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1.Einleitung

1.1. Das Schadel-Hirn Trauma
1.1.1. Definition und Einteilung

Das Schadel-Hirn Trauma ist die Folge einer Gewalteinwirkung auf Kopf und Gehirn und der
Oberbegriff fir gedeckte und offene Schédelverletzungen mit Gehirnbeteiligung (Hildenbrandt,
1994). Es kann nach Verletzungsmuster (diffus oder fokal) oder Verletzungsart (offen: bei
Eroffnung der Dura mater bzw. gedeckt bei deren Unversehrtheit) eingeteilt werden. Im klinischen
Alltag hat sich zur Abschatzung der Verletzungsschwere des Schadel-Hirn Traumas eine
Einteilung gemal der Glasgow Coma Scale (Teasdale and Jennett, 1974) durchgesetzt. Auf
Ansprache oder Reiz werden dabei die beste verbale Antwort, die beste motorische Reaktion und
das Augendffnen bewertet (Siehe Tabelle 1). Die maximal erreichbare Punktzahl ist 15 (wacher

voll orientierter Patient), die minimal erreichbare Punktzahl ist 3 (tief komattser Patient).

Augentffnung Beste motorische Reaktion B¢ste verbal e Reaktion

Spontan 4 | Befolgung von Anweisungen 6 | Orientierte Antwort auf Fragen 5

Auf Ansprache 3 | Geziehlte Schmerzabwehr 5 | Desorientierte Antwort auf Fragen 4

Auf Schmerzreiz 2 | Ungeziehlte Schmerzabwehr 4 | Unangemessene Antwort 3

KeineAugenoffnung | 1 | Stecksynergismen auf Schmerzreiz 3 | Unverstandliche Antwort 2
Beugesynergismen auf Schmerzreiz 2 | Keine Reaktion 1
Keine Reaktion auf Schmerzreiz 1

Tabelle 1: Glasgow Coma Scale (GCS)

Bei GCS-Werten von 13-15 spricht man von einem leichten, bei GCS-Werten von 9-12 von einem
mittelschweren und bei GCS-Werten von 3-8 von einem schweren Schédel-Hirn Trauma.

Die Charakteristika des leichten Schadel-Hirn Traumas sind eine kurzzeitige Veréanderung der
Bewusstseinslage von weniger als 15 Minuten, Erinnerungsliicken (retro- und anterograde
Amnesie) von weniger als 24 Stunden und das Fehlen von neurologischen Fokalzeichen. Das
kranielle Computertomogramm zeigt in der Regel keinen Herdbefund.

Die Kklinischen Charakteristika des leichten Schéadel-Hirn Traumas mit dem, in der Regel
transienten, in 10-20% chronischen, posttraumatischen Syndrom sind das Schmerzsyndrom
(Kopfschmerz, Nackenschmerz und Nackensteife), das vegetative Syndrom (Ubelkeit und
Erbrechen, Schwindel, orthostatische Dysregulation, distale Hyperhidrose, vegetativer Tremor),
das sensorische  Syndrom  (Licht- und  Geraduschempfindlichkeit,  Geruchs-  und
Geschmacksstérungen) und das neurasthenische Syndrom (depressive Verstimmungen,

neuropsychologische Leistungseinbul3en, Reizbarkeit, Schlafstérungen).
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Beim mittelschweren Schadel-Hirn Trauma liegt eine Bewusstlosigkeit oder Bewusstseinstriibung
von weniger als 24 Stunden vor, fokale neurologische Defizite und ein Herdbefund im CT sind
maoglich. Im Vergleich zum leichten Schadel-Hirn Trauma bilden sich neurologische Auffalligkeiten
langsamer und unvollstandiger zuriick und lassen sich meist noch nach einem Jahr nachweisen.
Das schwere Schéadel-Hirn Trauma ist charakterisiert duch eine Bewusstlosigkeit oder eine
Bewusstseinstriibung von mehr als 24 Stunden oder das Vorliegen einer Hirnstammdysfunktion
(Keidel and Poremba, 2000; Middleboe et al., 1992; Ghajar, 2000; Clifton et al., 1993; Ruff et al.,
1993).

1.1.2. Epidemiologie

In Europa stellt das Schadel-Hirn Trauma die héaufigste Ursache von Behinderung,
Pflegebedurftigkeit und Tod in der Altersgruppe der 15-44 Jahrigen dar (Tagliaferri et al., 2006).
Das Schadel-Hirn Trauma ist ein Gesundheitsproblem von grof3ter sozio6konomischer Relevanz:
Es weist hohe Inzidenzraten auf, betrifft vor allem junge, vorher gesunde Menschen und fihrt in
vielen Fallen zu persistierender Behinderung und psychosozialen Problemen. Aktuelle Studien
belegen, dass es in der Europédischen Union zu 1 000 000 Krankenhausaufnahmen pro Jahr
kommt, die auf Schadel-Hirntraumen zuriickzufiihren sind (Mauritz et al., 2008). In Deutschland lag
die Inzidenz des Schadel-Hirn Traumas im Jahr 2000 bei 337 Fallen pro 100 000 Einwohner, die
Inzidenz schwerer Verlaufe lag bei 33,5 Fallen pro 100 000 Einwohner. Insgesamt wurden 276 758
Menschen stationdr im Krankenhaus aufgenommen und an den Folgen eines Schadel-Hirn
Traumas behandelt. 7567 (3,8%) der im Krankenhaus aufgenommenen Patienten verstarben an
den Folgen ihrer Verletzungen. Die Mortalitdt des Schadel-Hirn Traumas machte im Jahr 2000
0,9% der Gesamtmortalitat aller Deutschen aus (Steudel et al., 2005). Eine 2008 veroffentlichte
Studie zur Inzidenz des Schédel-Hirn Traumas in Norddeutschland in den Jahren 2000 und 2001
zeigt, dass von 6789 im Krankenhaus behandelten Patienten 58% mannlich waren. 28% der
behandelten Patienten waren jinger als 15 Jahre und 18% alter als 65 Jahre, 30% der Schadel-
Hirntraumen betrafen unter 30 Jahrige. 90,9% der Patienten zeigten ein leichtes Schadel-Hirn
Trauma (Glasgow Coma Scale:13-15), mittelschwere Verletzungen (Glasgow Coma Scale von 9-
12) lagen in 3,9% der Falle vor und schwere Schadel-Hirntraumen (Glasgow Coma Scale von <8)

wurden in 5,2% der Falle beobachtet.

Studien aus Sidddeutschland aus dem Jahr 1999 belegen, dass insgesamt 4,5% der im
Krankenhaus aufgenommen Kopfverletzungen schwer verliefen (Glasgow Coma Scale <8). Aus
diesem Patientenkollektiv verstarben 60% der Patienten, 10% der Betroffenen tberlebten mit einer

substantiellen Behinderung und waren dauerhaft pflegebediirftig (Baethmann et al., 2002).

Zu den fuhrenden Ursachen des Schadel-Hirn Traumas gehdren Verkehrsunfélle (56%), gefolgt
von Stirzen aus groRer Hohe (31%) und Suizid (12%) (Firsching and Woischneck, 2001).
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1.1.3. Pathophysiologie

Pathophysiologisch kann die, durch die mechanische Einwirkung auf den Kopf entstehende
Verletzung des Hirngewebes in Primar- und Sekundarschaden unterteilt werden. Der
Priméarschaden umfasst diejenigen Verletzungen des Gehirns, die unmittelbar auf die mechanische
Gewalteinwirkung zurtickgehen und nicht reversibel sind. Hierzu gehéren fokale Schaden durch
Deformation und Fraktur des Schadels. Es kann zu traumatischen Blutungen und Kontusionen des
Hirngewebes sowie zu diffusen Schaden, wie zum Beispiel durch Lazeration entstandene
Axonschaden und Gefal3zerreiungen, kommen.
Der Sekundarschaden umfasst diejenigen Prozesse, die klinisch nach einer gewissen Zeit
(Stunden bis Tage) einsetzen und zur Progression von Verletzung und neurologischer Dysfunktion
fuhren. Dieser sekundare Schaden ist zurtickzufihren auf eine komplexe und bis heute zum Teil
ungeklarte Kaskade von interagierenden funktionellen, strukturellen, zellularen und molekularen
Veréanderungen, die durch das Trauma angestof3en werden.
Dazu gehoren Prozesse wie lonenimbalance, Zusammenbruch der Blut-Hirnschranke,
Odementstehung, Anstieg des intrakraniellen Drucks, Herabsetzung des zerebralen
Perfusionsdrucks, Beeintrdchtigung des Energiemetabolismus, Aktivierung oder Freisetzung von
autodestruktiven Mediatoren, Inflammation sowie deletare oder protektive Verdnderungen von
intrazellul&aren Genen und Proteinen (Sahuquillo et al., 2001; Raghupathi et al., 2000).
Entscheidend ist, dass der entstehende Sekundarschaden im Gegensatz zum Primarschaden
einer Therapie zuganglich ist.
Experimentelle Studien am Tiermodell zeigen, dass die sekundére Schéadigung bis zu 40% des
totalen posttraumatischen Hirnschadens ausmacht (Plesnila et al., 2003; Stoffel et al., 2004;
Zweckberger et al., 2006; von Baumgarten et al., 2008; Trabold et al., 2009; Plesnila et al., 2007).
Obwonhl es in den letzten 30 Jahren sowohl Fortschritte bei der Aufklarung der Pathophysiologie
der, durch das mechanische Trauma angestoRenen, neurochemischen Kaskaden als auch auf
dem Gebiet der technischen Méglichkeiten des Neuromonitorings gegeben hat, ist die Zahl der
Patienten mit einem ungtinstigen Outcome nach Schéadel-Hirn Trauma auch in hochspezialisierten
neurotraumatologischen Zentren, wie sie im European Brain Injury Consortium Network
zusammengefasst sind, immer noch hoch (Murray et al., 1999; Tagliaferri et al., 2006; Narayan et
al., 2002). Es qilt somit, die Pathophysiologie des sekundaren Hirnschadens weiter
aufzuschlisseln, um neue therapeutische Angriffspunkte zu finden, die das Outcome von
neurotraumatologischen Patienten weiter verbessern.
Neuronaler Zelltod im Rahmen des sekundaren Hirnschadens nach Schédel-Hirn Trauma ist eine
Ursache fir die posttraumatische Mortalitat und Morbiditat (Zhang et al., 2005b). Im menschlichen
Gehirn kommt es nach traumatischer Verletzung zum Verlust von Neuronen im Bereich des
Kortex, des Hippocampus, des Kleinhirns und des Thalamus (Raghupathi et al., 2000).
Veranderungen der Zellmorphologie, die auf eine ausgepragte Neurodegeneration hinweisen,
3



lassen sich unmittelbar nach Trauma nachweisen und scheinen Wochen bis Monate anzuhalten
(Bramlett and Dietrich, 2007). Elektronenmikroskopische Analysen neurodegenerativer Prozesse
nach Schadel-Hirn Trauma haben ergeben, dass Neurone zum Teil morphologische
Charakteristika des nekrotischen Zelluntergangs aufweisen. Hierzu gehoren aufgetriebene
Mitochondrien, vakuoliertes Zytoplasma und pyknotische Zellkerne. In vielen Neuronen lassen sich
aber auch DNA-Fragmentation, geschrumpfte Zellorganellen und kondensiertes Chromatin
nachweisen. Dies sind morphologische Kriterien, die flr den apoptotischen Zelltod charakteristisch
sind (Rink et al., 1995; Dietrich et al., 1994).

Die Intervention auf dem Gebiet apoptotischer Signalkaskaden bietet mdglicherweise einen
Ansatzpunkt fir neue therapeutische Strategien. In den letzen Jahren haben eine Vielzahl von
tierexperimentellen Studien belegt, dass es im Rahmen des Sekundarschadens zum
apoptotischen Untergang von Neuronen nach experimentellem Schéadel-Hirn Trauma kommt. Dies
ist Thema vieler grosser Ubersichtsarbeiten der letzten Jahre (Kovesdi et al., 2007; Zhang et al.,
2005b; Wong et al., 2005; Raghupathi, 2004, Liou et al., 2003; Springer, 2002; Raghupathi et al.,
2000). Auch im menschlichen Gehirn gibt es gut dokumentierte Evidenz dafiir, dass apoptotischer
Zelltod zum sekundéaren Schaden nach Schadel-Hirn Trauma beitragt (Clark et al., 2000a; Smith et
al., 2000; Williams et al., 2001; Nathoo et al., 2004; Zhang et al., 2003b; Hausmann et al., 2004
Uzan et al., 2006; Dressler et al., 2007).

Es gibt bisher keine Studie, die den direkten Beitrag des apoptotischen Zelluntergangs am
sekundaren Hirnschaden misst. Allerdings konnte der sekundére Zelluntergang nach
tierexperimentellem Schéadel-Hirn Trauma unter pharmakologischer Inhibition oder genetischer
Ausschaltung von apoptotischen Mechanismen, um bis zu 60% reduziert werden (Clark et al.,
2000b; Raghupathi et al., 1998). Somit stellt die Aufklarung apoptotischer Kaskaden sowie deren
pharmakologische Beeinflussung, einen viel versprechenden Angriffspunkt in der Therapie und

Prognoseverbesserung von Schadel-Hirn Trauma Patienten dar.

1.2. Neuronale Apoptose nach Schadel-Hirn Trauma
1.2.1. Uberblick

Apoptose ist eine aktive Form des Zelltods, die auf Basis von Informationen aus der
Entwicklungsgeschichte der Zelle, aus der Zellumgebung oder aus dem Genom der Zelle initiiert
wird. Abzugrenzen davon ist die Nekrose als eine passive Form des Zelltods, die auf eine lethale
Beschadigung der Zelle zuriickzufihren ist.

Die physiologische Funktion des programmierten Zelltodes im zentralen Nervensystem besteht in
der Beseitigung von Uberflissigen, Uberalterten oder beschéadigten Zellen, zum Beispiel im
Rahmen der Regulation der Neuronenzahl wahrend der Embryonalentwicklung oder der

Tumorsuppression (Cowan et al.,, 1984). Fehlgesteuerte Apoptose im ausgereiften Gehirn spielt
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eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie neurodegenerativer Erkrankungen (Mattson, 2000a),
wie zum Beispiel Parkinson (Tatton et al., 2003), Alzheimer (Kitamura et al.,, 1999) und
amyotropher Lateralsklerose (Martin, 1999). Neben dem Schadel-Hirn Trauma flihren auch andere
akute Insulte wie zerebrale Ischamie (Mattson et al., 2000; Dirnagl et al., 1999) und
Subarachnoidalblutung (Zhou et al., 2005) zur Aktivierung apoptotischer Signalkaskaden. Obwohl
die Auslésemechanismen des programmierten Zelltods bei den einzelnen Krankheiten variieren,
sind die ausfihrenden biochemischen und morphologischen Verédnderungen, die bei
apoptotischen Zellen zu beobachten sind sehr ahnlich, was Anlass fir das Konzept des
apoptotischen Zelltods als ,central executioner gegeben hat (Ferri and Kroemer, 2001).
Morphologisch ist Apoptose durch Chromatin-Kondensation, Zellschrumpfung und Fragmentation
der Zelle in apoptotische Korperchen, die von Phagozyten beseitigt werden ohne eine
inflammatorische Reaktion hervorzurufen, gekennzeichnet. Auf molekularer Ebene liegt der
Endpunkt der Apoptose in der gesteuerten Fragmentation der zelleigenen DNA.

Apoptose kann durch multiple, zum Teil interagierende, Signalwege eingeleitet werden. Hierbei
spielen bei der neuronalen Apoptose vor allem zwei grofRe Signalkaskaden eine Rolle: Zum einen
die Aktivierung der Enzymfamilie der Cystein-abhéangigen, Aspartat-spezifischen Proteasen,
genannt Caspasen, zum anderen kann Apoptose Caspasen-unabhangig durch die Freisetzung
von apoptotischen Faktoren aus den Mitochondrien initiiert werden (Hengartner, 2000; Zhang et
al.,, 2005b). Im Folgenden soll eine kurze Charakterisierung der komplexen apoptotischen
Kaskaden erfolgen und deren Bezug zur Pathophysiologie des Schéadel-Hirn Traumas hergestellt
werden. Die molekularen Mechanismen, die in dieser Arbeit untersucht werden, kdnnen somit in

einen gréReren Kontext gestellt werden.

1.2.2. Effektormechanismen

1.2.2.1 Caspase-abhéngige Signaltransduktion

Die Familie der Caspasen umfasst derzeit 14 bekannte Mitglieder, die als Pro-Enzyme synthetisiert
werden. Nach der proteolytischen Spaltung in grof3e und kleine Untereinheiten kénnen sie einen
aktiven tetrameren Proteasenkomplex bilden (Salvesen and Dixit, 1997). Initiator-Caspasen, wie
die Caspase 8, 9 und 10, werden durch Spaltung und Aggregation aktiviert. Caspasen 3, 6 und 7,
denen die ausfihrende Funktion zukommt, werden durch die Initiatorcaspasen aktiviert. Zum
Zeitpunkt der Aktivierung der Caspasen ist der Prozess der Apoptose irreversibel eingeleitet. Die
proteolytische Spaltung ihrer Substrate fihrt zu den typischen morphologischen Kriterien der
Apoptose wie zum Beispiel zur zytoskelettalen Desintegration und zur DNA-Fragmentation
(Hengartner, 2000).

Der Caspasen-abhangige Zelluntergang im Rahmen des sekunddren Hirnschadens ist nach

experimentellem Schadel-Hirn Trauma untersucht und dokumentiert worden (Yakovlev et al., 1997;
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Pike et al., 2000; Clark et al., 2000b; Larner et al., 2005; Knoblach et al., 2002). Weiterhin konnten
aktivierte Caspasen im Liquor und im Hirngewebe von Patienten nach Schédel-Hirn Trauma
nachgewiesen werden (Harter et al., 2001; Clark et al., 1999; Nathoo et al., 2004; Uzan et al.,
2006). Abbildung 1 zeigt eine schmematische Darstellung der Caspasen-abhangigen

Signaltransduktion im zentralen Nervenssystem.

TNFa
FAS-Ligand

ndoplasmatisches
Reticulum

Caspase 12

CytociromC @ D Q

A 4
Caspasen 8, 9, 10

APAF-1

Caspasen 3, 6, 7
 — |

Zytoskelettale Desintegration
DNA Fragmentierung

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Caspasen-  abhangigen Signaltransduktion

Der Zelltod durch Aktivierung von Caspasen kann durch extrinsische und intrinsische Signalwege
initiiert werden. Dabei involviert der extrinsische Signalweg die Bindung von zelltodinitierenden
Molekilen an neuronale Zelloberflachenrezeptoren (Cheema et al., 1999). Nach Schadel-Hirn
Trauma konnten im humanen Kortex und Liquor die Apoptose-initierenden Liganden Tumor
Necrosis Faktor (TNF) und FAS-Ligand nachgewiesen werden (Qiu et al., 2002; Ertel et al., 1997;
Lenzlinger et al., 2002).

Der intrinsische Signalweg wird in erster Linie durch Stress auf zellulare Organellen, wie zum
Beispiel Mitochondrien und endoplasmatisches Retikulum (ER), ausgeldst. Nach Depolarisation

oder Anderungen der Permeabilitait der Mitochondrienmembran kommt es zur Cytochrom C



Freisetzung. Cytochrom C kann durch Interaktionen mit dem Protease Activating Factor (APAF-1),
die Caspasen 9 und 3 aktivieren (Zou et al., 2003). Beim experimentellen Schadel-Hirn Trauma
der Ratte konnte durch pharmakologische Verminderung der Cytochrom C Freisetzung der
sekundare Zelluntergang vermindert werden (Clark et al., 2007). Weiterhin konnte Cytochrom C im
Liquor von Kindern nachgewiesen werden, die im Rahmen von Kindesmisshandlung ein Schéadel-
Hinrntrauma erlitten (Satchell et al., 2005).

Auf der Ebene des endoplasmatischen Retikulums koénnen Verédnderungen der Kalzium-
Homobostase und exzessive Proteinakkumulation Apoptose auslésen. Dies geschieht durch
Aktivierung der im endoplasmatischen Retikulum lokalisierten Caspase 12. Dieser Mechanismus
scheint eine Rolle in der Pathophysiologie des sekundaren Schadens beim experimentellen
Schédel-Hirn Trauma der Ratte zu spielen (Larner et al., 2004). Weitere Enzymfamilien tragen
ebenfalls zur Aktivierung von apopotischen Mechanismen nach Neurotrauma bei. Die sogenannten
Calpaine sind Kalzium-abhangige Proteasen mit einer Vielzahl von zellularen Substraten, wie zum
Beispiel cytoskelettale Proteine. Calpain-Aktivierung wird nach Schadel-Hirn Trauma beobachtet
und ist mit Caspase 3 Aktivierung kolokalisiert (Pike et al., 2000; Buki et al., 2000). Eine
pharmakologische Hemmung der Calpainaktivierung nach Trauma erwies sich als neuroprotektiv
(Knoblach et al., 2004).

1.2.2.2 Caspase-unabhangige _Signaltransduktion

Verschiedene mitochondriale Proteine kénnen Apoptose ohne die Aktivierung von Caspasen
induzieren. Der Apoptosis Inducing Factor (AIF) ist ein mitochondriales Flavoprotein, welches nach
mitochondrialer Membrandepolarisation freigesetzt wird (Susin et al., 1999). AlF transloziert in den
Zellkern und induziert dort die DNA-Fragmentation. AlF-induzierte DNA-Fragmentation ist
tierexperimentell nach zerebraler Ischamie (Plesnila et al., 2004) und Schadel-Hirn Trauma (Zhang
et al., 2002; Slemmer et al., 2008) nachgewiesen worden. Andere mitochondriale Proteine, die bei
apoptotischen Vorgangen eine Rolle spielen, sind Endonuclease G (Li et al., 2001), Htr2A/Omi
(Suzuki et al., 2001) und Smac/Diablo (Chai et al., 2000), allerdings bleibt ihre Rolle nach Schadel-
Hirn Trauma unklar.

Es hat sich gezeigt, dass Poly(ADP-Ribose)polymerase (PARP) Aktivierung zum Caspase-
unabhangigen apoptotischen Zelltod beitragen kann (Yu et al.,, 2003). Bei Zustanden einer
eingeschrankten NAD+ Verflgbarkeit im Rahmen einer Kompromittierung der zellularen
Energiebereitstellung, wie sie im perikontusionellen Gewebe bei Schadel-Hinrtrauma vorliegt, kann
die PARP-Aktivierung zur mitochondrialen Depolarisation, AlF-Freisetzung und zur p53-

vermittelten Apoptose beitragen (Komjati et al., 2005; Culmsee and Mattson, 2005).



1.2.3. Regulatorproteine
Caspase-abhangige und Caspase-unabhangige Apoptose wird durch die B-Zell-Lymphoma 2 (Bcl-

2) Proteinfamilie reguliert, welche sowohl pro-apopotische als auch anti-apoptotische Molekiile
beinhaltet (Graham et al., 2000). Die Uber 20 bekannten Mitglieder der Bcl-2 Proteinfamilie
regulieren die Permeabilitdt der au3eren mitochondrialen Membran (Harris and Thompson, 2000;
Liou et al., 2003). Die Proteinfamilie zeichnet sich durch homologe Doméanen aus (BH 1-4), die zur
Komplexbildung befahigen. Komplexe, die aus BH-3-haltigen Proteinen bestehen, wie zum
Beispiel Bax, Bid, Puma, Noxa und Bad, induzieren durch Porenbildung in der mitochondrialen
Membran die mitochondriale Cytochrom C-Freisetzung (Graham et al., 2000; Ward et al., 2004).
Anti-apoptotische Mitglieder der Bcl-2 Familie umfassen die Molekile Bcl-xI, Bcl-2 und Mcl-1l. Sie
verhindern die Freisetzung von Proteinen aus den Mitochondrien, einschliel3lich Cytochrom C
(Rosse et al., 1998), Endonuclease G (Li et al., 2001) und AIF (Susin et al., 1999).

1.3. Bedeutung von p53 flr die neuronale Apoptose

Zu den Ubergeordneten Initiatormolekilen der neuronalen Apoptose gehort das
Tumorsupressorprotein p53. Seine Aktivierung ist im zentralen Nervensystem mit dem Untergang
von Neuronen assoziiert (Morrison et al., 2003; Hofseth et al., 2004). P53 kann als vorgeschaltetes
Steuermolekil die apoptotische Kaskade in Gang bringen.

Dies geschieht zum einen auf Transkriptionsebene: P53 fungiert als Transkriptionsaktivator pro-
apoptotischer Zielgene, wie zum Beispiel Bax, Bid, Bad, Noxa und Puma (Cregan et al., 1999;
Ward et al., 2004; Culmsee and Mattson, 2005; Liou et al., 2003). Zum anderen gibt es Evidenz
dafir, dass p53 Transkriptions-unabhangig Apoptose initiieren kann. Hierbei spielen die
Translokation von FAS-Rezeptoren auf die Zellmembran (Bennett et al., 1998), die Aktivierung von
Caspase 6 und 8 (Ding et al., 2000) und die Freisetzung von Cytochrom C durch mitochondrial
lokalisiertes p53 (Erster and Moll, 2005), eine Rolle. In den letzten Jahren wurde ein weiterer
Mechanismus der p53-abhangigen Apoptose untersucht: die Inhibition des anti-apoptotischen
wirksamen nukledren Transkriptionsfaktors kB, kurz NFkB (Webster and Perkins, 1999). In
Neuronen kann NFkB Signalkaskaden, die das Uberleben einer Zelle begiinstigen, initieren. NFkB
kann als transaktivierender Transkriptionsfaktor die Expression von anti-apoptotischen Proteinen,
wie zum Beispiel Bcl-2 und Bcl-xl (Culmsee et al., 2002), Mangan-Superoxid-Dismutase (MnSOD)
(Mattson et al., 1997; Bui et al., 2002) und die Proteinfamilie der Inhibitoren der Apoptose oder
IAPs (Chu et al., 1997) induzieren. Die Hypothese, dass eine wechselseitige Beeinflussung von
p53 und NFkB fir den apoptotischen Zelluntergang im ZNS eine wichtige Rolle spielt, wird
untermauert durch die Beobachtung, dass p53 nach zerebraler Ischdmie die NFkB-
Transkriptionsaktivitat in Neuronen inhibiert (Culmsee et al., 2003). Einen Uberblick tber die

steruerfunktion von p53 im Rahmen der neuronalen Apoptose gibt Abbildung 2.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der tibergeord neten Steuerfunktion von p53 im Rahmen der
neuronalen Apoptose

P53 besitzt eine Schlisselrolle bei der Initiation neuronaler Apoptose. Es konnte gezeigt werden,
dass der neuronale Zelluntergang durch Exposition von oxidativem Stress, von DNA-schadigenden
Substanzen oder von Glutamat in in vitro-Studien ein p53-vermittelter Prozess ist (Hughes et al.,
1997; Cregan et al., 1999; Xiang et al., 1998; Culmsee et al., 2001; Culmsee et al., 2003). In vivo
konnte gezeigt werden, dass es nach zerebraler Ischamie (Crumrine et al., 1994; Li et al., 1994),
nach intrazerebraler Blutung (Zhou et al., 2005; Cahill et al., 2007), im Rahmen der Alzheimer
Erkrankung (de la Monte et al., 1997), bei Chorea Huntington (Bae et al., 2005), im Rahmen der
multiplen Sklerose (Li et al.,, 2008) und beim Morbus Parkinson (Biswas et al., 2005) zur
neuronalen p53-Akkumulation kommt. Studien an p53-knockout M&usen belegen, dass p53 zum
sekundéaren Absterben von Neuronen nach isch&mischem und exitotoxischem Stress beitragt
(Crumrine et al., 1994; Morrison et al., 1996).

Auch nach Schadel-Hirn Trauma ist tierexperimentell eine gesteigerte p53 Expression belegt (Muir
et al., 1999; Xue and Yang, 2004; Kaya et al., 1999; Lu et al., 2000; Napieralski et al., 1999). Eine
gesteigerte p53-Expression lasst sich auch im humanen Kortex nach Schéadel-Hirn Trauma
nachweisen (Ng et al., 1999; Yang and Xue, 2004). Trotzdem ist bislang unklar, welchen Beitrag

der p53-abhéngige Zelltod zum sekundaren Schadenswachstum nach Trauma leistet.

1.4. Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Expression von p53 nach experimentellem Schadel-Hirn

Trauma der Maus zu untersuchen und zu evaluieren, ob diese eine kausale Rolle fur die

Entstehung des sekundéaren Hirnschadens nach Trauma spielt. Hierzu wird die Auswirkung einer

pharmakologischen Inhibition von p53 auf die Entwicklung des Sekundarschadens nach

traumatischem Insult bestimmt. Weiterhin wird untersucht, ob es nach Trauma zur p53-abhangigen
9



Anderung der posttraumatischen NFkB-Aktivitit kommt und ob die Imbalance der beiden

Transkriptionsfaktoren kausal zum sekundéren Hirnschaden nach Schéadel-Hirn Trauma beitragt.
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2. Material und Methoden

2.1. Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden mannliche C57BI6 Mause (Charles River, Deutschland) mit einem
Gewicht zwischen 25 und 28 g verwendet. Weiterhin kamen transgene, mannliche E14-NFkB-
Luciferase Reportermduse mit einem Gewicht zwischen 25 und 28 g zum Einsatz. Diese Tiere
wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Carsten Culmsee vom Institut fir Pharmakologie und
Toxikologie der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen zur Verfligung gestellt. Es handelt sich
um eine transgene C57BI6-Mauslinie, die im Labor von Richard Flavell (Department of Molecular,
Cellular and Developmental Biology,Yale University School of Medicine, New Haven, Conneticut,
USA) hergestellt und charakterisiert wurde (Voll et al., 2000; Millet et al., 2000). Die transgene
Founder-Linie wurde durch Mikroinjektion eines 2.0 kb HindllI-Xhol Fragments des NFkB-Reporter
Gens pBlix-luc in fertilisierte C57BI6 F2 Eizellen erstellt. Das NFkB-Luciferase-Transgen enthalt
das Firefly-Luciferase Gen unter der Kontrolle von 2 DNA-NFkB Bindungsstellen, die die Homo-
und Heterodimerkombinationen p65/p50, p50/cRel, p65/p65, p50/p50 und p65/c-Rel binden.

Luciferase ist ein Enzym, welches durch Oxidation seines Substrats Luciferin zur Bioluminiszenz
fuhrt. Das Prinzip wird zur Darstellung und Quantifizierung der NFkB-Transkriptionsaktivitat
genutzt: Bindet NFKB an seinem Promotor, so wird in den transgenen Tieren das kinstlich
eingeflhrte Luciferase Gen abgelesen und das Genprodukt Luciferase exprimiert. Die Menge der
hergestellten Luciferase dient als relatives Mal fur die NFkB -Transkriptionsaktivitat und kann mit

einem Luminometer, wie unter Abschnitt 2.7.2 beschrieben ermittelt werden.

NFkB
P

r'd
Promotor Luciferase - Gen — Luciferase f

Abbildung 3: Schematische Darstellung des NF  kB-Luciferase Gens von E14-NF kB-Luciferase
Reportertieren

Alle Tiere wurden im Tierstall des Instituts fur Chirurgische Forschung mit freiem Zugang zu
Wasser und Futter (Sniff® R/M-H, Sniff Spezialdidten, Soest, Deutschland) geziichtet und
gehalten. Der Tierstall war voll klimatisiert, bei einer Raumtemperatur von etwa 20C und einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 65%. Uber eine Zeitschaltuhr wurde ein Zwolf-Stundenrhythmus

kunstlicher Beleuchtung eingehalten.
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2.2. Versuchsdurchflihrung
2.2.1. Narkose

Fir die Einleitung der Kurzzeitnarkose zur Traumaapplikation wurde fiir 40 Sekunden 4% Halothan
(Eurim-Pharma, Piding, Deutschland) Uber einen Narkosemittel-Verdunster (Drager-Vapor 19.3,
Drager Medial, Lubeck, Deutschland) in eine Halothankammer geleitet. Wahrend der Praparation
wurde die Narkose mit einem Gemisch aus 1,1% Halothan, 30% Sauerstoff und 70% Lachgas
(Linde, Munchen, Deutschland), das tUber eine Maske den spontan atmenden Tieren zugefiihrt
wurde, aufrechterhalten. Zur Ausleitung der Narkose wurde die Zufuhr von Halothan und Lachgas
gestoppt und die Versuchstiere atmeten fiir eine Minute reinen Sauerstoff.

Bei Experimenten, fur die eine langere Narkose notwendig war, erfolgte diese mittels einer
intraperitonealen Injektion von Medetomidin, Midazolam und Fentanyl in der folgenden Dosierung:
Medetomidin (Dr. E. Graub, Basel, Schweiz) 0,5 mg pro kg Korpergewicht, Midazolam
(Ratiopharm, Ulm, Deutschland) 5 mg pro kg Koérpergewicht und Fentanyl (Jansen — Cilag, Neuss,
Deutschland) 0,05 mg pro kg Korpergewicht. Anschlielend erfolgte unter Sicht mit einem OP-
Mikroskop (OP-Mi 1, Carl Zeiss, Gottingen, Deutschland) die Intubation in 45°Kopfhochlagerung.
Als Tubus wurde eine Eigenkonstruktion, bestehend aus einem gekirzten Venenverweilkatheter
(Becton-Dickinson Medical, Heidelberg, Deutschland), verwendet. Danach wurden die
Versuchstiere mit einem druckgesteuerten Kleintierrespirator (Minivent 845, Hugo Sachs
Elektronik, March — Hungstetten, Deutschland) mit 30% Sauerstoff mechanisch beatmet. Die
kontinuierliche Bestimmung der expiratorischen endtidalen Kohlendioxidkonzentration (EtCO,)
sowie die Messung der Atemfrequenz erfolgte mikrokapnographisch (Cl1240, Columbus
Instruments, Ohio, USA). Atemfrequenz und Atemzugvolumen der mechanisch ventilierten
Versuchstiere konnten so optimal angepasst werden, um physiologische Atmungsbedingungen zu
schaffen. Diese liegen bei Mausen etwa bei einer Atemfrequenzen von 120 bis 160 Atemziige pro
Minute und einem Atemzugvolumen von 200 pl. Zu Versuchsbeginn und nach Versuchsende
wurden Uber den arteriellen Katheter Blutproben zur Blutgasanalyse entnommen. Diese wurde mit
einem handelsiblichen Analysegerat (Nr. 860, Chiron Diagnostics Corporation, East Walpole, MA,
USA) durchgefiihrt.

2.2.2. Controlled Cortical Impact

Die Applikation des Schéadel-Hirn Traumas erfolgte nach einem standardisierten Protokoll
(Zweckberger et al., 2003; Zweckberger et al., 2006; von Baumgarten et al., 2008; Plesnila et al.,
2007; Trabold et al., 2009). Das Versuchstier wurde in einem stereotaktischen Rahmen (Small
Animal Steriotactic Frame, Model 900, David Kopf Instruments, Tujunga, Ca, USA) in Bauchlage
positioniert. Es erfolgte eine 0,3 cm lange mediane Inzision der Kopfhaut zur Freilegung des

Schédelknochens, von der vorderen (Bregma) bis zur hinteren (Lambda) Koronarnaht. Galea und
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Periost wurden Uber der Kalotte stumpf abprépariert. Nun erfolgte die Auffrasung der Kalotte Uber
dem rechten parietalen Kortex zwischen Lambda-Koronarnaht und dem Ansatz des M. temporalis
mit einem feinen Bohrer (Uni-Drive N, Paggen Werkzeugtechnik, Starnberg, Deutschland;
Bohrerkopfaufsatz: Aesculap GD870R, 0,8 x 5,1 mm, B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland). Abbildung 4 zeigt die schematische Darstellung der Kraniotomie und die

Lokalisation der Trauma-Applikation.

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Mausescha dels
Kraniotomie Uber dem rechten parietalen Kortex (hellgrau unterlegt), Lokalisation der Trauma-Applikation
(dunkelgrau unterlegt).

Das Aufbohren des Schadelknochens erfolgte, zur Schonung der Dura mater, unter
kontinuierlicher Kihlung mit 0,9% NaCl (Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland).
AnschlieRend wurde die Kalotte manuell tGiber der sagittalen Koronarnaht aufgeklappt und blieb am
Periost hangen. Die Dura mater wurde mikroskopisch auf ihre Unversehrtheit hin Gberprift und
wahrend des Versuchsablaufs mit steriler, 0,9%iger NaCl-Lésung (Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland) feucht gehalten. Die Applikation des standardisierten Traumas, nach
dem Modell des Controlled Cortical Impact (Dixon et al., 1991), erfolgte mit einem speziell
angefertigten Geréat (siehe Abbildung 5, L. Kopacz, Mainz). Ein hydraulisch getriebener Kolben, mit
einem Durchmesser von 3 mm, drang im 90%*Winkel zur Gehirnoberflache, mit einer
Geschwindigkeit von 8 m/s, 0,75 mm tief ins Gehirnparenchym ein. Die Kontaktzeit mit der
Gehirnoberflache betrug 150 ms. Die Geschwindigkeit und die Kontaktzeit wurden durch eine im

Gerdat integrierte Lichtschranke kontrolliert zum Zeitpunkt der Traumaapplikation kontrolliert.
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Abbildung 5: Hydraulisch getriebener Kolben zur Tra umaapplikation

Das initial ausgefraste Knochenfragment wurde Uber dem Situs repositioniert und mit
Gewebekleber (Histoacryl, Baun-Melsungen, Melsungen, Deutschland) fixiert. AnschlieRend wurde
die mediane Inzision der Kopfhaut mit einem Vicrylfaden zugenéht (Ethibond Excel 5/0, Ethicon,
Brussel, Belgien). Sham-operierte Tiere durchliefen dieselbe Versuchsabfolge (Narkose,
Kraniotomie, Verschluss der Kraniotomie) ohne Trauma-Applikation.

Die Korpertemperatur wurde bei allen Versuchstieren wahrend der gesamten Versuchsdauer
konstant bei 36,5 +/- 0,1 gehalten. Zu diesem Zwe ck wurde bei Versuchsbeginn eine Sonde
rektal eingefihrt und mit einem Temperaturhomdéostasegerat (FHC, Bowdingham, ME, USA), das
eine Heizplatte im Boden des stereotaktischen Rahmens steuerte, verbunden. Zur Verhinderung
eines Abfalls der Korperkerntemperatur wahrend der Aufwachphase, wurden die Versuchstiere bis
zur Ruckkehr der spontanen motorischen Aktivitat in einem Inkubator (Intensivpflegeinkubator Typ
7012, Dragerwerke Lubeck, Deutschland) bei 36T ver wahrt.

2.2.3. Pifithrin-Applikation

10 mg Pifithrinpulver (PFT-a, Calbiochem, Merck Bioscience GmbH, Schwalbach, Deutschland)
wurde in 400 ul Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) gelost,
aliquotiert und bei -80C gelagert. Vor jedem Versuch wurden die einzelnen Proben bei
Raumtemperatur langsam aufgetaut, um ein Ausfallen des Pifithrins zu vermeiden. Die jeweilige
gewichtsspezifische Pifithrin-Dosierung wurde mit 0,9%iger, steriler Kochsalzlésung auf ein
Gesamtvolumen von 300 ul aufgefiillt und intraperitoneale verabreicht. Kontrolltiere erhielten die
gewichtsspezifisch Menge an Tragersubstanz (DMSO) in 0,9% NaCl (0,16 pl, 0,24pl bzw. 0, 32 pl
DMSO pro g Korpergewicht als Aquivalent einer Pifithrindosierung von 4, 6 oder 8 mg/kg
Kdrpergewicht).
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Die Pifithrindosen wurden auf der Basis von Konzentrationen gewahlt, die sich im Mausmodell der
zerebralen Ischéamie als therapeutisch wirkungsvoll erwiesen haben (Culmsee et al., 2001;
Culmsee et al., 2003).

2.2.4. Blutdruckmessung

Zur Erfassung des arteriellen Mitteldrucks bei Langzeitversuchen wurde ein Katheter mit
angeschlossenem Drucksensor in die A. femoralis implantiert. Nach einer circa 1 cm langen
Inzision im Bereich des rechten Ligamentum inguinale der Maus, erfolgte die Darstellung der
Gefal3-Nervenscheide des Beins. Unter Schonung von Nervus und Vena femoralis wurde die
Arteria femoralis frei prapariert. Unter temporarer Unterbrechung der Blutversorgung durch einen
Mikro-Gefal3klipp (Zen Temporary Clip, No. 10-b, Ohwa Tsusho Co. Ltd., Tokyo, Japan) wurde die
Arterie mit einer Mikroschere ca. 0,2 mm weit eingeschnitten. Anschlie3end wurde ein Katheter
(Polythene Katheter, AuRendurchmesser 0,6 mm, Innendurchmesser 0,28 mm, SIMS Portex, Kent,
Grol3britannien) etwa 7 mm weit in das Gefall eingefihrt und unter Zuhilfenahme von
Gewebekleber (Histoacryl, Baun-Melsungen, Melsungen, Deutschland) und einer Fadenschlinge
(Ethibond Excel 5/0, Brissel, Belgien) fixiert. Der Blutdruck wurde mit einem Transducer von
Becton Dickinson (DTX Plus DT-XX, Becton Dickinson Medical, Heidelberg, Deutschland)
gemessen. Zur Verhinderung des Verschlusses der Arterie wurde das Kathetersystem mit einer
0,9%-igen NaCl Losung mit der FluBrate von 0,2 ml/hr perfundiert (Infusionspumpe WPI SP100i
Syringe Pump, World Precision Instruments, Sarasota, USA). Die Datenerfassung erfolgte mit
einem PC unter Verwendung einer Analog-Digital-Wandlerkarte und der Datenerfassungssoftware
DasyLab 5.0 (DasyLab 5.02.20, Datalog GmbH, Mdnchengladbach, Deutschland).

Die wahrend der Narkose der Tiere gewonnenen Blutdruckdaten wurden mit einer zeitlichen
Auflésung von 10 Hz aufgezeichnet, zur Datenreduktion wurden 10 aufeinander folgende Werte zu
einem Wert gemittelt. Fir die weitere Verarbeitung wurden die Daten im DasyLab-Datenformat
gespeichert.

Die Auswertung erfolgte mit dem Programm FlexPro 6.0 (FlexPro 6.0.25, Weisang GmbH & Co
KG, Kassel, Deutschland).
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2.3. Versuchsgruppen

Die Gruppenzuteilung der Versuchstiere erfolgte bei allen Versuchen randomisiert. Die
Operateurin war wahrend Versuchsdurchfiihrung und -auswertung hinsichtlich der Therapie der

Tiere verblindet. Die unten aufgefiihrte Tabelle zeigt alle Versuchsgruppen im Uberblick.

Versuchstiere: Anzahl: Untersuchung:

C57BI6 20 Zeitverlauf der p53 Expression nach Trauma
(Western Blot)

C57BI6 4 Lokalisation der p53 Expression im traumatisierten
Gehirn

(Immunhistochemie)

C57BI6 10 Messung physiologischer Parameter vor und nach
Pifithrin-Applikation
(kontinuierliche Messung des arteriellen Blutdrucks,
Blutgasanalyse)

C57BI6 40 Auswirkung der Pifithrin- Vorbehandlung auf das
posttraumatische Kontusionsvolumen

(histomorphometrische Bestimmung des
Kontusionsvolumens)

C57BI6 42 Etablierung des therapeutischen Fensters der
Pifithrin-Applikation nach Trauma

(histomorphometrische Bestimmung des
Kontusionsvolumens)

C57BI6 24 Etablierung des therapeutischen Fensters der
Pifithrin-Applikation nach Trauma

(histomorphometrische Bestimmung des
Kontusionsvolumens)

C57BI6 18 Zeitverlauf der NFkB-DNA-Bindungsaktivitat nach
Trauma
(ELISA)
NFkB-Luciferase 18 Zeitverlauf der NFkB- Transkriptionsaktivitat nach
Reportermause Trauma

(Luciferase Assay)

NFkB-Luciferase 16 Posttraumatischen NFkB-Transkriptionsaktivitat unter
Reportermause p53-Inhibition mit Pifithrin
(Luciferase Assay)

Tabelle 2: Einteilung der Versuchsgruppen
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2.3.1. P53-Expression nach Trauma

Zur Untersuchung der p53-Expression nach Trauma wurden 18 C57BI6-Mause randomisiert in

sechs Versuchsgruppen eingeteilt. Die Traumaapplikation erfolgte in Halothannarkose.

Anzahl der Prozedur:  Zeitpunkt der Hirnentnahme: Untersuchung:
Versuchstiere:

4 CClI 15 Minuten p53-Western Blot

4 3 Stunden

4 6 Stunden

4 12 Stunden

4 24 Stunden

4 Sham-OP 15 Minuten

T?belle 3 : Versuchsprotokoll zur Untersuchung der posttraumatischen p53-Expression im Western
Blot

In tiefer Halothannarkose erfolgte, nach Tod durch zervikale Dislokation, zu unterschiedlichen
Zeitpunkten (15 Minuten, drei, sechs, zwolf und 24 Stunden nach Trauma) die Hirnentnahme.
Hierzu wurde die Schadelkalotte medial, von okkzipital nach frontal, gespalten und
auseinandergedrangt. Nach dem Abtrennen der spinalen Fasern und der Durchtrennung der
Hirnnerven konnte das Gehirn mit einem Dissektionsspatel mobilisiert und entnommen werden.
Daraufhin wurde es mit einer Standardmatrix fir Mausgehirn (FST Gmbh, c/o Heidelberg,
Deutschland) in 4 mm dicke Scheiben unterteilt. Der koronare Schnitt, der die Kontusion enthielt,
wurde in vier Quadranten unterteilt (siehe Abbildung 6). Quadrant A und C enthielten Hirngewebe
aus der Hemisphére kontralateral zur Kontusion, Quadrant B enthielt die Kontusion sowie
perikontusionelles Hirngewebe und Quadrant D unverletztes, ipsilateral zur Kontusion gelegenes

Parenchym.
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C D

Abbildung 6 : Schematische Darstellung der Gewinnun g von Gewebelysaten nach Trauma
Eine 4 mm dicke, koronare Hirnscheibe wurde in 4 Quadranten zerteilt. Quadrant B enthalt die, in der
Abbildung grau unterlegte Kontusion

B

Die Quadranten wurden auf Eis in einem Eppendorfgefal? unter Zugabe von je 250 pl eiskaltem

Lysepuffer (Complete Lysis Buffer, Active Motif, Rixensart, Belgium) mit einem
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Homogenisierungsstabchen (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) homogenisiert. Um die
unléslichen Komponenten zu entfernen, wurden die Ansétze bei 4T fur 15 min bei 13 000 g
zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt und bei -80CT bis

zur Western Blot Analyse gelagert.

Fir die immunhistochemische Detektion von p53 im Hirngewebe wurden vier C57BI6 Mause dem

standartisierten Trauma unter Halothannarkose unterzogen.

Anzahl der Prozedur: Zeitpunkt der Untersuchung:
Versuchstiere: Hirnentnahme:
4 CCl 6 Stunden nach Trauma p53-Immunhistochemie an

Parafinschnitten

Tabelle 4: Versuchsprotokoll 2

Sechs Stunden nach Controlled Cortical Impact wurden die Versuchstiere erneut mit Halothan
narkotisiert, mit Kanulen auf einer Styroporplatte fixiert und thorakotomiert. Mit einer stumpfen
Injektionskanile der Starke 24 G (Mikrolance, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland)
wurde der linke Ventrikel punktiert, und das rechte Herzohr fir den Austritt von Blut und
Spulflissigkeit durch Inzision erdffnet. Das Versuchstier wurde zun&chst mit physiologischer
Kochsalzlésung perfundiert, bis das gesamte Blutvolumen durch Spillésung ausgetauscht war.
AnschlieRend erfolgte die Perfusion mit 4%-iger, Phosphat-gepufferter Paraformaldehydldsung
(PH 7,4) unter dem Druck von ca. 100 cm Wassersaule. Das Gehirn wurde, wie zuvor
beschrieben, aus dem Kranium geldst und in vierprozentiger, gepufferter Paraformaldehydlésung
Uiber Nacht bei 4 C°im Kuhlschrank gelagert.

Die Einbettung der Gehirne in Paraffin erfolgte nach einem Standartprotokoll. Dazu wurde das
Gehirn zunachst in eine Standartkassette (berfihrt. AnschlieBend erfolgte die sequentielle
Inkubation in 70%- igem Ethanol fir zwdlf Stunden, in 90%-igem Ethanol fir zwolf Stunden, in
96%-igem Ethanol fur 24 Stunden, in 100%-igem Ethanol fir neun Stunden, in Aceton fur 17

Stunden und in Paraffin bei einer Temperatur von 60-62 < fir 30 Stunden.

Das Gehirn wurde mit einem Mikrotom (Reichert-Jung Biocut, Heidelberg, Deutschland) in 4 pm
dicke Scheiben geschnitten, die auf Objekttrager aufgebracht wurden. Die angegebenen
Verbrauchsmaterialien wurden von den Firmen Merck Eurolab (Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe),
Serva Electrophoresis (Heidelberg) sowie Sigma- Aldrich (Deisenhofen) im Reinheitsgrad ,zur

Analyse* bezogen.
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2.3.2. Physiologie nach Pifithrin-Applikation
Insgesamt wurden zehn C57BI6 Mause untersucht. Die Versuchstiere wurden randomisiert in zwei
Versuchsgruppen eingeteilt. Der Versuch erfolgte in Langzeitnarkose unter endotrachealer

Intubation und mechanischer Ventilation.

Anzahl der Prozedur: Therapie: Prozedur

Versuchstiere:

5 Messung des arteriellen  PFT (8 mg/kg KG) Messung des arteriellen

5 Mitteldrucks, Vehikel Mitteldrucks,
Blutgasanalyse Blutgasanalyse

Tabelle 5: Versuchsprotokoll 3
Einteilung der Versuchsgruppen zur Untersuchung physiologischer Parameter nach Pifithrin Applikation

Die Messung des arteriellen Mitteldrucks erfolgte Gber 60 Minuten, beginnend 30 Minuten vor,
endend 30 Minuten nach der intraperitonealen Injektion von Pifithrin bzw. Vehikel. Zu Beginn und
am Ende der Messphase wurden circa 30 pl arterielles Blut aus dem, in der Arteria femoralis
liegenden, Katheter in eine Heparin-beschichtete Kapillare (Chiron Diagnostics, Walpole, USA)
Uberfiihrt. Aus dieser Probe wurden mit einem Blutgasanalysegerat (Chiron Diagnostics 860,
Chiron Diagnostics, Walpole, USA) der pH-Wert, der Sauerstoff- und Kohlendioxidpartialdruck
(pO,, pCO,), die Sauerstoffsattigung (SO,), und der Wert fir die Bicarbonat-, Na** - und K* -

Konzentration bestimmt.

2.3.3. Pifithrin-Applikation vor Trauma

40 C57Bl6-Méause wurden randomisiert in vier Versuchsgruppen eingeteilt. 60 Minuten vor
Versuchsbeginn wurde die gewichtsadaptierte Dosis Pifithrin (2 bzw. 3 mg pro kg Kérpergewicht)
oder Vehikel appliziert, drei Stunden nach Trauma wurde nochmals die initiale Dosis verabreicht.
Behandelte Tiere erhielten somit eine Gesamtdosis von 4 bzw. 6 mg Pifithrin pro kg Kdpergewicht.

Die Traumaapplikation erfolgte in Halothannarkose.
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Anzahl der Therapie 60 Prozedur: Therapie Zeitpunkt der Untersuchung:

Versuchstiere Minuten vor 3 Stunden  Hirnentnahme nach
CClI nach CCI CCl:
Kontrollgruppe 1:  Vehikel CCl 15 Minuten Histomorphometrische
n=10 Bestimmung des
Kontusionsvolumens
Kontrollgruppe 2:  Vehikel Vehikel 24 Stunden
n=10
Therapiegruppel: Pifithrin Pifithrin 24 Stunden
n=10 (2 mg/kg KG) (2 mg/kg
KG)
Therapiegruppe2: Pifithrin Pifithrin 24 Stunden
(Y (3 mg/kg KG) (3 mglkg
KG)

Tabelle 6 : Versuchsprotokoll 4

2.3.4. Pifithrin-Applikation nach Trauma

Zur Etablierung des therapeutischen Fensters der Pifithrin-Applikation nach Trauma wurden 42
Versuchstiere randomisiert in sechs Versuchsgruppen eingeteilt. Die Therapiegruppen erhielten
Pifithrin in einer Dosierung von 8 mg pro kg Kérpergewicht zu unterschiedlichen Zeitpunkten (15
Minuten, eine, drei und sechs Stunden) nach Trauma. Kontrollgruppen erhielten die
gewichtsadaptierte Menge Vehikel (0,32 ul DMSO pro mg KG geldst in 300 ul physiologischer

Kochsalzlésung) eine Stunde nach Trauma. Die Traumaapplikation erfolgte in Halothannarkose.

Anzahl der Prozedur: Art der Therapie Zeitpunkt der Untersuchung:
Versuchstiere: und Zeitpunkt der Hirnentnahme
Applikation nach nach CCl::
Trauma:
Kontrollgruppe 1 n=7 CCI Vehikel, 60 15 Minuten Histomorphometische
Minuten Bestimmung des
i Kontusionsvolumens
Kontrollgruppe 2 n=7 Vehikel, 60 24 Stunden
Minuten
Therapiegruppe 1 Pifithrin (8 mg/kg 24 Stunden
n=7 KG), 15 Minuten
Therapiegruppe 2 Pifithrin (8 mg/kg 24 Stunden
n=7 KG), 60 Minuten
Therapiegruppe 3 Pifithrin (8 mg/kg 24 Stunden
n=7 KG), 3 Stunden
Therapiegruppe 4 Pifithrin (8 mg/kg 24 Stunden
n=7 KG), 6 Stunden

Tabelle 7: Versuchsprotokoll 5
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In einer zweiten Versuchsreihe wurden die Versuchstiere nach Controlled Cortical Impact
randomisiert in vier Versuchsgruppen eingeteilt. Die Therapiegruppen erhielten Pifithrin in einer
Dosierung von 8 mg pro kg Korpergewicht sechs bzw. zwdlf Stunden nach Trauma, Kontrolltiere
erhielten die gewichtsadaptierte Menge Vehikel (0,32 yl DMSO pro mg KG geldst in 300 pl

physiologischer Kochsalzlésung).

Anzahl der Prozedur: Art der Therapie Zeitpunkt der Untersuchung:
Versuchstiere: und Zeitpunkt der Hirnentnahme:
Applikation nach
Trauma:
Kontrollgruppe 1 n=6 CCI Vehikel, 60 15 Minuten Histomorphometrische
Minuten Bestimmung des
i Kontusionsvolumens
Kontrollgruppe 2 n=6 Vehikel, 60 24 Stunden
Minuten
Therapiegruppe 1 PFT (8 mg/kg KG), 24 Stunden
n=6 6 Stunden
Therapiegruppe 2 PFT (8 mg/kg KG), 24 Stunden
n=6 12 Stunden

Tabelle 8: Versuchsprotokoll 6

2.3.5. NFKB-DNA-Bindungsaktivitat nach Trauma

Zur Untersuchung der NFkB-DNA-Bindungsaktivitat nach Trauma wurden C57BI6 Méause
randomisiert in sechs Versuchsgruppen unterteilt.

Anzahhl der Prozedur: Zeitpunkt der Untersuchung:
Versuchstiere: Hirnentnahme:

3 CClI 15 Minuten NFkB-ELISA
3 CClI 3 Stunden

3 CcCl 6 Stunden

3 CClI 12 Stunden

3 CClI 24 Stunden

3 Sham-OP 15 Minuten

Tabelle 9: Versuchsprotokoll 7
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2.3.6. NFkB-Transkriptionsaktivitdt nach Trauma

Zur Untersuchung der NFkB-Transkriptionsaktivitit nach Trauma wurden transgene NFkB

Luciferase-Reportermause randomisiert in sechs Versuchsgruppen (je n=3) unterteilt.

Anzahl der Porzedur: Zeitpunkt der Untersuchung
Versuchstiere: Hirnentnahme:

3 Sham-OP 15 Minuten Luciferase Assay
3 CCl 3 Stunden

3 6 Stunden

3 12 Stunden

3 24 Stunden

Tabelle 10: Versuchsprotokoll 8

Zur Untersuchung der posttraumatischen NFkB-Transkriptionsaktivitat unter p53-Inhibition mit
Pifithrin ~ wurden  transgene  NFkB-Luciferase-Reportermduse randomisiert in  sechs
Versuchsgruppen unterteilt. Die Versuchstiere erhielten Pifithrin (8 mg pro kg Kérpergewicht) bzw.

Vehikel eine Stunde vor Trauma.

Anzahl der Therapie 60 Prozedur: Zeitpunkt der Untersuchung:
Versuchstiere: Minuten vor Hirnentnahme:

CCl:
4 Vehikel Sham OP 6 Stunden Luciferase- Assay
4 Pifithrin

(8 mg/kg KG)
4 Vehikel CClI
4 Pifithrin

(8 mg/kg KG)

Tabelle 11: Versuchsprotokoll 9

Die Probengewinnung erfolgte wie unter 2.3.1 beschrieben. Allerdings wurde fur diese
Versuchsreihe zur Lyse der Hirnquadranten je 300 pl Luciferase Reporter-Lysierungspuffer

(Luciferase Cell Culture Lysis Reagent, Promega, Madison, WI, USA) verwendet.
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2.4. Histologie

2.4.1. Material

Einbettmedium Tissue Tek, Sakura Finitek, Torrance, CA, USA
Ethanol Merck Eurolab, Darmstadt, Deutschland
Isopropanol Merck Eurolab, Darmstadt, Deutschland
Essigsaure Merck Eurolab, Darmstadt, Deutschland
Rotihistol Roth, Karlsruhe, Deutschland

Mayers Hamalaun Merck Eurolab, Darmstadt, Deutschland
Eosin-Farbelésung 3% Eosin B Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Eukitt Riedel de Haen, Seelze, Deutschland

Tabelle 12: Material zur Durchfihrung der Nissl-Far  bung

2.4.2. Durchfiihrung

Nach Tod durch zervikale Dislokation wurde das Gehirn der Versuchstiere entnommen und auf
Trockeneis schockgefroren. Die Aufbewahrung bis zur Weiterverarbeitung erfolgte in einem
Gefrierschrank bei -80°C.

Das Gehirn wurde bei —20° C mit Einbettmedium bedeckt, auf eine Halterung aufgesetzt und
anschlielend mit einem Gefriermikrotom (CryoStar HM 560, Microm, Walldorf, Deutschland)
geschnitten. Beginnend 1000 pm distal des Bulbus olfactorius wurden 14 koronare Schnitte von je
10 pm Dicke in einem Abstand von je 500 pum erzeugt. Das Schnittmuster ist in Abbildung 7

dargestellt.
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Abbildung 7: Aufsicht auf das Mausgehirn mit schema tischer Darstellung der Schnittfihrung zur
histomorphometrischen Auswertung

Alle 500 um wurde ein 10 pum dicker Schnitt (schwarz markiert) auf einen Objekttrager aufgebracht. Die
Kontusion ist schematisch rot dargestellt.
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Die Farbung der Hirnschnitte erfolgte nach Nissl. Dazu wurden die Schnitte durch die sequentielle
Inkubation in einer aufsteigenden Alkoholreihe (zwei Minuten in 70%-igem Ethanol, zwei Minuten
in 96%-igem Ethanol, zwei Minuten in 100%-igem Ethanol) entwéssert und dann fir zehn Minuten
in eine Standard Nissl-Farbmischung gelegt. AnschlieBend wurden die Schnitte kurz mit Aqua
destillata gespult und durch die sequentielle Inkubation in einer absteigenden Alkoholreihe
rehydriert (zehn Sekunden in 70%-igem Ethanol, 20 Sekunden in 96%-igem Ethanol, 20 Sekunden
100%-igem Ethanol, zwei Minuten in Isopropanol). Abschliessend erfolgte eine acht-minttige
Lagerung in Rotihistol. Zuletzt wurden die Schnitte mit Eukitt bedeckt und mit einem Deckglas

versehen.

2.4.3. Histomorphometrische Bestimmung des Kontusio nsvolumens

Die zu analysierenden, Nissl-gefarbten Hirnschnitte wurden unter ein Mikroskop (Olympus BX 41,
Aalen, Deutschland) gelegt und mit einer, ans Mikroskop angeschlosssenen, digitalen Kamera
(Olympus, Camedia C5050, Aalen, Deutschland) in 12,5 fachen Vergrol3erung abfotographiert. Die
Bilddaten wurden auf einen PC Ubertragen. Mit einer Analysesoftware (Olympus PD Soft, Version
3.2, Aalen, Deutschland) konnte die Kontusionsflache, die sich in der Nissl-Farbung nicht anféarbt,
wie in Abbildung 8 dargestellt, markiert und berechnet werden.

Abbildung 8: Beispiel fur die histomorphometrische Bestimmung des Kontusionsvolumens

Der koronare Hirnschnitt zeigt ein kontusioniertes Gehirn 24 Stunden nach der Applikation des Controlled
Cortical Impacts. In der Nissl Farbung farbt sich das nekrotische Gewebe der Kontusion (hier rot umrandet)
nicht an. Die Flache kann computerestitzt auf sequentiellen koronaren Schnitten bestimmt werden.

Das Gesamtvolumen der Kontusion, Vges, errechnet sich aus dem Abstand der sequentiellen

koronaren Schnitte und den jeweils ausgemessenen Einzelflachen A, nach folgender Formel:
A1x 0,5+ A2x0,5........ +A14 X 0,5.
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2.5. Immunhistochemie

2.5.1. Material

Paraformaldehyd Merck Eurolab, Darmstadt, Deutschland
Ethanol Merck Eurolab, Darmstadt, Deutschland
Rotihistol Roth, Karlsruhe, Deutschland

Aceton Merck Eurolab, Darmstadt, Deutschland
Histo SP mouse Kit: Zymed, San Francisco, CA, USA

Peroxydase Quenching Solution
BEAT™ Blocking Solution
Enzyme Conjugate

Substrate Chromogen Solution

Triton X Merck Eurolab, Darmstadt, Deutschland

Tabelle 13: Material zur Durchfiihrung der Immunhist ~ ochemie

Anti-p53 Monoklonaler Antikdrper aus der Maus gegen p53, 1C12 monoklonal,
Cell Signaling Technologies, Beverly, MA, USA

1:50 in PBS mit 0,3 % (w/v) Triton X und 5% (w/w) BSA

Anti-Maus Polyklonaler Antikdrper aus der Ziege gegen Maus IgG, goat anti-
mouse, Zymed Laboratories Inc., San Francisco, CA, USA

1: 1000 in 5 % (w/w) BSA

Tabelle 14: Antikdrper zur Durchfihrung der Immunbhi stochemie

2.5.2. Durchfiihrung

Die immunhistochemische Farbung erfolgte mit einem Histomouse-SP Kit (Zymed, San Francisco,
CA, USA) nach den genauen Herstellerinformationen. Im Kit enthalten waren eine Ldésung zum
Absattigen endogener Peroxidasen (Peroxydase Quenching Solution), eine Lésung zur
Abséttigung endogener Nagetierimmunglobuline (BEAT™ Blocking Solution), das Enzymkonjugat
und eine Ldsung zur Anfarbung des Substrats (Substrate Chromogen Solution). Die
Paraffinschnitte wurden sequentiell zun&chst fir zehn Minuten in Peroxydase Quenching Solution
und dann fiir 45 Minuten in der BEAT™ Blocking Solution inkubiert. Danach wurden die Praparate
mit dem p53-spezifischen, primaren Antikdrper in einer Verdinnung von 1:50 in PBS mit 0.3%
Triton X und 2% BSA, bei Raumtemperatur fir eine Stunde inkubiert. Nach dem Abwaschen von
freiem primarem Antikorper mit PBS, wurde der biotinylierten sekundéren anti-Maus Antikdrper in
einer Konzentration von 1:1000 in PBS mit 5% BSA hinzugeflgt und fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Abschlieend wurde zunachst das Enzymkonjugat und dann die

Substrate Chromogen Solution hinzugefligt. Nun efolgte die Inkubation bis eine Farbreaktion
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auftrat. Die Spezifitdt der p53-Farbreaktion wurde durch geeignete Negativkontrollen (kein priméarer

Antikorper) Uberprift. Die Eindeckelung der Schnitte erfolgte mit Eukitt.

2.6. Western Blot Analyse

2.6.1. Material
Lysepuffer

Bovines Serumalbumin (BSA)

Bradford Assay

MOPS SDS Runnnig Buffer (20x)

Loading Buffer
(2x)

Gel

Molekulargewichtsmarker

Molekulargewichtsmarker

Transferpuffer (20x)

PVDF Membran

TBS Puffer (5x)

100 pl Complete Lysis Buffer bestehend

aus:

10 mM DTT: 10 pl

Lysis Buffer: 89 ul

Protease Inhibitor Cocktail: 1 pl

Bio-Rad Protein Assay
Farbstoffkonzentrat

Coomassie brilliant blue G-250 dye

MOPS 1 M: 104,69

Tris Base 1 M: 60,6 g

SDS 69,3 M: 10 g

EDTA 20,5 mM: 3,0 g

aufgefillt auf 500 ml mit A. bidest
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 : 2,5 ml
SDS 20 % : 1 ml

Glycerol : 2 ml

A bidest: 3,5 ml

B- Mercaptoethanol : 1 ml

Bromophenol Blue 0,02 g
Nu Page Bis-Tris Gel, 10%

SeeBlue plus 2, prestained

See Blue, unstained

Bicine 500 mM: 10,29

Bis-Tris 500 mM: 13,08 g

EDTA 20,5 mM: 0,75 g
Chlorobutanol 1 mM: 22,18 mg
aufgefillt auf 125 ml mit A. bidest

Hybond, RPN 303F

Tris 1 M pH 8,0 : 20 ml
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Active Motif, Rixensart,
Belgium

Sigma-Aldrich,
Deisendorf, Deutschland

Bio Rad Laboratories,
Miinchen, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland

Bio Rad Laboratories,
Miinchen, Deutschland

Bio Rad Laboratories,
Miinchen, Deutschland

Amersham Bioscience,
Freiburg, Deutschland



NaCl 5 M: 60 ml
aufgefillt auf 2 | mit A. bidest

TBST TBS Puffer (5x): 100 ml
A. bidest: 400 ml
250 pl Tween 20

Féarbung Opti-4CN Kit

Magermilchpulver 0,7% Fett

Bio Rad Laboratories,
Miinchen, Deutschland

Heider Cenovis,
Radolfzell, Deutschland

Tabelle 15: Reagentien zur Durchfiihrung des Western Blots

Soweit nicht anders angegeben, wurden samtliche Chemikalien im Reinheitsgrad ,zur Analyse

von den Firmen Merck Eurolab (Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe), Serva Electrophoresis

(Heidelberg) sowie Sigma-Aldrich (Deisenhofen) bezogen

Anti-p53 Monoklonaler Antikdrper aus der Maus gegen p53, 1C12 monoklonal, Cell
Signaling Technologies, Beverly, MA, USA

1:1000 in 5% (w/v) Magermilchpulver in TBST

Anti-Maus Polyklonaler Antikdrper aus der Ziege gegen Maus IgG, goat anti-mouse,
Zymed Laboratories Inc., San Francisco, CA, USA

1: 5000 in 5 % (w/v) Magermilchpulver in PBST

Anti- Alpha Tubulin Monoklonaler Antikdrper aus der Maus gegen Alpha Tubulin B7-Sc-5286,

Santa Cruz, CA, USA

1: 500 in 5% (w/v) Magermilchpulver in TBST

Tabelle 16: Antikdrper zur Durchfiihrung des Western Blot

Zentrifuge

Dynex Obsys MR Absorbance reader
Dynex DSX Revelation Software

Western Blot Modul

Tabelle 17: Im Versuchsablauf verwendete Gerate

Labofuge 400 R, Hereus instruments, Disseldorf,
Deutschland

Dynex, Chantilly, VI, USA
Dynex, Chantilly, VI, USA

Hoefer Mini VE, Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg, Deutschland
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2.6.2. Durchfiihrung

Zunachst wurde die Proteinkonzentration der eingesetzten Proben mit einem kommerziellen Kit
(Bio-Rad Laboratories, Minchen; Deutschland) nach der Bradford-Methode bestimmt. Hierzu
wurden jeweils 3 pl der 1:10 mit PBS verdinnten Hirnlysate und eine Standardreihe aus BSA mit
den Konzentrationen 0,1 mg /ml, 0,2 mg/ml, 0,8 mg/ml und 1,2 mg/ml in eine 96-well Platte
pipettiert. Nach Zugabe von 300 pl Farbstoff pro well und einer Inkubationszeit von 30 Minuten,
wurde die Extinktion der Hirnlysate bzw. der Proteinstandards bei 576 nm photometrisch bestimmt.
Durch lineare Regression der Extinktionswerte mit dem Proteingehalt der Standardreihe wurde
eine Eichgerade ermittelt. Mit der Eichgerade konnten die Proteinkonzentrationen der Hirnlysate
aus ihren Extinktionswerten berechnet werden. Fir alle Messwerte wurden jeweils
Doppelbestimmungen durchgefuhrt und der Mittelwert gebildet.

Die Auftrennung des Proteingemischs erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese fiir 95-100 Minuten
bei 135 Volt. Die Taschen des Gels wurden mit je 10 pg Protein in 20 pl Loading Buffer beladen,
als GroRenstandards wurden Marker fur Proteine zwischen 37 und 100 kDa eingestzt. Der
Transfer der Proteine vom Gel auf die PVDF-Membran erfolgte durch einen Elektroblot fir 16,5-18
Stunden bei 35 mA. Nach Ablauf des Elektroblots wurde die Membran zun&chst fiir eine Stunde in
TBST mit 5% Magermilchpulver (w/v) inkubiert. AnschlieRend erfogte die 12-stindige Inkubation
mit dem primaren Antikorper (anti-p53) in einer Verdinnung von 1:1000 in TBST mit 5% (w/v)
Magermilchpulver bei 4C. Nach Waschen in TBST wurde die Membran fir eine Stunde bei
Raumtemperatur mit dem sekundéaren, Peroxidase-konjugierten Antikdrper (anti-Maus) in einer
1:5000 Verdinnung in TBST und 5% (w/v) Magermilchpulver inkubiert. Zur Detektion der
Peroxidaseaktivitdt wurde die Membran nach Angaben des Herstellers mit dem Opti-4-CN Farbkit
angefarbt. Nach 15-minltiger Trocknung bei Raumtemperatur wurden die Blots eingescannt und
digital gespeichert. AnschlieRend wurden die Western Blots fur 1,5 Stunden in TBST geschwenkt
und mit dem primaren Antikorper gegen alpha-Tubulin (Verdinnung 1: 5000 in 5 % (w/v)
Magermilchpulver) fir 12 Stunden bei 4T inkubiert. Dann erfolgte die Inkubation mit dem
sekundaren, Peroxidase-konjugierten Antikdrper (Anti-Maus) in einer 1: 5000 Verdinnung in 5 %
(w/iv) Magermilchpulver in PBST. Die Anfarbung mit Opti 4-CN erfolgte wie oben beschrieben.

Nach 15 minutiger Trocknung wurden die Blots eingescannt.

2.6.3. Semiquantitative Auswertung

Die Auswertung der Blots erfolgte semiquantitativ mit einer bildverarbeitenden Software (Optimate
Version 6.51, Media Cybernetics, Silver Spring, USA). Die Grauwerte der einzelnen Banden
jeweils eines Blots wurden vermessen und mit der Bande der zugehorigen Ladungskontrollen
(alpha-Tubulin) normiert. Jeder Western Blot enthielt Proteinextrakte von jeweils einem Sham-

operierten Kontrolltier, und von je einem Versuchstier zum Zeitpunkt 15 Minuten, drei, sechs, zwolf
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und 24 Stunden nach Trauma. Somit ist auf jedem einzelnen Blot die Verdnderung der p53-
Expression im Verhéltnis zum Kontrolltier im Zeitverlauf quantifizierbar. Die Ergebnisse von vier
Western Blotanalysen zur relativen Verdnderung der p53-Expression wurden in der statistischen

Analyse miteinander verglichen.

Grauwert der Grauwert der Korrekturfaktor Korrigierter Wert
p53 Bande Alpha —Tubulin Bande

Lane 1: A; Lane 1: L, k1= 100% Ki=ki X A;
Lane 2: A, Lane 2: L, k2: 100% x L1/ L, K, = ng A,
Lane n: A, Lane n: L, k, =100% x L,/ L, Kn=knXA,

Tabelle 18: Formel zur Normierung der p53 Bande mit der zugehdrigen Ladungskontrolle alpha-
Tubulin
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2.7. Luciferase Assay
2.7.1. Material

Luciferase Cell Culture Lysis 5x
reagent

Bio-Rad Protein Assay
Farbstoffkonzentrat

Luciferase Assay Reagent (LAR)

Luciferin 10 mM Stock Solution

Rekombinante Luciferase

Injection Solution

Luminometer Lumat LB 9507

Dynex Obsys MR Absorbance
reader

Promega,Madison, WI, USA

Bio-Rad Protein Assay
Farbstoffkonzentrat Coomassie
brilliant blue G-250 dye

CA, USA

2 ml 1 M Glycylglycin, Promega, Madison, WI, USA
1ml 100 mM MgClI2,

20ul 500 mM EDTA

50,8 mg DTT

7,8 mg ATP

0,5 ml Coenzyme A

aufgefillt auf 200 ml mit A. bidest
50mg Beetle Luciferin 0.47ml 1M

Glycylglycine ph 8.0
15.3 ml A. bidest

Promega, Madison, WI, USA

Promega,Madison, WI, USA

250 pul Stock Solution in 5 ml LAR,
jeweils frisch angesetzt vor jeder
Messreihe

englltige Konzentrationen:
0,25 mM Luciferin

20 mM Glycylglycin

1 mM MgCI2

0,2 mM EDTA

33 mM DTT

0,45 mM ATP

0,2 mg/ml Coenzym A pH 8

Berthold technologies, Bad
Wildbad, Deutschland

Dynex, Chantilly, VI, USA

Bio Rad Laboratories, Hercules,

Tabelle 191: Material zur Durchfiihrung des Lucifera  se Assays

Soweit nicht anders angegeben, wurden sdmtliche Chemikalien im Reinheitsgrad ,zur Analyse*
von den Firmen Merck Eurolab (Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe) sowie Sigma-Aldrich

(Deisenhofen) bezogen.
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2.7.2. Durchfiihrung

Im Luciferase-Assay werden Luciferase-haltige Proben mit Luciferin und ATP im Uberschuss
versetzt, was unter Katalyse von Luciferase zu Oxyluciferin, AMP, CO, und Licht umgesetzt wird.
Das emittierte Licht kann am Luminometer gemessen werden und ist ein relatives Malf3 fir die, in

der Probe enthaltene, Menge an Luciferase.
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Abbildung 8: Chemische Grundlagen des Luciferase As says

Der Proteingehalt der Hirnlysate wurde, wie unter 2.6.2 beschrieben, bestimmt. AnschlieBend
wurde mit dem Luciferase Assay System (Promega, Madison, WI, USA), nach Empfehlung des
Herstellers, die Lichtemmission bestimmt. Dafir wurden 25 pl Hirnlysate mit 100 pl Injection
Solution und 100 pl Luciferase Assay Reagent versetzt und bei Raumtemperatur am Luminometer
gegen den Leerwert (Luciferase Reporter Buffer) vermessen. Es wurden zwei Proben pro Hirnlysat
jeweils zwei Mal vermessen. Die Lumineszenz wurde in RLU, relative light units, als Mittelwert

dieser vier Messergebnisse angegeben und mit der Proteinkonzentration der jeweiligen Probe

normiert.
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2.8. NFKB-ELISA

2.8.1. Material
Bio-Rad Protein Assay Bio-Rad Protein Assay Bio Rad Laboratories, Miinchen,
Farbstoffkonzentrat Farbstoffkonzentrat Coomassie Deutschland

brilliant blue G-250 dye

TransAM"" NFkB p65 Assay Kit Complete Lysis Buffer Complete Active Motif, Rixensart, Belgien
Binding Buffer Washing Buffer
Antibody Binding Buffer
Developing Solution Stop
Solution NFkB p65 Antibody
IgG Developing Solution Stop

Solution Raji Nuclear
Extract 96 well NFkB Assay
Plate
Mikrotiter Plattenreader Tecan spectra fluor plus Salzburg,
Osterreich
Dynex Obsys MR Absorbance Dynex, Chantilly, VI, USA

reader

Tabelle 20: Material NF kB - ELISA

2.8.2. Durchfiihrung
Das Prinzip des NFkB-ELISAs (Enzyme Linked Immunsorbent Assay) beruht auf einer Bindung

von aktiviertem NFkB an dargebotene Oligonukleotide, die die NFkB-spezifische Bindungssequenz
enthalten. Nach Zugabe eines primaren Antikérpers gegen NFkB und Einsatz eines sekundéaren,
konjugierten Antikorpers, kann an die DNA-gebundenes NFkB in einer Farbreaktion dargestellt
werden. Die NFkB-DNA-Bindungsaktivitat der Hirnlysaten wurde auf diese Art und Weise mit dem
TransAM NFkB p65 Aktivierungsassay gemalR der Herstellerinformationen ermittelt. Hierzu wurde,
wie bereits unter Absatz 2.6.2 beschrieben, die Proteinkonzentration der einzelnen Proben mit der
Bradford Methode bestimmt. AnschlieRend wurden die 96 Wells der im Kit mitgelieferten Assay-
Platte mit jeweils 10 pg Protein in 20 pl Complete Lysis Buffer und 30 pl Binding Buffer fir eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. In der Folge wurde drei Mal mit je 200 pl Washing Buffer
gewaschen. Der NFkB-Antikdrper (1:1000 Verdinnung in Antikérper- Bindungspuffer) wurde hinzu
gegeben und fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach weiteren Waschschritten wurde
der sekundare, HRP-konjugierte Antikdrper (1:1000 Verdinnung) hinzugefiigt und fir eine Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die Wells der Platte mit dem Farbentwickler
(je 100 pl) fir zehn Minuten inkubiert. Nach Zugabe von 100 ul Stop Lésung wurde innerhalb von
funf Minuten die Absorption bei 450 nm sowie Referenzwerte bei 655 nm bestimmt. Als Leer-

Kontrolle diente Complete Lysis Puffer ohne Protein, als Positiv-Kontrolle dienten Zellextrakte von
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Raji Zellen, die mit dem Assay geliefert wurden. Die NFkB DNA Bindung wurde pro Probe jeweils

zweifach Proben bestimmt und hinsichtlich des Proteingehalts korrigiert.

2.9. Statistische Datenauswertung

Zur Beurteilung der Daten wurden Varianzanalysen fur unverbundene Stichproben durchgefiihrt.
Die Nullhypothese, d.h. kein statistisch nachweisbarer Unterschied der untersuchten Daten, wurde
mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit von Uber 5% abgelehnt. Physiologische Parameter,
histomorphometrischen Daten und die Ergebnisse der semiquantitativen Western Blotanalyse
wurden mit ANOVA on ranks, und die Auswertung der Blutdruckkurve mit der Two-way ANOVA fir
wiederholte Messungen analysiert. Nachfolgende Paarvergleiche wurden mit dem Student-
Newman-Keuls Test bzw. Dunnett's Test durchgefiihrt. Die Statistik wurde mit dem Programm
SigmaStat 2.0 (Systat Software, Erkrath, Deutschland) durchgefihrt. Wenn nicht anderes
gekennzeichnet, sind alle Daten als Mittelwert + SEM angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1. P53-Expression nach Schadel-Hirn Trauma
3.1.1. Western Blot Analyse

Die p53-Expression nach Trauma wurde in Proteinextakten aus dem Bereich des Hirnquadranten,

der die Kontusion enthalt (Hirnquadrant b), untersucht.

1o ° p53 B B

a-Tub. [ R = '-'-'"

“d
Sham 15° 3h 6h 12h 24h
Abbildung 9: Zeitliches Profil der p53-Expression i m Bereich des kontusionierten Kortex

Die Abbildung zeigt eine Western Blotanalyse der p53-Expression (obere Bande) mit zugehoriger
Ladungskontrolle a-Tubulin (untere Bande). Die Gewebelysate wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten
nach Trauma (15 Minuten, 3, 6, 12 und 24 Stunden) aus Hirnquadrant b gewonnen.

Abbildung 9 zeigt eine reprasentative Western Blot Analyse. Die obere Bande zeigt die p53-
Expression, die untere Bande zeigt, als zugehorige Ladungskontrolle, die a-Tubulin-Expression
derselben Probe. Es wurden Hirnlysate von einem Sham-operierten Kontrolltier und von je einem
Versuchstier zu den Zeitpunkten 15 Minuten, drei, sechs, zwdlf und 24 Stunden nach Trauma
untersucht. Es ist ersichtlich, dass es bereits 15 Minuten nach Trauma zum Anstieg des p53-
Signals kommt. Die p53-Expression nimmt kontinuierlich zu und ist Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum von 24 Stunden nachweisbar. Um die gewonnenen Daten quantifizieren zu

kénnen, wurden die Western Blots, wie unter Absatz 2.6.3 beschrieben, densitometrisch
vermessen.
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Abbildung 10: Zeitliches Profil der p53-Expression im Bereich des kontusionierten Kortex

Die Abbildung zeigt die semiquantitative, densitometrische Auswertung von 4 Western Blots, die jeweils die
p53-Expression in Hirnlysaten von einem Sham-operierten Kontrolltier und von je einem Versuchstier zu den
Zeitpunkten 15 Minuten, 3, 6, 12, 24 Stunden nach Trauma untersuchen (n=4 Versuchstiere pro Zeitpunkt,
Mittelwert +/- SEM, * p < 0,05 vs. Sham, ANOVA on ranks, Student-Newman-Keuls).
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In Abbildung 10 ist die prozentuale Zunahme der p53-Expression ausgehend von der Basis-
Expression (Sham = 100%, Anstieg der p53 Expression in % Sham) von 4 Western Blotanalysen
jeweils einer Zeitreihe dargestellt. Insgesamt wurden so pro Zeitpunkt je 4 Versuchstiere
untersucht. Im Bereich des geschadigten Kortex nimmt die p53-Expression innerhalb von 24
Stunden zu. Dieser Anstieg ist mit 125+/- 9% bereits nach 15 Minuten signifikant, steigt nach drei
Stunden auf 172 +/-21%, nach 6 Stunden auf 191 +/- 32%, nach 12 Stunden auf 192 +/- 8% und
nach 24 auf 231 +/- 25% an (* p < 0,05 vs. Sham, ANOVA on ranks, Student-Newman-Keuls).

35



3.1.2. Immunhistochemie

Abbildung 11 zeigt die immunhistochemische Analyse von Hirnschnitten sechs Stunden nach
Trauma. P53 ist rot angefarbt.

Abbildung 11 A-D: p53 Immunhistochemie 6 Stunden na  ch Trauma

A: Abbildung A zeigt die P53-Expression (rot) 6 Stunden nach Trauma in vitalem und in kontusioniertem
(markiert durch gestrichelte Linie) Hirngewebe. B: Eine starkere Vergroferung aus dem Bereich der
Kontusion zeigt die hier deutlich gesteigerte p53-Expression. C: Auch im perikontusionellen Hirngewebe
zeigt sich eine deutlich gesteigerte p53-Expression. D: Im Bereich des kontralateralen Kortex zeigt sich eine
niedrige basale p53-Expression.

In Abbildung 11 A sind die Kontusion (markiert durch eine gestrichelte Linie), perikontusionelles
Gewebe, Interhemisphéarenspalt und die kontralaterale Hemisphére sichtbar. Die p53-Expression
im Bereich der Kontusion, bzw. im perikontusionellen Gewebe, ist wesentlich starker ausgepragt
als in der kontralateralen Hemisphére. Dies wird in einer starkeren Vergré3erung noch deutlicher.
Abbilung 11 B zeigt Zellen aus dem Bereich der Kontusion. P53 ist in diesem Bereich stark
exprimiert und Uberwiegend im Zellkern lokalisiert. Im perikontusionellen Gewebe (C) sind vitale
Zellen sichtbar, die ebenfalls eine deutlich gesteigerte p53-Expression aufweisen. Dies sind Zellen,
die im Prozess der sekundaren Ausweitung des Gewebeschadens in den ersten 24 Stunden nach
Trauma moglicherweise untergehen. Die Tatsache, dass in Zellen in enger Nachbarschaft zur
Kontusion eine Hochregulation von p53 zu finden ist, gibt Hinweis darauf, dass die beobachtete
p53-Regulation im Prozess der sekundaren Schadensausbreitung eine Rolle spielen kdnnte. P53-
Immunreaktivitat in Zellen der kontralateralen Hemisphare (D) zeigt die nur schwach ausgepragte
Basisexpression von p53 im normalen Hirngewebe an.
36



3.2. P53-Inhibition vor und nach Schadel-Hirn Traum a

3.2.1. Physiologische Parameter nach Pifithrin-Appl  ikation

Um die kausale Rolle von p53 fir den verzogerten Zelltod nach Schadel-Hirn Trauma zu
untersuchen, wurde der spezifische p53-Inhibitor Pifithrin eingesetzt. Im Vorfeld sollte eine
maogliche Beeinflussung hdmodynamischer oder systemischer Parameter der Versuchstiere durch

das Therapeutikum ausgeschlossen werden.

RR (in mmHg)

PFT (8 mg/kg) Vehikel
15 min pre inj. 67,5+/-2,2 67,1+/-9,9
1 min post in;. 64,1 +/- 3,1 68,1 +/- 4,3
15 min post inj. 68,8 +/- 2,3 61,1 +/-3,5
30 min post inj. 66,3 +/- 4,7 61,6 +/- 3,5

Tabelle 21: Mittlerer arterieller Blutdruck vor un  d nach Injektion von 8 mg/kg Pifithrin-alpha

Der mittlere arterielle Blutdruck wird durch die Injektion von Pifithrin nicht beeiflusst (RR in mmHg, MW +/-
SEM, n=5 pro Gruppe).

Tabelle 21 zeigt den mittleren arteriellen Blutdruck vor und nach Injektion von Pifithrin-alpha in
einer Dosierung von acht mg pro kg Korpergewicht. Zu keinem Zeitpunkt konnte ein signifikanter

Unterschied zwischen den, mit Pifithrin oder den, mit Vehikel behandelten Tieren festgestellt

werden.

Pifithrin (8 mg/kg) Vehikel

pre post pre post
pH 7,34 +/- 0,02 7,29 +/- 0,01 7,36 +/ 0,02 7,28 +/- 0,02
pCO, (MmHQ) 40,3+/-1,9 41,48 +/- 3,4 39,7 +/-2,6 40,02 +/- 4,2
pO, (mmHg 96,1 +/-4,5 97,3 +/-3,3 105,2 +/- 15 102,4 +/- 8,2
HCO3-"(mMol /) 21,5+/-0,9 20,6 +/- 2,3 21,92 +/-1,1 19,7 +/-1,9
0O,-Sattigung (%) 96,5 +/-0,2 95,9 +/- 0,3 96 +/- 1,2 96,6 +/- 1,2
Na“*(mMol /I) 137,2 +/- 0,9 139,5 +/- 2,0 135,4 +/- 3,1 135,2 +/- 0,9
K" (mMol /1) 49+/-0,4 5,2 +/- 0,3 4,4+/-0,2 51 +/-0,3

Tabelle 22: Blutgasanalyse 20 Minuten vor und 40 M inuten nach Injektion von Pifithrin-alpha
Die Applikation von Pifithrin veranderte die, in der Blutgasanalyse gemessenen Werte fur ph, pCO,, pO,,
HCO3., O,-Séattigung, Na** und K" nicht signifikant (n=5, Mittelwert +/- SEM)
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Tabelle 22 zeigt die Ergebnisse der Blutgasanalysen 20 Minuten vor und 40 Minuten nach der
Applikation von Pifithrin oder Vehikel. Alle Werte liegen im physiologischen Bereich, es konnten

keine signifikanten Untschiede in den Therapiegruppen festgestellt werden.

3.2.2. Pifithrin-Applikation vor Trauma

In einer ersten Versuchsreine wurde der Effekt des p53-Inhibitors Pifithrin auf das
Kontusionsvolumen nach Trauma bestimmt. Um auf jeden Fall einen therapeutisch wirksamen
Spiegel zu erreichen, wurde 50% der Dosis eine Stunde vor Trauma intraperitoneal appliziert, nach
drei Stunden wurden weitere 50% nachgespritzt. Kontrolltiere erhielten die analoge Dosierung der
Vehikelsubstanz (0,16 pl bzw. 0,24 pyl DMSO pro mg Korpergewicht gelost in 300 pl
physiologischer Kochsalzlosung). In Abbildung 12 sind die Ergebinsse der Untersuchung

dargestellt.
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Abbildung 12: Effekt der Pifithrin-Behandlung auf d as Kontusionsvolumen 24 Stunden nach Trauma

Das Kontusionsvolumen von Pifithrin-behandelten Tieren ist grau unterlegt dargestellt (4 und 6 mg pro kg
Kdrpergewicht, Hirnenthahme 24 Stunden nach Trauma, je n=10) und das Kontusionsvolumen von
Kontrolltieren ist weiss (Hirnentnahme 15 Minuten nach Trauma) bzw. schwarz unterlegt (Hirnentnahme 24
Stunden nach Trauma, je n=10) dargestellt. Bei den Kontrolltieren ist das Kontusionsvolumen 24 Stunden
nach Trauma signifikant groRBer als 15 Minuten nach Trauma (# p<0,05 24h vs. 15, ANOVA on ranks,
Student-Newman-Keuls). Die Differenz dieser Kontusionsvolumen ist als gemusterte Flache dargestellt und
reprasentiert den Hirnschaden, der durch sekundéres Schadenswachstum innerhalb von 24 Stunden nach
Trauma entsteht. In den Therapiegruppen konnte dieser, im Vergleich zu den 24h-Kontrolltieren, signifikant
reduziert werden (n=10 p<0,05 vs. 24h Kontrolle, ANOVA on ranks, Student-Newman-Keuls). Die sekundéare
Schadensausweitung konnte um 29% bzw. 43% gesenkt werden (n=10, p< 0,05 vs. 24 Kontrolle, ANOVA on
ranks, Student-Newman-Keuls).

Abbildung 12 zeigt die Kontusionsvolumen von Versuchstieren nach Schéadel-Hirn Trauma. 15
Minuten nach Trauma zeigen Kontrolltiere ein Kontusionsvolumen von 20,96 +/- 1,3 mms3 (weisser

Balken). Nach 24 Stunden betrdgt das Kontusionsvolumen 33,69 +/- 1,04 mm3 (schwarzer
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Balken). Das mittlere Kontusionsvolumen nimmt somit innerhalb von 24 Stunden um 62% zu.
Dieser Anstieg ist signifikant (p< 0,05, n=10, 15’ vs. 24h).

Zur besseren Anschaulichkeit ist der sekundére Anstieg des Kontusionsvolumens gemustert
unterlegt. Die Versuchstiere, die mit Pifithrin behandelt wurden (graue Balken), wiesen 24 Stunden
nach Trauma ein signifikant geringeres Kontusionsvolumen auf als entsprechende Kontrolltiere.
Nach der Behandlung mit Pifithrin in einer Dosierung von 4 mg pro kg Kérpergewicht, lag das
mittlere Kontusionsvolumen 24 Stunden nach Trauma bei 29,98 +/- 1,36 mms3, nach der
Applikation von Pfithrin in einer Dosierung von 6 mg pro kg Kérpergewicht, bei 28,15 +/- 1,03 mm3,

Es liegt somit eine dosisabhangige Reduktion des sekundaren Hirnschadens um 29 % bzw. 43%
vor. Das mittlere Kontusionsvolumen ist 24 Stunden nach Trauma in beiden Therapiegruppen

signifikant kleiner als bei den Kontrolltieren (*p< 0,05 versus 24h, n=10).

Die Versuchsreihe zeigt im Sinne eines ,proof of principle”, dass die p53-Inhibition mit Pifithrin zur
ausgepragten Reduktion des sekundéaren posttraumatischen Hirnschadens fihrt, wenn das
Therapeutikum eine Stunde vor Trauma appliziert wird. Um zu Uberprifen, ob die durch Pifithrin
erreichte Neuroprotektion klinisches Potential besitzt, wurde in weiteren Versuchsreihen evaluiert,
ob die Verabreichung des p53-Inhibitors nach Trauma ebenfalls therapeutische Wirksamkeit

besitzt.
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3.2.3. Therapeutisches Fenster der Pfithrin-Applika  tion

In Abbildung 13 ist das Kontusionsvolumen von Kontrolltieren 15 Minuten (weiRer Balken) und 24
Stunden nach Trauma (schwarzer Balken, je n=7) aufgetragen. Das Kontusionsvolumen von
behandelten Tieren (graue Balken) ist 24 Stunden nach Trauma bestimmt worden. Die
behandelten Versuchstiere erhielten Pifithrin (8 mg pro kg Koérpergewicht, je n=7) 15 Minuten, bzw.
eine, drei und sechs Stunden nach Trauma.

Das mittlere Kontusionsvolumen der Kontrolltiere steigt von 21,27 +/- 0,8 mm?3 innerhalb von 24
Stunden auf 37,86 +/- 1,2 mm3 signifikant an (# p< 0,05, 15’ vs. 24h).

24 Stunden nach Trauma zeigen alle behandelten Tiere ein signifikant geringeres
Kontusionsvolumen als entsprechende Kontrolltiere (je n=7, * p< 0,05 Pifithrin 15 min, 1h, 3h, 6h

versus 24 h).
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Abbildung 13: Effekt der Pifithirn-Behandlung auf das Kontusionsvolumen 24 Stunden nach Trauma

Das Kontusionsvolumen von Pifithrin-behandelten Tieren ist in grau (8 mg/kg Pifithrin, Hirnenthahme 24
Stunden nach Trauma), das Kontusionsvolumen von Kontrolltieren ist in weiss (Hirnenthahme 15 Minuten
nach Trauma) bzw. in schwarz (Hirnentnahme 24 Stunden nach Trauma) dargestellt. In den
Therapiegruppen wurde Pifithrin (PFT) 15 Minuten, 1, 3 und 6 Stunden nach Trauma intraperitoneal
appliziert. Bei den Kontrolltieren ist das Kontusionsvolumen 24 Stunden nach Trauma signifikant grofer als
15 Minuten nach Trauma (# p<0,05 vs. 15, ANOVA on ranks, Student-Newman-Keuls). In den
Therapiegruppen konnte der sekundare Hirnschaden im Vergleich zu den 24h-Kontrolltieren signifikant
reduziert werden (n=7, p<0,05 vs. 24h, ANOVA on ranks, Student-Newman-Keuls).

Im Einzelnen betragt das Kontusionsvolumen 24 Stunden nach Trauma: bei Applikation von
Pifithrin 15 Minuten nach Trauma 28,38 +/- 0,8 mms3, bei Applikation eine Stunde nach Trauma
27,91 +/- 2,2 mm3, bei Applikation 3 Stunden nach Trauma 29,65 +/- 2,4 mm3, und bei Applikation
sechs Stunden nach Trauma 29,06 +/- 1,6 mm3.

Der sekundére Anstieg des Kontusionsvolumens konnte somit in den Therapiegruppen um 57%
(Behandlungszeitpunkt 15 Minuten nach Trauma), 60% (Behandlungszeitpunkt eine Stunde nach
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Trauma), 49% (Behandlungszeitpunkt drei Stunden nach Trauma) und 53%

(Behandlungszeitpunkt sechs Stunden nach Trauma) gesenkt werden.

Zur Vervollstandigung des Zeitfensters wurde eine weitere Therapiestudie durchgefihrt. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 14 dargestellt. Analog zu Abbildung 13 ist das mittlere
Kontusionsvolumen von Kontrolltieren (weil3er Balken: Kontusionsvolumen 15 Minuten nach
Trauma, schwarzer Balken: Kontusionsvolumen 24 Stunden nach Trauma, je n=6), sowie das
mittlere Kontusionsvolumen von mit Pifithrin behandelten Tieren (8 mg/kg Korpergewicht,
Applikation sechs und zwo6lf Stunden nach Trauma, Hirnentnahme 24 Stunden nach Trauma, je
n=6) dargestellt.
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Abbildung 14: Effekt der Behandlung mit Pifithrin a uf das Kontusionsvolumen 24 Stunden nach
Trauma

Das Kontusionsvolumen von Pifithrin-behandelten Tieren ist grau unterlegt dargestellt (8 mg/kg Pifithrin,
Hirnentnahme 24 Stunden nach Trauma), das Kontusionsvolumen von Kontrolltieren ist weiss
(Hirnentnahme 15 Minuten nach Trauma) bzw. schwarz unterlegt (Hirnentnahme 24 Stunden nach Trauma)
dargestellt. In den Therapiegruppen wurde Pifithrin 6 und 12 Stunden nach Trauma intraperitoneal appliziert.
Bei den Kontrolltieren ist das Kontusionsvolumen 24 Stunden nach Trauma signifikant groer als 15 Minuten
nach Trauma (# p<0,05 vs. 15, ANOVA on ranks, Student-Newman-Keuls). Die Applikation von Pifithrin 6
Stunden nach Trauma konnte den sekundéren Hirnschaden im Vergleich zu den 24h-Kontrolltieren
signifikant reduzieren (n=6, p<0,05 vs. 24h Kontrolle, ANOVA on ranks, Student-Newman-Keuls). Die
Applikation von Pifithrin 12 Stunden nach Trauma zeigte keinen signifikanten Effekt auf das
Kontusionsvolumen.

Innerhalb von 24 Stunden kommt es zum signifikanten Anstieg des mittleren Kontusionsvolumens
der Kontrolltiere von 20,31 +/- 0,8 mm3 (15 Minuten) auf 37,21 +/- 1,6 mm3 (24 Stunden, # p<0,05,
15’ vs. 24h). Die Applikation von Pifithrin sechs Stunden nach Trauma reduzierte den Hirnschaden
nach Trauma signifikant (mittleres Kontusionsvolumen 29,76 +/- 1,9 mm3, p< 0,05 PFT 6h versus
24h). Die Verabreichung zwolf Stunden nach Trauma zeigt keine signifikante Auswirkung auf das

mittlere Kontusionsvolumen (35,7 +/- 2,1 mm3).
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Applikation von Pifithin vor Trauma zur

dosisabhéngigen, signifikanten Reduktion der sekundaren Hirnschadigung gefuhrt hat.

Untersuchungen des therapeutischen Fensters der Pifithrinapplikation nach Trauma zeigen, dass
eine einzelne intraperitoneale Applikation von Pifithrin in einer Dosierung von 8 mg/kg
Korpergewicht in einem Zeitfenster bis zu sechs Stunden nach Trauma ausgepragte

neuroprotektive Wirksamkeit besitzt
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3.3. NFkB-Aktivitat nach Trauma

3.3.1. NFKB-DNA-Bindungsaktivitat

Die NFkB-DNA-Bindungsaktivitdét wurde, wie unter Abschnitt 2.8.2 beschrieben, mittels ELISA
bestimmt. In Abbildung 15 ist die NFkB-DNA-Bindungsaktivitat aus Proben im Bereich des
Hirnquadrantens, der Kontusion und perikontusionelles Hirngewebes enthélt (Hirnquadrant b), zu

unterschiedlichen Zeitpunkten (15 Minuten, drei, sechs, zwdlf und 24 Stunden) nach Trauma

dargestellt.
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Abbildung 15: Zeitliches Profil der NF  kB-DNA-Bindungsaktivitat

Die Gewebelysate wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten (15 Minuten, 3, 6, 12 und 24 Stunden nach
Trauma, n=3 pro Zeitpunkt) aus dem, die Kontusion enthaltenden Quadranten b gewonnen und mittels
NFkB-ELISA untersucht. Die NFkB-DNA-Bindungsaktivitdt (angegeben in % Sham) nimmt innerhalb von 24
Stunden zu. Der Aktivitatsanstieg ist nach 24 Stunden gegeniiber dem Ausgangnivau der Sham-operierten
Tiere signifikant (* p < 0,05 vs. Sham, ANOVA on ranks, Student Newman Keuls).

Es ist ersichtlich, dass es zum graduellen Anstieg der NFkB-DNA-Bindungsaktivitat kommt. Dieser
Anstieg ist nach 24 Stunden, gegenuber der Gruppe der Sham-operierten Tiere, signifikant (p <
0,05, n=3). Die NFkB-DNA-Bindungsaktivitdt liegt in Sham-operierten Tieren bei einem
Ausgangsniveau von 100 +/- 5%, 15 Minuten nach Trauma liegt sie bei 143 +/- 8%, drei Stunden
nach Trauma bei 92 +/- 8%, sechs Stunden nach Trauma bei 106 +/- 9,5% nach zwolf Stunden bei

145 +/- 6 % und nach 24 Stunden bei 172 +/- 20%.
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In Abbildung 16 ist die DNA-Bindungsaktivitédt im Bereich des Hirnquadranten unterhalb der
Kontusion dargestellt (Hirnquadrant d). Die NFkB-DNA-Bindungsaktivitat ist zu den Zeitpunkten 15
Minuten, drei, sechs, zwolf und 24 Stunden nach Trauma signifikant erhéht (p< 0,05 vs. Sham,
n=3). Ausgehend von 100 +/- 4% steigt sie hach 15 Minuten auf 190 +/- 25% an, betragt nach drei
Stunden 152 +/- 7%, nach sechs Stunden 186 +/- 23%, nach zwdlf Stunden 183 +/- 15 % und
nach 24 Stunden 182 +/- 16%.
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Abbildung 16: Zeitliches Profil der NF  kB-DNA-Bindungsaktivitat nach Trauma

Die Gewebelysate wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten (15 Minuten, 3, 6, 12 und 24 Stunden nach
Trauma, n=3 pro Zeitpunkt) aus dem unterhalb der Kontusion gelegenen Quadranten d gewonnen und
mittels NFkB-ELISA untersucht. Die in % der Shamkontrollen angegebene NFkB-DNA-Bindungsaktivitat ist
wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums signifikant gesteigert (* p < 0,05 vs. Sham, ANOVA on
ranks, Student-Newman-Keuls).

Dieser Anstieg der NFkB-DNA-Bindungsaktivitat lasst sich nur in der, zur Kontusion ipsilateral
gelegenen, Hemisphare nachweisen. In der kontralateralen Hemisphére (zur Kontusion
kontralateral gelegener Hirnquadrant a, dargestellt in Abbildung 17) liegt keine signifikante

Anderung der NFkB-DNA-Bindungsaktivitat vor.
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Abbildung 17: Zeitliches Profil der NF  kB-DNA-Bindungsaktivitdt nach Trauma im Bereich des zur
Kontusion kontralateral gelegenen oberen Hirnquadra nten — ELISA Untersuchung

NFkB Transkriptionsaktivitat zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Trauma (15 Minuten, 3, 6, 12 und 24
Stunden nach Trauma, n=3 pro Zeitpunkt) im kontralateral zur Kontusion liegenden Quadranten a im NFkB-
ELISA. Die in % der Shamkontrollen angegebene NFkB-DNA-Bindungsaktivitat &ndert sich nach Trauma
nicht. (n.s. p =0,79 vs. Sham, ANOVA on ranks, one way Anova).
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die NFkB-DNA-Bindungsaktivitat nach Trauma im
Bereich des verletzten Kortex graduell zunimmt, der Anstieg ist nach 24 Stunden signifikant. Im,
zur Kontusion ipsilateral gelegenen Hirnquadranten steigt die NFkB-DNA-Bindungsaktivitat sehr
rasch an. Die Zunahme ist bereits nach 15 Minuten signifikant und lasst sich Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum von 24 Stunden nachweisen. Im zur Kontusion kontralateral gelegenen

Hirnquadranten liegt keine Anderung der DNA-Bindungsaktivitat vor.

Die Untersuchung der DNA-Bindungsaktivitdat im ELISA besitzt hinsichtlich der tatsachlichen
transkriptionellen Aktivitat von NFKB nur eingeschrankte Aussagekraft. Sie belegt eine
Dissoziation von NFkB und IkB, welches die Aktivitdt von NFkB durch Blockierung der DNA-
Bindungsstelle inhibiert. Um seiner Funktion als Transkriptionsfaktor nachzukommen muss NFkB
in den Nukleus translozieren und dort an die DNA binden. Weiterhin wird die Transkriptionsaktivitat

durch Kofaktoren moduliert.

Aus dieser Uberlegung heraus, wurde in einer weiteren Untersuchungsreihe die NFkB-

Transkriptionsaktivitat anhand von NFkB-Reportertieren im Luciferase-Assay untersucht.

45



3.3.2. NFKB-Transkriptionsaktivitat

Die NFkB-Transkriptionsaktivitdt wurde, wie unter Abschnit 2.8.2 beschrieben, bestimmt. In
Abbildung 18 ist die NFkB-Transkriptionsaktivitat aus Proben im Bereich der Kontusion und des

perikontusionellen Hirngewebes (Hirnquadrant b) dargestellt.
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Abbildung 18: Zeitliches Profil der NF kB Transkriptionsaktivitdt nach Trauma im Bereich de S
kontusionierten Kortex im Luciferase Reporter Assay

Gewebelysate wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten (15 Minuten, 3, 6, 12 und 24 Stunden nach Trauma,
n=3 pro Zeitpunkt) aus dem, die Kontusion enthaltenden, Hirnquadranten b gewonnen und mit dem NFkB
Luciferase Reporter-Assay untersucht. Die NFkB-Transkriptionsaktivitat ist in RLU (relative light units) in %
der Shamkontrollen angegeben. Die NFkB-Transkriptionsaktivitéat ist 3, 6 und 24 Stunden nach Trauma
signifikant erniedrigt (* p < 0,05 vs. Sham, ANOVA on ranks, Student-Newman-Keuls).

Es zeigt sich, dass die NFkB-Transkriptionsaktivitdt nach Trauma deutlich abnimmt. Dieser Abfall
ist nach drei, sechs und 24 Stunden signifikant gegentber den Sham-operierten Kontrolltieren (p<
0,05 vs. Sham, je n=3). Dabei betragt die NFkB-Aktivitat bei Sham-operierten Tieren 100 +/- 7%,
15 Minuten nach Trauma 117 +/-37%, 3 Stunden nach Trauma 48 +/-8%, 6 Stunden nach Trauma
56 +/-9%,12 Stunden nach Trauma 89 +/- 20% und 24 Stunden nach Trauma 48 +/- 3%. Die
Untersuchung zeigt, dass es im Bereich des verletzten Kortex zwar zur Steigerung der, im ELISA-
gemessenen NFkB-DNA-Bindungsaktivitdat kommt (vergleiche Abbildung 15), die NFkB-
Transkriptionsaktivitat hingegen fallt in diesem Bereich im Verlauf von 24 Stunden um mehr als
50% der Ausgangswerte ab.

Auch im Hirnquadranten, der unterhalb der Kontusion liegt wurde die NFkB-Transkriptionsaktivitat

bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 19 dargestellit.
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Abbildung 19: Zeitliches Profil der NF kB-Transkriptionsaktivitdt nach Trauma im Bereich de s
Hirnquadrantens unterhalb des kontusionierten Korte x im Luciferase Reporter Assay

Gewebelysate wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten (15 Minuten, 3, 6, 12 und 24 Stunden nach Trauma,
n=3 pro Zeitpunkt) aus dem unterhalb zur Kontusion gelegenen Hirnquadranten d gewonnen und mit dem
NFkB Luciferase Reporter Assays untersucht. Die NFkB Transkriptionsaktivitat ist in RLU (relative light units)
in % der Shamkontrollen angegeben. Es liegt eine Erhéhung der Transkriptionsaktivitéat 3, 6 und 12 Stunden
nach Trauma vor, diese ist bei 6 und 12 Stunden signifikant (* p < 0,05 vs. Sham, ANOVA on ranks, Student-
Newman-Keuls).

Wie aus Abbildung 19 hervorgeht steigt die NFkB-Transkriptionaktivitat graduell an und erreicht 12
Stunden nach Trauma ein Maximum. Der Anstieg ist zu den Zeitpunkten 6 und 12 Stunden nach
Trauma signifikant (*p<0,05 vs. Sham, Anova on ranks, Student-Newman-Keuls). Dabei liegt
betragt die NFkB-Transkriptionsaktivitéat bei Sham operierten Tieren 100 +/- 3%, nach 15 Minuten
107 +/- 11%, nach 3 Stunden 130 +/- 17%, nach 6 Stunden 153 +/- 8%, nach 12 Stunden 162 +/- 4

% und nach 24 Stunden 113 +/- 10%.

In Abbildung 20 ist die NFkB-Transkriptionsaktivitat im Hirnquadranten kontralateral zu Kontusion
dargestellt. Drei und sechs Stunden nach Trauma liegt eine geringfiigig erhohte

Transkriptionsaktivitat vor, die Werte erreichen kein Signifikanzniveau (p =0,292).
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Abbildung 20: Zeitliches Profil der NF kB Transkriptionsaktivitdt nach Trauma im Bereich de S
Hirnquadrantens unterhalb des kontusionierten Korte x im Luciferase Reporter Assay

Gewebelysate wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten (15 Minuten, 3, 6, 12 und 24 Stunden nach Trauma,
n=3 pro Zeitpunkt) aus dem kontralateral zur Kontusion gelegenen Hirnquadranten a gewonnen und mit dem
NFkB Luciferase Reporter Assay untersucht. Die NFkB-Transkriptionsaktivitat ist in RLU (relative light units)
in % der Shamkontrollen angegeben. Bei 3 und 6 Stunden liegt eine geringgradige Erhéhung der
Transkriptionsaktivitat vor, diese ist aber nicht signifikant (n.s. p > 0,05 vs. Sham, ANOVA on ranks, one way
Anova).
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es nach Trauma im Bereich des Hirnquadranten, der die
Kontusion enthalt, zur Aktivierung von NFkB, also zur Erhéhung der NFkB-DNA-Bindungsaktivitat
kommt. Trotzdem liegt in diesem Bereich keine gesteigerte, sondern eine auf bis zu 50%
reduzierte NFkB-Transkriptionsaktivitéat vor. Parallel dazu konnte eine, im Western Blot und in der
immunhistochemischen Analyse belegte, Steigerung der p53-Expression beobachtet werden. In
weiteren Versuchen wurde deswegen evaluiert, ob die beobachtete Repression der NFkB-

Transkriptionsaktivitat méglicherweise p53 vermittelt ist.

Im Bereich des Hirnquadrantens, der unterhalb der Kontusion liegt, zeigte sich sowohl ein Anstieg
der NFkB-DNA-Bindungsaktivitat als auch der NFkB-Transkriptionsaktivitat. In der kontralateral zur
Kontusion gelegenen Hemisphare konnte weder eine signifikante Verdnderung der NFkB-DNA-

Bindungsaktivitat noch der NFkB-Transkriptionsaktivitat beobachtet werden.

48



3.4. P53-abhangige Inhibition der NF kB-Transkriptionsaktivitat

Um die Frage beantworten zu kénnen, ob der beobachtete Abfall der NFkB-Transkriptionsaktivitéat
im Bereich der Kontusioin moglicherweise p53-vermittelt ist, wurde die posttraumatische NFkB-
Transkriptionsaktivitat unter p53-Inhibition untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 22

dargestellt.
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Abbildung 21: Effekte der Behandlung mit Pifithrin auf die posttraumatische NF kB
Transkriptionsaktivitat

Gewebelysate wurden 6 Stunden nach Trauma (n=4 pro Zeitpunkt) aus dem, die Kontusion enthaltenden
Hirnquadranten (Quadrant b, rot gekennzeichnet) gewonnen. Die NFkB-Transkriptionsaktivitat ist in % der
Shamkontrollen (Sham/Vehikel) angegeben.

Die Transkriptionsaktivitdt der Shamkontrollen ist weiss, die der Traumatiere grau dargestellt. In beiden
Gruppen sind die PFT-behandelten Tiere (8 mg/kg KG, Applikation eine Stunde vor Trauma) gemustert
unterlegt. Die Behandlung mit Pifithrin fihrt sowohl in der Sham/PFT- als auch in der Trauma/PFT-Gruppe
zur signifikanten Erhéhung der NFkB-Transkriptionsaktivitdét im Vergleich zu den entsprechenden
Kontrolltieren (* p < 0,05 Trauma/Vehikel vs. Trauma/PFT und # p < 0,05 Sham/Vehikel vs. Sham/PFT,
ANOVA on ranks, Student-Newman-Keuls). Weiterhin ist die NFkB-Transkriptionsaktivitat in der
Versuchsgruppe Trauma/Vehikel im Vergleich zu Sham/Vehikel um 37% reduziert.

Die NFkB-Trankriptionsakativitat von Sham-operierte Tieren (weil3 unterlegt) und von Tieren nach
Traumaapplikation (grau unterlegt) ist in Abbildung 22 mit und ohne Pifithrin-Applikation (jeweils
gemusterte unterlegt) zu sehen. Es zeigt sich, dass die Applikation von Pifithrin in einer Dosierung
von 8 mg/kg Koérpergewicht bei Sham-operierten Tieren zur signifikanten Steigerung der NFkB-
Transkriptionsaktivtat von 100 +/- 22% auf 186 +/- 9% fuhrt (Sham/Vehikel vs. Sham/PFT, p< 0,05,

Anova on ranks, Student-Newman-Keuls).

Vergleich man nun Sham-operierte (Sham/Vehikel, weil3 unterlegt) und traumatisierte Tiere
(Trauma/Vehikel, grau unterlegt), die Vehikel erhalten haben, so ist ersichtlich, dass es nach
Trauma zum Abfall der NFkB-Transkriptionsaktivitat von 100 +/- 22% auf 63 +/-3% kommt.

Weiterhin zeigt sich, dass die Applikation von Pifithrin nach Trauma (grau, gemustert unterlegt) die
NFkB-Transkriptionsaktivitat von 63 +/- 3% auf 140 +/- 21% signifikant steigert (Trauma/Vehikel vs.

Trauma/PFT, p<0,05, Anova on ranks, Student-Newman-Keuls). Allerdings liegt das
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Transkriptionsniveau nach Trauma und Pifithrin-Applikation (140 +/- 21%) niedriger als nach
Sham-OP und Pifithrin-Applikation (186 +/- 9%).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass auch in dieser Versuchsreihe ein Abfall der NFkB-
Transkriptionsaktivitat nach Trauma gezeigt werden kann (Sham/Vehikel vs. Trauma/Vehikel).
Dieser Abfall kann durch p53-Inhibition mit Pifithrin verhindert werden (Trauma/Vehikel vs.
Trauma/Pifithrin). Pifithrin steigert nicht nur die posttraumatische, sondern auch die basale NFkB-

Transkriptionsaktivitat in Sham-operierten Tieren (Sham/Vehikel vs. Sham/Pifithrin).

In Abbildung 23 ist die NFkB-Transkriptionsaktivitat im Bereich des Quadranten unterhalb der

Kontusion zu sehen.
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Abbildung 22: Effekte der Behandlung mit Pifithrin auf die posttraumatische NF kB-

Transkriptionsaktivitat

Gewebelysate wurden 6 Stunden nach Trauma (n=4 pro Zeitpunkt) aus dem ipsilateral zur Kontusion
gelegenen Hirnquadranten (Quadrant d, rot gekennzeichnet) gewonnen. Die NFkB-Transkriptionsaktivitat ist
in % der Shamkontrollen (Sham/Vehikel) angegeben.

Die Transkriptionsaktivitat der Shamkontrollen ist weil3, die nach Trauma grau dargestellt. In beiden Gruppen
sind mit Pifithrin (8 mg/kg KG, Applikation eine Stunde vor Trauma) behandelte Tiere gemustert unterlegt.
Die Pifithrin-Behandlung fuhrt sowohl in der Sham/PFT als auch in der Trauma/PFT Gruppe zur signifikanten
Erhéhung der NFkB-Transkriptionsaktivitat im Vergleich zu Kontrolltieren (* p < 0,05 Trauma/Vehikel vs.
Trauma/PFT und # p < 0,05 Sham/Vehikel vs. Sham/PFT, ANOVA on ranks, Student-Newman-Keuls).
Weiterhin ist die NFkB-Transkriptionsaktivitat in der Versuchsgruppe Trauma/Vehikel um Uber 150 % im
Vergleich zu Sham/Vehikel erhéht.

Analog zur Abbildung 21 ist die NFkB-Transkriptionsakativitat von Sham-operierten Tieren (weil3
unterlegt) und von Tieren nach Traumaapplikation (grau unterlegt) mit oder ohne Pifithrin-Gabe
(jeweils gemusterte unterlegt) zu sehen.

Es zeigt sich, dass die Applikation von Pifithrin bei Sham-operierten Tieren zur signifikanten
Steigerung der NFkB-Transkriptionsaktivtat von 100 +/- 16% auf 240 +/- 16 % fuhrt (Sham/Vehikel
vs. Sham/PFT, p< 0,05, Anova on ranks, Student-Newman-Keuls).

Vergleicht man nun mit Vehikel behandelte Sham-operierte Tiere (Sham/Vehikel, weil3 unterlegt)
und mit Vehikel behandelte Tiere nach Trauma (Trauma/Vehikel, grau unterlegt), so ist ersichtlich,
dass es zum Anstieg der NFkB-Transkriptionsaktivitat von 100 +/- 16 % (Sham/Vehikel) auf 157 +/-

8% (Trauma/Vehikel) nach Trauma kommt. Weiterhin zeigt sich, dass die Applikation von Pifithrin
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nach Trauma (grau, gemustert unterlegt) die NFkB-Transkriptionsaktivitat von 157 +/- 8% auf 246
+/- 6 % signifikant steigert (Trauma/Vehikel vs. Trauma/PFT, p<0,05, Anova on ranks, Student-
Newman-Keuls).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass im Hirngewebe, das ipsilateral zu Kontusion liegt,
von dieser jedoch nicht direkt betroffen ist, eine Steigerung der NFkB-Transkriptionsaktivitat nach
Trauma vorliegt (Sham/Vehikel vs. Trauma/Vehikel). Die Applikation von Pifithrin nach Trauma
kann die NFkB-Transkriptionsaktivitat weiter steigern (Trauma/Vehikel vs. Trauma/Pifithrin).
Pifithrin  steigert nicht nur die posttraumatische, sondern auch die basale NFkB-

Transkriptionsaktivitat in Sham-operierten Tieren (Sham/Vehikel vs. Sham/Pifithrin).

In Abbildung 23 ist die NFkB-Transkriptionsaktivitdt im Bereich des, zur Kontusion kontralateral

gelegenen, Hirnquadranten a dargestellt.
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Abbildung 23: Effekte der Behandlung mit Pifithrin auf die posttraumatische NF kB-

Transkriptionsaktivat

Gewebelysate wurden 6 Stunden nach Trauma (n=4 pro Zeitpunkt) aus dem kontralateral zur Kontusion
gelegenen Hirnquadranten (Quadrant a, rot gekennzeichnet) gewonnen.

Die Transkriptionsaktivitat der Shamkontrollen ist weil3, die der Traumatiere grau dargestellt. In beiden
Gruppen sind mit Pifithrin (8 mg/kg KG, Applikation eine Stunde vor Trauma) behandelte Tiere gemustert
unterlegt. Die Pifithrin Behandlung fuihrt sowohl in der Sham/PFT als auch in der Trauma/PFT Gruppe zur
signifikanten Erhéhung der NFkB-Transkriptionsaktivitat im Vergleich zu den respektiven Kontrolltieren (* p <
0,05 Trauma/Vehikel vs. Trauma/PFT und # p < 0,05 Sham/Vehikel vs. Sham/PFT, ANOVA on ranks,
Student-Newman-Keuls). Weiterhin ist die NFkB-Transkriptionsaktivitat in der Versuchsgruppe
Trauma/Vehikel um tUber 150 % im Vergleich zu Sham/Vehikel erhoht.

Vergleicht man die Versuchstiere der Versuchsgruppe Sham/Vehikel mit denen der
Versuchsgruppe Trauma/Vehikel so st ersichtlich, dass sich die basale NFkB
Transkriptionsaktivitat nicht signifikant verandert (100 +/- 20 % vs. 114 +/- 11 %). Die Applikation
von Pifithrin fihrt sowohl bei Sham-operierten Tieren, als auch bei Versuchstieren nach Trauma
zum signifikanten Anstieg der NFkB-Transkriptionsaktivitat (* p< 0,05 fir Sham/Vehikel: 100 +/-
20% vs. Sham/PFT: 225 +/- 5%; und # p < 0,05 fur Trauma/Vehikel 114 +/-11% vs. Trauma PFT

220 +/- 8% Anova on ranks, Student-Newman-Keuls).
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich die NFkB-Transkriptionsaktivitdt nach Trauma
kontralateral zur Kontusion nicht signifikant verandert (Sham/Vehikel vs. Trauma/Vehikel). Die
Hemmung von p53 durch Pifithrin-Applikation fiihrt sowohl nach Sham-OP, als auch nach Trauma
zur signifikanten Steigerung der NFkB-Transkriptionsaktivitdt (Sham/Vehikel vs. Sham/PFT und
Trauma/Vehikel vs. Trauma/PFT).
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4. Diskussion

4.1. Das Modell des Controlled Cortical Impact

Das Modell des Controlled Cortical Impacts bietet eine einzigartige Maoglichkeit, die
Pathophysiologie des Schadel-Hirn Traumas aufzuklaren, weil es reproduzierbar und sehr
kliniknah viele pathophysiologische Manifestationen des Schéadel-Hirn Traumas simuliert. 1988
veroffentlichte das Department flr Biomedizinische Forschung im General Motors Research
Laboratory in Michigan erstmals eine systematische Untersuchung zur Anwendung des dort
entwickelten Modells des Controlled Cortical Impact am Frettchen (Lighthall, 1988). Analysen des
durch einen pneumatisch getriebenen Kolben entstandenen Verletzungsmusters ergaben, dass
viele Aspekte des realen Schédel-Hirn Traumas wie die fokale Rindenkontusion, epidurale
Blutungen, Parenchymblutungen, das AbreiRen von Briickenvenen, die Entstehung von subkortikal
lokalisiertem, diffusem Axonschaden, Hirnédem und Parenchymuntergang durch die erzeugte

Verletzung reprasentiert sind.

Durch die freie Wahl der Intensitatsparameter wie der Auftreffgeschwindigkeit und Eindringtiefe
des Bolzens, sowie dessen Kontaktzeit mit der Dura mater, erméglicht das Modell des Controlled
Cortical Impacts die prazise und reproduzierbare Erzeugung eines Traumas von definiertem
anatomischem und funktionellem Schweregrad. Die Weiterentwicklung des Geréts zur Anwendung
an der Maus ermdglichte die Untersuchung molekularer Teilaspekte des Traumas anhand
transgener Tiere, sowie die Evaluierung verschiedener Therapiestrategien zur Neuroprotektion
nach Trauma. Dabei lie3 die durch Controlled Cortical Impact erzeugte Verletzung des
Hirngewebes eine intra- und interindividuelle Quantifizierung zu, was unterschiedliche Studien aus
dem Labor fir Chirurgische Forschung belegen (Plesnila et al., 2007; von Baumgarten et al., 2008;
Zweckberger et al., 2006; Zweckberger et al., 2003; Engel et al., 2008; Trabold et al., 2009).

Voruntersuchungen zu den optimalen Einstellungen der frei justierbaren Intensitatsparameter des
hier verwendeten Gerdts haben ergeben, dass eine Traumaapplikation mit einer
Auftreffgeschwindigkeit von 8 m/s, einer Eindringtiefe von 1 mm, einer Kontaktzeit von 150 ms,
eines Bolzendurchmessers von 3 mm und einem Eindringwinkel von 90° zur Gehirnoberflache zur
Erzeugung eines moderaten Schadel-Hirn Traumas geeignet ist (Zweckberger et al., 2003).
Pathophysiologisch wichtige Aspekte, wie die Entstehung und Beeinflussung des Hirnddems oder
der regionalen zerebralen Durchblutung, die Kinetik der Schadensentstehung sowie der
posttraumatische Anstieg des intrakraniellen Drucks konnten so untersucht werden. So zeigten
Studien zur regionalen Durchblutung des Hirnparenchyms mittels Laser Doppler Fluxmetrie und
C-lodoantipyrin Autoradiographie, dass die Durchblutung ipsilateral zur Kontusion in den ersten
drei Stunden nach Trauma deutlich vermindert ist. Es kommt zum Abfall der regionalen
Durchblutung auf 50-60% des Ausgangswerts. Kontralateral zur Kontusion steigt die Durchblutung
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auf ca. 120% des Ausgangswerts an (Zweckberger et al., 2003; von Baumgarten et al., 2008).
AngestoRen durch das mechanische Trauma, kommt es bereits in den ersten Stunden nach
Trauma zum Zusammenbruch der Blut-Hirnschranke und zur Entstehung eines Hirnddems
(Zweckberger et al., 2006). Der intrakranielle Druck steigt innerhalb von 180 Minuten nach Trauma

signifikant an (Zweckberger et al., 2003; Zweckberger et al., 2006; von Baumgarten et al., 2008).

Des Weiteren wurde in Studien im Institut fir Chirurgische Forschung die Kinetik des sekundaren
Schadenswachstums bestimmt: Abbildung 24 zeigt die histologische Quantifizierung der
Kontusionsvolumina zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Trauma. Es ist ersichtlich, dass sich
der Hirnschaden in den ersten 24 Stunden nach Trauma kontinuierlich ausweitet. 24 Stunden nach
Trauma hat das Kontusionsvolumen um 63% zugenommen. Zu spateren Zeitpunkten stellt sich
das Nekrosevolumen wieder kleiner dar, da Abbauprozesse und narbige Gewebeschrumpfung den
Substanzdefekt zusammenziehen (Zweckberger et al., 2006). Die gute Reproduzierbarkeit des
Modells zeigt sich darin, dass die in dieser Arbeit erhobenen Werte fir den sekundéaren
Hirnschaden nach Trauma fast identische sind mit denen aus Abbildung 24.
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Abbildung 24: Zunahme der Kontusionsvolumen nach C ontrolled Cortical Impact, modifiziert nach
Zweckberger et al, 2006

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Modell des Controlled Cortical Impacts sehr gut
geeignet ist, die Pathophysiologie des Schadel-Hirn Traumas weiter aufzuklaren und die
Auswirkung therapeutischer Interventionen auf das sekundare Nekrosewachstum zu untersuchen.
Folgende Griinde tragen dazu bei:
1. Controlled Cortical Impact erzeugt eine Vielzahl klinisch relevanter pathophysiologischer
Manifestationen des Schadel-Hirn Traumas.
2. Diese konnten in der Vergangenheit in unserem Labor vielfach charakterisiert werden.
3. Die unterschiedlichen Studien zeichneten sich durch eine hohe intra— und interindividuelle
Reproduzierbarkeit aus.
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4. In vorausgegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass eine therapeutische Beeinflussung

des sekundéaren Schadenswachstums sicher quantifiziert werden kann.

4.2. P53-Expression nach Trauma

Die vorliegende Studie belegt durch Western Blotanalysen von Hirnlysaten, dass es zur
gesteigerten p53 Expression nach experimentellem Schadel-Hirn Trauma der Maus kommt. P53
akkumuliert graduell in einem Zeitraum von 24 Stunden nach Trauma im Bereich des von der
Kontusion betroffenen Hirnquadranten. Der Anstieg der p53 Expression ist bereits 15 Minuten
nach Trauma nachweisbar und halt fir 24 Stunden an.

Immunhistochemische Schnitte zeigen, dass eine gesteigerte p53 Expression dabei selektiv im
Bereich der Kontusion sowie im perikontusionellen Hirngewebe vorliegt und hier in erster Linie im
Zellkern nachzuweisen ist. Diese Tatsachen mussen im Licht der aktuellen Forschung differenziert
betrachtet werden. Insgesamt erscheinen drei Punkte in diesem Zusammenhang relevant.

1. Was ist Uber die Regulation der p53 Proteinlevel in Neuronen bekannt?

2. Sind Auslésemechanismen bekannt, die nach Schadel-Hirn Trauma zur Expressionssteigerung
von p53 fuhren kénnten?

3. Wie sind die beobachteten Ergebnisse in die aktuelle Forschung zum Schéadel-Hirn Trauma

einzuordnen?

4.2.1. Regulation von p53 im ZNS

P53 st ein tetrameres Phosphoprotein, das als Tumorsuppressor und nukleéarer
Transkriptionsfaktor wichtige Funktionen wie Gentranskription, DNA-Synthese, DNA-Reparatur
und Zelltod steuert. Da p53 den Zelltod sehr effizient initieren kann, muss die p53
Proteinkonzentration engmaschig kontrolliert werden, um eine normale Zellfunktion zu
gewahrleisten. P53 wird in Neuronen konstitutiv exprimiert und liegt im Zytosol in sehr niedriger
Konzentration vor. Es wird unter physiologischen Bedingungen rasch abgebaut, die Halbwertszeit
betragt nur 10-30 Minuten (Soussi, 2000).

Die schnelle und kontinuierliche Degradation erfolgt Ubiquitin-abhéngig in den Proteasomen des
Zytosols. Fur den Abbau entscheidend, ist die Interaktion mit dem MDM-2 (murine double minute-
2) Molekl. Hierbei handelt es sich um ein Protein, dass p53 am N-Terminus binden kann. Die
Bindung fuhrt zur Inaktivierung von p53 und zum Transport von p53 aus dem Zellkern ins Zytosol.
Hier katalysiert MDM-2, unter Funktion einer Ubiquitin-Ligase, die Ubiquitinierung. Das Ubiquitin-
markierte p53 wird in der Folge von Proteasomen erkannt und abgebaut (Kubbutat and Vousden,
1998). Zur Akkumulation von p53 in Neuronen kommt es dann, wenn die Interaktion mit MDM-2

gestort ist. Auf ein aktivierendes Signal hin kommt es zur posttranslationalen Modifizierung von
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p53 oder MDM-2, was die wechselseitige Interaktion verhindern und zur Akkumulation von p53
fuhren kann. Zu den Modifikationen des p53 Proteins gehdren unter anderem die
Phosphorylierung von N-terminalen Resten, die Acetylierung von C-terminal Resten und die
Poly(ADP)-Ribosylierung. Diese Modifizierungen stabilisieren das Protein oder tragen direkt zur
Erhohung der DNA-Bindungsaffinitat bei (Brooks and Gu, 2006).

Die Regulation der p53-Expression durch posttranslationale Modifikation lasst die beobachtete
rasche Akkumulation 15 Minuten nach Trauma mdoglich erscheinen, da hierfir weniger eine
Steigerung der de novo Synthese (Dauer 3-6 Stunden), als vielmehr eine Hemmung der

Proteindegradation zu Grunde liegt.

4.2.2. Auslésemechanismen posttraumatisch gesteiger  ter p53

Expression

Zerebrale Kontusionen sind mit einer Reduktion der regionalen zerebralen Blutversorgung
assoziiert (Dietrich et al., 1998; Coles et al., 2004; Tawil et al., 2008). Die Versorgung kortikaler
Neurone mit Sauerstoff und Glucose ist eingeschrénkt, zellulare ATP-Level sind erniedrigt. Dies
kompromitiert die Fahigkeit zur Aufrechterhaltung des lonengradienten Uber der Zellmembran
durch ATP abhangige Ilonentransporter fir Natrium und Kalzium. Es kommt zur
Membrandepolarisation, welche die Aktivierung von synaptischen Glutamat-Rezeptoren bewirkt.
Glutamat akkumuliert extrazellular, was die Glutamat-Rezeptoren weiter aktiviert und zum
massiven Einstrom von Kalzium in die Zelle fuhrt (Yi and Hazell, 2006).

In vitro konnte eine enge Korrelation von p53-Expression und dem Zelltod durch Glutamat und N-
methyl-d-Aspartat (NMDA)-Applikation in Neuronen belegt werden (Culmsee and Mattson, 2005;
Culmsee et al, 2001; Xiang et al., 1998). Durch Glutamat verursachte Stérungen des
lonenhaushalts stellen somit einen méglichen Stimulus fir die gesteigerte p53-Expression und den

damit verbundenen Zelluntergang nach Trauma dar.

Als Resultat der Storung des oxidativen Metabolismus und der Kalziumhomdoostase kommt es
nach Trauma zur mitochondrialen Dysfunktion und zur Entstehung von freien Radikalen, die
zelleigene Proteine, Membranlipide und zelleigene DNA beschadigen (Lewen et al., 2000; Lewen
et al., 2001). In vitro und in vivo Daten belegen, dass oxidative DNA-Schéaden zur gesteigerten p53
Expression in Neuronen fihren (Culmsee et al., 2002; Culmsee et al., 2001; Mattson, 2000b;
Martin et al., 2003).

In vitro Studien belegen, dass es durch oxidativen Stress zur Aktivierung von Jun-Kinase und p38
Map-Kinase kommt. Diese Kinasen kdnnen p53 phosphorylieren, was den neuronalen Zelltod

induziert (Fuchs et al.,, 1998). Die Aktivierung dieser Kinasen konnte auch nach Trauma
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nachgewiesen werden (Serbest et al., 2005; Lu et al., 2005; Raghupathi et al., 2003a). Somit stellt

auch dieser Mechanismus eine denkbare Moglichkeit fur die Aktivierung von p53 nach Trauma dar.

Des Weiteren fihren Membranschadigungen und Axotomie im Tiermodell zu einem signifikanten
Anstieg der p53 Expression in betroffenen Neuronen (Martin et al.,, 2003). Diffuse axonale

Schéadigung ist nach Schadel-Hirn Trauma nachzuweisen (Sahuquillo et al., 2001).

4.2.3. P53 Expression nach Schadel-Hirn Trauma  in vivo

In der Literatur wurde bereits an unterschiedlichen Modellen des experimentellen Schadel-Hirn
Traumas beschrieben, dass es zur posttraumatischen Expressionssteigerung von p53 kommt.
Eine Studie von Lu und Mitarbeitern, die sich mit Anderungen von Apoptose-assoziierten Proteinen
im Zeitverlauf nach Schadel-Hirn Trauma in der Ratte beschéftigt, konnte zeigen, dass es vier
Stunden nach Schadel-Hirn Trauma im Kortex zur gesteigerten Expression von p53 kommt.
Interessanterweise war die gesteigerte p53-Expression in Neuronen mit einer stark erhthten
Expression des proapoptotischen Molekils Bax und einer stark verminderten Expression des anti-
apoptotischen Bcl-2 Proteins kolokalisiert (Lu et al., 2000). Die Interaktion von Bax und Bcl-2 ist
entscheidend fiir das Schicksal von Neuronen: Uberwiegt das pro-apoptotisch wirksame Bax,
kommt es zum Zelluntergang, Uberwiegt Bcl-2, ist das Zelliberleben beginstigt (Oltvai et al.,
1993). Dieser Mechanismus scheint auch nach experimentellem Schadel-Hirn Trauma und nach
experimenteller Verletzung des Rickenmarks bei Mausen, eine Rolle zu spielen (Clark et al.,
1997; Raghupathi et al., 2003b; Saito et al., 2000). Es ist bekannt, dass beide Gene auf
Transkriptionsebene durch p53 reguliert werden. Dabei férdert p53 die Transkription von Bax und
die hemmt Transkription von Bcl-2 (Miyashita et al., 1994; Miyashita and Reed, 1995).

Napieralski und Mitarbeiter haben 1999 die Expression von p53-mRNA nach Schadel-Hirn Trauma
der Ratte untersucht. In der ipsilateral zur Kontusion gelegenen Hemisphare stieg p53-mRNA in
den Neuronen des Kortex, des Hippocampus und des Thalamus deutlich an. Dieser Anstieg
erreichte sechs Stunden nach Trauma ein Maximum, ging dann zurlick und war drei Tage nach

Trauma nicht mehr nachweisbar (Napieralski et al., 1999).

Kaya und Mitarbeiter konnten im Jahr 1999 zeigen, dass apoptotischer Zelltod nach
experimentellem Schadel-Hirn Trauma (Controlled Cortical Impact) der Ratte bereits innerhalb von
zwei Stunden auftritt. Hierzu wurde die im Rahmen der Apoptose auftretende Fragmentation der
zelleigenen DNA mit der TUNEL-Methode (Terminal Deoxynucleotide Transferase mediated
dUTP-biotin Nick-End Labeling) nachgewiesen. Das so detektierte Auftreten von apoptotischen
Zellen war innerhalb von zwei Stunden nach Trauma nachweisbar, erreichte 24 bis 48 Stunden
einen Hohepunkt und war in einzelnen apoptotischen Zellen bis zu zwei Wochen nach Trauma zu
detektieren. Apoptotische Zellen fanden sich in erster Linie kortikal an die Kontusion angrenzend.

Mehr als 95% der apoptotischen Zellen waren Neurone, die restlichen 5% entfielen auf Astrozyten
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und Endothelzellen. Im perikontusionellen Hirngewebe zeigte sich eine zytoplasmatische und
nukledre Expressionssteigerung von p53. Nukleér lokalisiertes p53 war vor allem in TUNEL-
positiven Zellen nachweisbar, wurde aber auch in Neuronen detektiert, die noch keine
morphologischen Charakteristika der Apoptose aufwiesen (Kaya et al., 1999).

Ng und Mitabeiter untersuchten im Jahr 2000 humanes Hirngewebe, das im Rahmen von
Entlastungskraniektomien nach zerebralen Kontusionen innerhalb von zwei bis 196 Stunden nach
Trauma gewonnen wurde. Insgesamt konnten 31 Proben verschiedener Patienten gewonnen
werden. Nur elf Proben enthielten vitales, nicht nekrotisches, perikontusionelles Hirngewebe und
konnten hinsichtlich des Auftretens von Apoptose untersucht werden. In 73% der Proben konnten
so TUNEL—positive apoptotische Neurone detektiert werden. Weiterhin fand sich eine erhéhte
Expression des proapoptotischen Proteins Bax in allen untersuchten Proben. 55% der Proben
zeigten eine erhdhte Expression des Proteins Bcl-2, was statistisch signifikant mit einem besseren
klinischen Outcome korreliert war. Nur in einer der elf Proben konnte eine gesteigerte p53-
Expression nachgewiesen werden. Die Autoren fithren dies auf die geringe Halbwertszeit von p53
(10-30 Minuten) im Vergleich zu Bax (8-42 Stunden) zurlck. Insgesamt belegt die Studie erstmalig
eindeutig, dass apoptotische Mechanismen nach Trauma im menschlichen Gehirn auftreten. Eine
therapeutische Intervention konnte somit eine viel versprechende Therapieoption in der
Behandlung des Schadel-Hirn Traumas darstellen (Ng et al., 2000).

Nathoo und Mitarbeiter veroffentlichten 2004 eine Studie zur Expression von p53, Bax, Bcl-2 und
Caspase 3 in Gewebeproben von 29 Patienten, die bei supratentoriellen Kontusionen
entlastungskraniektomiert wurden. Die Ergebnisse wurden anschlieend mit demographischen,
klinischen, chirurgischen und bildgebenden Daten sowie mit dem Outcome korreliert. Es zeigte
sich eine statistisch signifikante, stark gesteigerte Expression von Bax und Caspase 3. Bcl-2 war in
48% der Proben stark erhtht. Regressionsanalysen ergaben, dass erhdhte Caspase 3 und
fehlende Bcl-2 Expression unabhangige Pradiktoren flr ein schlechtes Outcome darstellen. Keine
der untersuchten Proben zeigte eine gesteigerte p53 Expression (Nathoo et al., 2004).
Zusammenfassend zeigen die angefiihrten Studien, dass es nach Schéadel-Hirn Trauma zur
gesteigerten Expression von p53 bzw. von durch p53 positiv (Bax) und negativ (BCL2) regulierten
Genprodukten kommt. Diese Phanomene stehen in engem zeitlichem und Ortlichem
Zusammenhang mit apoptotischem Zelluntergang von Neuronen des perikontusionellen
Hirngewebes. Ein kausaler Zusammenhang von p53-Expression nach Trauma, wird vermutet,
konnte bisher jedoch nicht eindeutig belegt werden.
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4.3. Pharmakologische Inhibition von p53 nach Schad  el-Hirn

Trauma

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass p53 eine kausale Rolle in der Pathophysiologie des Schadel-
Hirn Traumas spielt. Die pharmakologische Inhibition von p53 mit Pifithrin-alpha fuhrte zur

dosisabhéngigen, signifikanten Reduktion des sekundaren Hirnschaden um bis zu 60%.

Therapiestudien zur Etablierung des therapeutischen Fensters zeigen, dass die Applikation von
Pifithrin in einem Zeitraum von bis zu sechs Stunden nach Trauma signifikante neuroprotektive
Effekte besitzt.

In der Folge soll der eingesetzte p53 Inhibitor Pifithrin-alpha charakterisiert sowie dessen Wirkung

in anderen Modellen akuter neuronaler Schadigung dargelegt werden.

4.3.1. Pifithrin-alpha

Zu den unerwiinschten Nebenwirkungen von Chemo- und Strahlentherapie auf normales Gewebe
gehdren zum Beispiel die p53-abhéngige Apoptose von Zellen des hamatopoetischen Systems
(Wang et al., 1996), der Haarfollikel (Song and Lambert, 1999) und der Epithelien des Magen-
Darmtrakts (Merritt et al., 1997). Um diese Nebenwirkungen zu reduzieren, untersuchten Komarov
und Mitarbeiter 10 000 synthetische Chemikalien auf Inhibitoren der p53-vermittelten Apoptose.
Ein kleines, stabiles, lipophiles Molekil mit den geforderten Eigenschaften und der in Abbildung 27
dargestellten chemischen Struktur konnte identifiziert werden. Als Abkirzung fur p-fifty-three
inhibitor, wurde es Pifithrin-alpha genannt. Pifithrin-alpha bewahrte die Zellen des
hamatopoetischen Systems, der Haarfollikel und des Magen-Darmtrakts, sowohl in vitro als auch
in vivo vor dem apoptotischen Zelluntergang nach Applikation von Chemotherapie oder
Bestrahlung. Dieser Effekt lie’ sich nur in Zellen von Wildtyp-, nicht aber in homozygot defizienten
p53-Knockoutméausen nachweisen. Die Therapie mit Pifithrin konnte die Nebenwirkungen der
Krebsbehandlung durch Chemotherapie oder Strahlentherapie in der Maus signifikant reduzieren,
ohne dass dabei der Entstehung neuer Tumore Vorschub geleistet wurde (Komarov et al., 1999).

Sost

o

Abbildung 25: Strukturformel von Pifithrin-alpha (P FT-a)
Molekulstruktur des eingesetzten p53 Inhibitors Pifithrin-alpha [1-(4-methylphenyl)-2-(4,5,6,7-
tetrahydro-2-imino-3(2H)-benzothiazolyl)-ethanon hydrobromid]
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Pifithrin  ist ein Kkleines, stabiles, lipophiles Molekil, das einen Oktanol-Wasser
Trennungskoeffizienten log P von 1,75 besitzt. Diese physikalische Eigenschaft legt eine gute
Féahigkeit zur Penetration der Blut-Hirnschranke nahe. Tatsachlich ist Pifithrin-alpha 30 Minuten
nach intraperitonealer Applikation im Liguor von Mausen nachweisbar (Culmsee et al., 2001). Der
genaue Wirkmechanismus der anti-p53 Aktivitat von Pifithrin ist nicht abschlie3end geklart.

Pifithrin inhibiert die p53-abhangige Transkription in Neuronen. Die Transaktivierung der p53—
responsiven Gene fir Bax, p21 und Cyclin G sind nach Applikation von Pifithrin supprimiert
(Komarov et al., 1999; Duan et al., 2002; Tamagno et al., 2003; Nakaso et al., 2004). Weiterhin
involvieren die anti-apoptotischen Effekte von Pifithrin-alpha die Hemmung der p53-abhéngige
Aktivierung von Caspasen (Alves et al., 2002; Zhang et al., 2003a; Paitel et al., 2003; Jiang et al.,
2004; Cabhill et al., 2007).

Die Applikation von Pifithrin-alpha fuhrt zur Reduktion der nukledren Konzentration von p53, die
zytosolische p53-Konzentration bleibt unverandert. Mdoglicherweise hemmt der Pifithrin den
Transport von p53 in und aus dem Kern oder setzt die Stabilitdt von nukledrem p53 herab
(Culmsee et al., 2001; Gudkov and Komarova, 2005; Leker et al., 2004; Komarov et al., 1999).
Weiterhin gibt es Hinweise darauf, das Pifithrin-alpha in Thymozyten und Tumorzelllinien p53-
unabhangig Heat-Shock und Glucocorticoid Signalwege unterdriickt (Komarova et al., 2003).

4.3.2 Neuroprotektion durch p53-Inhibiton

In vitro Studien belegen, dass Pifithrin in verschiedenen Modellen akuter neuronaler Schadigung
neuroprotektive Eigenschaften besitzt. Nach Applikation von DNA-schadigenden Substanzen
(Campthotecin, Etoposid) sowie nach Schadigungsmechanismen, die fir die Pathogenese des
Schlaganfalls (Glutamatapplikation, Sauerstoff- und Glukosedeprivation), der Alzheimer
Erkrankung (Amyloid-beta Akkumulation) und der Parkinsonerkrankung (Dopaminakkumulation)
relevant sind, kann Pifithrin den Untergang von Neuronen signifikant reduzieren (Culmsee et al.,
2001; Culmsee et al., 2003; Biswas et al., 2005).

In vitro Daten zeigen weiterhin, dass Pifithrin in sehr hoher Konzentration durch seine Funktion als
Antioxidans und Radikalfanger neuroprotektive Wirksamkeit besitzen kann. Diese hohe
Konzentration wird bei der in vivo verabreichten Dosis von 10 mg pro kg Korpergewicht im
Mausmodell nicht erreicht (Culmsee et al., 2001).

Auch in vivo wirkt Pifithrin-alpha neuroprotektiv. Anhand von verschiedenen tierexperimentellen
Modellen der zerebralen Ischamie konnte gezeigt werden, dass p53-abhéngige Apoptose zum
sekundaren Hirnschaden nach zerebraler Ischdmie beitréagt. So konnte in mehreren unabhangigen
Studien eindeutig belegt werden, dass die Hemmung von p53 mit Pifithrin nach zerebraler
Ischdmie zu signifikant kleineren Infarktvolumen und zur verbesserten neurologischen Erholung
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fuhrt (Leker et al., 2004; Zhu et al., 2002; Culmsee et al., 2001; Culmsee et al., 2003; Gupta et al.,
2007).

72 Stunden nach transienter, fokaler, zerebraler Ischdmie der Ratte, verursacht durch einen
temporéaren Verschluss der Arteria cerebri media, weisen mit Pifithrin behandelte Tiere ein um bis
Zu 66% kleineres Infarktvolumen und signifikant weniger neurologische Defizite auf als respektive
Kontrolltiere. Die Reduktion des Zelluntergangs betrifft vor allem den Bereich des Kortex, der in
diesem Modell die Penumbra reprasentiert. Der Infarktkern im Bereich des Striatums wurde durch
die Behandlung nicht beeinflusst (Leker et al., 2004).

Weiterhin zeigte sich, dass die Applikation von Pifithrin, in einem Zeitfenster von bis zu drei
Stunden nach Auslosung des Infarkts, neuroprotektive Wirkung besitzt. Die eingesetzten
Dosierungen liegen zwischen 0,2 und 4 mg/kg Korpergewicht (Culmsee et al., 2001; Leker et al.,
2004; Gupta et al., 2007).

Auch im Tiermodell der Subarachnoidalblutung konnte belegt werden, dass die Pifithrin-Applikation
in einem Zeitfenster von bis zu drei Stunden nach Auslésung der Blutung, zur signifikanten
Reduktion des Zelluntergangs in Kortex und Hippocampus fiihrt. Mit Pifithrin behandelte Tiere
zeigen insgesamt ein deutlich besseres neurologisches Outcome. Auf molekularer Ebene konnte
gezeigt werden, dass durch p53-Inhibition drei unterschiedliche Signalkaskaden beeinflusst
wurden. In Kortex und Hippocampus kommt es zur signifikant erniedrigten Expression von
Caspase 3 und 8, einer erniedrigten Expression von AIF sowie einer deutlich gesenkten
mitochondrialen Cytochrom C Freisetzung (Cabhill et al., 2006; Cahill et al., 2007).

4.4. NFkB-Aktivitat nach Trauma

Die vorliegende Studie belegt eine, innerhalb von 24 Stunden nach Trauma auftretende, NFkB-
Aktivierung mit gesteigerter DNA-Bindungsaktivitat im Bereich der kontusionierten Hemisphére.
Die NFkB-Transkriptionsaktivitat steigt in der ipsilateral zur Kontusion gelegenen Hemisphare an.
Eine Ausnahme stellt der Bereich der Hemisphéare dar, welcher Kontusion und perikontusionelles
Gewebe enthdlt. Hier kommt es, trotz gesteigerter NFkB DNA-Bindungsaktivitéat, zur Reduktion der
NFkB-Transkriptionsaktivitat um bis zu 50%. Kontralateral zur Kontusion ist keine signifikante

Anderung der NFkB DNA-Bindungaktivitat und der NFkB-Transkriptionsaktivitat zu beobachten.

Zur Interpretation der erhobenen Befunde ist es relevant, die Funktion und Regulation von NFkB

im Gehirn detailliert aufzuschliisseln.
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4.4.1. Funktion von NF kB im ZNS

NFkB wurde vor 23 Jahren als Transkriptionsfaktor von B-Lymphozyten entdeckt (Sen and
Baltimore, 1986) und wenige Jahre spater auch im Gehirn nachgewiesen (Korner et al., 1989).
NFkB wird im ZNS konstitutiv in Neuronen, Astrozyten, Mikroglia und Oligodendrozyten exprimiert
(O'Neill and Kaltschmidt, 1997). Es reguliert physiologische Prozesse wie Zellwachstum und
Zelldifferenzierung sowie adaptive Prozesse auf zellularen Stress und Inflammation in einer zell-

und stimulusabhéngigen Art und Weise.

NFkB liegt im Zytoplasma als inaktive Form vor, die aus dem Transkriptionsfaktor-Dimer und der
inhibitorischen Untereinheit IkB besteht. In Neuronen setzten sich NFkB Homo- bzw. Heterodimere
aus Kombinationen der Untereinheiten p65 (RelA), RelB, p50 und cRel zusammen. Auf
aktivierende Signale hin kommt es zur Phosphorylierung von IkB, welches im phosphorylierten
Zustand ubiquitiniert und durch Proteasomen abgebaut wird. Dabei kommt es zur Freisetzung von
NFkB. Nur freies NFkB kann in den Nukleus translozieren, wo es an die kB DNA-
Konsensussequenz bindet und die Expression von NFkB regulierten Gene initiiert (Mattson and
Meffert, 2006).

In Neuronen besitzt NFkB wichtige Funktionen bei der Entwicklung des zentralen Nervensystems:
NFkB Komplexe vermitteln neuronales Uberleben und die Ausbildung neuronaler Fortsatze
(Gutierrez et al., 2005; Bhakar et al., 2002). Wenn die konstitutive DNA-Bindungsaktivitat von
NFkB in Neuronen komplett unterbunden wird, kommt es zum apoptotischen Zelluntergang.
Diesem geht eine starke Reduktion von NFkB regulierten Genprodukten, wie zum Beispiel Bcl-2
und Bcl-xl, voraus (Bhakar et al., 2002; Middleton et al., 2000).

Das Vorhandensein von NFkB im Bereich der neuronalen Synapse war der erste Hinweise darauf,
dass der Transkriptionsfaktor eine Rolle bei der Vermittlung von synaptischer Aktivitéat in nukleare
Transkriptionsaktivitat spielt (Kaltschmidt et al., 1993). Eine Vielzahl von Studien belegten in der
Folge, dass NFkB eine kausale Rolle fiir neuronale Mechanismen der Gedachtnisfunktion, der
synaptischen Plastizitdt und des Verhaltens spielt (O'Neill and Kaltschmidt, 1997; Mattson and
Meffert, 2006; Boersma and Meffert, 2008; Memet, 2006).

Es gibt unterschiedliche Signalwege, die die konstitutive NFkB-Aktivierung im zentralen
Nervensystem aufrechterhalten. Hierbei spielen zum einen die Neurotransmitter Glutamat,
Dopamin und Noradrenalin eine Rolle. Zum andern konnen Membrandepolarisierungen,
neurotrophe Faktoren wie zum Beispiel NGF (Nerve Growth Factor) und BDNF (Brain Derived
Neurotrophic Factor), oxidativer Stress, Opioide und Amyloid-beta Vorlauferprotein die NFkB-

Aktivierung steigern (Denk et al., 2000).

Neben den wichtigen Funktionen, die NFkB fir neuronales Uberleben, Wachstumsprozesse

wahrend der Entwicklung des Gehirns und Langzeitveranderungen der neuronalen Funktion als
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Antwort auf synaptische Transduktion besitzt, gibt es auch Hinweise daflr, dass pathologische
NFkB-Aktivierung eine zentrale Rolle in der Pathogenese von Gedéachtnisstérungen,
Neurodegeneration, Inflammation und neuronalem Zelluntergang spielt (Clemens et al.,, 1997;
O'Neill and Kaltschmidt, 1997; Qin et al., 1998; Schneider et al., 1999).

4.4.2. Neuronale durch NF kB-regulierte Gene

Es gibt eine Vielzahl von Hinweisen dafir, dass NFkB, vor allem durch die Suppression
apoptotischer Mechanismen, eine entscheidende Rolle bei der Regulation von neuronalen
Zelltodmechanismen spielt (Barkett and Gilmore, 1999; Pizzi et al., 2005; Kaltschmidt et al., 2005;
Mattson, 2005; Mattson and Meffert, 2006).

Anhand von in vitro Studien konnte gezeigt werden, dass NFkB—Aktivierung in neuronalen Zellen
die neuroprotektive Wirkung des Tumor Nekrose Faktors (TNF) im Rahmen der Zellreaktion auf
oxidativen Stress vermittelt (Tamatani et al., 1999; Mattson et al., 1997). Die neuroprotektive
Wirkung scheint vor allem durch das NFkB-regulierte, anti-oxidativ wirksame Enzym Mangan-

Superoxid-Dismutase (MnSOD), vermittelt zu sein (Mattson et al., 1997).

Interzellulére Signale:
z.B. Glutamat, Neurotrophine

Intrazellulare Signale:

Ca?*, ROS

7
IDADAT

Nukleus Zytoplasma

Abbildung 26: Schematische Darstellung der, durch NFkB vermittelten, neuronalen
Signaltransduktion als Antwort auf neuronalen Stres S

Die Abbildung zeigt die schematische Darstellung eines Neurons mit einem Ausschnitt des Zytoplasmas und
des Zellkerns. Interzellulare Signaltransduktion durch Glutamat oder Neurotrophine und intrazellulare
Signale, wie zum Beispiel Kalzium-Akkumulation oder die Bildung von reaktiven Sauerstoffabkémmlingen
(ROS, reactive oxygen species), kdnnen die Dissoziation von NFkB und IkB bewirken. Freies NFkB kann in
den Zellkern translozieren und hier die Transkription von anti-apoptotischen Molekilen wie zum Beispiel Bcl-
2, Bel-xI, MnSOD und XIAP induzieren.
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Die Aktivierung von NFkB kann hierbei die apoptotische Kaskade zu einem relativ friihen Zeitpunkt
unterbrechen, namlich bevor es zur mitochondrialen Dysfunktion und zur Bildung von freien
Radikalen kommt (Mattson and Furukawa, 1997). Weitere NFkB-regulierte Zielgene, die anti-
apoptotische Wirksamkeit im zentralen Nervensystem besitzen, sind die Proteinfamilie der
Inhibitoren der Apoptose oder IAPs (Chu et al., 1997), das Kalzium-bindende Protein Calbindin
D28K (Mattson et al., 1995), Bcl-2 (Tamatani et al., 1999), Bcl-xI (Bhakar et al., 2002) und der
Transforming Growth Factor Beta, kurz TNFgenannt (Zhu et al., 2004).

Allerdings gibt es auch Evidenz dafiir, dass NFkB in unterschiedlichen in vitro Modellen neuronaler
Schéadigung die Expression apoptotischer Gene induziert und somit Zelltod initieren kann. So
konnte gezeigt werden, dass NFkB in Neuronen moglicherweise die Expression des

proapoptotischen c-Myc reguliert (Nakai et al., 2000).

4.4.3. NFkB-AKktivitat nach akuter neuronaler Schadigung

NFkB-Aktivierung scheint wichtige, zum Teil gegensatzliche, Funktionen in der Pathologie
unterschiedlicher akuter und chronischer, neurodegenerativer Erkrankungen zu spielen, was NFkB
zum ,Janus-gesichtigen” Transkriptionsfaktor macht (Lipton, 1997). Eine Vielzahl unterschiedlicher
Studien zur neuronaler Schadigung postulieren sowohl neuroprotektive als auch
neurodegenerative  Funktionen von NFkB. Dies fuhrt, seit der Identifikation des
Transkriptionsfaktors im ZNS, immer wieder zu Kontroversen und ungeldsten Fragen, die in
grossen Ubersichtsarbeiten thematisiert werden (Pizzi and Spano, 2006; Memet, 2006; Mattson
and Meffert, 2006; Denk et al., 2000; O'Neill and Kaltschmidt, 1997; Lipton, 1997; Grilli and Memo,
1999). In der Folge sollen alle wichtigen Arbeiten vorgestellt werden, die NFkB-Aktivierung in, far
die Pathologie des Schadel-Hirn Traumas relevanten, murinen Modellen des akuten ZNS-Insults
untersuchen.

Yang und Mitarbeiter konnten 1995 zeigen, dass es nach experimentellem Schéadel-Hirn Trauma
der Ratte im perikontusionellen Hirngewebe zur Erh6hung der NFkB-DNA-Bindungsaktivitat
kommt. Diese ist im Zeitraum von 24 Stunden bis zu sieben Tage nach Trauma nachweisbar
(Yang et al., 1995). Nonaka et al untersuchten 1999 die Lokalisation von aktiviertem NFkB im
Gehirn von Ratten nach Controlled Cortical Impact im Zeitverlauf. Es zeigte sich, dass aktiviertes
NFkB nach Schadel-Hirn Trauma sehr frih (eine Sunde nach Trauma) in Axonen des
perikontusionellen Hirngewebes nachweisbar ist. Nach 24 Stunden konnte gesteigerte NFkB-
Aktivitat vor allem im Kern von Neuronen detektiert werden und war hier bis zu einer Woche nach
Trauma nachweisbar. Aktiviertes NFkB konnte 24 Stunden nach Trauma zudem im Nukleus von
Mikroglia und Makrophagen nachgewiesen werden. Die Aktivierung von NFkB liel3 sich bis zu
einem Jahr nach Verletzung des Hirngewebes in Astrozyten der periventrikularen Hirnregionen

nachweisen. Diese zeigten im Rahmen einer steten VergrofRerung der Ventrikel Zeichen einer
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ausgepragten Hirnatrophie. Dies wurde als prolongierter, mdglicherweise NFkB-vermittelter,
entzindlicher Prozess gedeutet (Nonaka et al., 1999).

Bethea et al zeigten 1998, dass es im Zeitraum von 30 Minuten bis 72 Stunden nach traumatischer
Kontusion des Rickenmarks der Ratte zum Anstieg von aktiviertem NFkB in Neuronen,
Makrophagen und Endothelzellen, nicht aber in Astrozyten kommt. Im Zeitraum der ersten 90
Minuten nach Trauma war die gesteigerte NFkB-Aktivierung vor allem direkt im L&sionsepizentrum,
bzw. rostral und kaudal davon, nachweisbar. Zu spateren Zeitpunkten liel3 sich die Aktivierung vor
allem in infiltrierenden Makrophagen detektieren. In einigen Neuronen und Makrophagen konnte
eine Kolokalisation von aktiviertem NFkB und dem Entziindungsmediator iNOS nachgewiesen
werden, weshalb NFkB mit inflammatorischen Prozessen in Verbindung gebracht wurde (Bethea et
al., 1998).

Sullivan et al konnten 1999 zeigen, dass transgene Mause ohne TNF-Rezeptoren, nach Schadel-
Hirn Trauma einen weitaus starkeren Untergang kortikaler Neurone und eine starker ausgepragte
Storung der Blut-Hirnschranke aufwiesen als Kontrolltiere. Dies ging einher mit einer ausgepragten
Reduktion von aktiviertem NFkB. Diese Befunde legen nahe, dass NFkB adaptive neuroprotektive
Funktion besitzt (Sullivan et al., 1999).

Sanz et al untersuchten 2002 das Gehirn von neun Tage alten Ratten nach Schadel-Hirn Trauma
auf NFkB-Aktivierung. Sie beobachteten eine, innerhalb von 90 Minuten auftretende,
Expressionssteigerung von aktiviertem NFkB, die nach 24 Stunden einen H&hepunkt erreichte.
NFkB-Aktivierung fand sich dabei vornehmlich in Neuronen des degenerierenden Kortex und, in
geringerem Ausmalf3, auch in Astrozyten des benachbartem Corpus Callosum (Sanz et al., 2002).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es bisher nur wenige Arbeiten gibt, die die NFkB-
Aktivierung nach Trauma untersuchten. In Ubereinstimmung mit den, in dieser Arbeit erhobenen
Befunden, konnte in diesen Arbeiten eine relativ friih einsetzende NFkB-Aktivierung nach Trauma
nachgewiesen werden. Uber die Rolle von NFkB in der Pathophysiologie des Schadel-Hirn
Traumas konnten nur indirekte Aussagen getroffen werden. So bleibt die Frage ungeklart, welche
Funktion die beobachtete NFkB-Aktivierung besitzt. Tragt sie ursachlich zum Absterben von
Neuronen bei oder handelt es sich hierbei um eine Reaktion auf zellularen Stress, die im Sinne
einer endogenen Neuroprotektion, zum Uberleben von sublethal geschadigten Neurone beitragt?
Im Rahmen der zerebralen Ischamie gibt es zahlreiche Untersuchungen zur NFkB-Aktivierung und
moglichen, NFkB-vermittelten, Effekten auf neuronalen Zelluntergang bzw. neuronales
Zelluberleben.

Erste Hinweise auf eine wichtige Rolle von NFkB in der Pathologie des neuronalen Untergangs
nach akuter ischAmischer Schadigung des Gehirns ergaben sich aus Beobachtungen, die zeigten,
dass aktiviertes NFkB in murinen Neuronen im Bereich der ischamischen Schadigung in einem in

vivo Modell der transienten fokalen Ischamie, in kortikalen, hippocampalen und striatalen
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Neuronen stark erhoht ist (Salminen et al., 1995). Clemens et al beobachteten, dass aktiviertes
NFkB nach transienter globaler Ischdmie der Ratte in degenerierenden Neuronen stark erhoht ist.
In nicht-degenerierenden Neuronen ist hingegen kein Anstieg der NFkB-Aktivitdt nachweisbar
(Clemens et al., 1997).

Erste Hinweise auf eine mogliche deletdre Rolle von NFkB im Rahmen des neuronalen
Untergangs wurden durch Schneider et al 1999 in einem Mausmodell der temporaren fokalen
Ischdmie durch transienten Verschluss der A. cerebri media erhoben. Im Bereich der ischamischen
Hemisphére konnten eine erhdhte nukledre Translokation von NFkB, eine erhéhte NFkB-DNA-
Bindungsaktivitat sowie ein starker Anstieg der NFkB-Transkriptionsaktivitdt in NFkB-p50
Reportertieren nachgewiesen werden. Dies sind transgene Mause die die Transkripitonsaktivitat
von NFkB-Homo- und Heterodimeren anzeigen, die die Untereinheit p50 enthalten. Transgene
Mause, die homozygot defizient flr die p50-Untereinheit von NFkB sind, zeigten signifikant kleinere
Infarktvolumina als p50 +/+ Kontrolltiere (Schneider et al., 1999).

Nurmi et al kamen 2004 zu &hnlichen Ergebnissen: P50 -/- Knockout Mause wiesen im Modell der
permanenten fokalen Ischamie durch Verschluss der A. cerebri media signifikant kleinere
Infarktvolumina auf als p50 +/+ Kontrolltiere (Nurmi et al., 2004).

Demgegeniber stehen Ergebnisse aus Studien von Yu et al aus dem Jahr 1999. Hier konnte
gezeigt werden, dass p50 -/- defiziente Mause nach exzitotoxischem Stress signifikant mehr
hippocampalen Neuronenuntergang aufweisen als p50 +/+ Mause (Yu et al., 1999).

Duckworth et al konnte 2006 in einem Modell der transienten fokalen Ischamie der Maus zeigen,
dass p50 -/- Knockout-Mause wesentlich starker ausgepragte Zeichen der Neurodegeneration in
Hippocampus und Striatum, sowie eine signifikant hohere postoperative Mortalitat aufweisen als
respektive Kontrolltiere. Weiterhin zeigte sich, dass es vor allem in den Gebieten zu neuronalem
Untergang kam, die kaum NFkB-Aktivitdt zeigten, wohingegen Neurone ohne Zeichen von
Neurodegeneration ausgepragte NFkB-Aktivitat aufwiesen (Duckworth et al., 2006).

Insgesamt ist die Interpretation von Studien unter Einsatz von p50-defizienten M&usen sehr
komplex, da sich gezeigt hat, dass p50 in Abhangigkeit vom Dimerisationspartner (p65, b-Rel, oder
c-Rel), und vom Promotor sowohl als Transkriptionsrepressor als auch als Transkriptionsaktivator
fungieren kann (Kurland et al., 2001). Des Weiteren fihrt das Fehlen von p50 in allen Kérperzellen
zu Defekten in der Immunantwort (Sha et al., 1995) und kdnnte auch andere systemische Effekte
aufweisen, wie zum Beispiel veranderte proinflammatorische Zytokinlevel nach zerebraler
Ischamie.

Culmsee et al konnten 2003 anhand von NFkB-Luciferase Reportermausen zeigen, dass die
NFkB-Transkriptionsaktivitdt nach permanenter fokaler Ischdmie durch Koagulation der A. cerebri
media im Bereich der ischdmischen Hemisphare zur ausgeprdgten Reduktion der NFkB-
Transkriptionsaktivitat fuhrt. In der kontralateralen Hemisphére hingegen, konnte eine prolongierte

Transkriptionssteigerung beobachtet werden (Culmsee et al., 2003).
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Zhang et al gelang es, NFkB spezifisch in Astrozyten bzw. in Neuronen zu inhibieren. Die
Arbeitsgruppe generierte durch genetische Modifikation transgene Mause, bei denen ein NFkB-
Super-Repressor (IkBa) unter Kontrolle von Neuronen-spezifischen (NSE, Neuronenspezifische
Enolase) oder Glia-spezifischen (GFAP, Glial Fibrillary Acidic Protein) Promotoren eingefiihrt
wurde. Es zeigte sich, dass der Verlust von NFkB in Neuronen, nicht aber in Astrozyten, zu
kleineren Infarkten nach permanenter fokaler Ischamie durch Koagulation der A. cerebri media
fuhrte (Zhang et al., 2005a).

Die Einfihrung desselben Superrepressors in prosencephale Neurone fihrte hingegen zur
gesteigerten exzitotoxischem Zelluntergang in organotypischen Slicekulturen (Fridmacher et al.,
2003).

Inta et al konnten 2006 zeigen, dass transgene Mause mit einem konditionellen p65-Knockout
signifikant kleinere Infarktvolumina nach permanenter fokaler Ischdmie durch Ligatur der A. cerebri
media aufwiesen als Kontrolltiere. Hierbei zeigte sich, dass p65 mdglicherweise die Transkription
der Apoptose-induzierenden Proteine Bim und Noxa stimuliert (Inta et al., 2006).

Der Einsatz von Substanzen, die eine unspezifische Inhibierung der NFkB-Aktivierung nach
Schadigungen des Gehirns bewirken, konnte die Rolle von NFkB, im Rahmen des Zelluntergangs
nach akuten Insulten des ZNS, nicht eindeutig klaren. Die Applikation der Anti-Oxidantien PDTC
(Nurmi et al., 2004), LY341122 (Stephenson et al., 2000) oder Dexacannabinol (Juttler et al., 2004)
fuhrte zu signifikant kleineren Infarktvolumina nach permanenter bzw. nach transienter fokaler
Ischamie im Mausmodell. Eine gleichzeitig auftretende Reduktion von neuronalem, aktiviertem
NFkB wurde mit den neuroprotektiven Effekten in Verbindung gebracht. Allerdings ist der genaue
Wirkmechanismus der eingesetzten Substanzen nicht abschlieRend geklart. Eine kausale Rolle
von NFkB fir die beobachtete Neuroprotektion konnte nicht bewiesen werden.

Aktivierung von NFkB besitzt eine Schlisselbedeutung bei der sogenannten ischamischen
Prékonditionierung. Dieser Ausdruck bezeichnet die wiederholte Exposition von Neuronen mit
kurzen, ischamischen, sublethalen Schéden, die zur Ausbildung einer erhdhten Toleranz
gegenldber nachfolgenden schweren, ischamischen Schadigungen fihrt. Ischamische
Prékonditionierung induziert eine rapide Induktion von NFkB, die bei nachfolgender schwerer
Ischamie neuroprotektiv wirkt (Blondeau et al., 2001; Marini et al., 2007).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Untersuchung der NFkB-Aktivitdt nach zerebraler
Ischdmie widersprichliche Ergebnisse liefert. NFkB-vermittelte Prozesse scheinen in
unterschiedlichen Tiermodellen und sowohl zum Zelliberleben als auch zum Zelluntergang

beitragen.

Eingedenk der komplexen Befunde, die die Untersuchung von NFkB nach akuten Insulten des

Gehirns ergeben, lassen sich doch einige wichtige Gemeinsamkeiten erheben. Es scheint nach

akuten Insulten des zentralen Nervensystems wie Ischamie oder Trauma, zur raschen Aktivierung

von NFkB zu kommen. Auch in der vorliegenden Arbeit steigt die NFkB-DNA-Bindungsaktivitat
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innerhalb von 24 Stunden an. Es konnte gezeigt werden, dass es von essentieller Bedeutung ist,
nicht nur die NFkB-DNA-Bindungsaktivitdt zu untersuchen, sondern auch die reelle
Transkriptionsaktivitat zu bestimmen. Wie gezeigt, korrelieren diese nicht notwendigerweise. In der
vorliegenden Arbeit steigt die DNA-Bindungsaktivitat im Bereich des kontusionierten Hirngewebes
innerhalb von 24 Stunden an, die Tranksriptionsaktivitat hingegen fallt im selben Zeitraum stark ab.
Offensichtlich kann es also zur Aktivierung von NFKB kommen, ohne dass dabei eine Steigerung
der Transkriptionsaktivitat vorliegt. Diese Befunde stehen in Einklang mit in vitro und in vivo
Studien von Culmsee und Mitarbeitern. Diese Studien konnten zeigen, dass im Rahmen der
neuronalen Antwort auf unterschiedliche Stressoren trotz deutlicher NFkB-Aktivierung, eine
Repression der NFkB-Transkriptionsaktivitat vorliegt. Hierzu wurden Neurone in vitro
apoptotischen Stimuli ausgesetzt. Apoptose wurde dabei durch Glutamat-Applikation, durch DNA-
Schadigung mit Camptothecin, durch Beta-Amyloid-Applikation und durch Sauerstoff- und
Glukose-Entzug induziert. In vivo konnte nach permanenter fokaler Ischamie eine gesteigerte
NFkB-DNA-Bindungsaktivitdt bei stark verminderter NFkB-Transkriptionsaktivitdt beobachtet
werden (Culmsee et al., 2001; Culmsee et al., 2003). Diese Arbeiten werden unter Absatz 4.4.4
nochmal detailiiert aufgeschlisselt.

Die funktionelle Einordnung der NFkB-Aktivitdt nach akuten Insulten des Gehirns wird
moglicherweise dadurch erschwert, dass einzelne NFkB-Hetero- und Homodimeren individuelle
Funktionen besitzen. Es gibt Hinweise darauf, dass bestimmte NFkB-Dimerkombinationen die
Transkription unterschiedlicher Zielgene verursachen, was in unterschiedlichen biologischen
Funktionen resultieren kann. Diese differentiellen Effekte sind bis dato nicht eindeutig untersucht,
und mussen in weiteren Studien charakterisiert werden (Hoffmann et al., 2003; Gerondakis et al.,
1999; Memet, 2006; Pizzi and Spano, 2006; Kaltschmidt et al., 2005).

Durch den in dieser Arbeit verwandten ELISA werden mit einem, gegen p65 gerichteten
Antikorper, p65-haltige NFkB Homo- und Heterodimere erkannt. Das fir die Bestimmung der
Transkriptionsaktivitat verwandte NFkB-Luc Transgen enthalt das Firefly-Luciferase Gen unter der
Kontrolle von 2 DNA-NFkB Bindungsstellen, die die Homo- und Heterodimerkombinationen
p65/p50, p50/cRel, p65/p65, pP50/p50 und p65/c-Rel binden (Voll et al., 2000; Millet et al., 2000).
Somit kann durch die in dieser Arbeit verwandte Methodik keine Aussage zur mdglichen

Partialfunktion einzelner NFkB-Dimerkombination getroffen werden.

Kontroverse Untersuchungsergebnisse zur Funktion von NFkB in der Pathologie unterschiedlicher
Schadigungsmodelle im ZNS, resultieren sicherlich aus der Tatsache, dass das zellulare Milieu
des ZNS sehr komplex ist. Es ist bekannt, dass NFkB in Astrozyten und Mikroglia die Produktion
von proinflammatorischen Mediatoren und Zytokinen induziert. Dazu gehdren zum Beispiel
neurotoxisch wirkende Zytokine wie Interleukin-1B, FAS-Ligand, induzierbare Nitrit-Oxidase und

Matrix-Metalloproteinase 9 (Mattson, 2005). Die vorliegende Arbeit kann nicht zwischen
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astrozytarem und neuronalem NFkB diskriminieren, daflir aber den ,Netto-Effekt® der NFkB

Aktivitat in der Pathophysiologie nach Schadel-Hirn Trauma evaluieren.

Weiterhin belegen Studien, dass der Apoptose-auslésende Stimulus entscheidend ist, ob NFkB
pro- bzw. anti-apoptotische Funktion ausubt (Kaltschmidt et al., 2002). In der Pathophysiologie des
Schadel-Hirn Traumas liegen eine Vielzahl nicht separierbarer, potentiell Apoptose-auslosender
Stimuli vor, die die Aktivierung von NFkB bewirken kdnnen. Der Effekt der NFkB-Aktivierung kann
somit unmoglich durch in vitro Daten erwogen oder vorhergesagt werden. Um klinisch relevante
Aussagen treffen zu koénnen, ist es unabdingbar, die Rolle von NFkB anhand eines mdoglichst
kliniknahen in vivo Modell wie Controlled Cortical Impact zu untersuchen.

4.4.4. P53—abhangige Inhibition der NF kB Transkriptionsaktivitat

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass es nach Schadel-Hirn Trauma zur Akkumulation von
p53 sowie zur ausgepragten Minderung der NFkB-Transkriptionsaktivitat im Bereich der Kontusion
kommt. Die Applikation des spezifischen p53-Inhibitors Pifithrin kann die posttraumatische
Minderung der NFkB-Transkriptionsaktivitdt aufheben. Dies fuhrt zu signifikant Kkleineren

Kontusionsvolumina nach Schadel-Hirn Trauma.

Culmsee und Mitarbeiter konnten im Mausmodell der permanenten fokalen Ischdmie durch
einseitige Ligatur der A. cerebri media ahnliche Befunde erheben. Innerhalb von sechs Stunden
nach Ischamie kommt es in der ipsilateral zum Infarkt gelegenen Hemisphare zum Abfall der
NFkB-Transkriptionsaktivitat auf bis zu 20% der Ausgangswerte. Die Applikation von Pifithrin kann
die NFkB-Transkriptionsaktivitdt in diesem Bereich signifikant steigern. Gleichzeitig liegt eine
Reduktion des Infarktvolumens um bis zu 50% vor (Culmsee et al., 2003).

In vitro Studien dieser Arbeitsgruppe belegen weiterhin, dass die NFkB-Transkriptionsaktivitat auch
in anderen Modellen neuronaler Schadigung (Glutamatapplikation, Applikation DNA-schadigender
Substanzen, Sauerstoff- und Glukoseentzug) deutlich vermindert ist. Die Applikation von Pifithrin
kann die NFkB-Aktivitat wiederherstellen und den apoptotischen Zelluntergang deutlich
vermindern. NFkB spielt hierbei fir das Zelliberleben eine kausale Rolle. Die Applikation von
spezifischen NFkB-Inhibitoren wie NFkB-decoy Nukleotiden oder unspezifischem NFkB-Inhibitoren
wie PDTC, schwéachen die neuroprotektive Wirkung von Pifithrin signifikant ab (Culmsee et al.,
2001; Culmsee et al., 2003).

Inhibitorische Effekte von p53 auf NFkB sind bekannt. Anhand von Untersuchungen an
unterschiedlichen Tumorzelllinien konnte belegt werden, dass die transkriptionellen Kofaktoren
p300 und CBP (cAMP-responsive-element Binding Protein) als Integratoren der

Transkriptionsaktivitat von p53 und p65-haltigen NFkB-Dimeren fungieren. Nach apoptotischen
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Stimuli konkurrieren p53 und NFkB um die Bindung an p300 bzw. CBP. Die Bindung an diese
Kofaktoren ist essentiell fiir die Fahigkeit zur Transkriptionssteigerung der Zielgene (Wadgaonkar
et al., 1999; Ikeda et al., 2000; Wadgaonkar et al., 1999; Webster and Perkins, 1999).

Culmsee und Mitarbeiter konnten erstmals zeigen, dass der Mechanismus der reziproken Inhibition
von p53 und NFkB wichtige Bedeutung fir den Zelluntergang nach akuter neuronaler Schadigung

besitzt.

Nach der Applikation der DNA-schadigenden Substanz Camptothecin zeigen hippocampale
Neurone eine gesteigerte Bindung von p53 an den transkriptionellen Kofaktor p300. Gleichzeitig
liegt eine starke Reduktion der Bindung von p300 an NFkB vor, was mit einer deutlich erniedrigten
NFkB-Transkriptionsaktivitat und ausgepragtem neuronalem Zelluntergang einhergeht. Die
Applikation von Pifithrin fihrte in diesem Schadigungsmodell zur verminderten Bindung von p53 an
p300. Die Bindung von NFkB an p300 hingegen erhdhte sich signifikant. Dies flhrte zur deutlichen
Steigerung der NFkB Transkriptionsaktivitédt sowie zur signifikanten Neuroprotektion (Culmsee et
al., 2001).

Zellularer Stress

)
AT / Bax, p21, FAS 4

Nukleus Zytoplasma

Abbildung 27: Schematische Darstellung der rezipro ken Inhibition von p53 und NF kB durch
kompetitive Bindung an den transkriptionellen Kofak tor p300 in Neuronen

Die Abbildung zeigt die schematische Darstellung eines Neurons mit einem Ausschnitt des Zytoplasmas und
des Zellkerns. Unter Exposition von zellularem Stress, kann es in Neuronen sowohl zur Aktivierung von p53
als auch von NFkB kommen. Nach Bindung an den transkriptionellen Kofaktor p300 kann p53 die
Transkription von proapoptotischen Molekilen wie zum Beispiel Bax, p21 oder FAS initiieren. NFkB kann
nach Bindung an p300 die Transkription anti-apoptotischer Molekile wie zum Beispiel Bcl-2, Bcl-xl, MnSOD
und XIAP auslésen. Die kompetitve Bindung an den gemeinsamen Kofaktor bietet ein Erklarungsmodell fir
die reziproke Inhibition von p53 und NFkB.

Die Konkurrenz um den gemeinsamen Transkriptionskofaktor p300 wiirde auch die p53-abhéngige
Inhibition der NFkB-Transkriptionsaktivitat nach Controlled Cortical Impact erklaren und musste in

weiterfihrenden Experimenten belegt werden.
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4.5. Weiterfuhrende Untersuchungen

In weiteren Versuchen, die auf den Ergebnissen der vorgestellten Arbeit aufbauen, konnte die
Rolle von p53 und NFkB in der Pathophysiologie des Schadel-Hirn Traumas weiter aufgeschliisselt
werden. Im Wesentlichen wurden in Folgeexperimenten zum Schéadel-Hirn Trauma die folgenden

Fragen beantwortet:

-Besitzt die Inhibition von p53 langfristige Effekte auf das posttraumatische Kontusionsvolumen

und auf das neurologische Outcome nach Controlled Cortical Impact?
-Welche Zielgene werden durch p53 und NFkB nach Controlled Cortical Impact reguliert?

Die Versuche wurden in den Laboren von Prof. Dr. Nikolaus Plesnila und PD. Dr. Carsten Culmsee
unter der Mitarbeit von Doortje Engel, Frank Hoffmann und Stefan Landshammer durchgefiiht. Sie
wurden zusammen mit den, in dieser Arbeit vorgestellten Befunden, im April 2007 unter dem Titel:
.Delayed neuronal death after brain trauma involves p53-dependent inhibition of NF-kappaB

transcriptional activity” in der Fachzeitschrift ,Cell Death and Differentiation” veréffentlicht.

Die Messung der Kontusionsvolumina 24 Stunden nach Trauma kann nicht ausschlieRen, dass die
Pifithrin-Applikation apoptotische Vorgadnge nur verlangsamt. Deswegen wurde in weiteren
Versuchen evaluiert, ob die initial beobachtete Protektion des Hirngewebes auch langerfristig
nachweisbar ist, und ob diese zur Verbesserung motorischer und kognitiver Funktionen der
Versuchstiere flhrt.

Die Auswirkung der Pifithrin-Behandlung (Appplikation von 8 mg pro kg Kérpergewicht drei und
sechs Stunden nach Trauma) auf das Kontusionsvoluminen wurde deshalb an Tag 7 nach

Controlled Cortical Impact untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 28 dargestellt.
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Abbildung 28: Kontusionsvolumina nach Applikation v on Pifithrin an Tag 7 nach Controlled Cortical

Impact (modifiziert nach Plesnila et al, 2007 )

Die intraperitoneale Applikation von Pifithrin (8 mg/kg Koérpergewicht) 3 Stunden nach Trauma fihrte zur
signifikanten Reduktion des Kontusionsvolumens an Tag 7 nach Controlled Cortical Impact (n=7, MW +/-
Stabw., * p< 0,05 vs. Vehikel, Anova on ranks, Student-Newman Keuls).

Es ist ersichtlich, dass die Applikation von Pifithrin drei Stunden nach Trauma zu signifikant
kleineren Kontusionsvolumina fuhrt. Die Applikation von Pifithrin sechs Stunden nach Trauma

besitzt keine signifikanten Auswirkungen auf das Kontusionsvolumen mehr.

Der Effekt der Behandlung mit Pifithrin (Applikation 6 Stunden nach Trauma) auf das
neurologische Outcome wurde in zwei Testbatterien untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung

29 dargestellt.
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Abbildung 29: Auswirkung der Pifithrin-Applikation (8 mg/kg Korpergewicht, Applikation 6 Stunden

nach Schadel-Hirn Trauma) auf A) motorische Leistun ~ gen und B) kognitive Leistungen nach Schédel-
Hirn Trauma (modifiziert nach Plesnila et al., 2007 )

A: Die Pifithrin-Behandlung 6 Stunden nach Trauma fuhrte zur Verbesserung der motorischen Leistung
(weniger Fehltritte) im Beam Walk Test. Die Verbesserung ist an Tag 6 und 7 nach Trauma signifikant im
Vergleich zu Vehikel-behandelten Kontrolltieren (n=10, Mittelwert +/- Standartabweichung, p < 0,05, Anova
on ranks, Student Newman Keuls).

B: In der Testbatterie zur Objektwiederekennung fuhrte die Pifithrin-Applikation 6 Stunden nach Trauma zur
verbesserten Explorations-Praferenz bei der Prasentation unbekannter Objekte (n=7-10, MW+/- SEM, p <
0,05 vs. Vehikel-behandelte Tiere, 7 Tage nach Trauma).
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Die Versuchstiere wurden hinsichtlich ihrer motorischen Leistung im Beam Walk Test beurteilt. In
diesem Test wird die Motorik der Hinterpfoten untersucht. Die Mause missen dazu einen 8 mm
starken, 1 Meter langen Holzstab Gberqueren, der zwischen einer Startplattform und ihrem Kéfig
befestigt ist. Beim Uberschreiten des Balkens wurden die Fehltritte gezahlt. Abbildung 29 A zeigt,
dass Versuchstiere, die Pifithrin in einer Dosierung von 8 mg/kg Korpergewicht sechs Stunden
nach Trauma erhielten, sechs und sieben Tage nach Trauma signifikant weniger Fehltritte
begehen als Vehikel-behandelte Kontrolltiere.

Ausserdem wurden, in der standartisierten Testbatterie zur Objekt-Wiedererkennung, die
kognitiven Fahigkeiten von Versuchstieren nach Trauma Uberprift. Dieser Test evaluiert das
Kurzzeitgedéachtnis, welches bei Patienten nach Schadel-Hirn Trauma haufig eingeschrénkt ist.
Wie aus Abbildung 29 B hervorgeht, zeigen Versuchstiere, die eine einzelne Pifithrin-Applikation
sechs Stunden nach Trauma erhalten hatten, an Tag sieben nach Trauma eine signifikant bessere
Leistung als Vehikel-behandelte Kontrollen. Diese Daten untermauern die Tatsache, dass selbst
eine einzelne Pifithrin-Applikation zu persistierenden zerebroprotektiven Effekten und funktioneller

Erholung nach experimentellem Schadel-Hirn Trauma fiihrt.

In weiteren Versuchen wurde untersucht, welche Zielgene nach Schéadel-Hirn Trauma durch p53

und NFkB reguliert werden und ob sich deren Expression unter Pifithrin-Applikation verandert.

Nach Schadel-Hirn Trauma konnte sowohl im murinen als auch im humanen perikontusionellen
Hirngewebe die Akkumulation des proapoptotischen Proteins Bax beobachtet werden (Lu et al.,
2000; Ng et al.,, 2000; Nathoo et al.,, 2004). Um zu Uberprifen, ob nach Trauma eine p53-
abhangige Expressionssteigerung von Bax vorliegt, wurde zunédchst die Bax-Expression nach
Controlled Cortical Impact anhand von Western Blotanalysen untersucht. Diese zeigten eine
deutliche Expressionssteigerung von Bax innerhalb von 24 Stunden nach Trauma (Daten nicht
gezeigt). In weiteren Experimenten wurde dann evaluiert, ob die beobachtete
Expressionssteigerung durch p53-Inhibition maodifiziert werden kann. Diese Ergebnisse dieser
Untersuchungen sind in Abbildung 30 dargestellt. Abbildung 30 A zeigt einen représentativen
Western Blot der Bax-Expression von, mit Vehikel bzw. mit Pifithrin behandelten Versuchstieren.
Die Hirnlysate stammen aus dem Hirnquadranten, welcher Kontusion und perikontusionelles
Gewebe enthalt. Pifithrin wurde in einer Dosierung von 8 mg pro kg Koérpergewicht 15 Minuten
nach Trauma appliziert. Es ist ersichtlich, dass es innerhalb von sechs Stunden nach Pifithrin-
Applikation zur deutlichen Reduktion der Bax-Expression kommt. Die densitometrische
Quantifizierung der Western Blotanalysen ist in Abbildung 30 B dargestellt. Es zeigt sich, dass die
Bax-Expression sechs Stunden nach Pifithrin-Applikation signifikant niedriger ist als bei

Kontrolltieren.
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Abbildung 30: Reduziert Bax-Expression unter p53-In  hibiton nach Schadel-Hirn Trauma (modifiziert
nach Plesnila et al., 2007)

A) Reprasentative Western Blot-Analyse von Hirngewebe aus dem Bereich der Kontusion und des
perikontusionellen Hirngewebes mit zugehoriger Ladungskontrolle (3-actin). Mit Pifithrin behandelte Tiere
zeigen innerhalb von 6 Stunden nach Pifithrin-Applikation (8 mg/kg Korpergewicht) eine deutliche Reduktion
der Bax Expression.

B) Die Densitometrische Analyse der Western Blot Untersuchungen zeigt, dass der Abfall der Bax-
Konzentration 6 Stunden nach Pifithrin-Applikation gegeniiber Vehikelbehandelten Kontrolltieren signifikant
ist (MW +/- Stabw., je n=4, Anova, Duncan’s).

Wie unter 4.3.3 beschrieben, kann NFkB neuroprotektive Effekte durch die Transkription anti-
apoptotischer Zielgene wie zum Beispiel Bcl-2 und Bcl-xI, Calbindin, MnSOD oder durch die
Proteinfamilie der IAPs vermitteln. Unter diesen potentiellen Zielgenen ist XIAP (X-Chromosome
linked Inhibitor of Apoptosis Protein) von besonderem Interesse, weil mehrere Studien zeigen,
dass XIAP eine wichtige Rolle fiir das neuronale Uberleben nach zerebraler Ischamie (Guegan et
al., 2006; Siegelin et al., 2005) und neonataler Hypoxie (Wang et al., 2004) spielt.

Um zu ermitteln, ob sich die XIAP-Expression nach Controlled Cortical Impact verandert, wurden
Western Blotanalysen durchgefihrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 31 dargestellt. Abbildung 31
A zeigt einen reprasentativen Western Blot der XIAP-Expression nach Schadel-Hirn Trauma. Die
untersuchten Hirnlysate stammen aus dem Hirnquadranten, welcher Kontusion und
perikontusionelles Gewebe enthélt. Die obere Bande zeigt die XIAP-Expression, die untere Bande
zeigt als Ladungkontrolle die Expression von 3-Actin. Es zeigt sich, dass es sechs, zwolf und 24
Stunden nach Trauma zum Abfall der XIAP-Expression kommt. Die densitometrische
Quantifizierung der Western Blots ist in Abbildung 31 B dargestellt. Es ist ersichtlich dass der
Abfall der XIAP-Expression sechs, zwélf und 24 Stunden nach Trauma signifikant gegentiber den
Sham-Kontrollen ist. Die Tatsache, dass die XIAP-Expression zeitgleich mit der NFkB-
Transkripitonsaktivitat abnimmt, legt nahe, dass die Transkripition von XIAP mdglicherweise durch
NFkB reguliert wird.
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Abbildung 31: Western Blotanalyse der XIAP Expressi  on nach Controlled Cortical Impact (modifiziert
nach Plesnila et al., 2007 )

Western Blot zur XIAP Expression nach Trauma mit zugehoriger Ladungskontrolle 3-actin von je 2
Versuchstieren pro Zeitpunkt.

Abbildung 31B zeigt die densitometrische Quantifizierung der Western Blotanalysen (je=4 Versuchstiere pro
Zeitpunkt). 6, 12 und 24 Stunden nach Trauma kommt es, im Vergleich zu Sham-operierten Kontrolltieren,
zur signifikanten Reduktion der XIAP Expression (MW +/- Stabw. Anova, Duncan’s, *p < 0,05, **p < 0,01)

In weiteren Versuchen wude evaluiert, ob sich durch eine Steigerung der posttraumatischen NFkB-
Transkriptionsaktivitat, wie sie unter p53-Inhibition zu beobachten ist, auch die posttraumatischen
XIAP-Level verandern. Die Ergebnisse sind in Abbildung 32 dargestellt. Abbildung 32 A zeigt einen
reprasentativen Western Blot der XIAP-Expression sechs Stunden nach Schédel-Hirn Trauma mit
und ohne p53-Inhibition sowie von Sham-operierten Kontrolltieren (je n=2 Versuchtiere pro
Gruppe). Die untersuchten Hirnlysate stammen aus dem Hirnquadranten, welcher Kontusion und
perikontusionelles Gewebe enthdlt. Die obere Bande zeigt die XIAP-Expression, die untere Bande
zeigt als Ladungkontrolle die Expression von [-Actin. Es zeigt sich, dass die Applikation von
Pifithrin (8 mg pro kg Korpergewicht, Applikation 15 Minuten nach Trauma) zur gesteigerten XIAP-
Expression nach Trauma fuhrt. Abbildung 32 B zeigt die densitometrische Quantifizierung der
Western Blots. Es ist ersichtlich, dass der Anstieg der XIAP-Expression nach Pifithrin-Applikation

signifikant gegentiber Vehikel-behandelten Kontrolltieren ist.
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Abbildung 32: XIAP Expression nach Trauma und Pifit  hrin-Applikation (modifiziert nach Plesnila et

al., 2007)

Abbildung 33 A zeigt einen reprasentativen Western Blot der XIAP-Expression 6 Stunden nach Trauma. Die
Expression wurde zum einen nach Trauma und Pifithrin-Applikation (8 mg/kg Kérpergewicht, Applikation 15
Minuten nach Trauma, n=2), nach Trauma und Vehikel-Applikation (n=2) sowie bei Sham-operierten
Kontrolltieren (n=2). Die Proben stammen aus dem Bereich des Hirnquadranten, welcher Kontusion und
perikontusionelles Hirngewebe enthélt. Die untere Bande stellt die zugehdrige Ladungskontrolle R-Actin dar.
Pifithrin-behandelte Tiere zeigen eine deutlich gesteigerte XIAP-Expression nach Trauma und Pifithrin-
Applikation.

Abbildung 33 B zeigt die densitometrische Analyse der Western Blots. Es ist ersichtlich, dass es unter
Pifithrin-Applikation nach Trauma zur signifikanten Steigerung der XIAP-Expression im Vergleich zu Vehikel-
behandelten Kontrolltieren kommt (MW +/- Stabw., n=4, p < 0,01 vs. Trauma/Vehikel, Anova, Duncan’s).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Hemmung von p53 nach Controlled Cortical Impact
das posttraumatische Kontusionsvolumen dauerhaft reduziert und die motorische und kognitive
Leistungsfahigkeit der Versuchstiere langfristig verbessert. Pifithrin bewirkt dabei die Blockierung
der p53-Transkriptionsaktivitdt und die Steigerung der NFkB-Transkriptionsaktivitat, die zu
reduzierten Expressionsleveln des proapoptotischen p53-Zielgens Bax und zur verstarkten

Expression des anti-apoptotischen NFkB-Zielgens XIAP fihren.

4.6. Klinische Beurteilung der Ergebnisse

Die Applikation von Pifithrin kann den sekundaren Hirnschaden nach Trauma signifikant
reduzieren. Besonders hervorzuheben ist die Tatsache, dass die therapeutische Applikation des
p53-Inhibitors in einem Kklinisch relevanten Zeitfenster, namlich bis zu sechs Stunden nach
Trauma, wirksam ist. Neuroprotektive Effekte konnten nicht nur in der vorliegenden Studie,

sondern auch in anderen Klinisch relevanten Modellen akuter neuronaler Schadigung belegt
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werden (Leker et al., 2004; Cabhill et al., 2007; Cahill et al., 2006; Zhu et al., 2002; Gupta et al.,
2007).

Weder in der vorliegenden Studie, noch in anderen Untersuchungen zeigte sich hierbei ein
Einfluss auf Blutdruck, Herzschlag, Hirn- und Kérpertemperatur, Blutgase oder die zerebrale
Durchblutung, welche als mdgliche Ursache fur die beobachtet Neuroprotektion oder als mogliche
Nebenwirkung des Therapeutikums zu werten wéare (Culmsee et al., 2003; Leker et al., 2004).
Trotzdem missen mogliche Nebenwirkungen einer p53-Inhibition in Betracht gezogen werden. In
60% der humanen Tumore liegt ein Verlust oder eine Mutation des p53-Gens vor. Dabei ist die
Inaktivierung von p53 die haufigste in Tumoren gefundene Alteration (Levine et al., 1994).
Homozygot p53-defiziente Méause haben eine sehr hohe Inzidenz spontaner Tumore (Donehower
et al, 1992). Die Aktivierung der p53-abhangigen Apoptose als Antwort auf genetische
Schadigungen von Korperzellen, fuhrt zur Elimination von potentiellen Tumorzellvorlaufern,
weswegen p53 als Tumorsupressorprotein bezeichnet wird. Untersuchungen zur temporaren p53-
Inhibition mit Pifithrin zeigen, dass bisher auch in Langzeituntersuchungen keine erhdhte Inzidenz
von Tumoren in behandelten Mausen beobachtet wurde (Komarov et al., 1999).

Weiterhin konnte in einem Modell der pharmakologisch regulierten p53-Defizienz gezeigt werden,
dass sporadische, kurzfristige Aktivierung von p53 in p53-defizienten Mausen ausreicht, um
effektive Tumor-Suppression zu erreichen (Christophorou et al., 2006).

Zusammenfassend ist Pifithin ein attraktiver Kandidat in der Therapie des Schéadel-Hirn Traumas.
Griinde hierfir sind:

1. die vielfach belegte neuroprotektive Wirksamkeit mit persistierenden zerebroprotektiven Effekten
und Verbesserung der funktioneller Erholung

2. das klinisch relevante therapeutische Fenster

3. die Fahigkeit zur Penetration der Blut-Hirnschranke und

4. die gute Vertraglichkeit im Tierversuch.

5. Zusammenfassung

In der Pathophysiologie des Schéadel-Hirn Traumas unterscheidet man Primér- und
Sekundarschaden. Der Primarschaden kommt durch die initiale Gewalteinwirkung zustande und
kann therapeutisch nicht beinflusst werden. Der Sekundarschaden setzt nach einer gewissen Zeit
(Stunden bis Tage) ein, und fihrt zur Progression von Verletzung und neurologischer Dysfunktion.
Apoptotischer Zelluntergang von Neuronen kann im Kortex von Patienten nach Schadel-Hirn
Trauma nachgewiesen werden und stellt mdglicherweise eine Ursache fir diese sekundare
klinische Verschlechterung dar. In der Regulation der neuronalen Apoptose besitzt p53 eine
Schlisselfunktion und kann als Ubergeordnetes Steuermolekil den Zelluntergang initiieren.
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Bislang ist unklar, welchen Beitrag p53-abhéngiger Zelltod zum sekundaren Hirnschaden nach
Schéadel-Hirn Trauma leistet. Ziel der vorliegenden Arbeit ist somit, die Expression von p53 nach
experimentellem Schadel-Hirn Trauma der Maus zu untersuchen und zu evaluieren, ob p53-
abhangiger Zelluntergang eine kausale Rolle fiir die Entstehung des Hirnschadens nach Trauma
spielt. Hierzu wird die Auswirkung einer pharmakologischen Inhibition von p53 auf die Entwicklung
des Sekundarschadens nach traumatischem Insult bestimmt. Weiterhin wird untersucht, ob p53
NFkB-vermittelte Mechanismen der endogenen Neuroprotektion beeinflusst.

Die voliegende Arbeit zeigt, dass sich das Kontusionsvolumen nach initialer Verletzung des
Mauskortex durch einen pneumatisch getriebenen Kolben nach dem Modell des Controlled
Cortical Impact, innerhalb von 24 Stunden sekundar um bis zu 60% vergrof3ert. Dies geht einher
mit einer gesteigerten kortikalen p53-Expression: Western Blot-Analysen von Hirnlysaten zeigen,
dass es im Bereich der Kontusion und des eng benachbarten unverletzten Kortex bereits 15
Minuten nach Trauma zum signifikanten Anstieg der p53-Expression kommt. Dieser Anstieg ist
Uber 24 Stunden nachweisbar. Immunhistochemische Analysen von Hirngewebe nach Trauma
zeigen weiterhin, dass p53 selektiv im Bereich der Kontusion sowie im perikontusionellen
Hirngewebe akkumuliert.

Die Hemmung von p53 durch Pifithrin kann den sekundaren Hirnschaden signifikant um bis zu
60% reduzieren. Bemerkenswert ist hierbei die Tatsache, dass eine einzelne Applikation bis zu
sechs Stunden nach Trauma neuroprotektive Wirksamkeit besitzt.

Die vorliegende Arbeit zeigt weiterhin, dass es nach Trauma zum signifikanten Abfall der NFkB-
Transkriptionsaktivitat kommt. Inhibitorische, p53-abhangige Effekte auf die Transkriptionsaktivitat
von NFkB sind bekannt. Hierbei spielt die kompetitive Bindung beider Transkriptionsfaktoren an
den aktivierenden Kofaktor p300 eine Rolle. Um zu Uberprifen ob der Abfall der NFkB-
Transkriptionsaktivitat nach Trauma tatsédchlich p53-vermittelt ist, wurde die NFkB-
Transkriptionsaktivitat unter p53-Inhibition untersucht. Es zeigt sich dass die Applikation von
Pifithrin zum signifikanten Anstieg der, ohne Therapie, supprimierten NFkB-Transkriptionsaktivitat
nach Trauma fihrt.

Zusammenfassend kann diese Studie belegen, dass p53 eine kausale Rolle fur den sekundéaren
Hirnschaden nach experimentellem Schéadel-Hirn Trauma besitzt. Dies ist schematisch in
Abbildungen 33 und 34 dargestellt.
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Abbildung 33: Schematische Darstellung der Rolle v on p53 und NF kB nach Trauma

P53-abhangige Effekte auf den Sekundarschaden nach Trauma involvieren neben der p53-
abhangigen Expressionssteigerung pro-apoptotischer Zielgene die Inhibition NFkB-vermittelter,
endogener, neuroprotektiver Mechanismen.

Die ausgepragten zerebroprotektiven Effekte der p53-Inhibition mit Pifithrin sind somit zum einen
auf die Hemmung pro-apoptotischer, p53-abhangiger Signalwege zuriickzufihren. Zum anderen
fuhrt die Aufhebung der p53-abhangigen Inhibition von NFkB zum Uberwiegen endogener

neuroprotektion Mechanismen.

PFT
ps3 NFkB
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Abbildung 34: Schematische Darstellung der rezipro ken Inhibition von p53 und NF kB sowie deren
Auswirkung auf den sekundéren Zelluntergang nach Tr auma

Die Inhibition von p53 durch Pifithrin stellt somit einen viel versprechenden Ansatzpunkt in der
Therapie nach Schadel-Hirn Trauma dar, die bei guter Vertraglichkeit, einem klinisch relevanten

therapeutische Fenster und vielfach belegter zerebroprotektiver Wirksamkeit viel Potential besitzt.
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