhter ICP Werte (ICP > 20 mmHg: 107 vs. 223 mal
pro 48 h und ICP > 30 mmHg: 9 vs. 59 mal pro 48 h). 6 Monate nach Trauma
wiesen 7 von 13 kraniektomieren Kindern ein gutes und nur 6 von 13 ein schlechtes
neurologisches Outcome auf, wohingegen in der konservativ behandelten
Kontrollgruppe nur 2 von 14 ein gutes und 12 von 14 ein schlechtes Outcome

zeigten.
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4.7.3. Diskussion der experimentellen Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit konnten wir erstmals nachweisen, dass durch eine
unmittelbar nach experimentellem SHT durchgefiihrten Entlastungskraniektomie
der Anstieg des intrakraniellen Drucks komplett verhindert werden konnte und der
Abfall der cerebralen Durchblutung deutlich reduziert wurde. Bei Méausen, die in
einem Zeitfenster von bis zu 3 Stunden nach CCI Trauma kraniektomiert wurden,
konnte somit die Ausbildung des sekundire Hirnschadens innerhalb der ersten 24
Stunden nahezu vollstindig verhindert werden. Dadurch hatten kraniektomierte
Tiere eine deutlich verbesserte neurologische Funktion im Vergleich zu Tieren der
nicht kraniektomierten Kontrollgruppe.

Unsere Ergebnisse unterstiitzen somit die Hypothese, dass eine friihzeitige
Kraniektomie auch beim Menschen die Ausbildung des sekundidren Hirnschadens
deutlich reduzieren konnte. In einer 2002 verdffentlichten Arbeit konnte G.H.
Schneider (Schneider G.H. et al., 2002) eindrucksvoll darstellen, dass durch die
Kraniektomie der ICP von 40 mmHg auf 10 mmHg gesenkt und die cerebrale
Durchblutung von 65 mmHg auf 78 mmHg gesteigert werden konnte. Diese
Ergebnisse zeigen einen dhnlichen Verlauf wie wir ithn auch experimentell an der
Maus beobachten konnten. Es wire folglich auch vorstellbar, bei friihzeitig
durchgefiihrter Kraniektomie, den sekunddren Hirnschaden beim Menschen zu
verhindern.

Gegenstand der Diskussion sind jedoch nach wie vor die Einschlusskriterien fiir die
Durchfiihrung einer Kraniektomie und die anzuwendende Technik. Es verdichten
sich jedoch Anzeichen fur eine frithzeitige und weit ausgedehnte Kraniektomie, z.T.
auch die Durchfiihrung einer bilateralen Kraniektomie, und ein Ausschluss von
Patienten mit Hirnstammbeteiligung (Holland M. et al., 2004). Zur weiteren Kldrung
dieser Fragen miissten jedoch klinisch randomisierte prospektive Studien mit

vergleichbaren Ausgangsgruppen durchgefiihrt werden. Nur somit kann verhindert
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werden, dass eine effektive Therapieoption fiir Patienten mit schweren SHT nicht

oder zu spét eingesetzt wird.

4.8. Das Kallikrein-Kinin System

4.8.1. Die Bedeutung von Bradykinin B;-und B,- Rezeptoren fiir die Ausbildung des

sekundaren Hirnschadens

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um Prof. Nussberger konnten wir einen
signifikanten =~ Anstieg der  Bradykininkonzentration im  traumatisierten
Hirnparenchym 4 Stunden nach experimentelem SHT nachweisen. Um die
pathologische Bedeutung der Bradykinin B;- und B,- Rezeptoren zu untersuchen,
haben wir das Nekrosevolumen von Bradykinin B;- und B,- Rezeptor knock-out
Maiusen, sowie das Hirnddem von B, knock-out Tieren im Vergleich zu
rezeptorkompetenten C57/Bl6 Kontrolltieren, 24 Stunden nach CCI Trauma
bestimmt. Dabei haben wir eine signifikante Reduktion des Nekrosevolumens und
des Hirnédems bei Bradykinin B,KO Tieren nachweisen konnen, wihrend die

Nekrosevolumina von B;KO vs. C57/B16 Kontrolltieren keinen Unterschied zeigten.

Bereits mehrfach wurde in der Literatur beschrieben, dass es im Rahmen einer
posttraumatischen Entziindungsreaktion zur Aktivierung des Kallikrein-Kinin
Systems kommt (Rodell T.C. et al., 1996). Bereits 1989 zeigte Andreasson
(Andreasson S. et al, 1989), dass das Kallikrein-Kinin System nach
experimentellem Lungenkontusionstrauma bei Schafen aktiviert wird. Auch bei
Patienten mit ARDS (Acute respiratory distress syndrome) konnte eine Aktivierung
dieses Systems nachgewiesen werden (Carvalho A.C. et al., 1988). Dabei kommte es
zur peripheren Vasodilatation, zum Anstieg der GefaBdurchldssigkeit, zur
Stimulation von Immunzellen und zur Auslésung von Schmerzen (Walker K. et al.,

1995; Pela I.R. et al., 1996).
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Auch im zentralen Nervensystem wurde bereits der Nachweis fiir die Existenz von
Bradykinin B;- und B2- Rezeptoren erbracht (Regoli D. et al., 1984; Murone C. et
al., 1997; Raidoo D.M. et al., 1997; Chen E.Y. et al., 2000; Mahabeer R. et al.,
2000). Die Aktivierung des Kallikrein-Kinin Systems fiihrt vor allem zu einer
Zunahme des Blutflusses und zur Er6ffnung der Blut- Hirnschranke (Walker K. et
al., 1995). Bereits 1986 beschrieb A. Unterberg (Unterberg A. et al., 1986) am
Kélteldsions Traumamodell bei Ratten, dass es durch die gezielte Blockade der
Plasmaproteasen des Kallikreins zur signifikanten Reduktion des Hirnédems kommit.
In einer ersten klinischen multizentrischen Studie konnte A. Marmarou (Marmarou
A. et al., 1999) an 133 SHT Patienten nachweisen, dass eine Applikation des
Bradykinin Blockers Bradykor (3pg/kg/min) innerhalb von 12 Stunden nach
Trauma, und Fortfiihrung der Therapie bis zum 5. Tag, eine Reduktion des ICP und
der Mortalitidt zeigte. Die Unterschiede zur Kontrollgruppe waren jedoch nicht
signifikant. Die systemischen Blutdruckwerte entsprachen dabei der Kontrollgruppe.
Obgleich es Hinweise gibt, dass Bradykinin B;- Rezeptoren bei der
Signaltransduktion via Inositoltrisphosphat und NO zur Blutdruckregulation und zur
Hirnddementstehung beitragen (Emanueli C. et al., 1999; Prat A. et al., 2000),
verdichten sich die Hinweise, dass es vor allem Bradykinin B,- Rezeptoren sind, die
zur Eroffnung der Blut- Hirnschranke fiihren (Regoli D. et al., 1984; Mayhan W.G.
et al.,, 1996; Wahl M. et al., 1996; Wahl M. et al., 1999). Neben eciner cerebralen
Vasodilatation (Lindsey C.J. et al., 1989; Wahl M. et al., 1996), konnte von M. Wahl
(Wahl M. et al., 1996) und A. Unterberg (Unterberg A. et al., 1984) bereits 1984
gezeigt werden, dass es durch die Ca®" vermittelte Kontraktion von Endothelzellen
zur Eroffnung der tight junctions und zur Fliissigkeitsextravasation ins umliegende
Gewebe und zur Ausbildung eines Odems kommt. Die kontinuierliche Applikation
von Hoe 140, einem selektiven Bradykinin B,- Rezeptor Antagonisten, 1 Stunde
vor, und bis zu 24 Stunden nach Kalteldsionstrauma zeigte bei Ratten eine
signifikante Reduktion des Nekrosevolumens um —-19% und des Hirnodems um

—14% (Gorlach C. et al.,, 2001). Durch die Applikation des Bradykinin B;-
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Rezeptorblockers B 9858 oder 0,9% Na'Cl'Ldsung konnte kein positiver Effekt
erzielt werden.

Diese Untersuchungen bestitigen unsere Ergebnisse, dass vor allem der Bradykinin
B,- Rezeptor fiir die Ausbildung des Hirnédems, dem dadurch bedingten Anstieg des
ICP und der Zunahme des Nekrosevolumens verantwortlich ist.

Neben Hoe 140 wurden noch weitere spezifische B,- Rezeptorantagonisten
entwickelt und charakterisiert. Zu erwahnen sind hierbei WIN 64338, NPC 18884,
FR 167344, FR 173657, LF 16-0335 und LF 16-0687 (Hall J.M. et al., 1997; Regoli
D., 1998; Heitsch H. et al., 2002; Robert C. et al., 2002).

4.8.2. Selektive Blockade des Bradykinin B,- Rezeptors durch LF 16-0687

In der vorliegenden Arbeit haben wir die Wirkung von LF 16-0687 auf den ICP,
CBF, MAP, das Hirnddem und das Nekrosevolumen in zwei unterschiedlichen
Dosierungen untersucht:

Unter repetitiv intravends verabreichten, niedrig dosierten LF 16-0687 Gaben (Bolus
15 min. post CCI: 0,3 mg/kgKG + 0,15 mg/kgKG alle 30 min.) konnte innerhalb des
Beobachtungszeitraums von 120 Minuten kein positiver oder negativer Einfluss auf
den ICP, den CBF oder den MAP nachgewiesen werden. Ebenso zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede bei der Quantifizierung des Hirnddems und des
Nekrosevolumens nach kontinuierlicher Gabe des Pharmakons via Alzet Mikro
Pumpen (Bolus 15 min. post CCI: 0,5mg/kgKG s.c. + kontinuieliche Gabe von 1
ul/h mit einer Konzentration von 0,25 mg/kgKG).

Nach Verabreichung von hoch dosiertem LF 16-0687 (3,0 mg/kgKG 15min und 8h
post CCI s.c.) konnte der ICP 10h und das Nekrosevolumen 24h nach

experimentellem SHT signifikant reduziert werden.

D. Pruneau (Pruneau D. et al., 1999 (a)) zeigte erstmals 1999 an Ratten nach weight-

drop Trauma, dass die kontinuierliche intravendse Infusion von LF 16-0687 (in
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maximaler Dosis von 100 pg/kg/min = 138 mg/kg KG Gesamtdosis) zur
signifikanten Reduktion der Zunahme des Hirnddems um 64% fithrte. Dabei wurde
das Pharmakon von 1 Stunde bis 23 Stunden nach Trauma kontinuierlich infundiert.
Parallel dazu hatte D. Pruneau den Einfluss der Substanz auf den systemischen
Blutdruck 1 h prd- und bis zu 2 Stunden post Trauma gemessen und zeigen konnen,
dass der MAP nach Trauma nur tendenziell niedriger ist als in der Kontrollgruppe.
Mit einer Dosierung von 10 oder 30 pg/kg/min. (= 13,8 mg/kgKG und 41,4 mg/kg
Gesamtdosis) konnte die Ausbildung des Hirnddems jedoch nicht beeinflusst
werden. Ferner konnte D. Pruneau nachweisen, dass durch die subkutane Injektion
von LF 16-0687 vor einer 20 miniitigen transjuguldren Bradykinininfusion die
Bindung von Bradykinin an Rezeptoren am Rattenuterus, an menschlichen
Umbilikalvenen und am Ileum von Schweinen kompetitiv gehemmt wird (Pruneau
D. et al., 1999 (b)). J.F. Stover (Stover J.F. et al., 2000 (c); Stover J.F. et al., 2000
(a)) zeigte an Ratten nach CCI Trauma, dass eine subkutane Injektion von
3mg/kgKG und 30 mg/kgKG LF 16-0687 5 Minuten nach Trauma zur signifikanten
Reduktion der prozentualen Hirnschwellung fiihrte. Auf der nicht traumatisierten
Hemisphére nahm jedoch der Wassergehalt um den gleichen Prozentteil zu. Zudem
wurde das Zeitfenster der Applikationsmoglichkeit untersucht. Dabei stellte J.
Kaplanski (Kaplanski J. et al., 2002) fest, dass bei einer subkutanen Verabreichung
von 2,5 mg/kgKG LF 16-0687 1h (-45%), 2h (-52%) und 4h (-63%) nach diffusem
SHT es zu einer signifikanten Reduktion des Hirnddems 24h nach Trauma kam.
Eine Applikation erst 10 Stunden nach Trauma zeigte sich jedoch nur wenig effektiv
(-24%). Interessanterweise wurden dhnliche Ergebnisse bei vollig unterschiedlichen
Applikationsformen und Konzentration erzielt. Ahnlich wie D. Pruneau injizierte M.
Rachinsky (M. Rachinsky. et al., 2001) LF 16-0687 intravends, beginnend 1 Stunde
nach Trauma. Bei einer Konzentration von 100ug/kg/min (=138 mg/kgKG
Gesamtdosis) konnte er im Vergleich zu einer Konzentration von 10 pg/kg/min.

(=13,8 mg/kgKQG) eine signifikante Reduktion des Hirnodems auf 80,0 + 1,4% im

Vergleich zur Kontrollgruppe mit NaCl (82,9 + 1,3%) erzielen. In der Gruppe mit
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niedriger Dosierung hingegen nahm das Odem auf 84,0 + 1,4% zu. Diese
Ergebnisse stehen im Widerspruch zu Arbeiten von N. Plesnila (Plesnila N. et al.,
2001), S. Zausinger (Zausinger S. et al., 2002) und J. Schulz (Schulz J. et al., 2000),
die gerade in mit niedrigen LF 16-0687 Konzentrationen die grofte Odemreduktion
erzielten.

In der derzeit zur Verfiigung stehenden Literatur wurde bislang nie der Einfluss von
LF 16-0687 auf das Nekrosevolumen beschrieben. Insofern bleibt die Frage offen,
ob in den publizierten Studien nur das Hirnédem kleiner wird, beziechungsweise sich

verlagert, oder tatsdchlich eine zelluldre Neuroprotektion stattfindet.

4.8.1. Interpretation der Ergebnisse

Alle Untersuchungen mit LF 16-0687 wurden bislang an Ratten durchgefiihrt. Die
Ergebnisse beziiglich einer empfohlenen Dosierung waren stark widerspriichlich.
Die Pharmakokinetik bei Mausen unterscheidet sich aber grundsitzlich von der bei
Ratten. LF 16-0687 erzielt innerhalb von 30 Minuten eine 8 fach hohere
Serumkonzentrationen und fillt rasch innerhalb von 2h wieder unter den
empfohlenen Wirkstoffspiegel ab. Es fehlten uns somit Vergleichsarbeiten zur Wahl
einer adequaten Dosis und Verabreichungsform des Pharmakons. Von Laboratories
Fournier Research haben wir Kurven der Enzymkinetik der Méuse, im Vergleich zur
Rattenkinetik, zur Verfliigung gestellt bekommen. Ausgehend von diesen
Untersuchungen haben wir die entsprechenden Dosierungen berechnet und
verabreicht. Die Ergebnisse zeigen allerdings, dass die gewéhlte Dosierung (von 0,3
mg/kg KG) zu niedrig zu sein scheint. Nach Erhéhung der Dosis um den Faktor 10
(auf 3,0 mg/kg KG) konnte auch an der Maus eine Reduktion des ICP 10h, und
erstmals auch eine Verkleinerung des Nekrosevolumens 24h nach Trauma
nachgewiesen werden. Somit konnte eine Neuroprotektion von LF 16-0687 durch

die spezifische Blockade des Bradykinin B,- Rezeptors erstmals bewiesen werden.
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Da wir in unseren Untersuchungen den Hirnwassergehalt beider Hemisphéren
gemeinsam bestimmt haben, kann nicht ausgeschlossen werden, dass sich eine
eventuelle Abnahme des Wassergehalts der traumatisierten Hemisphére durch eine
Zunahme der kontralateralen Seite, wie in Arbeiten von J.F. Stover beschrieben
(Stover J.F. et al., 2000 (c); Stover J.F. et al., 2000 (a)), nivelliert hatte. Im Vergleich
zu Ratten ist der Trennungsfehler der Hemisphdren bei Mausen so grof3, dass sich

kleine Unterschiede ausgleichen konnen.

Da der Zustand von Patienten nach einem SHT sich im Laufe des klinischen
Aufenthaltes auf Grund des fortschreitenden sekundren Nekrosewachstums
verschlechtert, erscheint der Einsatz der Entlastungskraniektomie in vielen Fillen
erst retrospektiv indiziert. Somit stellt die Hemmung spezifischer Pathomechanismen
des sekundiren Nekrosewachstums eine sinnvolle Therapieoption dar.

Der Beweis fiir die Involvierung des Kallikrein-Kinin Systems bei der
posttraumatischen Hirnschddigung wurde bereits erbracht, dennoch scheint der
detailierte pathophysiologische Ablauf z.T. noch unverstanden zu sein und die
Ergebnisse der Literatur erscheinen widerspriichlich (Regoli D., 1984; Unterberg A.
et al., 1986; Baethmann A., et al., 1988; Wahl M. et al., 1993; Wahl M., et al., 1996;
Rodell T.C., 1996; Wahl M., et al. 1999). Somit ist die weitere Erforschung dieses
Systems unverzichtabar. So wurde z.B. in Untersuchungen iiber die Rolle des
Bradykinin Systems bei pulmonalen Erkrankungen bereits 1989 die Existenz eines
Bradykinin B3- Rezeptors angenommen (Farmer SG., 1989; Farmer SG., 1991;
Richard T., 2003; Farmer SG., 1994). Es gibt derzeit jedoch keine einzige
Untersuchung, iiber die Existenz oder die Wirkungsweise dieses Rezeptors im
Gehirn. Somit konnte man mutmalen, dass bei der Ausbildung des sekundéren
Hirnschadens, neben Bradykinin B;- und B,- Rezeptoren, auch B;- Rezeptoren

involviert sein kOnnten.
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S. ZUSAMMENFASSUNG

Das schwere Schéddel- Hirntrauma ist die hdufigste Ursache fiir Mortalitdt und
dauerhafte Morbiditdt in der Altersgurppe unter 45 Jahren. Die therapeutischen
Moglichkeiten sind jedoch begrenzt. Der Einsatz einer Entlastungskraniektomie wird
auf Grund des Mangels an prospektiven randomisierten klinischen Studien
kontrovers diskutiert. Auch die Moglichkeit, das sekundére Nekrosewachstum durch
spezifische Einflussnahme auf pathophysiologische Verdnderungen zu reduzieren,
wie die Aktivierung des Kallikrein-Kinin Systems, ist derzeit Gegenstand
wissenschaftlicher Uberlegungen. Aufgrund dessen befasst sich die vorliegende

Arbeit mit folgenden Fragestellungen:

1)  Wie verhdlt sich im tierexperimentellem Modell der ICP, der CBF, das
Nekrosevolumen und das funktionelle Outcome der Mause nach Controlled Cortical
Impact Trauma?

2)  Welchen Einfluss hat eine Entlastungskraniektomie auf den ICP, CBF, das
Nekrosevolumen und das neurologisch Outcome der Tiere, und wann sollte diese
durchgefiihrt werden?

3)  Zu welchem Zeitpunkt nach experimentellem SHT kommt es zum Anstieg der
perikontusionellen Bradykinin-Konzentration und iiber welche Rezeptoren
(Bradykinin B;- oder B,- Rezeptoren) ist deren Wirkung vermittelt.

4)  Kann durch eine spezifische pharmakologische Inhibition des Bradykinin B,-
Rezeptors durch LF 16-0687 der Anstieg des ICP und die Ausbildung des

sekundaren Hirnschadens reduziert werden?

An dem Model des Controlled Cortical Impact Traumas konnten wir reproduzierbar
einen postkontusionellen Anstieg des ICP und einen Abfall der CBF der
kontralateralen Hemisphdre nachweisen. Zugleich quantifizierten wir den
morpholgischen Schaden an Nissl gefiarbten Gefrierschnitten, den Hirnwassergehalt

und das neurlogische Outcome der Tiere an Hand funktionaler Tests.
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Wir konnten erstmals zeigen, dass durch den Einsatz der Entlastungskraniektomie,
auch bei einer Verzogerung bis zu 3 Stunden nach experimentellem SHT, die
Ausbildung des sekunddren Hirnschadens nahezu vollstindig verhindert werden
konnte. Auch der Anstieg des ICP und der Abfall des CBF konnte dadurch deutlich
reduziert werden. Dies fiihrte zu einer signifikant verbesserten neurologischen
Funktion der Tiere.

4 Stunden nach experimentellem SHT konnten wir in der traumatisierten
Hemisphire ein Maximuim der Bradykinin Konzentration im perikontusionalen
Gewebe nachweisen. Die Ausbildung des sekundéiren Hirnschadens scheint dabei
iiber Bradykinin B,- Rezeptoren vermittelt zu sein. Im Gegensatz zu Bradykinin
Rezeptor B, knock-out Mausen, war bei B, knock-out Tieren das Nekrosevolumen
12 Stunden und das Hirnddem 24 Stunden nach CCI signifikant kleiner.

Durch die spezifische Blockade des Bradykinin B,- Rezeptors durch LF 16-0687
konnten der ICP 10h und das Nekrosevolumen 24h nach CCI Trauma signifikant

reduziert werden.

Zusammenfassend kann  festgestellt werden, dass der FEinsatz der
Entlastungskranietkomie, ebenso wie die  pharmakologische Hemmung von
Bradykinin B,- Rezeptoren, vielversprechend ist. In klinisch randomisierten
prospektiven Studien sollte dies weiter untersucht werden. Dadurch konnte ein
besseres Therapiekonzept fiir SHT Patienten entwickelt und das weitgehend

schlechte Outcome der Patienten verbessert werden.
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