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1 Einleitung
1.1 Das Schéadelhirntrauma

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

~Schadelhirntrauma* ist der Oberbegriff fir gedeckte und offene Schéadelverletzungen
mit Gehirnbeteiligung.'*® Die Angaben zur Inzidenz des Schéadelhirntraumas in
Deutschland schwanken, was einerseits an unterschiedlichen Diagnosekriterien,
andererseits an langen Rekrutierungszeitraumen bei prospektiven Studien liegt. Eine
aktuellere Studie ermittelte die Inzidenz des schweren Schadelhirntraumas mit 321/
100 000/ Jahr,*” andere gehen von ungefahr 280.000 Féllen pro Jahr (entspricht
350/ 100.000) in Deutschland aus,'® wovon jedoch nur in 5% (17,5/ 100.000) der
Falle schwere Schadelhirntraumata (GCS < 8) vorliegen.

Die Atiologie variiert mit dem Alter der Betroffenen. Wahrend im jungen und mittlerem
Erwachsenenalter (15-45 Jahre) Motorrad- und Autounfélle die haufigste Ursache
darstellen, wird das Schéadelhirntrauma bei Kleinkindern und im héheren Alter
hauptsachlich durch Stiirze, vor allem im hauslichen Umfeld, verursacht.’® Im
Rahmen eines Polytraumas kommt es ebenfalls haufig zur Mitbeteiligung des

Gehirns.?*®

1.1.2 Einteilung

Das Schadelhirntrauma kann nach unterschiedlichen Gesichtspunkten eingeteilt
werden: nach der Atiologie, nach Verletzungsmechanismus, Verletzungsschwere
und nach Verletzungsmuster. Bei der klinischen Beurteilung der Verletzungsschwere,
die meist durch die Ersthelfer erfolgt, spielt vor allem der Grad der
Bewusstseinsstorung eine Rolle. Symonds postulierte schon 1928, dass die Dauer
der Bewusstlosigkeit nach einer Kopfverletzung mit der Schwere des Traumas
korreliert;*** 1974 wurde zur schnellen und einheitlichen Quantifizierung der
Bewusstseinsstorung eine einfach durchfihrbare und reproduzierbare Einteilung
vorgestellt, die Glasgow Coma Scale (GCS).*’ Diese bewertet Augenbewegungen,
Sprache und Motorik; ein wacher, orientierter Patient erhalt 15, ein tief komatdser

Patient minimal 3 Punkte (siehe Tab. 1).



Augendffnung

Spontan

Auf Ansprache

Auf Schmerzreiz

P N W b

Keine Augenéffnung

Beste motorische Reaktion

Befolgung von Anweisungen

Gezielte Abwehrreaktion auf Schmerzreiz
Fluchtreaktion auf Schmerzreiz
Strecksynergismen auf Schmerzreiz

Beugesynergismen auf Schmezreiz

P N W b~ 01O

Keine Reaktion auf Schmerzreiz

Beste verbale Reaktion

Orientierte Antwort auf Fragen
Desorientierte Antwort auf Fragen
Unangemessene Antwort

Unverstandliche Antwort

R N W b~ O

Keine Reaktion

GCS-Punktwert 3-15

Tabelle 1. Bewertung des Bewusstseinszustands mit der Glasgow-Koma-Scale

Liegt nach Trauma keine oder lediglich eine geringfligige Stérung des Bewusstseins
vor (GCS 15 — 13), spricht man von einem leichten oder milden Schadelhirntrauma.
Die Dauer der posttraumatischen Bewusstlosigkeit liegt dabei unter zehn Minuten,
meist im Sekundenbereich.'*? Bei diesem Verletzungstyp finden sich keine
radiologisch nachweisbaren morphologischen Schéden, im Verlauf zeigen sich
jedoch haufig Beeintrachtigungen des Kurzzeitgedachtnisses und der Konzentration
sowie posttraumatischer Kopfschmerz.'*> Beim mittelschweren Trauma ist der
Patient meist lethargisch und schwer erweckbar (GCS 9 - 13), die
Bewusstseinsstorung dauert Uber eine Stunde, aber nicht langer als 24h. Beim
schweren Schadelhirntrauma liegt ein tiefes Koma vor (GCS < 8), das uber eine

Stunde andauert. Hierbei sind strukturelle Schadigungen des Hirnparenchyms

10



obligat; mit Spatfolgen wie posttraumatischer Epilepsie, chronisch subduralen
Hamatomen und Hydrocephalus muss mit hoher Wahrscheinlichkeit gerechnet
werden. Die haufigsten Verletzungsmuster sind Kontusionen und Gefal3verletzungen,
die zu Subarachnoidalblutungen fithren;® * 2% 347 diffuse axonale Schaden sowie
Blutungen anderer Art (epidural, subdural, intrazerebral) werden ebenfalls
beobachtet.

Weitere Klassifikationen orientieren sich am Ausmal} der Verletzungen (diffus/ fokal)
und an der Mitbeteiligung der Dura mater (ist sie erdffnet, spricht man vom offenen
Schadelhirntrauma, bei Unversehrtheit der Hirnhaute von geschlossener Verletzung;
diese Einteilung ist vor allem fur die Einschatzung des Infektionsrisikos bedeutsam)
oder dem Verletzungsmechanismus: direkte spitze oder stumpfe Gewalteinwirkung
Ist oft mit Frakturen der Schéadelknochen vergesellschaftet,
Akzelerations - Dezelerationstraumata fihren aufgrund von grol3en

Beschleunigungsanderungen zu Gefal3verletzungen und Scherléasionen.

1.1.3 Pathophysiologie

Nach dem Trauma kommt es im Gehirn zu zweistufig ablaufenden

pathophysiologischen Veranderungen.

1.1.3.1 Primarschaden
Die Parenchymverletzung, die durch die urspringliche Gewalteinwirkung entsteht,

wird als Primarschaden bezeichnet. Dieser wird rein durch mechanische Faktoren
bestimmt und kann nur durch Pravention, nicht aber therapeutisch beeinflusst
werden.”! Neben der GefaRverletzung, auf die hier nicht eingegangen werden soll,
sind die beiden Hauptkomponenten dabei die Kontusion und der diffuse
Axonschaden. Kontusionen gehdéren zu den haufigsten beobachteten
Schadigungsmustern nach Trauma,**’ bei fast der Halfte der Patienten mit fataler
Schadel-Hirn Verletzung lassen sie sich nachweisen.?® Aufgrund anatomischer
Gegebenheiten finden sie sich meist an den Temporalpolen und frontobasal, ** da
dort das Gehirn gegen die starre, scharfkantige Schadelbasis und die
Sphenoidalkante gedrickt wird.

Beim diffusen Axonschaden (diffuse axonal damage) handelt es sich um radiologisch
anfanglich  schwer nachweisbare, asymmetrische und diffus verteilte
Scherverletzungen der langen Nervenzellfortsatze bei z. T. tief bewusstlosen
Patienten; diese Art der Verletzung findet sich bevorzugt im Corpus callosum und im
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oberen Abschnitt des Hirnstamms.?** Dies fiihrt zu weitreichenden Veranderungen in
der Neurotransmitterfunktion und im lonengleichgewicht, was zur sofortigen
Unterbrechung des axonalen Transports, zur Stérung der Parenchymmetabolismus”
und zu Bewusstseinseinschrankungen oder -verlust fiihren kann.** (Eine
ausfuhrliche Zusammenfassung der Pathophysiologie des diffusen Axonschadens,
auf den hier nicht naher eingegangen werden soll, findet sich bei Smith®?’, Sahuquillo
312 und Buki*®). Wird die Verletzung tiberlebt, kommt es zum diffusen Verlust weiRRer
Hirnsubstanz, die in einigen Fallen mit der Entwicklung posttraumatischer

dementieller Symptome in Zusammenhang gebracht wurde.3*

1.1.3.2 Sekundéarer Hirnschaden

Der eben beschriebenen Primarlasion folgen mehrere  verschiedene
pathophysiologische Prozesse, die in der posttraumatischen Phase zu einer
VergroR3erung der Priméarlasion, dem so genannten sekundaren Hirnschaden, fiuhren.
Zunachst kommt es sowohl beim Patienten als auch beim Versuchstier
perikontusionell zu einem starken Abfall der zerebralen Durchblutung (cerebral blood
flow = CBF) auf ischamische Werte 3% 34 37. 30, 105, 203, 226 Fine starke Primarlasion
kann auch zu einer globalen Senkung des CBF fithren.®" 3 Die Atiologie dieses
Phanomens ist nicht abschlieRend geklart; in operativ gewonnenem
Kontusionsgewebe zeigt sich eine Verengung der Kapillaren durch Gliazell —
Schwellung sowie Verlegung der zerebralen Mikrozirkulation durch Leukozyten —
und Erythrozytenaggregate.®’® Die ebenfalls nach Trauma beobachtete piale
Vasokonstriktion bzw. der piale Vasospasmus wird unter anderem mit Endothelin 1*°
in Zusammenhang gebracht. Verbleibt die regionale Durchblutung unter der
Ischamieschwelle (diese wird unter Berufung auf Tierexperimente mit 18ml/ 100 g
Gewebe/ min angesetzt, es liegen jedoch Hinweise vor, dass sie beim

traumatisierten Gehirn eventuell hoher anzusetzen ist®*°

), kommt es zu Zellnekrosen,
zunachst in den Neuronen. Bleibt die Ischamie langer bestehen, sterben auch
Zelltypen, die weniger vulnerabel fur Minderdurchblutung sind, ab.

Dies fuhrt zu Zellschwellung, wodurch das intrakranielle Volumen steigt. Dieses
Phanomen wird zytotoxisches Hirnddem genannt.”®* Daneben lasst sich in der
posttraumatischen Phase eine gesteigerte Durchlassigkeit der Blut - Hirn -Schranke
(blood brain barrier, BBB) nachweisen, die zu einer extrazellularen
Flissigkeitsansammlung fiihrt, die als vasogenes Hirnddem bezeichnet wird.?*

Genaueren Uberblick tber die verschiedenen Typen des posttraumatischen
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Hirnédems geben Unterberg et al.**® Schwankungen des intrakraniellen Volumens
konnen ausgeglichen werden: die Monro — Kellie — Doktrin besagt, dass das
intrakranielle Gesamtvolumen, das im Schéadel durch die drei Kompartimente
Gehirnparenchym, zerebrales Blutvolumen und Liquor zerebrospinalis bestimmt wird,

konstant gehalten wird.?%® 207 34

Deswegen konnen auch pathologische
Raumforderungen im Gehirn anfanglich kompensiert werden: sie verdrangen
zunachst Liguor und Blut; wenn die Kapazitatsreserven (,je nach Alter sind nur 40 —
80 ml Liquor verdrangbar‘,?®® S.224) aufgebraucht sind, steigt in der starren
Schadelkapsel der intrakranielle Drucks (intracranial pressure, ICP) exponential an

(Abbildung 1).

Herniation

-~ Kritische

Volumenzunahme
Dekompensation

Intrakranielle Volumenzunahme

Abbildung 1: Zusammenhang zwischen intrakranieller Volumenzunahme und intrakraniellem Druck

Durch den hohen ICP verringert sich der zerebrale Perfusionsdruck (cerebral
perfusion pressure, CPP), der sich aus der Differenz zwischen dem mittleren
arteriellen Blutdruck (mean arterial pressure, MAP) und dem intrakraniellen Druck
errechnet. Kann das Hirngewebe aufgrund zu niedrigem CPP nicht mehr durchblutet
werden, kann der Energiestoffwechsel der Zelle nicht aufrecht erhalten werden; man
spricht von Ischamie. Dies fuhrt wiederum zu vermehrten zytotoxischen Vorgangen
und somit zur Verstarkung der intrakraniellen Hypertension. AuRerdem hat der hohe
ICP auch eine Beeintrachtigung des vendsen Abflusses zur Folge; das intrakranielle
Blutvolumen (cerebral blood volume, CBV) steigt, wodurch sich auch der Hirndruck

erhoht. Im Verlauf fihren die oben genannten Prozesse zu einem ,circulus vitiosus*,
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die urspringliche L&sion expandiert Uber einen Zeitraum von mehreren Tagen.
Uberschreitet der intrakranielle Druck (unter physiologischen Bedingungen 5-18
cmH;O oder 3-13 mmHg)®®® einen Schwellenwert (der genaue Grenzwert ist
umstritten, Werte von 20 — 25 mmHg werden allgemein als kritisch betrachtet), droht
die Herniation des Hirngewebes. Die axiale transtentorielle Herniation (siehe Abb. 2,
2 und 3), bei der Di- und Mesenzephalon durch den Tentoriumsschlitz gedrickt
werden, bedroht das Leben des Patienten akut; auch andere Formen der Herniation
sind moglich (Abbildung 2, siehe dazu auch Mumenthaler, M., 23 S. 222 - 224).

Abb. 2: Formen der Herniation bei
intrakranieller Hypertension: 1.
Subfalcine Herniation des Gyrus
cinguli unter die Falx cerebri. 2.
Herniation des Unus durch den
Tentoriumsschlitz. 3. Axiale
transtentorielle  Herniation des
Hirnstamms. 4. Herniation der
Kleinhirntonsillen durch das
Foramen magnum. Modifiziert
nach Jennet, WB; Teasdale,
G.(1981): Management of severe
head injuries, Ed. 2, FA Davis
Company, Philadelphia.

Posttraumatisch kommt es auch zu Elektrolyt - und Neurotransmitterveranderungen.
Aufgrund von Gewebeuntergang kommt es peritraumatisch zu einem Anstieg der
Kaliumkonzentration.*®* 3** Glutamat ist ebenfalls bis mehrere Tage nach Trauma

erhoht. '8 277320 AyRerdem kommt es zur gesteigerten Produktion freier Radikale,®*

329 worunter auch NO fallt.?> 23! Letzteres wirkt wahrscheinlich durch seinen

Abkémmling Peroxynitrit (ONOO’) neurotoxisch®® und spielt eine Rolle in der

Glutamat - vermittelten Neurotoxizitat.?3*

Extrazerebrale Faktoren wie Hypoxamie unterschiedlicher Genese,>

41, 332

systemische

Hypotension®* und Hyperthermie sowie zerebrale Blutungen sind bei vielen
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Patienten mit schwerem SHT nachweisbar. Sie erhdhen die Mortalitdt stark, z.B.
vedoppelt sich die Mortalitat, wenn vor Klinikeinweisung systemische Hypotension

384

von unter 90 mmHg™ oder Hypoxamie vorliegt,®" und begiinstigen den

sekundéaren Hirnschaden.

1.1.3.3 Bedeutung einzelner Parameter fur die Progn  ose nach SHT

Eine aktuelle Metaanalyse®®

(zusammengefasst wurden 11 Studien mit insgesamt
Uber 8600 Patienten) kommt zu dem Schluss, dass die aussagekraftigsten klinischen
Kriterien fur eine schlechte Prognose nach Schadelhirntrauma ein hoheres Alter
(Uber 60 Jahre), der GCS Wert (v.a. fur die Motorik), die Pupillenreaktion und der
Befund beim Aufnahme - Computertomogramm sind. Eine effektive Therapie sollte
jedoch nicht nur symptomatisch sein, sondern die den Klinischen Symtpomen
zugrunde liegenden Mechanismen abmildern.

Wie oben erwahnt, kommt der zerebralen Ischdmie eine zentrale Rolle in der
Pathophysiologie des Schadelhirntraumas zu; sie hat dartber hinaus auch starke
prognostische Bedeutung: Nachweis von Durchblutungswerten unter 18 ml pro 100 g
Hirngewebe und Minute innerhalb der ersten 24 Stunden nach Trauma sind immer
ein schlechter prognostischer Faktor.33% 175 17627 Dag neurologische Outcome
verschlechtert sich weiterhin, je langer die Durchblutung kompromittiert ist.*®® Zudem
finden sich bei fast allen Patienten mit tddlichem Schéadelhirntrauma Zeichen der
Ischamie.*?®

Eine kausale Therapie des SHT muss also unter anderem versuchen, diese
Mangeldurchblutung zu bekdmpfen bzw. die Durchblutung in gefahrdeten
Hirnarealen zu verbessern, um dadurch das sekundare Nekrosewachstum zu

vermindern.

1.2 Stickstoffmonoxid (NO) und seine Anwendung

1.2.1 Allgemeines
Bereits 1846 gelang es dem Turiner Chemiker Ascanio Sobréro, den

NO - Vorlauferstoff Nitroglyzerin zu synthetisieren;?** spater konnte Alfred Nobel sich
dessen industrielle Herstellung patentieren lassen.

Seit seiner Erfindung findet Nitroglycerin in Form von Dynamit vielfaltige
Anwendungen, man machte sich aber auch schnell auch die medizinische Wirkung
dieser neuen Substanz zu Nutze. Schon bei der Erstvorstellung der Substanz

berichtete Sobréro, dass das Einnehmen selbst geringster Mengen einen Stunden
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andauernden starken Kopfschmerz hervorrief.”>® Gegen Ende des 19. Jahrhunderts
war die blutdrucksenkende und durchblutungsférdernde Wirkung verschiedener
NO - Derivate bereits erforscht, das Boston Medical and Surgical Journal propagierte
1888 Nitroglycerin als Standardtherapeutikum bei pektanginésen Beschwerden.’
Alfred Nobel selbst empfand es Berichten zufolge als ,Ironie des Schicksals”, dass
ihm gerade diese Substanz, deren Weiterentwicklung er in spateren Jahren aufgrund
ihrer Zerstdrungskraft bereute, 1896 gegen Angina pectoris verschrieben wurde.*®®
241

Trotz der weiten Verbreitung war der exakte Wirkmechanismus von
Stickstoffmonoxid lange Zeit unbekannt; erst gut 100 Jahre spater konnte bewiesen
werden, dass der fur die GefaRweitenregulierung bedeutende ,Endothelium-derived
relaxing factor®, der die durch Acetylcholin verursachte Vasodilatation vermittelt und

98-101

der nur an intaktem GefalRendothel wirkt . mit Stickstoffmonoxid identisch ist.®”

166-171, 174, 265, 276

Fur diese Entdeckung wurden Louis J. Ignarro, Robert F. Furchgott und Ferid Murad
1998 mit dem Nobelpreis fur Physiologie und Medizin ausgezeichnet.
Stickstoffmonoxid ist ein farbloses, losliches Gas mit sehr kurzer biologischer
Halbwertszeit'** 2% 3% das endogen gebildet wird und auf glatte Muskelzellen stark

vasodilatierend wirkt*® 276

, indem es die Aktivitat der l6slichen Guanylat-Cyclase und
dadurch die intrazelluliren cGMP-Spiegel erhéht'™. cGMP spielt als second
messenger durch Phosphorylierung eine wichtige Rolle in vielen intrazellularen
Signalwegen;?** ?®* daneben kann NO auch cGMP-unabhangig Calcium-abhangige
Kalium-Kanéle aktivieren.?®

Im Koérper wird NO durch eine Isoenzymgruppe, den NO —Synthasen, aus der
semiessentiellen Aminoséaure L - Arginin gebildet.’** 1% 2"> Um enzymatisch aktiv zu
werden, missen 2 NOS - Molekile ein Dimer bilden. Als essentieller Kofaktor fur die
Dimerisierung fungiert dabei Tetrahydrobiopterin (BH,).>**

Die beiden konstituitiven NOS (cNOS), die endotheliale Form (eNOS, Typ 1) und die
neuronale NOS (nNOS, Typ Ill), produzieren NO in Abhangigkeit vom intrazelluléaren
Kalzium-Spiegel;>* 8" 21 2% zydem wird fir die Synthese NADPH als Kofaktor und
Calmodulin benétigt.>> *? 2* Die induzierbare NO-Synthase (iNOS, Typ 1) kann NO
unabhangig vom Ca-Spiegel synthetisieren.>* 8" Alle drei Isoformen lassen sich im
Gehirn naChweisen.ss’ 102, 103, 165, 211, 305, 375, 382

Neben der Regulation der vaskuldren Homoostase ist Stickstoffmonoxid an

zahlreichen Prozessen beteiligt: Unter anderem ist NO unter physiologischen und
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pathophysiologischen Bedingungen ein Modulator der Thrombozyten - Aktivitat*? 25

290, 336 316 6,96,181,208,232,243,269,271)

sowie der Leukozytenadhdasion (in vitro®~> und in vivo

11, 104, 223, 353

es wirkt antiproliferativ, tragt Uber eine Modulierung der ,endothelial

junctions* zur Regulation der GefaRpermeabilitat bei.®® 23

Einige pathophysiologische Prozesse gehen mit erniedrigter endogener NO-

229, 278, 288, 308, 324

Produktion einher, darunter Atherosklerose, arterielle Hypertension®’®

und chronische Nierenerkrankungen. ™ 2%

1.2.2 Die Rolle von NO im Gehirn
1.2.2.1 Physiologische Aufgaben von NO im ZNS

In vielen experimentellen und klinischen Studien wurde gezeigt, dass NO unter
physiologischen Bedingungen im Gehirn eine wichtige Rolle bei der

Aufrechterhaltung der Ruhedurchblutung spielt.

Dies scheint hauptsachlich durch das von eNOS produzierte NO zu geschehen:® 1%

195,162, 355, 381 3875 gibt jedoch auch Hinweise fiir eine Beteiligung der neuronalen

NO-Synthase an diesem Vorgang.®> 123 7. 368

Dariiber hinaus ist NO fiir die zerebrale Autoregulation notwendig®®" 29% 3%6. 381, 382
und tragt zur Reaktion der GehirngefaRe auf Hyperkapnie bei.'®

Eine weitere wichtige Funktion von NO scheint die Anpassung der zerebralen
Durchblutung an das Aktivitatsniveau des Gehirns zu sein: Im vorderen Teil des
Circulus willisi finden sich perivaskulare Plexus NOS-haltiger Nervenzellen, die mit
Arteriolen und Kapillaren assoziiert sind.*®* Hier scheint NO an der Anpassung der
lokalen zerebralen Durchblutung an das Aktivitatsniveau beteiligt zu sein, worauf in
vitro’* und in vivo Studien® hinweisen.

NO fungiert zudem als exzitatorischer Neurotransmitter,®® ®* der in postsynaptischen

Strukturen synthetisiert wird und wahrscheinlich tiber den NMDA - Rezeptor wirkt, '

197 auBerdem werden ihm neuroprotektive’® und antikonvulsive Qualitaten®”’
zugeschrieben. NO  scheint zudem an der Aufrechterhaltung  der

Blut - Hirn - Schranke beteiligt zu sein.>?

1.2.2.2 Die Rolle von NO bei zerebralen Insulten

Nach experimenteller fokaler zerebraler Ischamie kommt es zunachst zu einem

kurzen, Sekunden bis mehrere Minuten andauernden Anstieg der

180, 392

NO - Konzentration (von unter 10 nM auf 1,5 uM ), in der Folge ist die

NO - Konzentration gegeniiber gesunden Tieren deutlich erniedrigt.3?* 348 368 |n der
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Reperfusionsphase steigt der NO — Gehalt wieder an.®*! 3% 3% Djeser Befund geht
mit einer Aktivitatsabnahme der konstituitiven NO - Synthase - Isoformen (eNOS,
nNOS)' 39 ynd einer Zunahme der iINOS — Aktivitat®: 163 164,322 388 ginhar Die
NO - Produktion durch die verschiedenen Isoformen hat unterschiedliche
Auswirkungen auf die postischamische Pathyphysiologie: Wird die iINOS - Aktivierung
durch die Verwendung von Inhibitoren oder iINOS defiziente Tiere verhindert, bewirkt
dies eine deutliche Neuroprotektion.*®> 282 3% Dagegen zeigen eNOS knockout Tiere

227 \wobei zu

niedrigere Durchblutungswerte und gréRere Infarktvolumina,*>
bemerken ist, dass innerhalb der Infarkte der Core - Bereich grof3er und die
Penumbra kleiner ist als bei eNOS - exprimierenden Tieren.?*’

Nach Schadelhirntrauma verhalt sich die NO - Konzentration ahnlich wie nach fokaler
zerebraler Ischamie: Es kommt ebenfalls zu einem sehr kurzen, starken Anstieg,
gefolgt von einer langer dauernden Abnahme,**® die wiederum von einer
Aktivitdtsabnahme der cNOS im Parenchym der traumatisierten Hemisphere

begleitet wird.>™

3 102, 376

Gleichzeitiy kommt es beim Menschen'® und im Tierexperiment zu einem

Anstieg von iNOS - Aktivitat und - Expression; iNOS - Inhibition ist auch bei diesem
Krankheitsbild neuroprotektiy, 30t 344376
Durch systemische oder topische Zufuhr von L - Arginin, dem direkten NO - Vorlaufer,
steigt die posttraumatische zerebrale Durchblutung;*® ** das Nekrosevolumen ist
kleiner als bei unbehandelten Tieren.**
Eine Beeinflussung des NO - Metabolismus erscheint also als durchaus sinnvoll, um

die pathophysiologischen Folgen des Schadelhirntraumas zu mindern.

1.2.3 NO als therapeutisches Zielmolekdil

Stickstoffmonoxid fand — wie bereits erwahnt — frih Einsatz als Medikament.
Organische Nitrate und Nitratderivate sind auch heute noch Standardmedikamente
bei der Therapie der koronaren Herzkrankheit. Die Europaische Gesellschaft fur
Kardiologie empfiehlt in ihren Leitlinien®® kurzwirksame NO - Derivate zur
Behandlung des akuten Myokardinfarkts sowie des akuten Angina pectoris — Anfalls
und langer wirksame Nitrate zur Anfallsprophylaxe. Daneben wird die
vasodilatatorische Komponente systemischer NO - Derivate auch bei spastischer
Migraine und Gallenwegskoliken genutzt.

Die Therapie mit NO - Donatoren ist jedoch mit zum Teil schwerwiegenden

systemischen Nebenwirkungen besetzt. Die immer auftretende systemische
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Hypotension wird nur in seltenen Fallen symptomatisch,®*® der wahrscheinlich durch
Dilatation extrakranieller Arterien verursachte Kopfschmerz ist die am haufigsten
auftretende Beschwerde; er kann als sehr unangenehm empfunden werden und ist
der haufigste Grund fiir Therapieabbriiche.®*®

Eine weitere Schwierigkeit der NO - Therapie ist die schnelle Ausbildung einer
.Nitrat - Toleranz*: bei kontinuierlicher systemischer Anwendung kommt es innerhalb
24h zu Wirkungsabschwachung und - verlust dieser Medikamentengruppe.?’: 289 281
Anfallsweise auftretende Angina pectoris spricht dennoch gut auf Nitrate an, solange
auf ein ausreichend langes therapiefreies Intervall geachtet wird.

Eine andere Gruppe von Erkrankungen, die ebenfalls durch eine pathologische
Vasokonstriktion gekennzeichnet ist, spricht dagegen schlecht auf die Nitrat - Gabe
an: Werden bei pulmonaler Hypertonie egal welcher Genese systemische
NO - Donatoren oder auch andere Vasodilatatoren (Prostaglandine,
a -Rezeptorblocker) verabreicht, kommt es im systemischen und im Lungenkreislauf
gleichermaRen zu einer Vasodilatation;?*": 248 310. 311. 330,341 gjag yerschlechtert meist
die hdamodynamische Situation der Patienten. Zudem ist bei pulmonaler Hypertonie
eine langer andauernde, kontinuierliche Therapie notwendig.

Auf der Suche nach einer Mdglichkeit, eine selektiv pulmonale Vasodilatation zu

erreichen, versuchte man die inhalative Anwendung von Stickstoffmonoxid als Gas.

1.2.3.1 NO - Inhalation
1991 beobachtete Frostell, dass beim Versuchstier inhaliertes NO durch Hypoxie

verursachte pulmonale Vasokonstriktion selektiv aufhebt, ohne eine Wirkung auf den
systemischen Kreislauf zu haben.®* Bei gesunden Tieren zeigte iNO keine Wirkung.

Diese Ergebnisse konnten von mehreren Gruppen in unterschiedlichen Tiermodellen

bestatigt werden. % 147, 183, 309, 363

Noch im gleichen Jahr zeigte Pepke - Zaba, dass die NO - Inhalation auch beim

286

Menschen selektiv und effektiv den Lungengefal3widerstand senkt,*> und zwar ohne

Wirkung auf den peripheren Widerstand.
In den darauf folgenden Jahren wurde die NO - Inhalation intensiv auf ihre

Wirksamkeit bei unterschiedlichen Indikationen untersucht: Erwachsene Patienten

mit pulmonaler Hypertonie jeder Genese (primare pulmonale Hypertonie,® 2%°

206, 352 24, 279, 307
ARDS,

sekundéare pul. Hypertonie, pulmonaler Hypertonus nach

80, 81, 379

Bypass- oder anderen Herzoperationen ) profitierten deutlich von der

Behandlung. Noch bessere Ergebnisse lie3en sich bei Neugeborenen erzielen: bei
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zirka 2% aller lebend geborenen Kinder tritt innerhalb der ersten Lebensstunden ein
akutes Atemnotsyndrom (acute respiratory distress syndrome, ARDS) auf (zur

62, 372

Atiologie und Pathogenese des neonatalen ARDS siehe Dakshinamurti, und

Gnanaratnem?*®

). Die wirksamste Behandlung dieser Erkrankung bestand zuvor in
der &ulRerst invasiven und mit starken Nebenwirkungen behafteten extrakorporalen
Membranoxygenierung (ECMO™). Bei diesen Patienten konnte durch die
NO - Inhalation eine deutliche und andauernde Verbesserung der Oxygenierung
erreicht werden,®¢ 8% 193, 194,302,304, 306, 380 1 | angzeituntersuchungen zeigten die so
behandelten Kinder keine Spatschaden der Therapie.*?% 196 3%

In einer 2006 veroffentlichten Metaanalyse aller relevanten Studien kommen Finer
und Barrington zu dem Schluss, dass bei reifen Neugeborenen mit hypoxischem
Lungenversagen die Stickstoffmonoxid - Inhalation (in einer Dosierung von 20 ppm)
die Therapie der Wahl ist (wenn die Kinder nicht an einer angeborenen
Zwerchfellhernie leiden).?

Im Zuge der Erforschung inhalierten NOs zeigten sich auch positive Auswirkungen
von INO auf Herzerkrankungen: nach Herzinfarkt fihrt seine Anwendung zu

verbesserter Pumpleistung,**” 73333

aulRerdem verbessert es die hamodynamische
Situation bei angeborenen Herzfehlern.*% 3% Diese Ergebnisse wurden jedoch nicht
als direkte NO - Wirkung auf das Herz interpretiert, sondern als sekundares
Phanomen aufgrund von verringertem Lungengefalwiderstand und besserer
Oxygenierung.**’

Mit der weiteren Verbreitung und Anwendung inhalierten NOs wurde auch intensiver
nach extrapulmonalen Wirkungen bzw. Nebenwirkungen der NO - Inhalation gesucht.
Dem  Konzept der lokal begrenzten, pulmonalen  Selektivitat der
Stickstoffmonoxid - Wirkung  widersprachen Beobachtungen in lungenfernen
GefalRbetten. AuRerdem ergaben sich neue Erkenntnisse Uber die
NO - Hamoglobin - Interaktion (siehe 1.2.3.3), die darauf hindeuteten, dass aktives

NO von der Lunge in die Peripherie gelangen und dort wirken kann.

1.2.3.2 Extrapulmonale Wirkungen der NO - Inhalatio n

Der grof3e Vorteil der NO - Inhalation zur Behandlung der pulmonalen Hypertonie
besteht darin, dass sie die systemische Durchblutung im Gegensatz zu allen anderen
Vasodilatatoren unbeeinflusst lasst, also nicht zur systemischen Hypotonie fiihrt. Die

Mehrheit der experimentellen®® 191 219383 ynd Klinischen*® % 173 279. 303 gy, dien zur
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Wirkung von INO berichtet keine Senkung des Blutdrucks, eine Fallstudie berichtet
sogar von einer Steigerung unter 35ppm Stickstoffmonoxid.** In anderen
Untersuchungen trat eine Senkung des systemischen Blutdrucks auf,®® *** die jedoch
nur bei hohen Dosen (300ppm) signifikant nachzuweisen war.***

1997 zeigte Troncy, dass NO - Inhalation die Nierendurchblutung, die glomerulare
Filtrationsrate und den UrinfluR signifikant verbessert, ohne dass dies durch
Veranderungen der systemischen Durchblutung zu erklaren ist.*®°

Zudem konnte in mehreren Studien nachgewiesen werden, dass iNO nicht nur in der
Lunge,®®> sondern auch in anderen Kkapilliren Stromgebieten®™ 2%® die
Leukozytenadh&sion hemmt und antiinflammatorisch wirkt.”® 1%°

Ob die NO - Inhalation die Gerinnung beeintrachtigt oder nicht, wird momentan noch
kontrovers diskutiert. Wahrend einige Untersucher zu dem Ergebnis kommen, dass
die Blutungszeit signifikant verlangert wird,*®® 152 153190 haghachten andere keine

oder nur geringfiigige Veranderungen.” ® 2% 31> Dasselbe gilt fir die Frage, ob und

d128, 129, 153 7, 8, 108, 207

inwiefern die Thrombozytenfunktion beeintrachtigt wir oder nicht.
Dennoch gibt es deutliche Anzeichen fur eine Uber die Lunge herausgehende
Wirkung inhalierten Stickstoffmonoxids. Dies wirft die Frage auf, wie NO in die

Peripherie gelangt.

1.2.3.3 Maogliche Wirkmechanismen inhalierten Sticks  toffmonoxids

Lange galt es als Dogma, dass NO — auf welche Weise es auch immer verabreicht
wird — lediglich regional begrenzte Wirkungen im Kérper haben kann, da es
augenblicklich von Oxyhamoglobin zu Nitrat umgewandelt und somit inaktiviert
Wird:77' 78, 143

NO + Hb(Fe*")O, (Oxyhamoglobin) — NO3 + Hb(Fe**) (Met - Hamoglobin).

Diese Eigenschaft des Hb wurde sogar herangezogen, um die Identitdt von EDRF
mit NO zu belegen:'®® viele weitere Untersuchungen legten den Schluss nahe, dass
die NO-Hamoglobin-Interaktionskinetik eher fir eine NO-Inaktivierung als fur eine
Bewahrung der NO — Bioaktivitat spricht.”” 78 143 144

Die anfanglich beobachtete rein pulmonale Wirkung der NO - Inhalation schien die
Inaktivations — Theorie zu bestatigen,”® da die Lungenzirkulation den gréRten Pool
an Oxyha&moglobin darstellt.

Die Gruppe um Jonathan Stamler propagierte Mitte der 90er Jahre, dass Hamoglobin
die Bioaktivitat des NO bewahren und weitertransportieren kann, indem es an einen
Cystein - Rest der B — Untereinheit (B-93-Cys) bindet.** ™ 3% pas so
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entstandene S - Nitroso - Hamoglobin kann dann das gebundene NO direkt

freisetzen oder Plasmaproteine®®* 38

nitrosylieren, die es dann abgeben; aufgrund
einer Konformationsanderung im Hamoglobin - Molekil geschieht diese Freisetzung
bevorzugt in Gebieten mit niedriger Sauerstoffspannung, da die Nitrosylbindung
durch eine Strukturanderung des Hb beim Ubergang vom Oxy- in den

d. 179, 245, 335

Desoxyzustand geschwacht wir Diese Theorie wird durch das

Vorhandensein eines arteriovendsen Gradienten fiir S - NO - Hb!"® 2*® unterstiitzt.

Comnas )=

Abb. 3. Ubersicht tiber mogliche NO - Wirkungen:

Rechts ist die physiologische Synthese von NO aus Arginin dargestellt, die in den Endothelzellen
stattfindet. NO kann nicht mit den Erythrozyten in Kontakt kommen, da zwischen korpuskularen
Blutbestandteilen und der GefaBwand eine schmale Plasmaschicht als Diffusionsbarriere (gelb
dargestellt) fungiert.

Links: Die Wirkung pharmakologisch zugefiihrten NOs. NO kann innerhalb des Erythrozyten an die
B - Untereinheit (B - Cys 93) des Hamoglobins binden und S - Nitrosohamoglobin bilden. NO kann
dann in Regionen mit niedrigem Sauerstoffpartialdruck/ niedrigem pH aufgrund einer
Konformationsanderung des Hb freigesetzt werden. Eine weitere Moglichkeit des NO - Transports im
Blut ist die Nitrosylation von Plasmaproteinen wie Albumin. Die so entstandenen nitrosylierten
Proteine (Plasma SNO) setzen NO in Regionen mit niedrigem Sauerstoffpartialdruck/ niedrigem pH
frei. NO diffundiert dann zur GefaRwand, wo es die l6sliche Guanylat - Zyklase (sGC) aktiviert und zur
Relaxation der glatten Muskelzellen fuhrt. Eine dritte Moglichkeit der NO — Freisetzung besteht im
Reaktionsweg Uber Nitrit (NO,): Nach Reaktion von NO mit (Oxy)Hamoglobin entsteht Nitrit und
Met - Hamoglobin. Im Plasma kann NO,. dann von durch die Xanthin - Oxidoreduktase zu NO
reagieren; diese Reaktion wird wiederum duch einen niedrigen pO2 und pH beglnstigt. Es wird
propagiert, dass Desoxy - Hdmoglobin auch Nitrit - Reduktase - Aktivitat zeigen kann.

Modifiziert nach: Schechter A.N., Gladwin M.T. (2003) Hemoglobin and the paracrine and endocrine
functions of nitric oxide. N.Engl.J.Med. 348:1483-1485
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Dieser Befund wurde jedoch von anderen Untersuchern nicht bestatigt;*'* 118 292

aufgrund dessen und wegen anderer Uberlegungen wurden andere Reaktionswege
vorgeschlagen:
NO kann unter physiologischen Bedingungen schnell zu Nitrit reagieren (siehe

Formel oben). Unter INO kommt es ebenfalls zu einem Anstieg von Plasma - Nitrit;**®

%6, 117 als auch unter

aulRerdem wurde sowohl unter physiologischen Bedingungen
NO - Inhalation®® ein arteriovendser Gradient fiir Nitrit nachgewiesen.

Ahnlich wie S - NO - Hb kann auch Nitrit die Bioaktivitat von NO bewahren.*®
Einerseits kann Desoxyhamoglobin als Nitrit - Reduktase fungieren und Nitrit zu NO

4 andererseits existieren auch enzymatische und nichtenzymatische

umwandeln,**
Reaktionswege, welche beide bevorzugt bei niedrigem pO, und pH-Wert
ablaufen, 20 220 236, 257, 391, 396, 398 gqamjt wiirde auch durch diesen Mechanismus die
Stickstoffmonoxid - Wirkung bevorzugt in hypoxischen Arealen auftreten.

Die Debatte dariiber, wie genau endogenes und auch von auf3en zugefiihrtes NO im
Korper wirkt, ist jedoch bei weitem nicht abgeschlossen (Ubersicht tiber die Thematik

61, 115, 151, 283, 317

bieten unter anderem und 2%, eine schematische Ubersicht der

propagierten Mechanismen bietet Abbildung 3).

1.2.3.4 NO - Inhalation und Gehirn

In verschiedenen Patientenberichten wurde Uber zerebrale Nebenwirkungen der
NO - Inhalation berichtet. Bei Neugeborenen, die aufgrund eines angeborenen
Herzfehlers und ARDS mit NO behandelt wurden, kam es zu sofort nach Absetzen
der Therapie reversiblen EEG - Veranderungen (background slowing, low voltage,
suppression burst, sharp waves).*"® 2*°

Im Tierversuch konnte dieser Effekt der NO - Inhalation (unter 2 — 60 ppm NO) nicht
nachgewiesen werden.??®

Tsai und Gastfriend®®® berichten von einer lungentransplantierten Patientin, bei der
es nach NO - Inhalationstherapie zum  Auftreten einer generalisierten
Motorneuron - Erkrankung mit elektromyographisch nachweisbarer ausgedehnter
Denervierung kam. Andere Autoren bezweifelten jedoch den atiologischen
Zusammenhang der Erkrankung mit der iNO - Gabe.*?’

Ein weiterer umstrittener Punkt ist, ob die NO - Inhalation bei Neugeborenen zu einer
erhohten Inzidenz intrazerebraler Blutungen fiihrt.>% 196 2>

In mehreren Studien wurden die langerfristigen Wirkungen und das Outcome nach

NO - Inhalationstherapie untersucht. Bis zu drei Jahre nach NO - Inhalation lie3 sich

23



bei den behandelten Kindern keine hdhere Rate an neurologischen Erkrankungen
(Behinderung, motorische und geistige Entwicklungsverzdogerung, Auftreten von
epileptischen Anféllen) nachweisen,? %2 122 224, 306

Eine aktuelle Metaanalyse der Cochrane Library® kommt ebenfalls zu diesem
Ergebnis; in einer untersuchten Studie litten die INO - therapierten Patienten sogar
seltener an epileptischen Anfallen als die Kontrollgruppe.®®

Die meiste Aufmerksamkeit wurde bei derartigen Untersuchungen der zerebralen

210,228 konnte  mit

Durchblutung zuteil: In tierexperimentellen Studien®*
unterschiedlichen Methoden kein Einfluss der NO - Inhalation auf die zerebrale
Durchblutung (CBF) aufgezeigt werden; indirekt koénne sie aber durch iNO

228 |n einer

verursachte Anderungen im CO, - Partialdruck beeinflusst werden.
Fallstudie zeigte sich bei einem Kind mit pulmonaler Hypertonie und
Schadelhirntrauma keine Anderung des CBF unter NO - Inhalation.?"*

Kiibler®® konnte jedoch nachweisen, dass es trotz gleich bleibender zerebraler
Durchblutung unter NO - Inhalation zu einer reversiblen, dosisabhangigen Steigerung
des zerebralen Blutvolumens kommt (Abbildung 4). Dies ist am ehesten mit einer

Dilatation der Venen, der zerebralen Kapazitatsgefalde, in Einklang zu bringen.

10+

rCBV
(a.Vol.u.)

5 5 1050 0
NO; (ppm)

Abb. 4: Zerebrovaskulare Effekte der NO - Inhalation in Schweinen. Es zeigt sich eine deutliche
dosisabhangige Wirkung der NO - Inhalation auf das zerebrale Blutvolumen (regional cerebral blood
volume, rCBF). aus: Kuebler WM et al. (2003) Inhaled nitric oxide induces cerebrovascular effects in
anesthetized pigs. Neurosci.Lett. 348:85-88.
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Um diese gezielt nachzuweisen fiihrten wir in unserer Arbeitsgruppe Experimente
durch, in denen der vendse GefalRdurchmesser pialer GefalRe bei der Maus mittels
der Intravitalmikroskopie bestimmt wurde. Die zerebrale Durchblutung blieb wahrend
des gesamten Experiments gleich (Abbildung 5a), da sich der arteriolare
Durchmesser nicht verdnderte (Abbildung 5b). Im venésen Abschnitt des
Gefallsystems zeigte sich dagegen kurz nach Beginn der NO - Inhalation eine
signifikante Dilatation (Abbildung 5c: Originalbild, 5d: Quantifizierung), was die
Hypothese bestatigte, dass die NO - Inhalation in der zerebralen Zirkulation zu einer

selektiven vendsen Dilatation fuhrt.
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Abb. 5: Zerebrovaskulére Effekte der NO - Inhalation im Maus-Modell aus Terpolilli et. al.: Inhalation of
Nitric Oxide reduces ischemic brain damage by selective increase of collateral blood flow:"Robin
Hood Effect”, Manuskript in Review.
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Um zu uberprufen, ob es sich hierbei um einen spezifischen NO — Effekt handelt,
wurde im gleichen Versuchsaufbau der Fluoreszenz - Farbstoff
4,5 - Diaminofluorescin (DAF) injiziert, mit dem NO detektiert werden kann. In
Abbildung 6 wird deutlich, dass die Fluoreszenz in der Vene deutlich zunimmt, eine

Quantifizierung der Daten zeigte eine signifikante Zunahme der NO - bedingten

Fluoreszenz.

Fluorescence
intensity

200

baseline NOI

Abbildung 6: DAF - Fluoreszenz unter NO — Inhalation, aus Terpolilli et. al.: Inhalation of Nitric Oxide
reduces ischemic brain damage by selective increase of collateral blood flow:”"Robin Hood Effect”,
Manuskript in Review.
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Abb. 7: Aufhebung des zerebrovaskulare NOi - Effekts durch den Guanylat — Zyklase - Inhibitor ODQ,

aus: Terpolilli et. al.: Inhalation of Nitric Oxide reduces ischemic brain damage by selective increase
of collateral blood flow:"Robin Hood Effect”, Manuskript in Review.
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Verabreichung des selektiven Guanylat - Cyclase - Inhibitors
1[H - 1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ), der vor Beginn der iNO - Gabe
direkt auf die beobachteten zerebralen GefalRe aufgebracht wurde, flhrte zu einer
Aufhebung des oben beschriebenen Phanomens der Venodilatation (Abbildung 7).

Somit konnte nachgewiesen werden, dass inhaliertes Stickstoffmonoxid auf noch
unbekannte Weise von der Lunge zum Gehirn transportiert wird, dort im venésen
Kompartiment freigesetzt wird und zu einer Dilatation der Kapazitatsgefalle fuhrt.

Ausgehend von diesen Befunden formulierten wir die Hypothese, dass inhaliertes
NO in der zerebralen Zirkulation einem Bohr - &hnlichen Mechanismus folgend
bevorzugt in Regionen mit niedrigem Sauerstoffpartialdruck (pO,), also unter
physiologischen Bedingungen auf der vendsen Seite des Gefal3systems, freigesetzt
wird (Abbildung 8). Unter hypoxamischen Bedingungen, wie sie beim Apoplex, aber
auch beim Schadelhirntrauma vorliegen, herrscht bereits im arteriellen Stromgebiet
ein niedriger pO; vor. iINO sollte also in diesem Fall bereits bei den Arteriolen zu
einer Weitung fiuhren; da diese als Widerstandsgefaf3e fir die Regulation der
Durchblutung zustandig sind, sollte in diesem Fall eine Zunahme der zerebralen

Durchblutung erfolgen.

Arterielles Stromgebiet Vendses Stromgebiet

o ® o

PO,

Normale Durchblutung

OECO NNy ey
o ©
Lo T o S S

PO,

Ischdmie — minderperfundiertes Hirnareal

Abbildung 8: Hypothese zur Wirkung inhalierten Stickstoffmonoxids
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Zur Uberprifung dieser Hypothese wurden die intravitalmikroskopischen
Experimente unter globaler zerebraler Oligdmie wiederholt; dafir wurden unter
beidseitiger Kontrolle der zerebralen Durchblutung (mit Laser - Doppler - Fluxmetrie)
beide Carotiden des Versuchstiers mit einem Faden umschlungen und partiell ligiert,
sodass nur noch 40% der urspriinglichen Durchblutung vorherrschten; dieser Wert
wurde durch Nachregulation des Fadens Uber den gesamten Beobachtungszeitraum
beibehalten.

Wie man in Abbildung 9a sehen kann, kam es unter diesen Bedingungen wieder zu
der bereits bekannten Venodilatation. Es kam jedoch auch auf der arteriellen Seite
(Abbildung 9b) zu einer signifikanten GefaRdilatation. Die Potenzierung der
INO - Wirkung durch Hypoxie wird mittels DAF - Fluoreszenz visualisiert (9c:
Originalbild, 9d: Quantifizierung der Fluoreszenz).

Mit der NO - Inhalation verfigt man also Uber eine Methode, selektiv in
minderperfundierten Hirnarealen eine arterielle Vasodilatation und somit eine
Durchblutungssteigerung  herbeizufihren, ohne in gesunden (ausreichend

durchbluteten) Gefal3en einen Effekt zu erzielen.
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1.2.3.5 NO - Inhalation als selektiver Vasodilatato r in hypoxischen

Hirnarealen

In diesem Zusammenhang muss man sich die regionalen Durchblutungsverhaltnisse
bei einer fokalen zerebralen Ischamie bewusst machen:

Im Zentrum des Infarkts gibt es einen Bereich, in dem die Durchblutung so stark
abfallt, dass die dortigen Neuronen sofort absterben, die sogenannte ,Core* - Region.
Um den Core herum befindet sich eine Zone mit vermindertem CBF, die sogenannte
ischamische Penumbra.’® ** Die Zellen in diesem Gebiet zeigen zwar keine
elektrische Aktivitat mehr, sind jedoch strukturell noch mehr oder weniger intakt
(lonengradienten und Strukturstoffwechsel kénnen unter ischAmischen Bedingungen
langer aufrechterhalten werden als die eigentlichen Zellfunktionen*). Wird die
Durchblutung jedoch nicht wiederhergestellt, sterben die Neuronen in der Penumbra

ab, der Infarkt - Core vergrol3ert sich.

CBFin%
100 [
Kompensation durch Autoregulation
7w moglich
50 [
Azidose
Odem
Stérung der Elektrolyt-Strome
25 Hemmung der Proteinsynthese
Erléschen d. elektrischen Aktivitat
Zusammenbruch der lonengradienten Zelltod
Zerfall der Zellmembran Verzogerter Zelltod
0 L

Abbildung 10: Pathophysiologische Folgen eines zerebralen Durchblutungsabfalls
modifiziert nach Siesjo, BK: Pathophysiology and treatment of focal ischemia, Journal of Neurosurgery,
77, S. 169 — 184, 1992

Siesjo definiert die Penumbra allgemeiner als ,that part of an infarct which is
potentially salvagable”;**® alle Gebiete, die weniger als 50% des Ausgangs - CBF
erhalten, sind demnach zur Penumbra zadhlen (Abbildung 10). Mittels des von

Connolly et al. beschriebenen Fadenokklusionsmodell der Maus®’ wurde eine fokale
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zerebrale Ischdmie induziert. Die NO - Inhalation wurde funf Minuten nach Okklusion
begonnen, woraufhin sich innerhalb von Minuten eine signifikante arterielle und
vendse Vasodilatation nachweisen liel? (Abbildung 1la, b). Es kam bei den
INO - Tieren zu einer signifikanten Verbesserung der Durchblutung in der
ischamischen Penumbra, wahrend im Kerngebiet des Infarkts keine Veranderung
nachweisbar war (11c). Die Cjys-Autoradiographie (11d) verdeutlicht dies: die
Penumbra ist in INO - Tieren deutlich besser perfundiert, zudem ist das tUberhaupt
nicht durchblutete Core — Infarktareal hier kleiner. Darliber hinaus finden sich an der
Konvexitdat  der  dargestellten Hemisphéare Zeichen  fur  gesteigerte
Kollateraldurchblutung (rote Pfeile). Die verbesserte Perfusion durch die
NO - Inhalation fuhrt zu einer deutlichen Verbesserung des postischamischen
Metabolismus, was sich in der ®Fluordesoxyglucose - Positronen - Tomographie
(*®FDG-PET) durch signifikant hohere Glukose-Aufnahme zeigt (11f Originalbild, 11g
Quantifizierung des Glukose-Uptakes).

Insgesamt resultiert die NO - Inhalation in einem deutlich geringerem Infarktvolumen
(Abbildung 12a: Histomorphometrie, 12b: Quantifizierung), wenn sie innerhalb einer
Stunde nach MCA - Okklusion begonnen wird. Abbildung 12c macht deutlich, dass
die Verringerung des Gesamt - Lasionsvolumens hauptsachlich in den rostral

gelegenen Infarktabschnitten, der Lokalisation der Penumbra stattfindet.

a  120; Ven. b 120 - Art.

110 A 110 1

100 A 100 1

| Focal cerebral ischemia | Focal cerebral ischemia

Vessel diameter (% baseline)
Vessel diameter (% baseline)
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0O 10 20 30 40 50 60
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Abbildung 11 a, b. Effekt der NO — Inhalation auf zerebrale Gefal3e unter fokaler zerebraler Ischamie,

aus: Terpolilli et. al.: Inhalation of Nitric Oxide reduces ischemic brain damage by selective increase
of collateral blood flow:”"Robin Hood Effect”, Manuskript in Review.
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Abbildung 12: Auswirkungen der NO - Inhalation auf die GréRe der Infarkts nach transienter fokaler
zerebraler Ischamie. a. Coronare Hirnschnitte, die Infarktzone wurde markiert. b. Infarktvolumen von
Tieren, die 10 Minuten, 1 Stunde und 2 Stunden nach Beginn der Ischdmie 12 Stunden lang
NO - Inhalation erhalten haben. c. Raumliche Verteilung der Nekrose, aus: Terpolilli et. al.: Inhalation
of Nitric Oxide reduces ischemic brain damage by selective increase of collateral blood flow:"Robin
Hood Effect”, Manuskript in Review.

1.3 Ziel der vorliegenden Studie

Auch beim Trauma gibt es perilasional Regionen, in denen das Parenchym
empfindlicher auf einen Abfall des CPP und auf metabolische Verdnderungen
reagiert als weiter von der Verletzung entfernt liegendes Gewebe. Diese Zone wird —
im Anklang an die ischamische Penumbra — als ,traumatische Penumbra?** %3
bezeichnet. Wie bereits erwahnt ist ein wichtiger pathophysiologischer Mechanismus

in dieser Zone die Ischamie. Eine selektive Verbesserung der Perfusion in diesem
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Areal sollte sich positiv auf das sekundare Nekrosewachstum nach Trauma
auswirken.

In der vorliegenden Arbeit sollte deswegen untersucht werden, wie sich die

NO - Inhalation auf die pathophysiologischen Vorgdnge nach experimentellem
Schéadelhirntrauma auswirkt.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Fir die Versuche verwendeten wir mannliche C 57/Black 6 Mause mit einem Gewicht
von 22 — 26 Gramm (Charles River, Kisslegg). Den Tieren wurde bei einem 12
Stunden Helligkeit - 12 Stunden Dunkelheit - Zyklus freier Zugang zu Nahrung und
Trinkwasser gewahrt.

Fiar die S - Nitroso - Hamoglobin - Bestimmung, die Bestimmung der Blutungszeit
und die Nitrit- und Nitrat - Messungen wurden wegen des gréf3eren Blutvolumens
mannliche Sprague - Dawley - Ratten zwischen 200 und 300 Gramm verwendet
(Charles River, s.0.).

Alle beschriebenen Prozeduren sind im Einklang mit den Richtlinien der Regierung
von Oberbayern tber die Durchfiihrung von Tierversuchen (AZ 88/ 04).

2.2 Narkose

Zunachst wurden die Tiere 30 Sekunden lang in einer Halothankammer betaubt (4%,
Halocarbon Laboratories, River Edge, NJ, USA, Vernebler: Halothane Vapor 19.3,
Drager, Lubeck). Die Narkose wurde dann mit einem Gemisch aus 1,2% Halothan,
30% Sauerstoff und 69% Lachgas, das uber eine Gesichtsmaske appliziert wurde,
aufrechterhalten.

Bei Experimenten mit einer Beobachtungsdauer von 90 min nach Trauma erhielten
die Tiere eine intraperitoneale Injektion einer Kombination aus Medetomdin (0,5 mg/
kg Korpergewicht; Domitor®, Pfizer, Karlsruhe), Midazolam (5 mg/ kg KG, ratiopharm,
Ulm) und Fentanyl (0,05 mg/kg b.w., Jannsen - Cilag, Neuss). Nach einer Stunde
wurde die Halfte der angegebenen Dosis nachgespritzt.

Wahrend der gesamten Versuchszeit wurde die Koérpertemperatur der Versuchstiere
mit einer Heizplatte (FHC, Bowdoinham, ME, USA) bei 37T gehalten. Diese war
Uber einen rektalen Temperaturfihler rickgekoppelt.

2.3 Chirurgische Praparation und Uberwachung

2.3.1 Mechanische Ventilation

Nach Einleitung der Anasthesie wurden die Uber 90 min beobachteten Tiere mit
einem Mikrokatheter orotracheal intubiert und an ein Beatmungsgerat angeschlossen
(Minivent 845, Hugo Sachs Elektronik, March - Hungstetten); Atemfrequenz und
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Atemzugsvolumen  wurden wahrend des gesamten Versuchs mittels
Mikrokapnometrie im exspiratorischen Schenkel des Systems uberprift (Micro
Capnograph CI240, Columbus Instruments, Columbus, OH, USA), um die
Sauerstoff - und Kohlenstoffdioxidpartialdruckwerte im physiologischen Bereich zu
halten. Aus Vorversuchen wussten wir, dass eine endexspiratorische
CO; - Konzentration (end-tidal = etCO) von 30 bis 42 mmHg einem physiologischen
Kohlenstoffdioxidpartialdruck (35-45 mmHg) entspricht. Die angestrebten Zielwerte
waren eine Atemfrequenz von 120 bis 160 pro Minute, ein Atemzugvolumen von 200
ul und ein Sauerstoffpartialdruck zwischen 70 und 100 mmHg. Zusatzlich wurde den
Tieren vor Trauma und nach Ende des Beobachtungszeitraumes eine Blutprobe zur
Blutgas - und Elektrolytanalyse enthommen. Die Blutgasanalyse wurde mit einem
handelsiblichen Analysegerat (Nr. 860, Chiron Diagnostics Corporation, East
Walpole, MA, USA) durchgefuhrt. Bei der maschinellen Beatmung wird vollig
feuchtigkeitsfreies Atemgas verwendet. Da keine Moglichkeit besteht, die Atemluft
anzufeuchten, wurde den Tieren uber eine Pumpe kontinuierlich physiologische
Kochsalzlosung (0,3 ml/ h) infundiert, um einer Dehydrierung entgegenzuwirken.

2.3.2 Messung des systolischen Blutdrucks

Die Messung des mittleren arteriellen Blutdrucks erfolgte in der rechten Arteria
femoralis der Versuchstiere; zu diesem Zweck wurde die Arterie freiprapariert und mit
einem vorher heparinisierten Kunststoffkatheter (Innendurchmesser 0,28mm,
AulRendurchmesser 0,61mm; Portex, Hythe, England) kannuliert; der Katheter wurde
anschlieBend mit einer Ligatur (Dicke 5/0, Pearsall Ltd, Taunton, England) und
Gewebekleber (vetbond, 3TM Animal care products, St. Paul, MN, USA) fixiert.

Dieser mit physiologischer Kochsalzlésung gefillte Katheter wurde dann an einen
piezoelektronischen Druckaufnehmer (Gabarith PMSET 1DT-XX, Becton Dickinson,
Sandy, , USA) angeschlossen; die Rohdaten wurden durch das Programm Dasylab
(Version 5.02.20, Datalog GmbH, Moénchengladbach) gemittelt, aufgezeichnet und
gespeichert. Die endgiltige Auswertung erfolgte mit einer wissenschaftlichen

Auswertungssoftware (FlexPro 6.0.25, Weisang GmbH & Co KG, Kassel).
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2.3.3 Messung des intrakraniellen Drucks
In Abbildung 13 wird die Position der Mikrosonde zur Messung des intrakraniellen

Drucks verdeutlicht: rechts neben dem Bregma wird mit einem Bohrer eine kleine
Kraniotomie angelegt, durch die der Druckmesskatheter (Mammendorfer Institut far
Physik und Medizin, Mammendorf; Durchmesser 0,9 mm) eingefthrt wird.

Die Messwerte, die intraparenchymatts erhoben werden, wurden Uber einen
Transducer in einen Computer eingespeist; mit den Daten wurde auf dieselbe Weise
wie bei der Bestimmung des MAP verfahren (s.0.). Zur Nullpunkt - Bestimmung
wurde die Sonde zunachst in physiologischer Kochsalzlosung geeicht; die

Ausgangswerte wurden vor Induktion des Traumas Uber flinf Minuten aufgezeichnet.

2.3.4 Messung der zerebralen Durchblutung

Die zerebrale Durchblutung wurde in unserem Versuchsaufbau mit der
Laser - Doppler - Fluxmetrie bestimmt. Zu diesem Zweck wurden an beiden Seiten
des Mausschédels zwei Glasfaser - Sonden (MT B500-0, Perimed, Stockholm,
Schweden) Uber dem Arteria cerebri media - Stromgebiet angebracht und mit einem
Zweikomponentenkleber befestigt (Cyanoacrylate “Maxi - Cure”, Plastruct, City of
Industry, CA, USA,; Harter: Accelerator “Insta - Set”, City of Industry, CA, USA). Um
eine bessere Messqualitat und Haftung zu erreichen, wurden die Ansatzsehnen der
Mm. temporales teilweise abgetrennt. Zur Messung wurden
Laser - Doppler - Messsonden (Probe 418/1, Perimed, Stockholm, Schweden) an
den Glasfaserkabeln befestigt und mit dem Laser - Doppler - Gerat (Periflux 4001
Master, Perimed, Stockholm, Schweden) verbunden. Die Durchblutungswerte
werden als Prozent des Ausgangswertes angegeben; dieser Baseline - Wert wurde

vor dem Trauma zehn Minuten lang aufgenommen.
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Abbildung 13. Lage der Messsonden fiir die zerebrale Durchblutung und den intrazerebralen Druck

zum Trauma.

2.3.5 Trauma — Induktion

Als Traumamodell wurde das bereits mehrfach beschriebene Controlled Cortical
Impact - Modell (CCI) der Maus verwendet, das bereits mehrfach in der Literatur®"
328,39 heschrieben wurde und eine verlasslich reproduzierbare Kontusion erzielt. Das
Gerat zur CCI - Applikation (MouseKatjuscha 2000, L. Kopacz,
Johannes - Gutenberg - Universitat Mainz, siehe Abbildung 14) besitzt einen
pressluftgetriebenen Stempel, bei dem mit einer Mikrometerschraube die
Eindringtiefe genau eingestellt werden kann. Die Geschwindigkeit und die
Kontaktzeit Uberprift ein Sensor im unteren Teil des Gerats unmittelbar vor

Auftreffen des Bolzens auf die Dura (Abbildung 15).

Fir die Versuche wurde zunachst mit einem Prézisionsbohrer (Rewatronic Products,
Wald - Michelbach; Bohrkopf GD890R, Durchmesser 0,6mm, Aesculap, Tuttlingen)
rechts parietal eine Kraniotomie angelegt ohne dabei die Dura mater zu verletzen
(Abbildung 13). Um Hitzeentwicklung zu vermeiden, wurde wahrend des Bohrens
kontinuierlich mit 0,9% iger Kochsalzlosung gespult. Dabei wurde die Knochenplatte
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Abbildung 14. Trauma - Applikator fur das Controlled Cortical Impact Modell

an der Medianlinie belassen und zunachst zur Mitte hin hochgeklappt. Der gesamte
Operationstisch wurde dann mit dem Versuchstier in definierter Stellung unter der
CCI — Maschine platziert, bei welcher vor jedem Versuch die Endringtiefe 1mm, die
Geschwindigkeit 8 m/s und die Kontaktzeit von 150 ms eingestellt wurde. Die Gerate
zur intrakraniellen Druck - und zur Durchblutungsmessung mussten fir diesen
Zeitraum (ca. 3 min) abgenommen werden, weswegen die erste Messung nach

Trauma zum Zeitpunkt t= 3 min erfolgte.

Pneumatisch getriebener Bolzen

Sensor zur Messung von Geschwindigkeit und
Kontaktzeit

<= Stellschraube zur Regulation der Eindringtiefe

Abbildung 15: Schematische Darstellung des Trauma - Applikators
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Nach Auslosung des Traumas wurde die Kraniotomie mit Gewebekleber (vetbond,
3TM Animal care products, St. Paul, MN, USA) verschlossen.

Bei einer 90 - minldtigen Beobachtungsdauer wurden daraufthin ICP -und
Laser - Doppler - Sonden schnellstméglich wieder angeschlossen.

Bei Tieren in langerfristigen Versuchen wurde die Hautwunde sorgfaltig verschlossen
(Ethibond Excel 5/0, Ethicon, Briissel, Belgien).

2.3.6 NO - Inhalation

Fur die Durchfiihrung der Stickstoffmonoxid - Inhalation stand uns das Gas in einer
Konzentration von 264 mg/m?® in N zur Verfiigung (Linde Ag, UnterschleiBheim). Zur
Durchfihrung von Versuchen, bei denen die Tiere an ein Ventilationsgeréat
angeschlossen waren, leiteten wir das Gas in den inspiratorischen Schenkel des
Beatmungsgeréat ein und mischten es einem Sauerstoff / Luft - Gemisch (30% 02,
70% Luft) in dem Mal3e zu, dass eine Konzentration vom 50 ppm NO erreicht wurde.
Diesen Wert kontrollierten wir vor Beginn des Versuchs mit einem elektrochemischen
NO - Sensor (ITX, industrial scientific corporation, Oakdale, PA, USA). Zusatzlich
wurde die Sauerstoffkonzentration kontinuierlich vor und nach der NO - Zuleitung

Uberpruft (Oxydig, Dragerwerke AG, Lubeck).

O Luft

Absaugung

NO/ NO,-Messung
mit Pumpe

Sensor

R O,-Sensor

o=z

Abbildung 16: Versuchsaufbau zur Durchfiihrung der Langzeit - NO - Inhalation
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Versuche, die eine langere Inhalationsdauer erforderten, fuhrten wir in einem speziell
dafur angefertigten Glasbehalter durch (Abbildung 16). Fur ein Aquarium (240 x 300
x 220 mm, VWR international, Darmstadt) wurde zuné&chst ein gasdicht schlieRender
Deckel mit zwei kleinen Offnungen mafRgenau angefertigt. Diese ermdglichten eine
kontrollierte Gasein - und Ausleitung. Das NO wurde dem Sauerstoff/ Luft - Gemisch
(30% Oy, 70% Luft) kurz vor dem Einleiten zugemischt, damit das NO nur mit einem
moglichst kurzen Schlauchstick in  Beruhrung kam. Vor und nach der
Stickstoffmonoxid - Zugabe wurde die Sauerstoffkonzentration bestimmt, damit die
NO - Dosierung stets bei 50 ppm gehalten wurde. Die im Versuchsbehéltnis
herrschende NO; - Konzentration wurde ebenfalls mit einem elektrochemischen
Sensor (ITX, s.0.) am Gas - Auslass Uberwacht; sie war wahrend aller Versuche

immer unter 1 ppm.

2.3.7 Experimentelle Gruppen
In einer ersten Studie untersuchten wir den kurzfristigen Einfluss der NO - Inhalation

auf ICP, rCBF und MAP. Die INO - Gruppe (n=8) erhielt 10 bis 90 Minuten nach
Trauma 50 ppm NO zusatzlich zum normalen Beatmungsgas (s.0.), mit dem die
Kontrollgruppe (n=8) Uber den gesamten Beobachtungszeitraum beatmet wurde.
Eine zweite Studie hatte das Ziel, die langerfristigen Wirkungen der NO - Inhalation
auf sekundare pathophysiologische Prozesse nach Schadelhirntrauma aufzuzeigen.
Zu diesem Zweck wurde das Nekrosevolumen 24h nach Trauma bestimmt. Um
sicherzustellen, dass die Ausgangslasion in allen Versuchsgruppen vergleichbar ist,
wurde bei allen Experimenten zusatzlich zur eigentlichen Kontrolle eine
15 - min - Kontrollgruppe durchgeftihrt, um den Primarschaden zu quantifizieren.
Zudem sollte bestimmt werden, ob es ein therapeutisches Fenster fir eine mdgliche
INO - Therapie gibt, weswegen verschiedene Therapiedauern untersucht wurden.
Eine erste Gruppe (n=8) erhielt 10 Minuten nach Trauma fir insgesamt 24h iNO; bei
weiteren Tieren (je n=8) begannen wir 1, 2 und 3 Stunden nach Trauma mit der
Inhalation, die wiederum bis zum Zeitpunkt 24h nach Trauma fortgefuhrt wurde.
Kontrollen wurden 10 min nach Trauma - wie oben beschrieben - in einem
gleichartigen Behaltnis unter 30% O, und 70% Luft gehalten.

In einer zweiten Versuchsreihe wurde die Dauer der iINO - Anwendung variiert: 10
Minuten nach Trauma erhielten die Tiere 50 ppm NO fir 12 bzw. 18h zusatzlich zum

normalem Atemgas (s.0.).
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Eine dritte Studie untersuchte die Frage, ob das Ph&dnomen der Tachyphylaxie, eine
Wirkungsabschwachung bei Dauergabe, die die systemische Therapie mit Nitraten
erschwert, auch bei der NO - Inhalation eine Rolle spielt.

Zu diesem Zweck wurde die NO - Beimischung zur Atemluft diskontinuierlich
durchgefthrt; immer nach 3h iNO wurde eine Stunde pausiert (n=7).

Eine mogliche Auswirkung inhalierten Stickstoffmonoxids auf die Ausbildung des
posttraumatischen Hirnédems untersuchten wir an Tieren, die 10 Minuten bis 24
Stunden nach Trauma mit 50 ppm NO beatmet wurden und an einer 24h
Kontrollgruppe (je n=8).

In separaten Studien untersuchten wir den Wirkmechanismus der NO - Inhalation.
Wir fuhrten eine Bestimmung von Nitrosyl - Hamoglobin im Blut durch, auf3erdem
wurden die Nitrit - und Nitrat - Konzentration gemessen sowie eine Bestimmung von
S - Nitroso - Hamoglobin durchgefuhrt. Dazu beatmeten wir Mause (n=5) 30 Minuten
mit 50 ppm NO und entnahmen eine arterielle Blutprobe aus der A. carotis communis.
Da das geringe Blutvolumen der Maus nur eine valide Blutentnahme zuliel3, fihrten
wir auch eine NO - Hb - Bestimmung bei mannlichen Sprague - Dawley - Ratten
(n=5) durch. Diesen entnahmen wir drei arterielle (A. carotis communis) und venése
(V. iugularis interna) Blutproben: einen Baseline - Wert unter maschineller Beatmung,
eine Probe nach 30 minutiger NO - Inhalation und einen post - iINO - Wert 30 Minuten
nach Ende der NO - Beimischung.

Die Nitrit - und Nitratmessung erfolgte aus oben genannten Grinden ebenfalls
zusatzlich im Blut von SD - Ratten. Arterielle und vendse Blutproben wurden — wie
eben beschrieben — vor, unter und 30 min nach iNO entnommen.

Die Blutungszeit am Schwanz wurde in derselben experimentellen Gruppe zunachst
unter Normalbedingungen, 15 Minuten nach Beginn der NO - Inhalation und 15 min

nach Ende von iNO bestimmt.

2.3.8 Korpergewicht
Das Korpergewicht der Tiere in 24 Stunden dauernden Versuchen wurde vor Beginn

des Experiments und nach 24 Stunden bestimmt (Mettler Toledo, Giessen).
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2.3.9 Histologische Auswertung des Nekrosevolumens

2.3.9.1 Herstellung der Praparate

Nach 24 Stunden wurden die Tiere in tiefer Halothannarkose durch zervikale
Dislokation getotet; sofort im Anschluss daran wurden die Gehirne sorgfaltig
entnommen und in Trockeneispulver eingefroren. Bis zur weiteren Verarbeitung
wurden sie bei -20 €T gelagert.

Da sich fur die Bestimmung des Nekrosevolumens Gefrierschnitte bewéhrt haben,
wurden die Gehirne zunachst eingebettet (Tissue - Tek®, Sakura Finetek Europe,
Zoeterwoude, NL), daraufhin wurden mit einem Kryostaten (Cryostar MH 560,
Microm, Walldorf) jeweils 14 Gefrierschnitte (10 um Dicke) in einem Abstand von 500
pm angefertigt, wobei der erste 1000 um distal des Bulbus oculi angesetzt wurde.

|270

Die so gewonnenen Schnitte wurden nach Niss
gefarbt, fixiert und eingedeckelt (Eukitt®, O. Kindler GmbH & Co, Freiburg).

zehn Minuten in Kresylviolett

2.3.9.2 Auswertung durch Histomorphometrie
Die histologische Auswertung der Serienschnitte erfolgte mit einem Mikroskop

(Olympus BX 41, Olympus, Hamburg). Mit einer an eine Bildwandlerkarte
angeschlossenen Kamera (Olympus Camedia C5050, Olympus, Hamburg) wurde
dann jeder Schnitt bei 12,5 facher VergroRerung fotografiert; ein Beispiel fur ein
solches digitales Bild zeigt Abbildung 17. Anhand dessen wurde mittels einer
Auswertungssofware (Olympus DP-Soft, analySIS, Version 3.2., Olympus, Hamburg)
die GrolRe beider Hemispharen und der Kontusion bestimmt. Anschlie3end wurde
das Nekrosevolumen mit einem Rechenprogramm nach folgender Formel berechnet:
A x05+A,x05........ +A14 X 0,5.
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Abbildung 17: Nissl - gefarbter koronarer Hirnschnitt der Maus. Das nekrotische Gebiet wird fir jeden
Schnitt markiert und seine Flache bestimmt

2.3.10 Bestimmung des Hirn - Wassergehalts

Durch Bestimmung des Hirn - Wasser - Gehalts lasst sich die Flussigkeitszunahme,
also die Odemformation nach Trauma, messen. Dafiir wurde das Gehirn wie fir die
Histologie entnommen und in eine Petrischale mit gekuhlter physiologischer
Kochsalzlosung gelegt. Unter Zuhilfenahme eines Spiegels, auf den das Gefald
gestellt wurde, wurden darauf zunachst vorsichtig mit einer Rasierklinge der Bulbus
oculi und das Kleinhirn entfernt, dann die Hemisphéaren an der Mittellinie getrennt.
Die Gehirnhélften wurden dann in separate Glasbehéalter (Wageglas 35 x 30mm,
Schott AG, Jena), deren Leergewicht vorher bestimmt worden war, gelegt und deren
Feuchtgewicht gemessen (Mettler Toledo, Giessen). Um das Trockengewicht zu
bestimmen, wurden die Hemispharen 24 Stunden lang in einem Trockenschrank
(Memmert, Schwabach) bei 100C gelagert und erneut gewogen. Der Wassergehalt
ergibt sich als Differenz aus beiden Werten und wird in Prozent des

Ausgangsgewichts angegeben.

2.3.11 Bestimmung von Eisen - Nitrosyl - Hamoglobi n
Wie in 2.3.7. Dbeschrieben enthahmen wir C57/bl6 - Mausen  bzw.

Sprague - Dawley - Ratten mit einer 26G Nadel und einer 1 ml Spritze jeweils 0,7 ml
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arterielles (A.carotis communis) bzw. 0,7 ml arterielles und venoéses (V. iugularis) Blut.
Die Proben wurden sofort mit fllissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Analyse bei
-80 Grad Celsius aufbewabhrt.

Die Bestimmung des Nitrosyl - Hamoglobins erfolgte durch Dr. B. Fink (Noxygen
Science Transfer & Diagnostics GmbH, Elzach) nach der von ihm publizierten
Methode®®  mittels der Elektronen - Spin - Resonanz - Spektrometrie  (ESR-
Spektrometrie), da dies die genaueste Methode =zur Bestimmung von
Nitrosyl - Hamoglobin ist.

Stickstoffmolekile besitzen wie andere lonen und Radikale ein ungepaartes
Elektron; dies besitzt eine Eigenbewegung, die mit einem kleinen magnetischen
Moment verbunden ist. Wird das Molekll einem &ulReren Magnetfeld ausgesetzt,
richtet es sich wie ein Stabmagnet parallel zu diesem aus und hat dadurch eine
geringfigig héhere Energie. Bestrahlt man nun das lon mit Mikrowellen, deren
Energie genau dieser Energiedifferenz entspricht, regt man den Spin an*®. Dabei
wird Energie frei, die mit einem ESR - Spektrometer detektiert werden kann. Daraus
ergeben sich fur die verschiedenen Blutkomponenten charakteristische Spektren,
anhand derer man die einzelnen Substanzen quantifizieren kann. Das ESR-
Spektrum von Mausblut wird hauptsachlich von Coeruloplasmin, freien Radikalen
und HbNO gebildet. Der HbNO - Gehalt ergibt sich dann nach Subtraktion der beiden
anderen Spektren.

2.3.12 Bestimmung der Blutungszeit

Die Blutungszeit wurde nach der von Dejana publizierten Methode, einer Adaption
der 1969 erstmals von Mielke beschriebenen ,lvy - Nelson - Methode“?*®, bestimmt.®’
Narkotisierte mannliche Sprague - Dawley - Ratten mit einem Gewicht zwischen 250
und 350 Gramm wurden intubiert und kontrolliert beatmet. An der dorsalen Seite des
Schwanzes machten wir abseits der grof3en Gefal3e eine 9 mm lange und 1 mm tiefe
Inzision. Der Schwanz wurde dann senkrecht in einen mit 37 T warmer
physiologischer Kochsalzlésung gefullten Glaskolben gehalten. Die Zeit bis zur
Sistierung der Blutung wurde manuell gestoppt.

2.3.13 Messung von Nitrit und Nitrat im Plasma

Die Nitrit - und Nitratbestimmung erfolgte im Blut von mannlichen SD -Ratten. Die
Proben wurden zunachst 5 Minuten bei 3000 g zentrifugiert (Labofuge 400R, W.C.
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Heraeus GmbH, Hanau). Da Proteine, vor allem Hamoglobin, die Messung
beeintrachtigen, zentrifugierten wir danach 25 Minuten lang zur Proteinentfernung
durch einen Zentrifugationsfilter mit einer Porengréf3e von 30.000 kD (Ultrafree - MC
Centrifugal Filter Units, Milipore Corporation, Bedford, MA, USA) bei 5000g.

Die Bestimmung der NO - Endprodukte Nitrit und Nitrat erfolgte mittels einer
Fluoreszenz. Dazu verwendeten wir einen Kit der Firma Cayman Chemicals (Kit Nr.
78000, Cayman Chemicals Europe, Talinn, Estland).

Zunachst wird das in der Probe enthaltene Nitrat (NO3) durch die Zugabe von
Nitrat - Reduktase in Nitrit (NO;) umgewandelt. Durch die Zugabe von
2,3 - Diaminopthalen (DAN) wird das so entstandene Nitrit in die fluoreszierende
Verbindung 1(H) - Naphtotriazol umgewandelt.

Bei einer Exzitationswellenlange von 360 nm und einer Emissionswellenlange von
410 nm wurde mit einem Fluorometer (FLUOstar 403, BMG Lab Technologies GmbH,
Offenburg) der Nitrit - Gehalt der einzelnen Proben bestimmt.

In der Diskussion mit fihrenden Experten in der Messung von Nitroso - Addukten im
Blut wurde uns geraten, die Messungen mit einer genaueren Methode, der
Chemiluminiszenz, zu wiederholen, da die fluorometrische Messmethode als
ungenau erachtet wird und mit vielen Fehlerquellen behaftet sein kann, vor allem,
weil Nitrit im Blut extrem instabil ist. Deswegen missen die Nitroso - Addukte im Blut
vor der eigentlichen Messung stabilisiert werden. Zu diesem Zweck wurden drei
Stabilisierungslésungen entwickelt, deren Zusammensetzung und Funktion in
Tabelle 2 beschrieben ist (alle dafir verwendeten Chemikalien wurden von Sigma —
Aldrich Laborchemikalien, Seelze, erworben).

Die Blutproben (je 900 ul) wurden zunéchst antikoaguliert (mit 100 pl
Stabilisierungslésung #1; Verhdaltnis 9:1). Nach 30 - sekiindigem Durchmischen
wurden die Proben 90 Sekunden lang bei 4.000 g zentrifugiert; 400 pl des so
gewonnenen Plasmas wurden daraufhin im Verhaltnis 1:1 (je 400 pl) mit
Stabilisierungslésung #2 30 Sekunden lang vermischt, sofort in flissigem Stickstoff
eingefroren und bis zur Messung bei -80C aufbewahrt. Die Messungen wurden
mittels  der  ozon(Os)basierten  Chemiluminiszenz*®> mit einem  NO
Chemiluminiszenz - Analyse - Gerat (NOA, NO - Analyzer, ANTEK Instruments,
Houston, TX, USA) durchgefihrt. Diese Mess - Methode basiert auf der (sehr
schnellen) Reaktion von (gasformigem) NO mit Ozon (Os); dabei entsteht NO,', also
Nitrit mit einem angeregten Elektron. Kehrt dieses in den Grundzustand zurtck, wird

ein Photon emittiert, das als Chemiluminiszenz detektiert werden kann (h$). Dieses
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Lichtsignal wird von einem Photomultiplier aufgefangen und amplifiziert; das so
entstandende elektrische Signal wird aufgezeichnet. Anhand einer mit Proben
bekannter = NO, - Konzentration  erstellten  Eichkurve  kann dann die
Nitrit - Konzentration der Probe bestimmt werden.

Um Nitrit mit der eben beschriebenen Methode zu messen, muss dies zunachst zu
NO reduziert werden. Dazu wurde die Trijodid (I3) - Reduktions - Methode®: 82 118. 235
293 verwendet. Nach Auftauen der Proben wurden diese in einem mit Helium
durchstromten Reaktionsgefal3 mit einer jodidhaltigen Reduktionslésung (2,0 g
Kaliumiodid [KI], 1,3 g lodid [I;], 40 ml Aqua dest., 140 ml Eisessig [CH3CO.H] )
inkubiert; dadurch reagierte das vorhandene Nitrit zu gasférmigem NO, welches
dann vom angeschlossenen Analyse - Gerat erkannt wird. Da Trijodid auch andere
NO - haltige Spezies reduzieren kann (u. a. N - Nitrosamine, S - Nitrosothiole,
Eisen - Nitrosyle), wurde die Spezifitat der Messung Uberprift, indem jede Probe ein
weiteres Mal analysiert wurde; zuvor wurde sie mit angesauertem Sulfanilamid
(HoNCeH4sSO2NH,, 5% in 1M HCI) vorbehandelt, das Nitrit in das durch
Chemiluminiszenz nicht nachweisbare Diazonium - Kation umwandelt. Durch
Vergleich beider Werte kann die Nitrit - Konzentration bestimmt werden.

AulRerdem wurden die Stabilisierungslosungen (genau im Mischverhaltnis wie in den
Proben) auf ihren Nitritgehalt untersucht; dieser Wert wurde als Leerwert von den

gemessenen Werten abgezogen.
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Stabilisierungslosung #1 zur Antikoagulation

37.5% Natriumzitrat (in PBS) 400uL
100mM NEM (in PBS) 500uL
10mM DTPA (in PBS) 100uL
Gesamt 1000uL

Stabilisierungslésung #2 zur Konservierung von
NO-Addukten im Plasma

100mM NEM in PBS 20uL
10mM DTPA (in PBS) 20uL
PBS 960uL
Gesamt 1000uL

Stabilisierungslésung #3 zur Konservierung von
NO-Addukten in Erythrozyten

K,Fe(CN), (0.95M in PBS) 31.5uL
100mM NEM in PBS 600uL
IGEPAL 30uL
10mM DTPA (in PBS) 30uL
PBS 1860uL
Gesamt 2550uL
NEM: N-Ethylmaleimide (C4H,NO,)
zur Blockade freier Cystin-Reste in Proteinen, inaktiviert Endonukleasen
DTPA: Diethylenetriaminepentaacetic acid ( [([HOOCCH,),NCH,CH,INCH,COOH)
als Chelator von Kupfer und anderen in Spuren vorhandenen Metallen, die S-Nitrosothiole degradieren kénnen
IGEPAL: (C,H,0)sC,,H,,0

zur Aufldsung von Membranen, die das s-nitrosylierte Anion-Austauscher Protein 1 enthalten kénnen

Tabelle 2: Stabilisierungslésungen fir die Chemiluminiszenz - Bestimmung

2.3.14 Bestimmung von S - Nitroso - Hamoglobin
Die Konzentration von s -nitrosyliertem Hamoglobin wurde ebenfalls mit der

Chemiluminiszenz - Technik bestimmt. Zu diesem Zweck wurden die Blutproben wie
oben beschrieben vorbehandelt. Nach sorgféaltiger Entfernung von Plasma und

Buffy - Coat wurden 150 pl rote Blutzellen entnommen. Diese wurden mit
Stabilisationslosung #3 im Verhaltnis 1,5:8,5 30 Sekunden vermischt und ebenfalls in
Flassigstickstoff eingefroren. Die Messung erfolgte wie in 2.3.13 beschrieben mit der
O3 - Chemiluminiszenz nach Trijodid - Reduktion. Wie bereits erwdhnt reduziert I3
unterschiedliche Nitroso - Spezies. Da die Messung von S - NO - Hb komplex und
sehr stéranfallig ist, miissen die Proben so weit wie mdglich von die Messung

beeintrachtigendem Nitrit und Nitrosothiolen (RSNO) gereinigt werden. Zuné&chst wird
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deswegen mit Sulfanilamid das enthaltende Nitrit in ein nicht durch die
Chemiluminiszenz detektierbaren Kation umgewandelt (s.0.); durch Messung einer
SO nitrit - bereinigten und einer nicht vorbehandelten Probe kann das durch Nitrit
verursachte Signal ermittelt und abgezogen werden. Die RSNO werden auf &hnliche
Weise durch Quecksilberchlorid (HgCl,) eliminiert. Nach Bestimmung des Hamatokrit

kann die S - NO - Hb - Konzentration fir Vollblut errechnet werden.

2.3.15 Protein - Nitrosylierung

Proteinnitrosylierung wurde nach 24stindiger NO - Inhalation im Gehirn gesunder
C57/BL6 Mause untersucht. Die Tiere wurden durch Fixationsperfusion mit 4%
Paraformaldehyd (PFA) geopfert, die Gehirne entnommen und zunéchst 24 Stunden
in PFA, nach Wasserung in 70% Ethanol gelagert.

Nach Paraffin - Einbettung wurden alle 500 pum 4 pm dicke koronare Schnitte
angefertigt.

Diese wurden drei Stunden mit einem polyklonalen Kaninchen-Antikdrper gegen
Nitrotyrosin (upstate, Dundee, Grof3britannien) inkubiert (Konzentration 1:50). Als
sekundaren Antikorper verwendeten wir biotinyliertes Maus - Anti-Kaninchen-1gG —
Antikdrper (DAKO, Hamburg), der daraufhin mit an Avidin gekoppelter alkalischer
Phosphatase (AP) und dem dazugehdrigen Chromogen (DAB) sichtbar gemacht
wurde (,Vectastain ABC Alkalische Phosphatase” Methode, Vectastain AB AP Kit,
Uber Alexis, Grunberg). Als Positivkontrolle dienten Schnitte, die zuvor mit
Peroxynitrit (ONOO", Calbiochem, Merk Chemicals, Nottingham, GroR3britannien)
behandelt wurden. Die Spezifitait des sekundaren Antikdrpers wurde durch
Weglassen des primaren Antikorpers Uberpriift; dabei zeigte sich keine Farbung.

2.3.16 Bestimmung der NO - Synthasen - Expression

Gesunde C57/BL6 Mause wurden nach 24 - stindiger NO - Inhalation (oder
Kontrolle) geopfert. Das Gehirn wurde unter sterilen Bedingungen entnommen, der
Bulbus oculi sowie das Kleinhirn entfernt und die beiden Hemispharen sorgfaltig
getrennt.

Die RNA - Extraktion wurde sofort im Anschluss mit einem handelsiiblichem Kit nach
Anweisung durchgefihrt (QlAgene Lipid Tissue Mini Kit (50) , Qiagene, Hilden). Fur
die reverse Transkription wurden 5 pg RNA ad 31,5 pl H,O zu 5ul 10x PCR buffer
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(Qiagen, Hilden) , 2,5 pl dNTP 10 mM, 2,5 pl DTT (0,4mM) and 2,5 ul Oligo DT (100
uM) hinzugefugt. Dieser Reaktionsmix wurde daraufhin funf Minuten bei 65T
inkubiert, bevor 5 pl reverse Transkriptase (M-MLV Reverse Transcriptase RNAse H
Minus) und 1 pl Ribunuklease-Inhibitor (RNAsin, alle Reagenzien von Promega
GmbH, Mannheim) zugegeben wurden. Die reverse Transkription wurde bei 95TC/30
s, 57C/1min, 70C/2min (30 Zyklen) durchgefiihrt; a m Ende des Laufs wurde bei
95 T funf Minuten lang denaturiert. Die quantitati ve PCR wurde mit dem LightCyler®
2.0 System durchgefiihrt (Roche, Heidelberg). Fur die Datenanalyse verwendeten wir
die LightCycler® Software (Version 5.0, Roche). 1ul of cDNA wurde mit 2 pl
LightCycler®—Faststart DNA Master SYBR Green |-Kit (Roche, Heidelberg,
Germany), 6pl H,O und jeweils 0,5 pl des forward und des reverse Primers
(Konzentration 5 pM) amplifiziert. Die Reaktion wurde durch 10 - minltiges Erhitzen
auf 95C gestartet. Die Amplifikation wurde in 40 Zyklen in folgenden Schritten
durchgefiihrt: 15 Sekunden Denaturierung bei 95C (ramp rate 20C/ s), zehn
Sekunden Annealing bei 55T (ramp rate 20C/s) und eine 15 Sekunden an dauernde
Extensionphase bei 72 (ramp rate 20C/s). Die Pri mer fur eNOS, nNOS, iNOS und
Aldolase (housekeeping Gen) wurden von MWG Biotech (Ebersberg) synthetisiert
und mittels einer konventionellen PCR auf ihre Spezifitat tberprift (Sequenzen und
Lange der PCR Produkte siehe Tabelle 3). Zusatzlich wurde am Ende jedes Laufs
die Schmelzkurve erstellt (95T, 0 s, ramp rate 20° C/s; 68T, 30 s, ramp rate 20C/s;
95%C, 0 s, ramp rate 0.1C/s, kontinuierliche Messung). Als Standardkurve wurden fur
jedes Gen Verdiinnungsreihen der cDNA erstellt (10’ — 10%). Jede Probe wurde
mindestens zweimal gemessen; in jedem Lauf wurde eine Wasser - Probe als
Negativkontrolle sowie eine 10°- Standardverdiinnung des jeweiligen Gens
mitgemessen. Die Ergebniswerte wurden auf das Housekeeping-Gen Aldolase
korrigiert, um eventuelle Schwankungen in der Ausgangs-RNA-Menge oder

schwankende Effizienz der reversen Transkription auszugleichen.
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Tabelle 3: Primer fir die quantitative PCR

Gen Primer vorwarts (5'- 3’) Primer rickwarts (5'- 3") PCR Produkt
Aldolase AGCTGTCTGACATCGCTCACCG CACATACTGGCAGCGCTTCAAG 571 bp
eNOS CTGGTACATGAGTTCAGAGATTGG TAGTTGACCATCTCTTGATGGAAG 337 bp
nNOS CTCGACCAATACTACTCCTCCATTA TTGACGTGGTTACAGATGTAGTTG 255 bp
iINOS ATCGACCCGTCCACAGTATGTG CGACCTGATGTTGCCATTGTTG 493 bp
2.3.17 Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde computergestitzt durchgefiuhrt (Sigma Stat 3.0,
Jandel Scientific, Erkrath). Die Ergebnisse sind — soweit nicht anders vermerkt — als
Mittelwert + Standardabweichung (STABW) angegeben. Bei Vergleichen zwischen
zwei Gruppen benutzten wir den Rank-Sum - Test (Mann - Whitney -Test),
Vergleiche mehrerer Gruppen wurden mittels einer Varianzanalyse (ANOVA on
ranks) verglichen. Mehrere Messungen innerhalb einer Gruppe wurden mit der
Varianzanalyse fir Mehrfachmessungen (ANOVA repeated measurements) auf
signifikante Unterschiede gepruft. Ein p - Wert von unter 0,05 wurde als signifikant

angesehen.
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3 Ergebnisse
3.1 90 - minutige NO - Inhalation

3.1.1 Vitalparameter
Die Tiere dieser Versuchsreihe unterschieden sich zu Beginn des Versuchs nicht

beziglich Gewicht (Kontrolle: 25,3 + 0,4g , iINO: 26,9 * 1,5g) oder Vitalparametern
(Tabelle 4).

Nach 90minutiger Intubationsnarkose kam es in beiden Gruppen zu einem Abfall des
Blutglukosegehalts (Kontrolle: 256 + 43 mg/dl auf 191 + 58,76; p<0,05. iINO: 286 + 52,
auf 213, + 99; p<0,05) auf vergleichbare Werte.

pH Start pH Ende pO, Start pO, Ende  pCO, Start pCO, Ende

Kontrolle 7,34 +0,04 7,29 £ 0,08 91+18 115+ 26 41+ 8 36+8

iNO 7,38 £0,05 7,26 £0,01 97 £ 20 94+4 39+1 36+0,1

K* Start K+ Ende Na* Start Na* Ende Ca2* Start Ca?* Ende

Kontrolle 52+0,9 51+0,8 138,5 + 10,3 136,9+9,9 1,5+05 1,4+0,2
iNO 46+0,1 49+0,8 131,6 +17,1 132,4+8,3 1,2+0,1 1,3+0,2
Cl- Start Cl- Ende Glu start Glu Ende Lac Start Lac Ende
Kontrolle 96,9+ 14,1 99,1 +15,5 256 + 43 191 +59 1,1+0,5 1,1+0,6
iNO 102,2+9,9 101,8 +18,4 287 +52 213 +99 1+0,6 1+0,1

Einheiten: pO2, pCO2: mmHg. Kalium, Natrium, Calcium, Chlorid, Lactat: mMol/ I. Glucose: mg/ 100ml|

Tabelle 4: Vitalparameter vor Beginn und nach 90 Minuten NO - Inhalation
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3.1.2 Mittlerer arterieller Blutdruck

Vor Trauma betrug der mittlere arterielle Blutdruck bei den Kontrolltieren 81,04 + 8,82
mmHg und in der iNO - Gruppe 87,75+ 12,82 mmHg. Im Verlauf kam es
narkosebedingt in beiden Gruppen zu einem gleichartigen, nicht signifikanten Abfall

des systemischen Blutdrucks (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Verlauf des mittleren arteriellen Drucks nach CCI — Trauma in der Maus

3.1.3 Intrakranieller Druck
Nach der chirurgischen Praparation und vor Beginn der Messungen betrug der

mittlere ICP 3,32 + 1,25 mmHg in der NO - Gruppe und 2,98 + 0,95 mmHg bei den
Kontrolltieren (p=0,613).

Wie Abbildung 19 zeigt, kam es in der unbehandelten Kontrollgruppe sofort nach
Trauma zu einem annahernd linearen Anstieg des intrakraniellen Drucks. Direkt nach
Trauma (Minute 3 nach Trauma) betrug der ICP 6,2 + 3,0 mmHg. Im Verlauf kam es
zu einer Steigerung auf maximal 28,7 £ 9,7 mmHg (Minute 78 nach Trauma). Zum
Ende der Beobachtungszeit fiel der ICP wieder leicht ab (24,1 + 5,1 mmHg in Minute
90). In der mit NO - Inhalation behandelten Gruppe zeigte sich bei vergleichbarem
Baseline - Wert direkt nach Trauma ebenfalls ein Anstieg des ICP auf 5,3 £ 1,8
mmHg (Minute 3 nach Trauma, p=0,786) und 6,5 £ 2,4 mmHg (Min. 6, p=0,620).

Nach Beginn der NO - Inhalation in der 10. Minute post Trauma stieg der ICP in
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geringerem Ausmald als in der Kontrollgruppe, ein Maximalwert von 12,00 + 5,7

mmHg wurde 81 min nach Trauma gemessen (p=0,001 vs. Kontrolle).
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Abbildung 19: Verlauf des intrakraniellen Drucks nach Schadelhirntrauma

Ab dem Messzeitpunkt 48 Minuten nach Trauma wurden in der INO - Gruppe

signifikant niedrigere ICP - Werte gemessen (p < 0,04).

3.1.4 Zerebrale Durchblutung nach Trauma
In der unbehandelten Kontrollgruppe kam es sofort nach Trauma zu einem Abfall der

Durchblutung um 25 — 30 %. Die regionale Hirndurchblutung (rCBF) verblieb danach
zunachst auf diesem Niveau, ab der 66. posttraumatischen Minute fiel sie signifikant
gegeniber dem Ausgangswert ab (p<0,05, Abbildung 20). Auch in der iINO - Gruppe
erfolgte der anfangliche posttraumatische Abfall der regionalen Gehirndurchblutung.
Nach Beginn der Inhalation mit Stickstoffmonoxid kam es jedoch sofort zu einer
trendmafigen Steigerung der Durchblutung. Der posttraumatische CBF - Abfall
wurde durch die NO - Inhalation nicht nur gemindert, die Durchblutung kehrte ab der
45. posttraumatischen Minute sogar nahezu auf Ausgangswerte zuriick. Uber den

Beobachtungszeitraum kam es innerhalb der iNO - Gruppe also im Gegensatz zur
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Kontrollgruppe zu keinem signifikanten Abfall des CBF, die Durchblutung war ab der
63. Minute post Trauma signifikant hdoher als bei den unbehandelten Kontrolltieren
(p<0,05).
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Abbildung 20: Regionale Hirndurchblutung nach SHT, Messung (ber dem zum Trauma
kontralateralen Media - Stromgebiet

In der ipsilateralen Hemisphére zeigt sich trendmé&Rig ein &hnlicher Verlauf der
zerebralen Durchblutung (Abbildung 21). Die Messung erwies sich uber dem zum
Trauma ipsilateralen Kortex als technisch schwierig: Unmittelbar im Gebiet des
Primarschadens kommt die Durchblutung sofort nach Trauma fast zum Erliegen und
kann auch therapeutisch nicht wiederhergestellt werden. Aufgrung anatomischer und
technischer Gegebenheiten kann beim Anbringen der LDF - Sonde ipsilateral jedoch
nicht immer ausgeschlossen werden, dass teilweise Uber dem Gebiet der Kontusion
gemessen wird. Deswegen weisen die gemessenen Werte eine grol3ere Streuung

auf; die ipsilateral gezeigten Verénderungen sind statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 21: Posttraumatischer Verlauf der zerebralen Durchblutung

Hemisphare (ipsilateral zum Trauma)

in der traumatisierten

Tragt man alle posttraumatisch erhobenen CBF - Werte der Kontrollgruppe gegen

den intrakraniellen Druck auf (Abbildung 22, weil3e Punkte), zeigt sich deutlich, dass
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Abbildung 22: Posttraumatische Durchblutungswerte, aufgetragen gegen den jeweiligen CBF

bei ansteigendem ICP die Durchblutung des Gehirns zunéachst in ausreichender

Weise aufrecht erhalten wird (bis ca.

70% des Ausgangswerts). Steigt jedoch der

56



ICP Uber 17 mmHg, sind die Kompensationsmechanismen erschopft, es kommt zu
einer dramatischen Abnahme der zerebralen Durchblutung. Die meisten der
posttraumatisch in der Kontrollgruppe erhobenen Werte fallen in die Kategorie ,hoher
ICP, niedriger CBF*, eine Konstellation, die bei Patienten prognostisch auf3erst
ungunstig ist. In der iNO -Gruppe hingegen wird die posttraumatische intrakranielle
Hypertension stark gemindert; fast alle Messungen zeigen eine angemessene

Durchblutung bei nur geringem ICP - Anstieg.

3.2 Nekrosevolumina nach langerfristiger Beatmung m it 50 ppm
NO

3.2.1 24h iNO
Der Primarschaden in unserem Modell belauft sich auf 19,2 + 5,2 mm?3. Unbehandelt

wachst die Nekrose innerhalb von 24 Stunden signifikant auf 33,6 + 3,7 mm? an
(p<0,001).

In der iINO - Gruppe kommt es innerhalb 24 Stunden ebenfalls zu einem Anwachsen
der urspriinglichen Lasion auf 28,95 + 3,7 mm® (p=0,002); die sekundéare
Nekroseexpansion ist jedoch in dieser Gruppe signifikant geringer ausgepréagt als bei
den unbehandelten Kontrolltieren (p=0,039). Dies entspricht einer Reduktion des

sekundaren Nekrosewachstums um 32,4% (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Einfluss der NO - Inhalation (24 Stunden, Beginn 10 Minuten nach Trauma) auf das
sekundare Nekrosewachstum

3.2.2 Verzogerter Beginn der langerfristigen NO - B eatmung
Auch bei verzdogertem Beginn der NO - Inhalation kam es in allen Gruppen zu

signifikantem sekundaren Nekrosewachstum (p< 0,01 vs. 15 min, Abbildung 24).
Wurde mit der NO - Inhalation eine Stunde nach Trauma begonnen, zeigte sich die
Nekrose nach 24 Stunden mit 27,6 + 5,4 mm?® geringer als in der Kontroligruppe (1h
INO vs. C: p=0,022). Der Effekt der NO - Inhalation scheint dosisabhéngig zu sein:
Ein Beginn der NO - Inhalation nach 2 und nach 3 Stunden flhrte zwar zu einer
Verringerung des Lasionsvolumens nach 24 Stunden gegeniiber der Kontrollgruppe,
diese Veranderungen waren jedoch nicht statistisch signifikant (30,6 + 4,7 mm?, 29,9

+7,4 mm?3).
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Abbildung 24: Einfluss der NO - Inhalation auf das Nekrosevolumen nach 24 Stunden. Zur
Verdeutlichung des dosisabhangigen Effekts der NO - Inhalation wurden die Daten aus 3.2.1. (Beginn
von iNO nach 10 Minuten) in die Abbildung miteinbezogen

3.2.3 NO - Inhalation in den ersten 12 bzw. 18 Stun den nach Trauma

Wurde die NO - Inhalation 10 Minuten nach Trauma begonnen und dann nach 12
bzw. 18 Stunden beendet, stieg das Nekrosevolumen von 23,9 + 3,3 mm? (Zeitpunkt
15 Minuten) nach 24 Stunden auf 32,5 + 7,2 mm® bzw. 31,1 + 5,2 mm?® (Abbildung
25). Wahrend die 24 Stunden andauernde NO - Inhalation das sekundare
Lasionswachstum gegenuber den Kontrolltieren signifikant reduzierte (28,95 + 3,7
mm?3, p=0,042), verringerte die 12 - und 18 - stiindige iNO - Therapie es im Vergleich
zur unbehandelten Kontroligruppe (34,7 + 6.9 mm?®) nur trendmaRig. Insgesamt zeigt
sich aber auch in dieser Versuchsreine ein dosisabhangiger Effekt der

NO - Inhalation auf den sekundaren Hirnschaden.
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Abbildung 25: 12, 18 und 24 stiindige NO - Inhalation nach SHT

3.2.4 Intermittierende NO - Inhalation
Bei intermittierender Anwendung der NO -Inhalation (Beginn zehn Minuten nach

Trauma, danach jeweils drei Stunden Zugabe von 50 ppm NO, danach 1 Stunde
Pause) stellten wir nach 24 Stunden in der NO - Gruppe ein L&sionsvolumen von
33,9 + 2,5 mm?® fest, in der dazugehérigen Kontrolle lag es nichtsignifikant hther bei
35,4 + 4,3 mm?® (Abbildung 26). Eine kontinuierliche Durchfilhrung der NO - Inhalation
Uber 24 Stunden (siehe 3.2.1.) hingegen fuhrt zu einer signifikanten Reduktion des

sekundéaren Hirnschaden.

60



50 -
MW + /- STABW
jen=7,*p<0,05

3
S

\

Nekrosevolumen [mm
S
_|
N
— o+

=
o
[

N

0- 2

15 min K INO interm. 24h INO

Abbildung 26: Einfluss der intermittierenden NO - Inhalation auf das Nekrosevolumen 24h nach SHT

3.3 Ausbildung des posttraumatischen Hirnédems unte r iNO

Bei der gesunden bzw. der scheinoperierten C57/BI 6 Maus betragt der
Wassergehalt des Gehirnparenchyms 79%.%* In der vorliegenden Studie betrug der
der Hirn - Wassergehalt 24 Stunden nach Trauma (Abbildung 27) in der nicht
traumatisierten linken Hemisphare in der Kontrollgruppe 80,4 + 1,4% des
Ausgangsgewichts des Gehirns. Bei Tieren, die 24h 50 ppm iNO zusatzlich zur
Atemluft erhalten hatten, ergab sich 80,7 + 0,8% des Feuchtgewichts (n. s. vs.
Kontrollgruppe). In der traumatisierten rechten Hemisphére der Kontrolltiere war der
Wassergehalt gegeniber der kontralateralen Seite signifikant auf 82,4 + 0,8% erhoht
(p=0,007), in der Therapiegruppe kam es ebenfalls zu einem signifikanten Anstieg
auf 81,7 £ 0,5% (NO rechts vs. NO links p=0,042). Diese Zunahme des
Wassergehalts war jedoch signifikant geringer ausgepragt als in den rechten
Hemispharen der Kontrolltiere (p=0,014). Die posttraumatische Odemformation

wurde somit durch iNO in der traumatisierten rechten Hemisphére um 30% reduziert.
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Abbildung 27: Hirnwassergehalt nach experimentellem Schadelhirntrauma

3.4 Nitrosyl - Hamoglobin - Bestimmung
In unserem Versuchsaufbau betrug der Ausgangswert der

Nitrosyl - Himoglobinkonzentration im Blut von narkotisierten C57/blacké Mé&usen
0,38 = 0,19 pM, nach 30 - minutiger Beatmung mit 50 ppm Stickstoffmonoxid stieg
der NO - Hb - Gehalt um mehr als das Dreifache auf 1,2 + 0,15 pM (p=0,008,
Abbildung 28a).

Bei maénnlichen Sprague - Dawley - Ratten  (Abbildung 28b) betrug der
Baseline - Wert 0,08 + 0,06. Nach NO - Inhalation (30 Minuten) zeigte sich ein
18facher Anstieg der S - NO - Hb - Konzentration auf 1,51 + 0,47 pM (BL vs. 30 min:
p=0,008). 30 Minuten nach Beendigung der NO - Inhalation war der S - NO - Gehalt

gegeniber dem Ausgangswert weiterhin achtfach erhéht (p=0,008).
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Abbildung 28: Nitrosyl-Hamoglobingehalt im arteriellen Blut von (a) Mausen und (b) Ratten unter
Kontrollbedingungen, nach 30miniutiger Behandlung mit iNO und 30 min nach Ende der
NO - Inhalation

3.5 Nitrit - Nitrat - Messung

Unter Baseline - Bedingungen fanden sich fur die Nitrit/Nitrat - Gesamtkonzentration
folgende Werte: iNO: arteriell 0,70 + 0,3 pM, venos: 0,56 £ 0,2 pM. Kontrollgruppe:
arteriell: 0,79 £ 0,3 pM, vends: 0,70 + 0,2 pM). Zwischen beiden Gruppen und
zwischen arteriellem und venésen Blut fand sich kein statistisch signifikanter
Unterschied (Abbildung 29a).

Nach 30 minudtiger NO - Inhalation liel3 sich ein signifikanter Anstieg der
Stickstoffmonoxid-Folgeprodukte (Nitrit + Nitrat) um mehr als das Doppelte im
arteriellen sowie im venésen Blut nachweisen (A: 1,9 £ 0,27pM, V: 1,66 + 0,23pM) —
sowohl gegentber den Ausgangswerten (p<0,05) als auch der Kontrollgruppe
(Kontrolle Arterie: 0,65 £ 0,21 pM, p<0,001. Vene: 0,74 £ 0,55 pM, p=0,001); dieser
Unterschied blieb auch 30 Minuten nach Beendigung der NO - Inhalation erhalten (A:
1,87 £ 0,56 pM, V: 1,85 + 0,41 pM. Kontrolle A: 0,96 + 0,43, V: 0,67 + 0,25 pM;
p=0,001). Die Konzentration von Nitrit, das als mdglicher Trager und Bewahrer der
NO - Bioaktivitat im Gesprach ist, verandert sich unter und nach NO - Inhalation nicht
(Abbildung 29b).
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Abbildung 29. Arterielle und venése Konzentration von (a) Gesamt - Nitrit/ Nitrat und (b) Nitrit vor,
unter und nach NO - Inhalation

Nach Diskussion dieser Ergebnisse mit Experten im Gebiet der Messung von NO
und NO - Addukten im Blut kamen wir zu dem Schluss, dass die angewandte
Messmethode angesichts der Instabilitat von Nitrit im Plasma zu ungenau gewesen
sein konnte. Deswegen wurden die Experimente wiederholt, um die
Nitritkonzentration im Mausplasma in Kollaboration mit einem fihrenden Labor (Prof.
R.P. Patel, University of Alabama, Birmingham, AL) mittels der deutlich exakteren
Chemiluminiszenz - Technik erneut zu bestimmen.

Nach 30 - minttiger NO - Inhalation zeigte sich hier ein signifikanter Anstieg der
Nitritkonzentration im arteriellen Blut (Abbildung 30): Die Nitritkonzentration bei den
INO -Tieren betrug mit 258 £ 42 nM mehr als das Doppelte des bei Kontrolltieren
nachgewiesenen Werts (124 + 58 nM).
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Abbildung 30: Nitritkonzentration im arteriellen Blut bei Kontrolltieren und Tieren nach 30minitiger
NO - Inhalation. Messung mittels der Chemiluminiszenz - Technik

3.6 Bestimmung von S - Nitroso - Hamoglobin

Unter physiologischen Bedingungen zeigte sich im arteriellen Blut gesunder C57/BI6
Méausen 1,4 £ 2,1 nM S - Nitroso - Hamoglobin. Nach 30 Minuten andauernder
NO - Inhalation stieg dieser Wert deutlich auf 4,7 = 3,0 nM, jedoch ergab sich
gegenuber den Kontrolltieren kein signifikanter Anstieg (Abbildung 31).
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Abbildung 31: S - Nitrosohamoglobin - Konzentration im arteriellen Blut von Kontrolltieren und Tieren
nach 30 mindtiger NO - Inhalation
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3.7 Blutungszeit

Die Ausgangswerte der Blutungszeit betrugen in der Kontrollgruppe 144,6 + 25.5s
und in der iINO -Gruppe 149 + 44 s (p=0,731). Nach 30 minutiger NO -Inhalation kam
es in der Therapie - Gruppe zu einem nichtsignifkanten Anstieg auf 187 + 54 s, 30
Minuten nach Beenden der NO - Gabe sistierte die Blutung aus der standardisierten
Lasion nach 160,5 = 34,5s (Baseline vs. 30 min:p=0,132; BL vs 60 min: p=0,485; 30
min vs. 60 min: p=0,589. ANOVA on ranks p=0,304, Abbildung 32). In der
Kontrollgruppe betrug die Blutungszeit nach 30 Minuten 175,1 *+ 32,4s und nach 60
Minuten 203 + 25,7s. Zwischen den beiden Gruppen besteht kein statistisch
signifikanter Unterschied (p=0,052; iNO BL vs. C BL p=0,731; iNO 30 min vs. C 30
min: p=0,945; INO 60 min vs. C 60 min :p=0,051).
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Abbildung 32: Blutungszeit vor, unter und nach NO - Inhalation. Grau schraffiert die physiologischen
Grenzwerte

3.8 Protein - Nitrosylation

Nach 24 Stunden NO - Inhalation zeigte sich im Gehirnparenchym im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe kein Unterschied: sowohl Kontroll - als auch
INO - Gruppe weisen in der Immunhistochemie nur wenige fur Nitrotyrosin schwach
positive Zellen auf (Abbildung 33).
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3.9 Expression der NO - Synthasen im Gehirn

Die Expression der endothelialen, der neuronalen und der induzierbaren
NO - Synthase (Abbildung 34) wurde durch 24 stindige NO - Inhalation nicht
beeinflusst.

Abbildung 33. Proteinnitrosylierung im Gehirn gesunder C57/Bl 6 Mause. Ohne primaren Antikoérper
findet keine Anfarbung statt; als Positivkontrolle behandelten wir Schnitte mit Peroxynitrit (ONOQO") vor
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Abbildung 34. Expression aller NO - Synthase - Isoformen unter normaler Ventilation und NO —
Inhalation
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methode

4.1.1 Auswahl des experimentellen Trauma-Modells

Das Schadelhirntrauma ist eine &atiologisch uneinheitliche Erkrankung mit komplexer
Pathophysiologie. Es wird deshalb nicht gelingen, samtliche relevanten Vorgange in
einem experimentellen Tiermodell abzubilden.

Seit den friihen 70er Jahren wurde eine Reihe von Tiermodellen entwickelt, um die
Pathophysiologie des Schadelhirntraumas zu untersuchen.

Bei dem von Marmarou entwickelten Weight drop - Modell?*

wird ein Gewicht, das
sich in einer Fuhrungsréhre aus Plexiglas befindet, aus definierter Hohe senkrecht
auf die geschlossene Schéadelkalotte fallen gelassen. Um Knochenbriiche (also ein
offenes SHT) zu vermeiden, wird dort, wo das Gewicht auftrifft, eine Metallplatine
(steel ,helmet”) auf dem Schadelknochen fixiert. AuRerdem liegt das Tier auf einer
dicken Schaumstoffmatte, ebenfalls um den direkten Impuls durch das Gewicht
abzufangen. Dieses experimentelle Schadelhirntrauma - Modell, das hauptsachlich
fur die Ratte (und andere grofRere Nager) als Versuchstier geeignet ist, fuhrt zu
diffusem Axonschaden, Subarachnoidalblutungen (SAB), Neuronenverlust im
Hippocampus und Parenchymruptur, aber nicht zu Kontusionen.?® 28" Der
posttraumatische ICP-Anstieg bleibt fast vollstandig aus, auRerdem korreliert der
Schaden nicht wie beim Patienten mit ICP-Erhhung oder CBF-Abfall.?®

Weiterhin gibt es das sogenannte Fluid percussion Modell. Hierbei wird zunachst der
Schadelknochen freigelegt und entweder lateral oder medial eine Kraniotomie
angelegt. Danach wird mit einem Pendel sehr schnell Flussigkeit in das
geschlossene Kranium injiziert,>® 74 240. 323, 361

Das Fluid Percussion Modell fihrt ebenfalls eher zu  selektiven
Hippocampus - Neuronenzelluntergang und Hirnstammschadigung.®®

Das in der vorliegenden Studie verwendete Controlled Cortical Impact - Modell wurde

1988 von Lighthall am Frettchen entwickelt®** #%?

und in den folgenden Jahren auch
fir andere Spezies etabliert.”* 3% Der pathophysiologische Fokus liegt in diesem
Modell auf der Kontusion, die beim Menschen in Gber 2/3 der Falle beim schweren
Schadelhirntrauma vorliegt,®> morphologisch kommt es wie beim Menschen vor allem
in den Pedunculi cerebri zu Nervenzell-Nekrosen.”” Akute und chronische
posttraumatische Defizite der neurologischen Funktion kénnen mit dem CCI - Modell

73, 89, 137

bei der Ratte und bei der Maus abgebildet werden und korrelieren gut mit der
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Verletzungsschwere. Diese Modell wurde vor einigen Jahren in unserer
Arbeitsgruppe fur die Maus als Versuchstier etabliert.

Der systemische Blutdruck, die zerebrale Durchblutung, die Ausbildung eines
Hirnddems, der posttraumatische intrakranielle Druckanstieg sowie das sekundéare
Nekrosewachstum konnen in unserem Versuchsaufbau im Mausmodell gut
abgebildet und tGberwacht werden und entsprechen in ihrem Verlauf den Daten, die
an Trauma-Patienten erhoben wurden,’® 121 130, 226

Ein weiterer entscheidender Punkt fur die Verwendung der Maus als Versuchstier
war die Tatsache, dass die Rolle von NO und der NO - Synthasen unter
physiologischen Bedingungen und nach verschiedenen zerebralen Insulten im
Mausmodell bereits eingehend untersucht wurde und somit Anhaltspunkte tber den
posttraumatischen Verlauf der NO - Konzentration und der NOS - Expression
vorlagen.72' 102, 150, 155, 387, 393

Das CCI - Modell und die Maus als Versuchstier erscheinen deswegen angemessen,
um die pathophysiologischen Vorgange nach Schadelhirntrauma und die

NO - Inhalation als mdgliche Therapie zu untersuchen.

4.1.2 Durchblutungsmessung mit der Laser — Doppler — Fluxmetrie

Es gibt viele Moglichkeiten zu Messung der zerebralen Durchblutung bei
Versuchstieren.

Der Goldstandard fur die Quantifizierung der Hirndurchblutung ist die Ci4—
Autoradiographie: dabei wird radioaktiv markierter Kohlenstoff intravents zugefihrt;
dieser verteilt sich dann abhéangig von der Durchblutung und erlaubt die absolute
Bestimmung der Durchblutung im ganzen Gehirn.}’" 3% Diese Methode erfordert
jedoch die Toétung des Versuchstieres und ist somit fur eine Verlaufsbeobachtung
ungeeignet. Dasselbe qilt fur die Durchblutungsmessung mit radioaktiv oder
fluoreszierend markierten Mikrospharen.*#°

Bei Indikatorverfahren wird ein bestimmter Marker (Wasserstoff,'’ Helium, Warme)
zugefihrt, der sich dann abhéangig vom CBF verteilt. Aus dem Konzentrationsabfall
des Indikators an einem Messpunkt lassen sich dann relative Durchblutungswerte

errechnen. Dies erfordert jedoch die Platzierung einer Messsonde,**°

was angesichts
des geringen Volumens des Mausgehirns problematisch ist, da das Parenchym

zuséatzlich traumatisiert wird und ein raumfordernder Effekt zu erwarten ist.
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Die geringste Invasivitat bei guter rAumlicher und zeitlicher Auflésung lasst sich mit

360, 370

der kernspintomographischen Messung®*® oder mittels

Positronenemissionstomographie (PET)3®

erreichen. Die Geréte sind jedoch sehr
teuer und nicht tberall verfugbar; aufRerdem ist die Zahl der Messungen durch die
Notwendigkeit einer Kontrastmittelapplikation limitiert. Fir unsere Zwecke ware diese
Methode schlecht geeignet gewesen: Die kontinuierliche ICP - Messung und ihre
Korrelation mit den Durchblutungswerten ist ein wichtiger Teil unserer Studie. Die
Verwendung der metallhaltigen Hirndrucksonde wéare wegen Artefaktbildung/
Erwarmung nicht méglich gewesen.

9

Die Laser - Doppler - Fluxmetrie®*® erlaubt die nichtinvasive, kontinuierliche und

langerfristige Messung der zerebralen Durchblutung® 3%

auch kleiner Nager, da die
Messung durch die Schadelkalotte durchgefiihrt werden kann. Bewegungsartefakte
konnen durch die Fixierung der Glasfasersonde mit Sekundenkleber minimiert
werden. Da die Eindringtiefe nur zirka 1,5 mm betragt, beschrankt sich die Messung
jedoch auf GefalRe der Hirnoberflache. Im Vergleich mit der Autoradiographie und
anderen Verfahren zeigt sich eine gute Korrelation von LDF -Werten und

0.197 3uch wenn die LDF nur Relativ-, keine Absolutwerte

tatsachlicher Durchblutung,
liefert. Bei der Entscheidung fir die Laser - Doppler - Fluxmetrie war fir uns vor
allem die geringe Invasivitdt und die Mdglichkeit, Uber einen langeren Zeitraum
zuverlassig zu messen, wichtig. Der Fokus der vorliegenden Studie liegt auf den
Veranderungen der Durchblutung nach Trauma; deswegen sind Relativwerte flr den
CBF (vor vs. nach Trauma) fur die Beantwortung der Fragestellung ausreichend,
Absolutwerte der Durchblutung wirden die Aussagekraft nur unwesentlich steigern
und einen hohen Mehraufwand (z. B. Anschaffung eines
Kleintier - Kernspintomographen) erfordern. In vorhergehenden Untersuchungen in
unserer Arbeitsgruppe®** konnte mit der Autoradiographie gezeigt werden, dass
sofort nach Trauma die zerebrale Durchblutung im Core — Bereich der Kontusion fast
vollstdndig zum Erliegen kommt, wahrend sie in lasionsfernen Regionen zunachst
nur wenig beeinflusst wird. Posttraumatische Verdnderungen spielen sich
hauptsachlich im Penumbra — Bereich (im Gebiet der A. cerebri media beidseits) ab.
Eine lokale Messung mit der LDF UUber diesem Gebiet spiegelt die
Durchblutungsverhaltnisse also angemessen wider.

Deswegen erschien unter Abwagung aller Vor- und Nachteile die
Laser - Doppler - Fluxmetrie die fir uns angemessenste Methode zur Quantifizierung

der zerebralen Durchblutung.
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4.1.3 Durchfihrung der NO - Inhalation
Die Durchfihrung einer Langzeit - NO - Inhalation bei Mausen ist technisch schwierig.
Da eine Einzeln - Maskenbeatmung, wie sie beim wachen Schwein oder Schaf

durchgefiihrt wird,* 2

nicht moglich war, entschieden wir uns fir eine Beimengung
des Stickstoffmonoxid - Gases zur normalen Atemluft. Dadurch kdnnen mehrere
Tiere unter exakt gleichen Versuchsbedingungen fir langere Zeit behandelt werden.
Eine NO; - Ablagerung im Fell und eine anschlieRende orale Aufnahme der Substanz
bei der Fellpflege ist jedoch dabei nicht auszuschlie3en (Mindliche Mitteilung von R.
Petersen, Direktor Abteilung Forschung & Entwicklung, Linde Gas). In unseren
Untersuchungen zur Toxizitat bzw. zu den Nebenwirkungen der NO - Inhalation

(siehe 4.2.4) zeigte sich aber kein Hinweis auf eine gesteigerte NO; - Toxizitat.
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Abbildung 35.Die durch iNO induzierte Vasodilatation zerebraler Venen ist dosisabhangig

In tierexperimentellen Studien wird eine grof3e Bandbreite an NO - Konzentrationen
von 2 bis mehreren hundert ppm verwendet; die aktuell empfohlenen Werte fir den
Menschen liegen momentan bei einer Einstiegsdosis von 20 ppm bis maximal 40

ppm.*®® Bei Neugeborenen sind auch Niedrigstdosis - Therapie - Schemata (2-5
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ppm) in Verwendung. Bei der Wahl der Dosis fur unsere Versuche orientierten wir
uns an den zu Beginn der Studie (2001) gultigen Empfehlungen fur Erwachsene, die
zu diesem Zeitpunkt zwischen 20 und 80 ppm rangierten. In einer Vorstudie zeigte
sich in unserem Mausmodell in der Intravitalmikroskopie bei Dosen von 10 bis 50
ppm eine deutliche Dosisabhéngigkeit des NO - Effekts, wobei die stéarkste

Vasodilatation bei einer Dosierung von 50 ppm auftrat (Abbildung 35).
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Wirkungsmechanismus inhalierten Stickstoffmon oxids

NO fuhrt Uber eine Aktivierung der l6slichen Guanylatzyklase zur Bildung von GMP
und dadurch Uber mehrere Schritte zur Relaxation der Muskelzelle, eine genaue

Darstellung des Mechanismus erfolgt in Abbildung 36.

Blutgefar
__— glatte Muskelzellen
Phosphodiesterase Typ 5 . ]
glatte Muskelzelle Inositol 1,4,5,-Trisphosphat
Aktivierung Hemmung Caz,

GTP ) s
';" OS> Ca?* |
cGMP cGMP-abhéngige / o o

AktiVierungL Proteinkinase ./ |

|
|
Iasmatisches

Retikulum

I16sliche Guanylat-—2
zyklase

| Sensitivitat Myosin

Myosin-Leichtketten-
Phosphatase

phosW%gi%ertes%__(Rgllggg%n) \ O Ca?t
Konfraktion) \ d“. a
+ ‘I'- .
K 'L-Typ Kalziumkanal
kalziumsensitiver
Kaliumkanal

Abbildung 36.: Wirkungsweise von NO in der Endothelzelle.

NO diffundiert in die Zelle und aktiviert dort die l6sliche Guanylatzyklase (soluble guanylyl cyclase);
dies fihrt zur Produktion von zyklischem Guanosin-Mono-Phosphat (GMP), was die cGMP sensitive
Proteinkinase (PKI) aktiviert. Diese senkt die intrazellulare Kalzium-Konzentration durch Hemmung
der Ca," - Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum und durch Aktivierung der
kalziumsensitiven Kalium - Kanéle (calcium sensitive potassium channel; dies fuhrt zur Hemmung der
Ca,' - Kandle vom L - Typ). Gleichzeitig senkt die Aktivierung der PKI die Sensitivitat von Myosin
gegeniber Kalzium. All diese Mechanismen fihren zur Relaxation der glatten Muskelzelle.

modifiziert nach: Griffiths, MJ, Evans, TW Inhaled nitric oxide therapy in adults, New England Journal
of Medicine, 353, S. 2683-2695, 2005.

Die NO - Inhalation wirkt Uber denselben Mechanismus: inhaliertes Stickstoffmonoxid
diffundiert in die glatten Muskelzellen der GefalRe und aktiviert die Gyanylatzyklase;

es kommt zu einem nachweisbaren Anstieg des cGMP - Spiegels im Plasma.? 2> %
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% Eine Hemmung der Guanylatzyklase hebt die iNO - Wirkung auf zerebrale GefaRe
auf (Abbildung 7).

Wie bei systemischer Anwendung von NO - Donatoren kommt es auch unter
NO - Inhalation zur Zunahme des Gesamt - NO - Gehalts im Plasma (indirekt belegt
durch Zunahme der cGMP - Konzentration® ** °* und des Nitrit/Nitrat - Gehalts*®),
den wir auch in unserem Modell nachweisen konnten: sowohl Nitrosyl - Hamoglobin,

©9.86 3ls auch der Gehalt an Nitrit

das ein Indikator fir den Gesamtgehalt an NO ist,
und Nitrat (NO,), den relativ stabilen Endprodukten des NO - Abbaus,*®” waren unter
NO - Inhalation im arteriellen Blut aus der A. carotis signifikant erhoht. Diese Befunde
zeigen eindeutig, dass inhaliertes NO nicht selektiv in der Lunge wirkt, sondern auch
in die Peripherie transportiert wird.

Wie genau bioaktives NO aus der Lunge in die Peripherie gelangt ist unklar. Es
werden zwei prinzipielle Wirkungsmechanismen diskutiert: Weitertransport und
Freisetzung von NO durch Hamoglobin und Umwandlung von NO zu Nitrit in der
Lunge, das dann peripher wiederum zu NO reduziert wird.

Zunachst wurde eine Bewahrung der NO - Aktivitat durch Hamoglobin fir sehr
unwahrscheinlich erachtet, da die Reaktionskinetik der Hb - NO - Interaktion eher fir
eine Inaktivierung des NOs sprach: Demnach reagiert NO mit Oxyhamoglobin sofort
zu Methamoglobin und Nitrat, das unveréandert tiber die Niere ausgeschieden wird.””
8. 143 Mitte der 90er Jahre gelang jedoch der Nachweis von s - nitrosyliertem
Hamoglobin (S - Nitroso - Hamoglobin). Hierbei bindet das NO - Molekil an eine
Cystin — Seitenkette (93 Cys) der B - Untereinheit des Hamoglobinmolekils. Diese
Bindung erfolgt bevorzugt, wenn Hb im oxygenierten Zustand ist (oxyHb), da im
oxygenierten oder R (relaxed) Zustand der Cystein - Rest exponiert wird.'”® Beim
Ubergang in den T - oder desoxy - Zustand wird die Abgabe des NOs erleichtert, NO

wird demnach also bevorzugt in Regionen mit niedrigem pO, wieder freigesetzt.?® ¢

124,179,335 AyRerdem wurde gezeigt, dass S - NO - Hb vasodilatierend wirkt!"® 24% 246
3% und dass beim Menschen unter physiologischen Bedingungen ein arteriovendser
S-NO - Hb - Gradient vorliegt.** "® 2% Die daraus abgeleitete Hypothese,
S-NO-Hb sei sowohl unter physiologischen Bedingungen als auch nach
pharmakologischer Zugabe von NO ein wichtiger Mediator der NO - Wirkung und
verantwortlich fur die Regulation der GefalRweite, wurde jedoch von anderen
Gruppen angezweifelt. Ihr Hauptargument ist, dass S - NO - Hb im Blut in viel zu
geringen Mengen vorkomme (unter 10 nM).?%" 292 294317 Dariiber hinaus wird das

Vorhandensein eines arteriovendsen Gradienten verneint.*!® 2% AuRerdem fiihre die
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6 was eine

151

NO - Inhalation nicht zu einem signifikanten S - NO - Hb - Anstieg,™
bedeutende Rolle von Hb als Transporter der NO - Bioaktivitat ausschliel3e.
Es sei viel wahrscheinlicher, dass Nitrit (NO2") der Mediator der NO - Wirkung sei.
Nitrit (NO2") entsteht aus der Reaktion von NO mit Sauerstoff (Oz). Anders als reines
NO reagiert Nitrit nur sehr langsam mit Hb; NO wird also durch diese Reaktion vor
der Inaktivierung geschutzt. Aul3erdem ist es im Plasma stabiler als Nitrosothiole wie
S — NO - Hb.**® Es werden mehrere Mechanismen diskutiert, wie Nitrit wieder zu NO
reduziert werden kann: Desoxy-Hb kann als Reduktase fiir Nitrit funktionieren,**
nach der Fomrel NO, + Hb-Fe Il [Deoxyhdmoglobin] + H+ — Hb-Fe Il
[Methamoglobin] + NO + OH.”® Bei hohem Sauerstoffpartialdruck hingegen wirkt
(Oxy)Hamoglobin als Oxidase und wandelt Nitrit in Nitrat um, was die
NO - Reaktivitat zerstort.”® Die NO - Freisetzung wirde durch diese Reaktion bei
niedrigem pO, begunstigt.

DarlUberhinaus kann Nitrit unter hypoxamischen Bedingungen auch enzymatisch
oder nichtenzymatisch reduziert werden.

Die Xanthin - Oxidoreduktase spielt eine Schlusselrolle im Purin - Abbau und ist gut

138, 139

untersucht. Unter ischamischen Bedingungen, wenn die

NO - Synthase - Aktivitat abnimmt bzw. niedrig ist, kann die
Xanthin - Oxidoreduktase Nitrit zu NO reduzieren.’ 12391

Im Herz kann bei einem Infarkt NO auch nichtenzymatisch aus Nitrit freigesetzt
werden;**® dieser Mechanismus wird immer wichtiger, je eingeschréankter die
Durchblutung ist, d.h. je niedriger der pO, und der pH sind.**" 3 Den genauen
Reaktionsweg beschreibt Zweier.>*

Es gibt Hinweise, dass Nitrit die endogene NO - Wirkung vermittelt: Unter
physiologischen Bedingungen zeigte sich ein arteriovendser Gradient im Blut,>® 3¢’
117 der sich bei Belastung erhoht.'*’ Nitrit dilatiert Gefalte in vitro;*3% 172 216, 242, 262
aulBerdem fihrte Nitritinfusion bei gesunden Probanden zu einer Steigerung der
Durchblutung.®® Dies konnte jedoch von anderen Gruppen nicht bestatigt werden;**
Nitrit wirkte nur in weit supraphysiologischen Dosen vasodilatatorisch.®® Unter
NO - Inhalation kommt es zu einem signifikanten Anstieg der Nitritkonzentration im
Blut.*®* Es herrscht jedoch Uneinigkeit dariiber, ob ein arteriovendser Gradient
vorhanden ist*® oder nicht. Deswegen bleibt unklar, ob Nitrit Mediator der
INO - Wirkung ist, also bei der Passage durch die Kapillarnetze verbraucht wird, oder
nicht. AuRerdem schwanken die Angaben der NO; - Konzentration im humanen

Plasma stark (150 — 31.000 nM).*" 23> 292 \wjie beim S - NO - Hb ist auch hier das
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Problem, dass es verschiedene Messmethoden gibt, die zum Teil unzureichend
validiert oder nicht sensitiv genug sind.

Es werden weitere Mechanismen des NO - Weitertransports im Blut diskutiert. Neben
Hamoglobin wurden auch s - nitrosylierte Plasmaproteine im Blut von Menschen
nachgewiesen.®*’ Dabei werden niedrigmolekulare (low molecular weight, LMW)

Thiole (S - Nitrocystein, S - Nitrosoglutathion®®*

) und hochmolekulare (high molecular
weight, HMW) Proteine (hauptsachlich S - Nitroso - Albumin)*** %7 unterschieden.
Uber Zwischenschritte sollen diese das NO - Molekil entweder auf Hb Ubertragen,
Nitrit bilden oder direkt freisetzen. Es wird jedoch angezweifelt, dass die Nitrosothiole
bei der NO - Inhalation eine wichtige Transporterrolle haben, da unter iINO kein
Anstieg von HMW und LMW festzustellen war.** 11

Es wurde mehrfach nachgewiesen, dass NO - Aktivitdt und Produktion abhangig vom
Sauerstoffpartialdruck sind.'®? Dariiber hinaus wird die vasodilatatorische Wirkung
von Nitrit und NO - Donatoren durch Hypoxie und Azidose verstarkt.> **® Die von uns
erstmalig beschriebene zerebrovaskulare Wirkung von INO in hypoxa&mischen
Gehirnregionen unterstutzt ebenfalls die These, dass die NO - Inhalations - Wirkung
bevorzugt bei niedrigem Sauerstoffpartialdruck auftritt. Die Tatsache, dass die von
INO ausgeloste Vasodilatation (und somit Perfusionsverbesserung) selektiv in
hypoxamischen Milieu auftritt (physiologisch: in Venen, nach fokaler zerebraler
Ischamie: in Arterien und Venen), liel3 auf eine Abhangigkeit der NO - Freisetzung
vom Sauerstoffpartialdruck schlieRen. Deswegen konzentriert sich die vorliegende
Studie auf die Untersuchung von Nitrit und S - NO - Hb: Wie oben erwahnt gibt es
deutliche Hinweise, dass beim NO - Transport durch diese beiden Molekile
NO - Transport und - Abgabe sauerstoffpartialdruckabhéngig sind, also die
NO - Freisetzung bevorzugt unter Hypoxamie stattfindet.

In der vorliegenden Studie zeigte sich unter NO - Inhalation ein Anstieg sowohl der
Nitrit - also auch der S - Nitroso - Hamoglobin - Konzentration auf das Doppelte der
Normalwerte. Dies laRt darauf schlieRen, dass beide Mechanismen an der
zerebrovaskularen Wirkung der NO - Inhalation beteiligt sein kdnnten. Nitrit ist jedoch
in 50 - fach hoherer Konzentration vorhanden als S - NO - Hb (4 nM gegen tber 200
nM), sodass dieser Reaktionsweg zumindest in unserem Versuchsaufbau grol3eres
Gewicht zu haben scheint; diese Hypothese steht im Einklang mit den Daten anderer
Untersucher. Eine weitere Moglichkeit ware, dass S - NO - Hb ein Zwischenprodukt

bei der NO — Freisetzung aus Nitrit ist.*> 124 116
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Zusammengefassend kann man sagen, dass der genaue Wirkmechanismus
inhalierten  Stickstoffmonoxids immer noch nicht vollstandig aufgeklart und
Gegenstand unzahliger Studien ist. Die Genauigkeit und Zuverlassigkeit der
Messmethoden fir NO - Addukte im Blut (auch die von uns verwendete
Trijodid - Chemiluminiszenz) sind ebenfalls umstritten.**> *** 2% Um den genauen
Wirkmechanismus der zerebrovaskularen Wirkung der NO - Inhalation unzweifelhaft

aufzuklaren sind weitere Studien notwendig.

4.2.2 Wirkung der NO — Inhalation auf den sekundare n Hirnschaden

Normalerweise erhalt das Gehirn 15% des Herzminutenvolumens, also zirka 50 ml
pro 100 Gramm Hirngewebe und Minute. Im Zuge der Durchfihrung von
Karotisendartherektomien wurde schon in den frihen 1970er Jahren durch
temporére Karotis - Abklemmung gezeigt, dass die elektrische Aktivitdit im EEG
erlischt, wenn die zerebrale Durchblutung um 70% auf Werte um die 15 ml/ 100 g x
min fallt.*** *** Die Gruppe um Symond dokumentierte in den darauf folgenden
Jahren in einem Schlaganfall - Modell fur Primaten, dass die Funktion von Neuronen
ab einem CBF von 40% des Normalwerts (ca. 50 ml/ 200g x min), d.h. 22 ml/ 100 g x
min, gestort bzw. aufgehoben ist, eine Desintegration der Zellmembran — und somit
der irreversible Zelltod — jedoch erst bei Werten unter 8 ml/ 100 g x min auftritt.> 4
Ist die zerebrale Durchblutung auf ischamische Werte, also unter 22 mil/ 100 g x min,
abgesunken, jedoch noch ausreichend fiir den Strukturerhalt der Zelle (also Uber 8
ml/ 100 g x min), kann die Zellfunktion durch prompte Reperfusion wiederhergestellt
werden. Diese Zellen wirden also durch Wiederherstellung der Durchblutung vor
dem Zelltod ,gerettet“.?’* Hirnregionen, in denen nach Schlaganfall diese
Verhéltnisse herrschen, bezeichnet man als ,Penumbra“ (lat. Halbschatten); im
Gegensatz zum Kernbereich des Infarkt, in dem der CBF so niedrig ist, dass die
Zellen fast sofort nach Beginn der Ischamie absterben, ist das Parenchym in der
Penumbra potentiell rettbar. Nach Schéadelhirntrauma kommt es ebenfalls zu einem

82, 34 34 237 pegonders um einen

Abfall der zerebralen Durchblutung,®"
Kontusionsherd herum.'® 3 Analog zum ischamischen Schlaganfall wird das
kritisch durchblutete Hirnareal um die Kontusion herum als ,traumatische
Penumbra®“ bezeichnet.?? Im Gebiet der eigentlichen Kontusion oder Primérlasion,
die durch den Aufprall im Moment des Traumas verursacht wird, ist wie im

»core” - Bereich eines ischdmischen Schlaganfalls die Durchblutung so niedrig, dass
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die Neuronen mehr oder weniger sofort absterben. Unbehandelt sinkt der CBF im
perikontusionellen Hirnparenchym weiter ab, sodass das umgebende Hirngewebe
verzogert abstirbt, die Nekrose breitet sich in den ersten 24 bis 48 Stunden nach

Trauma konzentrisch um die Priméarladsion aus.

35

*: p<0.05 vs 15min

w

o
— %

— %

= * T T
° T
e 20 - '|'
>
T x
2 15 -
S
5
2 10 -
o
° 5
100 119 132 152 163 125 78
0

15min  2h 6h 12h 24h 4d 7d

Time after trauma

Abbildung 37. Sekundéares Nekrosewachstum im CCI - Modell der Maus. Direkt nach SHT (15 min)
zeigt sich der Priméarschaden, der allein durch die physikalischen Eigenschaften der Krafteinwirkung
beim Trauma bestimmt wird und deswegen therapeutisch nicht beeinflusst werden kann. Schon nach
2h zeigt sich eine deutliche GréRenzunahme der L&sion, die zum Zeitpunkt 24h ihr Maximum erreicht;
die urspringliche Nekrose ist um Uber 60 % ihrer Ursprungsgrof3e angewachsen. Im weiteren Verlauf
nimmt das Nekrosevolumen aufgrund von Schrumpfungsprozessen und Glia -Narbenbildung wieder
ab. aus: Zweckberger, K. Einfluss der Entlastungskraniontomie und des Kallikrein - Kinin Systems auf
den sekundaren Hirnschaden nach experimentellen Schadelhirntrauma, Dissertation zum Erwerb des
Doktorgrades der Medizin, LMU Munchen, 2006

Dieses Phdnomen wird als sekundéres Nekrosewachstum bezeichnet. Es fuhrt zum
sekundaren Hirnschaden und lasst sich im experimentellen Tiermodell (Abbildung
37) und bei Schadelhirntraumapatienten (Abbildung 38) nachweisen. In der
Pathophysiologie des sekundaren Nekrosewachstums nimmt der posttraumatische
Durchblutungsabfall eine zentrale Rolle ein: Die posttraumatische zerebrale Ischamie
fuhrt zur Zellschwellung, dem sogenannten zytotoxischen Odem. Da auch Astrozyten,

deren Fortsatze die zerebralen Gefale gegen das Parenchym abdichten (und somit
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die Blut - Hirn - Schranke bilden), untergehen, kommt es dartberhinaus zur
gesteigerten Permeabilitdt der Blut - Hirn - Schranke. Dem osmotischen Gradienten
folgend verursacht dies eine Extravasation von Blutbestandteilen ins umgebende
Gewebe.

Abbildung 38: Sekundares Nekrosewachstum beim Menschen. Die oberen zwei Bildreihen zeigen die
Computertomographie eines 22jahrigen Mannes kurz nach Schadelhirntrauma (Zustand nach
Motorradunfall). Im unteren Teil der Abbildung ein weiteres CT desselben Patientens 13 Stunden nach
dem Unfall. Man erkennt eine deutliche Gré3enzunahme der frontalen Kontusionsherde.

aus Lobato RD et. al.(2005) [Value of serial CT scanning and intracranial pressure monitoring for

detecting new intracranial mass effect in severe head injury patients showing lesions type I-1l in the
initial CT scan]. Neurocirugia (Astur.) 16:217-234

Dies fuhrt wie bereits erwdhnt zu einem Anstieg des intrakraniellen Volumens. Wie
schon Monro (1783)*! und Kellie (1824)'" erkannt haben, ist der Schadel ein
geschlossenes System mit den drei Kompartimenten Hirnparenchym, Liquor
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cerebrospinalis und Blut. Steigt das Volumen eines der drei Kompartimente, werden
zunachst die anderen beiden Kompartimente verdrangt; sind diese Reserven

aufgebraucht, kommt es zum Anstieg des intrakraniellen Drucks (Abbildung 39).

Venoses Blut Arterielles Blut Wiyl -EUC =00l Liquor
N
r AR
Normalzustand
Venoses Arterielles Hirnparenchym Ligquor
Blut Blut
N
Kompensierter Zustand
ICP nermal
Hirnparenchym L.
T,
f R

Unkompensierter Zustand
ICP erhéht

Abbildung 39.

Die Monro - Kellie - Doktrin: Kompensation intrazerebraler Raumforderungen.

Oben: Im normalen Zustand gibt es in der starren Schédelkalotte drei Kompartimente, Blut (arteriell/
venos), Gehirnparenchym und Liquor cerebrospinalis.

Mitte: Kommt es nun zu einer intrakraniellen Volumenvermehrung, kann diese Massenzunahme
zunéchst durch Verdréangung von venésem Blut und Liquor ausgeglichen werden, der intrakranielle
Druck bleibt gleich.

Unten: Ab einer kritischen Volumenzunahme (je nach Quelle 80 — 150 ml) kann nicht mehr
kompensiert werden, es kommt zur Erhéhung des ICP.

Die posttraumatische intrakranielle Hypertension verstarkt die Minderdurchblutung
des Gehirns, da der zerebrale Perfusionsdruck (CPP) bei gleich bleibendem oder
sogar erniedrigtem systemischen Blutdruck abfallt. Zusatzlich kommt es zu einer
venbsen Stauung mit Zunahme des zerebralen Blutvolumens, da die
wandschwachen zerebralen Venen durch die Parenchymschwellung komprimiert
werden und somit der venodse Abfluss behindert wird, was den CPP zusatzlich

vermindert. Die posttraumatische zerebrale Ischamie unterhalt bzw. verstarkt sich
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selbst in den ersten Stunden und Tagen nach Schadelhirntrauma und fuhrt somit zu

einem graduellen Anwachsen der Nekrose, sodass man von einer Art ,Circulus

vitiosus" sprechen kann (Abbildung 40).

Trauma
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Abbildung 40: Der ,Circulus vitiosus“ des sekundaren Hirnschadens nach Schéadelhirntrauma.

Es ist zudem bekannt, dass zerebrale Ischamie die NO - Konzentration?? 285 348 368

und die NOS - Aktivitat vermindert.!9% 2%°

Das nach experimentellem Schadelhirntrauma auftretende NO - Defizit ist also
teilweise ischamiebedingt. Zunachst zeigt sich ein Sekunden bis mehrere Minuten
andauernder starker Anstieg der NO - Konzentration (auf das Zehnfache des
Ursprungswerts), danach fallt sie stark ab und bleibt bis mehrere Tage nach Trauma
supprimiert.*” 47 49 149.313, 374 piag korreliert mit der Aktivitat der konstituitiven NO —
Synthasen nach SHT: Zunachst zeigt sich ein starker Anstieg, danach fallt die
cNOS - Aktivitat jedoch stark ab und bleibt fiir bis zu sieben Tage supprimiert.®”* Ein

Grund fur diese NOS - Aktivierung sofort nach SHT kdnnte ein traumatisch bedingter,

306, 307

kurz dauernder Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentration sein, der unter

anderem durch den posttraumatischen massiven Anstieg des extrazellularen Kaliums
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verursacht wird.** 182 213 Dje spatere cNOS - Hemmung wird wahrscheinlich durch
154

Polyamine, wie sie nach SHT im Gehirn auftreten kénnen,**? mitverursacht.
Es gibt klare Hinweise, dass das Auffullen des posttraumatischen NO - Defizits die
sekundéaren pathophysiologischen Vorgange nach Schadelhirntrauma positiv
beeinflusst.

Topische und systemische Gabe von L - Arginin, dem direkten Vorlaufer von

46,149,226 mindert

150, 374

Stickstoffmonoxid, verbessert signifikant die zerebrale Durchblutung,

die intrakranielle Hypertension®® #% 22

und verringert das Kontusionsvolumen,
aber nicht die Zahl nekrotischer Neurone.*® Beim Menschen ist die systemische
Gabe von L -Arginin nach Schadelhirntrauma jedoch risikoreich, da sie den
pH - Wert senken®® und systemische Hypotension auslésen kann.'*® 249 Somit
wirde man eine besonders bei intrakranieller Hypertension gefahrliche weitere
Verringerung des zerebralen Perfusionsdrucks riskieren.

Ein weiteres Phanomen, das die Durchblutung der Penumbra zuséatzlich
verschlechtern kann, ist der so genannte ,Steal - Effekt”: Die Gefal3e der Penumbra
sprechen vermindert auf vasodilatatorische Stimuli wie Hyperkapnie an, wahrend die
Vasomotorik von GefalRen intakter Hirnareale voll funktionstichtig ist. Dadurch
kommt es zu einer Umverteilung des zerebralen Bluts zu Gunsten des gesunden
Parenchyms, sodass die Durchblutung im ohnehin schon kritisch durchbluteten
perikontusionellen Gebiet weiter abfallt.*>® 3>

Somit ist bei einer systemischen Therapie mit NO - Donatoren mit einer
Verschlechterung der posttraumatischen Ischamie, vor allem in der Penumbra, und
somit mit einer Verstarkung des sekundaren Nekrosewachstums zu rechnen.
Inhaliertes NO hat im Gegensatz dazu keinen Einfluss auf gesunde, normal

perfundierte GefaRe und beeinflusst den systemischen Blutdruck nicht.?> 43 130 147,173,

210, 279, 302, 303

Wir konnten beim experimentellen ischdmischen Schlaganfall zeigen, dass
INO selektiv in minderperfundierten Gehirnarealen freigesetzt wird und dort zu einer
arteriellen  Vasodilatation  fohrt, also im Sinne eines ,umgekehrten
Steal - Phanomens” selektiv die Durchblutung in der Penumbra - Region des
Schlaganfalls verbessert. In der vorliegenden Studie zeigen wir, dass die
NO - Inhalation nach experimentellem Schéadelhirntrauma ohne Nebenwirkungen auf
den systemischen Blutdruck zu einer signifikanten Verbesserung der zerebralen

Durchblutung fuhrt. Gleichzeitig zeigt sich ein signifikant geringerer posttraumatischer
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Hirndruckanstieg. Dieser steht mit einer Reduktion des posttraumatischen Hirnédems

(gemessen zum Zeitpunkt 24h nach Trauma) in Einklang.

Von Studien bei fokaler zerebraler Ischamie ist bekannt, dass das Ausmafl des
(zytotoxischen) Hirnédems proportional zu Lange und AusmaR der Ischamie ist.3%
Die Hauptursachen der Odemformation nach Schadelhirntrauma sind eine Stérung
des lonentransports und - gleichgewichts sowie eine Depletion der zellularen

Energiereserven aufgrund von ATP - Mangel oder gestértem ATP - Transport.34® 3¢

182, 184, 326 auRerdem

Beides wird durch die posttraumatische Ischamie verursacht,
konnte gezeigt werden, dass eine sekundare Verschlechterung der zerebralen
Durchblutung die Wiederherstellung der lonengradienten erschwert bzw. verhindert

178, 185, 198, 342 H
Eine

und den posttraumatischen neuronalen Zelltod férdert.
Verbesserung der zerebralen Durchblutung durch iNO bekampft das Entstehen des
posttraumatischen Hirnddems und den dadurch verursachten Hirndruckanstieg also
kausal.

Neben einer Verminderung des zytotoxischen Hirnddems wirkt inhaliertes NO
wahrscheinlich auch auf die vasogene Komponente der Odems positiv. Es wurde
beschrieben, dass NOS - Hemmung die GefaRpermeabilitat steigert;** 2’® unter
NO - Inhalation zeigte sich zudem in Lunge? und Mesenterium® bei Ischamie —
Reperfusionsmodellen eine Verringerung der Geféal3leckage.

Insgesamt wird durch die NO —Inhalation das sekundare Nekrosewachstum akut an
einer zentralen Stelle gehemmt. Wird diese durchblutungsférdernde Therapie Uber
einen langeren Zeitraum fortgefuihrt, zeigt sich eine signifikante Neuroprotektion: das
Nekrosevolumen ist unter iNO - Therapie um 30% reduziert, wenn innerhalb der
ersten 60 Minuten nach Trauma mit der Inhalation begonnen wird. Aus der
Schlaganfall - Therapie weil3 man, dass eine Reperfusions - Therapie nur ein kurzes
Zeitfenster hat (bis zu drei Stunden).’® ** Dies zeigte sich auch bei der
INO - Therapie nach transienter und permanenter zerebraler Ischamie. Auch beim
Schédelhirntrauma scheinen zwei oder drei Stunden nach Trauma die Kaskaden des
sekundaren Nekrosewachstums bzw. der Durchblutungsabfall in der Penumbra
schon so weit fortgeschritten zu sein, dass eine Verbesserung der zerebralen
Durchblutung keine entscheidende Neuroprotektion mehr bewirkt. Dies wird durch
unsere Untersuchungen zur Dekompressionskraniektomie®** 3%° pestatigt: Durch eine

grofl3 angelegte Kraniotomie kann der posttraumatische Durchblutungsabfall und
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ICP — Anstieg vollstandig verhindert werden, jedoch nur, wenn sie friih nach Trauma
durchgefthrt wurde.
AulRRerdem war die NO — Inhalation nur dann deutlich neuroprotektiv, wenn sie bis

zum Ende des Beobachtungszeitraums (24h) durchgefiihrt wurde.

4.2.3 Intermittierende NO - Inhalation

Eine Schwierigkeit der Therapie mit (systemisch angewandten) Nitraten ist die
schnelle Ausbildung einer Toleranz (,Nitrattoleranz*).?% 3%° Eine Abschwéchung der

281 (wahrscheinlich wird

Nitratwirkung findet schon innerhalb von 24 Stunden statt
eine endotheliale Dysfunktion induziert?’), weswegen von einer Dauertherapie
abgeraten und ein nitratfreies Intervall empfohlen wird.?*° Dieser Wirkungsverlust bei
langerfristiger Anwendung scheint bei der NO - Inhalation nicht aufzutreten, sie
konnte bis zu 53 Tage durchgefihrt werden, ohne dass die positive Wirkung
nachlieR.**” Die NO - Konzentration kann bei langfristiger Therapiedauer bei gleich
bleibendem Ergebnis sogar reduziert werden.?%

In der vorliegenden Studie wurde durch intermittierende iNO - Anwendung keine
Verringerung der Nekrosevolumens erzielt. Die Einhaltung iNO - freier Intervalle
scheint gegentuber der kontinuierlichen Therapie keine Vorteile zu bringen, was mit
den bisherigen Erfahrungen mit der NO - Inhalation in Einklang steht (s.0.). Es
scheint im Gegenteil sogar so zu sein, dass iNO Uber den gesamten Zeitraum des
sekundaren Nekrosewachstums (das sein Maximum im Mausmodell nach 24
Stunden erreicht, sich beim Menschen aber Uber mehrere Tage hinziehen kann)
durchgefuhrt werden muss. Wurde die NO - Inhalation in unserer Studie nur bis zum
Zeitpunkt 12 oder 18 Stunden nach Trauma angewendet, zeigte sich nur eine
trendmaiige, keine signifikante Reduktion des Nekrosevolumens, was darauf
hindeutet, dass die pathophysiologischen Kaskaden zunachst nur angehalten, nicht

aber vollig gestoppt werden.

4.2.4 Nebenwirkungen der NO - Inhalation

Bevor eine mogliche, notwendigerweise also langerfristige Therapie des
Schadelhirntraumas mit iINO in Erwagung gezogen werden kann, muss geklart
werden, ob die beobachteten positiven Effekte nicht durch unerwtinschte Wirkungen

wettgemacht werden.
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4.2.4.1 Mittlerer arterieller Blutdruck

Hypotension, besonders in der frihen Phase nach SHT, verschlechtert die Prognose

der Patienten deutlich.?® > 2%

AulBerdem kann es durch systemischen
Blutdruckabfall auch schon bei normalem ICP zu zerebraler Mangel-/
Minderdurchblutung kommen, was die Mortalitdt steigert und das Outcome
verschlechtert.®>* 2’* Eine Senkung des systemischen Blutdrucks wurde zwar unter

66, 153

moderaten iINO-Dosen berichtet, erreichte aber nur unter sehr hoher NO —

Konzentration (300 ppm) statistische Signifikanz.?® Die meisten Untersucher sehen
jedoch keinen Einfluss der NO - Inhalation auf den mittleren arteriellen Druck.*? %% 14°
147, 173, 191, 210, 279, 286, 303, 303 | der vorliegenden Studie fand sich kein Hinweis auf eine
blutdrucksenkende Wirkung von 50 ppm INO. Ganz im Gegenteil zeigte der MAP
kurz nach Beginn der NO Inhalation sogar einen Trend zu hdéheren Werten. Diese
paradox anmutende Reaktion wurde auch von anderen Untersuchern berichtet;®"*
die genaue Ursache fur diesen transienten Anstieg des systemischem Blutdrucks ist

jedoch unklar.

4.2.4.2 Einfluss auf die Gerinnung

Da es beim Schadelhirntrauma in einem hohen Prozentsatz der Falle zu
GefalizerreiRungen und Blutungen (intrazerebral, subarachnoidal, subdural,
epidural)®' kommt, ist eine weitere wichtige Frage, ob sich die NO - Inhalation
schadlich auf die Gerinnung auswirkt.

Ob und wie inhaliertes NO die Gerinnung beeinflusst, wird seit Jahren kontrovers
diskutiert. Es herrscht kein Konsens dariber, ob die Thrombozyten und ihre Funktion

129,152,133, 315 gder nicht.” 8 198 152 207 |5 den aufgezahlten

beeintrachtigt werden
Studien werden unterschiedliche Aspekte der Thrombozytenfunktion mit
unterschiedlicher Methodik und Gewichtung untersucht, was einen Vergleich
erschwert. Aulerdem haben die Versuchspersonen teilweise schwere systemische
Erkrankungen (z. B. ARDS®"®), die per se eine Beeintrachtigung der Gerinnung
verursachen konnten.

Ein weiterer unter INO haufig geprifter Parameter ist die Blutungszeit, mit der
ebenfalls (global) die Thrombozytenfunktion untersucht wird. Auch hierbei werden
divergierende Ergebnisse berichtet: Bei Versuchstieren und bei Menschen fanden

sich unter Dosen von 30 — 300 ppm NO Blutungszeitverlangerungen,'©® 152 153, 190

andere sehen in &hnlich aufgebauten Untersuchungen keinen Effekt.” 207 315

Blutungszeitverlangerungen waren aber schnell reversibel (nach 15 Minuten nicht
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mehr signifikant nachweisbar™?

) oder traten erst nach langfristiger NO - Inhalation
auf.® sodass allgemein davon ausgegangen wird, dass die iNO - Therapie beim
hamatologisch gesunden Patienten nicht zu einer Erh6éhung des Blutungsrisikos flhrt.
An gesunden Ratten zeigte sich in unserer Studie mit der ,lvy - Nelson* - Methode
kein signifikanter Effekt auf die primare Blutstillung; alle unter und nach

30 - minttiger NO - Inhalation erhobenen Werte lagen im Normbereich.

4.2.4.3 NO, - Gehalt

Stickstoffmonoxid - Gas ist in Raumluft instabil und kann Stickstoffdioxid (NO,) bilden.
NO, wirkt in Konzentrationen Uber 5 ppm auf die Atemwege direkt toxisch und ist
eine Komponente der abgasbedingten Luftverschmutzung. NO, ist maf3geblich an
der Entstehung vieler umweltverschmutzungsbedingter kardiovaskularer und
pulmonaler Erkrankungen beteiligt.?" *> ¥ Eine geringfiigige Entstehung von NO, ist

bei der NO - Inhalation nicht auszuschlieRen.®’®

Zur Vermeidung relevanter
NO; - bedingter Nebenwirkungen sollte die INO - Dosis mdoglichst gering gehalten
werden, was auch in den akutellen Empfehlungen zur NO - Inhalations - Therapie
berticksichtigt  wird.**® Bei unseren Langzeit - Experimenten wurde die
Stickstoffdioxid - Konzentration laufend gemessen, sie war zu allen Zeitpunkten unter

1 ppm und somit unter dem empfohlenen Grenzwert von 2 ppm.***

4.2.4.4 Oxidativer Schaden durch radikale Sauerstof  fspezies

Reagiert endogenes oder systemisch zugefihrtes NO mit einem Superoxid - Anion,
entsteht Peroxynitrit (ONOO):*®* das (iber Lipid - Peroxide zu DNA- und
mitochondrialen Schéaden fiihren kann. Auf3erdem ist ONOO™ wahrscheinlich im
Zusammenhang mit NMDA - vermittelten posttraumatischen
Schadigungsmechanismen neurotoxisch.®® 6 217. 225 225

Ein anderer bedeutsamer Schadigungsmechanismus des Peroxynitrits fuhrt Gber die
Nitrosylierung von Proteinen.*®® Nitrosylation ist - &hnlich wie Phosphorylierung - ein
wichtiger Prozess zur Zellregulierung, der Funktionen wie Signaltransduktion,
DNA - Reparatur - Mechanismen, Blutdruckkontrolle, lonenkanal - Regulation und
Neurotransmission beeintrachtigen kann.*® Nitrotyrosin - Bildung wurde auch nach
Ischamie - Reperfusion® berichtet.

Ein vermehrtes Auftreten von Protein - Nitrosylierung fand sich nach langertristiger (4
Tage)** oder hochdosierter (>100 ppm NO)*** NO - Inhalation. In anderen Studien

ergaben sich jedoch auch nach tagelanger iNO - Therapie weder direkte noch
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indirekte Hinweise auf erhdhten oxidativen Schaden.” % %% |n unserem Modell
zeigte sich nach 24 - stindiger NO - Inhalation kein vermehrtes Vorkommen von
Proteinnitrosylation im Gehirngewebe. Ein Vorkommen von Nitrotyrosin in der Lunge
lasst sich jedoch nicht vollstandig ausschliel3en.

ONOO" kann jedoch von der Superoxid - Dismutase inaktiviert werden. Diese ist
intrazellular im Uberfluss vorhanden, daher ist mit verstarkter Peroxynitrit - Bildung

nur bei sehr hoher iNO - Zufuhr zu rechnen.®’®

4.2.4.5 Einfluss auf die endogene NO - Produktion

Wie bereits erwahnt wird NO endogen durch die NO - Synthasen gebildet; unter
physiologischen Bedingungen werden dort hauptsachlich die konstituitiven Isoformen
eNOS und nNOS exprimiert, die induzierbare NO - Synthase ist unter
Normalbedingungen nur in &ufllerst geringem Ausmall nachweisbar. Eine
ausfuhrliche Beschreibung von NOS - Funktion, - Struktur und - Regulation bieten Li
und Poulos®*® sowie Alderton et al.® Die gréRte Menge an endogenem NO wird vom
Endothel gebildet (ca. 400 nM). 2® %" Unter physiologischen Bedingungen wird viel
mehr NO produziert, als fir eine Aktivierung der Guanylatzyklase bendétigt wird
(EC50 20 nM).?

Systemische Gabe von NO - Donatoren kann die Aktivitdt der zerebellaren eNOS
hemmen.*® Ob und wie inhaliertes NO die endogene NO - Produktion durch die NOS
beeinflusst, ist umstritten. Wahrend einige Untersucher bei moderaten iNO - Dosen
(40 ppm) eine signifikante und nach Absetzung anhaltende Suppression der eNOS —
Aktivitat beobachteten,? sahen andere auch nach Langzeitanwendung (bis zu 3
Wochen) keinen Einfluss.® In einer weiteren Studie war unter iNO die Aktivitat, aber

321 andere

nicht die Expression der endothelialen NO - Synthase vermindert;
Untersucher wiesen unter INO - Dosen von uber 100 ppm eine Erhdhung der
eNOS — Expression nach.'® In unseren Untersuchungen sahen wir nach einer
24stindigen NO - Inhalationsbehandlung keinen Unterschied in der Expression aller
NOS. Dennoch kann eine (kurzfristige) Aktivitatsminderung der Enzyme nicht mit

letzter Sicherheit ausgeschlossen werden.

4.2.5 Maoglicher Stellenwert der NO - Inhalation in ~ der SHT - Therapie

Die Internationale Gesellschaft fir Neurotraumatologie (International Brain Trauma
Society, INTS) gibt regelmaRig revidierte evidenzbasierte Leitlinen Uber die

Behandlung des Schadelhirntraumas heraus
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(http://www2.braintrauma.org/guidelines/index.php). ~ Nach  Sicherstellung  der
Vitalfunktionen (Vermeidung von Hypotension, ausreichende Oxygenierung,
Sedation) liegt der Therapieschwerpunkt in der Vermeidung bzw. Linderung der
intrakraniellen Hypertension, um lebensbedrohliche Herniationen zu vermeiden und
um einen ausreichenden zerebralen Perfusionsdruck, also tUber 60 mmHg, zu
gewahrleisten. Therapiestrategien erster Wahl sind dabei die Ventrikeldrainage, die
milde Hyperventilation (pCO, von 30 — 35 mmHg) und die hyperosmolare
Infusionstherapie mit Mannitol; versagen diese Behandlungsstrategien, kdnnen mit
weniger evidenzbasierten Therapieregimen (so genannten second tier therapies) wie
Barbituratkoma, starker Hyperventilation (unter 30 mmHg pCO;) oder durch eine
Entlastungskraniotomie versucht werden, den intrazerebralen Druck zu senken.
Diese Therapieoptionen sind mit hoheren Risiken verbunden: Bei der starken
Hyperventilation kann durch Gbermaliige Vasokonstriktion eine zerebrale Ischamie
verschlimmert werden, das Barbituratkoma ist mit starken
Medikamentennebenwirkungen behaftet und die Kraniotomie kann den sekundaren
Hirnschaden zwar sehr wirksam bekampfen, setzt aber die Operationsfahigkeit des
Patienten voraus.

Eine  wirksame  krankheitsspezifische  pharmakologische  Therapie des
Schadelhirntraumas gibt es bis heute nicht. Obwohl mit einigen Substanzen im
Tierversuch vielversprechende Erfolge erzielt wurden, konnte sich bisher keine in
klinischen  Studien durchsetzen. Einen guten Uberblick ber aktuelle
Therapieansatze und Medikamentenstudien gibt Marklund.?*® Bisher haben jedoch
neuroprotektive Strategien weitgehend versagt.”® Die posttraumatische Ischamie, die
eine Schlisselrolle in der Pathophysiologie des sekundaren Nekrosewachstums
einnimmt, kann bisher therapeutisch nicht direkt beeinflusst werden. Die
NO - Inhalation bietet daher einen komplett neuen Therapieansatz in der
SHT - Behandlung: Durch selektive Verbesserung der Durchblutung in isch&dmischen
Arealen des Gehirnparenchyms, die sich vor allem um die Kontusion herum befinden,
wird das sekundare Nekrosewachstum an einer zentralen Stelle gehemmit.

Ein Problem der SHT - Forschung besteht darin, dass bisher die Ubertragung des
Therapieerfolgs vom Tierversuch auf den Menschen in der Mehrzahl gescheitert
iSt.233' 234

Die Wirksamkeit der iNO - Therapie beim Menschen ist bei pulmonalen und
kardialen Erkrankungen unzweifelhaft nachgewiesen. Die klinische Zulassung fur

reife Neugeborene besteht seit 1999 fur die USA und seit 2002 in Europa.
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Zerebrovaskulare Effekte wurden bereits beim Séugetier nachgewiesen.?®
Deswegen besteht berechtigte Hoffnung, dass die NO - Inhalation zur Behandlung

des Schadelhirntraumas erfolgreich sein kdnnte.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Das Schadelhirntrauma ist eine schwerwiegende Erkrankung, die haufig jingere
Menschen betrifft, eine hohe Mortalitat besitzt und in den tbrigen Fallen haufig zu
bleibenden neurologischen Schéaden bzw. Invaliditat fuhrt. Bisher existiert keine
kausale Therapie fir dieses Krankheitsbild.

In der Pathophysiologie des SHT unterscheidet man den primaren Hirnschaden, der
durch die eigentliche Gewalteinwirkung zustande kommt und therapeutisch nicht
beeinflusst werden kann, von sekundéaren Traumafolgen: Sofort nach Trauma kommt
es zu einem starken Abfall der zerebralen Durchblutung auf ischamische Werte, der
eine Kaskade schadigender Mechanismen (Anstieg des intrakraniellen Drucks,
Entwicklung eines Hirnddems) auslost. Dies fuhrt dazu, dass das zunachst noch
intakte Hirngewebe um das Gebiet des Primarschadens herum sukzessive abstirbt;
dieses Phanomen wird sekundéarer Hirnschaden, das Gewebe um die urspriingliche
Lasion herum, das in der posttraumatischen Phase vom Absterben bedroht ist,
traumatische Penumbra genannt. Als Modell fir das Schéadelhirntrauma wurde in
unserer Arbeitsgruppe das Controlled - Cortical - Impact Modell der Maus etabliert,
das einen hochgradig reproduzierbaren Primarschaden verursacht; die
posttraumatischen Vorgange sind gut untersucht und entsprechen der an Patienten
beobachteten Pathophysiologie.

In der vorliegenden experimentellen Studie wird die NO - Inhalation als neue
Therapieoption bei Schadelhirntrauma evaluiert. Wie bereits in Vorstudien gezeigt
wurde, bewirkt inhalativ verabreichtes Stickstoffmonoxid in minderdurchbluteten
Hirnarealen eine selektive Vasodilatation und somit eine Perfusionverbesserung in
ischamischem Hirnparenchym ohne den systemiscchen Gefal3widerstand zu
beeinflussen. Wird dieses Konzept nach experimentellen SHT angewendet, kommt
es zu einer Steigerung der Durchblutung in der traumatischen Penumbra. Dem
CBF - Abfall nach Trauma (um 30 — 40% des Ausgangswerts, gleich in beiden
Gruppen) wird nahezu sofort nach Beginn der NO - Inhalation entgegengewirkt.
Anders als bei der Kontrollgruppe kommt im weiteren posttraumatischen Verlauf nicht
nur zu keiner weiteren Abnahme der Durchblutung, sondern sogar zu einer
langsamen Erholung; nach 90 Minuten zeigten sich anndhernd Ausgangswerte, ab
63 Minuten nach Trauma ist die zerebrale Durchblutung der iNO - Tiere signifikant
besser als die der Kontrolltiere. Gleichzeitig zeigt sich eine signifikant geringere
intrazerebralen Hypertension: wahrend sich in der Kontrollgruppe posttraumatische
Werte bis zu 28,8 £ 9,7 mmHg gemessen wurden, fanden sich in der iNO - Gruppe
ein  maximaler ICP von 12+ 56 mmHg. Dosis-Findungs- und
Therapiefenster - Versuchsreihen zeigten, dass die NO - Inhalation auch langerfristig
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den sekundaren Hirnschaden positiv beeinflusst: Bis zu einer Stunde nach Trauma
angewendet kann eine kontinuierlich durchgefihrte NO - Inhalation signifikant den
posttraumatischen Hirnschaden reduzieren (um 30%), auf3erdem zeigte sich bei
INO — behandelten Tieren ein signifikant geringer ausgepragtes Hirnédem. Eine
Tachyphylaxie, also eine Wirkungsabschwachung bzw. ein Wirkungsverlust bei
langerer Anwendung zeigte sich nicht, im Gegenteil: Die NO - Inhalation fihrte nur
dann zu einer signifikanten Verringerung des sekundaren Hirnschadens, wenn sie
Uber den gesamten Zeitraum des sekundaren Nekrosewachstums (bei der Maus 24
Stunden) kontinuierlich durchgefihrt wurde. In der vorliegenden Studie wurde kein
negativer Einfluss auf den systemischen Blutdruck, auf die endogene
NO - Produktion und auf die primare Homoostase festgestellt; eine Zunahme der
Produktion freier Sauerstoffradikale wurde ebenfalls nicht nachgewiesen. Auch in
frheren Studien fand sich kein Hinweis auf gravierende Nebenwirkungen.

In  einem dritten Teil der vorliegenden Arbeit wurde versucht, den
Wirkungsmechanismus inhalierten Stickstoffmonoxids genauer zu charakterisieren.
Bisher ist unklar, wie eingeatmetes Stickstoffmonoxid aus der Lunge in die
Korperperipherie transportiert wird. Es werden mehrere NO - Addukte als Transporter
diskutiert, die beste Datenlage existiert fur Nitrit (NO2) und S - Nitroso - Hamoglobin
(S - NO - Hb). Unter iNO zeigte sich im Blut gesunder Versuchstiere ein signifikanter
Anstieg sowohl der NO; - als auch der S-NO -Hb - Konzentration auf das
Doppelte der physiologischen Werte; beide Stoffe scheinen in der Vermittlung der
INO - Wirkung beteiligt zu sein.

Nach bisherigen Erfahrungen ist INO nebenwirkungsarm, leicht anzuwenden und fast
Uberall verfuigbar. Die fur die Durchfihrung der NO - Inhalation benétigten Gerate
sind bereits in klinischem Gebrauch.

Wir konnten bereits zeigen, dass die NO - Inhalation auch bei anderen zerebralen
Insulten (ischamischer/ hdmorrhagischer Schlaganfall, SAB) wirksam ist.

Die NO - Inhalation kdnnte also eine einfach anwendbare kausale Therapie des
sekundaren Hirnschadens nach Schadel-Hirn Trauma. Sie kdnnte als Therapeutikum
in der Notfallversorgung des Schadelhirntraumas zum Einsatz kommen und ohne
vorgehende diagnostische MalRnahmen angewendet werden, da sie sich im Falle
einer intrakraniellen Blutung oder eines Apoplex ebenfalls als wirksam erwiesen hat;
aulBerdem scheint sie die Homoostase nicht zu beeintrachtigen. Sollte die
durchblutungsférdernde und hirndrucksenkende Wirkung der NO - Inhalation zur
Behandlung der Folgen eines Schadelhirntraumas nicht ausreichen, gewinnt man
aulRerdem Zeit, um notwendige Mal3hahmen wie Bildgebung, die Vorbereitung einer
operativen MalRhahme (z.B. Entlastungstrepanation) einzuleiten.
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