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I. Einleitung

A. Inzidenz und Mortalitit des Schiidel- Hirntraumas

Schidel- Hirnverletzungen spielen in der Unfallchirurgie eine enorm wichtige Rolle. Trotz
erhohter Sicherheitsstandards und besserer Priavention im Strassenverkehr, bei Sport und am
Arbeitsplatz werden allein in Deutschland pro Jahr ca. 280 000 Patienten mit der Diagnose
Schéadel- Hirntrauma in die Klinik eingewiesen (Stat. Bundesamt 1993-95). Der Schweregrad
reicht von einer leichten Gehirnerschiitterung bis hin zu schwersten Schiadel- Hirnverletzungen.
Bei ca. 13 200 Patienten wird ein schweres Schidel- Hirntrauma mit Glasgow- Coma- Score von
< 8 diagnostiziert. Allein 1994 verstarben ca. 10 000 Personen an den Folgen einer
Hirnverletzung. Unter Beriicksichtigung der préhospital Verstorbenen entspricht dies einer
Gesamtmortalitdt von etwa 60%. Die weltweite Inzidenz des S. H. T. jahrlich reicht von 9/ 100
000 Féllen in GroBbritannien bis 32/ 100 000 in der Innenstadt von Chicago (Bennet et al.; 1989,
Jennett et al.; 1990). Das Schéddel- Hirntrauma ist weltweit bis zu einem Lebensalter von 45
Jahren die héufigste Todesursache (Gurdjian, 1978; Stat. Bundesamt, 1993-95). Bei den
Verunfallten handelt es sich meist um junge, vor dem Insult gesunde Menschen
(Haufigkeitsgipfel 15-25 Jahre), von denen sich nach einer amerikanischer Studien nur ca. 7 %
zufriedenstellend erholen (Marshall et al., 1991). Von den 1994 mit schwerem SHT in deutsche
Kliniken eingelieferten Patienten iiberlebten 1700 mit schwersten Behinderungen. Weitere 1400
bleiben auf permanente Hilfe angewiesen (Stat. Bundesamt 1993-95). Damit ist das SHT nicht
nur ein medizinisches, sondern auch ein erhebliches gesellschaftliches Problem. Neben den aus
der Hirnverletzung resultierenden Belastungen fiir Patienten und Angehorige, erleidet das
Gesundheitssystem grosse finanzielle Verluste. Allein in den Vereinigen Staaten von Amerika
werden schiatzungsweise 20 Milliarden US § jéhrlich fiir Therapie und Nachsorge ausgegeben

(Kraus et al.; 1994).



B. Der sekundire Hirnschaden

Ursache fiir die hohe Mortalitdt (ca. 60 % s.0.) und die schlechte klinische Prognose des

schweren SHTs ist nicht nur der im Augenblick des Unfalles entstehende zerebrale

Primdrschaden, sondern auch der nachfolgende sekundire Hirnschaden u. a. durch das

posttraumatische Hirnodem.

Demnach gibt es zwei Komponenten:

e den primiren irreversiblen Hirnschaden im Augenblick der akuten Hirnverletzung (s. o. ).

e den sekunddren Hirnschaden, den als Folge der akuten Verletzung entstehenden weiteren
Verlust von Hirngewebe bzw. Nervenzellen.

Der sekundére Hirnschaden ist therapeutisch beeinflussbar und damit wichtiger Gegenstand der

Forschung.

Der Primérschaden entsteht unmittelbar als Folge der Gewalteinwirkung. Beispiele hierfiir sind,

die fokale Kontusionsnekrose (Adams et al., 1984), der diffuse Axonschaden durch Dehnung

und Zerreissung von Nervenfasern in der weillen Substanz (Adams et al., 1977; Provlishock,

1995), oder die Verletzung von Hirngefdfen als spitere Ursache einer Blutung (Baethmann et

al., 1992; Baethmann et al., 1988).

Wichtige extrakranielle Mechanismen des sekundidren Hirnschadens sind die systemische

Hypoxie und arterielle Hypotension (Chesnut et al., 1993; Piek et al., 1992). Als wichtige

intrakranielle Mechanismen des zerebralen Sekundérschadens gelten u. a. das traumatische

Hirnddem und die intrakranielle Blutung als Raumforderung (Baethmann et al., 1988). Beide

konnen zum Anstieg des intrakraniellen Drucks mit Abnahme des zerebralen Perfusionsdrucks

fiihren -eine direkte Folge ist die Ischdmie und Herniation des geschwollenen Gehirns in den

Tentoriumschlitz oder das Foramen occipitale magnum (Povlishock 1995 und 2000).

Neuropathologische Untersuchungen von Graham et al. an Patienten, die durch ein schweres



SHT gestorben sind, ergaben bei 88 bis 92 % sekundéir ischdmische bzw. hypoxische
Veranderungen des Hirnparenchyms (Graham et al., 1978 und 1989).

Der sekundire Hirnschaden hat somit ebenfalls einen massgeblichen Einfluss auf die Prognose
des Patienten wie vollstindige Rehabilitation, Defektheilung oder Tod. Der primére Hirnschaden
ist irreversibel und daher therapeutisch nicht beeinflussbar. Der sekundire Hirnschaden dagegen
kann prinzipiell behandelt werden - in der Klinik v.a. durch allgemeinmedizinische Mallnahmen,
im Experiment durch ,,spezifische Methoden®.

An den Mechanismen des sekundédren Hirnschadens sind u. a. Mediatorsubstanzen beteiligt, die
im geschidigten Gewebe freigesetzt werden und als Bestandteil der Odemfliissigkeit in das
Hirnparenchym eintreten. Von zahlreichen Faktoren wie Arachidonsdure, Proteasen,
Stickstoffmonoxyd (NO), freien Sauerstoffradikalen (Lewen; 2000, McIntosh 1996),
Prostaglandinen, Leukotrienen, Neurotransmittern wie Glutamat (Park, 2000) oder dem
Nonapeptid Bradykinin (Ellis 1989; Unterberg 1984) sind Mediatoreigenschaften berichtet
worden. Zusdtzlich konnen Storungen der Gewebshomdostase mit Verschiebung des intra/
extrazelluliren Na'/ K'- Gleichgewichtes oder die Gewebeazidose bei der zytotoxischen
Zellschwellung zum sekunddren Hirnschaden beitragen. Eine typische Manifestation des
Sekundérschadens ist die VergroBBerung (Wachstum) der Parenchymnekrose des Gehirns nach
einem fokalen traumatischen Insult (Eriskat 1994; Kochanek 1995). Nach heutigem
Kenntnisstand wird fiir den sekundiren Verlust von Hirngewebe nach Trauma vor allem die
Entwicklung von Durchblutungsstorungen des Gehirns - z. B. als Folge der Hirnschwellung mit

Anstieg des intrakraniellen Drucks - verantwortlich gemacht.
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Abb.1: Zeitlicher Verlauf der Entstehung des sekundiiren Hirnschadens nach Trauma

Am Anfang entsteht der irreversible Primdrschaden des Gehirns. Ausgeldost durch eine
Kontusion oder eine Gefifsverletzung gefolgt von einer raumfordernden Blutung und einem
posttraumatischen Hirnédem kommt es zum Anstieg des intrakraniellen Drucks (ICP). Das
Versagen der intrakraniellen Compliance fiihrt zum ,, Verbrauch® der intrakraniellen
Reserverdume als Grundlage der Ischdmie. Eine weitere Folge ist die Herniation des Gehirns in
den Tentoriumsschlitz oder das Foramen magnum. Extrakranielle Mechanismen wie die

arterielle Hypotension (z.B. nach Polytrauma mit Blutverlust) oder eine pulmonale Hypoxie (z.B.

nach Aspiration) sind an der Entstehung des sek. Hirnschadens ebenfalls beteiligt.



C. Das Hirnodem

Das Hirnddem ist einer der wichtigsten Mechanismen des sekundiren Hirnschadens (Baethmann
et al., 1989). Es entsteht mit Verzogerung nach dem priméren Insult. Etwa 50 % der Patienten,
die an der Folge eines schweren SHT versterben, haben zu meist einen therapieresistenten
Anstieg des intracraniellen Drucks der eine traumatischen Hirnschwellung zugrunde liegt
(Miller et al., 1977). Das Hirnddem ist als Zunahme des Wassergehaltes des Gehirns definiert
(Pappius et al., 1962). Von Klatzo sind das vasogene und zytotoxische Hirnédem von einander
unterschieden worden (Klatzo, 1967).

Charakteristikum des vasogenen Odems ist die Akkumulation eines Plasmafiltrats im
Extrazelluldrraum des Hirnparenchyms nach Offnung der Blut- Hirnschranke (Baethmann et al.,
1980). Das zytotoxische Odem hingegen ist (bei intakter Blut- Hirnschranke) eine Schwellung
zelluldrer Elemente, meistens von Astrozyten. Wenngleich beide Hirnddemformen haufig
gemeinsam vorkommen, steht zumindest initial das zytotoxische Odem bei der zerebralen
Ischimie im Vordergrund, wihrend das vasogene Odem zunichst bei SHT dominiert (Kimelberg
1995). Das Versagen der Blut- Hirnschranke, welches dem vasogenen Hirnddem vorausgeht,
beruht auf einer traumatischen (oder ischdmischen) Schidigung der Endothelzellbarriere
(bevorzugt der postkapilliren Venolen). Wihrend die Bluthirnschranke bei Trauma durch den
irreversiblen Parenchymuntergang im Augenblick des Insultes hervorgerufen wird, hingt die
ischdmische Schrankenstérung sehr wahrscheinlich mit der Entstehung der ischdmischen
Pannekrose bei der Infarzierung des Gewebes zusammen.

Welche biochemischen bzw. molekularen Detailmechanismen an der Offaung der Blut-
Hirnschranke beteiligt sind, ist nur ansatzweise bekannt. Das Nonapeptid Bradykinin, der aktive
Metabolit des Kallikrein- Kinin Systems, spielt nach den Ergebnissen vieler Untersuchungen
hierbei eine wichtige Mediatorenrolle (u.a. Maier- Hauff et al, 1984; Toda et al, 1977; Unterberg

et al, 1994, 1985, 1986; Whittle 1992).



D. Das Kallikrein- Kinin System

Das Kallikrein- Kinin System wurde 1928 durch den Chirurgen Emil Karl Frey und den
Physiologen Heinrich Kraut entdeckt. Beide Wissenschaftler der Ludwig- Maximilians
Universitét in Miinchen haben bei Hunden nach intravendser Injektion von Urin einen Abfall des
systemischen Blutdrucks beobachtet (Frey und Kraut 1928). Die durch periphere Vasodilatation
hervorgerufene Hypotension konnte auf das Vorkommen von einer, spiter als Kallikreinen
bezeichneten ,,Substanz®, im Urin zuriickgefiihrt werden. Hierbei werden die aktiven Peptide
(Kinine) wie Kallidin und Bradykinin von ihrer Vorstufe im Plasma abgespalten (Werle und
Berek, 1948). Beide Kinine senken den Blutdruck durch Dilatation der Widerstandsgefal3e.
Inzwischen ist bekannt, dass die meisten pathophysiologischen Kininwirkungen durch das
Nonapeptid Bradykinin (Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg) und sein Abbauprodukt Des-

Arg9- Bradykinin sowie das Dekapeptid Kallidin hervorgerufen werden (Regoli, 1980).

1.Kininsynthese und Abbau

Bradykinin ist das am besten untersuchte Peptid des Kallikrein- Kinin Systems, das als Folge
einer Gewebsschiddigung oder durch andere Ursachen gebildet wird. Kinine unterstiitzen
pathophysiologischen Prozesse, z.B. die akute Entziindung, haben eine starke noziozeptive
Wirkung, erhohen die GefidBpermeabilitit und fordern die Odembildung (Bhoola 1992). Bei der
Bildung von Kininen spielen verschiedene Reaktionsketten eine Rolle, je nach dem ob die
Aktivierung im Gewebe oder im Plasmakompartiment ablduft. In den Blutgefden ist der durch
einen Endothelschaden aktivierte Hagemannfaktor (Faktor XII) der erste Schritt zur Aktivierung
des Kallikrein- Kinin Systems. Dabei wird im Blut zirkulierendes und an die inaktive
Kallikreinvorstufe Prékallikrein gebundenes Kininogen (High Molecular Weight Kininogen,
HMWK; MW 120 kDa) an die exponierte Basalmembran der geschidigten

Endothelzelloberfliche angelagert. Aktivierter Faktor XII (Hagemann) spaltet aktives



Plasmakallikrein aus Prakallikrein (90 kDa) ab, das wiederum Bradykinin aus HMWK
freigesetzt (Bhoola et al., 1992). Im Gewebe hingegen ist ,,Low Molecular Weight Kininogen*
(LMWK; 30 kDa) die wichtigste Vorstufe. Es reprédsentiert ca. 70 % des Gesasmtkininogens
(Barthon and Proud, 1991). HMWK als auch LMWK werden durch alternatives Splicing des
selben Gens exprimiert (Kitamura et al., 1983). Durch eine Gewebsschidigung freigesetzte
proteolytische Enzyme aktivieren Prékallikrein, woraus Gewebekallikrein entsteht. Dieses
Enzym spaltet Kallidin (Lysylbradykinin) von dem niedermolekularen Kininogen ab. Eine
Ausnahme hierzu findet man allerdings bei der Ratte, bei welcher nach Gewebetrauma
hauptsichlich Bradykinin aus LMWK freigesetzt wird (vgl. Bhoola et al., 1992). Eine weitere
Alternative ist die Bildung von Kininen ohne Aktivierung von Kallikrein durch von Mastzellen
oder Granulozyten freigesetzte Proteasen (Proud 1985). Der Abbau von Kallidin und Bradykinin
erfolgt nach deren Bildung relativ schnell durch Kininasen. Bradykinin hat deshalb im Plasma
oder nach intraventrikuldrer Injektion in das Gehirn eine Halbwertzeit von weniger als 30

Sekunden (Kariya et al., 1982).
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Abb 2: Schematische Darstellung der Kininsynthese

Trauma, Ischimie oder Endotoxin sind u.a. Ausloser der Kininproduktion. Das komplette zur

Bildung von Kininen erforderliche System ist sowohl im Gewebe als auch im Blut vorhanden.

Im Gewebe ist niedermolekulares Kininogen die Vorstufe

Gewebsschddigung freigesetzte proteolytische Enzyme aktivieren Prdkallikrein. Es entsteht

der Kinine.

aktives Gewebekallikrein, das aus niedermolekularem Kininogen Kallidin freisetzt.

Initialer Schritt im Plasma ist die durch einen Endothelschaden ausgeloste Aktivierung von

Hagemanfaktor (Faktor XII). Dieser spaltet Plasmakallikrein aus Prdkallikrein ab das

seinerseits Bradykinin aus hochmolekularem Kininogen freisetzt.

11
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2. Kininrezeptoren

Die biologische/ pathophysiologische Wirkung von Bradykinin wie auch von Kallidin erfolgt
durch Bindung an spezifische Rezeptoren, dem (Bradykinin) B1- und (Bradykinin) B2-
Rezeptor. Beide gehoren der Superfamilie von G- Protein gekoppelten Rezeptoren an. Die
Rezeptorbindung von BK (B1- und B2- Rezeptor) aktiviert die Phospholipase C. Als Folge
entstehen aus Membranlipiden u. a. Diacyclglyzerin (DAG) und Inositol 1,4,5- triphosphat als
second messenger, sowie die hoch ungesittigte freie Fettsdure Arachiodonsdure. Im Gegensatz
zu B2- werden B1- Rezeptoren nur als Folge einer Gewebsschidigung oder bei der Entziindung
exprimiert. Dieses haben Untersuchungen mit isolierten Geweben ergeben (Regoli et al., 1980,
1990). Der vermutlich wichtigste B1- Rezeptorligand ist das des- Arg9- Bradykinin, ein
Abbauprodukt des Bradykinins. B2- Rezeptoren sind ubiquitér verbreitet, sie finden sich u. a. in
der Lunge, im GefdBlsystem und dem Gastrointestinaltrakt (Hall 1992). Der wichtigste Ligand
des B2- Rezeptors ist Bradykinin. Der B2- Rezeptor vermittelt die meisten Bradykinin-
induzierten Effekte wie Vasodilatation von intra- und extracerebralen Arterien (Rosenblum
1986; Wahl 1983), Schmerz (Gecse 1989) und die Zunahme der Gefa3permeabilitit- auch die
der Bluthirnschranke (Mayhan 1996; Schilling und Wahl 1997; Unterberg 1984; Wahl 1993;

Whittle 1992).

12
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Abb 3: Schematische Darstellung der rezeptorvermittelten Kininwirkung

Die spezifische Wirkung von Kininen erfolgt rezeptorvermittelt iiber B1- und B2-Rezeptoren.

Der Bl-Rezeptor bindet zwei aktive Metabolite des Kallikrein- Kinin Systems, des-Arg9
bradykinin und des- Argl0 kallidin. Die Ligandenbindung des B1-Rezeptors fiihrt zur arteriellen
wie auch zu einer venosen Gefifsonstriktion. Der Rezeptor wird unter physiologischen
Bedingungen nicht exprimiert, sondern z.B. erst durch eine Entziindung. Im Gegensatz zum BI-
Rezeptor bindet der B2- Rezeptor Bradykinin als spezifischer Ligand. Die G-Protein gekoppelten
Kininrezeptoren vermitteln ihre Wirkung durch “second messenger* wie: NO, Prostanoide, freie
Radikale oder Leukotriene. Die Bradykininbindung des B2- Rezeptors fiihrt zu einer vermutlich
NO- vermittelten Dilatation extra- und intraparenchymaler zerebraler Arterien. Ein weiterer, an
der Hirnédementwicklung beteiligter Mechanismus ist die selektive Offnung der Blut-
Hirnschranke. Das durch Bradykinin induzierte Hirnédem kann durch ein B2- Rezeptor
vermitteltes Zusammenwirken von erhohter Schrankenpermeabilitit und dem erhéhten
transmuralen Druckgradienten im Bereich der Mikrogefifse als Folge der arterieller Dilatiation

erkldart werden.
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3. Bradykinin im Gehirn

Bradykinin ist ein hochwirksamer Mediator, der frith nach einer Gewebsschidigung freigesetzt
wird. Seit langem ist bekannt, dass das Peptid ein grofles entziindungs- und schmerz-
induzierendes Potential hat (Bhoola et al., 1992). Auch aus diesem Grund ist das KK- System
seit lingerem Gegenstand intensiver Forschung (Ubersicht Baethmann, 1992; Francel, 1992;
Walker, 1995; Plesnila, 2002). Die ersten Untersuchungen haben sich allerdings zunéchst auf
periphere Organe beschrinkt. Erst spdter wurde beobachtet, dass das KK- System v. a. unter
pathologischen Bedingungen eine wichtige Mediatorrolle im Zentralnervensystem spielt (Walker
1995; Privitera, 1992; Unterberg 1983, 1984, 1985). Die Komponenten des KK- Systems wurden
im ZNS verschiedener Spezies - auch beim Menschen - nachgewiesen (Walker 1995). B2-
Rezeptoren finden sich in Neuronen des Hirnstamms, der Basalganglien, dem zerebralen Kortex,
Thalamus und Hypothalamus (Raidoo und Bhoola, 1997) ebenso wie in Astrozyten (Hosli, 1992,

1993) und Oligodendrozyten (Stephens 1993).

E. Ziel der Arbeit

Bisher gibt es keine klinisch etablierte spezifische Therapie des traumatischen Hirnddems.
Steroide wirken bevorzugt bei Tumoren des Gehirns. Nach Empfehlung anerkannter
Organisationen wie der AANS (American Association of Neurological Surgeons) oder der
AWMF (Arbeitsgemeinschaft der wissenschaftlichen medizinischen Fachgesellschaften),
(AANS 1995; AWMF Leitlinien, 1997) stiitzt sich die Behandlung des akuten SHT vor allem auf
die Senkung des intrakraniellen Drucks z. B. durch Osmodiuretika, milde Hyperventilation,
hyperosmolare Losungen oder die chirurgische Entlastung durch Kraniotomie. Eine
Verbesserung der klinischen Behandlung zur Privention des sekundiren Hirnschadens macht

somit eine wirksame Therapie des traumatischen Hirnddems durch zuséitzliche

14



Behandlungsmethoden erforderlich, die spezifischer wirken als bisherige. Voraussetzung hierfiir
ist die der Pathophysiologie zugrunde liegenden Mechanismen — einschlieSlich beteiligter
Mediatoren zu kennen. Das Nonapeptid Bradykinin hat hier nach gegenwértigem Wissensstand
eine Schliisselfunktion. Bradykinin B2- Rezeptoren sind an den akuten Entziindungs-
mechanismen der Nozizeption beteiligt. Thre Aktivierung durch Bindung von Bradykinin fiihrt
zur Dilatation von extra- und intraparenchymalen Hirnarterien und selektiven Offnung der Blut-
Hirnschranke. Das durch Bradykinin induzierte Hirnddem kann daher als B2- Rezeptor
vermittelt definiert werden. Ein sinnvoller Ansatz der therapeutischen Hemmung des

traumatischen Hirnddems wire deshalb die Blockade des Bradykinin B2 -Rezeptors.

DasZiel dieser Arbeit war somit
die Priifung der therapeutischen Wirksamkeit der selektiven Bradykinin B2- Rezeptorblockade
beim vasogenen Hirnddem mit Hilfe des neuen selektiven Bradykinin B2- Rezeptorantagonisten

LF160687MS.

15



II. Material und Methoden

A. Versuchstiere
Fir die Versuche wurden 61 ménnliche Sprague-Dawley Ratten (Charles River, Kisslegg/

Allgéu) mit einem Durchschnittsgewicht von 250- 300 g verwendet.

B. Versuchsablauf

1. Narkose

Zur Narkoseeinleitung wurden die Versuchstiere in einen mit Halothan/ Raumluft (4%/ 96%)
gefluteten Plexiglasbehélter gesetzt. Die narkotisierten Tiere wurden unter mikroskopischer
Sicht mit einem Silikontubus (Ldnge: 2 cm; Durchmesser: 1,2 mm) endotracheal intubiert und
anschlieBend mit einem Gemisch von 0,8% Halothan, 30% O, und 69% N,O maschinell
beatmet. Die Korpertemperatur wurde mit einer thermostatregulierten Heizmatte (Fa.

Effenberger, Miinchen) konstant zwischen 37,5° bis 38,5° gehalten.

2. Préparation

Im Anschluss an die Intubation wurde ein arterieller Zugang tliber die Schwanzarterie gelegt.
Hierzu wurde eine gekiirzte Injektionskaniile der Stirke 14 (Sterican® Fa. Braun Melsungen
AG, Melsungen) verwendet. Uber den Stumpf wurde ein Polyithylenkatheter (Portex®, Fa.
Portex Limited, Hythe, England, Innendurchmesser 0,58 mm, AufBendurchmesser 0,96 mm)
gezogen und das Katheterende angeschriagt. Darauthin wurde die Schwanzarterie von ventral
dargestellt, distal ligiert und mit einer Mikroschere erdffnet. Das Katheterende wurde in das
GefdfSlumen eingefiihrt, ca. 1,5 cm proximal vorgeschoben und mit Haltefdden fixiert. Der
arterielle Katheter war fiir die kontinuierliche Blutdruckmessung sowie fiir die Gewinnung von

arteriellen Blutproben zur Bestimmung von Blutgasen, Blutzucker und Hamatokrit erforderlich.
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Anschlieend erfolgte die Pridparation des zentralvendsen Zuganges. Hierzu wurde eine
Injektionskaniile der Stirke 20 (Sterican® Fa. Braun Melsungen AG, Melsungen) nach der oben
genannten Kathetermethode mit einem Polyéthylenkatheter (Portex®, Fa. Portex Limited, Hythe,
England, Innendurchmesser 0,28 mm, AuBendurchmesser 0,61 mm) verbunden. Nach
Hautschnitt wurde die rechte Vena jugularis externa dargestellt, ligiert und proximal erdffnet.
Der durch die Offnung eingefiihrte Katheter wurde bis zum rechten Vorhof vorgeschoben. Das
distale Katheterende wurde subcutan nach dorsal zwischen die Schulterblitter gefiihrt und nach
Stichinzision durch die Riickenhaut ausgeleitet. Die Stichwunde wurde chirurgisch durch Naht
versorgt. Um den Katheter vor einer Beschiddigung durch das Versuchstier zu schiitzen, erhielt er
eine elastische Stahlspirale als Manschette, die mit der Riickenhaut verndaht wurde. Durch diese
Vorrichtung war eine Dauerinfusion bei nahezu uneingeschrinkter Bewegungsfreiheit des
Versuchstiers gewéhrleistet.

Der arterielle Katheter wurde durch Infusion isotoner Kochsalzldsung (0,5 ml/ h) offen gehalten.
Der venose Katheter war zur Applikation der fiir den Versuch benotigten Pharmaka. erforderlich
Zur Kontrolle der Korpertemperatur wurde eine mit der Heizmatte gekoppelte rektale

Temperatursonde verwendet.

3. Fokale Kilteldsion

Der Kopf des narkotisierten Versuchstiers wurde in einer stereotaktischen Halterung (Fa. Kopf
Instruments, Tujunga, Kalifornien, USA) fixiert, die Kopthaut entlang der Medianlinie inzidiert,
das Periost entfernt und das linke Os parietale freigelegt. AnschlieBend wurde eine kreisformige
Trepanation (@ Smm) 3 mm lateral und caudal des Bregmas mit Hilfe eines wassergekiihlten
Zahnarztbohrers prépariert. Der Knochendeckel wurde sorgfiltig entfernt, die Dura mater blieb
unversehrt. Die Lasion erfolgte durch lokale Vereisung der Hirnrinde. Fiir diesen Zweck wurde

ein runder Kupferhohlzylinder mit Aceton-Trockeneisgemisch auf -68°C tiefgekiihlt (Abb. 5),
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dessen Spitze (@ 4,5 mm) mit Hilfe eines Mikromanipulators der Dura plan aufgesetzt wurde.
Zur Verdringung des subarachnoidalen Liquorkissens hatte die Kiihlsonde eine Eindringtiefe
von + 0,5 mm. Die Kontaktzeit von Kiihlzylinder und Dura betrug exakt 15 Sekunden. Zur
Gewihrleistung der prazisen Positionierung und Kontaktzeit wurde die Lision mit Hilfe eines
computergesteuerten Systems erzeugt. Das Programm hierfiir ist von Dr. J. Eriskat in unserer

Arbeitsgruppe entwickelt worden.
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Kupferzylinder
mit Aceton/ Trockeneis

Trepanation

PR B Schidel

Kortex

Abb.5

Links: Schematische Darstellung eines Rattenschddels in der Aufsicht

Mit Hilfe eines wassergekiihlten Zahnarztbohrers wurde eine Trepanation iiber dem linken Os
parietale angelegt. Als Orientierungshilfe dienten die Sutura sagitalis und die Sutura coronaria.
Rechts: Schematische Darstellung des Kdltetraumas

Ein runder Kupferhohlzylinder wurde mit einem Gemisch aus Trockeneis und Aceton gefiillt und
dadurch auf —68°C abgekiihlt. Die Stempelfliiche (O 4,5 mm,) wurde stereotaktisch unter
Verwendung eines Mikromanipulators auf die Dura mater plan aufgesetzt. AnschliefSend erfolgte
eine Absenkung um 0,5 mm um das subarachnoidale Liquorkissen zu verdringen. Als Folge der
Kilteldsion (Dauer 15 sek.) entsteht eine makroskopisch abgrenzbare Parenchymnekrose des

Gehirns.
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4. Posttraumatische Phase

Nach Induktion der Léasion wurde die Kopfschwarte durch Naht verschlossen. Die Narkose
wurde fiir 30 Minuten zur Uberwachung von Korpertemperatur und Blutdruck fortgesetzt.
Danach wurde der arterielle Katheter gezogen, das Gefal3 ligiert und die Hautinzision vernéht.
Nach Extubation erwachten die Tiere ca. 10 Minuten nach Beendigung der Narkose. Fiir die
folgenden 24 Stunden wurden sie in Einzelkdfigen mit Zugang von Futter und Wasser gehalten.
24 Stunden nach Trauma wurden die Tiere mit Chloralhydrat ip. in einer Dosierung von 360 mg/
100 g Korpergewicht narkotisiert und im Anschluss dekapitiert. Dem rechten Herzventrikel
wurden 2 ml Blut entnommen, das heparinisiert und zentrifugiert (6 min. bei 5000 U/min)
wurde. Im tiiberstehenden Plasma wurde die Konzentration des B2- Rezeptorantagonisten LF

160687MS bestimmt.

5. Entnahme des Gehirns - Trennung der Hirnhemisphéren

Nach Entbluten des Tieres wurde die Schidelkalotte er6ffnet und das Gehirn von den Hirnhduten
befreit. Durch einen Schnitt in der Coronarebene, kaudal der Bulbi olfactorii, wurde das
Frontalhirn vom Rhinenzephalon getrennt. Anschlieend wurde das Corpus pineale entfernt und
das Kleinhirn zur Darstellung der Lamina quadrigemina des Mesencephalons behutsam nach
kaudal gedriangt. Das GroBhirn wurde caudal der Colliculi inferiores durch einen Schnitt
senkrecht zur Achse des Hirnstammes und rostral zur Pons abgesetzt. Die beiden Sehnerven
wurden ca. 1,5 mm distal des Chiasma opticum durchtrennt. Das auf diese Weise sorgfiltig
mobilisierte Gehirn, wurde als ganzes fiir die exakte Trennung der Hemisphdren entnommen.
Zur Gewihrleistung einer prézisen Schnittfiihrung hat der Autor fiir diese Versuche eine aus
transparentem Kunstoff gefertigte Form entwickelt (Abb. 6). Es handelt sich um eine
Weiterentwicklung der von U. v. Andrian (Andrian 1992) eingefiihrten Gipsform des Abdruckes

eines in Formalin fixierten Rattengehirnes. Das intakte Gehirn wurde nach Entnahme in dieser
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Form positioniert. Zur préazisen Trennung der traumatisierten von der kontralateralen
Hirnhemisphédre (Kontrolle) wurde eine Rasierklinge durch einen entlang der Medianebene des
Hirnabdruckes gefristen Fiihrungsschlitz gezogen. Dieses Verfahren war Voraussetzung fiir die
symmetrische Trennung der Hemisphiren und damit Grundlage der gravimetrischen

Bestimmung der Schwellung der traumatisierten (exponierten) Hirnhemisphére.

6. Ermittlung des hemisphérischen Wassergehaltes

Nach exakter Trennung der Hemisphidren wurden diese in ein durch einen Deckel
verschlieBbares Waageschilchen aus Glas gelegt, zur Ermittlung des Frischgewichts gewogen
und danach fiir 24 Stunden bei gedffnetem Deckel in einem Warmeschrank bei 110° getrocknet.

Die Bestimmung des Trockengewichtes erfolgte durch erneutes Wiegen.
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Abb. 5a.: Die Abbildung zeigt ein fixiertes Rattengehirn, das in die von v. Andrian entwickelte
Gipsform positioniert wurde. Die mediane Einkerbung der Forn dient als Fiihrung fiir die

Hemisphdrentrennung (Photo M. Stoffel).
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Abb.5b: Die vom Autor fiir diese Versuche entwickelte Form zur Hemisphdrerentrennung aus
transparentem Kunststoff, in den der Abdruck eines Rattengehirns eingearbeitet ist. Entlang der
Falx cerebri ist ein Fiihrungsschlitz eingefrdst, der in etwa der Klingenstdirke des verwendeten
Schnittinstruments entspricht. Entscheidender Vorteil gegeniiber der, in den bisherigen
Versuchen verwendeten Gipsform ist es, die Lage des Gehirns in allen drei Ebenen beurteilen zu
kéonnen. Somit konnte die Schnittfiihrung bei der Hemisphdrentrennung exakt kontrolliert
werden. Des weiteren wurde ein Anhaften von Hirngewebe an der Form durch die hydrophobe

Kunststoffoberfliche verhindert.
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C. Versuchsgruppen

1.Vor- und Nachbehandlung mit LF 160687MS

Fir den ersten Versuchsteil wurden die Tiere randomisiert drei Gruppen (jeweils n=10)
zugeordnet. Der Wirkstoff LF 160687MS wurde in einer Dosierung von 10 pg/kg/Min. bzw. 100
ng/kg/Min. oder NaCl als Kontrolle in die rechte Jugularvene infundiert.

Das Mesylatsalz (LF 160687MS) wurde zuvor in 10 ml 0,9% NaCl gelost. Die Behandlung
wurde 10 min. vor Trauma begonnen und bis 24 Std. danach als Dauerinfusion kontinuierlich
weitergeflihrt. LF 160687MS erreicht bereits 5 Minuten nach Infusionsbeginn einen wirksamen
Plasmaspiegel (Pruneau et al.1999). Der B2- Rezeptorantagonist wurde als kontinuierliche
Dauerinfusion appliziert.

Auch wenn der Beginn der Behandlung vor Trauma nicht der klinischen Situation beim SHT
entspricht, sollte mit diesem Vorgehen die prinzipielle Wirksamkeit des Pharmakons unter
optimalen Bedingungen gepriift werden (Proof of principle). Die Behandlung einer Hoch- und
Niedrigdosisgruppe war zur Festlegung der optimalen Dosis notwendig.

Der arterielle Blutdruck und die Korpertemperatur wurden von Prédparationsbeginn an bis 30
Minuten nach Trauma kontinuierlich gemessen. Blutproben zur Blutgasanalyse und
Héamatokritbestimmung wurden vor und nach Trauma entnommen.

24 Stunden nach Trauma erfolgte die Dekapitation und Hirnentnahme bei erneut narkotisierten

Tieren.
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Hirnentnahme

Trockengewicht

Feuchtgewicht

Trocknung bei 120°C

Praparation

[t]

40min -10min 0 24 h 48 h
T Medikamenteninfusiont

* Kontrolle: 0,9% NaCl; (n=10)
* Niedrige Dosis: 10 ug/kg/min LF-16 0687; (n=10)
* Hohe Dosis: 100 pg/kg/min LF-16 0687; (n=10)

Abb.8: Versuchsprotokoll bei Vor- und Nachbehandlung mit LF 160687MS

Nach Préparation und Trauma wurde die Narkose beendet und die Tiere erwachten.

24h Stunden spdter wurden die Tiere in Narkose dekapitiert, das Gehirn sorgfdltig ohne
Beschddigung aus dem Schddel geldst und entlang der Mittellinie symmetrisch geteilt. Die
getrennten Hemisphdren wurden gewogen und anschlieffend fiir 24h bei 120°C getrocknet
um die Feucht- Trockengewichtsdifferenz zu ermitteln. Die Infusion des B2-
Rezeptorantagonisten wurde 10min. vor Trauma begonnen und bis 24h nach Trauma
fortgefiihrt. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte blind. Zwei Gruppen erhielten LF
160687MS in einer Konzentration von 10 ug/ kg/min. bzw. 100ug/ kg/min., wéihrend die
Tiere einer dritten Versuchsgruppe mit Trauma mit isotoner Kochsalzlosung infundiert

wurden.
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2. Nachbehandlung mit LF 160687MS

Um die Wirksamkeit des Bradykinin B2- Rezeptorantagonisten unter klinisch relevanten
Bedingungen zu priifen, wurde in weiteren Versuchen mit der Therapie 30 Min. bzw. 60 Min.
nach Trauma begonnen.

Die Tiere der Therapiegruppen (jeweils n=10) erhielten LF 160687MS in einer Dosierung von
10pg/kg/min. als Dauerinfusion in die rechte Vena jugularis. Die Tiere der Kontrollgruppe (n=
10) wurden mit NaCl- Losung infundiert. Der Versuchsablauf entsprach dem unter dem C.1.
dargestellten Protokoll.

Die Versuchstiere waren den Gruppen randomisiert zugeteilt, die Versuche wurden ,,blind*“ nach
Kodierung der Tiere durchgefiihrt. Der Untersucher wurde erst nach Auswertung der Ergebnisse

iiber deren Zuordnung in Kenntnis gesetzt.
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=Trauma= |
Hirnentnahme

Feuchtgewicht

Trockengewicht

Praparation Trocknung bei 120°C

[t]

-40 min 0 +30 min +60 min 4 h 48 h

o

Medikamenteninfu;ion
* Kontrolle (0,9% NacCl); n=10
* 30 min. (10 pug/kg/min) n=10
* 60 min. (10 pyg/kg/min) n=10

Abb. 9: Versuchsprotokoll der Wirksamkeitspriifung des B2-Rezeptorantagonisten bei
Infusionsbeginn nach Trauma

In dieser Versuchsreihe wurde die Infusion des Rezeptorantagonisten 30 bzw. 60 min. nach
Trauma begonnen und kontinuierlich bis 24h nach Trauma fortgefiihrt.

Die im 1.Versuchsteil gefundene wirksamste Dosierung von 10ug/kg/min. wurde verwendet.

Die Tiere wurden randomisiert drei Gruppen (n=10) zugeteilt. Die Infusion von isotoner

Kochsalzlosung diente als Kontrolle.
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D.Untersuchungsmethoden

1. Ermittlung des Hemispharengewichts (Frischgewicht)

Unmittelbar nach symmetrischer Trennung in der Medianebene wurden die Hirnhemisphéren in
verschliessbare Wageschilchen aus Glas verbracht.

Die Wigeschdlchen wurden zuvor fiir 24 Stunden bei 110° in einem Wérmeschrank (Fa.
Memmert, Schwabach) getrocknet und anschliefend in einem Exsikkator auf Raumtemperatur
gekiihlt. Das Leergewicht des Schilchens wurde mit einer elektronischen Waage (Fa. Mettler)
ermittelt. AnschlieBend wurden die luftdicht verschlossenen Schilchen mit der Gewebsprobe
erneut gewogen. Das Frischgewicht der Hirnhemisphéren ergab sich aus der Differenz der
Schélchen mit und ohne Gewebe. Zusétzlich wurde von jedem Tier 1 ml heparinisiertes frisches

Plasma eingewogen.

2. Wassergehalt von Hirngewebe und Plasma

Die Hirnhemisphdren (analog Plasma) wurden bei 110°C fiir 24 Stunden bis zur
Gewichtskonstanz getrocknet (Reulen et al., 1969). Der Hemisphiren- Wassergehalt (bzw. der
des Plasmas) lésst sich als Differenz von Frisch (F)- und Trockengewicht (T) in Prozent des

Frischgewichtes der Hemisphire (Plasmaprobe) berechnen (s. u.).

F-T

Wassergehalt [%|= *100

28



Die durch das Hirnédem bedingte Zunahme des Wassergehaltes der traumatisierten Hemisphére
wird bestimmt als Differenz des Wassergehaltes der traumatisierten (WG;) und der nicht

traumatisierten kontralateralen Hemisphére (WGy):

Wasseraufnahme|%|= WG, - WG,

3. Hemispharenschwellung:

Die quantitative Gewichtszunahme der traumatisierten Hemisphire gegeniiber der nicht
traumatisierten Kontrollhemisphdre beruht auf dem Influx des Hirnddems. Unter
Beriicksichtigung des durch Gravimetrie ermittelten Frischgewichts der traumatisierten sowie
der kontralateralen Kontrollhemisphire kann der Influx des Hirnddems, die Schwellung der
traumatisierten Hemisphire mit guter Empfindlichkeit bestimmt werden (Unterberg et al, 1986
und 1987). Die Schwellung entspricht der Gewichtsdifferenz von Trauma und

Kontrollhemisphire (Abb. 10).

Tr, — Ko,
Schwellung [%]= ———L*100
Ko,

Tre = Frischgewicht traumatisierte Hemisphire

Kor = Frischgewicht Kontrollhemisphire
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Gravimetrische Bestimmung der
Hemispharenschwellung

v

Gewichtszunahme
= Schwellung

Abb.10: Graphische Erliuterung der Hemisphirenschwellung (aus v. Andrian 1992)

Nach Applikation des Kdltetraumas entwickelt die exponierte Hemisphdre eine deutliche
Schwellung als Ursache der Zunahme des Feuchtgewichts (rot dargestellt).

Nach Trennung des Gehirns in der Medianebene werden beide Hemisphdren zur Ermittlung der
Gewichtsdifferenz zwischen traumatisierter und kontralateraler Hirnhdlfte gewogen. Die
Gewichtsdifferenz entspricht bei exakter Schnittfiilhrung dem Gewicht der vasogenen

Odemfliissigkeit und reflektiert damit die posttraumatische Hemisphdrenschwellung.
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4. Korrigierte Schwellung - Berechnung

Das Hirngewicht einer Ratte betrdgt im Mittel nur 1,5g. Bei der Hemisphdrentrennung kénnen
selbst geringfiigige Abweichungen der Schnittfiihrung von der Medianebene zu einem
erheblichen Fehler bei der Berechnung der Hemisphirenschwellung fiihren. Zur Beseitigung
diesen Trennungsfehlers wurde von U. v. Andrian und J. Peters eine Korrekturformel wie folgt

entwickelt (v. Andrian, 1992).

5. Korrigierte Schwellung- Verringerung des Trennfehlers

a. Die Standardisierung von Hirnentnahme, Hemisphérentrennung sowie Trocknung und
Einwaage des Gehirns sind wesentliche Faktoren, um diesen Fehler zu reduzieren.

b. Eine Korrekturformel zur Bestimmung der ,korrigierten Schwellung® erlaubt den

individuellen Trennfehler rechnerisch zu eliminieren.

Zu a: Um die Reproduzierbarkeit der Hemisphdrenschwellung mit Hilfe der verwendeten
Methoden exakt beurteilen zu konnen, wurde in Vorversuchen bei 7 Ratten das Gehirn nach dem
0.g. Verfahren entnommen und getrennt. Diese Kontrolltiere waren weder kraniotomiert noch
hatten sie eine Kélteldsion des Gehirns.

Das mittlere Feuchtgewicht des ganzen Gehirns betrug 1482+ 96 mg (MW=
Standardabweichung). Die linke Hemisphdre war um durchschnittlich 10,08 + 7,18 mg (MW+
Standardabweichung) schwerer als die rechte .

Daraus resultiert links ein um durchschnittlich 1,37% hoheres Feuchtgewicht. Dieser Befund
bestdtigte die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen bei Ratten u. a. auch die von U. v. Andrian.
Dieser Gewichtsunterschied wird auch bei anderen S&ugetieren, sowie beim Menschen
festgestellt. Es scheint sich hierbei um eine physiologische Norm zu handeln. Die physiologische

Gewichtsdifferenz von rechter und linker Hirnhemisphidre wurde flir die Berechnung der

31



posttraumatischen Schwellung allerdings nicht beriicksichtigt. Ein hieraus resultierender
systematischer Fehler, der die Tiere aller Versuchsgruppen betreffen wiirde, hétte dazu fiihren
konnen, dass die Hemispharenschwellung geringfiigig zu hoch bestimmt wird. Die in den
Voruntersuchungen ermittelte Standardabweichung des durchschnittlichen Gewichtsunterschieds
zwischen linker und rechter Hemisphére entspricht etwa 0.48% des Hirngewichtes. Sie kann als
Mal} fiir den gesamten zufdlligen Fehler aller beteiligten Methoden, wie Hirnentnahme,

Hemisphidrentrennung oder Einwaage angesehen werden.

Zu b: Zur rechnerischen Eliminierung des durch Abweichung der Schnittfiihrung von der
Medianebene entstandenen Trennfehlers wurde ein Faktor bestimmt, mit dessen Hilfe dieser
Fehler bei der Errechnung der Hemisphérenschwellung korrigiert werden kann. Dieser Faktor,
Trennfehler Tfy, stellt das Feuchtgewicht desjenigen Gewebeanteils dar, der von der Abweichung
der Schnittfiihrung von der Medianebene betroffen ist.

Nach Einsetzen dieses Faktors in die o.g. Gleichung, ergibt sich folgende Umformung zur

Berechnung der korrigierten Schwellung:

Ir, = Tf , |- \Ko, = If,
Korrigierte Schwellung [%] = ( i I];/) +(T;/ /s )
Or Ty

*100

Nach Auflosung der Klammern ergibt sich:

T’T/’ _Kof _2Tff *100
K0f+Tff

Korrigierte Schwellung [%] =

Der individuelle Trennfehler konnte von U. v. Andrian und J. Peters mathematisch bestimmt

werden. Hierzu wurde folgende Annahmen vorausgesetzt:
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1. Annahme:
Beide Hemisphdren des Gehirns haben das gleiche Feuchtgewicht. Fiir die Gewichtsdifferenz
zwischen zwei Hemisphéren eines traumatisierten Gehirns gilt dann:

L TFf*KOfZOf-i-ZTﬁ
,, Oy stellt das Feuchtgewicht der Odemfliissigkeit dar.

2. Annahme:
Der Wassergehalt beider Hemisphiren eines normalen Gehirns ist identisch. Deshalb ist auch das
Trockengewicht gleich.

Deshalb gilt:
1L TFf*KOfZOf-i‘ZTft
Index ,,*“ charakterisiert die Grof3e als Trockengewicht.

3. Annahme:

Die Odemfliissigkeit ist ein Filtrat des Plasmas - daher muss ihre Zusammensetzung (Wasser-
und Trockengewichtsanteil) von der des Plasmas direkt abhdngen.

Plasma sowie der Trockengewichtsanteil (d.h. die nicht verdampfbaren Anteile) der

Odemfliissigkeit bestehen aus Salzen und Proteinen.

] Pl .
. 0,=058*%—L*0,
P

t
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Der EiweiBgehalt der Odemfliissigkeit (entsprechend dem Trockengewichtsanteil) liegt bei 58%
des Plasmaeiwei3gehaltes. Dieses wurde von zwei Arbeitsgruppen (Clasen et al., 1967;
Gazendam et al., 1979) in unabhingigen Verfahren ermittelt. Fiir die Berechnung mit Hilfe der
Korrekturformel konnte daher angenommen werden, dass Odemfliissigkeit 58% des

Trockengewichts von Plasma hat:

4. Annahme:

Der Wassergehalt des durch fehlerhafte Trennung betroffenen Hirngewebes Tty entspricht dem
Wassergehalt der nicht traumatisierten Hemisphire. Grundlage fiir diese Annahme ist, dass
durch die ungenaue Trennung v.a. Hirnstrukturen wie Corpus callosum, Mittelhirn und

Hypothalamus betroffen sind, die geringfiigige Mengen Odemfliissigkeit enthalten.

Ko
t % Tf .
Ko ff

V. Tf =

Daher folgt:
Durch mathematische Umformung der Gleichungen I- IV ldsst sich der individuelle

Trennungsfehler (Tf;) flir jedes Tier individuell ermitteln.

Ko
Kf*(Trt - Ko ;)_Trf + Ko,
Tf, = 0.5%| Tr, - Ko, - —2

0.58*

Pl , Ko,

Plf Ko

-1

t
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In der oben beschriebenen Gleichung zurErmittlung der korrigierten Schwellung wurde der
Trennungsfehler (Tff) durch den zuletzt hergeleiteten Term ersetzt. Nach dem Kiirzen des Bruchs
erhalten wir die vereinfachte, endgiiltige Gleichung zur Berechnung der vom individuellen

Trennungsfehler bereinigten und korrigierten posttraumatischen Hemisphirenschwellung.

K
i*(Tr, —Kot)—Trf + Ko,

t
-1
Pl, Ko,
kS.[%] = *100

Ko,
L (T, —Ko,)-Tr, + Ko,
0.5% Tr, —Ko, -~

Ko

Plf Ko

t

Die Gleichung zur ,korrigierten® Schwellung wurde zur schnelleren Bearbeitung und
Archivierung in das Datenverarbeitungsprogramm Excel® eines PC eingegeben und auf
Datentrager gespeichert.

Die hier beschriebene und von U. v. Andrian und J. Peters entwickelte Methode ermdglicht, das
AusmaB des traumatischen Hirnddems iiber das absolute Gewicht der Odemfliissigkeit
quantitativ zu bestimmen. Dariiber hinaus kann der bei der Hemisphérentrennung durch ein
Abweichen von der idealen Schnittebene zufillig auftretende Trennfehler mathematisch ermittelt
werden. Dieses ermoglicht fiir jedes Tier die gesonderte Beriicksichtigung des individuellen

Trennfehlers bei der Berechnung der posttraumatischen Hemisphérenschwellung.
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6. Systemischer Blutdruck

Die Kontrolle des systemischen Blutdrucks ist bei der Untersuchung des Hirnddems von grofB3er
Bedeutung, weil der arterielle Perfusionsdruck des Gehirns bei offener Blut- Hirnschranke die
Extravasation von Odemfliissigkeit wirksam beeinflusst.

Der Blutdruck wurde {iber einen in die Schwanzarterie eingefiihrten Katheter gemessen. Dieser
war mit einem Druckwandler und Messgerdt zur kontinuierlichen Messung verbunden. Die
Aufzeichnung des Blutdrucks wurde unmittelbar nach der Préparation des Zugangs begonnen
und bis einschlieBlich 30 Minuten nach Versuchsende weitergefiihrt. Die Messwerte wurden im

15-miniitigen Abstand protokolliert.

7. Korpertemperatur

Die Kerntemperatur der Tiere wurde von Versuchsbeginn an durch eine rektale Sonde gemessen,
und iiber eine riickgekoppelte Heizplatte zwischen 37.5 und 38.5 °C konstant gehalten. Die
Messung erfolgte kontinuierlich, die Korpertemperatur wurde in 15-miniitigen Abstdnden

protokolliert.

8. Blutgase und Hamatokrit

Arterielle Blutgase und Himatokrit waren weitere Uberwachungsparameter. Den Versuchstieren
wurde zu definierten Zeitpunkten (vor und nach Trauma) Blut aus der Schwanzarterie
entnommen und in eine Glaskapillare abgefiillt. Die Bestimmung erfolgte mit einem

Blutgasanalysegerdt, das Ergebnis wurde ausgedruckt und ausgewertet.
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9. Plasmakonzentration von LF 160687MS
Die Plasmakonzentration des Pharmakons wurde chromatographisch (HPLC) durch die Firma

Laboratoires Fournier (Daix, Frankreich) bestimmt.

10. Statistische Auswertung

Der H- Test nach Kruskal und Wallis wurde zum Vergleich unverbundener Stichproben
herangezogen. Fiir den Paarvergleich unverbundener Stichproben wurde der U- Test nach
Wilcoxon, Mann und Whitney verwendet.

Zur Berechnung der statistischen Parameter verwendeten wir die Programme: Sigma Stat.und

Sigma Plot. (Jandel Scientific ®)

11. Ausschlusskriterien
Vor Beginn der Versuchsreihe wurden Kriterien fiir den Ausschluss von Versuchstieren

festgelegt.

Prdparation:

Die Verletzung der Dura und des Hirngewebes, ebenso wie Blutung durch die Trepanation

fihrten zum Ausschluss.

Klteldgsion:
Abweichungen vom standardisierten Protokoll der Kilteldsion fiihrten ebenfalls zum Ausschluss.
Die Qualitit der Lésion wurde durch Inspektion nach Induktion der Kilteldsion beurteilt

(deutlich sichtbare gleichméfige Vereisungszone).

37



Infusion:

Der intravendse Katheter in der V. jugularis externa wurde fiir die Infusion des Bradykinin B2-
Rezeptorantagonisten LF 160687MS implantiert. Ein verlegter oder dislozierter Katheter hitte
die gewlinschte kontinuierliche Zufuhr des Antagonisten verhindert. Deshalb wurde nach dem
Ende jedes Versuchs durch Sektion des Kadavers der korrekte Sitz und die Durchgingigkeit des

Katheters gepriift. Bei Méngeln erfolgte der Ausschluss des Versuchstieres.

Blutdruck:

Wie bereits erwéhnt spielt der Blutdruck bei der Extravasation eines Hirnddems eine wichtige
Rolle (Klatzo et al., 1958; Go et al., 1974). Als untere Grenze des Autoregulationsbereichs der
Durchblutung von Gehirn und Niere wird ein arterieller Mitteldruck von 50-60 mmHg
angesehen. Um Artefakte durch arterielle Hypertension zu vermeiden, wurde ein intraoperativer
arterieller Mitteldruck von weniger als 60 mmHg als Ausschlusskriterium eines Versuchstieres

festgesetzt.

Krankheiten, Anomalien:

Tiere mit sichtbaren Anomalien oder Erkrankungen wurden bereits vor Beginn der Versuche

ausgeschlossen.

Tod des Versuchstieres.

Intraoperativ oder postoperativ verstorbene Tiere wurden in der Auswertung nicht
berticksichtigt.

Insgesamt mussten 27 in den Versuch genommene Tiere ausgeschlossen werden:

- 5 Tiere aufgrund eines dislozierten Injektionskatheters.

- 22 Tiere wegen eines zu gro3en Fehlers bei der Hemisphdrentrennung.
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II1. Ergebnisse

A. Auswirkung auf das Versuchstier

Die Kaltelédsion fiihrte zu einer umschriebenen Nekrose, die sich bereits makroskopisch von der
intakten Hirnrinde gut abgrenzen lie8. Das Nekroseareal entsprach der zylinderformigen Spitze
der Kéltesonde. Der Nekrosedurchmesser betrug 5- 6 mm mit ca. 2- 3 mm Ausdehnung in die
Tiefe . Bei der Hirnentnahme nach 24 Stunden wurden weder eine Himorrhagie oder Anzeichen
fiir eine Wundinfektion beobachtet. Auch in der Beobachtungsphase nach Trauma waren die
Tiere unauftillig. Das Aufwachen nach Ausleiten der Narkose dauerte ca. 30 Minuten. Sichtbare
neurologische Auffilligkeiten gab es nicht. Die an der Riickenhaut fixierte Spirale fiir den
Schutz des Infusionssystems wurde gut toleriert und behinderte die Tiere kaum in der
Bewegung. Nahrungsaufnahme oder Ausscheidung erschienen normal. Auch das Wach- und
Schlafverhalten war bei den meisten Tieren unverdndert. Allerdings waren einige Tiere
apathisch. Wie die Auswertung der Versuche ergab, kam Apathie iiberproportional hiufig bei
Tieren mit starker Hemisphédrenschwellung vor. Alle Versuchstiere hatten 24 Stunden nach
Trauma einen signifikanten (p < 0.05) Anstieg des Wassergehaltes der traumatisierten gegeniiber

der kontralateralen Hemisphare.

B. Vor- und Nachbehandlung mit LF- 160687MS

Das Gehirn von Ratten (250-300 g Korpergwicht) ohne Kaélteldsion hatte ein Gewicht von 1510+
100 mg (mean+ SD; n=10), davon entfieclen 762+ 46mg auf die linke Hemisphire und 748+
57mg auf die rechte. Der Wassergehalt der linken Hemisphdre betrug 79.8+ 0.7%, der der
rechten 79.5+ 0.7%. Nach dem Kdéltetrauma nahm das Gewicht der exponierten Hemisphire um
durchschnittlich 48mg (6.3%) auf 810+ 25mg (p<0.01, n=20) zu. Der Wassergehalt stieg um

1.7% auf 81.5+0.3% (p<0.01, n=20) an. Gewicht und Wassergehalt der kontralateralen
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Kontrollhemisphédre entsprachen mit 768+27mg und 80.0+0.3% den Werten von nicht
traumatisierten Versuchstieren. Nach der Korrektur des Trennfehlers ergab sich durch den
Einstrom des Hirnddems eine signifikante Gewichtszunahme der exponierten Hemisphédre um
9.3+1.1% gegeniiber der kontralateralen Kontrollhemisphére (p<0.05) (Abb.11).

Bei Tieren mit Infusion von 100pg/kg/min. (LF 160687MS fiir 24 Stunden/ Beginn 10 Minuten
vor Trauma, n=10) wurde - verglichen mit den, mit 0,9% NaCl- Losung infundierten
Kontrolltieren, eine Abschwichung der Hemisphédrenschwellung um 20% gefunden. Das heisst,
die exponierte Hirnhemisphdre dieser Tiere hatte nach Trauma gegeniiber der
Kontrollhemisphére eine Gewichtszunahme um 7.4+1.3%. Diese war statistisch jedoch nicht
signifikant. Bei der Versuchsgruppe (n=11) mit der niedrigen Dosis (10pg/kg/min.) wurde
dagegen eine signifikante Hemmung der Hemisphdrenschwellung (6.4+1.3% ; p<0.05) im
Vergleich zu den unbehandelten Tieren beobachtet. Das Hirnddem nach Trauma war um 31%
gegenliber dem der Kontrollgruppe verringert. Auch der Wassergehalt der linken
Hirnhemisphédre war bei den Tieren mit niedriger Dosierung (10pg/kg/min.) gegeniiber dem der
Kontrollgruppe (81.5+0.3%) auf 81.3+0.6% erniedrigt (nicht signifikant). Der Hirnwassergehalt
der kontralateralen Hemisphdre von 80.2+0.5% war gegeniiber dem von 80.0+0.3 der
Kontrolltiere (ohne Therapie) nicht verdndert.

In der Therapiegruppe mit hoher Dosis (100ug/kg/min.) wurde in der linken (exponierten)
Traumahemisphdre eine Reduktion des Wassergehalts von 81.5+ 0.3% auf 80.8+ 0.8 (n.s.)
gefunden. Die in der anderen Versuchsgruppe festgestellte geringfiigige Erhéhung des
Wassergehaltes der rechten kontralateralen Hemisphére (von 79.5+ 0.7% bei den Tieren ohne
Trauma, bzw. auf 80.84+0.3% nach Trauma) wurde bei den Tieren mit einer LF- Dosis von
100png/kg/min. nicht gefunden. Der Hirnwassergehalt 24 Stunden nach Insult ergab hier

79.6+0.6% (Abb. 12).
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Hemispharenschwellung 24 h nach Trauma und
Vor/ Nachbehandlung mit LF-16 0687 (10 und100 ug/kg/min)
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Abb.11:
Bei den Tieren der Kontrollgruppe (Trauma, ohne Therapie) wurde ein Gewichtsanstieg der
exponierten Hirnhemisphdre einem Plus von 9,3% gegeniiber der kontralateralen
Kontrollhemisphdre beobachtet.
Die Applikation der niedrigen Dosierung von 10ug/kg/min ging mit einer statistisch
signifikanten Abschwdchung der Hemisphdrenschwellung nach Insult einher.
Die hohe LF 160687MS Dosis von (100ug/kg/min) bewirkte ebenfalls eine therapeutische
Abschwdchung - jedoch ohne statistische Signifikanz gegeniiber der

Hemisphdrenschwellung der Versuchstiere ohne Therapie.
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Hemispharenwassergehalt 24 h nach Trauma und
Vor/ Nachbehandlung mit LF-16 0687 (10 und 100 ug/kg/min)
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Abb.12: Wassergehalt der Hirnhemisphdren von Tieren aller Versuchsgruppen

Die mit NaCl infundierten Kontrolltiere mit Insult hatten im Vergleich zur kontralateralen
Kontrollhemisphdre einen signifikanten Anstieg des Hirnwassergehalts der exponierten
Hirnhemisphdre. Dieser durch das Trauma hervorgerufene Anstieg des Wassergehalts wurde
durch den Rezeptorantagonisten (10 bzw. 100 ug/kg/min) nicht signifikant beeinflusst.

Bei den mit NaCl infundierten Versuchstiere wurde ein Anstieg der traumatisierten Hemisphdren
von 80,0% (kontralaterale Kontrollseite) auf 81.4% gefunden.

In der Versuchsgruppe mit niedriger LF-dosis war der Hirnwassergehalt der Hemisphdren mit

Trauma auf 81.3% gegeniiber 80.1% der Kontrollseite angestiegen.
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1.Systemische Kontrollparameter

Der arterielle Blutdruck spielt fiir die Extravasation eines Hirnddems bei geschéddigter Blut-
Hirnschranke eine entscheidende Rolle und ist somit ein wichtiger Kontrollparameter. Der
Blutdruck wurde kontinuierlich in einer Zeitspanne von 30 Minuten vor bis einschlieSlich 30
Minuten nach Trauma gemessen (Abb. 13). Weder bei den Kontrolltieren mit Infusion von
NaCl- Losung (ohne Therapie) noch bei den mit LF 160687MS behandelten Versuchstieren
wurden nennenswerte Blutdruckverdnderungen beobachtet.

Gleiches gilt prinzipiell fiir den arteriellen pH, der weder 30 Minuten vor, noch 30 Minuten nach
Trauma Abweichungen von der physiologischen Norm ergab. Auch zwischen den
Versuchsgruppen wurden keine signifikanten Unterschiede des arteriellen pH festgestellt (Abb.
14). Entsprechendes kann iiber die arteriellen Blutgase, den Héamatokrit und die
Héamoglobinkonzentration gesagt werden. Der Sauerstoff- und Kohlendioxidpartialdruck zeigte
gleichfalls keine signifikanten Unterschiede (Tabelle 1). Die Bestimmung der Korpertemperatur
ergab einen konstanten Verlauf. Zwischen den Versuchsgruppen wurden keine Unterschiede
beobachtet (Tabelle 1).

Weiterhin musste kein Versuchstier aufgrund von Zwischenfillen, z. B. bei der
Narkoseeinleitung, Induktion der Lésion oder wegen vorzeitigem Ableben ausgeschlossen
werden.

Die Tiere aller Versuchsgruppen hatten wihrend des Versuchs einen Korpergewichtsverlust von

ca. 10%.
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Arterieller Blutdruck bei Vor/ Nachbehandlung
mit LF-16 0687 (10 und 100 pg/kg/min)
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Abb.13:
Der kontinuierlich von Operationsbeginn bis einschliefflich 30 min. nach Trauma gemessene
arterielle Blutdruck wurde weder durch das fokale Trauma des Gehirns noch durch die

Medikation beeinflusst.
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Art. pH vor und nach Trauma bei Vor/ Nachbehandlung
mit LF-16 0687 (10 und 100 pg/kg/min)
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Abb. 14:

Der arterielle pH wurde 30 min. vor sowie 30 min. nach Trauma bestimmt.

Die Sdulendiagramme symbolisieren die zugehorigen Ergebnisse der Versuchsgruppen.
Diejeweils dunkleren Séiulen symbolisieren den pH der Tiere der Versuchsgruppen 30 min. vor
Trauma, die helleren den pH 30 min. nach Trauma.

Der art. pH bewegte sich in einem Bereich von 7.4 bis 7.45.
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Physiologische Gruppe vor Trauma nach Trauma
Parameter PP 30min. 30min.
Kontrolle 98+15 98+12
pO: niedrige Dosis N N
[mmHg] 10 ng/kg/Min. 10413 101+18
hohe Dosis
100 pg/ke/min 10+£622 101+20
Kontrolle 34.8+£3.0 36.0£1.6
pCO, niedrige Dosis N N
hohe Dosis
100 pg/ke/min 34.0+2.6 33.6+3.8
Kontrolle 39.9+0.6 36.9+0.7
Korpertemperatur niedrige Dosis N N
rektal [°C] 10 pg/kg/Min. 36.8+0.5 36.8+0.6
hohe Dosis
100 pg/ke/min 36.3+0.8 36.9+0.7
Kontrolle 182+44 -
Blutzucker niedrige Dosis
) + -
[mg/ml] 10 ng/kg/Min. 17846
hohe Dosis
100 pg/kg/min 20155 -
Kontrolle 303£18 27119
Korpergewicht niedrige Dosis L N
hohe Dosis
100 pg/ke/min 329435 296+22
Tabellel:

Physiologische Parameter (MW=+SD) der Versuchstiere mit Vor- und Nachbehandlung mit LF

160687MS.

Die Therapie mit niedriger und hoher LF-Dosis hatte keine Auswirkungen auf die hier

untersuchten Kontrollgrof3en.
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2. Serumkonzentration von LF 160687MS

Am Ende des Versuchs (24 Std. nach Trauma) wurde den Tieren eine Blutprobe aus dem rechten
Ventrikel entnommen, um die Serumkonzentration von LF 160687MS zu ermitteln.
Erwartungsgemill konnte bei den Kontrolltieren (ohne Therapie) kein Rezeptorantagonist im
Blut nachgewiesen werden.

Bei den Tieren der Therapiegruppen mit 10 bzw. 100 pg/kg/min. LF 160687MS wurde eine
Plasmakonzentration (Mittelwert+ SEM) von 30+ 5ng/ml in der Niedrigdosis- bzw. 714+205
ng/ml in der Hochdosistherapiegruppe gefunden (Abb. 15).

Die Ergebnisse zeigen, dass die Applikation des selektiven B2-Rezeptorantagonisten LF
160687MS die Entwicklung des posttraumatischen Hirnddems signifikant abschwécht, wenn sie

10 Minuten vor Trauma begonnen und iiber 24 Stunden weitergefiihrt wird.

3. Schlussfolgerung

Nachdem die Experimente eine grundsétzliche therapeutische Wirksamkeit der Vorbehandlung
mit LF 160687MS auf das vasogene Hirnddem nach Trauma gezeigt haben (proof of principle),
sollten weitere Versuche dessen Wirksamkeit unter klinisch relevanten Bedingungen i. e. bei
Therapiebeginn nach Trauma prifen. Fiir diesen Zweck wurde mit der Infusion des

Rezeptorantagonisten 30 oder 60 Minuten nach Insult begonnen.
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Abbl5.:

Serumspiegel der mit LF 160687MS behandelten Versuchstiere 24h nach Trauma.
Erwartungsgemdfs hatten die unbehandelten Kontrolltiere keinen Rezeptorantagonisten im
Plasma. Bei den Therapiegruppen (10 bzw 100 ug/kg/min LF 160687MS) wurde
Plasmakonzentration (Mittelwert= SEM) von 30+ 5ng/ml in der Niedrigdosis- bzw. 714+205

ng/ml in der Hochdosisegruppe nachgewiesen (Abb.15).
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C. Nachbehandlung mit LF 160687MS

Fiir diese Experimente wurden die Versuchstiere randomisiert drei Versuchsgruppen zugeteilt.
Die Therapiegruppen (jeweils n=10) erhielten LF 160687MS in 10 pg/kg/min., d.h. die in den
Vorversuchen wirksamste Dosierung.

Die Tiere der Kontrollgruppe (n=10) wurden mit NaCl- Losung infundiert. Der Therapiebeginn
war 30 bzw. 60 Minuten nach Trauma. Weitere Protokolldnderungen gab es nicht. Das Ausmal}
der Hemisphdrenschwellung nach Insult erreichte bei den wunbehandelten Tieren der
Kontrollgruppe +8.2+1.5%, es entspricht den Ergebnissen bei den unbehandelten Tieren (i. e.
9.3+1.1%) des ersten Versuchabschnittes mit LF160687MS Vorbehandlung. Der Wassergehalt
der linken Hirnhemisphére stieg bei nicht behandelten, traumatisierten Kontrolltieren von
79.840.7% auf 81.7+0.3% an. Die kontralaterale Hirnhemisphédre hatte eine Zunahme des
Wassergehaltes von 79.5+0.7% auf 80.5+0.4%.

Im Gegensatz zur Vorbehandlung mit LF160687MS wurde die Entwicklung des traumatischen
Hirnddems bei den Tieren mit Therapiebeginn 30 bzw. 60 Minuten nach Lésion nicht gehemmt.
Die Schwellung der linken Hirnhemisphire lag bei 9.3+2.2% bei den Tieren mit Therapiebeginn
30 Minuten nach Insult und bei 10.4+1.8% bei Tieren mit Therapiebeginn 60 min. nach Trauma
(Abb. 16). Auch der Wassergehalt der Hirnhemisphédren der Tiere mit Therapiebeginn nach
Insult war gegeniiber dem erhohten Hirnwassergehalt der unbehandelten Kontrolltiere nicht

signifikant verdndert (Abb. 17).

1. Systemische Kontrollparameter
Die physiologischen Kontrollparameter blieben wie in den Versuchen mit Therapie vor Trauma
im Normbereich. Auch zwischen den Versuchsgruppen wurde kein signifikanter Unterschied

gefunden (Abb. 18, 19, Tab. 2).
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Hemispharenschwellung 24 h nach Trauma und

Nachbehandlung mit LF-16 0687
14

MW £ SD n=10
12

|

Hemispharenschwellung [% Kontralaterale Hem.]

Kontrolle 30 Min. 60 Min.

Abb.16:

Schwellung (Gewichtszunahme in Prozent der kontralat. Hemisphdire) der exponierten
Hemisphdre 24h nach Trauma

Die Tiere mit Therapiebeginn 30 min. nach Insult hatten eine Gewichtszunahme der
traumatisierten Hemisphdre von 9.3 % gegeniiber 8.2% der unbehandelten Tieren mit Insult.
Bei Therapiebeginn 60 min. nach Trauma war das Hemisphdrengewicht auf 10.4 % gegeniiber
dem der unbehandelten Kontrolltieren angestiegen. Die Schwellungszunahme hatte jedoch keine

statistische Signifikanz.
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Hemispharenwassergehalt 24 h nach Trauma und
Nachbehandlung mit LF-16 0687
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Abb.17:
Bei den Versuchsgruppen mit Beginn der Behandlung mit 10 ug/ kg/ LF- 16 0687MS nach
Trauma zeigte keinen Unterschied zwischen dem Wassergehalt der traumatisierten Hemisphdren

der Therapie- und dem der Kontrollgruppe.
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Arterieller Blutdruck vor und nach Trauma bei Versuchstieren

mit LF-16 0687-Nachbehandlung
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Abb.18:

Auch in dieser  Versuchsserie wurde eine kontinuierliche Kontrolle des art. Blutdrucks
durchgefiihrt. Die Messung begann nach Einleitung der Narkose und Implantation eines
Katheters in die Schwanzarterie bei Versuchsbeginn und endete 30min. nach Trauma. Weder

wdhrend der Prdparation, der Applikation der Kidlteldsion noch in der posttraumatischen Phase

kam es zu signifikanten Schwankungen des Blutdrucks.
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Art. pH vor und nach Trauma bei Versuchstieren
mit LF-16 0687- Nachbehandlung
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Abb.19:

Die Graphik zeigt den 30min. vor bzw. 30min. nach Trauma gemessenen arteriellen pH.
Wie in der vorangegangenen Versuchsreihe wurden auch hier keine durch den Versuch

ausgelosten Schwankungen beim arteriellen pH beobachtet.
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Physiologische Gruppe vor Trauma nach Trauma
Parameter pp 30min. 30min.
Kontrolle 101+£15 100+12
pO: 30min. nach Trauma N N
[mmHg] 10 ng/kg/Min. 108+23 104+17
60min. nach Trauma
10 pg/ke/Min, 104431 100£15
Kontrolle 37.3+1.2 41.4+£2.5
pCO; 30min. nach Trauma N N
[mmHg] 10 p/kg/Min. 36.1+2.0 39423
60min. nach Trauma
10 p/kg/Min. 36.7+1.1 40.3+£2.2
Kontrolle 37.1+0.3 37.1+£0.4
Korpertemperatur | 30min. nach Trauma N N
rektal [°C] 10 pg/kg/Min. 36.9+0.3 37.0+0.3
60min. nach Trauma
10 p/kg/Min. 36.7+0.2 36.9+0.3
Kontrolle 198+44 -
Blutzucker 30min. nach Trauma
. + R
[mg/ml] 10 ng/kg/Min. 232442
60min. nach Trauma
10 pg/ke/Min, 226=41 -
Kontrolle 344+19 316+20
Korpergewicht 30min. nach Trauma n N
el 10 pg/ke/Min, 320+31 291428
60min. nach Trauma 314423 283424

10 pg/kg/Min.

Tabelle2: Physiologische Kontrollparameter (MW+SD) von Versuchstiern vor und nach Insult

bei Nachbehandlung mit und ohne LF 160687MS
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IV. Diskussion

A. Wahl der Versuchstiere

Die Ratte ist ein in der biomedizinischen Forschung etabliertes, und auch in unserer

Arbeitsgruppe haufig verwendetes und geeignetes Versuchstier. Die eigenen Erfahrungen tragen

dazu bei, das Vorkommen von Komplikationen wiahrend des Versuchs gering zu halten. Die

Ratte eignet sich fiir unsere Fragestellung aufgrund folgender Uberlegungen:

1. KorpergroBe bzw. Gewicht erlauben, dass die Versuchsdurchfiihrung sowie Narkose-
priparation und Uberwachung von nur einer Person ohne weitere Hilfestellung bewiltigt
werden kann. Ratten konnen problemlos intubiert und narkotisiert werden, die gravimetrische
Ermittlung der Hemispharenschwellung ist zuverldssig durchfiihrbar.

2. Die Herzkreislauffunktion von gesunden Tieren gewihrleistet eine unkomplizierte Narkose
ohne groflere Blutdruckschwankungen.

3. Durch die Kailteldsion des Gehirns kommt es bei Ratten im Gegensatz zu anderen
Versuchstieren (z. B. Kaninchen) nicht zur hdmorrhagischen Kolliquationsnekrose . Diese
wiirde die gravimetrische Bestimmung der Hirnschwellung verfélschen.

4. Die durch die von U. v. Andrian und J. Peters entwickelte Korrekturformel zur Eliminierung
des Fehlers bei der Hemispharentrennung ermoglicht es, Tiere mit geringen
Hirngewichten zu verwenden.

5. Die GroBe der Ratte erlaubt Dauerinfusionen beim wachen Tier mit erhaltener
Bewegungstreiheit, wodurch dessen Belastung reduziert wird.

6. Ratten wie Menschen haben Bradykinin B2- Rezeptoren (Hall 1992), die wichtigste

Voraussetzung fiir die vorliegenden Versuche.
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7. Bei Ratten und bei anderen kleinen Versuchstieren ist es leichter moglich Inzuchtstimme mit
geringerer genetischer Variabilitdt zu verwenden. Dadurch wird die Reproduzierbarkeit der
Versuchsergebnisse verbessert.

8. Ratten werden im Gegensatz zu Haustieren wie Katze oder Hund als Versuchstier besser
akzeptiert. Dieser Aspekt spielt in der Auseinandersetzung mit Tierversuchen eine wichtige

Rolle.

B. Die fokale Kiiltelision des Gehirns

Die von Clasen et al. (1953) und Klatzo et al. (1958) erstmals beschriebene fokale Kilteldsion
des Gehirns ist als bewdhrtes Versuchsmodell zur Erzeugung eines vasogenen Hirnddems
experimentell anerkannt. Durch kurzfristige Vereisung der exponierten Hemisphdre wird dem
Gewebe durch FEiskristallbildung Wasser entzogen. Durch diesen Prozess wird die
Solutkonzentration der Zelle stark erhoht. Bei Wiedererwdrmung mit Auftauen des Gewebes
kommt es zu einem massiven ostmotischen Wassereinstrom und damit zur ZerreiBung der
zelluliren Membranen mit Untergang von betroffenen Endothel-, Glia- und Nervenzellen
(Meryman 1956). Aus dem nekrotischen Gewebe werden Mediatorsubstanzen freigesetzt,
welche die Funktionsstorung der Bluthirnschranke verstiarken (Baethmann 1989). Ein wirksamer
Mediator ist das nach Aktivierung des Kallikrein- Kinin Systems freigesetzte Bradykinin (Maier-
Hauff 1984; Unterberg 1984; 1986). Die Folge der massiven Schrankenschidigung ist u.a. der
Austritt von eiweiBireichem Plasmaexudat (unter Mitnahme von Salzen und Wasser) in das
Interstitium des Gehirns- die Extravasation des vasogenen Hirnddems. Dieses Odem ist im
weiteren Verlauf durch eine Fliissigkeitsverlagerung (,,bulk flow*) entlang eines hydrostatischen
Druckgradienten vom Ort des Eintritts in die weile Substanz des Gehirns gekennzeichnet
(Reulen 1977, 1977, 1978). Das vasogene Hirnddem erhoht den cerebralen Wasser- und

Natriumgehalt bei Absinken des Kaliumgehaltes (Pappius, Gulati, 1962). Durch das Odem
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bedingte Raumforderungen sind Ursache der intrakraniellen Volumenzunahme. Wegen der
starren Begrenzung des Gehirns durch den kndochernen Schidel werden in Abhdngigkeit von der
Raumforderung die intrakraniellen Reserverdume - vor allem das Liquorkompartiment -
verbraucht. Der intrakranielle Complianceverlust sinkt als Voraussetzung fiir den Anstieg des
intrakraniellen Drucks. Eine gefiirchtete Konsequenz ist die Verminderung der Hirndurchblutung
und die Herniation des Gehirns in den Tentoriumschlitz oder das Foramen magnum. Beides sind
Komplikationen, die mit dem Uberleben nicht mehr vereinbar sind.

Das Hirnddem ist von einer Vielzahl pathophysiologischer Mechanismen begleitet. Hierzu
gehoren Verdnderungen des EEG's (Schiirer, 1987), histopathologische Verdnderungen des
Gehirns (Lossinski, 1983; Moore, 1987, Hammersen, 1988) sowie nachhaltige metabolische/
biochemische Funktionsstorungen (Pappius, 1987; Handstock, 1988; Choadon, 1989, Baethmann
1980, 1988; Ubersicht).

Mit Hilfe der experimentellen Kilteldsion des Gehirns - als Modell eines akuten zerebralen
Insults - konnen viele Einzelheiten des traumatischen Hirnschadens untersucht werden. Unsere
Arbeitsgruppe hat mit diesem Modell umfangreiche Erfahrungen gesammelt. Eine Internet
Literaturrecherche namhafter Fachzeitschriften hat ergeben, dass viele andere Arbeitsgruppen
dieses Verfahren ebenfalls verwenden. Allein in den Jahren 1980-2002 kam die Kailteldsion des
Gehirns bei nicht weniger als 326 Untersuchungen zur Anwendung. Bei 178 Untersuchungen
wurden Ratten als Versuchstiere verwendet.

Ein wichtiger Vorteil der Kilteldsion gegeniiber anderen Lésionsmodellen ist die gute
Reproduzierbarkeit des vasogenen Odems, ohne das weitere — ohne Frage - wichtige Aspekte des
Schiadel- Hirntraumas wie z.B. intrakranielle Blutungen oder Liquorabflusstorungen mit
einbezogen werden miissen. Der diffuse Axonschaden oder der Vasospasmus infolge einer

Hirnblutung spielen ebenfalls keine Rolle. Zur Untersuchung dieser Phinomene miissten andere
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Versuchsmodelle wie z. B. das Fluid Percussion- oder Controlled Cortical Impact Modell
herangezogen werden.

Das Ziel dieser experimentellen Studie war nicht, ein klinisch umfassend reprisentatives
Schédel- Hirntrauma-Modell mit allen Begleiterscheinungen zu untersuchen - ein solches Modell
steht gar nicht zur Verfligung - sondern die therapeutische Wirksamkeit von LF 160687MS auf
die traumatische Hirnschwellung, und damit die Mediatorfunktion des Kallikrein- Kinin Systems
unter standardisierten Bedingungen zu analysieren. Hierzu musste natiirlich ein Modell
herangezogen werden, bei dem eine Aktivierung des Systems mit Bildung von Bradykinin
gesichert ist. Ein Vorteil der Kiltelision ist weiterhin, daB die Lision und das entstandene Odem
weitgehend auf eine Hirnhemisphére begrenzt ist. Die kontralaterale Hirnhemisphére kann daher

als Referenz zur Ermittlung der Hemisphérenschwellung beniitzt werden.

C. Alternative Modelle

Im Gegensatz zur klinischen Neurotraumatologieforschung, die alle relevanten Aspekte der
Hirnschiadigung berticksichtigen muf}, beschrankt sich die experimentelle Forschung jeweils auf
Teilaspekte unter besser standardisierbaren Bedingungen. Daher sind fiir das Neurotrauma
vereinfachende Modelle erforderlich, um interessierende Komponenten unter Ausschaltung von
Storfaktoren analysieren zu kénnen.

Den wichtigsten Modelle lassen sich zwei Methoden zuordenen: Mechanische- und
Thermotraumen. Diese Lésionsmethoden unterscheiden sich nicht nur durch eine
unterschiedliche Lokalisation und Modalitit des Traumas, sondern auch je nach Fragestellung

durch die jeweils induzierten pathologischen Verdnderungen des Gehirns.
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1. Mechanische Traumen:

Ein hiufig verwendetes, gut untersuchtes Modell einer experimentellen Schiadel- Hirnverletzung
ist die 1966 von Lindgren und Rinder etablierte ,,Fluid- Percussion®- Methode (Lindgren, Rinder
1966). Der Insult wird bei intakter Dura erzeugt, nachdem ein fliissigkeitsgefiillter Zylinder nach
Trepanation des Schidels auf die Dura aufgesetzt worden ist. Das distale Ende des Zylinders ist
mit einem Korken verschlossen. Durch Aufprall eines Metallpendels auf den Korken wird ein
dosierter Druckimpuls von mehreren Atmosphdren erzeugt und auf das exponierte Gehirn
weitergeleitet. Dadurch entsteht ein -lediglich ,,moderates* Hirnddem, ein vom Schweregrad
abbhingiger, diffuser Axonschaden mit subarachnoidaler sowie intraparenchymalen Blutungen.
Nachteile sind die hohe Mortalitdt bei hoherem Schweregrad das Impulses (durch ausgeprigte
Beteiligung des Hirnstamms) sowie die Variabilitit und schlechte Reproduzierbarkeit der
induzierten, pathologischen Verdnderungen (z.B. aufgrund einer unterschiedlichen Gefal3-
anatomie etc.). Fiir die eigenen Versuche wére das Auftreten von Blutungen ein entscheidender
Nachteil, da sie das Hirnddem schlechter quantifizierbar machen.

Bei dem ,,Weight- drop,,- Modell (Feeney et al., 1981) wird nach Trepanation des stereotaktisch
fixierten Schédels ein Gewicht aus definierter Hohe auf die exponierte Dura fallen gelassen.
Hierdurch entsteht eine lokal begrenzte hdmorrhagische Nekrose von Hirnrinde und weil3er
Substanz mit nachfolgender Kolliquationsnekrose.

Marmarou hat ebenfalls ein ,,Weight- drop* Modell zur Erzeugung eines diffusen traumatischen
Hirnschadens entwickelt (Marmarou et al., 1994; Foda et al., 1994). Bei diesem Versuchsaufbau

fallt ein Gewicht auf ein, auf die intakte Kalotte aufgelegtes Metallplittchen. Der Kopf des

Versuchstiers ist auf Schaumstoff gelagert. Marmarou glaubt, mit diesem Modell die vielféltigen
Merkmale eines stumpfen Schidel- Hirntraumas verschiedener Schweregrade reproduzieren zu

konnen.
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Beide, die Fluid- Percussion- und die Weight- drop- Methode waren fiir die eigenen Experimente
als Versuchsmodelle ungeeignet, da ein vasogenes Hirnddem damit schlecht reproduzierbar ist.
In diesem Zusammenhang ist auch das ,,Controlled Cortical Impact*“- Modell fiir Kleintiere zu
nennen, bei dem der Insult durch einen druckluftbeschleunigten Bolzen appliziert wird
(Anderson, 1982; Dixon 1991; Lighthall, 1988). Sein Vorteil ist die exakte Reproduzierbarkeit
der Traumamechanik. Dieses Modell schied ebenfalls wegen der o. g. Problematik fiir die
eigenen Versuche aus.

Wenngleich die hier vorgestellten kinetischen Modelle der komplexen Verletzungsmechanik des
Gehirns nahe kommen, eignen sie sich nur mit Einschriankung fiir die Untersuchung der
traumatischen Hirnschwellung. Gleichwohl wird immer wieder bezweifelt, ob die fokale

Kaltelasion ein relevantes Hirntrauma- Modell ist.

2. Thermische Traumen:

Durch das in den vorliegenden Versuchen verwendete Modell der fokalen Kélteldsion wird ein
thermisches Trauma erzeugt. Hierzu gibt es auch eine 1981 von Pappius berichtete Variante,

wobei ein auf 80°C erhitzter Stempel der Dura aufgebracht wird (Pappius et al., 1981). Dadurch

entsteht erwartungsgeméaf ebenfalls eine fokale Nekrose des Hirnparenchyms. Dieses Verfahren
fand allerdings, wie eingehende Literaturrecherchen zeigten, keine breite Anwendung. Weil auch
in unserer Arbeitsgruppe keine Erfahrungen vorhanden waren, schien die Anwendung fiir die

vorliegenden Experimente nicht sinnvoll.
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D. Bradykinin

Kinine wie Bradykinin sind wichtige Mediatoren des sekunddren Hirnschadens. Thre
pathophysiologischen Eigenschaften sind seit langem bekannt, wie z. B. ihr stark entziindungs-
(Bhoola 1992, Hall 1992) und schmerzinduzierendes Potential (Dray and Perkins 1993).
Untersuchungen des Kallikrein- Kinin- Systems haben sich bisher in der Uberzahl auf periphere
Organe beschriankt. Unsere Arbeitsgruppe gehort zu den ersten, welche die Mediatorfunktion des
Kallikrein- Kinin- Systems fiir den sekundédren Hirnschaden nach fokalem Trauma beobachtet
und dariiber berichtet hat. Das Nonapeptid Bradykinin ist - nach bisher vorliegenden

Beobachtungen - fiir die meisten pathophysiologischen Wirkungen verantwortlich

1 .Bradykininwirkung

a. Peripherie

Eine dominierende Wirkung von Bradykinin ist die Vasodilatation von Wiederstandsgefdf3en
(Frey 1928; Regoli 1980; D Orleans- Juste 1989). Auch beim Menschen sinkt nach Infusion von
Bradykinin der Blutdruck durch eine Abnahme des peripheren GefaBwiderstandes, gefolgt von
Tachykardie und einem erhdhtem Herzminutenvolumen. Die arterielle Hypotension beruht nicht
nur auf der Bindung von Bradykinin an den B2- Rezeptoren der Gefalmuskulatur, sondern auch
auf der Interaktion von B2- Rezeptoren nach Ligandenbindung mit Endothelzellen. Hier kommt
es zur Bildung von NO und durch Aktivierung von Phospholipase A, zur Bildung
gefaBerweiternder Prostaglandine wie z. B. Prostazyklin und Prostaglandin E;.

Ein weiterer, durch Bradykinin vermittelter Effekt ist die Zunahme der Permeabilitét zerebraler
GefiBe (Unterberg 1984; Wahl 1993). Wie durch Histamin konnte an diesen Phdnomenen eine

Kontraktion von Endothelzellen beteiligt sein (Wahl 1993).
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Bradykinin hat auf glatte Muskulatur sowohl eine relaxierende (Rattenduodenum) als auch
kontrahierende Wirkung (Rattenuterus, Meerschweinchenileum). Beim Meerschweinchen
wurde dariiber hinaus eine durch Bradykinin induzierte Bronchokonstriktion festgestellt. In der

Niere entfaltet Bradykinin eine diuretische Wirkung.

b. ZNS

Wie bereits erwéhnt, sind Eigenschaften und Wirkung des Kallikrein- Kinin Systems zunéchst in
peripheren Organen und auf den systemischen Kreislauf untersucht worden.

Die Funktion des Kallikrein- Kinin Systems im ZNS blieb hingegen lange unbeachtet. Dieser
Riickstand ist inzwischen weitgehend aufgeholt. Die Komponenten des Kallikrein- Kiin Systems
sind in vielen Arealen des Gehirns nachgewiesen worden (Chao et al., 1983; Karya et al., 1984;
Shisheva et al., 1983). Bradykinin selbst ist in Nervenzellfortsitzen von Hypothalamus und
Cortex nachgewiesen worden (Perry und Snyder, 1984). Bradykinin beeinflusst die zerebrale
Mikrozirkulation sowohl nach parenchymaler als auch nach intravasaler Applikation (Unterberg
1983).

Nachfolgend werden die wichtigsten Wirkungen von Bradykinin im Gehirn erldutert.

Einfluss auf den Gefiiftonus:

Zahlreiche tierexperimentelle Beobachtungen legen nahe, dass die vasomotorische
Bradykininwirkung nicht nur von der Tierspezies, Gehirnregion und dem Versuchsprotokoll
abhingig ist. Bei intrakraniellen Arterien von Kaninchen verursacht Bradykinin ohne

Vorkontraktion (z.B. durch K'-Tonen) eine Vasokonstriktion, wihrend beim Menschen oder bei

Katzen Wirkungslosigkeit oder - wie zu erwarten - eine Dilatation berichtet wird (Perry und
Snyder, 1984). Nach medikamentdser Vorkontraktion bewirkt Bradykinin durchwegs eine

Relaxation von getesteten extraparenchymalen Arterien des Gehirns (Toda, 1977; Wahl et al.,
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1983a,b; Whalley und Wahl, 1983a,b; Whalley et al., 1983b, 1987a; Katusic et al.,1986, 1989).
Nur bei der Arteria basilaris von Katzen wurde keine Reaktion beobachtet (Whalley und Wahl,
1983a,b). Auch intraparenchymale Arterien des Gehirns reagieren auf Bradykinin mit einer
Dilatation (Dacey et al., 1988). Allerdings wird bei der A. basilaris von Kaninchen eine reaktive
Kontraktion nach anfénglicher Relaxation gefunden, wenn Bradykinin {iber 10 Stunden
wiederholt appliziert wird (Whalley et al., 1983 a,b).

In situ ist Bradykinin ein potenter Dilatator von extraparenchymalen Hirngefiflen. Die
perivaskuldre Mikroapplikation von Bradykinin fiihrt bei Piaarterien von Katzen zu einer
konzentrationsabhéngigen Vasodilatation (Wabhl et al., 1983a,b; Whalley und Wahl, 1983a). Eine
ahnliche Reaktion wird durch Superfusion des Kortex mit Bradykinin hervorgerufen (Ellis et
al.,1987; Kamitani et al., 1985; Kontos et al., 1984, 1990; Myan 1990; Unterberg et al., 1984;
Wahl et al., 1985; Yang et al., 1991). Bei Versuchen mit Katzen von Unterberg und Wahl
(Unterberg et al., 1984; Wahl et al.,1985) kam es allerdings nach 30-miniitiger Superfusion von
Bradykinin zur Tachyphylaxie. Ein hoheres Alter der Versuchstiere, chronische Hypertonie
(Mayhan et al., 1990) sowie das Auftreten von ,,spreading depression® (Wahl et al 1987b)
schwicht die Bradykininin induzierte Vasodilatation ab. Die dilatorische Wirkung von Kininen
nach Freisetzung aus endogenem Kininogen durch Superfusion der Hirnrinde mit Kallikrein,
konnte durch den Kallikreininhibitor Aprotinin gehemmt werden (Kamitani et al., 1985).

In Versuchen mit ventrikulo- ziszernaler Perfusion des Gehirns mit Bradykinin (i. e. durch
extraluminale Applikation) wurde ein Anstieg der Hirndurchblutung nachgewiesen und diente
als Indiz, dass das Peptid extravaskulédr (Unterberg et al., 1983) wirksam ist.

Im Gegensatz dazu wurde durch Infusion von Bradykinin in die A. carotis von Katzen weder
eine Kaliberdnderung von Piaarteriolen (Unterberg et al., 1984) noch eine Verdnderung der

Hirndruchblutung beobachtet (Unterberg et al., 1985).

63



Diese Untersuchungen legen nahe, dass vasomotorisch wirksame Kininrezeptoren der

Hirngefdlle extravaskuldr lokalisiert sind.

Einfluss auf die Blut- Hirnschrankenfunktion:

Versuche der Arbeitsgruppe um Unterberg (Unterberg et al., 1984) an Katzen haben nach
kortikaler Superfusion von Bradykinin eine Extravasation des Blut- Hirnschranken Indikators
Na'- Fluoreszein (MW 367) aus HirngefdBen ergeben. Der Austritt des Indikators erfolgte
zunéchst aus Piavenolen, spéter auch aus Piaarteriolen, was die bevorzugte permeabilisierende
Wirksamkeit von Kininen auf Hirnvenolen erkldren konnte (Butt et al., 1990). Indikatoren mit
hoherem Molekulargewicht wie Fluoreszein - Isothiozyanat - markiertes Dextran (MW 19.400-
62.000) oder Albumin (MW 67.000) haben dagegen selbst bei 100fach erhohter
Bradykininkonzentration im Superfusat das Gefallumen nicht verlassen (Unterberg et al., 1984).
Dieses Ergebnis spricht dafiir, dass Bradykinin zu einer selektiven Offnung der Blut-

Hirnhirnschranke fiir kleine Molekiile fithrt. Aus dem Molekiilradius von Na'- Fluoreszein ldsst

sich ableiten, das die durch Bradykinin induzierte Blut-Hirnschranken6ffnung wahrscheinlich
auf der Eroffnung bestimmter ionensensitiver Kandle von geeignetem Durchmesser beruht
(Unterberg et al., 1984). Bei den hierzu durchgefiihrten Versuchen mit Katzen wurde durch
Exposition des Gehirns mit Bradykinin kein erhohter Vesikeltransport beobachtet (Unterberg et
al., 1987). In anderen Versuchen wurde unter gleichen Bedingungen eine Erhhung der Ca*"
Konzentration mit Offnung von tight junctions gefunden (Wiemer et al., 1994). Dieser Befund
konnte auf einer Kontraktion von Endothelzellen der betroffenen Hirngefdl3e beruhen (Unterberg
et al., 1984). Hierzu passen Ergebnisse, dass Bradykinin die lonenpermeabilitit von zerebralen
Froschvenolen erhoht (Olesen and Crone, 1986; Olesen, 1987), was ebenfalls auf einer
Verkiirzung kontraktiler Proteine von Endothelzellen beruhen konnte. Im Gegensatz zur

extravasalen Applikation ist die intravaskuldre Bradykiningabe durch unterschiedliche Befunde
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charakterisiert. Die Infusion von 10° M Bradykinin in die A. carotis communis fithrt zur
Extravasation von Meerrettichperoxidase (einem Makromolekiil mit einem Molekulargewicht
von 40.000 (Raymond et al., 1986)), wihrend die intravendse Gabe von 10 bzw. 10° M
Bradykinin von keinem Austritt von Evans Blue aus dem GefaB3bett gefolgt ist (Saria et al.,
1983). Nach den 1984 von Unterberg verdffentlichen Versuchen fiihrt die intraarterielle
Applikation (A. carotis com.) von Bradykinin zwar zum Austritt des kleinen Molekiils Na'-
Fluoreszein aus PiagefiBBen von Katzen, nicht aber des hohermolekularen Fluoreszein-

Isothiozyanat markierten Dextran.

2. Bradykininrezeptoren im Gehirn

Bradykininrezeptoren sind im Gehirn u. a. bei Neuronen des Hirnstammes, der basalen Nuclei
des zerebralen Kortex, Thalamus und Hypothalamus sowie bei Astrozyten und Oligodendrozyten
nachgewiesen worden (Raidoo, 1997).

Die pathophysiologisch vermutlich bedeutendsten Rezeptoren haben Hirnarterien, diese sollen
daher ndher betrachtet werden.

Kininrezeptoren von zerebralen Arterien sind durch Untersuchungen charakterisiert worden, die
sich mit der Wirkung von Agonisten und Antagonisten von BIl- und B2- Rezeptoren
auseinandersetzten. Agonisten wie Methionyl-lysyl-bradykinin oder des-Arg’-Bradykinin
dilatieren nicht nur groe Hirnarterien in vitro (Whalley et al., 1983a; 1987b; Whalley und Wahl,
1983a), sondern auch Arteriolen der Pia mater in situ (Whalley und Wahl, 1983a; Unterberg et
al., 1984). Wie Befunde iiber den B2- Rezeptorantagonisten Thi>*D- Phe’- BK (Whalley et al.,
1987b; Ellis et al., 1987) bestdtigten, wird diese Wirkung durch den B2- Rezeptor vermittelt.

Dieser Antagonist kann im Gegensatz zu dem B1- Antagonisten des- Arg’- Leu®- Bk (Whalley
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und Wahl, 1983a; Unterberg et al., 1984) die gefiBBerweiternde Wirkung von Bradykinin
aufheben.

Die durch Bradykinin hervorgerufene Dilatation ist endothelzellabhingig (Katusic et al, 1986;
Whalley et al., 1987a). Sie kann durch extravaskuldre, nicht aber durch intravaskuldre
Applikation von Bradykinin ausgelost werden (Unterberg et al., 1984). Daraus ist zu folgern,
dass der B2- Rezeptor in der abluminalen Plasmamembran von Endothelzellen lokalisiert sein
muss.

Im Hinblick auf die Blut- Hirnschrankenfunktion sind B1- Agonisten wirkungslos. Ihre
Applikation hat weder eine Offnung, noch eine Inhibition der Bluthirnschrankendffnung zur
Folge (Unterberg et al., 1984). Daher ist zu vermuten, dass die Wirkung von Bradykinin auf den
Gefalitonus wie Schrankenpermearbilitidt von B2- Rezeptoren vermittelt wird, die offenbar intra-

als auch extraluminal lokalisiert sein konnen.

3. Mediatorfunktion von Bradykinin beim sekundiren Hirnschaden

Erste Hinweise fiir eine Rolle des Kallikrein- Kininsystems als Mediator des sekundéren
Hirnschadens nach traumatischen Insult lieferten Befunde, dal nach einem experimentellen
Schéadelhirntrauma signifikante Mengen von Plasmakininogen in das betroffenen Hirngewebe
austreten (Meier- Hauff, 1984; Ellis, 1989). Von der im traumatisieren Hirn gefundenen
Kininogenmenge wurden ca. 75% durch Umwandlung in Kinine ,,verbraucht* (Meier- Hauff,
1984).

In einer Zeitspanne von 24- 48 Stunden nach Trauma kommt es zu einer deutlichen
Abschwichung der bradykinininduzierten vaskuldren Reagibilitit - als Hinweis fiir eine

Verdnderung der Expression der vaskuldrer Kininrezeptoren durch das Trauma (Gorlach, 1998).
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Durch Versuche mit verschiedenen Bradykinin- Rezeptoragonisten  bzw. Antagonisten
(Unterberg, 1986; Stover, 2000; Rachinsky, 2001) konnte die Mediatorfunktion von Bradykinin
beim traumatischen sekundédrschaden des Gehirns weiter gesichert werden. Bei Patienten mit
SHT konnte in einer Phase II- Studie mit dem Rezeptorantagonisten CP-0127 ( Bradycor® ) eine
signifikante therapeutischem Wirksamkeit (u.a. durch Senkung des erhohten intrakraniellen
Drucks) sowie eine Verbesserung des Glasgow Coma Score und des treatment intensity level-

Indexes nach Marmarou gezeigt werden (Narotam, 1998, Marmarou, 1999).

4. Rolle von Bradykinin bei der Entstehung des Hirnddems:

Die physiologische Funktion des auch im zentralen Nervensystem gefundenen Kallikrein- Kinin-
Systems ist noch immer nicht restlos aufgeklart. Vermutungen sprechen u. a. dafiir, da3 dieses
System an der Produktion von Vorstufen von Nervenzellwachstumsfaktoren und auch an sog.
Neuromodulatoren, welche die Transmitter- bzw. Synapsenfunktion beeinflussen beteiligt ist
(Bhoola, 1992). Unter physiologischen Bedingungen ist die Aktivierung des Kallikrein-
Kininsystems streng kontrolliert. Seine Komponenten (Plasma- und Gewebskininogene) und die
spezifischen Plasma- und Gewebsenzyme (Kallikreine) sind nur als inaktive Vorstufen
vorhanden (Bhoola, 1992). Fiir die Bildung bzw. Freisetzung von Kininen wie Bradykinin bedarf
es der enzymatischen Aktivierung der oben genannten Vorstufen. Eine spontane bzw.
unkontrollierte Aktivierung des Systems wird durch endogene Inhibitoren (z.B. a;- Antitrypsin
C1- Esterase, o, -Makroglobulin und Antithrombin) unterdriickt (Schachter, 1979). Unter
Normalbedingungen ist Bradykinin im Serum nur in sehr geringen Konzentrationen
nachweisbar. Es hat eine Halbwertszeit von weniger als 30 Sekunden (Kariya, 1982 b). Sein

rascher Abbau erfolgt durch Kininasen (Bhoola, 1992).
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Unter akuten pathologischen Bedingungen wie z.B. nach einem Trauma oder einer zerebralen

Ischdmie kann es jedoch zur massiven Aktivierung des Systems kommen. Der Sekundirschaden
des Gehirns nach Trauma oder Ischimie wird ohne Frage durch die Aktivierung des Kallikrein-
Kininsystems verstirkt. Unter diesen Bedingungen kommt es zur signifikanten Beschleunigung
der Bradykininsynthese aus den inaktiven Kininogenvorstufen.

Mittlerweile ist gesichert, dass viele durch Bradykinin erzeugte pathologischeWirkmechanismen
iiber dessen Bindung an B2- Rezeptoren vermittelt werden. Die Ligandenbindung dieser an ein
G- Protein gekoppelten Rezeptoren bedingt die zur Aktivierung von intrazelluldren second
messenger Systemen, die zur intrazelluliren Mobilisierung und Freisetzung von CA **- Ionen
mit anhaltender Aktivierung von Phospholipase A; und C sowie zur Produktion von NO fiihren
(Bhoola, 1992). Phospholipase A, fordert ihrerseits die Synthese von Prostaglandinen und
Leukotrienen, die als Mediatoren am posttraumatischen Sekundirschaden beteiligt sind.

Die Funktion von Bradykinin als Mediator des vasogenen Hirnddems ist ebenfalls geklirt. Die
Verstiarkung der Blut- Hirnschrankenstérung nach einem Insult (z. B. Trauma) durch Bradykinin
gemeinsam mit einer arteriellen Vasodilatation und vendsen Konstriktion (Wahl, 1988) liefert
die pathophysiologische Voraussetzung flir die Extravasation des vasogenen Hirnddems in das
Hirnparenchym (Unterberg, 1984, 1986, Maier- Hauff, 1984, Klatzo, 1978). Eine erste
Bestdtigung lieferten Experimente von Unterberg und Baethmann (1984), wonach die
ventrikulo- zisternale Perfusion des intakten Gehirns mit 2.5x 10° M Bradykinin (geldst in
kiinstlichem Liquor) eine signifikante Erh6hung des Hirnwassergehaltes hervorruft.

Die Arbeitsgruppe hat Kriterien definiert, die ein Faktor wie Bradykinin erfiillen muss, um als
Mediator des zerebralen Sekundirenschadens bewertet zu werden:

a) Seine zerebrale Applikation unter Umgehung der Blut- Hirnschranke muss

pathophysiologische Folgen haben (z. B. die Er6ffnung der Blut- Hirnschranke).
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b) Zerebrale Insult miissen mit der Bildung bzw. Freisetzung des Faktors im geschadigten
Hirngewebe einhergehen,

c¢) die Hemmung der Bildung bzw. Freisetzung des Faktors ebenso wie dessen pathologische
Funktion z. B. durch Rezeptorblockade muss den sekundéiren Hirnschaden hemmen oder
zumindest abschwichen.

Weitere Experimente der Arbeitsgruppe zur Priifung der anderen oben genannten Kriterien
(Vorkommen des Mediators im Gehirn, Abschwiachung des Hirnddems nach Trauma) durch

Hemmung des Kallekrein- Kinin System liegen ebenfalls vor.

5. Therapeutische Funktion von Bradykinin- Rezeptorantagonisten beim traumatischen
Hirnschaden:

Die Hemmung des aktivierten Enzyms Kallikrein durch SBTI (Sojabohnen Trypsin Inhibitor)
oder Aprotinin ergab bei Kaninchen eine effektive Abschwéchung des traumatischen Hirnodems
nach Kailteldsion des Gehirns (Unterberg et al,. 1986). Die pathophysiologisch relevante
Vasodilatation als Folge der Aktivierung des Kallikrein- Kininsystems beim experimentellen
Hirntrauma durch Fluid Percussion kann durch Bradykinin B2- Rezeptorblockade ebenfalls
verringert werden (Ellis et al., 1988). Eine randomisierte klinische Studie an 20 Patienten mit
Schidelhirntrauma mit 7-tdgiger Infusion des B2- Rezeptorantagonisten CP- 0127 ergab eine
signifikante Abschwichung der intrakraniellen Hypertension und eine Verbesserung der
Glasgow Outcome Scale (Narotam et al., 1995). Eine in den USA mit dem Bradykinin- B2-
Rezeptorantagonisten Bradycorg durchgefiihrte Multicenterstudie (n=139) bei Patienten mit
schwerem Schidel- Hirntrauma verlief ebenfalls erfolgreich. Bei den mit Bradycor behandelten

Patienten war der Anstieg des intrakraniellen Drucks erheblich geringer ausgeprigt. Die
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Therapiegruppe hatte aulerdem eine geringere Sterblichkeit als die Placebogruppe (Marmarou et

al., 1999).

E. LF 160687MS:

1. Pharmakologie:

Bis vor kurzem standen nur Peptide - mit beschriankter Lebensdauer und anderen Problemen - als
Inhibitoren von Bradykininrezeptoren zur Verfiigung. FR16 7344 und FR17 3657 waren die
ersten selektiv wirksamen Nicht- Peptid- B2- Rezeptorantagonisten (Aramori et al., 1997; Asano
et al., 1997). Es stellte sich jedoch heraus, dass das inhibitorische Potential dieser Antagonisten
ausgepragte, Spezies- abhingige Unterschiede aufwies. Thre Affinitdit zum B2- Rezeptor von
Meerschweinchen war 10mal hoher als bei Menschen (Aramori et al., 1997; Asano et al., 1997).
Die Arbeitsgruppe von Pruneau hat einen neuen Nicht- Peptid- B2- Rezeptorantagonisten LF
16035C (1-[[3-[2,4-dimethylquinolin-8-yl)oxymethyl]-2,4dichloro-phenyl]sulfonyl]-2(S)-[[4-[4-
(aminoiminomethyl)-phenyl]carbonyl]piperazin-1-yl|carbonyl]pyrrolidin, 2HCL)  mit  hoher
Affinitdt fiir den humanen B2- Rezeptor synthetisiert (Pruneau et al., 1998). Die Wirksamkeit
auf den B2- Rezeptor von Ratten und Meerschweinchen wurden ebenfalls in vitro und vivo
getestet (Pruneau et al., 1999). Dabei zeigte sich eine nahezu gleiche Affinitit wie fiir den
humanen B2- Rezeptor.

LF 160687MS ist der Wirkstoff, mit dem die vorliegenden Experimente durchgefiihrt worden
sind. Es handelt sich ebenfalls um einen Nichtpeptid B2- Rezeptorantagonisten mit folgender
Strukturformel (1-[[(2,4-dichloro-3-[[2,4-dimethylquinolin-8-yl)oxyl]phenyl]sulfonyl]-N-[3-[[4-
(aminoiminomethyl)-phenyl]|carbonylamino]prophyl]-2(S)-pyrrolidincarboxamid (Abb.20).
Dessen Wirkung und Selektivitdt ist in vielen Experimenten gepriift worden. Dabei stellte sich
heraus, dass LF160687MS derzeit der wirksamste B2- Rezeptorantagonist beim Menschen ist

(Pruneau et al., 1999).
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Abb. 20: Strukturformel von LF 160687MS

LF 160687MS ist der Wirkstoff, mit dem diese Experimente durchgefiihrt worden sind. Es
handelt sich ebenfalls um einen Nichtpeptid B2- Rezeptorantagonisten mit folgender Struktur (1-
[[(2,4-dichloro-3-[[2,4-dimethylquinolin-8-yl)oxyl] phenyl] sulfonyl]-N-[3-[[4-

(aminoiminomethyl)-phenyl] carbonylamino] prophyl]-2(S)-pyrrolidiecarboxamid.
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2. Versuche in vitro und an isolierten Organen:

Kompetitive Bindungsstudien mit [°’H] Bradykinin haben ergeben, dass LF 160687MS an den
(von CHO- Zellen exprimierten) rekombinanten B2- Rezeptor von Mensch, Ratte und
Meerschweinchen gebunden wird (Pruneau et al., 1995; 1998a; 1999; Paquet et al., 1999).
Gleiches gilt flir native B2- Rezeptoren menschlichen Umbilikalvenen, Rattenuterus und
Merrschweinchenileum. In Experimenten mit isolierten Organgen und Geweben (humane
Umbilikalvene, Rattenuterus und Meerschweinchenileum) bewirkt LF 160687MS eine
kompetitive Antagonisierung von durch Bradykinin induzierten Muskelkontraktionen (Pruneau
et al.,1995; 1998a; 1999; Paquet et al., 1999). Mit Ausnahme einer moderaten Affinitdt von
muskarinergen M; und M, Rezeptor haben auch andere Tests - einschlieBlich funktioneller
Studien bei iiber 40 verschiedenen Rezeptoren - eine selektive Bindung von LF 160687MS

ergeben (Pruneau et al, 1998a; 1999; Paquet et al., 1999).

3. In vivo Experimente:

Die intravendse Dauerinfusion von LF 160687MS gewihrleistet bei Ratten eine dosisabhdngige
Antagonisierung der von Bradykinin induzierten Hypotension (Pruneau et al., 1999).
Desweiteren bewirkt die subcutane Injektion von LF 160687MS bei Ratten eine signifikante
Hemmung des von Bradykinin hervorgerufenen Magen- (-69%), Duodenal- (-65%), und
Pankreasddems (-57%) (Pruneau et al., 1999). In anderen Experimenten die ebenfalls an Ratten
durchgefiihrt wurden ist die therapeutische Wirksamkeit von LF 160687MS beim stumpfen
Schidel- Hirntrauma gepriift worden (100pg/kg/min ab 1h nach Trauma). Bei den behandelten
Tieren wurde eine deutliche Verringerung des traumatischen Hirnddems mit Verbesserung der
Funktion (Tag 3-7 nach Trauma) gegeniiber unbehandelten Tieren mit Trauma gefunden

(Pruneau et al., 1999). Vielversprechende Ergebnisse werden auch iiber Experimente mit Ratten
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nach Controlled Cortical Impact- Trauma des Gehirns berichtet. Bei diesen Versuchstieren
wurde LF 160687 MS 5 Min. nach Trauma intracutan injieziert, 24 Stunden spéter zeigte sich

eine signifikante Abschwichung des traumatischen Hirnédems (Stover et al., 1999).

F. Therapeutische Wirksamkeit der selektiven Bradykinin B2- Rezeptorblockade durch LF
160687MS beim vasogenen Hirnodem
In denm eigenen Versuchen konnte erstmals gezeigt werden, dass durch selektive B2-
Rezeptorblockade eine wirksame Hemmung des posttraumatischen vasogenen Hirnddems
gewihrleistet wird. Mit Hilfe der fokalen Kélteldsion des Gehirns war es moglich, die
Effektivitidt der selektiven B2- Rezeptorblockade unter standardisierten Versuchsbedingungen
auf die Entwicklung des vasogenen Hirnédems zu untersuchen.
Aufgrund der bereits erwidhnten Vorversuchen mit LF 160687MS (Pruneau et al.,1995; 1998a;
1999; Paquet et al., 1999) konnte von einer wirksamen Blockade des Antagonisten mit dem
Bradykinin B2- Rezeptor ausgegangen werden. Nebenwirkungen z. B. auf den Blutdruck oder
andere wichtige physiologische Parameter sind weder vor noch wéhrend des Experimentes
beobachet worden.
Eine an die vorliegenden Experimente gestellte zentrale Frage liber die Mediatorfunktion von
Bradykinin beim traumatischen Hirnédem wird damit ebenfalls beantwortet. Die Hemmung der
pathologischen Kininwirkung durch selektive B2- Rezeptorblockade bei Insulten des Gehirns z.
B. der bakteriellen Meningitis (Lorenzl et al., 1996), Ischdmie (Kamiya et al., 1993) oder dem
Schidel- Hirntrauma (Pruneau et al., 1999;Unterberg et al.,1987) ist erfolgreicht und es gelingt
das dabei auftretende Hirnddem einzuddmmen.
Eine pathophysiologisch gemeinsame Basis hierfiir ist der dabei stets auftretende

Parenchymschaden des Gehirns und die dadurch provozierte Entziindungsreaktion (Feuerstein et
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al., 1997; Francel et al., 1992). Bradykinin bzw. Kinine sind bei vermutlich allen Formen einer
Gewebsschidigung friih auftretende Entziindungsmediatoren (Walker et al., 1995). Auch fiir das
Gehirn gibt es iiberzeugende Befunde, dass das Kallikrein- Kinin System unter akuten
pathologischen Bedingungen aktiviert wird - insbesondere solchen, die mit einer Schidigung der
Blut- Hirnschranke einhergehen.

Erste Informationen iiber die Bildung von Kininen, speziell Bradykinin, stiitzen sich auf den
Verbrauch der Kininogenvorstufe, wihrend neuere Befunde eine direkte Zunahme der
Bradykinin- Konzentration im betroffenen Hirngewebe zeigen konnen.

Frihere Schwierigkeiten, das aktive Peptid Bradykinin (bzw. Kallidin) im geschidigten
Hirngewebe selbst nachzuweisen, beruhten

(a) auf der fehlenden Verfligbarkeit eines geeigneten Testsystems (z. B. RiA etc.) sowie

(b) auf der raschen Inaktivierung durch Kininasen. Bradykinin hat im Gehirn und Plasma eine
Halbwertszeit von nur 30 Sekunden (Kariya et al., 1982).

Die Bestimmung des freien Bradykininmolekiils konnte auch dadurch erschwert werden, dass
das Peptid an allseits vorhandene Rezeptoren gebunden wird. Andererseits besteht liber die
Herkunft von Kinin- Peptiden bei akuten Hirnldsionen kein Zweifel. Der iiberwiegende Anteil
gelangt als Plasmakininogen Vorstufe aus dem Intravasalraum nach Schidigung der Schranke -
zusammen mit allen erforderlichen Komponenten der Aktivierung und Inaktivierung wie
Kallikrein und Kininasen in der vasogenen Odemfliissigkeit - in das Gewebe. Weitere Quelle der
Bradykininsynthese ist das geschiadigte Gewebe selbst. Auch im normalen (!) Gehirn werden alle
Bestandteile des Kallikrein- Kininsystems gefunden (Chao et al. 1983, Sicili et al.,1984).

Eine hohe Konzentration bzw. Expression des Systems ldsst sich im Plexus choroideus und dem
Hypothalamus, aber auch bei Glia und Endothelzellen, kaum aber auf Neuronen nachweisen (Li
et al., 1999, Raidoo et al, 1997). Die bisher vorliegenden Forschungsergebnisse legen jedoch

nahe, dass der quantitativ iiberwiegende Anteil bei akuten Lésionen des Gehirns auf einen
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Ubertritt der Komponenten des Kallikrein- Kinin Systems aus dem Intravasalraum ins Gewebe
beruht. Die durch das hirneigene System freisetzbaren Mengen von Kininen sind um
GroBenordnungen geringer, sodass davon kaum ein wirkungsvoller, pathologisch relevanter
Beitrag zur Mediatorfunktion des sekunddren Hirnschadens erwarten werden kann. Bisherige
Konzepte und Befunde hierzu werden durch die jetzt durchgefiihrten Experimente unterstiitzt.
Das vasogene Hirnddem durch eine fokale Hirnldsion 148t sich durch LF 160687MS dann am
wirksamsten hemmen, wenn dessen Applikation bereits vor Trauma beginnt. Mit der Applikation
von LF 160687MS 30 oder 60 Minuten nach Lasion kann eine therapeutische Wirkung nicht
mehr erzielt werden. Die friihe Gabe von LF 160687MS gewihrleistet vermutlich, dass mit
Erdffnung der Schranke und Austritt der Odemfliissigkeit (und LF160687MS) bereits eine
ausreichende Menge des Antagonisten im Parenchym vorhanden ist, die zur Bindung aller
ereichbaren Bradykininrezeptoren - sowohl im Intravasalraum (Endothel) als auch im
Hirnparenchym ausreicht. Weiterhin kann nicht ausgeschlossen werden, dass der Beitrag von
Kininen an der Schranken6ffnung nach Lasion durch den Rezeptorblocker erheblich vermindert
worden ist.

Vorversuche bei Trauma mit effektiver B2- Rezeptorblockade haben eine abgeschwichte
Eroffnung der Blut- Hirnschranke ergeben (Barzo et al.,, 1997). Da die Molekiile des B2-
Rezeptorantagonisten die intakte Bluthirnschranke nicht penetrieren konnen, muss die
therapeutische Wirksamkeit (a) auf der Bindung von intravasalen B2- Rezeptoren sowie (b) von
parenchymalen Rezeptoren nach Offnung der Bluthirnschranke mit Austritt der Antagonisten aus
dem Intravasalraum beruhen (s. 0.).

Fiir die mangelnde Wirksamkeit des Rezeptorantagonisten nach Trauma hingegen miissen noch
weitere Griinde in Betracht gezogen werden: Im Gegensatz zu anderen Insulten, bei denen sich
der Gewebsschaden langsamer entwickelt (z.B. Ischdmie), kommt es nach einer fokalen

Kalteldsion sofort zur Gewebsnekrose mit Erdffnung der Bluthirnschranke (Klatzo et al., 1958).
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Die damit einhergehende Aktivierung des Kallikrein- Kinin Systems, die Bildung von Kininen
und deren Bindung an ihre Rezeptoren lduft vermutlich so schnell ab, dass bei verzogerter
Verfiigbarkeit des Rezeptorantagonisten die Kininrezeptoren bereits geséttigt sind.

Bei erfolgreichen Versuchen zur Inhibition des Kallikrein- Kinin Systems nach einer zerebralen
Kilteldsion (Unterberg et al., 1986) wurde kein Rezeptorantagonist, sondern hoch wirksame
Kallikreininhibitoren (Aprotinin, SBTI) 15 Minuten nach Insult injiziert. In diesem Experiment
wurden Kaninchen als Versuchstiere eingesetzt, bei denen im Gegensatz zu Ratten vermehrt
Kallidin als Bradykinin gebildet wird (Bhoola et al., 1992). Ein anderer Grund der mangelhaften
Therapiewirkung durch verzogerte Applikation konnte eine zu niedrige Dosis des
Rezeptorantagonisten gewesen sein. Bei Behandlungsbeginn vor Trauma konnte eine Dosis von
10pg/kg/min. das posttraumatische Hirnddem um 30% verringern (Plasmaspiegel des
Rezeptorblockers ca. 30 ng/ml). Weil diese Dosierung wirksamer war als die ebenfalls gepriifte
10fach hohere Dosis, wurden 10pg/kg/min LF160687MS fiir die Experimente verwendet. Eine
weitere Uberlegung fiir die niedrige Dosis ist, dass Bradykinin (dosisabhingig) nicht nur
negative Eigenschaften hat. Kinine sind vermutlich an der Aufrechterhaltung der normalen
Hirndurchblutung beteiligt, sie wirken auch an der Stimulierung der NO- Bildung im Endothel
mit (Jin et al., 1998; Shigematsu et al., 1999). Solche Bradykininmechanismen sollten nicht
gestort werden.

Ein weiteres Argument zur Erkldrung der Wirkungslosigkeit der Therapie mit Beginn nach
Insult konnte die zu geringe LF 160687MS Konzentration an den B2- Rezeptoren im
geschédigten Parenchym als Folge der dort herrschenden Ischimie und des damit verbundenen
geringen Wirkstofftransportes dorthin gewesen sein. Die Moglichkeit, dass die Aktivierung des
Kallikrein- Kinin Systems innerhalb der ersten 24 Stunden nach Trauma zu einer

,Hochregulation* von B2- Rezeptoren fiihrt, wurde unseres Wissen bisher nicht beschrieben.
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Bei dem von mir verwendeten fokalen Traumamodell féllt die Hirndurchblutung im perifokalem
Gewebe allerdings nicht auf ein ischdmisches Niveau ab. Aus diesem Grund sollte der B2-
Rezeptorantagonist im gefdhrdeten, noch vitalen Parenchym verfiigbar gewesen sein. Das
Minimum der Durchblutung (55% des Ausgangswertes vor Trauma) wird nach einer fokalen
Kilteldsion des Gehirns ca. 30 Min. nach Insult erreicht, wihrend die Hirndurchblutung.
Innerhalb von 24 Stunden nahezu wieder zu Normwerte zurlickkehrt (Plesnila et al., 1997).

Nach Disskusion der oben genannten Punkte ldsst sich nicht ausschlieBen, dass eine hohere
Dosis, die in Experimenten mit einem diffusen SHT- Modell (Pruneau et al., 1990) wirksam
gewesen ist, auch bei den eigenen Versuchen erfolgreich gewesen wire. Die sorgfiltige Analyse
der vorliegenden Ergebnisse iiber den Bradykinin- B2- Rezeptorantagonisten LF 160687MS —
auch unter Beriicksichtigung der Befunde anderer Arbeitsgruppen 1d68t weitere Untersuchungen
zur Frage der optimalen Dosis bei akuten Insulten mit Er6ffnung der Bluthirnschranke und

massiven vasogenen Hirnddem sinnvoll erscheinen.

V. Zusammenfassung

Der Zweck dieser Untersuchung war die Mediatorenfunktion des aktiven Peptids des Kallikrein-
Kinin Systems Bradykinin bei der traumatischen Hirnschwellung als Grundlage -einer
spezifischen, besser wirksamen Therapie weiter abzukldren. Die Hemmung des Bradykinin B2-
Rezeptors durch einen neuartigen Rezeptorantagonisten (LF 160687MS) erschien hiefiir
geeignet. Im Vergleich zu bisher verfiigbaren Antagonisten hat LF 160687MS den Vorzug kein
Peptid zu sein. Die Hemmung des Bradykinin B2- Rezeptors mit dieser Substanz wurde
daraufhin gepriift, ob sie sich zur Behandlung oder Pravention des vasogenen Hirnddems beim

akuten traumatischen Insult des Gehirns eignet.
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Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

Durch die kompetitive Bradykinin B2- Rezeptorblockade mit dem selektiven B2-
Rezeptorantagonisten LF 160687MS wird das vasogene Hirnddem nach einer fokalen
Kilteldsion des Gehirns signifikant abgeschwiécht - wenn die Behandlung vor dem Trauma
begonnen wird.

Der Erfolg der Rezeptorblockade ist an der Abschwéichung der Hemisphédrenschwellung des
Gehirns nach Insult (um ungefdhr 1/3 gegeniiber der bei unbehandelten Versuchstieren mit
Trauma) erkennbar.

Eine Abnahme der Hirnschwellung in dieser Grof8enordnung wire bei Patienten mit schweren
Schidel- Hirntrauma ein vielversprechender therapeutischer Fortschritt mit Chancen das
Outcome bei einem geringeren neurologischen Defizit zu verbessern. Nach den eigenen
Befunden sieht es allerdings so aus, dass die Hemmung der Kininwirkung durch B2-
Rezeptorblockade sehr friih erfolgen muss, was mit einem erfolgreichen klinischen Einsatz kaum
vereinbar erscheint. Davon unabhédngig bestdtigen die Ergebnisse das aktive Peptid des
Kallikrein- Kininsystems Bradykinin als wichtigen Mediator des traumatischen Hirnédems,
dessen pathopysiologische Wirkung durch B2- Rezeptoren vermittelt wird.

Es erscheint deshalb sinnvoll, weitere Studien durchzufithren, um die bisher unwirksame
Behandlung mit dem B2- Rezeptorblocker nach akuten Insulten des ZNS zu optimieren. Ansitze
hierfiir bieten eine Verdnderung der Dosis als auch die Beantwortung nach dem Ausmal} des
therapeutischen Fensters nach Insult.

Abschliefend kann festgestellt werden, dass die selektive Bradykinin B2- Rezeptorblockade ein
kausales Therapiekonzept beim vasogenen Hirnddems nach einem akuten Insult darstellt und
das Kallikrein- Kininsystem eine zentrale Rolle als Mediator fiir den traumatischen

Sekundérschaden des Gehirns spielt.
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Berufliche Tétigkeit:

2001-02 02.01.01 bis 31.06.02 AiP. in der Abteilung fiir Plastische-, Hand- und
Rekonstruktive Mikrochirurgie, BG- Unfallklinik Murnau

bei Chefarzt Dr. med. A. Schmidt

seit 2002 Assistenzarzt in der Abteilung fiir Neurochirurgie, BG- Unfallklinik

Murnau bei Chefarzt Dr. med. H. Jaksche

Murnau, 20.04.05

Joachim Schulz
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