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1. EINLEITUNG:

1.1. Epidemiologie

Die haufigste Todesursache bei Unfallen ist das schwere Schadel-Hirn Trauma (Statistisches
Bundesamt Wiesbaden 1998). Im Jahr 2000 erlitten etwa 180.000 Menschen in Deutschland
ein Schadel-Hirn Trauma, das entspricht einer Inzidenz von 225/100.000. Jahrlich versterben
in Deutschland etwa 8000 Patienten daran, weitere 2500 Patienten tUberleben mit teilweise
schweren Behinderungen und bleiben lebenslang pflegebediirftig (Baethmann et al., 2002).
In einer prospektiven, multizentrischen Studie im GrofRraum Hannover und Minsterland im
Zeitraum 2000-2001 betrug die Inzidenz des Schéadel-Hirn Traumas 332/100.000. Gemessen
am Glasgow Coma Scale erlitten 90,9% der Patienten ein leichtes, 3,9% ein mittelschweres
und 5,2% ein schweres Schadel-Hirn Trauma. Damit betrug die Inzidenz fur das schwere
Schadel-Hirn Trauma 17/100.000. In der Studie fanden sich drei Haufigkeitsgipfel in der
Altersverteilung. Demnach waren vor allem Kleinkinder im Alter von 1-5 Jahren, junge
Erwachsene im Alter von 25-45 Jahren sowie Personen in der Altersgruppe utber 75 Jahre
vermehrt betroffen. Insgesamt war nahezu jeder dritte Patient (29,7%) junger als 16 Jahre
(Mollmann, 2006).

Der Haufigkeitsgipfel bei Jugendlichen und jungen Erwachsenen zeigt sich auch in den
Angaben des U.S. National Center for Health Statistics. Dort wird das Schadel-Hirn Trauma

eindeutig als die haufigste Todesursache in der Altersgruppe von 0-45 Jahren dargestellt.



1.2. Pathophysiologie

Bereits wahrend eines traumatischen Ereignisses kommt es durch die mechanische
Krafteinwirkung zu einer irreversiblen Schadigung des Hirnparenchyms, dem sogenannten
Primarschaden. Dieser Schaden breitet sich auf Grund sekundarer Vorgange mit der Zeit
weiter aus. Dass der posttraumatische Hirnschaden aus zwei Komponenten besteht, konnte
experimentell durch eine ganze Reihe von Untersuchungen an Ratten und Mausen
nachgewiesen werden. 15 Minuten nach experimentellem Schadel-Hirn Trauma wurde die
GrolRe des Primarschadens bestimmt. Dessen Volumen wurde mit dem Kontusionsvolumen
genau 24 Stunden nach experimentellem Schadel-Hirn Trauma, welches dem Ausmald des
Gesamtschadens entspricht, verglichen. Dabei zeigt sich, das der Primarschaden etwa 60%
des Gesamtschadens ausmacht (Eriskat et al., 1994; Murakami et al., 1997; Friedrich et al.,
2000; Stoffel et al., 2001; Plesnila et al., 2003; Zweckberger et al., 2003; Zweckberger et al.,
2006; Engel et al., 2008; von Baumgarten et al.,, 2008), die restlichen 40% entstehen
verzdgert, d.h. sekundar. Das Gewebe, das sekundar untergeht, liegt in der sogenannten
Penumbra rings um die Primarkontusion. Diesen Anteil am Gesamtschaden kdnnte man
moglicherweise therapeutisch beeinflussen, wenn die genauen Pathomechanismen der
Entstehung bekannt wéren (Abb.1).

Verschiedene pathophysiologische Mechanismen, wie metabolische Entgleisung, oxidativer
Stress, NMDA vermittelte Exzitotoxizitat, Apoptose und Entziindungsreaktionen, spielen eine
wichtige Rolle fur die Entstehung des sekundéaren Hirnschadens (Baethmann et al., 1988;
Sahuquillo et al.,, 2001; Gaetz, 2004). Zusatzlich kommt es innerhalb kurzer Zeit nach
Schéadel-Hirn  Trauma zur Entstehung eines Hirnddems und eines intrakraniellen
Druckanstieges. Die daraus resultierende Minderdurchblutung des Gehirns fihrt gemeinsam
mit den oben genannten Mechanismen auf molekularer Ebene zum Untergang der
traumatischen Penumbra (Lynch and Dawson, 1994; Ghajar, 2000; Zweckberger et al.,

2003; Zweckberger et al., 2006).
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Abb.1: Sekundares Nekrosewachstum nach experimentellem Schadel-Hirn Trauma (CCl).

1.2.1. Zerebrale Durchblutung

Eine ganze Reihe Klinischer Studien sprechen fiur einen direkten Zusammenhang zwischen
einer frGhen Reduktion der zerebralen Durchblutung und dem Krankheitsverlauf nach
Schadel-Hirn Trauma. Insbesondere ist der frihe CBF-Abfall in den ersten Stunden nach
Trauma mit einer héheren Mortalitdt und einem schlechteren neurologischen Outcome bei
den Uberlebenden vergesellschaftet (Graham and Adams, 1971; Bouma et al., 1991; Marion
et al., 1991; Bullock et al., 1992; Bouma and Muizelaar, 1992; Schroder et al., 1995; Garnett
et al., 2001; von Oettingen et al., 2002).

Auch mehrere tierexperimentelle Studien geben Anhalt daftr, dass der reduzierte CBF eine
wichtige Rolle fir die Entstehung des sekundéren Hirnschadens spielt, und zwar vor allem
innerhalb der ersten 120 Minuten nach Trauma. Es gibt zahlreiche Berichte Uber einen
reduzierten CBF in der Kontusion selbst sowie in der Penumbra. Innerhalb der ersten
Stunden nach Trauma konnte sowohl nach Fluid Percussion Injury (FPI) (Wei et al., 1980;

Dewitt et al., 1986; Ishige et al., 1987; McIntosh et al., 1987; Yuan et al., 1988; Yamakami



and Mclintosh, 1989; Yamakami and Mclintosh, 1991; Dewitt et al., 1992; Muir et al., 1992;
Dietrich et al., 1996) als auch nach Kaltelasion (Zhuang et al., 1992; Plesnila et al., 2003)
eine massive Minderdurchblutung gezeigt werden. Laser-Doppler Messungen nach fokaler
Kaltelasion zeigen vor allem in der Kontusion aber auch in der Penumbra eine sofortige
Verminderung der zerebralen Durchblutung auf Werte bis zu 40% der Ausgangsmessung,
wahrend es im restlichen Gehirn sogar zur Hyperperfusion kommt (Plesnila et al., 2003).
Dieser initiale Abfall der Durchblutung zeigt sich ebenfalls bei Versuchen mit dem in der
vorliegenden Studie verwendeten Controlled Cortical Impact Model (Sutton et al., 1993;
Cherian et al., 1994; Kochanek et al., 1995; Bryan, Jr. et al., 1995; Hendrich et al., 1999; Liu
et al.,, 2002; Lundblad et al., 2004; Zweckberger et al., 2006; Engel et al., 2008; von
Baumgarten et al., 2008).

Da die Neuronen der Penumbra nicht initial sondern erst im Verlauf der folgenden Stunden
absterben, wird der Durchblutung gerade in dieser Region eine wichtige Rolle zugesprochen.
Sowohl in klinischen als auch in experimentellen Studien ist der CBF offensichtlich ein
wichtiger Prognosefaktor fir das neurologische Outcome (Dewitt and Prough, 2003). Well
eine reduzierte zerebrale Durchblutung zur posttraumatischen Minderversorgung in der sehr
empfindlichen Penumbra fihren kann, wird die frihe zerebrale Durchblutung sogar als der
wichtigste Parameter in der Pathophysiologie des sekundaren Hirnschadens nach Trauma
postuliert (Miller, 1985).

Die Durchblutungsveranderungen in der perikontusionellen Penumbra werden in der
Literatur in mehrere Phasen eingeteilt. Dabei wird aus einer Reihe experimenteller Studien
ersichtlich, dass die frihe Phase nach Trauma, d.h. die ersten 120 Minuten, vor allem von
einem akuten Abfall der zerebralen Durchblutung auf etwa 40-50% des Ausgangswertes
bestimmt wird (Yamakami and Mclntosh, 1989; Armstead and Kurth, 1994; Kochanek et al.,
1995; Bryan, Jr. et al., 1995; Dietrich et al., 1996; Nilsson et al., 1996; Plesnila et al., 2003;
Ahn et al., 2004; Engel et al., 2008; von Baumgarten et al., 2008).

In klinischen Studien zeigt sich ebenfalls ein drastischer Abfall der zerebralen Durchblutung

innerhalb der ersten 12 h bis maximal 24 h nach Trauma. Dieser anféanglichen



Minderperfusion folgt eine Phase der Hyperperfusion bis etwa zum 3.-5.Tag. Im Anschluss
kommt es erneut zur Reduktion der Durchblutung, die in dieser Spatphase allerdings
mehrere Tage oder sogar Wochen andauern kann (Obrist et al., 1984; Mendelow et al.,
1985; Marion et al., 1991; Kelly et al., 1997; Martin et al., 1997; van Santbrink et al., 2002;
Hattori et al., 2003).

Bisher wurden verschiedene Hypothesen zur Pathophysiologie der akut reduzierten
zerebralen Durchlutung nach Trauma diskutiert, da sich die initiale Minderperfusion in den
ersten Minuten bis Stunden nach Trauma nicht auf den intrakraniellen Druckanstieg
zurickfihren lasst (Zweckberger et al.,, 2003). Daher muissen andere, bisher nicht
untersuchte Mechanismen fur diesen friilhen Durchblutungsabfall verantwortlich sein.
Prinzipiell kdnnen drei verschiedene Mechanismen die posttraumatische Minderdurchblutung
verursachen. Eine Vasokonstriktion, sowohl arteriell als auch vends, sowie Vasospasmen
konnten die Durchblutung deutlich beeintrachtigen. Bisher wurde nach experimentellem
Schadel-Hirn Trauma vor allem eine Konstriktion zerebraler Arterien und Arteriolen
beobachtet (Smith et al., 1969; Wei et al., 1980; Armstead and Kurth, 1994; Dietrich et al.,
1994; Zwienenberg and Muizelaar, 2001; Golding, 2002; Thomale et al., 2002). Diesen
Daten stehen allerdings andere Verdffentlichungen, die von einer posttraumatischen
Vasodilatation berichten, gegentber (Dewitt et al., 1986; Thomale et al., 2002).

Eine dritte mogliche Ursache der initialen Minderperfusion nach Schédel-Hirn Trauma konnte
die Entstehung von Mikrothromben sein, die vor allem die kleinen Gefa3e und Kapillaren
verschlieRen. Mehrere Studien berichten von solchen Mikrothromben oder Thromben, die
nach Trauma beobachtet wurden. Alle diese Daten wurden histologisch durch
Untersuchungen des Gewebes nach experimentellem Schadel-Hirn Trauma (Hekmatpanah
and Hekmatpanah, 1985; Dietrich et al., 1994; Dietrich et al., 1996; Bramlett and Dietrich,
2004; Stein et al., 2004) oder nach Schadel-Hirn Trauma bei Patienten erhoben (Graham
and Adams, 1971; Stein et al., 2004).

Smith et al. haben bereits 1969 die posttraumatische Entstehung von Mikrothromben in vivo

beschrieben. In einer deskriptiven Studie beobachteten sie den thrombotischen Verschluss
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von GefalRen in der noch nicht nekrotischen Penumbra (Smith et al., 1969). Eine quantitative
Erfassung der Ergebnisse wurde aufgrund der damaligen Mdglichkeiten jedoch nicht erstellt.
Es wurden nur einzelne Versuche an verschiedenen Tierarten durchgefuhrt. Zudem wurden
keine speziellen Farbungen verwendet, die es ermdglicht hétten, die verschiedenen
pathophysiologischen Reaktionen einzeln zu beobachten. Wichtige physiologische
Parameter wie der mittlere arterielle Blutdruck (MAP), end-exspiratorischer pCO, und
arterielle Blutgase, welche die zerebrale Mikrozirkulation maf3geblich beeinflussen, wurden

ebenfalls nicht gemessen.

1.2.2. Leukozyten

Verschiedenen Entziindungsprozessen, und dabei insbesondere der Leukozyten-Endothel
Interaktion (LEI), wird eine wichtige Rolle fur die Entstehung des sekundaren Hirnschadens
nach Schadel-Hirn Trauma zugesprochen.

Intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) ist ein endotheliales Adh&asionsmolekul, das eine
wichtige Rollte fir die Adharenz der Leukozyten spielt (Rothlein et al., 1986). Der
Entsprechende Ligand auf Leukozyten ist das Macrophage-1 Antigen (Mac-1, CD11b/CD18),
ein 32-Integrin (Diamond and Springer, 1993).

Antikérper gegen ICAM-1 oder den entsprechenden Gegenrezeptor auf Leukozyten, CD18,
fuhrten zu einer signifikanten Verminderung des Infarktvolumens nach transienter fokaler
Ischamie, einem experimentellen Modell des Schlaganfalls (Chopp et al., 1994; Zhang et al.,
1994b; Soriano et al., 1996; Soriano et al., 1999). Der Zusammenhang zwischen einer
akuten postischamischen Entzindungsreaktion und der Entstehung des sekundaren
Hirnschadens nach Ischamie wurde von Feuerstein ausfihrlich diskutiert (Feuerstein et al.,
1997).

Im Gegensatz dazu sind die Daten und Hypothesen zur Rolle inflammatorischer Prozesse
nach Schadel-Hirn Trauma deutlich kontroverser (Whalen et al., 1999a; Whalen et al.,

1999c; Whalen et al., 2000; Morganti-Kossmann et al., 2002; Konsman et al., 2007).
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Nach Closed Head Injury, einem experimentellen Schadel-Hirn Trauma Modell, fiihrte die
Hemmung von TNF-alpha zu einer Reduktion des Hirnddems und verminderte die
Permeabilitat der Blut-Hirn Schranke sowie den Zellverlust im Hippokampus bei
gleichzeitiger Verbesserung der neurologischen Funktion (Shohami et al., 1996; Shohami et
al.,, 1997). Zhuang zeigte 1993, dass die Akkumulation von polymorphonuklearen
Leukozyten im Gehirn positiv mit einem Anstieg des ICP und der Entstehung eines
Hirnédems korrelierte, wahrend gleichzeitig ein Abfall des CBF zu beobachten war (Zhuang
et al.,, 1993). 24h nach Trauma zeigten Mause mit T- und B- Zell Defizit eine signifikante
Verminderung des Kontusionsvolumens im Vergleich zu C57/BI6 Kontrolltieren. Zudem
konnte der Hirnschaden bei Wildtypmausen durch die Behandlung mit T-Zell hemmenden
Medikamenten deutlich verringert werden (Fee et al., 2003).

Sowohl Antikdrper gegen ICAM-1 als auch unspezifische Kontroll 1IgG verbesserten die
neurologische Funktion nach Fluid Percussion Injury (FPI), einem weiteren, weit verbreiteten
experimentellen Schéadel-Hirn Trauma Modell, im Vergleich zur Therapie mit isotoner
Kochsalzlosung. Hierbei war auch die Leukozytenakkumulation im Gewebe vermindert
(Knoblach and Faden, 2002). Die Therapie mit Anti-CD18 Antikdrpern resultierte in einer
starken Reduktion der Leukozytenadhdrenz am Endothel und verhinderte gleichzeitig eine
posttraumatische arterielle Vasodilatation (Hartl et al., 1997b). Im Gegensatz dazu hatte die
Hemmung des CD18 Rezeptors uberraschender Weise keinen Einfluss auf die Integritat der
Blut-Hirn-Schranke (Hartl et al., 1997a; Whalen et al., 1999c¢). Es wird daher vermutet, dass
ICAM-1 auch eine von den Leukozyten unabhangige Rolle in der Pathophysiologie des
sekundaren Hirnschadens spielt (Whalen et al., 2000; Morganti-Kossmann et al., 2002).
Diese Hypothese wurde durch eine Studie von Whalen bestérkt, in der gezeigt wurde, dass
das posttraumatische Hirnddem in P-Selektin und ICAM-1 doppel knock-out M&usen
reduziert war, wahrend die Leukozytenakkumulation im Gewebe nicht beeinflusst wurde
(Whalen et al., 2000).

Nur wenige Klinische Studien enthalten Daten, die Beobachtungen von Leukozyten innerhalb

der ersten Stunden nach Trauma betreffen. In der friithen Phase nach Schadel-Hirn Trauma
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scheint sich die Entziindungsreaktion vor allem intravaskular abzuspielen (Holmin et al.,
1998). Diese Beobachtung wird auch durch experimentelle Daten unterstutzt, die zeigen,
dass die maximale Leukozytenakkumulation im Gewebe in der Zeit zwischen 24 h und 48 h
nach Trauma auftritt (Clark et al., 1994; Soares et al., 1995; Carlos et al., 1997).

Es bleibt jedoch offen, wann genau die Leukozyten beginnen, mit dem GefaRendothel zu
interagieren und in das Gewebe zu migrieren und ob und wie sie dadurch die Entstehung

des sekundéren Hirnschadens beeinflussen.

1.3. Ziel der Arbeit:

Diese Arbeit verfolgte mehrere Ziele:

1. Bisher ist nicht geklart, wie es bereits in den ersten Minuten bis Stunden nach Trauma zu
dem haufig beobachteten deutlichen Abfall der zerebralen Durchblutung in der traumatischen
Penumbra kommt. Fur diese Untersuchung wurde ein Model etabliert, mit dem die zerebrale
Mikrozirkulation in vivo vor und nach Trauma in genau denselben Gefal3en beobachtet
werden kann, wahrend die systemischen Parameter Blutdruck, endexspiratorscher CO,,
Temperatur und arterielle Blutgase, von denen bekannt ist, dass sie die zerebrale
Mikrozirkulation beeinflussen, kontinuierlich erfasst und konstant gehalten werden kénnen.
Mit diesem Modell sollte die Hypothese untersucht werden, dass eine Vasokonstriktion
und/oder die Bildung von Mikrothromben am friihen posttraumatischen Abfall der zerebralen
Durchblutung beteiligt sind. Mit Hilfe der Intravitalmikroskopie (IVM) wurden der
GefalRdurchmesser und die Entstehung von Mikrothromben in der perikontusionellen
Penumbra beobachtet und mit der Mikrozirkulation unter Ausgangsbedingungen in exakt

denselben Gefalden verglichen.

2. Wie oben zitiert kdnnten Leukozyten eine wichtige Rolle fur den sekundaren Hirnschaden

nach Ischamie spielen. Die Auswirkungen der Leukozyten auf den sekundaren Hirnschaden

nach Trauma sind jedoch bislang unzureichend gekléart. Deshalb wurde das oben entwickelte
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Modell modifiziert und zunéchst die posttraumatische Leukozyten-Endothel Interaktion
innerhalb der Penumbra bis 14 h nach Trauma in vivo beobachtet.

Desweiteren wurde untersucht, ob Leukozyten, die nach Trauma in das vulnerable Gewebe
der Penumbra migrieren, dort auch sekundéare Hirnschaden verursachen. Hierflr wurde die
Leukozytenakkumulation im Gewebe mit der Ausbreitung des Gewebeschadens nach

Trauma korreliert.

3. Basierend auf experimentellen Untersuchungen nach zerebraler Ischamie entstand die
Hypothese, dass bereits die intravskularen Leukozyten, die am Endothel haften, einen
sekundaren Hirnschaden verursachen konnten. Um diese Hypothese auch nach
experimentellem Schéadel-Hirn Trauma zu Uberpriifen, wurde die Leukozytenadhérenz mit
Antikdrpern gegen den CD18 Rezeptor inhibiert. Die darauf folgenden Verdnderungen der
Leukoyten-Endothel Interaktion wurden mit Hilfe der Intravitalmikroskopie beobachtet und
das Ausmald des sekundaren Nekrosewachstums wurde bestimmt. Die Ergebnisse wurden
anschlieBend mit entsprechenden Daten nach Gabe von Kontroll IgG verglichen. Somit
konnten der Einfluss von Anti-CD18 Antikérpern auf die posttraumatische
Leukozytenadharenz und die Bedeutung dieser Adharenz fir die Entstehung des

sekundaren Hirnschadens nach Trauma untersucht werden.
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2. MATERIAL UND METHODEN

Die Experimente zu dieser Arbeit wurden im Zeitraum von Februar 2005 bis August 2006 am
Institut flr chirurgische Forschung der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen in der
Arbeitsgruppe fur experimentelle Neurochirurgie durchgefiihrt. Nach Vorversuchen zur
Standardisierung des Traumas wurde zunachst das Modell der Intravitalmikroskopie (IVM)
nach Schédel-Hirn Trauma etabliert. Im Anschlul3 wurden die intravitalmikroskopischen
Versuche durchgefiihrt, zunéchst fiir die Beobachtung der Mikrozirkulation innerhalb der
ersten 120 Minuten nach Trauma, spater die Untersuchungen im weiteren Verlauf bis 14h
nach Trauma. Nach deren Auswertung wurde die Wirkung der Therapie mit Anti-CD18

Antikdrpern untersucht.

2.1. Tiere

Fir diese Studie wurden mannliche C57 BI6 M&ause mit einem Korpergewicht von 23-26g
verwendet. Die Mause wurden von Charles River (C.R., Kisslegg, Germany) bezogen oder
stammten aus hauseigener Zucht mit Zuchtpaaren, die von Charles River gekauft worden
waren.

Die Tiere hatten jederzeit freien Zugriff auf Wasser und Futter (Ssnif, Soest) und wurden
wahrend der Wartephasen bei Langzeitversuchen in Einzelkéfigen gehalten. Die
Tierversuche wurden wie von der Regierung von Oberbayern genehmigt durchgefiihrt

(Protokollnummer 48/03).
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2.2. Experimenteller Aufbau

2.2.1. Narkose und Erfassung physiologischer Parameter

Die Narkose und Beatmung der Tiere erfolgte gewichtsadaptiert und wurde im Verlauf des
Versuches nach Bedarf angepasst. Die Tiere wurden durch intraperitoneale Injektion von
Medetomidin (0.5 mg/kg KG, Domitor®, Dr. E. Graeub AG, Basel, Schweiz), Fentanyl
(0.05mg/kg KG, Janssen-Cilag, Neuss, Deutschland), und Midazolam (5mg/kg KG,
Dormicum®, Roche, Basel, Schweiz) narkotisiert, endotracheal intubiert und wahrend des
ganzen Versuchs invasiv mit 33% O, ventiliert (MiniVent 845, Hugo Sachs Elektronik,
March-Hugstetten, Deutschland). Um die Narkose aufrecht zu erhalten wurde nach etwa 45
Minuten ein Drittel der initialen Medikamentendosis erneut i.p. appliziert. Weitere
Auffrischungen der Narkose erfolgten nach jeweils 60 min.

Fur die Uberwachung der Beatmung in Narkose wurde der endexspiratorische pCO, mit
einem Mikrokapnometer (Micro-Capnograph Cl 240, Columbus Instruments, Columbus, Ohio
43204, USA) wahrend des gesamten Versuches gemessen, so dass die Ventilation
entsprechend individuell adaptiert werden konnte. Der mittlere arterielle Druck wurde invasiv
Uber einen Katheter in der linken Arteria femoralis erfasst (Portex Non Sterile, Polythene
Tubing, 0,28mm ID, 0,61mm OD, Smiths Medical International Ltd, Hythe, Kent CT216JI,
UK). Uber diesen Katheter erhielten die M&use zudem eine Dauerinfusion isotoner
Kochsalzlésung von 0,4ml/h, um den Flussigkeitsverlust durch Operation und Beatmung
auszugleichen. AufRerdem konnten die entsprechenden Farbsoffe Uber die A. femoralis
injiziert werden. Die Korpertemperatur wurde mit Hilfe einer durch Rickkopplung

kontrollierten Heizmatte auf 37 +/- 0,1° Celsius gehalten (Thal and Plesnila, 2007).
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2.2.2. Praparation der kraniellen Fenster

Nach Narkose und Katheterisierung wurden die Tiere in einem stereotaktischen Rahmen
immobilisiert (Stoelting, Wood Dale, lllinois, U.S.A.) und zwei kranielle Fenster wurden
prapariert, ohne die Dura mater zu verletzen. Das etwa 8x8 mm grof3e Fenster, welches Uber
der rechten Hemisphéare fir die Traumaapplikation prapariert wurde, grenzte rostral an die
coronare und medial an die sagittale Sutur. Ein weiteres, 2x2 mm grof3es kranielles Fenster
wurde Uber dem rechten fronto-parietalen Kortex platziert, 1mm lateral der sagittalen Sutur
und 1mm rostral der coronaren Sutur; damit befand es sich etwa 1-2mm rostral der priméaren
Kontusion. Somit haben wir die Veradnderungen in der Mikrozirkulaion in den Gefalen
innerhalb der Penumbra, in welcher der sekundare Hirnschaden auftritt und innerhalb des
umgebenden Gewebes beobachtet. Das Fenster fur die Applikation des Traumas wurde bis
zum Trauma verschlossen gehalten, sofort danach mit dem initial enthommenen

Knochendeckel wieder verschlossen und mit Histoacrylkleber fixiert (Abb. 2).

IVM Fenster -

Abb.2: Schematische Darstellung zur Lokalisation von Trauma und kraniellem Fenster.
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2.2.3. Trauma (Controlled Cortical Impact, CClI)

Die Tiere wurden mit dem fir Mause adaptierten CCI Model traumatisiert (Zweckberger et
al., 2003; Zweckberger et al., 2006). Hierbei wurde ein in einem Rahmen befestigter Bolzen
per Luftdruck mit einer zuvor eingestellten Geschwindigkeit und Eindringtiefe durch das
geobffnete kranielle Fenster auf das Gehirn einer Maus geschossen (Stoelting, Wood Dale,
lllinois, Geschwindigkeit: 6,0 m/s, Eindringtiefe : 0,5 mm, Kontaktzeit: 150 ms). Die Tiere
wurden fir die Traumainduktion in einem stereotaktischen Rahmen fixiert.

Nach der Traumaapplikation wurde der Knochendeckel reimplantiert und mit Histoacrylkleber
fixiert. Die scheinoperierten Tiere unterliefen der gleichen Prozedur, nur das Trauma selbst

wurde weggelassen.

2.2.4. Farbungen

Farbstoffe wurden tber den Katheter in der linken Arteria femoralis appliziert. Dabei wurden
die Gefalldurchmesser durch die einmalige Plasmafarbung mit Fluoreszin Isothiocyanat-
gefarbtem Dextran (FITC-Dextran; Molekulargewicht 150,000, Sigma Chemical, St. Louis,
Missouri, U.S.A.) vor der ersten Messung sichtbar gemacht (0,1ml einer 0,5% L6sung).
Leukozyten und Thrombozyten wurden durch wiederholte Gabe von 0,05 ml einer 0,01%
Loésung von Rhodamin 6G (Merck, Darmstadt, Germany) vor jeder Messung angefarbt.
Rhodamin 6G farbt Blutzellen an, welche einen Nukleus oder zumindest ein
Zellkernfragment enthalten (Hartl et al., 1997b), d.h. Leukozyten und Thrombozyten, aber

keine Erythrozyten.

2.2.5. Intravitalmikroskopie

Die intravitalmikroskopie (IVM) wurde wie bereits beschrieben durchgefihrt (Kataoka et al.,
2004).

Die weiterhin in einem stereotaktischen Rahmen fixierten Tiere wurden auf einer Plattform

unter einem Intravitalmikroskop platziert. Diese Plattform war mit Hilfe einer Computer
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assistierten Steuerung in einem Koordinatensystem bewegbar. Somit waren wir in der Lage,
exakt die selben GefaRabschnitte der Arteriolen und Venolen wiederholt zu analysieren.

Um die Dura mater transparent zu halten wurde sie kontinuierlich mit angewarmter 0,9%
isotoner Kochsalzlésung befeuchtet. Die zu allen Seiten nach oben fixierte Kopfhaut bildete
eine Art Wanne, so dass die Kochsalzlésung nicht ablaufen konnte.

Das Intravitalmikroskop (Leitz, Wetzlar, Germany) war mit einer 75 W Xenon Lampe und
einem Ploemo-Pack Filter Block fiir die Epi-illumination ausgestattet.

Fur die Beobachtung der GefaBdurchmesser und der Leukozyten-Endothel Interaktion haben
wir ein Salzwasser Immersionsobjektiv (W25 x /0.6 Leitz, Leica Microsystems, Wetzlar,
Deutschland) mit einem Leitz/Leica 13 Filter Block (Anregungswelle: 470 + 20 nm;
Emissionswelle > 515 nm) bzw. einem Leitz/Leica N3 Filter Block (Anregungswelle 546 + 12
nm; Emissionswelle 600 = 40 nm) verwendet.

Die mit einer silicone-intensified-tube (SIT) Videokamera (C2400, Hamamatsu Photonics,
Herrsching, Deutschland) aufgenommenen Bilder wurden auf Videokassetten (MQSE-120,

Sony, Tokyo, Japan) gespeichert und spater offline ausgewertet.

2.3. Versuchsprotokoll

2.3.1. Untersuchung der Mikrozirkulation bis 120 Minuten nach Schéadel-Hirn Trauma
Sowohl der Traumagruppe als auch der Kontrollgruppe wurden jeweils sechs Mause
randomisiert zugeordnet.

Nach zwei baseline Aufnahmen 30 und 5 Minuten vor Trauma, bei denen jeweils mindestens
eine zerebrale Arteriole und mindestens drei zerebrale Venolen gefilmt wurden, wurden die
Mause entweder traumatisiert oder scheinoperiert.

Daraufhin wurden die Mause wieder unter dem Intravitalmikroskop platziert und die zuvor
aufgenommenen GefalRabschnitte wurden nach 30, 60, 90 und 120 Minuten beobachtet.
Jeder GefaRabschnitt wurde 45 Sekunden lang gefilmt, davon entfielen 40 Sekunden auf die
Aufnahme der Leukozyten und Thrombozyten und 5 Sekunden auf die Erfassung des

Gefalllumens (Abb.3).
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Ausgangswerte & Messintervall 0 —2 h nach CCl/Kontrolle:

CCI (5 min)
Operation & 2 kranielle IVM Baseline IVM Perfusionsfixation
Fenster (75 min) (-30, -5 min) (30, 60, 90,120 min) (PFA)

- I

Messintervalle 4 — 6,8 — 10,12 — 14 h nach CCI:

CCl Operation & IVM Fenster VM Perfusionsfixation
(15 min) (45 min) 4x (= 90 min) (PFA)

Abb.3: Versuchsprotokoll zu intravitalmikroskopischen Untersuchungen bis 14 h nach CCI (n=6).

2.3.2. Untersuchung der Leukozyten-Endothel Interaktion bis 14 h nach Schadel-Hirn
Trauma

Um auch die Leukozyten-Endothel Interaktion zu spateren Zeipunkten nach Trauma
untersuchen zu kénnen wurde das Versuchsprotokoll entsprechend variiert. Bei 6 Mausen
pro Zeitintervall wurden wiederum jeweils mehrere GefalRe beobachtet. Die Tiere wurden
zunachst mit Isofluran und N,O narkotisiert und wie oben beschrieben nach dem CCI
Protokoll traumatisiert. Im Anschluss daran erwachten die Mause wieder aus der Narkose
und konnten sich fir ca. 45 Minuten in einem Inkubator mit 33°C und 50% Raumfeuchtigkeit
erholen. 3 h, 7 h oder 11 h nach Trauma wurden die Tiere intraperitoneal narkotisiert, die
entsprechenden Katheter wurden gelegt und das IVM Fenster wurde prapariert. Auch in

diesen Versuchen wurden die Gefalze 4 mal im Abstand von 30 Minuten beobachtet (Abb.3).
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2.3.3. Inhibition der posttraumatischen Leukozyten-Endothel Interaktion mit Anti-CD18
Antikbrpern

Unter Narkose mit Isofluran, N,O und 33% O, wurde den Mausen ein Katheter in die Vena
femoralis gelegt, Uber den sie entweder Anti-CD18 Antikérper oder Kontroll 1gG erhielten
(jeweils 1,2 pg/g Koérpergewicht gelést in 0,1 ml isotoner Kochsalzlésung; n=6). 15 min nach
der Applikation wurden die Mause traumatisiert. Zu Beginn der anschlieenden Wachphase
konnten sie sich fur circa 45 Minuten im Inkubator erhohlen. 15 h spater wurden die Mause
intraperitoneal narkotisiert und wie beschrieben fiir die IVM prapariert, so dass 16 h und
16,5 h nach Trauma IVM-Aufnahmen gemacht werden konnten (Abb.4). Es wurde wieder die
Anzahl der rollenden und haftenden Leukozyten und Aggregate bestimmt, um den Effekt der

Hemmung von CD18 auf die Leukozyten-Endothel Interaktion zu quantifizieren.

Anti-CD 18 Antikorper vs. Kontroll IgG - IVM:

AK/l1gG CCI Operation & IVM IVM  Fixation
(30 min) (15 min) Fenster (45 min) (30 min) (PFA)

1 s B -

Anti-CD 18 Antikorper vs. Kontroll 1gG - Kontusionsvolumina:

AK/1gG CCI Fixation
(30 min) (15 min) (PFA)

- . 15 min o g | F(Ié?:tgn
o . 24 h > {

Abb.4: Versuchsprotokoll zu Untersuchungen nach Hemmung von CD18 bis 24 h nach CCI (n=6).
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In einer weiteren Reihe von Experimenten wurden entsprechend narkotisierten Mausen
entweder Anti-CD18 Antikorper oder Kontroll IgG Uber die Vena femoralis injiziert (n=6). 15
min oder 24 h nach dem anschlieenden Trauma wurden die Hirne entnommen und die
Kontusionsvolumina bestimmt. Um einen mdglichen therapeutischen Effekt der Anti-CD18
Antikérper zu evaluieren, wurde die jeweilige Ausbreitung des sekundaren Hirnschadens im

Vergleich zum Primarschaden nach 15 Minuten bestimmt (Abb.4).

2.4. Analyse der intravitlamikroskopischen Aufnahmen

Mit einem Computer-assistierten System fir die Analyse der Mikrozirkulation (Capimage;
Ingenieurbiro Dr. Zeintl, Heidelberg, Germany) wurden die IVM Bilder offline bei 625-facher
VergrolRerung quantifiziert. Hierbei wurden die arteriellen GefalRdurchmesser und die Anzahl
der rollenden und der adhérenten Leukozyten, die Bildung von Aggregaten und
Mikrothromben und die Blutflussgeschwindigkeit in Arteriolen und Venolen analysiert.

Da die GefalRdurchmesser initial sehr unterschiedlich waren, haben wir fUr die

Quantifizierung nicht mit absoluten sondern mit normalisierten Werten gearbeitet.

Rechnung I:

Berechnung des Ausgangswertes (100%):

GefalRdurchmesser der Arterie 1

vor Trauma | + 1| 100% Ausgangsdurchmesser

der Arterie 1

2

Veranderungen zu den verschiedenen Zeitpunkten nach Trauma
in % des Ausgangswertes:

Durchmesser 30 min nach Trauma

der Arterie 1 Veranderung zum Zeitpunkt 30 min

= nach Trauma in der Arterie 1[%]

100% Ausgangsdurchmesser
der Arterie 1
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Vor Trauma bzw. Scheinoperation wurde der initiale Durchmesser eines Gefalies zweimal
gemessen. Anschlielend wurde der Mittelwert beider Werte bestimmt und als Ausgangswert
(100%) definiert. Die Verdnderungen der Durchmesser, die wir in beiden Gruppen nach
Trauma bzw. Scheinoperation beobachtet haben, wurden in Prozent des Ausgangswertes
berechnet (Rechnung I).

In einem zweiten Schritt wollten wir die Veranderungen der arteriellen Durchmesser nach
Trauma direkt mit den Werten nach Scheinoperation vergleichen. Hierfir haben wir die
Mittelwerte der zuvor fir die Kontrollgruppe berechneten Durchmesser zu jedem Zeitpunkt
als 100% Referenz fur jeden einzelnen Messpunkt verwendet. Somit konnten wir die
berechneten Werte der Traumagruppe in % der berechneten Werte der Kontrollgruppe

angeben (Rechnung II).

Rechnung II:

Der Vergleich der einzelnen Zeitpunkte in beiden Gruppen ergibt die
Veranderungen nach Trauma im Verhaltnis zur Kontrollgruppe:

Veradnderung zum Zeitpunkt 30 min
nach Trauma [%0]

tatsachliche Veranderung im
= Vergleich beider Gruppen [%0]

Veranderung zum Zeitpunkt 30 min
nach Scheinoperation [%]

Um Leukozyten, Aggregate und Mikrothromben zu quantifizieren wurde von jedem Gefafl3 ein
50 um langes Segment fir 30 Sekunden beobachtet, die Ergebnisse wurden pro 100 um und
Minute angegeben (Kataoka et al., 2004).

Durch die Farbung mit Rhodamine 6G haben wir Zellelemente unterschiedlicher Form und

GrolRe beobachtet, die folgendermafien eingeteilt wurden: Zellen einer Gréf3e von 7-12 pm
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wurden als Leukozyten gewertet, grof3ere Gebilde von 15-25 pm oder >25 pum wurden als
Aggregate bzw. Mikrothromben definiert.

Leukozyten mit multiplen, intermittierenden Kontakten zum vaskuldren Endothel, die sich
dabei deutlich langsamer fortbewegt haben als die frei beweglichen Leukozyten in der Mitte
des Blutstroms wurden als rollende Leukozyten gewertet. Leukozyten, die fur mehr als 30
Sekunden am Gefaliendothel haften blieben, wurden als adharente (haftende) Leukozyten
definiert. Die Interaktionen von Aggregaten und Mikrothromben mit dem Endothel wurde
entsprechend ausgewertet.

Mikrothromben wurden zusatzlich in jedem Gefal3, das unter Ausgangsbedingungen
aufgenommen worden war, ausgewertet und dabei in folgende Kategorien eingeteilt:
1 bedeutet keine Thrombose, 2 und 3 stehen fir eine Thrombose in einem Gefaf3, welches
entweder noch perfundiert ist oder in dem der Blutfluss deutlich sichtbar sistiert. Kategorie 4
umfasste Gefal3e, die nicht mehr perfundiert und damit nicht mehr angeféarbt waren.

Um die Gefal3perfusion zu quantifizieren wurde die Blutflussgeschwindigkeit ebenfalls in 4
Qualitaten unterteilt: 0 bedeutet gar keinen Blutfluss oder retrograd stromendes Blut, 1 und 2
stehen flur eine Flussreduktion auf etwa 33% (langsam) bzw. etwa 66% (vermindert) des
Ausgangswertes und 3 bedeutet normale Perfusion, wie sie unter Ausgangsbedingungen zu

sehen ist.

2.5. Bestimmen des Kontusionsvolumens und der Leukozytenakkumulation im
Gewebe

Um die Leukozytenakkumulation im Gewebe und die Ausbreitung der Kontusion iber die
Zeit genau korrelieren zu konnen, haben wir die Tiere am Versuchsenede zun&chst mit
isotoner Kochsalzlésung und anschlieRend mit PFA perfundiert. Die Hirne wurden
entnommen und fir 24 h in PFA fixiert. Im Anschluss wurden sie fir 1 h unter flieRendem
Wasser gespult und bis zur weiteren Verwertung in 70% Ethanol aufbewahrt. Nachdem die

Hirne in Paraffin eingebettet worden waren wurden sie mit einem Rotationsmikrotom
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geschnitten. Alle 500 um wurden 4 koronare Schnitte mit einer Dicke von 4 pm angefertigt,
die im Anschluss immunhistochemisch mit Anti-CD45 Antikdrpern oder mit der Farbung nach
Nissl mit Kresylviolett gefarbt wurden. An nach Nissl gefarbten Schnitten konnten wir die
Kontusionsrander genau bestimmen (Zweckberger et al., 2003; Zweckberger et al., 2006;

Engel et al., 2008) und somit das Kontusionsvolumen nach folgender Formel berechnen:

0,5 x (A1/2 + A, + Az +... + Ax/2) = Kontusionsvolumen [mm3]

Hierbei entspricht A jeweils dem Volumen der Kontusion welches auf einem Schnitt
ausgenessenen wurde (Zweckberger et al., 2003; Zweckberger et al., 2006).

AulRerdem konnte die Begrenzung der Kontusion auf das zugehdrige mit Anti-CD45
Antikdrpern gefarbte Praparat Ubertragen werden. Somit war eine exakte Bestimmung der
Regionen mdglich, in welchen die Leukozytenakkumulation quantifizieren wurde. In einem
Gesichtsfeld am Rand der ausgemessenen Kontusion wurden die Leukozyten der Penumbra
ausgezahlt und in vier weiteren die Leukozytenakkumulation in der Kontusion bestimmt. Ein
zusatzliches Gesichtsfeld auf der kontralateralen Seite diente als Referenz fir Leukozyten-
und Neuronenzahl im gesunden Gewebe. Einem Gesichtsfeld entsprach hierbei die Anzahl

von 141+/-5,8 (SEM) Neuronen.

2.6. Statistische Analyse

Der Mann-Whitney U-Test wurde fir die Analyse von Unterschieden zwischen den
verschiedenen Versuchsgruppen verwendet. Die Friedman One-Way Analysis of Variance
on Ranks gefolgt vom Student-Newman-Keuls Test wurden fur die Analyse von
Unterschieden innerhalb einer Gruppe Uber die Zeit verwendet.

Die Daten sind als Mittelwert +/- Standartfehler des Mittelwerts angegeben (MW+/-SEM). Ein

statistisch signifikanter Unterschied wurde fiir p<0,05 angenommen.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Modelletablierung

Mit dem fir diese Arbeit etablierten Modell ist es mdglich, die zerebrale Mikrozirkulation in
unmittelbarer Néhe einer priméaren traumatischen Kontusion zu untersuchen. Die Platzierung
des IVM-Fensters auf der ipsilateralen Seite mit einem Abstand von etwa 1-2 mm zur
Kontusion ermoglichte es, die Mikrozirkulation am Rand der Penumbra zu beobachten, d.h.
in genau dem Gebiet, welches fur das sekundare Nekrosewachstum von grof3tem Interesse
ist. Etwa ein Drittel des Fensters umfasste Gewebe, welches im Verlauf von 24 h nekrotisch
wurde. Innerhalb dieser Zeitspanne fanden auch die Untersuchungen statt. Die friihesten
Beobachtungen begannen 30 min nach Trauma, die spatesten Aufnahmen wurden 14 h
nach Trauma aufgezeichnet. Somit haben wir die Arteriolen und Venolen in genau der
Region und zu der Zeit beobachtet, in der es zur Ausbildung von sekundarem Hirnschaden
kommt.

Die untersuchten Arteriolen und Venolen hatten unter physiologischen Bedingungen
Ausgangsdurchmesser von 15-30 pum bzw. 20-50 pm.

Um Verdnderungen in der Mikrozirkulation aufgrund von systemischen Parametern
auszuschlieRen, wurden endexspiratorischer CO,, mittlerer arterieller Blutdruck und
Korpertemperatur kontinuierlich tGberwacht und innerhalb von physiologischen Grenzen
gehalten (Tab.1).

Zusatzlich wurden am Ende jedes Versuches die arteriellen Blutgase bestimmt, s. Tab.2 und
Tab. 3. Bezuglich dieser systemischen Parameter gab es keine Unterschiede zwischen den

Gruppen oder zwischen den verschiedenen Messpunkten innerhalb einer Gruppe.
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Mittlerer arterieller Blutdruck, endexspiratorischer pCO, und
Beatmungsfrequenz vor und nach Trauma bzw. Kontrolle [MW+/-SEM]

Nach Kraniotomie

) Ausgangs
Zeit werte 30 60 90 120
Endexsp. pCO;
nach Schein-OP [mmHg] 31,7+/-1,1 31,3+/-1,2 31,2+/-1,3 30,8+/-1,3 30,7+/1,1
Endexsp. pCO;
nach Trauma [mmHg] 31,3+/-0,6 32,0+/-0,6 31,2+/-0,6 30,6+/-0,7 31,6+/-0,8
MABP n. Schein-OP [mmHg] 73,7+1-2,2 62,3+/-2,0 59,2+/-2,6 58,3+/-2,0 60,5+/-3,2
MABP n. Trauma [mmH(g] 66,7+/3,3 60,2+/-1,8 54,7+/-2,6 54,5+/-1,5 55,3+/-2,9
Ventilation n. Schein-OP [1/min] 147+/-5 147+/-7 148+/-8 148+/-8 148+/-8
Ventilation n. Trauma [1/min] 160+/-1 162+/-22 160+/-20 161+/- 21 167+/-17
Tab.1
Arterielle Blutgaswerte 130 Minuten nach Trauma/Kontrolle
[MW+/- SEM]
pH pCO, [mmHg] pO.
Schein-OP 7,.22+/-0,02 37.8+/-3,4 91,5+/-10,4
Trauma 7,23+/-0,01 36,9+/-1,8 106,2+/-5,9
Tab.2
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Der relativ saure pH Wert, den unsere Mause aufwiesen, ist bei Nagern nicht untblich und
lasst sich wahrscheinlich auf eine durch das Tierfutter verursachte metabolische Azidose
zuruckfihren. Vor allem in den Versuchen zu den ersten 120 Minuten nach Trauma waren
die Tiere sehr lange in Narkose (insgesamt bis ca. 4.5 h), was mdglicherweise die relativ
niedrigen Blutdruckwerte gegen Versuchsende erklart. In spateren Versuchen waren die
Werte fur den mittleren arteriellen Blutdruck deutlich héher, s. Tab. 3. Es gab jedoch keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Die Werte waren immer im

physiologischen Bereich.

Mittlerer arterieller Blutdruck, endexspiratorischer pCO, und Beatmungsfrequenz nach
Trauma + Gabe von Kontroll IgG/anti-CD18 Antikorper[MW+/-SEM]

16 h 16.5h Mittelwert
endexp. pCO, 1gG Kontrolle [mmHg] 33,6+/-2,1 32,8+7-1,9 33,2+/-1,9
endexp. pCO, anti-CD18 AK [mmHg] 32,8+/-1,2 31,0+/-1,0 31,9+/-1,1
MABP IgG Kontrolle [mmHg] 74,0+/-7,2 69,6+/-3,4 71,8+/-5,2
MABP anti-CD18 AK [mmHg] 78.0+/-3.4 71,0+/-4,0 74,5+/-3,4
Ventilation f IgG Kontrolle [1/min] 149+/-8,4 144+/-8,3 146,5+/-8,1
Ventilation f anti-CD18 AK [1/min] 141,6+/-8,8 145,0+/-8,8 143,3+/-8,5

Tab. 3

Arterielle Blutgaswerte 16.5 h nach Trauma + Gabe von Kontroll IgG/anti-CD18
Antikdrpern [MW+/- SEM]

pH pCO; [mmHg] pO2 [mmHg]
IgG Konrolle 7,3+/-0,01 39,1+/-2,6 162,2+/-20,4
anti-CD18 AK 7.2+/-0,01 44,3+/-3,2 141,4+/-24,9

Tab. 4
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3.2. Veranderungen der Mikrozirkulation bis 120 Minuten nach Schadel-Hirn Trauma
3.2.1. Arterieller GefalRdurchmesser

Vor Trauma wurde die Grél3e der Arteriolen zweimal bestimmt, wobei die Messungen jeweils
zwei nahezu gleich gro3e Werte ergaben. Mit diesen konstanten Werten wurde gezeigt, dass
es mit dem fir diese Arbeit etablierten Modell mdglich ist, Beobachtungen unter gut
kontrollierten  physiologischen  Bedingungen  durchzufiihren.  Veradnderungen der
Mikrozirkulation aufgrund von systemischen Faktoren wurden somit ausgeschlossen.

Bereits 30 Minuten nach Trauma zeigte sich eine ausgepragte arterielle Vasodilatation. Der
Gefalldurchmesser erweiterte sich von 100% Ausgangswert auf 126,2 +/-2,5% (p<0,01). Bis
zum Versuchsende 120 Minuten nach Trauma blieben die Arteriolen dilatiert, und zwar auf

einem Niveau von etwa 119% bezogen auf die Kontrollgruppe (Abb.5).

140
MW +/- SEM; n=6;
*p<0.01 vs. Ausgangswerte

a0
120
1o
100
o1 1

-30 -5 0 30 60 90 120
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Abb.5: Arterieller Durchmesser in % des Ausgangswertes bis 120 Minuten nach CCI.
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Arteriole

Venole

B

Abb.6: A zeigt ein Beispiel fir eine Arteriole und eine Venole unter physiologischen Bedingungen.
Unter B sind exakt dieselben Gefal3e 1 h nach CCI dargestellt. Die Arteriole ist dilatiert. In der
Venole beginnen Leukozyten sowie Aggregate, am Endothel entlang zu rollen.
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3.2.2. Leukozyten-Endothel Interaktionen

Fur die Auswertung wurden Leukozyten Uber ihre GrolRe von 7-12 um definiert. Unter
physiologischen Bedingungen ist es normal, dass einige Leukozyten am vendsen
GefaRendothel entlang rollen. Dementsprechend wurden in den Venolen sowohl unter
Ausgangsbedingungen als auch in der Kontrollgruppe 8,1+/-0,4 rollende Leukozyten/100 pum
und Minute beobachtet. Es wurden jedoch kaum adhérenten Leukozyten (1,1+/-0,4/100 pm
und Minute) gesehen. In den Arteriolen wurden wie erwartet unter Ausgangsbedingungen

weder rollende noch haftende Leukozyten beobachtet.
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Abb.7: Anzahl Rollender Leukozyten in Venolen bis 120 Minuten nach CCI.

Sofort nach Trauma zeigte sich eine Zunahme von Leukozyten, die am vendsen Endothel
entlang rollten. Im weiteren Verlauf bis 120 Minuten nach Trauma war ihre Anzahl
kontinuierlich gestiegen; sie war im Mittel etwa 3,5 mal hoher als der Ausgangswert (28+/-5,6
/100 pm und Minute, p<0.01 vs. Ausgangswert und vs. Kontrolle) (Abb.7). In diesem sehr

frlhen Zeitraum bis 120 Minuten nach Trauma fanden sich nur sehr wenige adharente
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Leukozyten in den Venolen (1,6+/-1,2/100 um und Minute). Die Unterschiede der Werte
erreichten keine statistische Signifikanz.

Die Leukozyten-Endothel Interaktion in den Arteriolen nahm ebenfalls zu, die Anzahl der
rollenden Leukozyten hat sich sogar auf das 8-fache des Ausgangswertes erhoht
(8,0+/-1,4/100 um und Minute). Diese Veranderung war allerdings nur zu einem Zeitpunkt,
60 Minuten nach Trauma, statistisch signifikant (p<0,01 vs. Ausgangswert und p<0,05 vs.
Kontrolle) (Abb.8). Auch adharente Leukozyten waren vermehrt in den Arteriolen zu sehen,
deren Anzahl hat jedoch aufgrund der hohen Standardabweichung keine statistisch

signifikanten Werte erreicht (7,2+/-2,7/100 um und Minute).
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Abb.8: Anzahl rollender Leukozyten in Arteriolen bis 120 Minuten nach CCI.

In den ersten 30 Minuten nach Trauma kam es auch in den Kontrolltieren zu einem Anstieg
der rollenden Leukozyten in den Venolen von etwa 20 Leukozyten/100 pum und Minute, der
sehr wahrscheinlich durch den Stress der Mobilisation und der Reimplantation des Knochens
Uber dem Traumafenster bedingt war. Schon zum nachsten Messpunkt 60 Minuten nach
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Trauma waren die Werte wieder auf das Ausgangsniveau von etwa 8 Leukozyten/100 pm
und Minute gesunken.

Aufgrund dieser einmaligen Abweichung wurden in den Berechnungen zu den statistischen
Unterschieden zwischen den Gruppen im Bezug auf die Leukozyten-Endothel Interaktion der

Wert der Kontrollgruppe 30 Minuten nach Trauma ausgeschlossen.

3.2.3. Leukozyten/Thrombozyten Aggregate
In den ersten 120 Minuten nach Trauma wurde die Bildung von Aggregaten aus Leukozyten
und Thrombozyten beobachtet. Aggregate waren Uber ihre Gro3e von 15-25 um definiert,

vgl. Abb.9 & 10.

Aggregate in einer Venole

Abb.9: Beispiel fur eine Intravitalmikroskopische Aufnahme von einer Venole 1 h nach CCI mit
einzelnen rollenden Leukozyten und Aggregaten sowie einer beginnenden Thrombosierung.
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Unter Ausgangsbedingungen fanden sich weder in Arteriolen noch in Venolen
entsprechende Strukturen. In der Kontrollgruppe waren ebenfalls nur sehr wenige Aggregate
zu sehen (0,3+/-0,2 Aggregate/100 um und Minute). Diese traten nahezu ausschlieflich in

Venolen auf.

Venole

Abb.10: Beispiel von einer Intravitalmikroskopischen Aufnahme 1 h nach CCI von einer dilatierten
Arteriole sowie einer Venole mit rollenden Leukozyten und Aggregaten.

34



Im Gegensatz dazu hat die Anzahl der rollenden Leukozyten/Thrombozyten Aggregate nach
Trauma vor allem in den Venolen deutlich zugenommen (23,0+/-7,3/100 pum und Minute,
p<0.05 vs. Ausgangswerte und vs. Kontrolle) (Abb.11). Es war nur eine sehr geringe,
statistisch nicht signifikante Anzahl haftender Aggregate in den Venolen zu verzeichnen
(1,2+/-0,4/100 um Minute).

In Arteriolen waren auch nach Trauma nur sehr wenige rollende Aggregate (0,9+/-0,5

/100 pum und Minute) zu sehen, wahrend eine Adharenz der Aggregate dort vollig ausblieb.
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Abb.11: Anzahl rollender Aggregate in Venolen bis 120 Minuten nach CCI.
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3.2.4. Entstehung von Mikrothromben

Aggregate und Mikrothromben
in Venolen

Abb.12: Beispiel einer intravitalmikroskopischen Aufnahme von 3 Venolen 2 h nach CCI: links unten
weitgehend normaler Blutfluss mit einigen rollenden Aggregaten und Leukozyten. In der Mitte
sieht man eine deutliche Thrombosierung, der Blutfluss ist mafRRgeblich eingeschrankt. Die
Venole rechts oben ist vollstandig von einem Thrombus verschlossen.

Weder unter Ausgangsbedingungen noch in der Kontrollgruppe zeigte sich eine Entstehung
von Mikrothromben. Nach Trauma hingegen entstanden sowohl in Arteriolen als auch in
Venolen Mikrothromben, die entweder langsam am Endothel entlang rollten oder haften
blieben und dadurch das Gefal teilweise oder ganz verschlossen. In Venolen wurden Werte
von 2,5+/-0,5 (au) rollenden und 2,2+/-0,4 (au) haftenden Mikrothromben/100 pm und Minute
gemessen (p<0,01 vs. Ausgangswerte und vs. Kontrolle), vgl. Abb.12 & 13. Auch in
zerebralen Arteriolen wurde die Thrombozytenaggregation beobachtet (1,8+/-0,1 (au)/100

pum und Minute, p<0,05 vs. Ausgangswerte und vs. Kontrolle), s. Abb 14.
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Abb.13: Rollende sowie haftente Mikrothromben in Venolen bis 120 Minuten nach CCI.
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Abb.14: Rollende sowie haftende Mikrothromben in Arteriolen bis 120 Minuten nach CCI.

37



3.2.5. Blutflussgeschwindigkeit

Unter Ausgangsbedingungen sowie bei Kontrolltieren zeigte sich normale, unbeeintrachtigte
Durchblutung in zerebralen Arteriolen und Venolen.

Bereits 30 Minuten nach Trauma fand sich vor allem in Venolen ein deutlich verlangsamter,
teilweise sogar retrograder Blutfluss oder ein vollsténdiges Sistieren der Duchblutung. Die
Blutflussgeschwindigkeit hat sich hier von 3 au/100 um Minute auf 1,4+/-0,3 au/100 um und
Minute verlangsamt, das entspricht etwa 40-50% der normalen Flussgeschwindigkeit (p<0,01

vs. Ausgangswert und Kontrolle) (Abb.15).
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Abb.15: Mikroperfusion in Venolen bis 120 Minuten nach CCI.
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Auch in Arteriolen war die Perfusion tendenziell reduziert. Hier ist sie auf 2,0+/-0,0 au/100
um und Minute zurickgegangen (etwa 66%). Dies erreichte jedoch statistisch keine
Signifikanz (vgl. Abb.16).

Die Blutflussgeschwindigkeit hat sich bis zum Ende der Beobachtungszeit 120 Minuten nach

Trauma nicht wieder erhohlt.
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Abb.16: Mikroperfusion in Arteriolen bis 120 Minuten nach CCI.
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3.3. Entziindungsreaktion bis 14h nach Schadel-Hirn Trauma

3.3.1. Leukozyten-Endothel Interaktion (LEI)

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Leukozyten-Endothel Interaktion in den ersten 120
Minuten nach Trauma untersucht. Im zweiten Teil wurde die Beobachtungszeit bis zu 13,5 h
nach Trauma ausgedehnt. In den verschiedenen Gruppen wurde die Leukozyten-Endothel
Interaktion alle 30 Minuten intravitalmikroskopisch gefilmt und quantifiziert. Aus den
erhaltenen Werten wurden anschlielend Mittelwerte fur die verschiedenen Zeitspannen

30min-2h,4h-55h,8h-10,5 hund 12 h -13,5 h nach Trauma errechnet.
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Abb.17: Rollende Leukozyten in Venolen bis 14 h nach CCI.

Bereits in den ersten zwei Stunden nach Trauma stieg die Anzahl rollender Leukozyten in
Venolen signifikant auf 25,66+/-4,98/100 um und Minute an. Wie oben erwahnt entspricht

das etwa dem Dreifachen des Ausgangswertes (p<0,01). Diese gesteigerte Leukozyten-
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Endothel Interaktion hielt sich auf einem Niveau von 25,15+/-3,68 bis 31,63+/-3,31 rollenden
Leukozyten/100 um und Minute bis zum Ende der Beobachtungszeit 13,5 h nach Trauma
(p<0,001), vgl. Abb.17.

In den ersten beiden Stunden nach Trauma war es offensichtlich noch zu frih, um einen
signifikanten Anstieg der haftende Leukozyten in Venolen zu beobachten. Innerhalb dieser
Zeitspanne war nur eine Tendenz zu vermehrter Leukozytenadharenz von 2,3+/-1,02
haftenden Leukozyten/100 um und Minute zu verzeichnen.

Schon im Zeitraum von 4 h - 5,5 h vermehrte sich die Zahl der haftenden Leukozyten in
Venolen signifikant auf 10,6+/-2,1/100 pum und Minute, was etwa dem Zehnfachen des
Ausgangswertes entspricht (p<0,02). Nach 8 Stunden schlie3lich wurde in Venolen ein
stabiler Wert von 16,3+/-2,7 bis 17,5+/-3,2 haftenden Leukozyten/100 pum und Minute
erreicht, der sich bis zum Ende der Beobachtungszeit nicht mehr veranderte (p<0,001)
(Abb.18).

Auch zu den spateren Mel3zeiten nach Trauma wurden keine nennenswerte Veranderung

der Anzahl der rollenden oder adharenten Leukozyten in Arteriolen gesehen.
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Abb.18: Haftende Leukozyten in Venolen bis 14 h nach CCI.
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3.3.2. Bildung von Aggregaten

Wie oben beschrieben wurden posttraumatisch vor allem in Venolen die Entstehung von
Leukozyten/Thrombozyten Aggregaten beobachtet, welche Uber ihre Gréfze von 15-25um
definiert waren. Bereits in den ersten beiden Stunden nach Trauma waren rollende
Aggregate in Venolen zu sehen (17,5+/-5,5/100 um und Minute), dieser deutliche Anstieg
war jedoch sehr unregelmafRig und aufgrund der grof3en Standartabweichung statistisch
nicht signifikant (p=0,053). Nach 4 h wurden gleichmaRig erhéhte Level von 7,3+/-1,44
rollende Aggregate/100 um und Minute erreicht, die hochsignifikant waren (p<0,001). lhre
Anzahl stieg kontinuierlich bis auf 17,9+/-3,3 rollende Aggregate/100 pm und Minute im
letzten Messintervall bis 13,5 h nach Trauma an. Bis zum Ende der Beobachtungszeit wurde

kein Plateau erreicht, s. Abb.19.
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Abb.19: Rollende Aggregate in Venolen bis 14 h nach CCI.
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Auch adharente Aggregate wurden in Venolen quantifiziert. In den ersten 120 Minuten war
wiederum nur eine ansteigende Tendenz von 1,1 haftenden Aggregaten/100 um und Minute
zu sehen. Fur adhérente Aggregate wurden die Werte ebenfalls 4 h nach Trauma statistisch
signifikant (1,6+/-0,4/100 um und Minute, p<0,01). Entsprechend der Daten zu rollenden
Aggregaten stieg auch die Zahl der haftenden Aggregate kontinuierlich an ohne bis zum
Ende der Beobachtungszeit ein Plateau zu erreichen. Im letzten Messintervall 13,5 h nach
Trauma wurden 7,3+/-1,2 adharente Aggregate/100 pm und Minute (p<0,001) gezéhlt

(Abb.20).
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Abb.20: Haftende Aggregate in Venolen bis 14 h nach CCI.
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3.3.3. Nekrosewachstum nach Schadel-Hirn Trauma

Am Ende jedes Versuchs wurden die Tiere mit PFA perfundiert und die Hirne wurden
entnommen. An histologischen Schnitten wurden anschlieiend die Kontusionsvolumina
bestimmt. Das Volumen der L&sion, das man bereits 15 Minuten nach Trauma quantifizieren
konnte, wurde als Ausmafl} des initial entstandenen Schadens angesehen. Dieser
Primarschaden betrug 6,7+/-1,3 mm?®. Schon 2 h spater hatte sich das Nekrosevolumen auf
8,2+/-0,5 mm? vergréRert. Die Kontusion breitete sich im Verlauf der Zeit weiter aus, nach
insgesamt 5,5 h bzw. 9,5 h erreichte sie eine GréRRe von 9,6 +/- 0,5 bzw. 10,0 +/-1,0 mm?®,
13,5 h nach Trauma war ein AusmaR von 9,9+/-1,0 mm? erreicht. Nach 24 h umfasste das
Nekrosevolumen schlieRlich etwa 10,2 mm?,

Um eine bessere Vorstellung dieses Verlaufes zu bekommen wurde das Ausmald des
Nekrosevolumens in % des Volumens der kontralateralen Hemisphare ausgedriickt. 15
Minuten nach Trauma betragt das AusmalR etwa 12,6 %, im weiteren Verlauf ergaben sich
Werte von 14,8% bzw. 15,3% nach 2 h bzw. 5,5 h und jeweils 15,7% nach 9,5 h und 13,5 h.
Nach 24 h schlieBlich war die Kontusion auf eine GroRe von 16,0% des kontralateralen
Volumens angewachsen.

Betrachtet man alleine die Penumbra, die erst durch die Ausbreitung des sekundaren
Hirnschadens nekrotisch wird, kann man die Volumenzunahme Uber die Zeit genau
bestimmen. 15 Minuten nach Trauma ist das Gewebe noch nicht nekrotisch. Die Kontusion
breitet sich innerhalb von 24 h um etwa 3,5 mm® aus, das entspricht etwa 33% des

Gesamtvolumens der Nekrose nach 24 h, vgl. Abb.1 in der Einleitung und Abb. 21.1.

3.3.4. Leukozytenakkumulation in Kontusion und Penumbra

Da pro Schnittflache mehrere aufeinanderfolgende Schnitte verwertet und unterschiedlich
gefarbt wurden, konnte die Leukozytenakkumulation fir jeden Zeitpunkt genau mit der
Ausbreitung der Kontusion bzw. dem Untergang der Penumbra korreliert werden. Die
Angaben der Leukozytenzahl beziehen sich auf ein kontralateral gelegenes

Referenzgesichtsfeld von 141+/-5,8 Neuronen.
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Nach 15 Minuten wurden 0,8+/-0,8 Leukozyten/Gesichtsfeld in der Penumbra gezahlt, in der
Kontusion waren es 0,75+/-2,91 Leukozyten/Gesichtsfeld. 2 h, 5,5 h, 9,5 h und 13,5 h nach
Trauma wurden im Gewebe der Penumbra jeweils 0,2+/-0,2 Leukozyten/Gesichtsfeld, gar
keine Leukozyten, 0,4+/-0,2 Leukozyten/Gesichtsfeld und 1,6+/-0,8 Leukozyten/Gesichtsfeld
gezahlt. In der Kontusion stieg ihre Anzahl Gber 1,0+/-0,5 Leukozyten/Gesichtsfeld nach 2 h,
1,5+/-1,0 Leukozyten/Gesichtsfeld nach 5,5 h und 4,9+/-2,5 Leukozyten/Gesichtsfeld nach
95 h auf 23,1+/-8,8 Leukozyten/Gesichtsfeld nach 13,5 h an (p<0,05 vs.
Kontrolle/Ausgangswerte) (Abb.21.2).

24 h nach Trauma wurden 3,9+/-3,0 Leukozyten/Gesichtsfeld bzw. 1,7+/-0,6
Leukozyten/Gesichtsfeld in der Penumbra gezahlt, quantifiziert nach Gabe von Kontroll IgG
bzw. Anti-CD18 Antikorpern. In der Kontusion selbst sank die Anzahl der Leukozyten nach
24 h wieder auf 15,5+/-6,9 Leukozyten/Gesichtsfeld bzw. 15,3+/-6,1 Leukozyten/Gesichsfeld
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Abb. 21.1: Schematische Darstellung des sekundéren Nekrosewachstums nach CCI.
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Abb.21.2: Leukoztenakkumulation in (A) der Kontusion und (B) der Penumbra bis 14 h nach CCI.
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3.4. Hemmung der Leukozyten-Endothl Interaktion mit Anti-CD18 Antikdrpern oder
Kontroll IgG

3.4.1. Veranderungen der Leukozyten-Endothel Interaktion

Entsprechend der oben beschriebenen Daten zur Interaktion von Leukozyten und
Aggregaten mit dem ventsen Endothel wurden 16 h nach Trauma grof3e Mengen an
rollenden und haftenden Leukozyten und Aggregaten in den zerebralen Venolen beobachtet.
Nach Gabe von Anti-CD18 Antikorpern oder Kontroll 1IgG fanden sich keine signifikanten
Veranderungen, was die Anzahl der rollenden Leukozyten in Venolen betrifft. Das war so zu
erwarten, da das Leukozytenrollen nicht durch CD18 vermittlet wird sondern duch Selektine.
Es wurden 37,6+/-5,3 rollende Leukozyten/100 um und Minute nach Injektion von Anti-CD18

Antikérpern bzw. 31,5 +/- 3,3 rollende Leukozyten/100 pum und Minute nach Gabe von

Kontroll IgG gezahlt (Abb.22).
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Abb.22: Rollende Leukozyten in Venolen 16 h nach CCI nach Gabe von entweder Kontroll IgG oder
Anti-CD18 Antikérpern.
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Im Gegensatz dazu hat die Gabe von Anti-CD18 Antikérpern die Zahl der haftenden
Leukozyten deutlich reduziert. Nach Injektion von Anti-CD18 Antikérpern wurden 11,1+/-1,9
adharente Leukozyten/100 pum und Minute beobachtet, wahrend nach Applikation von
Kontroll 1I9G 33,7+/-7,9 adh&rente Leukozyten/100 um und Minute zu sehen waren (p<0,01),
vgl. Abb.23. Das bedeutet eine Reduktion der Leukozytenadharenz nach Gabe von Anti-

CD18 Antikorpern auf etwa ein Drittel, verglichen mit der Anzahl haftender Leukozyten nach

Injektion von Kontroll IgG.
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Abb.23: Haftende Leukozyten in Venolen 16 h nach CCl nach Gabe von entweder Kontroll IgG oder
Anti-CD18 Antikdrpern.
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3.4.2. Veranderungen der Aggregat-Endothel Interaktion

Im Bezug auf die Anzahl der rollenden Aggregate waren wie erwartet (s.0.) keine
signifikanten Veranderungen zu sehen. Nach Injektion von Anti-CD18 Antikdrpern bzw.
Kontroll IgG wurden 11,2+/-2,5 rollende Aggregate/100 pum und Minute bzw. 7,0+/-2,6

rollende Aggregate/100 um und Minute quantifiziert (Abb.24).
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Abb.24: Rollende Aggregate in Venolen 16 h nach CCIl nach Gabe von entweder Kontroll IgG oder
Anti-CD18 Antikorpern.

Entsprechend den Ergebnissen fiir Leukozyten war jedoch bei der Anzahl der haftenden
Aggregate eine signifikante Verdnderung zu beobachten. Der Applikation von Anti-CD18
Antikérpern folgte eine ebenso deutlich Reduktion der haftenden Aggregate wie sie fir
adharente Leukozyten zu verzeichnen war, und zwar auf 3,4+/-0,7 haftende Aggregate/100
um und Minute verglichen mit 9,0+/-1,9 haftenden Aggregaten/100 um und Minute (p<0,02)
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(Abb.25). Auch in diesem Fall entspricht das einer Reduktion auf etwa ein Drittel im

Vergleich zur Anzahl adharenter Aggregate nach Injektion von Kontroll 1gG.
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Abb.25: Haftende Aggregate in Venolen bis 16 h nach CCI nach Gabe von entweder Kontroll 1gG
oder Anti-CD18 Antikérpern.

3.4.3. Sekundares Nekrosewachstum nach Injektion von Anti-CD18 Antikérpern oder
Kontroll IgG

Das Volumen des Primarschadens, der durch unser Trauma mit einer Geschwindigkeit von
6m/s und einer Eindringtiefe von 0,5 mm verursacht wurde, war 15 min nach Trauma 6,7+/-
1,3 mm?, das entspricht 12,6% des Volumens der kontralateralen Hemisphére.

Durch den sekundaren Hirnschaden vergré3erte sich das Kontusionsvolumen nach Gabe
von Kontroll IgG im Verlauf von 24 h auf 10,3+/-0,6 mm?3, s. Abb. 22. und Abb.1. Wie erwartet
entspricht das einer Volumenzunahme um etwa 33% im Vergleich zum Ausmafd des

Priméarschadens 15 Minuten nach Trauma (Plesnila et al., 2003).
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Das Kontusionsvolumen 24 h nach Trauma war auch nach Injektion von Anti-CD18
Antikdrpern genauso grof3 wie das der Kontrollgruppe, der sekundare Hirnschaden fuhrte
hier unverandert zu einem Kontusionswachstum um etwa 33% auf 10,1+/-1,0 mm? (Abb.26).
24 h nach Trauma erreichte das Kontusionsvolumen sowohl nach Gabe von Kontroll IgG als
auch nach Injektion von CD18 Antikérpern eine GroRe, die in beiden Gruppen

gleichermallen dem Ausamfd} von 16,0% des Volumens der kontralateralen Hemisphére

entsprach.
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Abb.26: Sekundares Nekrosewachstum bis 24 h nach CCI im Vergleich zum Kontusionsvolumen
nach 15 Minuten nach Gabe von Kontroll IgG oder Anti-CD18 Antikérpern.
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4. DISKUSSION

4.1. Zerebrale Durchblutung nach Schéadel-Hirn Trauma

In der Literatur gibt es viele Daten zu posttraumatischen Veranderungen der zerebralen
Durchblutung. Bei Patienten kommt es in der akuten Phase nach Trauma zu einem Abfall
der zerebralen Durchblutung, haufig vergesellschaftet mit einem schlechteren
neurologischen Outcome (Graham and Adams, 1971; Obrist et al., 1984; Mendelow et al.,
1985; Marion et al., 1991; Bouma et al., 1992; Schroder et al., 1995; Kelly et al., 1997; Martin
et al., 1997; von Oettingen et al., 2002; van Santbrink et al., 2002; Hattori et al., 2003).

Auch tierexperimentelle Studien berichten von verminderter Durchblutung des Gewebes in
der Kontusion selbst und der perikontusionellen Penumbra, so zum Beispiel nach Weight
Drop Injury (Smith et al., 1969; Nilsson et al., 1996), nach Fluid Percussion Injury (Wei et al.,
1980; Dewitt et al., 1986; Ishige et al.,, 1987; Mclntosh et al., 1987; Yuan et al., 1988;
Yamakami and Mcintosh, 1989; Yamakami and Mclintosh, 1991; Dewitt et al., 1992; Muir et
al., 1992; Dietrich et al., 1996), nach Kalteldsion (Zhuang et al., 1992; Plesnila et al., 2003),
oder nach Versuchen mit dem Controlled Cortical Impact Model (Sutton et al., 1993; Cherian
et al., 1994; Kochanek et al., 1995; Bryan, Jr. et al., 1995; Hendrich et al., 1999; Liu et al.,
2002; Lundblad et al., 2004; Zweckberger et al., 2006; Engel et al., 2008).

Bisher ist allerdings erst eine einzige Studie publiziert worden, in der Veréanderungen der
Mikrozirkulation in vivo beschrieben wurden (Smith et al., 1969). Die Ergebnisse dieser
Studie wurden aufgrund der damaligen technischen Moglichkkeiten allerdings weder genau
quantifiziert noch mit Daten einer Kontrollgruppe verglichen. Auch auf Grund der kleinen
GruppengrofRen kann diese Studie nach heutigen Malistaben nicht als valide angesehen
werden.

Im ersten Teil der vorliegenden Studie sollten vor allem die Verdnderungen in der zerebralen
Mikrozirkulation in vivo untersucht werden, um die pathophysiologischen Mechanismen,
welche die unmittelbare Reduktion der zerebralen Durchblutung innerhalb der ersten 120

Minuten nach Trauma verursachen, beobachten und quantifizieren zu kénnen.
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Exakt dieselben GefalRsegmente wurden zuerst unter Ausgangsbedingungen und dann im
weiteren Verlauf nach Trauma untersucht. Damit war es mdglich, die posttraumatischen
Veranderungen direkt mit der jeweiligen Mikrozirkulation vor Trauma zu vergleichen.
Zusatzlich wurde die Mikrozirkulation in einer Kontrollgruppe beobachtet und zum Vergleich
herangezogen.

Venolen zeigten unter Ausgangsbedingungen und in Kontrolltieren eine normale,
unbeeintrachtigte Blutflussgeschwindigkeit, die Leukozyten-Endothel Interaktion beschrénkte
sich auf wenige rollende Leukozyten, wie es unter physiologischen Bedingungen zu erwarten
ist. Entsprechend wurden auch in Arteriolen ein normaler Geféaf3tonus und keine Leukozyten-
Endothel Interaktion beobachtet. Nach Trauma hat sich das Lumen von Arteriolen, welche
initial einen GefalRdurchmesser von 15-30 um aufwiesen, signifikant erweitert. Vor allem in
Venolen war eine pathologisch erhohte Leukozyten-Endothel Interaktion, insbesondere eine
deutliche Zunhame der rollenden Leukozyten, zu beobachten. Zuséatzlich kam es
posttraumatisch zur Bildung von Leukozyten/Thrombozyten Aggregaten. Massive
Thrombenbildung und eine gravierende Verlangsamung der Blutflussgeschwindigkeit wurden
vor allem in zerebralen Venolen festgestellt, wahrend die beobachteten Arteriolen eine
mildere Reduktion der Blutflussgeschwindigkeit und weniger Mikrothromben aufwiesen.

Die Aufnahmen unter physiologischen Bedingungen vor Trauma waren nicht nur fir die
Quantifizierung der Anderungen im arteriellen GefaRdurchmesser und der Leukozyten-
Endothel Interaktion wichtig, von besonderer Bedeutung waren die Aufnahmen auch fir die
Erfassung von Mikrothromben. Waren die Gefal3e durch einen Mikrothrombus verschlossen,
so waren die Thromben selbst nicht notwendigerweise im Bild zu sehen. Teilweise waren die
Gefalle nach Trauma nicht mehr angeféarbt und damit auch nicht mehr sichtbar. Im letzteren
Fall war nur aufgrund der Aufnahmen vor Trauma zu erkennen, dass an einer bestimmten
Stelle ein gut durchblutetes Gefald gewesen war, welches posttraumatisch offensichtlich

durch einen Mikrothrombus verschlossen wurde.
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4.1.1. Modelletablierung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein reproduzierbares, gut geeignetes Mausmodell mit
klinischer Relevanz etabliert (Lighthall, 1988; Lighthall et al., 1989; Dixon et al., 1991; Sutton
et al., 1993; Zweckberger et al., 2003). Es ist leicht zu modifizieren und ermdglicht es somit,
verschiedene pathophysiologische Aspekte des Schadel-Hirn Traumas zu untersuchen oder
unterschiedliche therapeutische Interventionen zu testen. Mause haben den Vorteil, dass sie
aufgrund ihrer GroRRe glnstig zu halten sind und es eine ganze Reihe von knock-out bzw.
transgenen Tieren gibt, die fur verschiedenste Studien und Untersuchungsansétze
verwendet werden koénnen.

Beriicksichtigt man den Einfluss, den systemische Parameter wie beispielsweise pCO, oder
Blutdruck auf die zerebrale Mikrozirkulation haben kdnnen, so ist es wichtig, diese wahrend
eines Versuches zu kontrollieren und vor allem auch innerhalb ihrer physiologischen
Grenzen zu halten. Deshalb wurde in dem hier verwendeten Model Korpertemperatur,
endexspiratorisches pCO, (Thal and Plesnila, 2007) und mittlerer arterieller Blutdruck
(Kataoka et al., 2004) kontinuierlich Gberwacht sowie die arteriellen Blutgase am Ende jedes
Versuches uberprift. Hierbei wurde darauf geachtet, diese Parameter innerhalb ihrer
physiologischen Grenzen zu halten.

Im Gegensatz zum Model des Controlled Cortical Impact ist beispielsweise das Fluid
Percussion Injury Model (FPI), welches ebenfalls sehr haufig fur die Untersuchung der
pathophysiologie des Schadel-Hirn Traumas verwendet wird, mit zwei entscheidenden
Nachteilen behaftet (Dixon et al., 1991). Zum einen ist es sehr schwierig, das induzierte
Trauma biomechanisch exakt zu analysieren bzw. zu quantifizieren, da sich die Flussigkeit,
mit der das Trauma induziert wird, sehr unregelméRig im Epiduralraum ausbreitet. Zum
anderen werden mit dem FPI Model nicht nur diffuser axonaler Schaden und Blutungen im
Bereich des Parenchyms verursacht, sondern auch histopathologische Verdanderungen, die

nicht notwendigerweise dem Kklinischen Bild des schweren Schadel-Hirn Traumas beim
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Menschen entsprechen. Dazu gehort beispielsweise eine primare Schadigungen des
Hirnstamms (Mitchell and Adams, 1973; Dixon et al., 1991; Shima and Marmarou, 1991).
Das mit dem CCI Model induzierte Trauma ist exakt quantifizierbar und entspricht in vielen
Details dem Klinischen Verlauf des Schadel-Hirn Traumas beim Menschen. Das betrifft
sowohl die akuten pathophysiologischen Veranderungen (Dixon et al., 1991; Hlatky et al.,
2003) als auch den weitere Krankheitsverlauf (Dixon et al., 1991; Fox et al., 1998; Dixon et
al., 1999).

Da das kanielle Fenster fir die Intravitalmikroskopie ipsilateral und so nah wie mdglich an
der Kontusion platziert war, war es mdglich, die Gefal3e innerhalb oder zumindest am Rand
der Penumbra zu untersuchen. Somit wurde genau der Teil des Gewebes beobachtet, in
dem nach Trauma gravierend erniedrigte Laser-Doppler Werte (ca 40-60% des
Ausgangswertes) fur den Blutfluss gemessen wurden (Sutton et al., 1993; Cherian et al.,
1994; Nilsson et al., 1996; Stover et al., 2000; Plesnila et al., 2003; Zweckberger et al., 2003;
Engel et al., 2008; Hall et al., 2008; von Baumgarten et al., 2008).

Die Mikrozirkulation wurde nicht ndher an der Kontusion gemessen, da zumindest eine
kleine knocherne Briicke zwischen den Fenstern belassen werden sollte. Diese Brucke
diente zum einen dazu, dass eventuelle Blutungen, die beim CCI Model auftreten kénnen,
vom IVM Fenster ferngehalten werden. Zum anderen verhinderte sie, dass Histoacrylkleber,
welcher fir den Verschluss der CCIl Trepanation nach Trauma verwendet wurde, das IVM
Fenster bzw. die Dura beschadigt. Die Messungen beziehen sich demnach vor allem auf den
Rand der Penumbra, d.h. auf Gewebsausschnitte, deren konusionsnahe Anteile im Verlauf
von 24 h nekrotisch werden und deren kontusionsferne Anteile vital bleiben. Wie Engel et al.
2008 beschreiben, scheint das Gebiet der extremen posttraumatischen Minderperfusion
(<10% des Ausgangswertes) kleiner als das Gebiet des sekundaren Nekrosewachstums zu
sein (Engel et al., 2008). In der hier vorliegenden Studie wurden demnach Gewebe bzw.
GefalRe in einer Region mit weniger drastischem Abfall der zerebralen Durchblutung
untersucht (ca. 40-60% des Ausgangswertes, s. oben). Es ist jedoch sehr wahrscheinlich,

dass die Veranderungen, die 30-120 Minuten nach Trauma etwa 2 mm von der primaren
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Kontusion entfernt, d.h. in der Region mit moderaten Veranderungen der Durchblutung,
auftreten, entsprechend friher und mdglicherweise sogar verstarkt zu beobachten waren, je
naher zur Kontusion man die Mikrozirkulation beobachtet.

Auch auf der kontralateralen Seite wurde die Mikozirkulation untersucht. Dort wurden
allerdings keine Veranderungen verzeichnet, weder Anderungen des arteriellen
Durchmessers noch vermehrte Bildung von Mikrothromben oder gesteigerte Leukozyten-
Endothel Interaktion. Das steht im Einklang mit Ergebnissen aus friheren Studien zu
sekundarem Hirnschschaden nach CCI, in denen sich der Gewebsschaden ausschlieflich
auf der ipsilateralen Seite manifestiert (Sutton et al., 1993; Goodman et al., 1994; Kochanek
et al., 1995; Zweckberger et al., 2006; Engel et al., 2008; Hall et al., 2008).

Die selektive Farbung einerseits von Leukozyten und Thrombozyten und andererseits von
Plasma erlaubten eine sehr differenzierte Untersuchung verschiedener Kompartimente der
Mikrozirkulation. Demnach konnten arterieller Gefa3durchmesser, Leukozyten-Endothel
Interaktion und die Bildung von Aggregaten und Mikrothromben zu verschiedenen

Zeitpunkten gefilmt, auf Video aufgenommen und anschlieRend quantifiziert werden.

4.1.2. Arterieller GefalRdurchmesser

In vielen Studien zu Verdnderungen des GefaRdurchmessers wird vor allem von
posttraumatischer arterieller Vasokonstriktion oder sogar Vasospasmen berichtet, welche
von den Autoren meist mit dem gleichzeitigen Auftreten von posttraumatischen Blutungen
assoziiert werden. Das heil3t das Trauma selbst wird selten bzw. nur indirekt als Ursache fir
die von den Autoren beschriebene Vasokonstriktion oder den Vasospasmus gesehen
(Zwienenberg and Muizelaar, 2001; Golding, 2002). Dies betrifft Beobachtungen sowohl bei
Patienten (Oertel et al., 2005) als auch im Tierexperiment (Dietrich et al., 1994; Zwienenberg
and Muizelaar, 2001; Golding, 2002). Armstead et al. berichten ebenfalls von
posttraumatischer Vasokonstriktion, allerdings wurde in ihrem Studiendesign das Auftreten
von Blutungen innerhalb des Messbereichs minimiert (Armstead and Kurth, 1994). In ihrer

Studie untersuchten Armstead und Kurth vor allem GefalRe eines initialen Durchmessers von
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140 pm bzw. 70 pm. Vor allem erstere zeigten eine deutliche Vasokonstriktion, die
wesentlich ausgepréagter ausfiel als bei den kleineren Arteriolen von 70 um Durchmesser.
Dies stimmt mit anderen Angaben aus der Literatur zur posttraumatischen Verédnderung des
arteriellen Durchmessers Uberein. Die meisten Daten zu postraumatischer Vasokonstriktion
betreffen Gefalle mit einem Durchmesser gro3er als 100 um (Smith et al., 1969; Wei et al.,
1980; Dewitt et al., 1986; Thomale et al., 2002), wahrend gleichzeitig fur kleinere Arteriolen
sogar eine Dilatation beschrieben wird (Dewitt et al., 1986; Thomale et al., 2002). Demnach
scheint neben mdglichen Blutungen vor allem der initiale Durchmesser der untersuchten
Arteriolen eine wesentliche Rolle fir deren posttraumatische Reaktion zu spielen. In einer
Patientenstudie von Hattori wird der arterielle Durchmesser indirekt berechnet, auch hier wird
von posttraumatischer Vasodilatation berichtet, allerdings ohne genaue Angaben Uber
Ausgangswerte (Hattori et al., 2003).

In der vorliegenden Studie wurden Arteriolen mit einem initialen Durchmesser von 15-30 um
untersucht. Sofort nach Trauma kam es zu einer deutlichen Vasodilatation, die zumindest fur
120 Minuten bestehen blieb. Dies steht im Einklang mit den oben zitierten Angaben der
Literatur. Arteriolen und Arterien mit einem initialen Durchmesser groR3er als 50 um wurden in
der vorliegenden Studie nicht beobachtet.

Eine Vasokonstriktion der groReren Gefalie, beispielsweise aufgrund von Blutungen, kénnte
zu einer relativen Ischdmie des perikontusionellen Gewebes fiihren. Die Dilatation der
kleineren Arteriolen der Mikrozirkulation ist moglicherweise eine autoregulatorische Reaktion
auf diese Unterversorgung. Sowohl die Vasokonstriktion der grél3eren Arterien und Arteriolen
und der damit verbundene verminderte Blutfluss als auch die Dilatation der kleineren
Gefalde, welche zu einer VergrolRerung des intravasalen Raums fuhrt, kdnnten somit - unter
anderem - fur die in dieser Studie beobachtete Reduktion der Blutflussgeschwindigkeit

verantwortlich sein.
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4.1.3. Bildung von Aggregaten

Im Zusammenhang mit dem sekundaren Nekrosewachstum nach CCI sind Aggregate, wie
sie in der vorliegenden Studie intravitalmikroskopisch beobachtet wurden, bisher noch nicht
in der Literatur beschrieben worden.

Es handelt sich dabei um Gebilde, die wahrscheinlich aus Leukozyten und Thrombozyten
zusammengesetzt sind, eine Grof3e von 15-25 pm haben und nach Trauma entstehen. Sie
wurden weder unter physiologischen Bedingungen noch bei Kontrolltieren beobachtet. Bei
den traumatisierten Tieren traten sowohl rollende als auch haftende Aggregate auf,
allerdings gab es eindeutig mehr rollende Strukturen.

Leukozyten-Thrombozyten Aggregate wurden bisher vor allem im Zusammenhang mit einer
Entziindungreaktion beschrieben. Der verantwortliche Rezeptor auf Thrombozyten ist P-
Selectin, ein Adhasionsprotein, das nach Thrombozytenaktivierung hochreguliert wird.
Dieses bindet an seinen Liganden P-Selectin Glykoprotein Ligand-1 (PSGL-1), welcher auf
Leukozyten (Monozyten und Neutrophilen) exprimiert wird (Rinder et al., 1991; McEver and
Cummings, 1997; Yang et al., 1999; Chen and Geng, 2006).

In einer Studie an MesenterialgefdlRen von Ratten wurde TNF-alpha systemisch und PAF
lokal injiizert, was zur Bildung von Leukozyten-Thrombozyten-Aggregaten gefiihrt hat, die am
Endothel haften blieben. Dies war mit einer gesteigerten Permeabilitat vergesellschaftet, die
wesentlich ausgepragter war als die Permeabilitdtssteigerung nach der Gabe von PAF
alleine (He et al., 2006). Mit der Gabe von Anti-CD18 Antikérpern im 2. Teil der Studie
konnte die Adhasion der Aggregate an das Endothel deutlich gemindert werden. Da dies
speziell die Leukozyten-Endothel-Interaktion hemmt wurde so gezeigt, dass Leukozyten in
den Aggregaten enthalten gewesen sein mussen.

In jedem Fall kdnnten Aggregate Uber eine mechanische Schadigung oder einer Aktivierung
des Endothels die Entstehung von Mikrothromben unterstitzen. Ausserdem kdnnten sie,
ebenso wie die Leukozyten, die Stromung des Blutes beeintrachtigen bzw. den Blutfluss
verlangsamen und die intravasale Gerinnung forden. Ihre Grof3e reicht eventuell auch aus,

kleinere Arteriolen und Kapillaren zu verschliel3en.
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4.1.4. Mikrothromben

Die Entstehung von Mikrothromben nach Schédel-Hirn Trauma wurde bereits mehrmals in
der Literatur erwahnt. Die meisten Daten zur Thrombosierung nach Trauma wurden
allerdings an histologischen Praparaten gewonnen, sowohl in Patientenstudien (Lafuente
and Cervos-Navarro, 1999; Stein et al., 2004) als auch im Tierexperiment (Hekmatpanah
and Hekmatpanah, 1985; Dietrich et al., 1994; Dietrich et al., 1996; Maeda et al., 1997, Stein
et al., 2004). Thrombozytenaggregationen wurden vor allem in der Nahe von Blutungen
(Dietrich et al., 1994) oder intravaskular gefunden (Hekmatpanah and Hekmatpanah, 1985;
Dietrich et al., 1996), allerdings ohne zeitliche Korrelation mit dem posttraumatischen Verlauf
des sekundaren Nekrosewachstums. Maeda et al. beschreiben die Bildung von
Mikrothromben 1 h, 6 h und 24 h nach CCI an histologischen Préparaten. Die
Plattchenaggregation gehért nach ihrer Aussage zu den ersten pathologischen
Veranderungen, die nach Trauma auftreten. So wurden Mikrothromben anfangs vor allem im
Zentrum der Kontusion gesehen, spater auch in der perikontusionellen Penumbra (Maeda et
al., 1997).

In Untersuchungen an nach Trauma verstorbenen Patienten zeigte sich, dass das Auftreten
von Mikrothromben mit neuronalem Zelltod vergesellschaftet ist (Rosenblum et al., 1982;
Stein et al., 2004; Stein and Smith, 2004). Vor allem die ipsilaterale Hemisphare ist nach
einer Patientenstudie von Lafuente und Cerrés Navarro von posttraumatischer
Plattchenaggregation betroffen (Lafuente and Cervos-Navarro, 1999).

Smith et al. haben als erste in Tierversuchen in vivo die posttraumatische Entstehung von
Mikrothromben im zeitlichen Verlauf beschrieben (Smith et al., 1969). Physiologische
Parameter wie Blutdruck und endexspiratorischer CO, wurden jedoch in dieser Studie nicht
kontrolliert und es wurden insgesamt nur wenige Versuche an unterschiedlichen Tierarten
durchgefuhrt. Die Ergebnisse wurden weder quantifiziert noch mit den Daten einer
Kontrollgruppe verglichen. In einer intravitalmikroskopischen Studie an Katzen nach FPI
wurde 1982 von Rosemblum eine Verstarkung der Thrombozytenaggregation beobachtet.

Diese Thrombozytenaggregation wurde allerdings nicht initial auf das Trauma zurtckgefthrt
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sondern auf das Zusammenspiel von Phototoxizitdt der Quecksilberlampe und dem
applizierten intravaskularen Farbstoff. Dem Trauma selbst wurde nur eine Rolle als

Katalysator dieser Reaktion zugeschrieben (Rosenblum et al., 1982).

Mit unserem Modell war es erstmals moglich, die posttraumatische Entstehung von
Mikrothromben in vivo unter kontrollierten physiologischen Bedingungen zu beobachten, sie
zu quantifizieren und mit dem zeitlichen Verlauf des sekundaren Nekrosewachstums zu
korrelieren.

Far ihre Entstehung gibt es verschiedene Erklarungsansatze:

Es ist bekannt, dass es nach Trauma zu einem Anstieg des Spiegels von Thromboxan A,
bzw. des stabilen Metaboliten Thromboxan B, kommt (Shohami et al., 1987; Dewitt et al.,
1988). Dies wurde bisher vor allem mit der von anderen beschriebenen arteriellen
Vasokonstriktion in Verbindung gebracht. Die Vasokonstriktion scheint nur Gefal3e mit einem
initialen Durchmesser >40um zu betreffen, wie unsere Beobachtungen beziglich kleinerer
Arteriolen vermuten lassen (s.oben). Erhohte Spiegel von gerinnungsférderndem
Thromboxan kénnen die Entstehung von Mikrothromben begtinstigen. Dieser Effekt kénnte
einerseits durch die Verlangsamung der Blutflussgeschwindigkeit und andererseits durch
Turbulenzen, die durch die Reaktion der Leukozyten und der Aggregate mit dem Endothel
entstehen, verstarkt werden. Das wuirde die Bildung von “weissen”, eher instabilen
Thromben férdern.

Durch die mechanische Komponente eines Traumas kann es zur kurzzeitigen Dehnung der
GefaRe kommen, was eventuell kleinere Verletzungen des Endothels verursacht. Dadurch
kénnte subendotheliales Kollagen freigelegt werden und die intrinsische Gerinnungskaskade
aktivieren. Das wirde zur Umwandlung der instabilen Thromben in stabilere “rote” Thromben
fuhren. Derartige mechanische Gefallwandschadigungen bzw. Unterbrechungen der
Endothelschicht nach experimentellem Trauma wurden, im Zusammenhang mit Blutungen,

bereits von Dietrich beschrieben (Dietrich et al., 1994; Dietrich et al., 1996).
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Traumata, die direkt zu Gewebsverletzungen beziehungsweise zur Freisetzung von
Gewebsthrombokinase (Thromboplastin, Faktor IlI, tissue factor) fihren, kdnnten auch eine
Aktivierung der extrinsischen Gerinnungskaskade verursachen. Bereits 1939 verwendete
Quick fiur seine Methode zur Messung der Prothrombinzeit Hirngewebe, da dieses
besonders reich an Faktor Il ist, welcher eine sehr wichtige Rolle in der Gerinnungskaskade
spielt (Quick AJ, 1939). Thromboplastin kann auch bei Endothelverletzungen auf
Endothelzellen selbst oder nach Aktivierung von zellularen Abwehrsystemen auf Monozyten
und Endothelzellen exprimiert werden.

Der Plattchen aktivierende Faktor (PAF), welcher von Granulozyten oder Monozyten bei
einer Entzindungsreaktion beziehungsweise von aktivierten Thrombozyten freigesetzt wird
(Benveniste et al.,, 1972; Benveniste, 1974; Pinckard et al., 1979; Hanahan et al., 1980),
konnte ebenfalls die Thrombozytenaktivierung und Plattchenaggregation verstarken. Ein
Antagonist gegen den Plattchen aktivierenden Faktor hat die zerebrale Durchblutung nach
traumatischer Laserverletzung verbessert und das Kontusionsvolumen, die Permeabilitat der
Blut-Hirn Schranke und den Hirn-Wasser Gehalt reduziert (Frerichs et al., 1990). Bentzer et
al. berichten von einer Verbesserung der zerebralen Durchblutung nach Trauma, welche
nach Gabe von Prostaglandin beobachtet wurde. Sie fihren dies unter anderem auf einen
mdglichen Zusammenhang mit der gerinnungshemmenden Wirkung von Prostaglandin
zuriick (Bentzer et al., 2003). In einer Studie mit dem CCI Modell berichten Maeda et al. von
einer verbesserten zerebralen Durchblutung sowie von einer Reduktion der
Plattchenaggregation nach Gabe von PAF-Antagonisten im Vergleich zu Kontrolltieren.
Weitere Untersuchungen zur Hemmung der Thrombozytenaktivierung und der Thrombose
und deren Auswirkung auf den neuronalen Zelltod nach Trauma wéaren demnach dringend

notwendig.

4.1.5. Blutflussgeschwindigkeit
Die Blutflussgeschwindigkeit war unter physiologischen Bedingungen so schnell, dass es mit

unseren apparativen Moglichkeiten nicht mdglich war, einzelne Zellen im Blutstrom
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auszumachen und ihre Geschwindigkeit genau zu bestimmen. Dementsprechend wurde die
Blutflussgeschwindigkeit nur qualitativ angegeben und nicht berechnet. Fir die vorliegende
Studie wurden vier Kategorien definiert. Demnach entsprechen jeweils normaler, reduzierter,
langsamer oder kein/retrograder Blutfluss den Werten 3, 2, 1 oder 0. Wiederum wurden die
deutlichsten  Veranderungen in  Venolen beobachtet. Dort hat sich die
Blutflussgeschwindigkeit nach Trauma massiv verlangsamt und sich auch bis zum Ende der
Beobachtungszeit nicht wieder erholt. Auch der arterielle Blutfluss war eingeschrankt, die
Reduktion war jedoch geringer und statistisch nicht signifikant. Diese Ergebnisse stehen im
Einklang mit vielen Berichten aus der Literatur (Dewitt and Prough, 2003; Engel et al., 2008).
Nach der Veroffentlichung von Engel et al. ist der Bereich der extremen posttraumatischen
zerebralen Minderperfusion insgesamt kleiner als das Gebiet, in welches sich das
Nekrosevolumen sekundar ausdehnt. Dies wurde nach Injektion eines radioaktiv markierten
Tracers an histologischen Schnitten quantifiziert und ausgewertet (Engel et al., 2008). Diese
Studie steht bisherigen Studien gegentiber, die eine Minderung der zerebralen Durchblutung
in der Kontusion selbst und in der perikontusionellen Penumbra postulieren, allerdings nicht
mit solch extremen Werten (s. oben). Die Verminderung der Blutflussgeschwindigkeit
spiegelte sich bei diesen Studien vor allem in der bei Patienten und im Tierexperiment
wiederholt gemessenen posttraumatischen Reduktion von Laser-Doppler Werten der
zerebralen Durchblutung wieder. Bisher wurde die Blutflussgeschwindigkeit nur einmal direkt
gemessen (van Santbrink et al., 2002). In ihrer Patientenstudie berichten van Sandbrink et
al. von einer Verlangsamung der Blutflussgeschwindigkeit, die in direktem Zusammenhang
mit der Starke des Traumas steht.

Die initiale Reduktion des CBF nach Trauma kann nach den hier vorliegenden Ergebnissen
nicht allein auf arterielle Vasokonstriktion oder Vasospasmen zuriickgefihrt werden, da
zumindest kleinere Arteriolen nach Trauma dilatieren. Zudem kann die Blutflussreduktion
innerhalb der ersten 40-60 Minuten nicht durch erhdhten ICP verursacht sein, da dieser erst

nach 60 bzw. 120 Minuten signifikant von ca. 3-5 mmHg auf Werte von ca. 13 mmHg bzw.
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16 mmHg ansteigt, wie Untersuchungen aus unserer Arbeitsgruppe gezeigt haben
(Zweckberger et al., 2003).

Im Gegensatz dazu konnten sowohl Mikrothromben als auch Aggregate groRRere bzw.
kleinere GefalRRe verschlieBen und damit zu einer Verminderung des CBF fiihren. Niedrige
Flussgeschwindigkeit sowie Veranderungen im Blutstrom durch Leukozyten-Endothel
Interaktion und Aggregate, die zu zusatzlicher Verlangsamung des Blutflusses sowie zu
Turbulenzen fuhren kdnnen, kdnnten zusammen mit einem posttraumatischen Anstieg von
TxA; bzw. TxB, (Shohami et al., 1987; Dewitt et al., 1988) sehr gut zur Bildung von weiteren
Mikrothromben flihren. Diese kénnten weitere Gefal3e ganz oder teilweise verschlieen und
damit wiederum den Blutfluss deutlich vermindern. Somit wirde einerseits die Reduktion des
CBF durch die Mikrothromben verstarkt bzw. das Gebiet der Minderperfusion vergrofRert und
andererseits die Bildung weiterer Mikrothromben gefordert. Diese posttraumatischen
Veranderungen der Mikrozirkulation miinden demanch in einen circulus vitiosus und spielen
sehr wahrscheinlich eine Rolle fiir das sekundéare Nekrosewachstum.

Ob die Hemmung der Thrombozytenaggregation den CBF und letztlich auch den
Krankheitsverlauf nach Trauma verbessern konnte, muisste genauer untersucht werden.
Dabei sollte man vor allem Medikamente testen, die primar nur die intravaskulare
Thrombenbildung vor allem durch die intrinsische Kaskade hemmen, aber die primare
Hamostase, das heil3t die Blutungszeit, nicht verlangern. Da es nach Trauma haufig zu
intrakraniellen Blutungen kommt ist es unbedingt notwendig, ein schnelles Sistieren dieser

Blutungen nicht zu beeintrachtigen.
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4.2. Leukozyten

Mit Hilfe von Intravitalmikroskopie in den Zeitrdumen 30 min-2 h, 4-5,5 h, 8-9,5 h und
12-13,5 h nach Schéadel-Hirn Trauma konnte man den zeitlichen Verlauf der Leukozyten-
Endothel Interaktion in den zerebralen Arteriolen und Venolen beobachten. Zusatzlich wurde
an histologischen Schnitten das Kontusionsvolumen und die Leukozytenakkumulation im
Hirngewebe untersucht. Diese Daten ermdglichten es, die einzelnen Veranderungen tber die
Zeit miteinander zu vergleichen und mogliche kausale Zusammenhange zwischen
Leukozyten beziehungsweise Leukozyten-Endothel Interaktion und der Entstehung des

sekundaren Hirnschadens zu erschlieRen.

4.2.1. Bedeutung der Leukozyten fiir die Pathophysiologie des sekundaren
Nekrosewachstums

Leukozyten scheinen eine wichtige Rolle fur die Pathophysiologie des sekundaren
Hirnschadens nach einem ischamischen Infarkt zu spielen. So fiihrte eine Anti-ICAM-1
Therapie beispielsweise zu einem verbesserten Outcome nach Apoplex (Bowes et al., 1993;
Zhang et al., 1994b; Chopp et al., 1996a; Chopp et al., 1996b). Desweiteren haben ICAM-1
inhibitierende  Therapien den neuronalen Schaden im Hirn, der nach einer
Gewebsschadigung durch Leukozyten versursacht wurde, reduziert. So wurde
beispielsweise der sekundare Hirnschaden sowohl nach Ischamie-/Reperfusionsschaden als
auch nach Meningitis vermindert (Matsuo et al., 1994; Weber et al., 1995). Das vermehrte
Auftreten von Leukozyten 8 h nach Trauma, korrigiert um die ebenfalls gemessene relative
Zunahme des Blutvolumens, korreliert laut einer Studie von Schoettle signifikant mit der
Entwicklung eines Hirnddems. Ob hierbei die Leukozyten selbst auch kausal fur die
Entstehung des Hirnédems verantwortlich sind, bleibt allerdings unklar (Schoettle et al.,
1990).

In der Literatur wird ICAM-1 eine doppelte Rolle in der Pathophysiologie des sekundéren

Hirnschadens nach Apoplex, Meningitis oder auch nach Schéadel-Hirn Trauma
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zugesprochen. Zum einen ist die Interaktion mit Leukozyten wichtig, welche die Adh&sion an
das Gefalendothel ermdglicht. Zum anderen scheint ICAM-1 auch einen von Leukozyten
unabhangigen Einfluss auf den sekundéren Hirnschaden zu haben und das sekundére
Nekrosewachstum zu forden (Connolly, Jr. et al., 1996; Soriano et al., 1996; Chopp et al.,
1996a; Chopp et al., 1996b; Whalen et al., 2000; Morganti-Kossmann et al., 2002). Mehrer
Hypothesen hierzu wurden in der Literatur bereits erdrtert, wie beispielsweise die Entstehung
des posttraumatischen Hirnédems. Unabhangig von der Leukozytenadhéasion kénnte ICAM-1
zu einer Offnung der Blut-Hirn-Schranke, vermittelt durch intrazellulare Signalkaskaden in
Endothelzellen, fihren (van Buul and Hordijk, 2004). Whalen et al. beobachteten eine
signifikante Verminderung des posttraumatischen Hirnédems bei ICAM-1 und P-Selektin -/-
Knockout Mausen ohne eine gleichzeitige Reduktion der Leukozytenakkumulation im
Gewebe (Whalen et al., 1999b; Whalen et al., 2000). Die gesteigerte Permeabilitét der Blut-
Hirn Schranke scheint grofteils unabhangig von adharenten Leukozyten bzw.
Leukozytenakkumulation im Gewebe zu sein (Hartl et al., 1997a; Whalen et al., 1999c).

Es ist bekannt, dass nach Schadel-Hirn Trauma eine Entziindungsreaktion auftritt
(Feuerstein et al., 1997; Shohami et al., 1997; Whalen et al., 1998; Whalen et al., 1999a;
Morganti-Kossmann et al., 2002; Schmidt et al., 2005; Konsman et al., 2007), allerdings sind
die Daten zur Entziindungsreaktion nach Trauma und vor allem zu deren Einfluss auf den
sekundaren Hirnschaden noch sehr widersprichlich. Es sind einerseits mehrere Wege
denkbar, Uber welche Leukozyten das sekundare Nekrosewachstum verstarken konnten.
Hierzu zahlen die Freisetzung von gewebsschadigenden Proteasen, freien Radikalen und
von Entzindungsmediatoren wie Chemokinen und Cytokinen, auf3erdem Veranderungen
des zerebralen Blutflusses und der Gefal3permeabilitat (Harlan, 1985; Lucchesi and Mullane,
1986; Hallenbeck and Dutka, 1990; del Zoppo et al., 1991; Kochanek and Hallenbeck, 1992;
Grau et al.,, 1992; Ferrante et al., 1992; Uhl et al., 1994; Zhang et al., 1994a; Clark and
Lutsep, 2001). Andererseits stellt sich die Frage nach dem zeitlichen Zusammenhang von

Leukozytenmigration und sekundarem Nekrosewachstum sowie die Frage nach
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intravaskuldren Leukozyten und deren Auswirkung auf die Pathophysiologie nach Schéadel-
Hirn Trauma.

Die posttraumatische Entzindungsreaktion und ihr potentieller Einfluss auf die
Pathophysiologie des sekundaren Nekrosewachstums wurden bisher mehrmals in der
Literatur diskutiert (Soares et al., 1995; Feuerstein et al.,, 1997; Whalen et al., 2000;
Knoblach and Faden, 2002; Morganti-Kossmann et al., 2002; Kataoka et al., 2004; Konsman
et al., 2007). Ob und welche Rolle dabei Leukozyten selbst spielen, sei es via Adhasion an
das Endothel oder Migration ins Gewebe, ist nicht vollstandig geklart. Genauso bleibt es
offen, welche Rolle entsprechende Molekiile wie beispielsweise ICAM-1 oder P-Selektin, die
posttraumatisch hochreguliert werden, oder Entzindungsfaktoren wie beispielsweise

Interleukine bei der Entwicklung des sekundaren Hirnschadens spielen.

4.2.2. Leukozytenakkumulation im Gewebe

Zunéchst sollte untersucht werden, ob Leukozyten bereits in die Penumbra migrieren und
dort akkumulieren, bevor das Gewebe nekrotisch wird. Da die Ausbreitung des sekundaren
Nekrosewachstums um die Primarlesion herum sehr genau bestimmt werden konnte war es
mdglich, die VergroRerung des Kontusionsvolumens Uber die Zeit mit der Akkumulation von
Leukozyten im Gewebe zu korrelieren. Vergleicht man diese beiden GroéRen, so wird
deutlich, dass die Leukozyten erst in das Gewebe migrieren, nachdem dieses nekrotisch
geworden ist. Innerhalb der Kontusion ist ihre Anzahl stets deutlich héher als in der
Penumbra. Dort wurde erst nach 24 h, wenn das sekundare Nekrosewachstum in dem hier
verwendeten Model weitgehend abgeschlossen ist, eine nennenswerte Anzahl von
akkumulierenden Leukozyten gefunden. Das bedeutet letztendlich, dass die Leukozyten zu
spat in das vulnerable Gewebe migrieren, um dort fir die Ausbreitung des sekundaren
Hirnschadens verantwortlich zu sein.

Dies steht im Einklang mit Ergebnissen aus experimentellen Studien an Tieren (Biagas et al.,
1992; Clark et al., 1994; Soares et al.,, 1995; Kochanek et al., 1995; Carlos et al., 1997,

Whalen et al.,, 1999c) und aus einer klinischen Studie (Holmin et al., 1998) in denen die
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groldte Anzahl von Leukozyten im Gewebe 24-48 h nach Trauma gemessen wurde. Auch
diese Daten deuten darauf hin, dass die Leukozyten zu spat im Gewebe der Penumbra

akkumulieren, um dort den sekundaren Hirnschaden zu verursachen.

4.2.3. Intravaskulare Leukozyten, Leukozyten-Endothel Interaktion

Es gibt allerdings noch eine zweite Mdglichkeit, wie Leukozyten zu verstarktem sekundaren
Nekrosewachstum nach Schéadel-Hirn Trauma fuhren konnten. Dabei handelt es sich um die
intravaskularen Leukozyten und deren posttraumatische Leukozyten-Endothel Interaktion
(LEI), vor allem die Leukozytenadharenz am Endothel. Mit Hilfe der IVM wurde die LEI bis
13,5 h nach CCI untersucht und quantifiziert. Viele Leukozyten begannen sofort nach
Trauma am Endothel entlang zu rollen, dagegen wurden wahrend der ersten 120 Minuten
nur wenige am Endothel haftende Leukozyten beobachtet. Auch in den Kontrolltieren kam es
zu einem vorubergehenden Anstieg der LEI, der wahrscheinlich auf die Mobilisation und die
Reimplantation des Knochens zuruckzufihren war. Bereits 30 Minuten spéater, d.h. 60
Minuten nach Scheinoperation, war das Ausgangsniveau wieder erreicht. Im Gegensatz
dazu ist die posttraumatische LEI, d.h. die Anzahl sowohl der rollenden als auch der
adharenten Leukozyten, weiter angestiegen, wobei nur die rollenden Leukozyten in der Zeit
bis 120 Minuten nach Trauma statistisch signifikant erhéhte Werte erreicht haben. Sowonhl
rollende als auch adhéarente Leukozyten konnen den Blutstrom in einem Gefal3 beeinflussen
und beispielsweise zu Verlangsamung oder Turbulenzen des Blutstromes filhren. Insgesamt
scheinen die Leukozyten jedoch in diesem sehr friilhen Zeitraum nach Trauma allenfalls eine
untergeordnete Rolle fur die Reduktion des CBF zu spielen.

Viel bedeutender war die Beobachtung, dass die Leukozyten schon 4 h nach Trauma
deutlich begannen, am Endothel zu haften. Diese Ereignisse liefen ab, bevor das Gewebe
letztendlich nekrotisch wurde.

Die Ergebnisse aus anderen Studien, die bereits die Leukozyten-Endothel Interaktion und
ihre Bedeutung fur den sekundaren Hirnschaden nach Trauma untersucht haben, konnten

die Rolle der Leukozyten noch nicht eindeutig klaren.
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Fee beschreibt 24 h nach aseptic cerebral injury ein verringertes Nekrosevolumen und
weniger Apoptose bei T-und B-Zell defizienten Mausen (RAG-/-) im Vergleich zu Wildtyp-
Tieren. Die Gabe von aktivierten T-Zellen fuhrte bei den immunodefizienten Tieren 24 h nach
Trauma zu einem signifikanten Anstieg des sekundaren Nekrosewachstums wahrend die
Therapie mit T-Zell hemmenden Medikamenten wie Cyclosporin A das Ausmafl} des
Kontusionsvolumens verringerte (Fee et al., 2003).

Sowohl Untersuchungen nach Depletion der Leukozyten als auch Studien mit Anti-ICAM-1
Antikérpern filhrten zu dem Ergebnis, dass die Leukozyten-Endothel Interaktion nach
Trauma keinen Einfluss auf die Integritat der Blut-Hirn Schranke zu haben scheint (Hartl et
al., 1997a; Whalen et al., 1999c). ICAM-1/P-Selectin doppel knock-out Mause entwickelten
zwar nach Trauma ein deutlich geringeres Hirnédem als Wildtyptiere. Diese Verbesserung
der Integritdt der Blut-Hirn Schranke konnte allerdings nicht auf eine Verédnderung der
Leukozytenakkumulation im Gewebe zurlckgefiihrt werden. Die Permeabilitatssteigerung
der Blut-Hirn Schranke schien unabhé&ngig von Leukozyten zu entstehen (Whalen et al.,
2000). Verglichen mit der Gabe von isotonischer Kochsalzlésung haben sowohl Anti ICAM-1
als auch Kontroll 1IgG Antikdrper das neurologische Outcome nach FPI verbessert und die
Leukozytenakkumulation, die via Myeloperoxidase-Aktivitdt gemessen wurde, vermindert.
Dabei zeigte jedoch die Therapie mit ICAM-1 Antikbrperen immer die besten Resultate
(Knoblach and Faden, 2002). Allerdings scheint ICAM-1, genauso wie nach Ischéamie oder
Meningitis (s.oben), auch nach Trauma zumindest teilweise eine leukozytenunabhangige
Rolle in der Entstehung des sekundéren Hirnschadens, und dabei vor allem in der
Steigerung der GefaRpermeabilitat, zu spielen (Whalen et al., 2000; Morganti-Kossmann et
al., 2002; van Buul and Hordijk, 2004).

Mayhan untersuchte die Integritat der Blut-Hirn Schranke nach Aktivierung von Mastzellen
mit Compound 48/80. Er zeigte, dass die Gabe von Anti-CD18 Antikdrpern die Permeabilitét
der Gefal3e im Verleich zur Kontrolle mit isotonischer Kochsalzldsung deutlich reduzierte.
Daraus folgerte er, dass die adhéarenten Leukozyten zumindest teilweise zu einer

Permeabilitatssteigerung der Blut-Hirn Schranke fithren kénnten (Mayhan, 2000). In dem fur
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die vorliegende Studie verwendeten Model wurde der sekundére Hirnschaden Uber die
Volumenzunahme der Kontusion quantifiziert. Eventuelle Auswirkungen der Hemmung der
Leukozytenadhérenz auf die Entstehung eines Hirnédems wurden nicht untersucht.

Um den Einfluss der intravaskuldren Leukozyten, die am Endothel haften, bevor das
Gewebe nekrotisch wird, zu untersuchen wurden Anti-CD18 Antikdrper verwendet und keine
Antikérper gegen ICAM-1, da ICAM-1, wie oben erwéhnt, auch eine von den Leukozyten
unabhangige Rolle in der Pathophysiologie nach Schadel-Hirn Trauma zu spielen scheint.
Mit diesen Anti-CD18 Antikdrpern konnte die Anzahl der adharenten Leukozyten im
Vergleich zur Gabe von Kontroll IgG auf etwa ein Drittel reduziert werden.

Dies hatte jedoch keinerlei Einfluss auf die KontusionsgréRe nach 24 h. Die primére Lasion,
gemessen 15 Minuten nach Trauma, hat in der Regel eine Grbélke von etwa 66% des
Kontusionsvolumens nach 24 h, das heif3t die Kontusion wéachst innerhalb der ersten 24 h
um circa 33-40% (Stover et al., 2000; Plesnila et al., 2003; Zweckberger et al., 2003;
Zweckberger et al., 2006; Engel et al., 2008; von Baumgarten et al., 2008).

In der vorliegenden Studie erreichte das Nekrosevolumen nach 24 h sowohl nach Gabe von
Kontroll IgG als auch nach Therapie mit Anti-CD18 Antikdrpern genau das gleiche Ausmali.
Das bedeutet, dass die Ausbreitung des sekundaren Hirnschadens nach CCI nicht durch die

Hemmung der Leukozytenadhérenz beeinflusst wurde.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

5.1. Zerebraler Blutfluss nach Schadel-Hirn Trauma

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass der posttraumatische Abfall der
Durchblutung in der Umgebung einer zerebralen Kontusion nicht allein durch eine arterielle
Vasokonstriktion erklart werden kann, da zumindest kleinere Arteriolen (<35 pm) dilatieren.
Massive Thrombozytenaktivierung mit anschlieBender vendser und arterieller Thrombose
fuhren zu einer Verlangsamung der Blutflussgeschwindigkeit und zur zerebralen
Minderperfusion. Die Verlangsamung des Blutflusses ihrerseits fordert die Gerinnung und die
intravaskulédre Plattchenaggregation, somit enden die posttraumatischen Reaktionen in
einem Circulus Vitiosus.

Eine  verstarkte  Leukozyten-Endothel Interaktion und das  Auftreten  von
Leukozyten/Thrombozyten-Aggregaten kénnten beide sowohl das Endothel aktivieren als
auch die Blut-Hirn-Schranke beschadigen. Somit koénnten sie einerseits direkt zu
Entziindungsreaktion und sekundarem neuronalen Schaden fiihren und andererseits die
Bildung von Mikrothromben verstarken.

All diese die normale Durchblutung beeintrachtigenden pathophysiologischen Reaktionen
resultieren in einer regionalen zerebralen Minderperfusion bzw. Ischdmie. Deshalb spielen
sie sehr wahrscheinlich eine wichtige Rolle fir das sekundare Nekrosewachstum nach

Schéadel-Hirn-Trauma.

5.2. Bedeutung der Leukozyten fur das sekundére Nekrosewachstum

Sofort nach Schédel- Hirn-Trauma beginnen Leukozyten, am Endothel zerebraler Venolen
entlang zu rollen. Die Anzahl der haftenden Leukozyten beginnt etwa 4 h nach Trauma
signifikant anzusteigen, und erreicht nach 16 h ihr Maximum.

AulBerdem kommt es posttraumatisch zur Entstehung von Leukozyten/Thrombozyten-
Aggregaten. Ahnlich der Ergebnisse fiir adharente Leukozyten erreicht ihre Anzahl etwa 4 h

nach Trauma statistisch signifikante Werte und steigt im weiteren Verlauf kontinuierlich an.
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Diese Interaktionen von Leukozyten mit dem Gefalendothel in der Penumbra finden bereits
statt, bevor das Gewebe nekrotisch wird. Erst deutlich spater, nachdem die Neuronen bereits
untergegangen sind, beginnen Leukozyten in das Gewebe zu migrieren.

Mit Anti-CD18 Antikérpern wurde die Rolle der Leukozyten-Endothel Interaktion bzw. vor
allem die Rolle der adharenten Leukozyten fur die Entstehung des sekundéaren Hirnschadens
nach Schadel-Hirn Trauma genauer untersucht. Obwohl die Anzahl der haftenden
Leukozyten und Aggregate mit Gabe von Anti-CD18 Antikdrpern signifikant reduziert werden
kann, hat die Therapie keinen Effekt auf das Nekrosevolumen nach 24 h. Die Ausbreitung
des sekundéaren Hirnschadens beibt von Inhibition des CD18-Rezeptors und der damit
verbundenen Reduktion der Leukozytenadharenz am Endothel unbeeintrachtigt.

Das bedeutet, die vorliegenden Daten sprechen nicht fir eine wichtige Rolle der

intravaskularen Leukozyten in der Pathophysiologie des sekundéaren Hirnschadens.

Weitere Studien wéren notwendig, um die genaue Rolle der Leukozyten und vor allem der
Thrombozyten fir die Entstehung des sekundaren Hirnschadens zu untersuchen.
Insbesondere Untersuchungen zu einer posttraumatischen Gerinnungshemmung wéren
dringend noétig. Vor allem sollte versucht werden, die Entstehung der Mikrothromben,
eventuell auch der Aggregate, zu reduzieren. Da es posttraumatisch haufig zu Blutungen
kommt und eine zu intensive Antikoagulation wahrscheinlich die Entstehung solcher
Blutungen férdern wirde, ware hierbei vor allem die Hemmung der intrinsischen Gerinnung
von groBem Interesse. Die primdre Hamostase sollte dabei méglichst nicht beeintrachtigt
werden.

Eine Verminderung der Thrombozytenaggregation sowie der Bildung von Aggregaten kdnnte
die Durchblutung in der vulnerablen Penumbra deutlich verbessern. Die daraus folgende
Reduktion oder sogar Verhinderung von Ischamie im perikontusionellen Gewebe kénnte die
Ausbreitung des sekundéren Nekrosewachstums nach Schéadel-Hirn-Trauma deutlich

vermindern.
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