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1 Einleitung 

1.1 Schädel-Hirntrauma 

1.1.1 Epidemiologie, Ätiologie und sozioökonomische Bedeutung 

Schädel-Hirnverletzungen entstehen durch äußere Gewalteinwirkung auf den Schädel und 

das Gehirn und stellen bei Kindern zwischen dem 1. und 15. (Rickels, 2009) sowie jungen 

Erwachsen bis zum 45. Lebensjahr die häufigste Krankheits- und Todesursache dar 

(Baethmann et al., 2002; Rickels, 2009). In Deutschland wird die aktuelle Inzidenz mit 

332 Verletzten pro 100.000 angegeben (Rickels, 2009). Weltweit schwankt die Inzidenz 

zwischen 235 bis 556 Schädel-Hirnverletzten pro 100.000 Einwohner (Rutland-Brown et al., 

2006; Tagliaferri et al., 2006; Andriessen et al., 2010). Dabei ist die Häufigkeitsverteilung 

zweigipflig und geschlechtsabhängig. Hauptrisikogruppen sind einerseits unter 10-jährige mit 

900, sowie über 74-jährige mit 659 Verletzten pro 100.000 Einwohner. Männer sind zweimal 

häufiger als Frauen betroffen (Corrigan et al., 2010). 

Zu den häufigsten Ursachen zählen Stürze, Verkehrsunfälle sowie Freizeitunfälle (Bruch H.-

P. und Trentz O., 2008a). In den 70er Jahren wurden 50% der Schädel-Hirntraumata (SHT) 

durch Verkehrsunfälle verursacht. Heutzutage werden die meisten SHT durch Stürze 

induziert (52%), nur noch 27% sind Folge eines Unfalls im Straßenverkehr (Rickels, 2009). 

Neben dem persönlichen Leiden, mit abrupter Änderung der gesamten Lebensperspektive 

der Betroffenen und deren Angehörige, sollte auch unbedingt die sozioökonomische 

Tragweite der Verletzung (Andriessen et al., 2010) mit jährlich gesamtgesellschaftlichen 

Kosten von 2,8 Milliarden Euro in Deutschland (Rickels E., 2006; DGNC, 2006) und 

60 Milliarden US-Dollar in den USA (Corrigan et al., 2010) in Betracht gezogen werden. 

1.1.2 Einteilung und Verletzungsmechanismus 

Die klinische Einteilung der Schädel-Hirnverletzungen erfolgt seit vier Jahrzehnten mit der 

von Jennett und Teasdale implementierten Glasgow Coma Scale (GCS). Die 

Bewusstseinslage wird im posttraumatischen Verlauf durch die Parameter „motorische 

Antwort“, „Sprache“ und „Augenöffnung“ mit minimal 3 und maximal 15 Punkten beurteilt und 

der Schweregrad der Verletzung standardisiert dokumentiert (Teasdale und Jennett, 1974). 

Da diese Bewertung jedoch keine Rückschlüsse auf das jeweilige Verletzungsmuster und 

deren heterogene Pathologie zulässt, werden zur Klassifikation und zur Vermeidung von 

Störfaktoren in klinischen Studien zunehmend bildgebende Verfahren eingesetzt (Timmons, 

2010). 

In Deutschland werden 91% der Schädel-Hirnverletzungen als leicht (Grad I: GCS 13-15), 

4% als moderat (Grad II: GCS 9-12) und 5% als schwer (Grad III: GCS ≤ 8) eingestuft 

(DGNC, 2006; Rickels E., 2006; Klingenhöfer J. und Berthele A., 2009). Die 
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Mortalitätsverteilung beträgt dabei für erstgradige Schädel-Hirnverletzungen 1%, für 

zweitgradige 15% und für drittgradige Verletzungen bis zu 40% (Andriessen et al., 2010). 

Schädel-Hirnverletzungen stellen eine äußerst heterogene Krankheitsentität dar (Abbildung 

1), deren Klassifikation nach unterschiedlichen Kriterien erfolgen kann. Allgemein werden 

geschlossene von offenen sowie fokale von diffusen Verletzungsmustern unterschieden. 

Hauptverletzungsmechanismus ist die plötzliche seitliche Beschleunigung des Kopfes. 

Prädilektionsstellen für die axonale Verletzung sind die Mark-Rindengrenze, das Corpus 

callosum und der Hirnstamm (Strich, 1956; Gentry et al., 1988; Adams et al., 1989; Gentry, 

1994; Andriessen et al., 2010). Daneben werden Akzelerations- und Dezelerationstraumata 

mit Ausbildung der sogenannten Coup- und Contre-Coup-Verletzung (Allen, 1896; Denny-

Brown und Russell, 1941; Goggio, 1941), die Stoßverletzung sowie das Rotationstrauma 

unterschieden. Letzterer Mechanismus führt durch Zug- und Scherkräfte zu Gefäßeinrissen 

mit resultierenden, intrakraniellen Blutungen (Hacke, 2010a). Neben der fokalen 

Kontusionsverletzung ist der diffuse Axonschaden als Primärläsion wesentlich. (Strich, 1956; 

Adams et al., 1982; Mendelow und Teasdale, 1983). In einer MRT-Studie wurde ein 

Patientenkollektiv von 159 mittel- bis schwer Schädel-Hirnverletzter untersucht und wies die 

Koexistenz beider Verletzungsmuster bei 50% der Betroffenen nach (Skandsen et al., 2010). 

     

Abbildung 1: Heterogenität von Schädel-Hirnverletzungen in koronarer Ebene (CCT) 

Akutes Subduralhämatom, intraparenchymatöse Verletzungen und resultierender Hydrocephalus malresorptivus 

steigern unter anderem den intrakraniellen Druck und verstärken das posttraumatische Hirnödem. Auf Grund der 

massiven Hirnschwellung mit Mittellinienverlagerung wurde zur symptomatischen Therapie eine 

Dekompressionskraniektomie erforderlich (rechts). Abbildungen mit freundlicher Genehmigung von Dr. med K. 

Trautwein, Radiologie Bad Aibling. 

1.1.3 Pathophysiologie 

Primärer und sekundärer Hirnschaden 

Die Pathophysiologie des Schädel-Hirntraumas verläuft zweizeitig. Der Primärschaden 

entsteht direkt durch die mechanische Krafteinwirkung auf den Schädel und das Gehirn und 

ist einer Behandlung nicht zugänglich. Intra- und extrakranielle Komplikationen führen zum 

sogenannten sekundären Hirnschaden. Posttraumatisches Hirnödem, intrakranieller 

Druckanstieg (ICP), zerebrale Minderperfusion und Hirnischämie (Abbildung 2) sowie 
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systemische Hypotension und Hypoxämie sind wesentlich für die Entstehung des 

sekundären Hirnschadens (Mendelow und Teasdale, 1983; Baethmann et al., 1998a; 

Baethmann et al., 1998b; Baethmann et al., 2002). Bei schwer Schädel-Hirnverletzten waren 

in einem Drittel bis zur Hälfte der Fälle systemische Hypotension und Hypoxämie relevant 

(Mendelow und Teasdale, 1983). Eine Untersuchung von Graham et al. wies bei 91% der 

posttraumatisch, obduzierten Gehirne einen hypoxisch-ischämischen Hirnschaden nach. 

Hippocampus (81%) und Basalganglien (79%) waren im Vergleich zum zerebralen Kortex 

(46%) vorwiegend betroffen (Graham et al., 1978). 

Die sogenannte Penumbra (lat. Halbschatten) umgibt den primären Hirnschaden und ist 

durch einen erloschenen Funktions- und zunächst erhaltenen Strukturstoffwechsel mit 

potenziell überlebensfähigen Zellen definiert. 

 

Abbildung 2: Zweizeitige Pathophysiologie des Schädel-Hirntraumas (SHT) 

Der Primärschaden (schwarz) entsteht durch die mechanische Krafteinwirkung auf den Schädel und das Gehirn 

und ist einer Therapie prinzipiell nicht zugänglich. Die sogenannte Penumbra (rot) ist durch einen erloschenen 

Funktions- und zunächst erhaltenen Strukturstoffwechsel mit potenziell überlebensfähigen Zellen definiert. Kann 

eine suffiziente Hirndurchblutung mit Substratangebot nicht rechtzeitig wiederhergestellt werden, führen 

Hirnödem, Anstieg des intrakraniellen Druckes (ICP), Minderperfusion und zerebrale Ischämie zum sekundären 

Hirnschaden. Wird dieser Circulus vitiosus nicht durchbrochen, resultiert eine lebensbedrohliche Herniation. 

Bisher fehlt eine kausale, neuroprotektive Pharmakotherapie des posttraumatischen Hirnödems, die die 

Pathophysiologie des SHT zu einem möglichst frühen Zeitpunkt positiv beeinflussen könnte. 

Kann in diesem Gebiet eine suffiziente zerebrale Durchblutung mit ausreichender Sauerstoff- 

und Energieversorgung der Zelle sowie Ionen- und Neurotransmitter-Homöostase nicht 

wiederhergestellt werden, führen Hirnödem, Anstieg des intrakraniellen Druckes (ICP), 

Minderperfusion und zerebrale Ischämie zum Erliegen des Strukturstoffwechsels und zur 
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Entstehung des sekundären Hirnschadens. Wird dieser Circulus vitiosus nicht durchbrochen, 

resultiert eine lebensbedrohliche Herniation (Abbildung 2). 

Durch die mangelnde Hirndurchblutung mit fehlender Sauerstoff- und Glukoseversorgung 

sistieren ATP-abhängige Transportprozesse und führen durch zelluläre und molekulare 

Kaskaden zum irreversiblen Zelltod in Form von Apoptose und Nekrose (Astrup et al., 1981; 

Hakim, 1987; Siesjo, 1992; Hacke, 2010b). Wesentliche Faktoren der Zyto- und 

Neurotoxizität sind die posttraumatische Freisetzung von Glutamat, Stickstoffmonoxid (NO), 

Entstehung freier Radikale und Laktatazidose und führen neben dem Verlust der Kalium-, 

Natrium- und Calciumionen-Homöostase zur Ausdehnung des sekundären 

posttraumatischen Hirnödems (Takahashi et al., 1981; Mendelow und Teasdale, 1983; 

Katayama et al., 1990; Marmarou A., 1991; Siesjo, 1992; Siesjo, 1993; Bullock, 1993; 

Bullock et al., 1995; Bullock et al., 1998; Marmarou, 2003; Unterberg et al., 2004; Andriessen 

et al., 2010; Donkin und Vink, 2010; Hacke, 2010b). 

Hirndurchblutung und intrakranieller Druck 

Das Gehirn ist sowohl durch die geringe Sauerstoff- und Glukosemangeltoleranz als auch 

durch die rigide, knöcherne Begrenzung vulnerabel; Faktoren, die in der Pathophysiologie 

des SHT für die Entstehung des posttraumatischen Hirnödems und sekundären 

Hirnschadens wesentlich sind. 

Unter physiologischen Bedingungen wird die Sauerstoff-, Glukose- und Energieversorgung 

des Gehirns durch drei Faktoren sichergestellt: erstens liegt die physiologische, zerebrale 

Durchblutung mit 60 bis 80 ml pro 100 g Hirngewebe und Minute weit oberhalb der 

Infarktschwelle, zweitens existieren Kollateralsysteme und drittens ist die Hirndurchblutung 

bei einem mittleren arteriellen Blutdruck zwischen 50 bis 150 mmHg durch Autoregulation mit 

Bayliss-Effekt blutdruckunabhängig. Nach einem SHT erliegt die Autoregulation im 

ischämischen Hirngewebe. Die zerebrale Durchblutung ist damit vollständig vom mittleren 

arteriellen Blutdruck abhängig und durch systemische Faktoren beeinflussbar (Forbes und 

Nason, 1937; Fog, 1938; Lassen, 1959; Harper, 1966; Muizelaar et al., 1989; Paulson et al., 

1990; Bouma et al., 1992; Bouma und Muizelaar, 1992; Hacke, 2010b; Badruddin et al., 

2011). Sinkt die Hirndurchblutung posttraumatisch auf 1/3 bis 1/4, resultiert der bereits oben 

beschriebene Verlust des Funktionsstoffwechsels. Die zerebrale Durchblutung liegt zwischen 

18 bis 20 ml pro 100 g Hirngewebe und Minute und führt zunächst zu einer Ischämie mit 

reversibler Funktionsstörung. Bei andauerndem Energieverlust und Unterschreitung der 

kritischen Ischämie-Schwelle von 10 ml pro 100 g Hirngewebe und Minute resultiert der 

irreversible Zelltod (Astrup et al., 1981; Hakim, 1987; Siesjo, 1992; Haberl, 1994; Hakim, 

1998; Unterberg et al., 2004; Siegenthaler et al., 2006; Hacke, 2010b). 

Wie bereits erwähnt, ist das Gehirn durch die rigide, knöcherne Begrenzung vulnerabel. 

Unter physiologischen Bedingungen ist Flüssigkeit im menschlichen Gehirn auf die 

verschiedenen Kompartimente Liquor (75-100 ml), Blut (75-100 ml), Intrazellulärraum (1.100-
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1.300 ml) und Interstitium (100-150 ml) aufgeteilt. Die Flüssigkeitsverteilung erfolgt entlang 

des osmotischen Gradienten und des hydrostatischen Druckes (Mendelow und Teasdale, 

1983). Nach der Monroe-Kelly-Doktrin ist die Summe aus Gehirnparenchym, Liquor, 

arteriellem und venösem Blut bei intaktem Schädel konstant (Monroe, 1783; Kellie, 1824; 

Mokri, 2001). Die posttraumatische zerebrale Volumenänderung wird zunächst durch 

gesteigerten Liquorabfluss, erhöhte Liquorresorption, verminderte Liquorproduktion sowie 

vermehrten venösen Abfluss kompensiert (Greve und Zink, 2009). Das Reservevolumen wird 

aus den Niedrigdruck-Kompartimenten, dazu zählen Liquor und venöses System, in die 

Peripherie verdrängt und ausgepresst (Marmarou et al., 1980). Ist diese Reserve bei akuter 

Volumensteigerung, wie sie bei einem Schädel-Hirntrauma auftritt, von 20 bis 50 ml beim 

Erwachsenen ausgeschöpft (Bruch H.-P. und Trentz O., 2008b), kommt es durch die rigide 

Begrenzung des Gehirns oberhalb von 20 mmHg zum exponentiellen intrakraniellen 

Druckanstieg (Abbildung 3) mit konsekutiver Minderperfusion des Hirnparenchyms und führt 

in den, bereits in Abbildung 2, beschriebenen Circulus vitiosus. 

 

Abbildung 3: Intrakranielle Druck-Volumen-Beziehung 

Anstieg des Hirnwassergehaltes führt nach Ausschöpfung des Reservevolumens zum exponentiellen Anstieg des 

intrakraniellen Hirndruckes. Abbildung modifiziert nach Mendelow und Teasdale (1983). 

Um den Struktur- und Funktionsstoffwechsel nach Schädel-Hirnverletzungen wieder 

herzustellen und den sekundären Hirnschaden zu vermeiden, muss also der mittlere 

arterielle Blutdruck (MAP), die zerebrale Durchblutung mit Sauerstoff- und 

Energieversorgung gewährleistet sowie der ICP normalisiert werden. Zerebraler 

Perfusionsdruck (CPP) und zerebrale Durchblutung (CBF) hängen von MAP, ICP sowie 

Gefäßwiderstand (R) ab, wie in Formel 1 dargestellt (Juul et al., 2000; Clifton et al., 2002; 

Hacke, 2010b). Ziel ist es, einen ICP unterhalb von 20 mmHg und einen zerebralen 

Perfusionsdruck zwischen 50 bis 70 mmHg als Voraussetzung für eine ausreichende 

Druck
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Volumen

200

160

120
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40
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zerebrale Durchblutung zu erreichen. Bisher werden Analgosedierung, Mannitol, externe 

Ventrikeldrainage und Dekompressionskraniektomie zur symptomatischen Therapie des 

erhöhten ICP eingesetzt (Rosner und Daughton, 1990; Marmarou A., 1991; Robertson et al., 

1999; Juul et al., 2000; Clifton et al., 2002; Andrews et al., 2002; Elf et al., 2005; Brain 

Trauma Foundation et al., 2007; Jaeger et al., 2010). Ein ausreichender zerebraler 

Perfusionsdruck wird symptomatisch durch Volumengabe, Katecholamine, Reduktion des 

zentralvenösen Druckes und niedrigem endexspiratorischem Druck bei der Beatmung 

(sogenanntes „best PEEP“ Konzept) gewährleistet (DGN, 2008). 

 

Formel 1: Zusammenhang der zerebralen Durchblutung und des zerebralen Perfusionsdruckes 

Trotz langjähriger Forschung fehlt bisher eine kausale Pharmakotherapie zur Behandlung 

des posttraumatischen Hirnödems, die diesen Circulus vitiosus zu einem möglichst frühen 

Zeitpunkt stoppen könnte. 

1.1.4 Vasogenes und zytotoxisches Hirnödem 

Das posttraumatische Hirnödem ist wesentlicher Prädiktor für ein schlechtes Outcome der 

Betroffenen und führt in bis zu 50% der schwer Schädel-Hirnverletzten zum Tod (Marmarou, 

2003). Die Hälfte des posttraumatischen Hirnödems entsteht direkt durch die initiale 

Verletzung und ist einer Therapie nicht zugänglich. Die andere Hälfte bildet sich sekundär 

und ist prinzipiell behandelbar (Zweckberger et al., 2006; Plesnila, 2007). 

In der Pathophysiologie des Schädel-Hirntraumas sind sowohl das vasogene als auch das 

zytotoxische Hirnödem wesentlich (Klatzo, 1967). 

Das vasogene Hirnödem entsteht direkt nach dem Trauma und verursacht eine verminderte 

zerebrale Durchblutung. Daraus resultiert eine Ischämie mit Bildung eines zytotoxischen 

Hirnödems (Kimelberg, 1995; Barzo et al., 1996; Stroop et al., 1998; Marmarou et al., 2000; 

Marmarou, 2003). Das vasogene Hirnödem ist durch Permeabilitätssteigerung und Öffnung 

der Blut-Hirn-Schranke mit proteinreichem Flüssigkeitsaustritt aus dem vaskulären 

Kompartiment in den Extrazellulärraum gekennzeichnet (Klatzo, 1967; Klatzo, 1994) 

Abbildung 4). Diese Ödemform begleitet insbesondere den diffusen Axonschaden und 

resultiert in einer deutlichen intrakraniellen Volumenzunahme (Klatzo, 1967; Kimelberg, 

1995; Unterberg et al., 2004; Ropper Allan H., 2009). 

Im Gegensatz dazu ist das zytotoxische Ödem durch Flüssigkeitsverschiebung aus dem 

Interstitium in Zellen bei intakter BHS definiert. Vorrangig schwellen Gliazellen sowie in 

wesentlich geringem Ausmaß Endothelzellen und Neurone (Klatzo, 1967; Bourke et al., 

1980; Klatzo, 1994; Ropper Allan H., 2009). Diese posttraumatisch vorherrschende 

CPP=MAP-ICP 

CBF=CPP/R 
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Ödemform (Marmarou et al., 2006) entsteht durch den hypoxisch-ischämischen 

Hirnschaden. Die perivaskulären Astrozyten sind Hauptmediatoren des zytotoxischen 

Hirnödems, da im menschlichen Gehirn ein Astrozyten-Neuronen-Verhältnis von 20:1 

besteht und Gliazellen bis auf das Fünffache ihrer normalen Größe anschwellen können 

(Kimelberg, 1995; Unterberg et al., 2004). Astrozyten schwellen, da sie toxische Substanzen, 

die während der Ischämie in den Extrazellulärraum abgegeben werden, entlang des 

Natriumionen-Gradienten aufnehmen. Folge ist ein Wassereinstrom in die Astrozyten entlang 

des osmotischen Gradienten. Astrozyten schwellen also, da sie versuchen die Homöostase 

des Gehirns aufrecht zu halten (Staub et al., 1996) (Abbildung 4). 

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Blut-Hirn-Schranke (BHS) 

Die BHS wird durch Tight Junctions des Kapillarendothels gebildet und wird durch perivaskuläre Astrozyten 

Endfüßchen umgeben (links oben). Das vasogene Hirnödem (unten links) entsteht direkt nach SHT und ist durch 

Öffnung der BHS mit Permeabilitätssteigerung und Flüssigkeitsverschiebung in den Extravasalraum definiert. Das 

zytotoxische Hirnödem (rechts) entwickelt sich in Folge des hypoxisch-ischämischen Hirnschadens nach wenigen 

Tagen und persistiert für ca. 2 Wochen. Die BHS bleibt intakt. Es kommt zu einer Flüssigkeitsverschiebung mit 

Zellschwellung hauptsächlich in die perivaskulären Astrozyten sowie in geringerem Ausmaß in Endothelzellen 

und Neurone. Ursprüngliche Darstellung von Fishman, modifiziert und mit freundlicher Genehmigung von The 

McGraw Hill Companies (Ropper Allan H., 2009). 

Während sich das vasogene Hirnödem wenige Stunden nach dem Trauma ausbildet, 

entwickelt sich das zytotoxische Hirnödem langsam über mehrere Tage und persistiert bis zu 

zwei Wochen. Die Blut-Hirn-Schranke ist nach wenigen Stunden für große Plasmaproteine 

bereits wieder impermeabel, bleibt jedoch für kleine Moleküle bis zu sieben Tage nach dem 

Trauma durchgängig. Neben Matrix-Metalloproteinasen und vasoaktiven Entzündungsstoffen 
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sind Aquaporine (AQP) wesentliche Mediatoren des posttraumatischen Hirnödems (Manley 

et al., 2000; Taya et al., 2008; Papadopoulos und Verkman, 2008; Donkin und Vink, 2010). 

Aquaporine, hoch-spezifische Wasserkanäle, scheinen sowohl für den Wassereinstrom als 

auch Wasserabtransport aus dem Gehirn von Bedeutung zu sein. Die molekularen 

Mechanismen sind jedoch noch unzureichend aufgeklärt (Manley et al., 2000; Papadopoulos 

et al., 2004; Yang et al., 2008; Zador et al., 2009). 

1.1.5 Prognose, Komplikationen und Spätfolgen 

Zwei Faktoren bestimmen die Prognose der Betroffenen nach SHT, das sind der 

Unfallmechanismus inklusive der Verletzungsschwere sowie das Ausmaß des resultierenden 

Sekundärschadens (Mendelow und Teasdale, 1983; Baethmann et al., 2002). Marmarou 

konnte als Hauptprädiktor für ein schlechtes Outcome den intrakraniellen Druckanstieg über 

20 mmHg und als zweitwichtigsten Faktor den systemischen Blutdruckabfall unter 80 mmHg 

nachweisen (Marmarou A., 1991). Wie bereits oben beschrieben, ist der ICP Anstieg Folge 

des posttraumatischen Hirnödems. Schwer Schädel-Hirnverletzte sind nicht nur präklinisch, 

sondern auch in der frühen klinischen Phase diesen Komplikationen mit resultierenden 

sekundären Insulten ausgesetzt (Marshall et al., 1979; Andrews et al., 1990; Sharples et al., 

1990; Marmarou A., 1991; Chesnut et al., 1993; Manley et al., 2001; Baethmann et al., 2002; 

Schreiber et al., 2002; McHugh et al., 2007). 

Die Heterogenität von Schädel-Hirnverletzungen bildet sich auch in den diversen Spätfolgen 

ab. Neurologische Herdsymptome sind in der Regel geringer ausgeprägt als 

psychopathologische und kognitive Defizite (Jennett und Bond, 1975; Mazaux et al., 2002; 

Hacke, 2010c; O'Donnell et al., 2013). 

1.2 Vasopressin 

1.2.1 Aufbau, Synthese und Funktion 

Vasopressin, Synonym für Arginin-Vasopressin (AVP) und Antidiuretisches Hormon (ADH), 

wurde erstmals 1895 von Oliver und Schäfer beschrieben (Oliver und Schafer, 1895). 

Vasopressin ist ein zyklisches Nonapeptid und wird in den Perikarya der magnozellulären 

Neurone des Hypothalamus synthetisiert; hauptsächlich im Nucleus supraopticus und im 

Nucleus paraventricularis. Vasopressin wird an das Transportprotein Neurophysin II 

gebunden und gelangt über axonalen Transport in die Neurohypophyse, wo es in 

sekretorischen Vesikeln gespeichert wird. AVP wird über das fenestrierte Endothel des 

Kapillarplexus der Arteria hypophysialis inferior in den Blutkreislauf sezerniert; die 

bedarfsgerechte Freisetzung wird vor allem über Osmo- und Barorezeptoren gesteuert 

(Verney, 1947; Schrier et al., 1979; Weitzman und Kleeman, 1979; Russell et al., 1980; 

Sofroniew, 1983; Sklar und Schrier, 1983; Bourque und Oliet, 1997; Birnbaumer, 2000; 

Maybauer et al., 2008). Die peripheren Funktionen von Vasopressin sind bereits gut bekannt. 

Die systemische Blutdruckregulation wird über V1-Rezeptoren und die renale Regulation der 



 

- 9 - 

Wasserhomöostase über V2-Rezeptoren vermittelt (Abbildung 5) (Oliver und Schafer, 1895; 

Birnbaumer, 2000; Holmes et al., 2003; Maybauer et al., 2008). 

Vasopressin scheint auch zentrale Funktionen zu haben, die bisher noch unzureichend 

verstanden sind. Bargmann und Scharrer konnten die Existenz von Vasopressin in 

extrahypothalamischen Neuronen zeigen (Bargmann und Scharrer E, 1951). Zentral scheint 

Vasopressin als Neurotransmitter und Neuromodulator zu fungieren (Buijs, 1978; Sofroniew, 

1983; Raggenbass, 2008). Tierexperimentell sind der Einfluss von Vasopressin auf die 

Wasserpermeabilität zentraler Kapillaren (Raichle und Grubb, Jr., 1978; Doczi et al., 1984; 

Doczi, 1993), der Einfluss auf die zentrale Ionenhomöostase (DePasquale et al., 1989; Cserr 

und Latzkovits, 1992), die Reduktion der zerebralen Durchblutung zum Plexus choroideus 

mit verminderter Liquorproduktion (Faraci et al., 1988) sowie in vitro die Zunahme des 

Astrozytenvolumens nachgewiesen (Del Bigio und Fedoroff, 1990; Latzkovits et al., 1993). 

Für die vorliegende Arbeit sind die zentrale Bedeutung von Vasopressin für die 

posttraumatische Hirnödementstehung und der mögliche Einfluss auf die zerebrale 

Wasserpermeabilität wesentlich. Die Auswirkungen von Vasopressin auf den 

posttraumatischen sekundären Hirnschaden werden im Folgenden näher dargelegt. 

1.2.2 Vasopressin-Rezeptoren 

Vasopressin-Rezeptoren gehören zur Proteinsuperfamilie der G-Protein-gekoppelten 

Rezeptoren und sind durch sieben hydrophobe Transmembran-α-Helices aufgebaut. Es sind 

drei Vasopressin-Rezeptor-Subtypen bekannt: V1a-, V1b- und V2-Rezeptoren. In der Literatur 

wird der V1b-Rezeptor alternativ auch als V3-Rezeptor bezeichnet und scheint einen variablen 

Signalweg zu haben (Thibonnier et al., 1997). Allgemein haben V1a-Rezeptoren peripher 

vaskuläre, V1b-Rezeptoren hypophysäre und V2-Rezeptoren renale Bedeutung. 

V1a-Rezeptoren 

Peripher sind V1a-Rezeptoren auf glatten Muskelzellen kleiner Arterien, Arteriolen und 

postkapillärer Venolen lokalisiert und regulieren über Vasokonstriktion den systemischen 

Blutdruck. 

Die intrazelluläre Signaltransduktion der V1a-Rezeptoren wird über den Gq/11-Protein-

gekoppelten-Rezeptor vermittelt und führt zur intrazellulären Erhöhung der Calciumionen-

Konzentration (Barberis et al., 1998; Thibonnier et al., 1998; Birnbaumer, 2000; Holmes et 

al., 2003; Maybauer et al., 2008). Bindet Vasopressin an den V1a-Rezeptor, dissoziiert GTP 

und aktiviert mit der αq-Untereinheit die Phospholipase Cß (PLCß). Phosphatidylinositol-

(4,5)-Biphosphat (PIP2) wird zu Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-Tri-Phosphat (IP3) 

hydrolysiert. Der sekundäre Botenstoff IP3 führt durch Bindung an den IP3-Rezeptor zur 

Freisetzung von Calciumionen aus dem sarkoplasmatischen Retikulum und erhöht die 

intrazelluläre Calciumionen-Konzentration. Der sekundäre Botenstoff DAG aktiviert die 

Proteinkinase C (PKC), woraus eine veränderte Zellaktivität, Genexpression und ein 
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intrazellulärer Calciumionen-Einstrom resultieren (Abbildung 5) (Birnbaumer, 2000; 

Maybauer et al., 2008). 

Dieser Signalweg führt peripher, wie bereits erwähnt, über den Anstieg der intrazellulären 

Calciumionen-Konzentration zur Vasokontriktion kleiner Arterien, Arteriolen und 

postkapillärer Venolen und zur systemischen Blutdruckregulation. 

 

Abbildung 5: Vasopressin-Rezeptoren und ihre G-Protein-gekoppelten intrazellulären Signalkaskaden 

In der Niere vermittelt Vasopressin über V2-Rezeptoren (links) den bekannten antidiuretischen Effekt und 

gewährleistet die Wasserhomöostase. Die intrazelluläre Signalkaskade bewirkt über Proteinkinase A (PKA) den 

Einbau von Wasserkanälen, Aquaporin 2 (AQP2), und die bedarfsgerechte Wasserrückresorption. Peripher sind 

V1a-Rezeptoren (rechts) auf glatten Gefäßmuskelzellen exprimiert und vermitteln die systemische 

Blutdruckregulation von Vasopressin. Die aktivierte Proteinkinase C (PKC) führt zu einer erhöhten intrazellulären 

Calciumionen-Konzentration. Abbildung modifiziert nach Birnbaumer (2000). 

Unter physiologischen Bedingungen sind V1a-Rezeptoren im zentralen Nervensystem von 

Ratten weit verbreitet. Insbesondere konnten V1a-Rezeptoren auf Neuronen des fronto-

parietalen Kortex aller Hirnschichten sowie auf oberflächlichen Astrozyten und Gefäßen 

nachgewiesen werden (Szot et al., 1994; Ostrowski et al., 1994; Szmydynger-Chodobska et 

al., 2004). In der Pathophysiologie von Hirnverletzungen scheinen V1a-Rezeptoren von 

Bedeutung zu sein. Es konnte bereits tierexperimentell gezeigt werden, dass die 

pharmakologische V1-Rezeptorinhibition das Hirnödem und den sekundären Hirnschaden 

nach experimentellem Schädel-Hirntrauma, nach experimenteller intrazerebraler Blutung 

sowie nach experimentellem Schlaganfall signifikant mindert. Die pharmakologische 

Hemmung des V2-Rezeptors blieb ohne zerebralen Effekt (Vakili et al., 2005; Kleindienst et 

al., 2006; Okuno et al., 2008; Trabold et al., 2008; Taya et al., 2008; Manaenko et al., 2011). 
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Möglicherweise spielt auch die V1a-Rezeptor-vermittelte Aktivierung des Transkriptionsfaktors 

NF-κB in der Pathophysiologie von Hirnverletzungen eine Rolle. NF-κB führt zur 

Ausschüttung pro-inflammatorischer Mediatoren, wodurch die Integrität der Blut-Hirn-

Schranke (BHS) gestört wird (Neves et al., 2002; Polavarapu et al., 2005). Der Verlust der 

BHS führt nach SHT, wie bereits oben beschriebenen, zum vasogenen Hirnödem. 

Vasopressin verstärkt möglicherweise V1a-Rezeptor-vermittelt das posttraumatische 

Hirnödem. 

V2-Rezeptoren 

In der Niere vermitteln V2-Rezeptoren die Wasserrückresorption und damit den 

antidiuretischen Effekt von Vasopressin. V2-Rezeptoren sind basolateral auf Hauptzellen im 

distalen Konvolut des Tubulus und des Sammelrohrs der Niere lokalisiert und bewirken über 

eine intrazelluläre Kaskade den Einbau von Wasserkanälen (Aquaporin 2). Die 

Signaltransduktion des V2-Rezeptors führt über den Gs/α-Protein-gekoppelten-Rezeptor zur 

intrazellulären Erhöhung der Adenylatcyclase (AC), wodurch der second messenger cAMP 

erhöht und die Proteinkinase A (PKA) aktiviert wird. Aquaporin 2 (AQP2) ist in Vesikeln 

gespeichert. Die aktivierte PKA führt zur Fusion der Vesikel mit der Zellmembran und zum 

Einbau von AQP2 in die apikale Membran der Hautzellen. Folge ist die bedarfsgerechte, V2-

Rezeptor-vermittelte, renale Wasserrückresorption (Abbildung 5) (Deen et al., 1994; Knepper 

und Inoue, 1997; Neves et al., 2002; Holmes et al., 2003; Maybauer et al., 2008; Fenton und 

Moeller, 2008). 

1.2.3 Klinische Relevanz 

Vasopressin scheint eine klinische Relevanz nach Schädel-Hirnverletzungen zu haben. Eine 

kontrollierte prospektive Untersuchung von 30 moderat und schwer Schädel-Hirnverletzten 

konnte zeigen, dass die Höhe des Vasopressin-Serumspiegels positiv mit der Schwere der 

Hirnläsion korreliert und Vasopressin möglicherweise die Hirnödementstehung beeinflusst 

(Xu et al., 2007). In einer weiteren Studie wurden 62 ältere Patienten, die ein Trauma mit und 

ohne Hirnbeteiligung erlitten, untersucht und mit einem nicht verletzten Alterskollektiv 

verglichen. Auch in dieser Studie korrelierte die Höhe des Vasopressin-Serumspiegels mit 

der Schwere der Hirnläsion (Huang et al., 2003). Nach ischämischem Schlaganfall wurden 

erhöhte Vasopressin-Serumspiegel nachgewiesen und waren unabhängig von Osmo- und 

Barorezeptor-Mechanismen (Barreca et al., 2001). Eine etwas größere klinische Studie 

untersuchte 243 Patienten mit verschiedenen neurologischen und psychiatrischen 

Erkrankungen. Eine erhöhte Liquor-Vasopressin-Konzentration wurde nur bei Patienten mit 

erhöhtem intrakraniellem Druck nachgewiesen. Der Vasopressin-Plasmaspiegel korrelierte 

im Gegensatz zur Kontrollgruppe nicht zur Plasmaosmolalität (Sorensen et al., 1985). 
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Zusammenfassend kann aufgrund der bisherigen Datenlage eine klinische Relevanz von 

Vasopressin in der posttraumatischen und postischämischen Pathophysiologie angenommen 

werden. Zentral scheint Vasopressin eine Bedeutung bei Erkrankungen mit intrakraniellem 

Druckanstieg und möglicherweise für die Entstehung des Hirnödems zu haben. 

Tierexperimentell scheinen V1a-Rezeptoren eine wesentliche Rolle in der posttraumatischen 

Hirnödementstehung zu spielen. 

1.3 Aquaporine – Wasserkanäle mit zerebraler Relevanz 

Das Gehirn ist auf ein wirksames Volumen- und Ionengleichgewicht seiner vier 

Flüssigkeitskompartimente, wie bereits oben dargestellt, angewiesen (Monroe, 1783; Kellie, 

1824; Fishman, 1974; Strange, 1992; Gullans und Verbalis, 1993; Nielsen et al., 1997; Mokri, 

2001; Zador et al., 2007; Pasantes-Morales und Cruz-Rangel, 2010). Zelluläre Membranen 

sind für die meisten polaren Verbindungen, wie auch Wasser, impermeabel. Obgleich die 

Lipiddoppelschicht der Zellmembran eine messbare Wasserpermeabilität aufweist, ist diese 

für die hohe Umsatzrate spezieller Gewebe wie Gehirn, Niere, Gefäßsystem, sekretorische 

Drüsen und Lunge nicht ausreichend (Finkelstein, 1987; Preston und Agre, 1991; Preston et 

al., 1992; Agre et al., 1993; Nielsen et al., 1993a; Folkesson et al., 1994; Yool, 2007). 

Neben Diffusion und Ionen-Co-Transport erfolgt ein 5- bis 50-fach schnellerer (Verkman, 

2011), hochspezifischer, bidirektionaler und energieunabhängiger Wassertransport entlang 

des osmotischen Gradienten über die lipophile Zellmembran durch Wasserkanäle, die 

sogenannten Aquaporine (AQP). Erstmals wurde die molekulare Struktur 1991 von Gregory 

Preston und Peter Agre beschrieben (Preston und Agre, 1991; Preston et al., 1992). 2003 

erhielten die US-Amerikaner Peter Agre und Roderick MacKinnon für diese Entdeckung und 

Strukturaufklärung den Nobelpreis für Chemie. Bereits 1993 konnte AQP1 (Agre et al., 1993; 

Nielsen et al., 1993a), im darauf folgenden Jahr AQP4 im zentralen Nervensystem 

nachgewiesen werden (Hasegawa et al., 1994; Jung et al., 1994a). 

Aquaporin Einteilung 

In Säuge- und Nagetieren sowie auch in humanem Gewebe sind bisher 13 AQP Subtypen, 

AQP0-12, beschrieben (Magni et al., 2006; Tait et al., 2008; Walz et al., 2009). Es werden 

drei Untergruppen unterschieden: erstens Aquaporine für den alleinigen Wassertransport 

(AQP0, 1, 2, 4, 5, 6, 8), zweitens Aquaglyceroporine für den zusätzlichen Transport von 

Glycerin, Harnstoff und Monocarboxylate wie Lactat und ß-Hydroxybutyrat (AQP3, 7, 9, 10) 

sowie drittens die sogenannten Super-Aquaporine AQP11 und AQP12. Letztere sind 

vermutlich aufgrund einer Genduplikation entstanden. Sie weisen eine 20%ige Homologie zu 

den übrigen Aquaporinen auf und sind für intrazelluläre Prozesse von Bedeutung (Verkman 

und Mitra, 2000; Badaut et al., 2002; Morishita et al., 2004; Itoh et al., 2005; Gorelick et al., 

2006; Ishibashi, 2006; Gonen und Walz, 2006; Rojek et al., 2008; Walz et al., 2009; 

Zelenina, 2010; Badaut et al., 2011). Aquaporine werden auch hinsichtlich ihrer 
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Wasserpermeabilität eingeteilt. AQP0, 6, 9 und 10 zählen zu den niedrig, AQP1, 2, 3, 4, 5, 7 

und 8 zu den hoch wasserpermeablen Kanälen (Walz et al., 2009). 

Aquaporin Struktur 

Aquaporine weisen strukturelle Gemeinsamkeiten auf. Sie sind aus ca. 300 Aminosäuren 

aufgebaut und bilden 6 α-helikale Transmembrandomänen (Abbildung 6). Das Konsensus-

Motiv aus Asparagin – Prolin – Alanin (N-P-A) bildet je eine Halbpore. Zwei Halbporen lagern 

sich zu einem Monomer mit einem Molekulargewicht von ungefähr 30 kDa zusammen und 

bilden den hochspezifischen und bidirektionalen Wasserkanal. In der Zellmembran lagern 

sich vier Aquaporin-Monomere zu Homotetrameren zusammen (Abbildung 7). 

 

Abbildung 6: Aquaporin Monomer 

Aquaporine sind Transmembranproteine, die aus je zwei Halbporen ein Monomer bilden. Jedes Monomer besteht 

aus 6 α-helikalen Transmembrandomänen (H1-H6) sowie 2 kurzen Segmenten (HB, HE), die den 

hochspezifischen Wasserkanal bilden. Abbildung modifiziert nach Verkman (2011). 

 

Abbildung 7: Aquaporin Homotetramer 

Aquaporine (blau) bilden in der lipophilen Zellmembran Homotetramere und gewährleisten einen 5- bis 50-fach 

schnelleren, bidirektionalen, hochspezifischen und energieunabhängigen Wassertransport entlang des 

osmotischen Gradienten. Über eine zentrale Pore ist teilweise auch ein Gas- und Ionentransport möglich (grün); 

seitliche Ansicht (links), Ansicht von oben (rechts). Abbildung modifiziert nach Badaut et al. (2011). 
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Der Selektivitätsfilter des Wasserkanals misst an der engsten Stelle zwischen 2,8 bis 3,4 Å. 

Die elektrostatische Barriere entsteht durch protonierte Arginin-Seitenketten und verhindert 

die Passage von Ionen und protonierten Wassermolekülen. Sieben Wassermoleküle 

passieren gleichzeitig durch präzise Umschwenkbewegung des Dipolmoleküls Wasser in 

unter 1 ns jeweils einen Wasserkanal. (Preston und Agre, 1991; Preston et al., 1994; Jung et 

al., 1994b; Heymann et al., 1998; Murata et al., 2000; Verkman und Mitra, 2000; Badaut et 

al., 2002; Löffler G. et al., 2007; Hub et al., 2009; Khalili-Araghi et al., 2009; Zelenina, 2010; 

Verkman, 2011). 

Aquaporine im Nagerhirn 

In kultivierten Zellen von Nagern wurden in vitro 7 Aquaporin Subtypen beschrieben 

(Albertini und Bianchi, 2010; Badaut et al., 2011). In vivo wurden im Nagerhirn bisher die 

Aquaporine 1, 4 und 9 nachgewiesen (Badaut et al., 2007; Zelenina, 2010). 

Aquaporin 1, 4 und 9 

Aquaporin 1 wurde zuerst auf Erythrozyten, später in der Niere und anderen Epithelzellen 

entdeckt. Während systemisch AQP1 auf Kapillarendothel exprimiert wird (Nielsen et al., 

1993a), ist das zerebrovaskuläre Kapillarendothel unter physiologischen Bedingungen frei 

von AQP1 (Kobayashi et al., 2001; Zelenina, 2010); wesentliche Voraussetzung für eine 

intakte Blut-Hirn-Schranke. 

Zerebral wurde AQP1 bisher apikal auf dem Epithel des Plexus choroideus detektiert. Neben 

einem konstitutiven Wassertransport hat AQP1 eine zentrale Bedeutung für die Liquor-

Produktion und Liquor-Zirkulation. AQP1 knock-out Mäuse haben eine um 25% geringere 

Liquor-Produktion sowie einen verminderten intrakraniellen Druck. Nach schwerem fokalem 

Schädel-Hirntrauma konnte bereits gezeigt werden, dass AQP1 knock-out Mäuse einen um 

60% signifikant niedrigeren ICP und ein signifikant besseres Überleben gegenüber Wildtyp 

Mäusen haben (Nielsen et al., 1993a; Hasegawa et al., 1994; Amiry-Moghaddam und 

Ottersen, 2003; Oshio et al., 2005; Praetorius und Nielsen, 2006). 

Aquaporin 4 ist der vorherrschende Wasserkanal im Säugetiergehirn und ist an den 

Grenzflächen der Hirnoberfläche, der Blut-Hirn- sowie Blut-Liquor-Schranke lokalisiert. Die 

höchste AQP4 Dichte wurde auf den perivaskulären und subpialen Astrozyten Endfüßchen 

nachgewiesen. Damit ist die AQP4 Expression überwiegend polar organisiert (Jung et al., 

1994a; Nielsen et al., 1997; Amiry-Moghaddam und Ottersen, 2003; Yukutake und Yasui, 

2010). Funktionell ist AQP4 wesentlich an der Wasserregulation im ZNS beteiligt. 

Tierexperimentell konnte an AQP4 knock-out Mäusen ein erhöhter Hirnwassergehalt nach 

vasogenem Hirnödem und ein niedrigerer Hirnwassergehalt nach zytotoxischem Hirnödem 

detektiert werden (Manley et al., 2000; Verkman, 2000; Manley et al., 2004; Papadopoulos et 

al., 2004; Verkman et al., 2006; Papadopoulos und Verkman, 2007; Zador et al., 2007; Zador 

et al., 2009). 
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Aquaporin 9 zählt zu den Aquaglyceroporinen und wird am stärksten in der Leber exprimiert 

(Badaut et al., 2011). Im Gehirn wurde AQP9 auf Astrozyten, katecholaminergen Neuronen 

und Endothelzellen der subpialen Blutgefäße nachgewiesen. Die Bedeutung von AQP9 im 

Gehirn ist bisher noch nicht ausreichend aufgeklärt; eine Beteiligung am zerebralen 

Energiemetabolismus wird postuliert (Elkjaer et al., 2000; Badaut et al., 2001; Badaut et al., 

2004; Badaut et al., 2008; Badaut, 2010; Arcienega et al., 2010; Badaut et al., 2011). 

 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der Wassertransport über die lipophile 

Zellmembran neben Diffusion und Ionen-Co-Transport vor allem effizient und hochspezifisch 

über Aquaporine erfolgt. Während Diffusion ein sehr langsamer Prozess ist, erfolgt der 

Wassertransport über Aquaporine mit einer 5- bis 50-fach höheren Geschwindigkeit entlang 

des osmotischen Gradienten und zwar energieunabhängig. 

In der Niere ist der antidiuretische Effekt von Vasopressin, wie bereits in Abschnitt 1.2.2 

dargestellt, sehr gut bekannt. Die systemische Wasserhomöostase wird über V2-Rezeptoren 

vermittelt und führt über eine intrazelluläre Kaskade zum konsekutiven Einbau von in 

Vesikeln gespeicherten Wasserkanälen, den Aquaporinen 2. Dieser kurzfristige 

Regulationsmechanismus ermöglicht in der Niere eine bedarfsgerechte, schnelle und 

effektive Wasserrückresorption. Ob zerebrale Aquaporine einer ähnlichen, Vasopressin-

vermittelten, Kurzzeitregulation über V1a-Rezeptoren unterliegen und diese Regulation 

wesentlich für die posttraumatische Hirnödementstehung ist, ist bisher unzureichend geklärt 

und wird unter anderem in der vorliegenden Arbeit untersucht. 

Tierexperimentell konnte bisher bereits eine wesentliche Rolle von AQP1 für den 

posttraumatischen intrakraniellen Druckanstieg gezeigt werden. AQP4 scheint in der 

Pathophysiologie des Hirnödems unterschiedliche Funktionen zu haben. Beim vasogenen 

Hirnödem scheint AQP4 den Hirnwasserabtransport zu vermitteln und ist damit protektiv. 

Dagegen wird das zytotoxische Hirnödem durch AQP4 verstärkt. 

Insgesamt sind die zeitlichen und molekularen Mechanismen, die den Wassertransport in der 

Pathophysiologie des posttraumatischen Hirnödems regulieren, bisher noch wenig 

verstanden. Neben der Untersuchung der posttraumatischen Expression zerebraler 

Aquaporine im Mausmodell, ist die Frage nach V1a-Rezeptor-vermittelter Kurz- und 

Langzeitregulation der Aquaporine im zeitlichen Verlauf nach Controlled Cortical Impact 

wesentlicher Fokus dieser Arbeit. 
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1.4 Fragestellung 

Die posttraumatische Hirnödementstehung und der konsekutive intrakranielle Druckanstieg 

führen zum sekundären Hirnschaden und gehören zu den wesentlichen Prädiktoren für ein 

schlechtes neurologisches Ergebnis von Patienten mit Schädel-Hirntrauma (SHT). Bisher 

fehlt eine kausale und neuroprotektive Pharmakotherapie des posttraumatischen Hirnödems, 

die die Entstehung des sekundären Hirnschadens und damit die Pathophysiologie des SHT 

zu einem möglichst frühen Zeitpunkt positiv beeinflussen könnte. Die molekularen 

Mechanismen der posttraumatischen Hirnödementstehung sind noch unzureichend 

verstanden. Vasopressin, V1a-Rezeptoren sowie Aquaporine scheinen für die 

posttraumatische Hirnödementstehung und für den posttraumatischen sekundären 

Hirnschaden von Bedeutung zu sein, so dass sich folgende Fragen ergeben: 

1. Können die neuroprotektiven Effekte einer pharmakologischen Hemmung des 

V1a-Rezeptors an einem V1a-Rezeptor knock-out Mausmodell detektiert 

werden? 

2. Welchen Einfluss hat die genetische V1a-Rezeptor Defizienz auf den 

Hirnwassergehalt, das sekundäre Nekrosewachstum, die Körpergewichts-

änderung, die neurologische Funktion sowie auf die Mortalität nach Controlled 

Cortical Impact? 

3. Welche Bedeutung haben Aquaporin 1, 4 und 9 für den Hirnwassertransport 

und für die Hirnödementstehung im zeitlichen Verlauf nach Controlled Cortical 

Impact? 

4. Welchen Einfluss hat der V1a-Rezeptor auf die Expression zerebraler 

Aquaporine im zeitlichen Verlauf nach Controlled Cortical Impact im 

Mausmodell? 
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2 Material und Methoden 

Die Versuche wurden am Institut für Chirurgische Forschung im Walter-Brendel-Zentrum für 

experimentelle Chirurgie der Ludwig-Maximilians-Universität München in der Zeit von August 

2008 bis Dezember 2010 durchgeführt. Die vorliegende Untersuchung umfasst vier 

Abschnitte. Im ersten Abschnitt wurden die neuroprotektiven Effekte im V1a-Rezeptor knock-

out Mausmodell gegenüber Wildtyp Tieren nach Controlled Cortical Impact (CCI) untersucht. 

Im zweiten Abschnitt wurden murine Primer für die im Maushirn relevanten Aquaporine 1, 4 

und 9 hergestellt. Im dritten Abschnitt wurden Aquaporin 1, 4, und 9 auf mRNA Ebene mit 

Real-Time-PCR quantitativ in unbehandelten Hirnen von Wildtyp und V1a-Rezeptor knock-out 

Mäusen sowie im posttraumatischen Verlauf analysiert. Im vierten und letzten Abschnitt 

wurden die zerebralen Aquaporine immunhistochemisch auf Proteinebene in unbehandelten 

und im posttraumatischen Verlauf sowohl in V1a-Rezeptor knock-out und Wildtyp Maushirnen 

lokalisiert und quantifiziert. 

2.1 Versuchsanordnung in vivo 

2.1.1 Versuchstiere 

Für die Untersuchungen wurden männliche C57/BL6 Mäuse (Charles River, Sulzfeld, 

Deutschland) als Wildtyp und homozygote V1a-Rezeptor knock-out Mäuse (V1a
-/-) verwendet 

(Koshimizu et al., 2006). Das Körpergewicht betrug 18-25 g. Die Tiere wurden bei einer 

konstanten Temperatur von 22°C, einer Luftfeuchtigkeit von 60% und einem regelmäßigen 

Licht-/Dunkelzyklus gehalten. Futter und Wasser war den Tieren jeder Zeit frei zugänglich. 

Die Tierexperimente erfolgten nach den Bestimmungen der Regierung von Oberbayern unter 

dem Tierversuchsantrag 117/05. 

2.1.2 V1a-Rezeptor knock-out Mausmodell 

Die über mehrere Generationen gekreuzten, homozygoten V1a-Rezeptor knock-out Mäuse 

(V1a
-/-) erhielten wir freundlicherweise von Prof. Tsujimoto von der Universität Kyoto/Japan. 

Der initiale genetische Background basierte auf 129 Sv und C57/BL6J Mäusen. Der V1a-

Rezeptor wurde durch Entfernung von Teilen des ersten Exons und Introns inaktiviert 

(Koshimizu et al., 2006). 

2.1.3 Versuchsplanung 

Die Tiere wurden jeweils randomisiert den Gruppen „nativ“, also unbehandelt, versus 

„Trauma“ zugeordnet. In den Trauma-Gruppen wurde der Zeitpunkt der Hirnentnahme 

jeweils erst unmittelbar nach der Trauma-Applikation randomisiert festgelegt. Der 

Untersucher war gegenüber dem Genotyp verblindet. 
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2.1.4 Anästhesie und Monitoring 

Für die Narkoseeinleitung wurden die Mäuse für 2 Minuten mit Isofluran 4% und für weitere 

2 Minuten mit einem Isofluran-Sauerstoff-Lachgasgemisch (Isofluran 2%, O2 30% und 

N2O 68%) in einer Kammer anästhesiert. Während der Operationszeit wurde die Narkose mit 

dem oben genannten Isofluran-Sauerstoff-Lachgasgemisch über Maske aufrechterhalten. 

Die Körpertemperatur wurde mit einer rektalen Temperatursonde und rückgekoppelter 

Heizplatte bei 37°C während der gesamten Versuchsdauer überwacht und konstant 

gehalten. 

2.1.5 Mikrochirurgische Präparation 

Der Kopf und Oberkiefer der tief anästhesierten Tiere wurde 0° horizontal und 3° nach links 

gedreht in einem Stereotaxie-Rahmen (Small Animal Steriotactic Frame, Model 900, David 

Kopf Instruments, Tujunga, Ca, USA) fixiert. Zum Schutz vor Austrocknung, Haut- und 

Schleimhautverletzung wurden die Augen, das Fell im Bereich des Hautschnittes und der 

Anus mit Wundsalbe behandelt (Bepanthen®, Bayer Vital, Leverkusen). Die Kopfhaut wurde 

durch eine 15 mm lange fronto-okzipitale Inzision in der Medianlinie eröffnet und die Galea 

stumpf ab präpariert. Unter ständiger Kühlung mit einer Natriumchlorid-Lösung (NaCl) 0,9% 

wurde eine L-förmige Kraniotomie über dem rechten Parietallappen durchgeführt. Dafür 

wurde die Schädelkalotte entlang des Ansatzes des Musculus temporalis und der rechten 

Sutura lamboidea mit dem Präzisionsbohrer (Rewatronic Products, Wald-Michelbach, 

Deutschland) bei 16-facher Vergrößerung (Mikroskop, Carl Zeiss, Deutschland) eröffnet. Die 

Schädelkalotte wurde unter Schonung der Dura mater und des Sinus sagittalis superior an 

der Sutura sagittalis nach oben geklappt. Die Dura mater wurde durch physiologische NaCl-

Lösung feucht gehalten und ihre Unversehrtheit mikroskopisch überprüft (Abbildung 8) 

(Zweckberger, 2006). 

 

Abbildung 8: Kraniale Fensterung über dem rechten Parietallappen 

Das Controlled Cortical Impact (CCI) mit den angegebenen Parametern entspricht einem mittelschwerem SHT 

und wurde jeweils über dem rechten parietalen Kortex ausgelöst. Der intrakranielle Druck (ICP) wurde ipsilateral, 

die zerebrale Durchblutung (CBF) kontralateral bestimmt. 

CCI (8 m/s, 150 ms, 1 mm) 

ICP

CBF
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2.1.6 Controlled Cortical Impact 

Das experimentelle Schädel-Hirntrauma (SHT) wurde standardisiert nach dem Protokoll des 

Controlled Cortical Impact ausgelöst (Smith et al., 1995; Hannay et al., 1999; Zweckberger et 

al., 2003). Für die vorliegenden Untersuchungen wurde ein mittelschweres SHT mit einer 

Geschwindigkeit von 8 m/s, einer Kontaktzeit von 150 ms, einem Durchmesser von 3 mm 

und einer Eindringtiefe von 1 mm mit einem Bolzenschussgerät (Abbildung 9) 

(MouseKatuscha 2000, L. Kopacz, Johannes-Gutenberg-Universität Mainz, Deutschland) 

senkrecht zur intakten Hirnoberfläche appliziert (Smith et al., 1995; Hannay et al., 1999; 

Zweckberger et al., 2003). Über eine Laserlichtschranke wurden sowohl Bolzen-Kontaktzeit 

als auch Bolzen-Geschwindigkeit für jedes CCI erfasst. Die Eindringtiefe des Bolzens in das 

Hirnparenchym wurde exakt und standardisiert mit der Mikrometerschraube vor jeder 

Trauma-Applikation justiert. Oberflächliche Blutungen wurden mit sterilen Tupfern (Sugi®, 

Kettenbach, Eschenburg, Deutschland) gestillt, der Situs mit physiologischer NaCl-Lösung 

gespült, die Schädelkalotte wieder verschlossen und mit einem Gewebekleber (Vetbond, 3M, 

St. Paul, USA) fest fixiert. Abschließend erfolgte die Hautnaht durch drei Einzelknopfnähte 

(5-0 Ethibond, Johnson und Johnson, Brüssel, Belgien) (Zweckberger, 2006). Die Mäuse 

erholten sich postoperativ für 30 Minuten in einem Inkubator bei 33°C. 

 

Abbildung 9: Trauma-Applikator 

Ein mittelschweres SHT wurde standardisiert senkrecht zur intakten Hirnoberfläche mit einer Geschwindigkeit von 

8 m/s, einer Kontaktzeit von 150 ms, einem Durchmesser von 3 mm und einer Eindringtiefe von 1 mm verursacht 

(MouseKatuscha 2000, L. Kopacz, Johannes-Gutenberg-Universität Mainz, Deutschland). 

2.2  Experimentelles Protokoll in vivo 

2.2.1 Bestimmung der physiologischen Parameter 

Zunächst wurden Wildtyp und V1a-Rezeptor knock-out Mäuse hinsichtlich ihrer 

physiologischen Parameter verglichen. Im zeitlichen Verlauf 3 Minuten vor und bis 

30 Minuten nach CCI wurden mittlerer arterieller Druck (MAP), intrakranieller Druck (ICP) 

sowie die kontralaterale zerebrale Durchblutung (CBF) gemessen und aufgezeichnet. Die 
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Tiere wurden dafür durch intraperitoneale Injektion mit Medetomidin 

(0,5 mg/kg Körpergewicht), Midazolam (5 mg/kg Körpergewicht) und Fentanyl 

(0,05 mg/kg Körpergewicht) anästhesiert. Nach orotrachealer Intubation erfolgte eine 

mechanische, mikrokapnographisch kontrollierte Beatmung mit 30% Sauerstoff und 70% 

Raumluft (Minivent 845, Hugo Sachs Elektronik, March-Hungstetten; Micro Capnograph 

CI240, Columbus Instruments, Columbus, OH, USA). Der systemische Blutdruck sowie 

Blutgase wurden über einen Femoral-Arterien-Katheter überwacht (Portex, Hythe, England). 

Die zerebrale Durchblutung wurde mit einer Laser-Doppler-Sonde (Periflux 4001 Master, 

Perimed, Stockholm, Schweden) über der kontralateralen Hemisphäre gemessen (Plesnila et 

al., 2001). Dafür wurde die Glasfaser-Messsonde (Probe 418/1, Perimed, Stockholm, 

Schweden) im Bereich des Ursprunges des Musculus temporalis senkrecht zum Stromgebiet 

der A. cerebri media platziert und mit Cyanoacrylat Kleber befestigt. Der intrakranielle Druck 

wurde rostral des CCI intraparenchymatös mit maßgefertigter Messsonde nach 

Bohrlochtrepanation bestimmt (Abbildung 8) (Mammendorfer Institut für Physik und Medizin, 

Mammendorf) (Zweckberger et al., 2003; Terpolilli et al., 2009). 

2.2.2 Bestimmung des Hirnwassergehaltes 

Zur Bestimmung des Hirnwassergehaltes wurden die Maushirne von unbehandelten Tieren 

und 24 Stunden nach CCI entnommen. Dafür wurden die Versuchstiere durch zervikale 

Dislokation in tiefer Narkose getötet. Nach medianem Hautschnitt über dem Schädel wurde 

das Nasenbein frei präpariert, quer durchtrennt und die Sutura sagittalis mit einer Schere 

eröffnet. Beide Ossa parietales wurden vorsichtig zur Seite geklappt. Das Gehirn wurde mit 

einem Dissektor vom Rückenmark und der Schädelbasis abgetrennt, entnommen und in eine 

gekühlte Hirn-Matrix gelegt. Zur Präparation der Hemisphären wurden die Bulbi olfactorii und 

das Cerebellum mit einer Rasierklinge abgetrennt und entfernt. Die Hemisphären wurden 

exakt entlang der Fissura longitudinalis cerebri mit einer Rasierklinge getrennt. Jede 

Hemisphäre wurde separat in ein Glasschälchen (Wägeglas 35 x 30 mm, Schott AG, Jena) 

mit bekanntem Leergewicht gelegt. Anschließend wurde das Feuchtgewicht 

(wet weight:  ww) in der verschlossenen Schale gemessen (Mettler Toledo, Giessen). Zur 

Bestimmung des Trockengewichtes (dry weight:  dw) wurde jede Hemisphäre bei 120°C für 

24 Stunden in einem Trockenschrank (Memmert, Schwabach) getrocknet und erneut 

gewogen. Der Hirnwassergehalt als Parameter für die posttraumatische 

Hirnödementwicklung wurde durch die Differenz beider Werte in Bezug zum 

Ausgangsgewicht in Prozent angegeben und mit folgender Formel berechnet: 

Hirnwassergehalt in % = [(ww-dw/ww)*100)] (Terpolilli, 2008). 

2.2.3 Quantifizierung des sekundären Nekrosevolumens 

Die Hirne wurden 15 Minuten nach Trauma zur Detektion des Primärschadens und damit zur 

Ermittlung des Ausgangsvolumens sowie 24 Stunden und 7 Tage nach CCI zur Bestimmung 
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des sekundären Nekrosevolumens untersucht. Die Maushirne wurden, wie unter 2.2.2 

bereits beschriebenen, entnommen, unmittelbar auf Trockeneis gelegt und anschließend bei 

minus 80°C tiefgefroren. 

2.2.3.1 Herstellung der histologischen Präparate 

Die tiefgefrorenen Maushirne wurden zunächst eingebettet (Tissue-Tek®, Sakura Finetek 

Europa, Zoeterwoude, NL). Anschließend wurden Gefrierschnitte mit Hilfe eines Kryostats 

(CryoStar HM 560; Microm, Walldorf, Deutschland) hergestellt. Ausgehend von den Bulbi 

olfactorii wurden zunächst 1000 µm Hirngewebe verworfen. Im Abstand von 500 µm wurden 

in 15 Schnittebenen 10 µm dünne koronare Hirnschnitte in dreifacher Ausführung angefertigt, 

auf Objektträger transferiert und bei minus 20°C für 24 Stunden getrocknet. Für die 

Quantifizierung des Hirnschadens wurde die Nissl-Färbung verwendet (siehe Anhang 8.1). 

 

Abbildung 10: Koronarer Maushirnschnitt mit sekundärer Nekrose 24 Stunden nach CCI (Nissl-Färbung) 

Das Läsionsvolumen wurde histomorphometrisch unter Verwendung einer digitalen Kamera 

und eines Bildverarbeitungsprogrammes bestimmt (Olympus BX 41; Olympus DP-soft, 

München, Deutschland). Dazu wurden alle auf den koronaren Hirnschnitten (n=15) 

sichtbaren Läsionsflächen (Abbildung 10) aufsummiert und mit dem Abstand der Schnitte 

(500 µm) multipliziert. Die Berechnung erfolgte mit Hilfe folgender Formel: 

Vdir (mm3) = d*(A1 + A2 + A3 + …+ An) mit Vdir = direkte Volumenberechnung der Nekrose, 

d = Distanz 0,5 mm, A = Fläche in mm2 und n = Anzahl (15 Schnitte). 

2.2.4 Bestimmung der Gewichtsänderung 

Die posttraumatische Gewichtsänderung stellt einen Parameter für den Allgemeinzustand 

der Maus dar. Das Tiergewicht wurde einmal präoperativ und an 7 posttraumatischen Tagen 

bestimmt. Die Gewichtsänderung wurde in Prozent des Ausgangsgewichtes dargestellt. 
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2.2.5 Evaluation der neurologischen Funktion 

Die neurologische Funktion wurde mit dem Neurological Severity Score (NSS) (Terpolilli et 

al., 2009) 1 Tag vor und an 7 Tagen nach dem applizierten Trauma überprüft. Alle Tiere 

hatten einen initialen Neuroscore von 0 bis maximal 1,5. Mit dem NSS werden verschiedene 

Einzelleistungen der motorischen Funktion und der Koordination getestet. Die beste Leistung 

wurde mit 0 und die schlechteste Leistung mit 19 Punkten bewertet. Beurteilte 

Einzelparameter waren: Verlassen eines Reifens, Suchen, Bewegungsinitiation, Laufen, 

Hemiparese, Balancieren auf einem Balken, Balancieren und Greiffunktion (siehe Anhang 

8.2). 

2.2.6 Mortalität 

Das posttraumatische Überleben wurde über einen Zeitraum von 7 Tagen bestimmt. 

2.2.7 Experimentelle Gruppen 

Die Zielparameter wurden an C57/BL6 und V1a-Rezeptor knock-out Mäusen zu 

unterschiedlichen Zeitpunkten, wie in Tabelle 1 dargestellt, untersucht. Folgende 

Gruppengrößen wurden verwendet: physiologische Parameter C57/BL6 (n=7), V1a
-/- (n=4); 

Hirnwassergehalt C57/BL6 nativ (n=7), 24 Stunden nach CCI (n=10), V1a
-/- nativ (n=6) und 

24 Stunden nach CCI (n=8); primäres Nekrosevolumen C57/BL6 15 Minuten nach CCI (n=8); 

sekundäres Nekrosewachstum C57/BL6 und V1a
-/- 24 Stunden nach CCI (je n=8); 

sekundäres Nekrosewachstum 7 Tage nach CCI , Gewichtsänderung, Neuroscore und 

Mortalität C57/BL6 und V1a
-/-  (je n=7). 

Zielparameter Wildtyp (C57/BL6) V1a-Rezeptor knock-out  

Physiologische Parameter n=7 n=4 

Hirnwassergehalt n=7 (nativ) 
n=10 (24 h nach CCI) 

n=6 (nativ) 
n=8 (24 h nach CCI) 

Primäres Nekrosevolumen n=8 (15 min nach CCI)  

Sekundäres 
Nekrosewachstum 

n=8 (24 h nach CCI) 
n=7 (7 Tage nach CCI) 

n=8 (24 h nach CCI) 
n=7 (7 Tage nach CCI) 

Gewichtsänderung 
NSS 
Mortalität 

n=7 n=7 

Tabelle 1: Übersicht über die experimentellen Gruppen 

2.3 Analytik 

2.3.1 Primerdesign für Aquaporin 1, 4 und 9 

Um die mRNA Expression der im Maushirn relevanten Wasserkanäle AQP1, AQP4 und 

AQP9 mit dem Verfahren der quantitativen Real-Time-PCR zu quantifizieren, 

mussten zunächst spezifische Primer entwickelt werden. Dafür wurden die 

Richtlinien „Guidelines for PCR“ der Firma Qiagen befolgt 



 

- 23 - 

(www.qiagen.com/literature/benchguide/pdf/1017778_benchguide_chap_2.pdf). Die murinen 

AQP1, AQP4 und AQP9 Sequenzen erhielten wir aus der NCBI-Datenbank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Mit Hilfe der Ensemble-Datenbank wurden die Transkripte für 

AQP1, AQP4 und AQP9 gesucht. Da es für AQP4 und AQP9 Splicevarianten gibt, wurde 

jeweils das längste Transkript gewählt (http.//www.ensembl.org/index.html). 

Gen (Mus 
musculus) 

Genlocus 
(Chromosom) 

Exons 
Transkript-

länge 
Translations-

länge 
Splice-

Variante 

AQP1 6 4 2627 bp 269 nein 

AQP4 18 6 1688 bp 355 ja 

AQP9 9 6 2643 bp 321 ja 

Tabelle 2: Parameter für die Entwicklung muriner AQP1, AQP4 und AQP9 Primer 

Die Primer wurden mit dem elektronischen Programm „Primer 3 Input Version 0.4.0“ gesucht 

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). Kriterien waren eine optimale Primerlänge von 22 

Basenpaaren (Bp), ein Guanin/Cytosin-Anteil (GC) von 55% und eine optimale 

Schmelztemperatur (Tm) von 62°C. Um Fehlbindungen der Primer zu vermeiden, wurden für 

das Primer 3´ Ende Thymin, Guanin- und Cytosin-Tripletts sowie komplementäre 

Basenpaare vermieden (Tabelle 3) (Rozen und Skaletsky, 2000). 

Primer Parameter  

Primer Länge 18 - 22 - 27bp 

Schmelztemperatur (Tm) 57 - 62 - 68°C 

Guanin/Cytosin-Anteil (GC) 20 - 55 - 80% 

3´ Ende des Primers Vermeidung von: 

 Guanin oder Cytosin Tripletts 

 Thymin 

 komplementären Basenpaaren 

Tabelle 3: Kriterien für die Herstellung optimaler Primer mit dem elektronischen Programm Primer 3 

Für die jeweiligen Vorwärts- und Rückwärtsprimer wurden ähnliche Schmelztemperaturen 

angestrebt, die mit der sogenannten Wallace-Regel [Tm = 2°C (AT) + 4°C (GC)] berechnet 

wurden. Die gewählten Primer wurden auf ihre spezifische Bindung mit dem sogenannten 

„Primer BLAST“ überprüft (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Zusätzlich wurden die 

gewählten Primer mit einer elektronischen reversen PCR getestet und ebenfalls auf ihre 

spezifische Bindung überprüft (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/e-pcr/). Für die 

quantitative Real-Time-PCR (RT-PCR) wurde eine optimale Produktlänge von maximal 

http://www.qiagen.com/literature/benchguide/pdf/1017778_benchguide_chap_2.pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/e-pcr/
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200 Basenpaaren (bp) angestrebt. Für ß-Aktin wurde der bereits im Labor etablierte Primer 

verwendet. 

2.3.2 Primersequenzen 

Es wurden die in Tabelle 4 dargestellten Primersequenzen verwendet. Die Primer wurden 

von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) bezogen und wurden 

entsprechend dem angegebenen Protokoll in RNase freiem Wasser aufgelöst. Für die 

20 µmolare Lösung wurde eine Verdünnung von 1:5 angesetzt. 

Gen Vorwärtsprimer 5´ - 3´ Rückwärtsprimer 5´ - 3´ 
PCR Pro-
duktlänge 

ß-Aktin CTACGAGGGCTATGCTCTCCC CCGGACTCATCGTACTCCTGC 602bp 

AQP1 ACTACACTGGCTGCGGTATCAA CGTCAGCATCCAGGTCATACTC 222bp 

AQP4 CAGTGTGGTTGGAGGATTGG CCAGTAACATCAGTTCGTTTGGA 144bp 

AQP9 CAAGCAGTCCTCAGTCGAGAAA AGCTGAGCTCCCACATAAAAGG 194bp 

Tabelle 4: Entwickelte Primersequenzen für AQP1, AQP4 und AQP9 

Um die mRNA Expression von AQP1, AQP4 und AQP9 mit dem Verfahren der quantitativen Real-Time-PCR zu 

quantifizieren, war die Entwicklung von spezifischen Primern Voraussetzung. Für ß-Aktin wurde der bereits im 

Labor etablierte Primer verwendet. 

2.3.3 Primertestung und Gewebeentnahme 

Die entwickelten Primer wurden an Leber, Pankreas, Niere und Gehirn einer C57/BL6 Maus 

auf spezifische Bindung und Produktlänge sowie Wasser als Negativkontrolle überprüft. 

Dafür wurde eine C57/BL6 Maus durch intraperitoneale Injektion von 0,4 ml Chloralhydrat tief 

narkotisiert. 3 Minuten nach Injektion wurde steril eine 1,5 cm lange mediane Laparotomie 

durchgeführt und Leber, Pankreas und Niere entnommen. Das Maushirn wurde, wie in 

Abschnitt 2.2.2 beschrieben, entnommen. Die Organe wurden entsprechend ihrem Gewicht 

mit der 10-fachen Menge RNAlater® der Firma Ambion, Darmstadt, bei 4°C für 24 Stunden 

inkubiert. 

2.3.3.1 RNA Isolierung 

Die RNA Isolierung erfolgte gemäß dem Protokoll des RNeasy® Lipid Tissue Mini Kit 

(Qiagen, Hilden, Deutschland). Dafür wurde zunächst das Gewebe homogenisiert, die Zellen 

vollständig lysiert und die Nukleoprotein-Komplexe aufgespalten. Durch Chloroform wurden 

die Phasen aufgetrennt. In weiteren Schritten wurde die RNA-Präzipitation auf einer 

Membran erreicht und schließlich die hoch aufgereinigte RNA ausgespült und isoliert. Im 

Einzelnen wurden folgende Schritte durchgeführt. 24 Stunden nach oben beschriebener 

Inkubation (siehe Abschnitt 2.3.3) wurde der RNAlater® Überstand vorsichtig vom Gewebe 

abgeschüttet. Das Gewebe wurde homogenisiert und die Zellen vollständig lysiert 

(TissueRuptor, Bochem, Weilburg, Deutschland). Die Nukleoprotein-Komplexe wurden mit 

2 x 500 µl Reagenz (QIAzol Lysis Reagent) zur effizienten Lyse von Fett- und Standard-
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Gewebe versetzt und nach 5-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur aufgespalten. Durch 

Zugabe von 200 µl Chloroform, erneutes Schütteln für 15 Sekunden, Inkubation für 

2-3 Minuten bei Raumtemperatur und Zentrifugieren bei 12.000 g für 15 Minuten bei 4°C 

wurde eine Phasentrennung erreicht. 580 µl RNA-Lösung wurde sehr vorsichtig aus der 

abgetrennten, oberen und wässrigen Phase abpipettiert, mit 580 µl Ethanol (70%) versetzt 

und maschinell geschüttelt. Das RNA-Ethanol-Gemisch wurde zu gleichen Teilen zweizeitig 

in ein Membrangefäß (RNeasy® Spin Column) pipettiert, bei > 8.000 g für 15 Sekunden bei 

Raumtemperatur zweimal zentrifugiert und das Zentrifugat jeweils verworfen. Auf die 

Membran wurde 700 µl Pufferlösung (RW 1 Buffer) pipettiert, um die RNA weiter 

aufzureinigen. Es wurde erneut bei > 8.000 g für 15 Sekunden bei Raumtemperatur 

zentrifugiert und das Zentrifugat erneut verworfen. Dann wurden zweizeitig je 500 µl einer 

weiteren Pufferlösung (RPE Buffer) auf die Membran pipettiert, mit > 8.000 g für 

15 Sekunden bzw. 2 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert und das Zentrifugat jeweils 

verworfen. Zur abschließenden Auswaschung der RNA von der Membran wurde zweizeitig je 

30 µl RNase freies Wasser pipettiert und jeweils bei > 8.000 g für 1 Minute bei 

Raumtemperatur zentrifugiert. Das Sammelgefäß wurde dafür zweimalig gewechselt, so 

dass die RNA nun hoch aufgereinigt und isoliert war. 

2.3.3.2 Quantifizierung und Überprüfung der RNA Reinheit 

Die isolierte RNA wurde mit einem Photometer quantifiziert und auf ihre Reinheit überprüft. 

Dafür wurde aus jeder hoch aufgereinigten RNA Probe 2,5 µl RNA in 60 µl RNase freies 

Wasser abpipettiert. Als erstes wurde die Negativprobe Wasser photometrisch zum 

Ausschluss von Fehlerquellen gemessen und dann die RNA Konzentration für jede Probe 

photometrisch bestimmt. Zum Ausschluss von Kontamination, wurden die Proben auf ihre 

RNA Reinheit mit dem 260/230 bzw. 260/280-Quotienten photometrisch überprüft. Reine 

Nukleinsäuren haben einen 260/230-Wert ≥ 2 und einen 260/280 zwischen 1,8 und 2 

(Armbrecht, 2008). Die photometrische Bestimmung der RNA Konzentration wurde auf 1 µg 

RNA nach folgender Formel berechnet: [x µl = 1 µg RNA/tatsächliche RNA in µg x 1000 µl]. 

2.3.3.3 Reverse Transkription 

Die cDNA wurde aus der jeweiligen hoch aufgereinigten RNA durch reverse Transkription 

gemäß dem QuantiTect® Protokoll (Qiagen, Hilden, Deutschland) synthetisiert. Das Prinzip 

beruht auf der Elimination genomischer DNA und anschließender reversen Transkription. Für 

die Elimination der genomischen DNA wurden 2 µl Pufferlösung (gDNA Wipeout Buffer, 

Qiagen, Hilden, Deutschland), 1 µg RNA (Template) und RNase freies Wasser bis zu einem 

Gesamtvolumen von 14 µl pipettiert und der Reaktionsmix für 2 Minuten bei 42°C inkubiert. 

Das jeweilige RNA Volumen wurde, wie bereits unter 2.3.3.2 beschrieben, photometrisch 

bestimmt. Für den zweiten Schritt wurde der sogenannte Master Mix nach Protokoll (Qiagen, 

Hilden, Deutschland) hergestellt. Dafür wurden 1 µl reverse Transcriptase (Quantiscript) mit 
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RNAse Inhibitor, 4 µl Pufferlösung (Quantiscript RT Buffer) mit Mg2+ und den cDNA 

Synthesebausteinen Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs) sowie 14 µl RNA 

(Template) aus der gDNA-Eliminierungsreaktion pipettiert. Die reverse Transkription erfolgte 

im MasterCycler Gradient® (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) bei 42°C für 15 Minuten 

und abschließender Inkubation bei 95°C für 3 Minuten. Die angegebenen Volumina ergaben 

20 µl cDNA. Um RNA Degradation zu vermeiden, wurden die Proben umgehend auf Eis 

gekühlt. 

2.3.3.4 Spezifische Primer-Hybridisierung 

Um die spezifische Primer-Hybridisierung an den ausgewählten Gewebeproben Leber, 

Pankreas, Niere und Gehirn zu überprüfen, wurde zunächst durch eine qualitative PCR 

jeweils die ideale Annealing Temperatur für AQP1, 4 und 9 mit dem MasterCycler Gradient® 

(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) ermittelt. Anschließend wurde mit den cDNA-

Amplifikaten der vier verschiedenen Gewebeproben eine Gelelektrophorese durchgeführt. 

Unter UV-Licht (UV-Box, BioRad Gel Doc 1000, München, Deutschland) konnte nun die 

erwartete Produktlänge und die spezifische Bandenbildung für AQP1, 4 und 9 an den vier 

verschiedenen Geweben fotografisch dokumentiert werden. 

2.3.3.4.1 Qualitative PCR 

Die ideale Annealing Temperatur für die AQP1, 4 und 9 Primer wurde an Nieren cDNA einer 

C57/BL6 Maus und Wasser als Negativkontrolle durch das Verfahren der qualitativen PCR 

bestimmt. Ausgehend von der empfohlenen Temperatur wurde die ideale Annealing 

Temperatur in 2°C Schritten abwärts mit dem MasterCycler Gradient® (Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland) ermittelt. Ausgangstemperatur für AQP1 und 9 war 57°C und für AQP4 64°C. 

Die PCR durchlief 35 Zyklen entsprechend dem, in Tabelle 5 dargestellten, Protokoll. Zur 

Durchführung der qualitativen PCR wurde ein PCR-Mix hergestellt. Dafür wurden 0,2 µl 

DNA-Polymerase (GoTaq®, Promega, Mannheim (# M3175)), 0,4 µl dNTPs (5 PRIME, Mix 

Desoxynucleotide, # 2201200, 200 µl; 10 mM), 0,5 µl Vorwärtsprimer, 0,5 µl 

Rückwärtsprimer, 4 µl Pufferlösung (Promega, Mannheim), 1 µl DNA (Template) und 14,9 µl 

RNase freies Wasser pipettiert. 

1. Initialphase 3 Minuten 95°C 

2. Denaturierung 30 Sekunden 95°C 

3. Annealing AQP1, 9/AQP4 (je 2°C abwärts) 40 Sekunden 57°C/64°C 

4. Elongation 1 Minute 72°C 

5. Letzte Elongation 5 Minuten 72°C 

6. Abkühlung  4°C 

35 Zyklen: Schritt 2.-4. 

Tabelle 5: Parameter der qualitativen PCR mit dem MasterCycler Gradient
®
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In einem weiteren Schritt wurde eine qualitative PCR an cDNA von Leber, Pankreas, Niere, 

Gehirn und Wasser als Negativkontrolle durchgeführt. Ziel war es die entwickelten Primer auf 

ihre Produktlänge und ihre spezifische cDNA-Amplifikation zu überprüfen. Es wurde das 

bereits beschriebene Pipettier- und Zyklusprotokoll und die entwickelten Primer verwendet. 

Die idealen Annealing Temperaturen waren 57°C für AQP1 und AQP9 bzw. 64°C für AQP4. 

2.3.3.4.2 Gelelektrophorese 

Für die Gelelektrophorese wurde ein 2%iges Agarosegel angefertigt. Dafür wurde 100 ml 

TAE-Puffer (50-fach verdünnt) und 1,5 g Agarosepulver in einem Erlenmeyerkolben 

2 Minuten in der Mikrowelle erhitzt. Nach dem Erhitzen wurde auf einem Magnetrührer (Ika-

Combimag RCO, Staufen i. Breisgau, Deutschland) die Lösung exakt auf 100 ml mit TAE-

Puffer aufgefüllt. Nach Abkühlen wurde 6 µl hitze- und lichtinstabiles Ethidiumbromid in die 

Puffer-Lösung pipettiert. Das flüssige Gel wurde in eine Gelelektrophorese-Kammer gefüllt. 

Entstandene Luftblasen wurden beseitigt. Mit Hilfe zweier Kämme wurden Pipettierkammern 

hergestellt. Nun wurde das Gel mit Alufolie abgedeckt und lichtgeschützt für 45 Minuten 

getrocknet. In die Pipettierkammer wurde 6 µl blaue Marker-Lösung, bestehend aus 

4 µl H2O, 1 µl Marker und 1 µl Loading Dye (100 bp DNA Ladder Gene RulerTM, Fermentas), 

pipettiert. In die benachbarten Pipettierkammern wurde je 11 µl der Positivkontrolle pro 

Gewebe und Zielprotein und 11 µl Wasser als Negativkontrolle pro Zielprotein pipettiert. Bei 

einer Einstellung von 100 Volt und 400 mA wurde die Gelelektrophorese jeweils für 

25 Minuten durchgeführt. Wie bereits oben beschrieben, wurde das Ergebnis unter UV-Licht 

(UV-Box, Bio Rad Gel Doc 1000, München) überprüft und fotografisch dokumentiert. 

2.4 Quantifizierung von Aquaporin 1, 4 und 9 auf mRNA Ebene 

2.4.1 Gewebeentnahme 

Die Hirnentnahme erfolgte nach zervikaler Dislokation in tiefer Narkose, wie unter 2.2.2 

bereits beschrieben. Die entnommenen Hirne wurden auf eine gekühlte und RNase freie 

Matrix gelegt. Für die Quantifizierung der jeweiligen Zielprotein-mRNA wurde der 

traumatisierte rechte obere und der kontralaterale linke untere Quadrant à 60 mg präpariert. 

Zunächst wurde ein 4 mm breites Maushirnpräparat durch zwei koronare Schnitte mit einer 

Rasierklinge hergestellt. Die koronaren Schnittebenen waren rostral und kaudal der 

Traumaläsion bzw. bei nativen Hirnen im entsprechendem Areal über dem Parietallappen. 

Der sagittale Schnitt erfolgte entlang der Fissura longitudinalis cerebri. Die transversale 

Schnittebene lag unterhalb des Nekroseareals, so dass der kontralaterale untere Quadrant 

sicher nekrosefrei war. Nach beschriebenem Protokoll wurde aus den Hirnpräparaten 

zunächst die RNA isoliert und dann cDNA synthetisiert. 
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2.4.2 Real-Time-PCR 

Für die quantitative Analyse von AQP1, 4, und 9 auf mRNA bzw. cDNA Ebene wurde das 

Verfahren der Real-Time-PCR angewendet. Dafür wurde der LightCycler® 1.5 verwendet 

(Roche, Heidelberg, Deutschland). Zur Datenanalyse wurde die LightCycler® Software 

eingesetzt (Version 3.5, Roche, Heidelberg, Deutschland). Zunächst wurden die ermittelten 

zielgenspezifischen Annealing Temperaturen durch Schmelzkurvenanalyse an den 

LightCycler® 1.5 adaptiert. Die optimalen Annealing Temperaturen waren für ß-Aktin und 

AQP1 57°C, für AQP4 61°C und für AQP9 59°C. Für jedes Zielgen und für ß-Aktin wurde 

eine Standardkurve erstellt und eine externe Standardkonzentration ermittelt. Um AQP1, 4 

und 9 cDNA jeweils im ipsilateralen/traumatisierten oberen und kontralateralen unteren 

Quadranten zu quantifizieren, wurden mindestens zwei PCR-Läufe pro Zielprotein und Probe 

nach PCR Protokoll durchgeführt. Bei jedem PCR-Lauf wurde neben den Gewebeproben, 

ein sogenannter Standard des Zielgens mit bekannter Konzentration und Wasser als 

Negativkontrolle mitgeführt. Entsprechend dem Roche-Protokoll wurden die Proben 

pipettiert: 1 µl cDNA, 1 µl Primer-Mix, 2 µl Roche-Mix und 6 µl sterilisiertes und destilliertes 

Roche-Wasser. Dabei wurde für den Primer-Mix 90 µl H2O, je 5 µl Vorwärts- und 

Rückwärtsprimer angesetzt. Die PCR-Reaktion wurde jeweils durch den sogenannten 

Hotstart für 10 Minuten bei 95°C begonnen. Es wurden anschließend 40 Zyklen zur cDNA 

Amplifikation, entsprechend der in Tabelle 6 dargestellten Schritten, durchlaufen. 

1. Hotstart 10 Minuten 95°C 

2. Denaturierung 5 Sekunden 95°C 

3. Annealing ß-Actin, AQP1, AQP4, AQP9 10 Sekunden 57°C, 57°C, 61°C, 59°C 

4. Elongation 15 Sekunden 72°C 

5. Abkühlung 30 Sekunden 40°C 

40 Zyklen: Schritt 2.-4. 

Tabelle 6: Protokoll der quantitativen Real-Time-PCR mit dem LightCycler
®
 

2.4.3 Housekeeping-Gen 

ß-Aktin wurde als Housekeeping-Gen (HKG) gewählt. ß-Aktin war geeignet, da es nach 

Controlled Cortical Impact bereits etabliert war (Thal et al., 2008). In unserer Reevaluation 

wurde ß-Aktin ebenfalls 6 und 24 Stunden nach CCI nicht signifikant hoch reguliert. Die 

quantifizierte Zielgen cDNA wurde jeweils auf die ß-Aktin cDNA nach der Standardkurven-

Methode korrigiert, um Schwankungen in den Gewebeproben auszugleichen (Hunt, 2010) 

(Formel 2).  
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Formel 2: Korrektur des Zielproteins auf das Housekeeing-Gen 

2.4.4 Standardkurve 

Die Erstellung einer Standardkurve für jedes Zielprotein und das HKG erlaubt eine relative 

cDNA-Quantifizierung. Als externer Standard wurde diejenige Konzentration nahe der 

erwarteten Zielgen-Konzentration gewählt. Zur Erstellung der Standardkurven für jedes 

Zielprotein und HKG wurde eine Verdünnungsreihe von 107 bis 100 erstellt. Das initiale 

Amplifikat entstammte der qualitativen PCR. Für die Verdünnung wurde 0,5 µl Amplifikat in 

50 µl H2O pipettiert. Für jede weitere Verdünnung wurden jeweils 5 µl der vorhergehenden 

Verdünnung in 45 µl H2O pipettiert. Die Standardkurve für jedes Zielgen und HKG wurde mit 

der quantitativen RT-PCR ermittelt. Um mögliche Pipettierfehler sowie Verunreinigung zu 

detektieren, wurden pro Verdünnung je 2 Proben sowie Wasser als Negativkontrolle in jedem 

PCR-Lauf mitgeführt. Für jede Standardkurve wurde ein Fehler e < 0,2 (Quadrat der Fehler 

vom Mittelwert der Einzelwerte) als akzeptabel betrachtet. 

2.4.5 Quantifizierung mit externem Standard 

Zur relativen cDNA-Quantifizierung pro Probe wurde in jedem PCR-Lauf ein externer 

Standard mit bekannter Konzentration mitgeführt. Für ß-Aktin und AQP1 wurde eine 

Standardkonzentration von 103, für AQP4 und AQP9 von 104 verwendet. 

2.4.6 Experimentelle Gruppen 

Um die mRNA Expression von AQP1, 4 und 9 zu quantifizieren, wurden C57/BL6 (n=10) und 

V1a
-/- Mäuse (n=11) verwendet. Die Hirnentnahme erfolgte von unbehandelten (nativen) 

Mäusen sowie 24 Stunden nach CCI von C57/BL6 und V1a
-/- Mäusen. C57/BL6 Maushirne 

wurden auch 6 Stunden nach CCI untersucht. 

2.5 Quantifizierung von Aquaporin 1 und 4 auf Proteinebene 

Um AQP1 und AQP4 auf Proteinebene zu lokalisieren und zu quantifizieren, wurden 

koronare Maushirn-Paraffinschnitte hergestellt und in unserem Kooperationslabor in 

Lausanne, Schweiz bzw. später in Loma Linda, Kalifornien, USA, unter Leitung von Prof. J. 

Badaut ausgewertet. Unser, auf diesem Gebiet weltweit führendes, Kooperationslabor 

konnte bisher noch keinen spezifischer Antikörper für AQP9 entwickeln, so dass die 

Ergebnisse für AQP9 noch ausstehen. 

Verhältnis Zielgenexpression korrigiert auf Housekeeping-Genexpression (in %) 

= (Zielgenexpression (cDNA) pro Zeitpunkt / Housekeeping-Genexpression 

(cDNA) pro Zeitpunkt) x 100% 
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2.5.1 Maushirnpräparation nach Paraformaldehyd Perfusion 

Die Maushirnpräparation wurde nach etabliertem Perfusionsprotokoll zur Herstellung von 

Paraffinschnitten durchgeführt. 3 Minuten nach intraperitonealer Injektion von 0,4 ml 

Chloralhydrat (3,6%) waren die Mäuse tief narkotisiert, so dass die linke Herzkammer 

präpariert werden konnte. Dafür wurde eine Oberbauchquerlaparotomie entlang der unteren 

Thoraxapertur durchgeführt. Das Diaphragma wurde ventral und lateral von den Rippen 

abgetrennt, die Brusthöhle eröffnet und das Xyphoid mit einer sogenannten „3. Hand” fixiert. 

Der linke Ventrikel wurde mit einer Venenverweilkanüle (25 G) punktiert, mit einem 

Nadelhalter fixiert und das rechte Atrium eröffnet. Das Gesamtblutvolumen von ungefähr 

2 ml wurde durch langsame, manuelle Perfusion von 20 ml isotoner Kochsalzlösung über 

den linken Ventrikel bis zur Entfärbung der Leber ausgespült. Die hellgelbe und entfärbte 

Leber diente als Hinweis auf die systemische Blutleere. Nun wurden 30-40 ml 

Paraformaldehyd (PFA 4%, pH=7,4) über einen Perfusor perfundiert. Die Hirnentnahme 

erfolgte nach oben beschriebenem Prinzip. Die Maushirne wurden 24 Stunden in 4%igem 

PFA im Kühlschrank inkubiert. Anschließend wurden die Hirne in Einbettkassetten eine 

Stunde fließend gewässert und bis zur Paraffineinbettung in 70%igem Ethanol im 

Kühlschrank gelagert. 

2.5.2 Herstellung der Paraffinschnitte 

Um die Maushirn-Paraffinschnitte herzustellen, wurde gemäß Mausatlas (Paxinos, 2001) 

1,8 mm nach dem Bregma begonnen (siehe Anhang Paraffinschnitt-Protokoll 8.5). Pro 

Maushirn wurden 110 Paraffinschnitte in 11 Ebenen mit je 10 Kopien in einem Abstand von 

500 µm pro Ebene angefertigt. Die Schnittdicke betrug 4 µm. 

2.5.3 Immunhistochemie 

AQP1 und AQP4 wurde jeweils sowohl in unbehandelten (nativen) Wildtyp und V1a-Rezeptor 

knock-out Mäusen als auch im zeitlichen Verlauf nach CCI immunhistochemisch lokalisiert 

und quantifiziert. Um methodische Fehler in Zusammenhang mit Sekundärantikörpern zu 

minimieren, wurden zwei Verfahren, Infrarot-Scan und die Fluorchrome-Methode, zur 

Detektion der Zielproteine eingesetzt. 

2.5.3.1 Infrarot-Scan 

Für den immunhistochemischen Nachweis mit Infrarot-Scan wurden aufgereinigte, 

kommerziell erhältliche, polyklonale Kaninchen-Antikörper für AQP1 und AQP4 (Chemicon 

International, Temecula, Kalifornien, USA) sowie monoklonale Maus-Antikörper für GFAP 

(Glial fibrillary Acidic Protein) und NeuN (Neuronal Nuclei) (Chemicon International, 

Temecula, Kalifornien, USA) verwendet. GFAP ist ein Intermediärfilament im Zytoplasma von 

Gliazellen. NeuN ist ein Neuronen spezifisches Zellkernprotein. Die verwendeten Antikörper, 

anti-GFAP bzw. anti-NeuN, dienten dem Astrozyten- bzw. Neuronenkernnachweis. 
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Die Maushirn-Paraffinschnitte wurden für die Antigengewinnung mit 0,1 molarer Citrat-Puffer-

Lösung behandelt und 10 Minuten gekocht. Die Präparate wurden anschließend mit einer 

Phosphat-Salz-Pufferlösung (PBS, Phosphate Buffer Saline) mit Zusatz von 0,1% Triton X-

100 und 0,3% Rinder-Serum-Albumin behandelt. Durch die Behandlung mit PBS wird eine 

bessere Haltbarkeit erreicht. Triton X-100 löst die Membranproteine AQP1 und AQP4 in ihrer 

nativen Konformation aus der Zellmembran. Rinder-Serum-Albumin verhindert unspezifische 

Antikörperbindung an der Membran und verringert so die Hintergrundsignale. Nach 

Inkubation wurde für 3 x 10 Minuten mit PBS gewaschen. Für die immunhistochemische 

Färbung wurden die Maushirn-Paraffinschnitte über Nacht bei 4°C mit anti-AQP1 (1:100), 

anti-AQP4 (1:200), anti-GFAP (1:400) und anti-NeuN (1:500) inkubiert, ausgewaschen und 

danach bei Raumtemperatur für 2 Stunden mit Sekundärantikörpern behandelt (Molecular 

Probes®, InvitrogenTM, 1:500). Die Infrarot-Immunfluoreszenz-Färbung wurde für AQP1, 

AQP4 und GFAP mit Kaninchen Sekundärantikörpern mit einer Wellenlänge von 680 nm 

(1:1000, Molecular Probes®, InvitrogenTM) bzw. 800 nm (1:1000, Roche) durchgeführt. Mit 

Infrarot-Scanner (Odyssey® Infrared Imaging System, LI-COR, Biosciences, Deutschland) 

wurde das Fluoreszenz-Signal auf dem Maushirnschnitt lokalisiert und quantifiziert. Das 

Fluoreszenz-Signal bzw. die Immunreaktivität von AQP1 und AQP4 wurde jeweils im ipsi- 

und kontralateralen Kortex bestimmt. 

2.5.3.2 Epifluoreszenzmikroskopie 

Für die klassische Fluorchrome-Methode mit konventionellem Einsatz der 

Epifluoreszenzmikroskopie wurden Alexa-Fluor-594 nm gekoppelte Kaninchen Sekundär-

antikörper (Molecular Probes®, InvitrogenTM, 1:500) und Alexa-Fluor-468 nm gekoppelte 

Maus Sekundärantikörper (Molecular Probes®, InvitrogenTM, 1:500) verwendet. Ziel war es, 

mit anti-AQP1, anti-AQP4, anti-GFAP und anti-NeuN, AQP1 und AQP4 in höherer Auflösung 

zu lokalisieren. Die Maushirn-Paraffinschnitte wurden mit Vectashield Medium (Vector 

laboratories, Burlingame, CA) und DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol) behandelt. DAPI 

diente als Zellkernnachweis durch blau fluoreszierende Bindung an die DNA. Mit einem 

Epifluoreszenzmikroskop (Olympus, Europa) wurde die Immunfluoreszenz in höherer 

Auflösung dargestellt und fotografisch dokumentiert. 

2.5.3.3 Positiv- und Negativkontrolle 

Für die immunhistochemischen Untersuchungen wurden Positiv- und Negativkontrollen 

hergestellt und einem Infrarot-Scan unterzogen. Um AQP1 und AQP4 zu lokalisieren, 

wurden die Präparate, wie unter 2.5.3.1 beschrieben, mit Primär- und rot fluoreszierenden 

Sekundärantikörpern behandelt. Als neuronaler Marker diente der grün fluoreszierende 

neuronenspezifische Marker NeuN (Neuronal Nuclei). Gliazellen wurden durch Fluoreszenz-

markiertes anti-GFAP (Glial fibrillary Acid Protein) nachgewiesen. Letzteres bindet an 
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zytoplasmatisches Intermediärfilament von Gliazellen. Der Zellkernnachweis wurde durch 

blau fluoreszierende Bindung an die DNA mit DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol) erreicht. 

Zur Herstellung der immunhistochemischen Negativkontrolle wurde das Präparat nicht mit 

dem Primärantikörper behandelt. Dadurch fehlten die Bindungsstellen für die Fluoreszenz-

markierten Sekundärantikörper, sodass kein Fluoreszenzsignal erwartet wurde. Die 

Negativkontrolle diente dem Ausschluss unspezifischer Bindung der Sekundärantikörper. 

2.5.4 Experimentelle Gruppen 

Für die Versuche wurden 8 Wochen alte C57/BL6 und V1a-Rezeptor knock-out Mäuse 

verwendet. Die Hirnentnahme erfolgte von unbehandelten Tieren und 15 Minuten, 1, 3, 12 

und 24 Stunden nach CCI mit einer maximalen Gruppengröße von n=5.  
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2.6 Statistische Analyse 

Die statistischen Analysen wurden computergestützt durchgeführt (SigmaStat 2.0, Jandel 

Scientific, Erkrath, Deutschland). Alle Daten werden als Mittelwert (MW) ± Standardfehler 

(SEM) angegeben. Die maximale Gruppengröße betrug 11 Tiere, sodass für die statistische 

Analyse von nicht normalverteilten Daten ausgegangen wurde. 

2.6.1 Neuroprotektive Effekte im V1a-Rezeptor knock-out Modell 

Für die statistische Auswertung des unverbundenen Gruppenvergleiches zu verschiedenen 

Zeitpunkten wurde zunächst die univariate Varianzanalyse (ANOVA on ranks), gefolgt vom 

Student-Newman-Keuls Test (SNK) als post-hoc-Analyse, verwendet (SigmaStat 2.0, Jandel 

Scientific, Erkrath, Deutschland). Follow-up Untersuchungen im zeitlichen Verlauf, wie die 

Untersuchung der physiologischen Parameter, die Gewichtsänderung und der Neuroscore, 

wurden durch zweifaktorielle Varianzanalyse für wiederholte Messungen (Two Way ANOVA 

for Repeated Measures), gefolgt vom SNK statistisch analysiert. Unterschiede zwischen den 

Stichproben wurden ab einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 für die Ablehnung der 

Nullhypothese als signifikant betrachtet. 

2.6.2 Quantifizierung von Aquaporin 1, 4 und 9 auf mRNA Ebene 

Der unverbundene Gruppenvergleich wurde statistisch mit univariater Varianzanalyse 

(ANOVA on ranks) ausgewertet. Zur Analyse der einzelnen Gruppen untereinander wurde 

ein Rangsummentest durchgeführt (Rank Sum Test, SigmaStat 2.0; Jandel Scientific, 

Erkrath, Deutschland). Unterschiede zwischen den Stichproben wurden ab einer 

Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 für die Ablehnung der Nullhypothese als signifikant 

betrachtet. 

2.6.3 Quantifizierung von Aquaporin 1, 4 und 9 auf Proteinebene 

Für die statistische Auswertung wurde zunächst die univariate Varianzanalyse (ANOVA on 

ranks) gefolgt vom Dunn´s Test eingesetzt (SigmaStat 2.0; Jandel Scientific, Erkrath, 

Deutschland). Unterschiede zwischen den Stichproben wurden ab einer 

Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 für die Ablehnung der Nullhypothese als signifikant 

betrachtet. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Neuroprotektive Effekte im V1a-Rezeptor knock-out Modell 

3.1.1 Physiologische Parameter 

Die physiologischen Parameter mittlerer arterieller Druck (MAP), intrakranieller Druck (ICP) 

und zerebrale Durchblutung (CBF) waren bei den Wildtyp und V1a-Rezeptor knock-out 

Mäusen 3 Minuten vor und bis 30 Minuten nach CCI ohne signifikanten Unterschied. Der 

MAP und die kontralateral gemessene zerebrale Durchblutung fielen posttraumatisch in 

beiden Gruppen ab. Der ICP stieg posttraumatisch in beiden Gruppen an (Abbildung 11 bis 

Abbildung 13). 

 

Abbildung 11: Mittlerer arterieller Druck (MAP) 

Der MAP unterschied sich im zeitlichen Verlauf 10 Minuten vor und bis 30 Minuten nach CCI nicht signifikant 

zwischen C57/BL6 und V1a-Rezeptor knock-out Mäusen. 
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Abbildung 12: Intrakranieller Druck (ICP) 

Der ICP unterschied sich im zeitlichen Verlauf 3 Minuten vor und bis 30 Minuten nach CCI nicht signifikant 

zwischen C57/BL6 und V1a-Rezeptor knock-out Mäusen. 

 

Abbildung 13: Zerebrale Durchblutung (CBF) 

Die kontralateral gemessene, zerebrale Durchblutung unterschied sich im zeitlichen Verlauf 10 Minuten vor und 

bis 30 Minuten nach CCI nicht signifikant zwischen den C57/BL6 und V1a-Rezeptor knock-out Mäusen. 

3.1.2 Hirnwassergehalt 

Der Gesamthirnwassergehalt von unbehandelten Wildtyp und V1a-Rezeptor knock-out 

Mäusen unterschied sich nicht und betrug 77,96 ± 0,13% bzw. 78,16 ± 0,13%. 24 Stunden 

nach CCI stieg der Hirnwassergehalt in der traumatisierten Hemisphäre signifikant auf 

80,56 ± 0,24% bei den Wildtyp Mäusen (p < 0,001) und 79,82 ± 0,33% bei den V1a-Rezeptor 

knock-out Mäusen (p < 0.001) im Vergleich zum Ausgangswert an. Dieser Anstieg des 
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Hirnwassergehaltes und damit die posttraumatische Hirnödembildung war bei den V1a-

Rezeptor-defizienten Mäusen signifikant um 29% gegenüber den Wildtyp Mäusen reduziert 

(p=0.026). In beiden Gruppen änderte sich der Hirnwassergehalt der kontralateralen 

Hemisphäre 24 Stunden nach CCI nicht (Abbildung 14). 

 

Abbildung 14: Hirnwassergehalt 

Unbehandelte Wildtyp und V1a-Rezeptor knock-out Mäuse unterschieden sich nicht signifikant in ihrem 

Hirnwassergehalt (gestrichelte Linie). 24 Stunden nach CCI stieg in beiden Gruppen der Hirnwassergehalt als 

Zeichen der Hirnödembildung in der traumatisierten Hemisphäre signifikant an. Diese posttraumatische 

Hirnödembildung war bei den V1a-Rezeptor knock-out Mäusen um 29% signifikant gegenüber den Wildtyp 

Mäusen geringer (p=0,026). 

3.1.3 Sekundäres Nekrosewachstum 24 Stunden und 7 Tage nach CCI 

Das primäre Kontusionsvolumen unmittelbar nach dem Trauma betrug 21,14 ± 0,63 mm³. 

24 Stunden nach CCI war das sekundäre Nekrosevolumen mit 45,12 ± 1,54 mm³ (p < 0,001) 

bei den Wildtyp Mäusen und 38,22 ± 1,73 mm³ (p < 0,001) bei den V1a-Rezeptor knock-out 

Mäusen signifikant im Vergleich zur Primärkontusion erhöht. Das sekundäre 

Nekrosewachstum war bei den V1a-Rezeptor-defizienten Mäusen um 29% gegenüber den 

Wildtyp Mäusen geringer (p<0.05). Sieben Tage nach experimentellem Trauma war das 

sekundäre Nekrosevolumen sowohl bei den V1a
-/- Mäusen (12,1 ± 0,52 mm³) als auch bei 

den Wildtyp Mäusen (13,14 ± 0,56 mm³) reduziert (Abbildung 15). 
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Abbildung 15: Sekundäres Nekrosewachstum 

Das primäre Kontusionsvolumen wurde 15 Minuten nach CCI mit 21 mm
3
 ermittelt (links und gestrichelte Linie). 

24 Stunden nach CCI war das sekundäre Nekrosewachstum bei den V1a-Rezeptor knock-out gegenüber den 

Wildtyp Mäusen um 29% signifikant reduziert (p < 0,05). 7 Tage nach CCI war das Nekrosevolumen durch 

Schrumpfung und Abräumprozesse in beiden Gruppen deutlich reduziert und war daher nur eingeschränkt 

beurteilbar. 

3.1.4 Gewichtsänderung 

Das Ausgangsgewicht der Wildtyp und V1a-Rezeptor knock-out Mäuse unterschied sich 

nicht. Beide Tiergruppen erlitten einen posttraumatischen Gewichtsverlust. Der 

Gewichtsverlust der V1a-Rezeptor knock-out Mäuse war an Tag 2, 3, 4, 5, und 6 Tag nach 

CCI signifikant geringer als bei den Wildtyp Mäusen (p < 0,05). V1a-Rezeptor-defiziente 

Mäuse waren nur an Tag 1, 2 und 3 nach CCI signifikant leichter im Vergleich zum 

Ausgangswert an Tag 0 (p < 0,001). Während sich die V1a-Rezeptor knock-out Mäuse bereits 

am vierten posttraumatischen Tag hinsichtlich ihres Gewichtsverlustes erholten, blieben die 

Wildtyp Mäuse bis zum geplanten Versuchsende an Tag 7 signifikant leichter im Vergleich zu 

ihrem Ausgangsgewicht (p=0,002) (Abbildung 16). 
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Abbildung 16: Gewichtsänderung als Parameter des Allgemeinzustandes 

Wildtyp und V1a-Rezeptor knock-out Mäuse hatten das gleiche Ausgangsgewicht. Die V1a-Rezeptor Defizienz 

resultierte in einem signifikant geringeren Gewichtsverlust an Tag 2, 3, 4, 5 und 6 nach CCI (p < 0,05). Die V1a-

Rezeptor knock-out Mäuse erholten sich bereits an Tag 4 hinsichtlich ihres Gewichtsverlustes von dem Trauma. 

Dagegen blieben die Wildtyp Mäuse bis zum geplanten Versuchsende an Tag 7 signifikant leichter im Vergleich 

zu ihrem Ausgangsgewicht (p=0,002). 

3.1.5 Neurologische Funktion 

Die neurologische Funktion der Wildtyp und V1a-Rezeptor knock-out Mäuse war mit einem 

initialen Neurological Severity Score (NSS) von 0 - 1.5 vor dem Trauma gleich. Die V1a-

Rezeptor-defizienten Mäuse zeigten über den posttraumatischen Beobachtungszeitraum von 

7 Tagen einen signifikant besseren NSS (3,2 ± 0,8) gegenüber den Wildtyp Mäusen 

(7,0 ± 1,4) (p<0,005). Die neurologische Funktion der V1a-Rezeptor knock-out Mäuse war an 

Tag 1 (p=0,017), Tag 2 (p=0,004), Tag 5, 6 und 7 (p < 0,001) im Vergleich zu den Wildtyp 

Mäusen signifikant besser. 7 Tage nach CCI blieb die neurologische Funktion der Wildtyp 

Mäuse sowohl im Vergleich zu ihrem eigenen Ausgangswert (p=0,002) als auch im Vergleich 

zu den V1a-Rezeptor knock-out Mäusen (p < 0,05) signifikant schlechter. Dagegen hatten 

sich die V1a
-/- Mäuse bereits an Tag 4 von ihrem Trauma erholt und zeigten keinen 

Unterschied in der neurologische Funktion im Vergleich zur Ausgangsuntersuchung 

(Abbildung 17). 

Zeit (in Tagen vor und nach Trauma)

0 1 2 3 4 5 6 7

G
e

w
ic

h
ts

ä
n

d
e

ru
n

g
 (

in
 %

 v
o

m
 A

u
s

g
a

n
g

s
w

e
rt

)

0

80

85

90

95

100

105

MW +/- SEM

*   p < 0,05 vs. Wildtyp

#   p=0,002 vs. Tag 0

Wildtyp (n=7)

V
1a

-/- 
     (n=7)

#
*

*

*
*

*



 

- 40 - 

 

Abbildung 17: Neurologische Funktion 

Die neurologische Funktion wurde mit dem Neurological Severity Score (NSS) von 0 bis 19 Punkten gemessen. 

0 Punkte wurden für die beste, 19 Punkte für die schlechteste neurologische Funktion vergeben. Beide Gruppen 

unterschieden sich nicht in ihrer Ausgangsfunktion. Wildtyp Mäuse hatten eine signifikant schlechtere 

neurologische Funktion an Tag 1, 2, 5, 6 und 7 nach CCI im Vergleich zu den V1a-Rezeptor-defizienten Mäusen 

(p < 0,05). V1a
-/-

 Mäuse erholten sich hinsichtlich ihrer neurologischen Funktion am 4. posttraumatischen Tag. 

Wildtyp Mäuse zeigten bis zum geplanten Versuchsende an Tag 7 einen signifikant schlechteren NSS sowohl 

gegenüber ihrem eigenen Ausgangswert (p=0,002) als auch gegenüber den V1a-Rezeptor knock Mäusen 

(p < 0,05). 

3.1.6 Mortalität 

Alle Wildtyp und V1a-Rezeptor knock-out Mäuse überlebten bis zum geplanten Versuchsende 

7 Tage nach Controlled Cortical Impact. 

3.2 Analytik 

3.2.1 Nachweis spezifischer Primer-Hybridisierung für Aquaporin 1, 4 und 9 

Die entwickelten AQP1, AQP4 und AQP9 Primer zeigten die erwarteten Banden mit einer 

Produktlänge von 222 Basenpaaren (bp) für AQP1, 144 bp für AQP4 und 194 bp für AQP9. 

Die Negativkontrolle wies jeweils keine Verunreinigung der Proben nach. Der Marker zeigte 

Banden im Abstand von je 100 bp mit intensivster Färbung bei einer Produktlänge von 

500 bp (Abbildung 18, links). Der AQP1 Primer war spezifisch in Leber, Pankreas, Niere und 

Maushirn (C57/BL6). AQP4 und 9 wurden in Leber, Niere und Hirngewebe nachgewiesen. 

Die AQP4 und 9 Primer banden, mit Ausnahme von AQP4 im Lebergewebe, spezifisch. Die 

entwickelten AQP1, 4 und 9 Primer banden im Maushirn spezifisch (Abbildung 18). 
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Abbildung 18: Nachweis der spezifischen Primer-Hybridisierung - Ergebnis der Gelelektrophorese 

Die entwickelten AQP1, 4 und 9 Primer banden im Maushirn spezifisch. AQP1 wurde in Leber, Pankreas, Niere 

und Gehirn mit der erwarteten Produktlänge von 222 Basenpaaren (bp) nachgewiesen. AQP4 zeigte in Niere und 

Gehirn die erwartete Produktlänge von 144 bp. Der AQP4 Primer zeigte im Lebergewebe eine zweite Bande mit 

500-600 bp und damit ca. 4-facher Länge. Grund dafür könnte eine erhöhte und unterschiedliche Enzymaktivität 

in der hochmetabolisch aktiven Leber, eine doppelte Primer Dimer Bildung oder die, in der elektronischen PCR 

theoretisch erwartete, jedoch dort nicht beobachtete Produktlänge von 580 bp sein. AQP9 war mit 194 bp in 

Leber, Niere und Gehirn spezifisch. Als Negativkontrolle wurde jeweils Wasser verwendet. Um die erwartete 

Produktlänge zu überprüfen, wurde ein Marker mit 100 bis 1.000 bp verwendet (links). 

Der entwickelte AQP4 Primer zeigte nach elektronischer reversen PCR einen spezifischen 

Treffer mit einer Ziellänge von 144 bp. Zusätzlich wurde auch eine Produktlänge von 580 bp, 

jedoch ohne tatsächliches Produkt, theoretisch erwartet (Abbildung 19). 
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Abbildung 19: Elektronische reverse PCR für AQP4 (Screenshot) 

Für den entwickelten AQP4 Primer ergab die elektronische reverse PCR einen Treffer mit beobachteter Ziellänge 

von 144 bp (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/e-pcr/). Die hier aufgeführte erwartete Produktlänge von 580 bp 

entspricht möglicherweise der gefundenen zweiten Bande im Lebergewebe (siehe Abbildung 18). 

3.2.2 Aquaporin 1, 4 und 9 Primer – Annealing Temperatur 

Für den AQP1 und 9 Primer war 57°C und für den AQP4 Primer 64°C die optimale Annealing 

Temperatur in der qualitativen PCR. Durch optimierte Schmelzkurvenanalyse wurden die 

Annealing Temperaturen für die quantitative Real-Time-PCR mit dem LightCycler® 1.5 (Firma 

Roche, Heidelberg, Deutschland) für die ß-Aktin und AQP1 Primer bei 57°C belassen, für 

den AQP4 Primer auf 61°C und für den AQP9 Primer auf 59°C korrigiert. 

3.3 Quantifizierung von Aquaporin 1, 4 und 9 auf mRNA Ebene 

3.3.1 Proteinspezifische Standardkurven und Standardkonzentrationen 

Die optimale Standardkonzentrationen waren für ß-Aktin 103 (Error: e=0,0259), für AQP1 105 

(e=0,00671), für AQP4 105 (e=0,0173) und für AQP9 104 (e=0,0361). Wie bereits oben 

erwähnt, wurde ein Fehler  e < 0,2 akzeptiert. In Abbildung 20 ist die AQP1 Standardkurve 

exemplarisch dargestellt. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/e-pcr/
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Abbildung 20: Standardkurve für AQP1 

AQP1 Standardkurve mit parallelem Kurvenverlauf (links oben) und einem Fehler e=0,00671 (links unten) als 

Voraussetzung für die relative Quantifizierung der mRNA Expression. Für AQP1 wurde als Standard eine 

Verdünnung von 10
5 
gewählt (rechts). 

3.3.2 Housekeeping-Gen 

Die ß-Aktin mRNA Expression war bei den unbehandelten Wildtyp und V1a-Rezeptor knock-

out Mäusen sowie 24 Stunden nach CCI ohne signifikanten Unterschied (p=0,298). ß-Aktin 

war daher in dem verwendeten Modell als Housekeeping-Gen geeignet. 

3.3.3 Relative Quantifizierung – Korrektur auf das Housekeeping-Gen 

Jede Zielgen cDNA Expression wurde auf ß-Aktin als Housekeeping-Gen nach der 

Standardkurven-Methode, wie in Abschnitt 2.4.3 erläutert, korrigiert. 

3.3.3.1 Aquaporin 1 

Die AQP1 mRNA Expression unterschied sich nicht zwischen den unbehandelten Wildtyp 

und V1a-Rezeptor knock-out Mäusen. Die AQP1 mRNA Expression war 24 Stunden nach 

Controlled Cortical Impact bei den Wildtyp Mäusen signifikant auf das Vierfache 

hochreguliert (p=0,031). Dieser Effekt wurde durch den V1a-Rezeptor knock-out unterdrückt 

(Abbildung 21). 
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Abbildung 21: AQP1 mRNA Expression bei Wildtyp und V1a-Rezeptor knock-out Mäusen 

Unbehandelte Wildtyp und V1a-Rezeptor knock-out Mäuse unterschieden sich nicht signifikant in ihrer AQP1 

mRNA Expression. 24 Stunden nach CCI war die AQP1 mRNA Expression auf die vierfache Menge bei den 

Wildtyp Mäusen hochreguliert (p=0,031). Die genetische Deletion des V1a-Rezeptors unterdrückte diesen Effekt. 

3.3.3.2 Aquaporin 4 

Unbehandelte Wildtyp und V1a-Rezeptor knock-out Mäuse unterschieden sich nicht 

signifikant in ihrem AQP4 mRNA Gehalt. AQP4 wurde im zeitlichen Verlauf über 6 und 24 

Stunden nach CCI im Wildtyp auf mRNA Ebene nicht reguliert. 24 Stunden nach CCI war die 

AQP4 mRNA Expression bei den V1a-Rezeptor knock-out Mäusen signifikant niedriger im 

Vergleich zu unbehandelten Wildtyp Mäusen (p=0,022) (Abbildung 22). 
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Abbildung 22: AQP4 mRNA bei Wildtyp und V1a-Rezeptor knock-out Mäusen 

AQP4 mRNA wird im posttraumatischen Verlauf 6 und 24 Stunden nach CCI konstitutiv im Wildtyp exprimiert. Die 

AQP4 mRNA wurde 24 Stunden nach CCI V1a-Rezeptor-abhängig im Vergleich zu unbehandelten Wildtyp 

Mäusen runterreguliert (p=0,022). 

3.3.3.3 Aquaporin 9 

Unbehandelte Wildtyp und V1a-Rezeptor knock-out Mäuse unterschieden sich nicht 

signifikant in ihrer AQP9 mRNA GExpression. Die AQP9 mRNA wurde bis 24 Stunden nach 

CCI sowohl bei den Wildtyp als auch bei den V1a
-/- knock-out Mäusen nicht reguliert 

(Abbildung 23). 

 

Abbildung 23: AQP9 mRNA bei Wildtyp und V1a-Rezeptor knock-out Mäusen 

Unbehandelte Wildtyp und V1a-Rezeptor knock-out Mäuse unterschieden sich nicht in ihrer AQP9 mRNA 

Expression. 24 Stunden nach CCI war die AQP9 mRNA Expression in beiden Tiergruppen ohne signifikanten 

Unterschied. 
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3.4 Lokalisation und Quantifizierung von Aquaporin 1 und 4 auf Proteinebene 

3.4.1 Immunhistochemische Analyse – Lokalisation von AQP1 und AQP4 

3.4.1.1 Positiv- und Negativkontrolle 

Mit dem Infrarot-Scan wurde in niedriger Auflösung das unterschiedliche Expressionsmuster 

von AQP1 und AQP4 im gesunden, nicht-traumatisierten Maushirn nachgewiesen. AQP1 

wurde nicht nur auf dem Epithel des Plexus choroideus, sondern auch weit verbreitet auf 

Neuronen des Kortex, Hippocampus sowie auf neuronalen Fasersystemen, wie die Co-

Lokalisation mit dem neuronalen Marker, NeuN, verdeutlicht, exprimiert (Abbildung 24). 

 

Abbildung 24: AQP1 Expression im gesunden Maushirn - niedrige Auflösung (Positivkontrolle) 

AQP1 (rot fluoreszierend) wird nicht nur auf dem Epithel des Plexus choroideus (weiße Pfeile), sondern auch weit 

verbreitet auf Neuronen des Kortex, Hippocampus sowie entlang neuronaler Fasersysteme exprimiert (AQP1-IR, 

Immunreaktivität). Die Expression auf Neuronen wird durch die Co-Lokalisation mit dem neuronalen Marker, 

NeuN (grün fluoreszierend), sichtbar. 

AQP4 wurde kortikal und subkortikal auf Gliazellen nachgewiesen. Im Gegensatz zu AQP1 

wurde AQP4 nicht auf Neuronen nachgewiesen, wie die streng getrennte Expression von 

dem neuronalen Marker, NeuN, zeigt. AQP4 war weit verbreitet auf der Kortexoberfläche, im 

Bereich der Meningen, im Plexus choroideus, im Stratum radiatum des Hippocampus sowie 

subkortikal in der weißen Substanz lokalisiert (Abbildung 25). 
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Abbildung 25: AQP4 Expression im gesunden Maushirn - niedrige Auflösung (Positivkontrolle) 

AQP4 (rot fluoreszierend) wird kortikal und subkortikal auf Gliazellen exprimiert, wie die Rotfluoreszenz streng 

getrennt von dem neuronalen Marker, NeuN (grün fluoreszierend), zeigt. AQP4 wurde auf der Kortexoberfläche 

entlang der Meningen (weiße Pfeilspitze), dem Plexus choroideus, im Stratum radiatum des Hippocampus 

(weißer Pfeil) sowie subkortikal nachgewiesen (AQP4-IR, Immunreaktivität). 

Die immunhistochemische Negativkontrolle ergab keinen Hinweis auf unspezifische Bindung 

durch den verwendeten Sekundärantikörper (Abbildung 26). 

 

Abbildung 26: Immunhistochemische Negativkontrolle 

Die Negativkontrolle konnte unspezifische Bindungen der verwendeten Sekundärantikörper durch fehlendes 

Fluoreszenzsignal ausschließen. Das unbehandelte Maushirnpräparat wurde nicht mit Primärantikörpern 

behandelt, so dass den Sekundärantikörpern ihre Bindungsstellen fehlten. 
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3.4.1.2 Lokalisation von AQP1 und AQP4 im gesunden Maushirn 

Mit der Epifluoreszenzmikroskopie und Fluorchrome-Methode wurde AQP1 und 4 in höherer 

Auflösung nachgewiesen. Im gesunden Wildtyp Maushirngewebe wurde AQP1 auf kortikalen 

Neuronen und AQP4 auf Astrozyten nachgewiesen (Abbildung 27). 

 

Abbildung 27: AQP1 und AQP4 Expression im gesunden Maushirngewebe - hohe Auflösung 

Im gesunden Wildtyp Maushirngewebe wurde AQP1 auf kortikalen Neuronen (links) und AQP4 auf Astrozyten 

(rechts) nachgewiesen. 

3.4.1.3 Posttraumatische AQP1 und AQP4 Expression im Wildtyp 

Nach CCI wurde AQP1 auch auf kortikalen Neuronen (Abbildung 28) und AQP4 auch auf 

Astrozyten im Wildtyp nachgewiesen (Abbildung 29). 

 

Abbildung 28: Posttraumatische AQP1 Expression im Wildtyp Maushirn - hohe Auflösung 

Posttraumatisch wurde AQP1 (Mischfarbe Gelb) auch auf kortikalen Neuronen im Wildtyp exprimiert, wie die Co-

Lokalisation von AQP1, NeuN und DAPI positiven Zellen, letztere blau fluoreszierend, zeigt (merge, rechts unten). 
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Abbildung 29: Posttraumatische AQP4 Expression im Wildtyp Maushirn - hohe Auflösung 

Posttraumatisch wurde AQP4 (Mischfarbe Gelb) auch auf Astrozyten im Wildtyp exprimiert, wie die Co-

Lokalisation von AQP4 mit GFAP positiven Zellen in der Dreifachfärbung verdeutlicht (merge, rechts unten). 

 

Abbildung 30: AQP4 (rot) Expression im traumatisierten Kortex von Wildtyp Mäusen 

AQP1 Expression im zeitlichen Verlauf nach CCI im Wildtyp 

AQP1 positive Zellen wurden sowohl im ipsi- als auch kontralateralen Kortex auf Neuronen 

von Wildtyp Mäusen nachgewiesen. 15 Minuten nach CCI stieg die AQP1 Expression in 

beiden Hemisphären gegenüber unbehandelten Tieren signifikant auf das Dreifache an 

(p < 0,05). 24 Stunden nach CCI blieb die AQP1 Expression im kontralateralen Kortex 

unverändert erhöht (p < 0,05), während AQP1 im traumatisierten Kortex nahezu wieder den 

Ausgangswert erreichte (Abbildung 31 und Abbildung 32). 
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Abbildung 31: AQP1 Expression im Wildtyp 

AQP1 positive Neurone im ipsi- und kontralateralen Kortex von Wildtyp Mäusen. Untersucht wurden nicht 

traumatisierte Hirne (links) und der zeitliche Verlauf 15 Minuten (Mitte) und 24 Stunden nach CCI (rechts). 

 

Abbildung 32: Quantifizierung AQP1 positiver Zellen im Wildtyp 

AQP1 wurde 15 Minuten nach CCI in der ipsi- und kontralateralen Hemisphäre von Wildtyp Mäusen auf das ca. 

Dreifache hochreguliert (p < 0,05). 24 Stunden nach CCI entsprach die Anzahl der AQP1 positiven Neurone in 

der traumatisierten Hemisphäre wieder annähernd dem Ausgangsniveau. Dagegen blieb die AQP1 Expression in 

der kontralateralen Hemisphäre weiterhin dreifach erhöht (p < 0,05). 
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AQP4 Expression im zeitlichen Verlauf nach CCI im Wildtyp 

AQP4 positive perivaskuläre Astrozyten wurden sowohl im ipsi- als auch kontralateralen 

Kortex von Wildtyp Mäusen nachgewiesen. Das Expressionsmuster der ipsi- und 

kontralateralen Hemisphäre änderte sich vor und im zeitlichen Verlauf 15 Minuten und 24 

Stunden nach CCI nicht (Abbildung 33). 

 

Abbildung 33: AQP4 Expression im Wildtyp 

AQP4 wurde auf perivaskulären Astrozyten Endfüßchen in der ipsi- und kontralateralen Hemisphäre von Wildtyp 

Mäusen nachgewiesen. Die Expression von AQP4 in der ipsi- und kontralateralen Hemisphäre änderte sich im 

Vergleich zum Ausgangsniveau 15 Minuten und 24 Stunden nach CCI nicht. 
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3.4.1.4 Posttraumatische AQP1 Lokalisation im Wildtyp und V1a-Rezeptor knock-out 

Eine Stunde nach CCI war eine höhere AQP1 Expression auf kortikalen Neuronen von 

Wildtyp im Vergleich zu V1a-Rezeptor knock-out Mäusen nachweisbar. Der neuronale Marker 

NeuN blieb in beiden Gruppen unverändert (Abbildung 34). 

 

Abbildung 34: Posttraumatische AQP1 Expression auf kortikalen Neuronen in Wildtyp und V1a-Rezeptor 

knock-out Mäusen 

Die V1a-Rezeptor knock-out Mäuse (rechts oben) zeigten im Vergleich zu den Wildtyp Mäusen (links oben) eine 

reduzierte AQP1 Expression eine Stunde nach CCI. NeuN positive Zellen waren in beiden Gruppen unverändert 

(unten). 
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3.4.1.5 Posttraumatische AQP4 Lokalisation im Wildtyp und V1a-Rezeptor knock-out 

Eine Stunde nach CCI war eine höhere AQP4 Expression auf perivaskulären Astrozyten 

Endfüßchen von Wildtyp im Vergleich zu den V1a-Rezeptor knock-out Mäusen nachweisbar. 

Die Kontrollfärbung GFAP blieb in beiden Tiergruppen unverändert (Abbildung 35). 

 

Abbildung 35: Posttraumatische AQP4 Expression auf perivaskulären Astrozyten Endfüßchen in Wildtyp 

und V1a-Rezeptor knock-out Mäusen 

Die V1a-Rezeptor knock-out Mäuse (rechts oben) zeigten im Vergleich zu den Wildtyp Mäusen (links oben) eine 

reduzierte AQP4 Expression eine Stunde nach CCI. GFAP positive Zellen waren in beiden Gruppen unverändert 

(unten). 

3.4.2 Quantifizierung von AQP1 im Wildtyp und V1a-Rezeptor knock-out 

Die periläsionale und posttraumatische Quantifizierung von AQP1 war aufgrund der 

posttraumatischen Blutung (Abbildung 36) und der AQP1 Expression auf Erythrozyten nicht 

valide. Daher wurde AQP1 nur in der kontralateralen Hemisphäre quantifiziert. 
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Abbildung 36: Koronare Maushirnpräparate von Wildtyp und V1a-Rezeptor knock-out Mäusen 

Die periläsionale Blutung führte zu einer ausgeprägten periläsionalen AQP1 Immunreaktivität, da AQP1 auch auf 

Erythrozyten exprimiert wird. Eine valide zerebrale AQP1 Quantifizierung war daher nur in der kontralateralen 

Hemisphäre möglich. 

AQP1 wurde eine und 24 Stunden nach CCI in der kontralateralen Hemisphäre in den 

Wildtyp Mäusen hochreguliert. Diese Regulation war bei den V1a-Rezeptor knock-out 

Mäusen bis 24 Stunden nach CCI nicht nachweisbar und somit V1a-Rezeptor-abhängig. 

Beide Tiergruppen unterschieden sich signifikant bezüglich der AQP1 Expression über den 

untersuchten Zeitraum 1, 3, 12 und 24 Stunden nach CCI (p=0,008). Darüber hinaus konnte 

eine V1a-Rezeptor-abhängige Kurzzeit-Hochregulation von AQP1 eine Stunde nach CCI in 

der kontralateralen Hemisphäre nachgewiesen werden (p=0,019) (Abbildung 37). 

 

Abbildung 37: AQP1 Expression in Wildtyp und V1a-Rezeptor knock-out Mäusen (kontralateral) 

AQP1 wurde eine und 24 Stunden nach CCI in der kontralateralen Hemisphäre von Wildtyp Mäusen 

hochreguliert. Diese Hochregulation war bei den V1a
-/- 

Mäusen
 
bis 24 Stunden nach CCI nicht nachweisbar und 

somit V1a-Rezeptor-abhängig. Beide Tiergruppen unterschieden sich signifikant bezüglich der AQP1 Expression 

über den untersuchten Zeitraum 1, 3, 12 und 24 Stunden nach CCI (p=0,008). Darüber hinaus konnte eine V1a-

Rezeptor-abhängige Kurzzeit-Hochregulation von AQP1 eine Stunde nach CCI in der kontralateralen Hemisphäre 

nachgewiesen werden (p=0,019). 
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3.4.3 Quantifizierung von AQP4 im Wildtyp und V1a-Rezeptor knock-out 

In der traumatisierten Hemisphäre von Wildtyp Mäusen war die AQP4 Expression 1, 3 und 

12 Stunden nach CCI erhöht. Diese Regulation war in den V1a-Rezeptor knock-out 

Präparaten nicht nachweisbar. AQP4 war eine Stunde nach CCI in der traumatisierten 

Hemisphäre von Wildtyp Mäusen stärker als von V1a-Rezeptor knock-out Mäusen exprimiert 

(p=0,036). 24 Stunden nach CCI war AQP4 in der traumatisierten Hemisphäre von Wildtyp 

Mäusen signifikant geringer als eine Stunde nach dem Trauma nachzuweisen (p=0,008) 

(Abbildung 38, links). 

Kontralateral zum Trauma war die AQP4 Expression 1, 3 und 24 h nach CCI im Wildtyp im 

Vergleich zum Ausgangswert um ca. 25% erhöht. Diese Änderung war jedoch nicht 

signifikant. Bei den V1a-Rezeptor knock-out Mäusen änderte sich die AQP4 Expression 1, 3 

und 24 Stunden nach CCI dagegen nicht. 12 Stunden nach CCI war die AQP4 Expression 

kontralateral zum Trauma in beiden Tiergruppen, also V1a-Rezeptor unabhängig, um ca. 25% 

reduziert (Abbildung 38, rechts). 

 

Abbildung 38: AQP4 Expression in Wildtyp und V1a-Rezeptor knock-out Mäusen 

AQP4 wurde periläsional (links) 1, 3 und 12 Stunden nach CCI im Wildtyp hochreguliert. Eine Stunden nach CCI 

war die erhöhte AQP4 Expression V1a-Rezeptor-abhängig (p=0,036). 24 Stunden nach CCI war AQP4 in der 

traumatisierten Hemisphäre von Wildtyp Mäusen signifikant geringer als eine Stunde nach dem Trauma 

nachzuweisen (p=0,008). Kontralateral zum Trauma wurde AQP4 um ca. 25% nur in den Wildtyp Mäusen 1, 3 

und 24 Stunden nach CCI hochreguliert. Dieser Effekt war V1a-Rezeptor vermittelt. 
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4  Diskussion 

4.1 Diskussion der Methode 

4.1.1 Auswahl des experimentellen Trauma-Modells 

Die Untersuchung der Pathomechanismen von Schädel-Hirnverletzungen erfordert ein 

experimentelles Tiermodell, das die klinisch-morphologischen und -funktionellen 

Verletzungsfolgen möglichst genau wiederspiegelt (Lighthall et al., 1989). Aufgrund der 

Heterogenität der Verletzungsmuster ist es nahezu unmöglich, sämtliche Mechanismen in 

einem experimentellen Modell abzubilden. Alle bestehenden Tiermodelle vereinfachen den 

Mechanismus des akzidentellen Schädel-Hirntraumas. Insbesondere wird der Coup und 

Contre-Coup, bereits 1896 von Allen beschrieben, und typisch nach Sturz oder 

Verkehrsunfall durch Akzeleration-Dezeleration, nicht ausreichend experimentell abgebildet 

(Allen, 1896; Denny-Brown und Russell, 1941; Goggio, 1941). 

Erstmals wurde 1941 ein experimentelles Cerebral Concussion Modell an Primaten 

beschrieben (Denny-Brown und Russell, 1941). Seitdem wurden das Fluid Percussion 

(Dixon et al., 1987), das Weight-drop Modell (Marmarou et al., 1994) und das Controlled 

Cortical Impact (CCI) (Lighthall, 1988) an Ratten entwickelt. 1995 wurde durch Smith et al. 

das CCI an Mäusen etabliert (Smith et al., 1995). Für Untersuchungen an genetisch 

veränderten Tieren war aktuell ein experimentelles Mausmodell erforderlich, so dass das 

CCI für die Untersuchungen gewählt wurde. Das CCI ist ein gut etabliertes, validiertes, 

reproduzierbares und breit angewendetes Kontusionsmodell. Es schien geeignet, da es 

sowohl ein zytotoxisches als auch vasogenes Hirnödem auslöst und damit die klinische, 

posttraumatische Situation wiederspiegelt (Unterberg et al., 1997; Hannay et al., 1999; 

Unterberg et al., 2004; Albert-Weissenberger und Siren, 2010). Sowohl das Fluid Percussion 

Injury Modell (FPI) (Carbonell et al., 1998), das Kälteläsionsmodell (Raslan et al., 2012) als 

auch das Weight-drop Modell wurden mittlerweile an Mäusen etabliert (Flierl et al., 2009). 

Nachteil des FPI Modells ist die kombinierte, je nach Lokalisation auch bilaterale, 

Hirnschädigung mit hoher, Apnoe induzierter, Mortalitätsrate. Das Kälteläsionsmodell löst 

eine fokale Läsion mit Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke aus und induziert ein 

vasogenes Hirnödem. Nach Schädel-Hirnverletzungen entsteht jedoch sowohl ein 

vasogenes als auch zytotoxischen Hirnödem, so dass daher das Kälteläsionsmodell 

ebenfalls für die Fragestellung unterlegen war. Das Weight-drop Modell führt zu einem 

diffusen Axonschaden. Der diffuse Axonschaden ist zwar u.a. wesentlich für die klinische 

Langzeitprognose nach Schädel-Hirnverletzungen, aber für die Untersuchung des 

sekundären Hirnschadens ebenfalls weniger als das CCI geeignet (Albert-Weissenberger 

und Siren, 2010). 
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4.1.2 V1a-Rezeptor knock-out Modell und Validierung von Ausgangswerten 

Vasopressin und V1-Rezeptoren scheinen eine wesentliche Rolle in der Pathophysiologie 

von diversen Hirnschädigungen wie fokale Ischämie, intrazerebrale Blutung und nach 

Schädel-Hirnverletzungen zu spielen (Vakili et al., 2005; Kleindienst et al., 2006; Okuno et 

al., 2008; Trabold et al., 2008; Taya et al., 2008; Liu et al., 2010; Manaenko et al., 2011). 

Bisher wurden Vasopressin-Rezeptoren pharmakologisch gehemmt und dafür peptidische 

oder small molecule AVP Rezeptor-Antagonisten intraventrikulär injiziert. Bisher konnte 

jedoch eine unspezifische Bindung an andere G-protein-gekoppelte Rezeptoren oder eine 

verminderte Affinität der Antagonisten an V1a- bzw. V2-Rezeptoren nicht sicher 

ausgeschlossen werden. Die genannten Untersuchungen waren wesentliche Basis für die 

Hypothesengenerierung und die Wahl des hochspezifischen homozygoten V1a-Rezeptor 

knock-out Mausmodells (V1a
-/-). 

Die Maus ist die, dem Menschen genetisch ähnlichste Art, bei der bisher ein Gen knock-out 

möglich ist. Wie bereits unter 2.1.2 erwähnt, basiert der genetische Background der 

homozygoten V1a-Rezeptor knock-out Mäuse auf 129 Sv und C57/BL6J Mäusen (Koshimizu 

et al., 2006). Da die Mäuse mehr als acht Generationen in den C57/BL6 Hintergrund 

zurückgekreuzt wurden, konnten C57/BL6 Mäuse als Kontrollen verwendet werden. V1a-

Rezeptor knock-out Mäuse unterscheiden sich phänotypisch nicht von ihrem Wildtyp. 

Wachstum, Entwicklung, Herzfunktion, Herzfrequenz sowie Vasopressin-Serumspiegel 

differieren ebenfalls nicht. Dagegen ist der Blutdruck von V1a
-/- Mäusen um 7% niedrigerer, 

das Blutvolumen um 9% geringer sowie die adrenocorticotrope Stressantwort vermindert 

(Koshimizu et al., 2006). Auch scheint das Sozialverhalten der V1a
-/- Mäuse hinsichtlich 

Ängstlichkeit reduziert (Egashira et al., 2007). 

 V1a-Rezeptor knock-out versus Wildtyp 

V1a-Rezeptor Gen: Teile des ersten Exons und Introns entfernt 

Phänotyp: kein Unterschied (k.U.) 

Wachstum und Entwicklung: k.U. 

Kardiovaskulär: 

 Herzfrequenz/-funktion 

 Blutdruck 

 Blutvolumen 

 Baroreflex 

 
k.U. 
7% niedriger 
9% geringer 
vermindert 

Hormonell: 

 Vasopressin-Serumspiegel 

 Adrenocorticotrope Antwort 

 
k.U. 
vermindert 

Sozialverhalten: reduzierte Angst 

Tabelle 7: Vergleichende Übersicht verschiedener Parameter der V1a-Rezeptor knock-out und Wildtyp 

Mäuse 
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Validierung von Ausgangswerten: 

 V1a-Rezeptor knock-out versus Wildtyp 

Physiologische Parameter: 

 MAP 

 ICP 

 CBF (kontralateral) 

 
k.U. 
k.U. 
k.U. 

Hirnwassergehalt: 

 Ausgangswerte 

 
k.U. 

Gewicht: 

 Ausgangswerte 

 
k.U. 

Neurologische Funktion (NSS): 

 Ausgangswerte 

 
k.U. 

Aquaporin mRNA: 

 AQP1 Ausgangswerte 

 AQP4 Ausgangswerte 

 AQP9 Ausgangswerte 

 
k.U. 
k.U. 
k.U. 

Aquaporin Proteinexpression: 

 AQP1 Ausgangswerte 

 AQP4 Ausgangswerte 

 
k.U. 
k.U. 

Tabelle 8: Validierung von Ausgangswerten der V1a-Rezeptor knock-out und Wildtyp Mäuse 

Die physiologischen Parameter MAP, ICP und CBF waren 3 Minuten vor und bis 30 Minuten 

nach CCI bei den Wildtyp und V1a
-/- Mäusen ohne signifikanten Unterschied. Aus diesen 

Daten lässt sich schließen, dass die beobachteten, neuroprotektiven Effekte im V1a-Rezeptor 

knock-out Modell höchst wahrscheinlich nicht von systemischen oder vaskulären Effekten 

verursacht waren. Die V1a
-/- Mäuse zeigten nach Erwachen aus der Narkose einen 

geringfügig, nicht signifikant, niedrigeren MAP im Vergleich zu ihrem Wildtyp, wodurch die 

Aussage möglicherweise eingeschränkt ist. In der Literatur ist ein um 7% niedrigerer 

Blutdruck bei wachen V1a
-/- Mäusen, gemessen in der A. carotis, beschrieben. Fraglich ist, ob 

diese Blutdruckdifferenz tatsächlich in der komplexen Pathophysiologie nach Schädel-

Hirntrauma relevant ist (Rauen et al., 2013). Insgesamt führt ein niedrigerer MAP zu einem 

erniedrigten zerebralen Perfusionsdruck mit vergrößertem, posttraumatischem 

Sekundärschaden. Auf Grund des niedrigeren arteriellen Blutdrucks bei den V1a
-/- Mäusen 

wurde daher der beobachtete neuroprotektive Effekt eher unter- als überschätzt. 

Die Ausgangswerte der Zielparameter Hirnwassergehalt, Gewicht, neurologische Funktion 

(NSS), quantitative Analyse der Aquaporin Expression auf mRNA- und Proteinebene waren 

bei beiden Tiergruppen gleich. 

4.1.3 Auswahl der Aquaporine 

In der Literatur variiert die Angabe zur Anzahl der zerebralen Aquaporine, schließt man in 

vitro Untersuchungen ein. Von Badaut et al. wurden bisher 7 Aquaporine im Nagerhirn 

beschrieben: AQP1, AQP3, AQP4, AQP5, AQP8, AQP9 und AQP12; in vivo waren eindeutig 
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bisher AQP1, AQP4 und AQP9 im Nagerhirn sowie im Gehirn von Makaken und Säugetieren 

nachweißbar (Badaut et al., 2002; Yool, 2007; Badaut et al., 2007; Zelenina, 2010; Albertini 

und Bianchi, 2010; Arcienega et al., 2010; Badaut et al., 2011). Daher wurden für die 

vorliegenden Untersuchungen AQP1, 4 und 9 ausgewählt, um ihre Bedeutung für den 

posttraumatischen Hirnwassertransport und die posttraumatische Hirnödementstehung zu 

untersuchen. Zusätzlich interessierte, ob die gezeigten anti-ödematösen Effekte durch V1a-

Rezeptor Deletion über AQP1, 4 und 9 vermittelt werden. AQP1 und AQP4 zählen, wie 

bereits in Abschnitt 1.3 dargestellt, zu den hochwasserpermeablen Wasserkanälen und sind 

an verschiedenen Grenzflächen zwischen Hirngewebe und Flüssigkeits-Kompartimenten 

beschrieben (Nielsen et al., 1997; Rash et al., 1998; Tait et al., 2008). AQP9 ist ein 

Aquaglyceroporin und zählt zu den niedrigwasserpermeablen Transportkanälen und scheint 

eine Rolle im Energiemetabolismus zu spielen (Badaut et al., 2004; Badaut et al., 2008; 

Badaut, 2010; Badaut et al., 2011). 

Ob neben AQP1, AQP4 und AQP9 andere Aquaporine in der Pathophysiologie von 

Hirnverletzungen eine Rolle spielen, ist bisher noch nicht abschließend geklärt. AQP2 wurde 

durch Untersuchung humaner Microarrays auf Ependym, im Rückenmark, subkortikal in der 

weißen Substanz und im Hippocampus nachgewiesen (Mobasheri et al., 2005). In 

verschiedenen Zellkulturen der Ratte wurde AQP3, AQP5 und AQP8 sowohl auf Astrozyten 

als auch auf Neuronen nachgewiesen (Yamamoto et al., 2001b; Yang et al., 2009; Yang et 

al., 2012). 

4.1.4 Auswahl der Aquaporin Nachweismethoden 

Prinzipiell muss zwischen Nachweismethoden am Gewebeschnitt versus Gewebeextrakt 

unterschieden werden. Um eine Aussage über die Expression der Zielproteine sowie deren 

Prozessierung zu ermöglichen, wurde je ein Verfahren zur Detektion des Zielgens auf mRNA 

Ebene aus Gewebeextrakt und auf Proteinebene an Gewebeschnitten gewählt (Böcker et al., 

2008). 

4.1.4.1 Quantitative Aquaporin Analyse auf mRNA Ebene 

Für die quantitative Analyse der Protein-kodierenden mRNA aus Gewebeextrakt wurde das 

etablierte Verfahren der Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) eingesetzt. Die 

RT-PCR zeichnet sich durch hohe Sensitivität aus und ermöglicht eine exakte 

Quantifizierung bereits geringer Zielgen-Mengen (Huggett et al., 2005). Voraussetzung dafür 

war die mausspezifische Primer-Entwicklung für Aquaporin 1, 4, und 9. Die spezifische 

Primer-Hybridisierung im Maushirn wurde bereits in Kapitel 3.2.1 dargestellt. Valide 

Ergebnisse mit RT-PCR erfordern vier wesentliche Schritte: erstens die Normalisierung der 

Probengröße, zweitens die Quantifizierung der mRNA, drittens das Überprüfen der mRNA 

Qualität und viertens den Einsatz eines Referenzgens (Huggett et al., 2005). Die 

Normalisierung der Probengröße wurde durch Verwendung von je 60 mg Gewebeproben 
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des traumatisierten rechten oberen und kontralateralen linken unteren Quadranten erreicht; 

letzterer sicher nekrosefrei. Die mRNA wurde photometrisch quantifiziert und ihre Qualität, 

also Reinheit, wie bereits in Abschnitt 2.3.3.2 beschrieben, überprüft. Als Referenzgen wurde 

ß-Aktin eingesetzt, da es bereits für die Analyse nach CCI etabliert war (Thal et al., 2008). 

Entsprechend der Empfehlungen von Huggett et al. wurde ß-Aktin in dem verwendeten 

Versuchsprotokoll reevaluiert (Huggett et al., 2005). 

Die Aussagekraft der RT-PCR ist allgemein durch zwei Faktoren limitiert. Durch die 

Verwendung eines Gewebeextraktes und des Transkriptoms, also der RNA, resultiert 

Ungenauigkeit. Die Menge des Transkriptoms ist abhängig von der Zellaktivität, die 

wiederum durch Physiologie, Pathologie sowie Entwicklung der Zelle variiert (Bustin und 

Nolan, 2004). Der Gewebeextrakt enthält posttraumatisch unterschiedlich viel extravasales 

Blut, so dass daraus möglicherweise ein verändertes Transkriptom resultiert. AQP9 wird auf 

mRNA haltigen Leukozyten exprimiert (Ishibashi et al., 1998; Tsukaguchi et al., 1999) und 

könnte dadurch die vorliegenden AQP9 Ergebnisse beeinflussen und verändern. 

Dahingegen ist die Quantifizierung von AQP1 mit der RT-PCR einer Quantifizierung mit 

Western Blot überlegen. AQP1 ist auf Erythrozyten, die keine mRNA enthalten, lokalisiert, so 

dass das Ergebnis der RT-PCR durch posttraumatische Blutung nicht beeinflusst wird. Die 

Analyse auf Proteinebene mit dem Western Blot könnte dagegen möglicherweise gestört 

werden. 

Alternativ wird zur quantitativen mRNA Analyse der Northern Blot als Goldstandard in der 

Literatur empfohlen (Bhardwaj et al., 2012). Nachteil ist, dass größere RNA Mengen zur 

Analyse erforderlich sind, so dass das Verfahren, insbesondere zur Analyse von AQP1 und 

AQP9, ungeeignet war. Am Gewebeschnitt ist die in-situ Hybridisierung als überwiegend 

qualitatives Verfahren geeignet, für die quantitative Fragestellung dieser Arbeit jedoch 

ebenfalls unterlegen (Luttmann W. et al., 2009a). 

4.1.4.1.1 ß-Aktin als Housekeeping-Gen 

Für die Auswahl des geeigneten Housekeeping-Gens (HKG) als Referenzgen ist die 

Validierung in der geplanten Versuchsanordnung wesentlich (Dheda et al., 2004; Huggett et 

al., 2005). Das ideale HKG wäre unter allen Bedingungen konstant exprimiert (Thellin et al., 

1999). Aussagen über die etablierten HKG divergieren jedoch in der Literatur. Tatsächlich 

findet also eine Regulation der HKG in Abhängigkeit u.a. von Geschlecht, Hirnareal und Art 

des Stressors statt (Derks et al., 2008). Beispielsweise wird ß-Aktin in einem geschlossenen 

Schädel-Hirntrauma Modell mit resultierendem diffusen Axonschaden signifikant 

hochreguliert und sollte als Referenzgen vermieden werden (Rhinn et al., 2008). Dagegen ist 

ß-Aktin bis 24 Stunden nach CCI im Mausmodell als HKG geeignet (Thal et al., 2008). Die 

für diese Arbeit durchgeführte Reevaluation von ß-Aktin als Referenzgen nach CCI ergab 

keinen signifikanten Unterschied zwischen Wildtyp und V1a-Rezeptor knock-out Mäusen 

(p=0,298). Die von Thal et al. beschriebene große Streubreite von ß-Aktin bestätigte sich in 
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den vorliegenden Ergebnissen bei den Wildtyp Mäusen nicht. Nachteilig war, dass je 

Untersuchungszeitpunkt ein statistischer Ausreißer für ß-Aktin vorhanden war. In der Gruppe 

der Wildtyp Mäuse wurde ß-Aktin 24 Stunden nach CCI geringfügig hochreguliert. Bei den 

V1a-Rezeptor knock-out Mäusen fiel eine höhere Streubreite von ß-Aktin sowohl in der 

Gruppe der unbehandelten Mäuse als auch 24 Stunden nach CCI auf. Zusammenfassend 

war also ß-Aktin in dem verwendeten Modell als HKG geeignet. Durch die genannten 

Beobachtungen muss von einer eher konservativen Auswertung der vorliegenden 

Ergebnisse ausgegangen werden. 

4.1.4.1.2 Quantitative Auswertung mit der Standardmethode 

Die AQP1, 4 und 9 mRNA wurde mit der Standardmethode quantifiziert. Diese wurde 

gewählt, da sie sich durch eine hohe Reproduzierbarkeit auch kleiner Zielgenmengen 

auszeichnet (Hunt, 2010). Der mitgeführte externe Standard ermöglicht eine relative 

Quantifizierung der jeweiligen cDNA und detektiert Amplifikationsfehler. Durch die 

mitgeführte Negativkontrolle werden Verunreinigungen sichtbar. 

Die Schmelzkurvenanalyse deckt in jeder RT-PCR mögliche unspezifische PCR-Produkte 

auf. Die Schmelzkurven der vorliegenden Ergebnisse ergaben keinen Hinweis auf 

unspezifische Primer Dimer Bindung. Mit der RT-PCR wird der Schwellenwert, der 

sogenannte Ct-Wert, bestimmt. Dieser Wert entspricht dem exponentiellen Anstieg des 

interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffes als Hinweis auf die cDNA-Amplifikation. Um die 

Varianz der mRNA Regulation zu präzisieren, wurde jede Probe daher für jeden Zeitpunkt 

auf die tieräquivalente ß-Aktin cDNA bzw. mRNA Menge normiert (Bustin und Nolan, 2004; 

Bustin et al., 2010; Hunt, 2010). 

In der Literatur wird die Auswertung und Darstellung der RT-PCR Ergebnisse allgemein als 

unzureichend bemängelt (Bustin et al., 2010). Sowohl die Delta-Delta Ct-Methode (ΔΔCt) als 

auch die Pfaffl-Methode erfordern eine nahezu gleiche Effizienz von Ziel- und Kontrollgen. 

Die ΔΔCt-Methode stellt eine Annährungsmethode dar. Die Pfaffl-Methode verzichtet auf 

einen externen Standard, sodass Amplifikationsfehler übersehen werden können (Pfaffl, 

2001; Hunt, 2010). Zusammenfassend schien die Standardmethode für die vorliegende 

Untersuchung am besten geeignet. 

4.1.4.2 Quantitative Aquaporin Analyse auf Proteinebene 

Prinzipiell können Proteine in einem Proteingemisch durch einen Western Blot und an einem 

Gewebeschnitt immunhistochemisch quantifiziert werden. Die Immunhistochemie erlaubt 

zusätzlich die Lokalisationsanalyse. Eine rein quantitative Analyse von AQP1 und 9 aus 

einem Gewebeextrakt kann durch ihre Expression auf Erythrozyten bzw. Leukozyten 

verändert werden. Daher wurde die immunhistochemische Analyse mit Fluoreszenz-

markierten Antikörpern an Gewebeschnitten eingesetzt. Bei allen Methoden der 
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Proteinquantifizierung ist die Wahl des Antikörpers entscheidend. Um Aquaporine zu 

detektieren, wurde ein zweistufiges und indirektes Verfahren eingesetzt. Ziel war es, dadurch 

die Sensitivität zu steigern (Luttmann W. et al., 2009b). Als Primärantikörper wurden 

polyklonale Kaninchen-Antikörper verwendetet. Der Vorteil gegenüber monoklonalen 

Antikörpern liegt in einer einfacheren Herstellung. Ein weiterer Vorteil liegt darin, dass 

monoklonale Antikörper mehrere Epitope des Proteins binden ohne die Gesamtspezifität zu 

reduzieren. Dies ist eine wesentliche Voraussetzung, um native Zustandsformen, 

denaturierte oder phosphorylierte Proteine zu erfassen (Luttmann W. et al., 2009c). Die 

Sekundärantikörper waren Fluoreszenz-markiert. Untersucht wurde der traumatisierte und 

nicht traumatisierte Kortex, um die Bedeutung von Aquaporinen für den posttraumatischen 

Hirnwassertransport in beiden Hemisphären zu ermitteln. 
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4.2 Diskussion der Ergebnisse 

Das hochspezifische V1a-Rezeptor knock-out Mausmodell wurde eingesetzt, um einerseits 

den Einfluss von V1a-Rezeptoren auf den sekundären Hirnschaden nach Controlled Cortical 

Impact und andererseits mögliche V1a-Rezeptor-vermittelte Regulationsmechanismen auf 

zerebrale Aquaporine zu untersuchen. 

4.2.1 Neuroprotektive Effekte im V1a-Rezeptor knock-out Modell 

Die erhobenen Ergebnisse zeigen, dass die genetische Deletion des V1a-Rezeptors zu 

neuroprotektiven Effekten nach experimentellem Schädel-Hirntrauma führt. Im Vergleich zum 

Wildtyp waren sowohl die Ausbildung des posttraumatischen Hirnödems als auch das 

Kontusionsvolumen signifikant reduziert. Der posttraumatische Gewichtsverlust, als 

Parameter für den Allgemeinzustand der Maus, war in der V1a-Rezeptor knock-out Gruppe 

signifikant gegenüber den Wildtyp Mäusen geringer. Auch die neurologische Funktion war in 

der Gruppe der V1a-Rezeptor knock-out Mäuse signifikant verbessert (Rauen et al., 2013). 

4.2.1.1 Vasopressin in der Pathophysiologie des Schädel-Hirntraumas 

Arginin-Vasopressin (AVP) spielt sehr wahrscheinlich bei unterschiedlichen neurologischen 

Erkrankungen eine wesentliche Rolle. Nach Schädel-Hirntrauma wurde in humanen 

Serumproben ein erhöhter AVP Gehalt nachgewiesen, der positiv mit der Verletzungs-

schwere korrelierte (Huang et al., 2003; Cintra et al., 2004; Xu et al., 2007). Barreca 

untersuchte nach ischämischem Schlaganfall humane Seren und fand unabhängig von der 

Osmo- und Barorezeptor-Regulation erhöhte AVP Serumspiegel, die wiederum positiv mit 

der Schwere der Läsion und Schwere des neurologischen Defizites korrelierte (Barreca et 

al., 2001). Erhöhte AVP Liquorspiegel wurden ausschließlich bei Patienten mit 

neurologischen Funktionsstörungen, die mit intrakraniellem Druckanstieg vergesellschaftet 

waren, nachgewiesen (Sorensen et al., 1985). 

Welche Mechanismen führen nun zu dieser erhöhten AVP Serum- und Liquor-

Konzentration? Frühere tierexperimentelle Studien an Katzen konnten eine Aktivierung der 

neurosekretorischen Hypothalamus-Hypophysen-Achse belegen. Diese Aktivierung war sehr 

wahrscheinlich Folge einer ischämischen Anoxie während eines plötzlichen intrakraniellen 

Druckanstieges. Bemerkenswert erscheint, dass eine Korrelation zwischen intrakranieller 

Hypertension, systemischem arteriellen Blutdruck und erhöhter AVP Serumkonzentration, 

unabhängig vom Salzgehalt und der Blutosmolalität nachweisbar war; und zwar nur nach 

experimenteller zerebraler Kompression und nicht nach experimenteller 

Subarachnoidalblutung (SAB) (Rap und Chwalbinska-Moneta, 1978). Letztere Beobachtung 

unterstreicht die unterschiedliche Pathophysiologie des SHT und der SAB. Während das 

SHT vor allem zu einem Hirnödem führt, ist in der Pathophysiologie der SAB zusätzlich zum 

akuten ICP-Anstieg der Cushing Reflex entscheidend (Hockel et al., 2012). 
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Neuere experimentelle Untersuchungen an Ratten konnten eine erhöhte AVP Synthese nicht 

nur im Hypothalamus, sondern auch im periläsionalen Kortex, im Hippocampus und Corpus 

callosum, wie in Abbildung 39 dargestellt, zeigen. AVP wurde bereits 6 Stunden nach CCI 

überwiegend in aktivierter Mikroglia und Makrophagen, assoziiert mit kortikalen 

Mikrogefäßen, nachgewiesen. Zu einem kleineren Anteil wurde AVP auch im 

zerebrovaskulären Endothel synthetisiert. Das Maximum der AVP Expression wurde 1 Tag 

nach dem Trauma erreicht. Die AVP positiven Zellen verringerten sich bereits 2 Tage nach 

dem Trauma erheblich (Szmydynger-Chodobska et al., 2011). 

 

Abbildung 39: Arginin-Vasopressin positive Zellen (grün) am koronaren Rattenhirnschnitt nach CCI 

Das Maximum der zentralen Arginin-Vasopressin-Synthese wurde 1 Tag nach CCI im Rattenmodell 

nachgewiesen. Abbildung modifiziert nach Szmydynger-Chodobska et al. (2011). 

Bereits 1978 beschrieben Buijs et al. AVP-haltige axonale Fortsätze, die vom Nucleus 

paraventricularis des Hypothalamus bis an die Seitenventrikel reichten (Buijs et al., 1978). Im 

Endothel des Plexus choroideus wurde ebenfalls eine AVP Synthese nachgewiesen, sodass 

von einer direkten AVP Freisetzung in den Liquor sowie einer autokrinen oder parakrinen 

Funktion ausgegangen wird (Chodobski et al., 1997). 

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die Arginin-Vasopressin Ausschüttung 

sowohl aus der Neurohypophyse als auch die Freisetzung aus Mikroglia, zentralen 

Makrophagen und dem zerebrovaskulären Endothel möglicherweise eine entscheidende 

Rolle in der posttraumatischen und postischämischen Pathophysiologie spielt (Rauen et al., 

2013). 

4.2.1.2 Verteilung der zerebralen Vasopressin-Rezeptoren 

Arginin-Vasopressin ist ein Ligand für drei G-Protein-gekoppelte heptahelikale 

Membranrezeptoren (Thibonnier et al., 1998). Wie aus den Voruntersuchungen und den 

Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ersichtlich, sind zerebrale V1a-Rezeptoren in der 

posttraumatischen Pathophysiologie wesentlich. Die periphere Lokalisation von V1a-

Rezeptoren hauptsächlich auf glatten Muskelzellen und die über Vasokonstriktion vermittelte 

systemische Blutdruckregulation sind bereits gut bekannt. Darüber hinaus sind V1a-

Rezeptoren auch im zentralen Nervensystem weit verbreitet (Tribollet et al., 1998) und sehr 
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wahrscheinlich, neben anderen Faktoren, Vermittler der Hirnödementstehung (Rosenberg et 

al., 1990; Rosenberg et al., 1992; Vakili et al., 2005; Trabold et al., 2008). 

Tierexperimentell wurde die Lokalisation von V1a-Rezeptoren im fronto-parietalen Kortex von 

Ratten untersucht. Im unverletzten fronto-parietalen Kortex wurde die Expression von V1a-

Rezeptoren auf neuronalen Zellkernen, Astrozyten sowie apikal im Epithel des Plexus 

choroideus nachgewiesen. Posttraumatisch wurde im fronto-parietalen Kortex der Ratte eine 

kurzzeitige Hochregulation der V1a-Rezeptoren auf dem Endothel sowohl von kleinen als 

auch großen Blutgefäßen gefunden. Darüber hinaus wurde auch eine langzeitige 

Hochregulation der V1a-Rezeptoren auf kortikalen Astrozyten, angrenzend an die 

posttraumatische Läsion, für einen Zeitraum von 14 Tagen detektiert. Hervorzuheben ist 

dabei die beobachtete Umverteilung der V1a-Rezeptoren vom Soma in Richtung der 

Astrozyten-Fortsätze (Szmydynger-Chodobska et al., 2004). In diesem Zusammenhang sind 

drei Punkte herauszustellen: erstens der zeitliche Aspekt dieser V1a-Rezeptor Expression, 

der mit der Dauer des posttraumatischen Hirnödems korreliert, zweitens die Lokalisation auf 

den Astrozyten Endfüßchen, die engen Kontakt zum Endothel der Blut-Hirn-Schranke bilden 

und drittens sind diese perivaskulären Astrozyten Endfüßchen Hauptort der Aquaporin 4 

(AQP4) Expression; also des ubiquitären zerebralen Wasserkanals (Nielsen et al., 1997; 

Amiry-Moghaddam et al., 2003a; Verkman et al., 2006; Yukutake und Yasui, 2010). 

Außerdem wurde eine erhöhte V1a-Rezeptor Expression auf Neuronen mit vergrößerten 

Varikositäten ihrer axonalen Fortsätze nachgewiesen. Diese Beobachtung könnte 

möglicherweise in Zusammenhang mit der AQP4 Regulation stehen. Der zeitliche Verlauf 

der AVP sowie V1a-Rezeptor Hochregulation ist sehr ähnlich und könnte Ausdruck einer 

AVP-vermittelten Unterbrechung der Blut-Hirn-Schranke mit Exazerbation des 

posttraumatischen Hirnödems sein (Pascale et al., 2006; Rauen et al., 2013). 

4.2.1.3 Molekulare Mechanismen 

Arginin-Vasopressin bestimmt über unterschiedliche intrazelluläre Signalkaskaden die 

Pathophysiologie des Schädel-Hirntraumas und scheint dabei seine Wirkung zu 

perpetuieren. Zwei AVP-vermittelte Signalkaskaden werden unterschieden (Abbildung 5). 

Der aktivierte V1a-Rezeptor setzt die Proteinkinase C (PKC), der aktivierte V2-Rezeptor die 

Proteinkinase A (PKA) Kaskade in Gang (Thibonnier et al., 1998; Birnbaumer, 2000). 

Letztere scheint, wie Voruntersuchungen ergaben, für den sekundären Hirnschaden nach 

Schädel-Hirntrauma ohne Bedeutung (Trabold et al., 2008). 

Die aktivierte PKC führt zu folgenden molekularen Prozessen. Erstens steigt intrazellulär die 

Calciumionen-Konzentration und bewirkt eine Vasokonstriktion (Birnbaumer, 2000; 

Maybauer et al., 2008). Zweitens wird das Fos/Jun-Protein aktiviert. Daraus resultiert 

wiederum eine gesteigerte Aktivität des Transkriptionsfaktors Aktivator Protein 1 (AP1) und 

des cAMP Resonsive Elements (CRE) in der AVP Promotorregion mit Signal für die AVP 

Gentranskription (Yoshida et al., 2006). Drittens wird der Transkritpionsfaktor NF-κB (Neves 
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et al., 2002) aktiviert. Viertens wurde eine V1a-Rezeptor-vermittelte Kurzzeit-Internalisierung 

von Aquaporin 4 durch Phosphorylierung in einer in vitro Studie an Xenopus Oozyten 

nachgewiesen (Moeller et al., 2009). 

 

Abbildung 40: V1a-Rezeptor-vermittelte intrazelluläre Signalkaskade 

Die aktivierte Proteinkinase C (PKC) führt über eine intrazelluläre Signalkaskade zur Arginin-Vasopressin (AVP) 

Gentranskription. Abbildung modifiziert nach Yoshida et al. (2006). 

Im Gegensatz zu dieser beobachteten AQP4 Kurzzeit-Internalisierung an Xenopus Oozyten 

wurde nach intraventrikulärer Injektion eines V1a-Rezeptor-Antagonisten an Mäusen eine 

AQP4 Hochregulation und Reduktion des Hirnwassergehaltes 24 Stunden nach MCAo 

detektiert (Liu et al., 2010). Eine weitere posttraumatische Wirkung von AVP verläuft 

synergistisch mit dem Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) und resultiert über die c-Jun-N-

terminale Kinase (JNK) in der Amplifikation pro-inflammatorischer Mediatoren wie 

Chemokine und Matrix-Metalloproteinase 9 (MMP9). Dadurch führt der gesteigerte Einstrom 

von Entzündungszellen neben anderen Faktoren zur Öffnung der Blut-Hirn-Schranke 

(Szmydynger-Chodobska et al., 2010). 

Darüber hinaus aktiviert AVP über den V1a-Rezeptor-vermittelten Anstieg der intrazellulären 

Calciumionen-Konzentration sowohl den Na+/H+ Austauscher als auch den Na+-K+-2Cl- Co-

Transporter. Beide Transporter sind an der Hirnödementstehung beteiligt (O'Donnell et al., 

2005; Lam et al., 2009). Diese verschiedenen molekularen Mechanismen bedürfen weiterer 

Untersuchungen, um den Einfluss der V1a-Rezeptoren sowie die Regulation und Bedeutung 

von Aquaporinen in der posttraumatischen Hirnödementwicklung besser zu verstehen 

(Rauen et al., 2013). 

4.2.2 Analytik 

Die entwickelten murinen Aquaporin 1, 4 und 9 Primer mit niedriger Produktlänge für AQP1 

222 Basenpaaren (bp), für AQP4 144 bp und für AQP9 194 bp waren im Maushirn 
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spezifisch. Die niedrige Produktlänge der entwickelten Primer war wichtige Voraussetzung 

für eine valide Auswertung der quantitativen Analyse mit dem Verfahren der RT-PCR 

(Rychlik, 1995). 

AQP1 wurde durch je eine spezifische Bande in murinem Leber-, Pankreas-, Nieren- und 

Hirngewebe nachgewiesen. Die Expression von AQP1 in Leber, duktalem Pankreas 

(Matsuzaki et al., 2004), Niere (Deen et al., 1992; Nielsen et al., 1993b) sowie der apikalen 

Membran des Epithels des Plexus choroideus war bereits aus der Literatur bekannt (Agre et 

al., 1993; Nielsen et al., 1993a). 

AQP4 und 9 wurde in muriner Leber, Niere und Hirn detektiert. Der entwickelte AQP4 Primer 

zeigte im Lebergewebe nach qualitativer PCR zwei Banden, nämlich bei der erwarteten 

Produktlänge von 144 bp und bei ca. 580 bp. Verschiedene Ursachen für diese zweite AQP4 

Bande mit einer Länge von ca. 580 bp sind denkbar. Einerseits könnte eine unterschiedliche 

und erhöhte Enzymaktivität in der hochmetabolisch aktiven Leber ursächlich sein. Denkbar 

wäre auch eine doppelte Primer Dimer Bildung. In der elektronischen PCR wurde theoretisch 

eine Produktlänge von 580 bp erwartet, jedoch dort nicht als Ergebnis angezeigt. Daher 

muss auch von entsprechend längerem AQP4 Produkt ausgegangen werden (Abbildung 19). 

Aus den folgenden Gründen wurde der entwickelte AQP4 Primer für unsere Untersuchungen 

als geeignet betrachtet und eingesetzt. Erstens band der AQP4 Primer im Maushirn 

spezifisch, zweitens ergab die elektronische PCR genau einen Treffer mit der erwarteten 

Produktlänge von 144 bp, drittens bestand nach der Schmelzkurvenanalyse für AQP4 im 

LightCycler® kein Hinweis auf Primer Dimer Bildung. Zusätzlich wurde das Verfahren des Hot 

Starts im LightCycler® eingesetzt, welches die Primer Dimer Bildung minimiert (Chou et al., 

1992). Nach Abwägung und anschließender Plausibilitätsprüfung der erhobenen Ergebnisse 

wurde, trotz AQP4 Doppelbande im Lebergewebe, der murine AQP4 Primer für die zerebrale 

Untersuchung eingesetzt. Insbesondere auch deshalb, da die Herstellung eines spezifischen 

murinen AQP4 Primers mit optimaler Produktlänge für das RT-PCR Verfahren äußerst 

schwierig war. 

AQP9 wurde im murinen Leber-, Hirn- und Nierengewebe nachgewiesen. Der Nachweis von 

AQP9 in Leber und Maushirn auf mRNA Ebene war konform zu den Literaturangaben 

(Badaut et al., 2001; Badaut et al., 2004; Badaut und Regli, 2004). Die deutlichste Bande war 

im Lebergewebe zu sehen. Mylonakou et al. wies eine AQP9 mRNA Konzentration im 

Ratten- bzw. Maushirn von 3% bzw. 0,5% der AQP9 mRNA Konzentration im Lebergewebe 

nach (Mylonakou et al., 2009). Unklar bleibt, ob AQP9 tatsächlich im murinen Nierengewebe 

exprimiert wird. Denkbar wäre ein verfälschtes Ergebnis durch AQP9 mRNA aus Leukozyten 

(Tsukaguchi et al., 1999; Elkjaer et al., 2000; Carbrey et al., 2003). 

4.2.3 Aquaporine 

Ein sehr effektiver, schneller und hochspezifischer Wassertransport erfolgt im Gehirn 

transzellulär über die, bereits im Abschnitt 1.3 beschriebenen, Aquaporine. Die zerebrale 
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Wasserhomöostase ist wesentliche Bedingung für eine intakte Hirnfunktion, basierend auf 

einem Volumen- und Ionengleichgewicht. Nervenzellen sind eng von Gliazellen umgeben, 

sodass im Hirnparenchym ein nur kleiner flüssigkeitsgefüllter Extrazellulärraum existiert. 

Bereits kleinste Flüssigkeitsverschiebungen führen zu einer veränderten Ionenkonzentration 

und folglich zu einer veränderten neuronalen Erregbarkeit (Fishman, 1974; Amiry-

Moghaddam und Ottersen, 2003; Zador et al., 2007). 

 

Abbildung 41: Aquaporin 1 und Aquaporin 4 Lokalisation 

Bisher wurde die Lokalisation von AQP1 (blau) apikal auf dem Epithel des Plexus choroideus nachgewiesen. Die 

Lokalisation von AQP4 (orange) ist auf dem basolateralen Ependym, auf den perivaskulären Astrozyten 

Endfüßen und auf glialen Lamellen des Nucleus supraopticus beschrieben (Amiry-Moghaddam und Ottersen, 

2003). Modifiziert und mit freundlicher Genehmigung von Nature Reviews Neuroscience. 

Unter physiologischen Bedingungen wurde die höchste Wasserpermeabilität an Xenopus 

Oozyten für AQP4, gefolgt von AQP1, nachgewiesen (Yang und Verkman, 1997). Die bisher 

bekannte Lokalisation von AQP1 und AQP4 an den Grenzflächen der Blut-Liquor- und Blut-

Hirn-Schranke ist in Abbildung 41 schematisch dargestellt (Amiry-Moghaddam und Ottersen, 

2003). 

4.2.3.1 Quantifizierung von Aquaporin 1, 4 und 9 auf mRNA Ebene 

Erstmals konnte eine V1a-Rezeptor-abhängige Hochregulation von AQP1 mRNA 24 Stunden 

nach CCI sowie eine V1a-Rezeptor-abhängige konstitutive Expression von AQP4 mRNA 6 

und 24 Stunden nach CCI im Mausmodell gezeigt werden. Dagegen wurde AQP9 auf 

Transkriptionsebene sowohl in Wildtyp als auch V1a-Rezeptor knock-out Mäusen 24 Stunden 

nach CCI nicht reguliert. 
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4.2.3.2 Lokalisation und Quantifizierung von Aquaporin 1 und 4 auf Proteinebene 

AQP1 wurde erstmals auf kortikalen Neuronen sowohl in Wildtyp als auch in V1a-Rezeptor 

knock-out Mäusen nachgewiesen. Die Lokalisation von AQP1 auf dem Epithel des Plexus 

choroideus wurde bestätigt. AQP1 wurde in der kontralateralen Hemisphäre bis 24 Stunden 

nach CCI V1a-Rezeptor-abhängig kurz- und langfristig reguliert. 

AQP4 wurde ubiquitär auf kortikalen und subkortikalen Gliazellen nachgewiesen. AQP4 ist 

auf perivaskulären Astrozyten Endfüßchen, auf der Kortexoberfläche im Bereich der 

Meningen, im Plexus choroideus, im Stratum radiatum des Hippocampus und subkortikal 

lokalisiert und überwiegend polar organisiert. Nach experimenteller Hirnischämie wurde 

kürzlich der Verlust der polaren Organisation von AQP4 mit Umverteilung von AQP4 über die 

gesamte Astrozyten-Zelloberfläche unter Aussparung der Endfüßchen gezeigt. 

Möglicherweise ist dieser Mechanismus für der Entstehung des zytotoxischen Hirnödems 

protektiv (Steiner et al., 2012). Um ein möglicherweise auch posttraumatisch verändertes 

Expressionsmuster von AQP4 auf Astrozyten noch genauer zu erfassen, wäre daher eine 

zusätzliche Färbung des Kapillarendothels mit einer von-Willebrand-Färbung ergänzend 

sinnvoll. AQP4 wurde periläsional V1a-Rezeptor-abhängig kurzzeitig hochreguliert. 

24 Stunden nach CCI entsprach die AQP4 Expression wieder dem Ausgangswert. 

Zusammenfassend ist zu sagen, dass AQP1 erstmals auf kortikalen Neuronen sowohl in 

Wildtyp als auch in V1a-Rezeptor knock-out Mäusen nachgewiesen wurde. Eine valide 

quantitative AQP1 Analyse auf Proteinebene war auf Grund der posttraumatischen Blutung 

mit AQP1 Expression auf Erythrozyten nur in der kontralateralen Hemisphäre möglich. AQP4 

wurde auf kortikalen und subkortikalen Gliazellen ubiquitär nachgewiesen und wurde 

hauptsächlich periläsional reguliert. Es konnte erstmals gezeigt werden, dass AQP1 und 

AQP4 einer V1a-Rezeptor-abhängigen, posttraumatischen Kurz- und Langzeitregulation im 

Mausmodell unterliegen. 

4.2.3.3 Regulationsmechanismen 

Aquaporine werden unter anderem durch Permeabilitätsänderung, veränderte Expression 

sowie subzelluläre Lokalisation reguliert (Gunnarson et al., 2004; Carbrey und Agre, 2009; 

Zelenina, 2010; Yukutake und Yasui, 2010). Die genauen Regulationsmechanismen sind 

jedoch noch weitestgehend ungeklärt. Wesentlich ist die Unterscheidung zwischen Kurz- und 

Langzeitregulation. Die Kurzzeitregulation erfolgt innerhalb von Sekunden und Minuten durch 

Permeabilitätsänderung sowie gesteigerten Einbau von AQP in die Zellmembran bzw. durch 

Internalisierung. Dieser Mechanismus ist bereits für AQP2 in der Niere bzw. AQP4 in 

Xenopus Oozyten gut bekannt (Deen et al., 1994; Knepper und Inoue, 1997; Fenton und 

Moeller, 2008; Moeller et al., 2009). Dabei sind Phosphorylierung/Dephosphorylierung, 

intrazelluläre Signalkaskaden, pH-abhängige Protonierung von Aminosäuren, Metallionen-

bindung sowie Protein-Protein-Interaktionen von Bedeutung. Die Langzeitregulation 
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unterliegt der veränderten mRNA- und Proteinsynthese bzw. -degradation und verläuft 

innerhalb von Stunden bis Tagen (Zelenina, 2010). 

4.2.3.4 Aquaporin 1 

Bisher war die Lokalisation von AQP1 apikal auf den Epithelzellen des Plexus choroideus 

(Abbildung 41) bekannt (Nielsen et al., 1993a; Hasegawa et al., 1994; Masseguin et al., 

2000; Amiry-Moghaddam und Ottersen, 2003; Oshio et al., 2003; Oshio et al., 2005). 

Darüber hinaus wurde eine, wenn auch deutlich geringere, basolaterale AQP1 Expression 

beschrieben, welche einen transepithelialen Wassertransport in Richtung Liquor-

Kompartiment vermuten lässt (Praetorius und Nielsen, 2006). Erstmalig konnte durch die 

vorliegenden Ergebnisse eine konstitutive sowie posttraumatisch V1a-Rezeptor-abhängige 

AQP1 Lokalisation auf kortikalen Neuronen, Neuronen des Hippocampus sowie auf 

neuronalen Fasersystemen nachgewiesen werden, wie die Co-Lokalisation mit dem 

neuronenspezifischen Marker NeuN verdeutlicht (Abbildung 24). Die genaue Bedeutung von 

AQP1 auf kortikalen Neuronen ist weiterhin unklar. 

Während systemisch AQP1 auch auf Kapillarendothel exprimiert wird (Nielsen et al., 1993a), 

ist das zerebrovaskuläre Kapillarendothel unter physiologischen Bedingungen weitestgehend 

frei von AQP1 (Kobayashi et al., 2001; Zelenina, 2010). Dies stellt eine wesentliche 

Voraussetzung für eine intakte Blut-Hirn-Schranke dar. Ob AQP1 unter 

pathophysiologischen Bedingungen nach Hirnschädigung auf zerebralen Gefäßen exprimiert 

wird, ist bisher unklar. 

Neben einem konstitutiven Wassertransport hat AQP1 eine zentrale Bedeutung für die 

Liquor-Produktion und Liquor-Zirkulation. AQP1 knock-out Mäuse haben eine um 25% 

geringere Liquor-Produktion sowie einen verminderten intrakraniellen Druck. Nach schwerem 

fokalen Schädel-Hirntrauma zeigten AQP1 knock-out Mäuse einen um 60% signifikant 

niedrigeren ICP und ein signifikant besseres Überleben gegenüber ihrem Wildtyp (Oshio et 

al., 2005). Möglicherweise stehen diese Beobachtungen in Zusammenhang mit einer AVP 

Synthese im Endothel des Plexus choroideus und resultieren aus einer AVP Freisetzung in 

den Liquor, wie bereits in Abschnitt 4.2.1.1 bereits dargestellt. 

Im Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen, ist in der Literatur eine Expression von 

AQP1 auch auf Astrozyten unter diversen pathologischen Bedingungen beschrieben. Eine 

sehr kleine Untersuchung von Suzuki et al. wies nach Hirnkontusion in ödematösen, 

humanen Gehirnpräparaten AQP1 auf aktivierten Astrozyten nach (Suzuki et al., 2006). 

Tierexperimentell wurde nach induziertem Trauma an Ratten sowie in vitro eine AQP1 

Expression auf Astrozyten gefunden (McCoy und Sontheimer, 2010). 
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Kurzzeitregulation 

Erstmals konnte in vivo durch die vorliegenden Ergebnisse eine V1a-Rezeptor-abhängige 

posttraumatische AQP1 Kurzzeitregulation auf Proteinebene nach CCI im Mausmodell 

gezeigt werden. 

AQP1 hat vier Phosphorylierungsstellen und wird sowohl über die PKA als auch die PKC 

reguliert (Patil et al., 1997; Han und Patil, 2000; Zelenina, 2010). In Xenopus Oozyten ist 

bereits eine PKC-abhängige erhöhte AQP1 Wasser- und Ionenpermeabilität durch 

Phosphorylierung der Aminosäure Threonin 157 und Threonin 239 (Zhang et al., 2007) 

sowie eine Vasopressin-abhängige AQP1 Aktivierung demonstriert worden (Patil et al., 

1997). 

Während initial AQP1 zu den selektiven und hochwasserpermeablen Wasserkanälen gezählt 

wurde, zeigen neuere, bisher noch kontrovers diskutierte Untersuchungen, dass AQP1 

möglicherweise auch nichtselektiv für monovalente Kationen, wie beispielsweise Kalium- und 

Natriumionen, permeabel sein könnte. Diese Ionenpermeabilität wird offenbar über eine 

intrazelluläre Signalkaskade durch Aktivierung des second messenger cGMP mit 

konsekutiver Phosphorylierung von Tyrosin 253 am carboxyterminalen Ende reguliert (Yool 

et al., 1996; Anthony et al., 2000; Yool und Weinstein, 2002; Boassa und Yool, 2005; 

Campbell et al., 2012; Yool und Campbell, 2012). Aufgrund unterschiedlicher experimenteller 

Modelle und Ergebnisse ist jedoch eine definitive Aussage hinsichtlich der Ionenpermeabilität 

von AQP1 bisher noch nicht gesichert (Saparov et al., 2001; Tsunoda et al., 2004; Zelenina, 

2010). Es bleibt zu vermuten, dass durch einen aktivierten Ionentransport über die zentrale 

Pore des Tetramers (Abbildung 7) auch der Wassertransport über die vier Wasserporen 

gesteigert wird (Yool und Campbell, 2012). Ähnlicher Mechanismus ist für den parazellulären 

Wassertransport in Form des solvent drag bereits bekannt. 

Wie in Abschnitt 1.2.2 aufgezeigt, verläuft die intrazelluläre Signalkaskade des aktivierten 

V1a-Rezeptors über die PKC. In diesem Zusammenhang sind die posttraumatischen, anti-

ödematösen Effekte durch den V1a-Rezeptor Gen knock-out molekular erklärbar. 

Langzeitregulation 

Erstmals konnte durch die vorliegenden Ergebnisse in vivo eine V1a-Rezeptor-abhängige 

posttraumatische AQP1 Langzeithochregulation auf Transkriptions- und Proteinebene nach 

CCI im Mausmodell gezeigt werden. 

Tierexperimentell wurde an Ratten eine reduzierte AQP1 Expression nach 

pharmakologischer Hemmung der JNK mit konsekutiven, neuroprotektiven Effekten gezeigt. 

Dazu zählten ein reduziertes Hirnödem, eine verminderte Schädigung der Blut-Hirn-

Schranke sowie eine verbesserte neurologische Funktion (Yatsushige et al., 2007). Diese 

Ergebnisse sind konform zu den vorliegenden Ergebnissen und insbesondere daher 

interessant, weil Arginin-Vasopressin, wie bereits im Abschnitt 4.2.1.3 beschrieben, eine 

Aktivierung der JNK auslöst. Die aktivierte JNK führt u.a. zur Öffnung der Blut-Hirn-Schranke 
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mit Ausbildung eines vasogenen Hirnödems, so dass die V1a-Rezeptor-abhängige 

posttraumatische AQP1 Langzeithochregulation gut erklärbar ist. JNK ist in der 

Pathophysiologie zahlreicher Hirnschädigungen wie Morbus Parkinson, Alzheimer-Demenz, 

Schlaganfall, Atherosklerose und Diabetes mellitus wesentlich. Zu beachten ist, dass die 

vollständige Hemmung der JNK das Zytoskelett zerstört und die Alzheimer-Demenz 

fortschreitet. Dagegen scheint eine selektive peptidische Hemmung der JNK nach 

ischämisch bedingtem Hirnschaden wahrscheinlich protektiv, wie in einer Übersichtsarbeit 

dargestellt wurde (Waetzig und Herdegen, 2005). Hieraus lässt sich also schließen, dass die 

V1a-Rezeptor Deletion über eine verminderte JNK Aktivierung zu einem geringen vasogenen 

Hirnödem führt, wodurch die Hirndurchblutung im Bereich der Penumbra verbessert ist und 

konsekutiv auch ein geringeres zytotoxisches Hirnödem ausgelöst wird. 

In vitro konnte eine Dexamethason-abhängige AQP1 mRNA Langzeithochregulation an 

zerebralen Mikrogefäßen der Ratte gezeigt werden. Bereits bekannt ist der anti-ödematöse 

Effekt von Glukokortikoiden in der Hirntumortherapie. Dieser anti-ödematöse Effekt scheint 

über eine erhöhte AQP1 mRNA Expression auf zerebralen Mikrogefäßen vermittelt zu 

werden (Kobayashi et al., 2006). 

4.2.3.5 Aquaporin 4 

Aquaporin 4 ist der vorherrschende Wasserkanal im Gehirn und ist an den Grenzflächen der 

Hirnoberfläche, der Blut-Hirn- sowie Blut-Liquor-Schranke lokalisiert. Im Zusammenhang mit 

dem posttraumatischen Hirnwassertransport und der Hirnödementstehung ist die polar 

organisierte Lokalisation von AQP4 auf den perivaskulären Astrozyten Endfüßchen mit ihrem 

engen Kontakt zur Blut-Hirn-Schranke wesentlich (Nielsen et al., 1997; Amiry-Moghaddam 

und Ottersen, 2003; Verkman et al., 2006; Yukutake und Yasui, 2010; Verkman, 2011) 

(Abbildung 41). Kobayashi et al. hat AQP4 unter physiologischen Bedingungen auf dem 

zerebrovaskulären Kapillarendothel von Ratten gefunden. (Kobayashi et al., 2001). Diese 

AQP4 Lokalisation ließ sich in dem verwendeten Mausmodell der vorliegenden Arbeit nicht 

bestätigen und wäre nicht mit einer intakten Blut-Hirn-Schranke vereinbar. 

AQP4 bildet in der Zellmembran sogenannte Orthogonal Arrays of Particles (OAP) (Landis 

und Reese, 1974; Verbavatz et al., 1997). Bisherige Ergebnisse deuten auf eine erhöhte 

Wassertransportkapazität aufgrund dieser OAPs mit hoher AQP4 Dichte in der Zellmembran 

(Yang et al., 1996; Rash et al., 1998; Manley et al., 2000). Lange Zeit waren nur zwei AQP4 

mRNA Isoformen bekannt: M1 und M23. Die Translation beider Isoformen startet jeweils an 

einer anderen Position von Methionin (Jung et al., 1994a; Neely et al., 1999). Die kurze 

Isoform M23 bildet große OAPs und resultiert möglicherweise in einer höheren 

Wasserpermeabilität, die lange Isoform M1 bildet isoliert keine OAPs (Silberstein et al., 

2004). Auf Astrozyten Endfüßchen konnte eine Co-Lokalisation von M1 und M23 und 

dadurch bedingt, die Bildung mittelgroßer OAPs ermittelt werden. Möglicherweise wird so 

eine optimale Balance zwischen wirksamer perivaskulärer Lokalisation mit Nähe zur Blut-
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Hirn-Schranke, effizienter Wassertransportkapazität sowie mögliche und schnelle AQP4 

Internalisierung hergestellt (Furman et al., 2003). Neuere Studien weisen auf eine dritte, 

wesentlich längere Isoform hin: AQP4 Mz (Moe et al., 2008; Rossi et al., 2011; Sorbo et al., 

2012). Die funktionellen Unterschiede der Isoformen sind bisher noch nicht hinreichend 

geklärt (Zelenina, 2010) und teilweise hinsichtlich der Wasserpermeabilität widersprüchlich. 

Eine frühere Untersuchung an Nierenepithelzellen beschreibt die höchste 

Wasserpermeabilität für die Isoform M23 (Silberstein et al., 2004). Dagegen zeigte eine 

neuere Untersuchung an Xenopus Oozyten eine signifikant unterschiedliche 

Wasserpermeabilität der einzelnen Isoformen und eine absteigende Wasserpermeabilität in 

der Reihenfolge M1, Mz und M23. Darüber hinaus werden alle 3 Isoformen unterschiedlich 

stark durch die PKC reguliert, wesentlich für die V1a-Rezeptor-abhängige AQP4 Regulation. 

Keine der drei AQP4 Isoformen scheint für Osmolyte permeabel zu sein (Fenton et al., 

2010). 

Bisher kontrovers wird die AQP4 Wasserpermeabilität in Abhängigkeit von der 

extrazellulären Kaliumkonzentration diskutiert. Bekannt ist, dass das extrazelluläre Volumen 

nach neuronaler Aktivität durch Flüssigkeits- und Elektrolytaufnahme in die Gliazellen 

reduziert wird. In einem experimentellen Modell am N. opticus von Ratten führte eine 

alleinige Erhöhung der extrazellulären Kaliumionenkonzentration nicht zu einer 

Volumenreduktion des EZR (Ransom et al., 1985). Im sensomotrischen Kortex von Katzen 

wurde dagegen eine Kaliumionen induzierte EZR-Minderung beobachtet (Dietzel et al., 

1980). Für AQP4 wird ein Kaliumionen-unabhängiger Wassertransport postuliert, da die 

Wasserpermeabilität von Xenopus Oozyten für alle AQP4 Isoformen M1, M23 und Mz 

unabhängig von der extrazellulären Kaliumionenkonzentration blieb (Fenton et al., 2010). 

Bekannt ist die Co-Lokalisation von AQP4 mit dem Kaliumionenkanal inward rectifier, Kir 4.1. 

Diese Co-Lokalisation ist mutmaßlich für den Wassertransport und die Ionenhomöostase von 

Bedeutung (Nagelhus et al., 1999; Amiry-Moghaddam et al., 2003b; Nagelhus et al., 2004; 

Soe et al., 2009; Masaki et al., 2010). 

Tierexperimentelle Studien an AQP4 knock-out Mäusen haben eine Schlüsselrolle von AQP4 

bei der Hirnödembildung gezeigt. AQP4 scheint das zytotoxische Hirnödem zu verstärken 

und das vasogene Hirnödem zu mindern. (Manley et al., 2000; Manley et al., 2004). 

Scheinbar spielt AQP4 also unter bestimmten Bedingungen beim zerebralen 

Wassereinstrom und auch beim Wasserabtransport eine zentrale Rolle. Neben dem 

Hirnwassertransport, ist AQP4 in diversen Hirnpathologien sowie für die Astrozytenmigration 

und neuronale Signaltransduktion von Bedeutung (Verkman et al., 2006; Yool, 2007; 

Verkman, 2011; Badaut et al., 2011). 

Kurzzeitregulation 

AQP4 hat diverse Phosphorylierungsstellen (Zelenina, 2010). Für die Kurzzeitregulation von 

AQP4 ist die Phosphorylierung von Serin 111 mit gesteigerter Wasserpermeabilität 
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wesentlich. Die Signaltransduktion erfolgt dafür über Glutamat, aktivierte NO-Synthase 

(NOS), NO-Freisetzung sowie über die Calcium/Calmodulin-abhängie Proteinkinase II 

(CaMKII). Bei zerebraler Ischämie, also auch posttraumatisch, ist Glutamat massiv erhöht, 

so dass eine erhöhte AQP4 Wasserpermeabilität resultiert (Gunnarson et al., 2008). 

Arginin-Vasopressin (AVP) initiiert über die V1a-Rezeptoren eine PKC-abhängige 

Phosphorylierung von Serin 180, woraus eine verminderte Wasserpermeabilität von AQP4 

folgt (Han et al., 1998; Zelenina et al., 2002; Moeller et al., 2009; McCoy et al., 2010). 

Eine weitere und kurzfristige Proteinregulation ist über den Membraneinbau von in Vesikeln 

gespeicherten Proteinen bzw. deren Internalisierung möglich. Eine längerfristige Inkubation 

von Xenopus Oozyten mit PKC führt zur Internalisierung des Membranproteins AQP4, wie 

bereits im Abschnitt 4.2.1.3 dargestellt (Moeller et al., 2009). Dieser Mechanismus scheint 

zwar für AQP4 zu existieren (Carmosino et al., 2001; Carmosino et al., 2007), ist aber, im 

Gegensatz zu dem sehr viel schnelleren und bestens bekannten Mechanismus für AQP2 in 

den Hauptzellen der Niere, nicht wesentlich (Zelenina, 2010). Auch die vorliegenden in vivo 

Ergebnisse am Mausmodell sprechen auf Grund der kurzzeitigen posttraumatischen 

Hochregulation von AQP4 in Wildtyp Mäusen gegen die AQP4 Internalisierung. Möglicher 

kurzzeitiger Mechanismus nach CCI im Mausmodell könnte der AQP4 Einbau aus Vesikeln 

in die Zellmembran sein. 

Ein weiterer Mechanismus der kurzfristigen Steigerung der AQP4 Wasserpermeabilität 

könnte durch die funktionelle Interaktion zwischen AQP4 und dem Kaliumionenkanal Kir 4.1 

sowie dem Na+-K+-2Cl--Co-Transporter erklärbar sein. Nach experimentellem Schlaganfall 

am Mausmodell reduzierte die pharmakologische Hemmung des Na+-K+-2Cl--Co-

Transporters durch das Schleifendiuretikum Bumetanid das postischämische Hirnödem 

(Migliati et al., 2010). An Xenopus Oozyten hemmt Bumetanid nicht nur den Na+-K+-2Cl--Co-

Transporters, sondern auch AQP4 direkt (Migliati et al., 2009). Diese Hemmung von AQP4 

durch Bumetanid könnte bereits ein möglicher Ansatz für die Entwicklung selektiver 

pharmakologischer AQP4 Inhibitoren sein. 

Langzeitzeitregulation 

Die vorliegenden Ergebnisse ergaben eine konstitutive AQP4 mRNA Expression bis 24 

Stunden nach CCI sowie eine kurzfristige periläsionale V1a-Rezeptor-abhängige 

Hochregulation auf Proteinebene. 

Zahlreiche Untersuchungen an AQP4 knock-out Mäusen haben die komplexe Bedeutung 

von AQP4 in Abhängigkeit der Hirnpathologie und der Ödemform bereits gezeigt (Badaut et 

al., 2011). Die tierexperimentelle Datenlage zur posttraumatischen AQP4 Langzeitregulation 

ist bisher kontrovers. An Ratten wurde sowohl eine erhöhte (Sun et al., 2003; Higashida et 

al., 2011; Tomura et al., 2011) als auch eine verminderte posttraumatische AQP4 Expression 

beobachtet (Ke et al., 2001; Kiening et al., 2002; Zhao et al., 2005). Gründe dafür sind, die 

Diversität der Methoden, der Verletzungsschwere, der Untersuchungszeitpunkte sowie der 
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untersuchten Hirnareale. Für die genaue AQP4 Langzeitanalyse ist dabei erschwerend, dass 

posttraumatisch ein kombiniertes Hirnödem vorliegt. Die Untersuchungen von AQP4 knock-

out Mäusen haben gezeigt, dass AQP4 protektiv für das vasogene sowie aggravierend für 

das zytotoxische Hirnödem ist. AQP4 scheint also sowohl den zerebralen Wassereinstrom 

als auch den Wasserabtransport zu regulieren (Manley et al., 2000; Papadopoulos et al., 

2004). 

Die pharmakologische AQP4-Inhibition nach moderatem SHT an Ratten blieb bis 24 Stunden 

ebenfalls ohne Effekt auf das posttraumatische Hirnödem und ist zu unseren Ergebnissen 

konform (Oliva, Jr. et al., 2011). In einer weiteren Untersuchung auf Proteinebene wurde 

eine AQP4 Reduktion bis 48 Stunden nach CCI in beiden Hemisphären von Ratten 

beobachtet. Die AQP4 Expression war in der traumatisierten Hemisphäre deutlicher 

abgefallen als in der nicht-traumatisierten Hemisphäre (Kiening et al., 2002). Möglicherweise 

ist die posttraumatische AQP4 Expression auch direkt von der Integrität der Blut-Hirn-

Schranke (BHS) abhängig. Im Bereich der Kontusion, also der Region des vasogenen 

Hirnödems mit defekter BHS, wurde eine verminderte AQP4 Expression nachgewiesen. 

Dagegen wurde im Bereich des diffusen Axonschadens und zytotoxischen Hirnödems mit 

intakter BHS eine unveränderte AQP4 Expression beobachtet (Ke et al., 2001). Eine weitere 

Untersuchung 24 und 72 Stunden nach penetrierendem SHT an Ratten konnte periläsional 

eine zytosolische AQP4 Erhöhung nachweisen, sodass eine de novo Synthese 

wahrscheinlich ist (Neal et al., 2007). Untersuchungen auf mRNA Ebene zeigten 

Unterschiede in der traumatisierten Hemisphäre. Periläsional war die AQP4 mRNA 

vermindert, dagegen in der gesamten traumatisierten Hemisphäre erhöht (Sun et al., 2003). 

Eine zweizeitige Läsion durch Hypoxie und Hypotension nach CCI an Ratten verstärkte die 

Schädigung der Blut-Hirn-Schranke, resultierte auch in einer verminderten AQP4 

Hochregulation und einem erhöhtem Hirnwassergehalt (Taya et al., 2010). 

Die posttraumatische, pharmakologische V1a-Rezeptor Inhibition über einen Zeitraum von 5 

Stunden führte zu einer reduzierten AQP4 Expression in der traumatisierten Hemisphäre von 

Ratten (Taya et al., 2008). In der vorliegenden Arbeit konnte 24 Stunden nach CCI eine 

reduzierte AQP4 mRNA bei den V1a-Rezeptor knock-out Mäusen im Vergleich zu 

unbehandelten Wildtyp Mäusen nachgewiesen werden. Eine definitive Aussage zur V1a-

Rezeptor-abhängigen AQP4 Langzeitregulation auf mRNA Ebene ist durch die vorliegenden 

Ergebnisse nicht möglich. 

Die posttraumatische Kraniektomie an Ratten verminderte bis 48 Stunden nach induziertem 

Trauma den AQP4 Gehalt (Tomura et al., 2011). Aus diesen Ergebnissen lässt sich 

schließen, dass neben der Hirnödembildung auch der intrakranielle Druck und eine 

verminderte Perfusion mit Hypoxie für die AQP4 Expression relevant sind. 

Pharmakologische Inhibition von HIF-1α reduzierte an Ratten ebenfalls die posttraumatische 

AQP4 Expression. Eine in vitro Untersuchung an Astrozyten von Ratten zeigte eine Hypoxie-
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induzierte AQP4 mRNA Reduktion, die unter milder Hypothermie bei 32°C in einer 

zweifachen Erhöhung der AQP4 mRNA resultierte. Dies könnte unter anderem die 

neuroprotektiven Effekte der Hypothermie-Behandlung durch ein reduziertes Hirnödem 

erklären (Fujita et al., 2003). 

Nach SAB war in AQP4 knock-out Mäusen das Hirnödem bei unveränderter Permeabilität 

der BHS verstärkt. Im Bereich der Glia limitans, Lokalisation der AQP4 Kanäle, war die 

Permeabilität durch Fehlen von AQP4 zweifach erniedrigt, sodass durch AQP4 Deletion eine 

verminderte posthämorrhagische Wasserelimination resultierte (Tait et al., 2010). In 

humanen Gewebeproben nach SAB wurde eine AQP4 Hochregulation auf reaktivierten 

Astrozyten sowie der Verlust der Polarität gefunden (Badaut et al., 2003). 

Nach experimentellem ischämischem Schlaganfall (MCAo) bei Ratten wurde eine erhöhte 

AQP4 mRNA Expression in der angrenzenden Infarktregion über einen Zeitraum von sieben 

Tagen, mit einem Maximum am dritten postischämischen Tag, detektiert. Dabei korrelierte 

der AQP4 mRNA Gehalt mit der Hirnödembildung bzw. -resolution (Taniguchi et al., 2000). 

Zusammenfassend scheint insbesondere die AQP4 Langzeitregulation von zahlreichen 

Mechanismen beeinflusst zu werden, sodass weitere Untersuchungen mit genauer Definition 

des untersuchten Hirnareals erforderlich sind. 

4.2.3.6 Aquaporin 9 

AQP9 gehört zur Gruppe der Aquaglyceroporine, die neben Wasser auch Glycerol, Harnstoff 

und Monocarboxylate transportieren und wurde sowohl im Ratten- (Elkjaer et al., 2000) als 

auch im Maushirn detektiert (Badaut et al., 2001). Bisher wurde AQP9 auf 

katecholaminergen Neuronen, Astrozyten und Tanyzyten nachgewiesen. Tanyzyten bilden 

das spezialisierte Ependym der zirkumventrikulären Organe mit fenestriertem Epithel und 

damit fehlender Blut-Hirn-Schranke. Die Lokalisation auf diesen Tanyzyten spricht für eine 

Funktion und Bedeutung von AQP9 in der zentralen Osmoregulation (Nicchia et al., 2001; 

Badaut et al., 2001; Badaut et al., 2004). Neben der Funktion der Wasserhomöostase ist 

AQP9 am Energiemetabolismus des ZNS mutmaßlich beteiligt (Elkjaer et al., 2000; Badaut 

et al., 2001; Badaut und Regli, 2004; Badaut et al., 2004; Badaut et al., 2007; Badaut et al., 

2008). Bisher werden im Gehirn zwei Isoformen für APQ9 unterschieden. Die lange Isoform 

ist in der Zellplasmamembran lokalisiert. Die kurze Isoform wurde in der inneren 

Mitochondrienmembran nachgewiesen. Mitochondriales AQP9 passt möglicherweise über 

die Laktatkonzentration im extramitochondrialen Zytoplasma den Energiemetabolismus an 

den Bedarf der Zelle an (Amiry-Moghaddam et al., 2005). 

Kurzzeitregulation 

AQP9 verfügt über 3 verschiedene Phosphorylierungsstellen. Davon hat nur die Position 

Threonin 26 eine funktionelle Bedeutung und ist sowohl in humanem, murinen und 

Rattengewebe konserviert. Aussagen zur Kurzzeit-Regulation von AQP9 sind bezüglich 
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PKC-abhängiger Phosphorylierung divers (Zelenina, 2010). Plausible Untersuchungen an 

Xenopus Oozyten haben für AQP9 keine signifikante PKC Sensitivität hinsichtlich 

veränderter Wasserpermeabilität und Membranlokalisation ermittelt (Moeller et al., 2009). 

Langzeitregulation 

Bisher fehlen ausreichende Untersuchungen der molekularen AQP9 Langzeit-Regulation in 

vivo (Badaut, 2010). In vitro wurde an Astrozyten eine PKC-abhängige Downregulation und 

eine PKA-abhängige Hochregulation nachgewiesen (Yamamoto et al., 2001a; Yamamoto et 

al., 2002). Posttraumatisch unterlag AQP9 auf Transkriptionsebene sowohl in Wildtyp als 

auch V1a-Rezeptor knock-out Mäusen keiner Regulation, wie die vorliegende Untersuchung 

ergab. 

Möglicherweise könnte das Ergebnis durch AQP9 mRNA von Leukozyten aus der 

posttraumatischen Blutung beeinflusst sein. Eine weitere Hypothese könnte eine kurzfristige 

gegensätzliche Regulation von AQP9 sein. In einer Astrozytenkultur reduzierte eine Hypoxie 

initial die AQP9 Expression. Diese Reduktion wurde von einer Überexpression nach 

Reoxygenierung abgelöst (Yamamoto et al., 2001b). Dieser Mechanismus könnte 

möglicherweise dazu führen, dass die Quantifizierung der AQP9 mRNA bis 24 Stunden nach 

CCI sowohl im Wildtyp als auch Knock-out in den vorliegenden Ergebnissen unverändert 

blieb. An Ratten wurde nach geschlossenem Schädel-Hirntrauma eine HIF-1α-abhängige 

AQP9 Hochregulation detektiert (Ding et al., 2009), denkbare Ursache für die 

postischämische Permeabilitätssteigerung der Blut-Hirn-Schranke (Ogunshola und Al-

Ahmad, 2012). HIF-1α ist als wesentlicher Transkriptionsfaktor in Abhängigkeit des 

Sauerstoffgehaltes der Zelle bekannt (Giaccia et al., 2003). Weitere 

Regulationsmechanismen scheinen Osmolarität und Glukokortikoide zu sein, da die AQP9 

Promotorregion diesbezüglich über Bindungsstellen verfügt (Tsukaguchi et al., 1999). Im 

Rattenhirn konnte durch Insulinmangel eine AQP9 Hochregulation nur in katecholaminergen 

Neuronen nachgewiesen werden, denkbarer Hinweis für die Bedeutung von AQP9 im 

Energiemetabolismus (Badaut et al., 2008). 

4.2.4 Schlussfolgerung und klinische Bedeutung 

Die vorliegenden experimentellen Untersuchungen an V1a-Rezeptor knock-out Mäusen 

haben gezeigt, dass die Inhibition des V1a-Rezeptors das posttraumatische Hirnödem, den 

sekundären Hirnschaden und den posttraumatischen Gewichtsverlust reduziert und die 

neurologische Funktion signifikant verbessert. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass 

die gezeigten anti-ödematösen Effekte im V1a-Rezeptor knock-out Mausmodell unter 

anderem über Aquaporine vermittelt werden. Dabei korreliert die AQP1 und AQP4 

Regulation im Hirnparenchym mit der Bildung des posttraumatischen Hirnödems. Die 

Aquaporine 1 und 4 unterliegen sowohl einer kurz- als auch langfristigen V1a-Rezeptor-

abhängigen Regulation. Folglich scheint eine verstärkte Expression von AQP1 und AQP4 
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der Mechanismus des durch V1a-Rezeptoren vermittelten Hirnödems zu sein. Damit ist der 

V1a-Rezeptor ein möglicher pharmakologischer Angriffspunkt für die Prävention des 

posttraumatischen Hirnödems. Aus diesen Ergebnissen resultiert auch, dass die Indikation 

für den Einsatz von Vasopressin bei Patienten mit Schädel-Hirntrauma äußerst streng 

gestellt werden und möglichst vermieden werden sollte. 

Vasopressin-Rezeptor-Antagonisten 

Die Entwicklung von Vasopressin-Rezeptor-Antagonisten geht auf Sawyer und Manning 

zurück (Sawyer und Manning, 1973; Sawyer und Manning, 1984). Da peptidische 

Vasopressin-Rezeptor-Antagonisten teuer, nur schwach wirksam und oral nicht applizierbar 

sind (Lemmens-Gruber und Kamyar, 2008), ist die Entwicklung nicht-peptidischer selektiver 

zerebral wirksamer Vasopressin V1a-Rezeptor-Antagonisten erforderlich. Bisher ist 

Conivaptan, ein nicht-selektiver V1a/V2-Rezeptor-Antagonist, für die vorübergehende, 

stationäre Behandlung der Hyponatriämie zugelassen (Cawley, 2007). In der 

neurointensivmedizinischen Versorgung ist Conivaptan zur Vermeidung von Hyponatriämie-

bedingten epileptischen Anfällen und Hirnödem wirksam (Wright et al., 2009; Murphy et al., 

2009; Walcott et al., 2012). Entgegen der Erwartung verändert Conivaptan weder den 

systolischen Blutdruck noch die Herzfrequenz (Walcott et al., 2012). 

Relcovaptan, ein selektiver nicht-peptidischer V1a-Rezeptor-Antagonist konnte bisher 

periphere Effekte bei Morbus Raynaud, Tokolyse und Dysmenorrhö zeigen (Brouard et al., 

2000; Hayoz et al., 2000; Decaux et al., 2008; Lemmens-Gruber und Kamyar, 2008). Für die 

klinische Etablierung einer V1a-Rezeptor-vermittelten neuroprotektiven Therapie des 

posttraumatischen sekundären Hirnschadens ist neben Großtierstudien und klinischen 

Studien, insbesondere die Entwicklung selektiver, zerebral wirksamer V1a-Rezeptor-

Antagonisten anzustreben. 

Aquaporin-Inhibitoren 

Ein weiterer klinischer Ansatz ist die pharmakologische selektive, nicht-toxische Inhibition 

von Aquaporin 1 und 4, deren Bedeutung in der Pathophysiologie des Hirnödems 

offensichtlich ist. Bisher konnte AqB013, ein Arylsulphonamid, als Inhibitor für AQP1 und 

AQP4 entwickelt werden (Yool et al., 2010). Die mutmaßliche Bindungsstelle von AqB013 

liegt intrazellulär an jeweils zwei Aminosäuren des Loop D, verantwortlich für das Gating des 

Wasserkanals. AqB013 verschließt AQP1 durch Bindung an die Aminosäuren Arginin 159 

und Alanin 168 in Loop D. Bindungsstellen von AqB013 an AQP4 der Ratte bzw. humanem 

Gewebe sind Serin 180 und Valin 189 bzw. Serin 180 und Isoleucin 189 (Migliati et al., 2009; 

Yool et al., 2010). 

Kürzlich wurde siRNA zur Hemmung von AQP4 eingesetzt. Es wurde eine Reduktion der 

AQP4 Expression von ca. 30% erreicht. Die Wasserpermeabilität wurde durch einen 

Diffusionsquotienten, dem sogenannten Apparent Diffusion Coefficient (ADC) nachgewiesen 
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(Badaut et al., 2010). Dieses Verfahren ist jedoch für den klinischen Einsatz und die AQP4 

Hemmung noch nicht ausreichend erforscht. 

Zum weiteren Verständnis der Pathophysiologie des posttraumatischen Hirnödems sind 

weitere Studien an AQP1 und AQP4 knock-out Mäusen erforderlich. Um die Langzeiteffekte 

durch pharmakologische Hemmung von AQP1 und AQP4 mit AqB013 bzw. durch siRNA 

nach Schädel-Hirntrauma zu evaluieren und das Nebenwirkungsprofil der AQP1 und 4 

Inhibition zu ermitteln, sind weitere in vivo Studien notwendig. Darüber hinaus ist die 

Entwicklung selektiver AQP Inhibitoren unbedingt zu empfehlen. 
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5 Zusammenfassung und Ausblick 

Das Schädel-Hirntrauma (SHT) ist bei Kindern und jungen Erwachsen bis zum 

45. Lebensjahr mit einer Inzidenz von 332 Verletzten pro 100.000 Einwohner in Deutschland 

die häufigste Krankheits- und Todesursache. Neben dem persönlichen Leiden und der 

hohen Rate an posttraumatischer Pflegebedürftigkeit, sollte auch die sozioökonomische 

Tragweite mit, allein in Deutschland, gesamtgesellschaftlichen Kosten von 2,8 Milliarden 

Euro pro Jahr berücksichtigt werden. 

Die Pathophysiologie des SHT verläuft zweizeitig. Während der Primärschaden durch die 

mechanische Krafteinwirkung auf den Schädel und das Gehirn einer Behandlung nicht 

zugänglich ist, kann der sogenannte Sekundärschaden als Folge resultierender 

Komplikationen betrachtet werden. Hauptprädiktor für ein schlechtes Ergebnis der Patienten 

sind posttraumatisches Hirnödem und der intrakranielle Druckanstieg. Durch zerebrale 

Minderperfusion und Ischämie entsteht ein Circulus vitiosus mit progredientem, vasogenem 

und zytotoxischem Hirnödem. Kann eine anti-ödematöse und hirndrucksenkende Therapie 

nicht frühzeitig etabliert werden, erliegt in der sogenannten Penumbra nicht nur der 

Funktionsstoffwechsel, sondern schließlich auch der Strukturstoffwechsel. Folge ist ein 

vergrößerter Sekundärschaden, der initial einer Therapie prinzipiell zugänglich wäre. Trotz 

intensiver Forschung fehlt weiterhin eine kausale Therapie, die das posttraumatische 

Hirnödem zu einem möglichst frühen Zeitpunkt mindern könnte. 

Vasopressin und V1a-Rezeptoren scheinen eine wesentliche Rolle in der Pathophysiologie 

von Hirnschädigungen zu spielen. Einerseits korreliert die Höhe des Vasopressin-

Serumspiegels positiv mit der Schwere von unterschiedlichen Hirnläsionen und andererseits 

mindert die pharmakologische Hemmung des V1a-Rezeptors sowohl nach fokaler Ischämie 

als auch nach SHT das Hirnödem und den sekundären Hirnschaden. 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, den Einfluss von Vasopressin V1a-Rezeptoren und 

Aquaporinen auf den sekundären Hirnschaden nach experimentellem SHT an einem 

hochspezifischen V1a-Rezeptor knock-out Mausmodell zu untersuchen; Grundlage für die 

Entwicklung möglicher, bisher fehlender, kausaler, neuroprotektiver, pharmakologischer 

Therapieansätze. 

Im ersten Abschnitt der experimentellen Untersuchungen an V1a-Rezeptor knock-out Mäusen 

konnte erstmals gezeigt werden, dass die V1a-Rezeptor Gendeletion das posttraumatische 

Hirnödem, den sekundären Hirnschaden und den posttraumatischen Gewichtsverlust 

reduziert sowie die neurologische Funktion signifikant verbessert. Durch die Validierung des 

V1a-Rezeptor knock-out Mausmodells hinsichtlich der physiologischen Parameter MAP, ICP 

und CBF hängen diese neuroprotektiven Effekte mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht von 

vaskulären oder systemischen Effekten ab. Welche intrazellulären und molekularen 

Regulationsmechanismen diesen neuroprotektiven Effekten zugrunde liegen, ist 

weitestgehend unklar. Daher sollte durch diese Arbeit untersucht werden, ob die gezeigten 
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anti-ödematösen, posttraumatischen Effekte durch die V1a-Rezeptor Deletion im Mausmodell 

über Aquaporine vermittelt werden. 

Bekannt ist, dass das Gehirn auf ein wirksames Volumen- und Ionen-Gleichgewicht seiner 

vier Flüssigkeitskompartimente angewiesen ist. Ein hochspezifischer, schneller und 

bidirektionaler Wassertransport über die lipophile Zellmembran erfolgt über Wasserkanäle, 

die sogenannten Aquaporine (AQP). Während die systemische Regulation der 

Wasserhomöostase über den Vasopressin V2-Rezeptor-abhängigen Einbau von AQP2 im 

Sammelrohr der Niere sehr gut bekannt ist, ist sowohl die zentrale Funktion von Vasopressin 

als auch die Regulation zerebraler Aquaporine wenig verstanden. 

Im zweiten Abschnitt dieser Arbeit wurden erstmals für die im Maushirn relevanten 

zerebralen AQP1, 4 und 9 spezifische Primer entwickelt. Dies war die wesentliche 

Voraussetzung für die quantitative AQP1, 4 und 9 Analyse auf Transkriptionsebene im 

zeitlichen Verlauf nach CCI. 

Im dritten Abschnitt dieser Arbeit konnte erstmals auf Transkriptionsebene gezeigt werden, 

dass AQP1 V1a-Rezeptor-abhängig an der posttraumatischen Hirnödementstehung beteiligt 

ist. Die AQP4 mRNA wurde 6 und 24 Stunden nach CCI auf Transkriptionsebene V1a-

Rezeptor-abhängig konstitutiv exprimiert. AQP9 unterlag auf mRNA Ebene bis 24 Stunden 

nach CCI keiner V1a-Rezeptor-abhängigen posttraumatischen Regulation. 

Im vierten und letzten Abschnitt wurde AQP1 und AQP4 auf Proteinebene lokalisiert und im 

zeitlichen Verlauf nach CCI quantifiziert. Es konnte erstmals gezeigt werden, dass AQP1 im 

Maushirn nicht nur auf dem Epithel des Plexus choroideus, sondern auch weit verbreitet auf 

Neuronen im Kortex, Hippocampus und auf neuronalen Fasersystemen exprimiert wird. 

Posttraumatisch wurde AQP1 in der kontralateralen Hemisphäre V1a-Rezeptor-abhängig 

kurz- und langfristig reguliert. 

AQP4 wurde ubiquitär auf kortikalen und subkortikalen Gliazellen, insbesondere auch auf 

den perivaskulären Astrozyten Endfüßchen und auf der Kortexoberfläche im Bereich der 

Meningen detektiert. AQP4 unterlag periläsional einer V1a-Rezeptor-abhängigen kurzzeitigen 

Hochregulation und wurde 24 Stunden nach CCI wieder auf die Ausgangswerte 

herunterreguliert. 

Da für AQP9 bisher noch kein spezifischer Antikörper für in vivo Untersuchungen nach CCI 

entwickelt werden konnte, sind valide Ergebnisse für die AQP9 Untersuchungen auf 

Proteinebene noch ausstehend. 

Zusammenfassend ist zu sagen, dass der V1a-Rezeptor ein möglicher pharmakologischer 

Angriffspunkt für die Prävention und Reduktion des posttraumatischen Hirnödems ist. Aus 

den Ergebnissen resultiert auch, dass die Indikation für den Einsatz von Vasopressin bei 

Patienten mit Schädel-Hirntrauma äußerst streng gestellt werden und möglichst vermieden 

werden sollte. Darüber hinaus konnte erstmals gezeigt werden, dass diese anti-ödematösen 

Effekte im V1a-Rezeptor knock-out Mausmodell unter anderem über Aquaporine vermittelt 
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werden. Dabei korreliert die AQP1 und AQP4 Regulation im Hirnparenchym mit der Bildung 

des posttraumatischen Hirnödems. AQP1 und AQP4 unterliegen sowohl einer kurz- als auch 

langfristigen V1a-Rezeptor-abhängigen Regulation. 
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7 Abkürzungsverzeichnis 

AC Adenylatzyklase 

ACTH Adenokortikotropes Hormon 

ADC Apparent Diffusion Coefficient: Diffusionsquotient als Maß für die 
Wasserpermeabilität 

ADH Antidiuretisches Hormon 

ANOVA on ranks Analysis of Variance, Varianzanalyse 

ANP Antinatriuretisches Peptid 

AP1 Transkriptionsfaktor Aktivator Protein 1 

AqB013 Arylsulfonamid, AQP1 und AQP4 Inhibitor  

AQP Aquaporin 

AT Adenin (Purin-Base) und Thymin (Pyrimidin-Base) 

ATP Adenosintriphosphat 

AVP Arginin-Vasopressin 

BHS Blut-Hirn-Schranke 

BLAST Basic Local Alignment Search Tolo: elektronisches Programm, um 
experimentell ermittelte biologische DNA und Protein Sequenzen mit bereits 
vorhandenen Sequenzen zu vergleichen (Altschul et al., 1990). 

bp Basenpaar 

CaMKII Calcium/Calmodulin- abhängige Proteinkinase II  

cAMP cyklisches Adenosinmonophosphat 

CBF Cerebral Blood Flow, zerebrale Durchblutung 

CCI Controlled Cortical Impact 

cDNA komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

c-fos Proto-Onkogen der Immediate Early Gene Familie: Transkriptionsfaktor, der 
von dem sogenannten FOS Gen kodiert wird. Die Immediate Early Gene 
Familie zeichnet sich durch schnelle und breite Reaktion auf verschiedene 
Zellstimuli aus (Bossis et al., 2005; Monje et al., 2005). 

cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat 

CPP Cerebral Perfusion Pressure, zerebraler Perfusionsdruck 

CRE cAMP Resonsive Element: moduliert Effekte der Proteinkinase A 

CREB cAMP Responsive Element Binding Protein: Transkriptionsfaktor, der an 
CRE der DNA bindet und weitere Gene reguliert 

Ct-Wert Cycle threshold: Schwellenwert, der den Beginn des exponentiellen 
Anstieges einer Kurve beschreibt 

DAG Diacylglycerol 

DAPI 4‘,6-Diamidin-2-phenylindol: Fluoreszenzfärbung, die dem Nachweis von 
DNA dient. 

DGNC Deutsche Gesellschaft für Neurochirurgie 

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate 

dw dry weight, Trockengewicht 

e error, Quadrat der Fehler vom Mittelwert der Einzelwerte 

ePCR elektronische PCR 

EZR Extrazellulärraum 

FPI Fluid Percussion Injury: experimentelles SHT Modell 

GC Guanin (Purin-Base) Cytosin (Pyrimidin-Base) 

GCS Glasgow Coma Scale 
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gDNA genomische DNA 

GFAP Glial fibrillary Acidic Protein: zytoplasmatisches Intermediärfilament von 
Gliazellen. GFAP Färbung dient dem Nachweis von Gliazellen. 

G-Protein GTP-bindendes Protein 

GTP Guanosintriphosphat 

HIF-1α Hypoxia inducable factor, Gewebehypoxie-abhängiger Transkriptionsfaktor 

HKG Housekeeping-Gen 

ICP Intracranial Pressure, intrakranieller Druck 

IP3 Inositol-1,4,5-Tri-Phosphat 

IR Immunreaktivität 

IZR Intrazellulärraum 

JNK c-Jun-N-terminale Kinase: dient durch Phosphorylierung von N-terminalen 
Aminosäuren der intrazellulären Signaltransduktion 

kDa Kilodalton 

Kir 4.1 inward rectifier Kaliumionenkanal  

k.U. kein Unterschied 

LC-PCR LightCycler
®
 PCR: Verfahren zur quantitativen DNA Analyse 

MAP Mean arterial pressure, mittlerer arterieller Druck 

MCAo Middle Cerebral Artery occlusion: experimentelle Technik zur Auslösung 
einer Hirnischämie im Mediastromgebiet 

MMP Matrix-Metalloproteinasen 

mRNA messenger Ribonucleic acid 

MRT Magnetresonanztomographie 

MW Mittelwert 

NCBI National Center for Biotechnology Information 

NeuN Neuronal Nuclei: neuronenspezifisches Zellkernprotein (neuronaler Marker) 
(Mullen et al., 1992). 

NF-κB Nuclear Factor kappa light chain enhancer of activated B-cells: weit 
verbreiteter Tanskriptionsfaktor 

NO Nitric Oxid, Stickstoffmonoxid 

NOS NO-Synthase 

N-P-A Asparagin – Prolin – Alanin 

NSS Neurological Severity Score: Score zur Beurteilung der neurologischen 
Funktion 

OAP Orthogonal Arrays of Particles  

PBS Phosphate Buffer Saline, Phosphat-Salz-Puffer 

PCR Polymerase Chain Reaction, Polymerase-Kettenreaktion 

PFA Paraformaldehyd 

PIP2 Phosphatidylinositol-(4,5)-Biphosphat 

PKA Proteinkinase A 

PKC Proteinkinase C 

PLCß Phospholipase Cß 

R Resistance, hier: Gefäßwiderstand 

RNA Ribonukleinsäure 

RNase Enzym zum Abbau von Ribonukleinsäure 

ROI Region of Interest 

RT-PCR Real-Time-Polymerase Chain Reaction, quantitative Echtzeit-PCR 
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SAB Subarachnoidalblutung 

SD Standard Deviation, Standardabweichung 

SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis, 
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 

SEM Standard Error of the Mean, Standardfehler 

SHT Schädel-Hirntrauma 

siRNA small interfering RNA: kurze RNA Moleküle, die u.a. die  Genexpression der 

Zelle regulieren können. 

SNK Student Newman-Keuls Test, Signifikanztest 

TAE-Puffer Tris-Acetat-EDTA-Puffer 

Taq Thermus aquaticus (Bakterium) 

Taq-Polymerase thermostabile DNA Polymerase des Bakteriums Thermus aquaticus 

Tm Melting Temperature, Schmelztemperatur 

TNF-α Tumornekrosefaktor-α  

V1-Rezeptor Vasopressin1-Rezeptor 

V2-Rezeptor Vasopressin2-Rezeptor 

ww wet weight, Feuchtgewicht 

ZNS Zentrales Nervensystem 
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8 Anhang 

8.1 Nissl-Färbung 

70% Ethanol 2 min 

Kresylechtviolett 10 min 

Aqua dest. 3 x spülen 

Aufsteigende Alkoholreihe je 2 x eintauchen 70%, 96%, 100% 

Isopropanol 2 min 

Xylol I 5 min 

Xylol II 5 min 

Eindeckeln mit Eukitt
®
 (O. Kindler GmbH & Co, Freiburg, Deutschland) 

8.2 Neurological Severity Score (NSS) 

Erreichbare Punktzahl 0 - 19 

Beste neurologische Funktion  0 Punkte 

Schlechteste neurologische Funktion 19 Punkte 

 

Tests 

Verlassen eines Reifens (d=0,5 cm) 

 

verlässt Reifen innerhalb von 2 Minuten 0 Punkte 

bleibt auf Begrenzung sitzen 0,5 Punkte 

stellt sich an Begrenzung auf 1 Punkt 

bleibt innerhalb des Reifens 2 Punkte 

Suchen 

 

aktive Suche 0 Punkte 

sucht verlangsamt, macht Pausen 1 Punkt 

bleibt sitzen 2 Punkte 

Bewegungsinitiation 

 

spontane Bewegung 0 Punkte 

Bewegung nach Klatschen 1 Punkt 

keine Bewegung nach Klatschen 2 Punkte 

Laufen 

 

läuft gerade aus 0 Punkte 

zirkelt 1 Punkt 

keine Bewegung 2 Punkte 

Hemiparese 

 
unauffällige Fortbewegung 0 Punkte 

leichtes Hinken der linken Hinterpfote  1 Punkt 

Balancieren auf einem Balken: Balkenbreite 2,5 cm/1,9 cm/0,9 cm; Balkenlänge 1 m 

 

fehlerfreier Lauf über den Balken je 0 Punkte 

regelmäßiges Abrutschen vom Balken, Kauern je 1 Punkt 

fällt vom Balken herunter je 2 Punkte  
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Balancieren und Greiffunktion: Stab eckig 0,5 x 0, 5 cm; Stab rund Durchmesser 0,5 cm 

 

hält sich trotz Schütteln mit allen 4 Pfoten am Stab je 0 Punkte 

hält sich trotz Schütteln mit 3 Pfoten am Stab je 0,5 Punkte 

fällt durch Schütteln herunter je 1 Punkt 

kann sich gar nicht halten je 2 Punkte 

8.3 Real-Time-PCR Protokoll 

1. Roche-Mix herstellen 

2. Primer-Mix ansetzen: 

 90 µl H2O (destilliert und sterilisiert) 

 5 µl Primer forward 

 5 µl Primer reverse 

3. Proben ansetzen: 

 1 µl cDNA der Versuchsprobe 

 1 µl Primer-Mix 

 2 µl Roche-Mix 

 6 µl Roche-H2O 

4. In jedem PCR-Lauf eine Probe H2O als Negativkontrolle mitlaufen lassen 

5. In jedem PCR-Lauf eine externe Standardkonzentration mitlaufen lassen 

6. Programmeinstellung (Tabelle 6) 

8.4 Paraffineinbettung 

Ethanol 70% 1 Std. 

80% 1,5 Std. 

90% 1,5 Std. 

96% 1,5 Std. 

96% 1 Std. 

100% 1,5 Std. 

100% 1 Std. 

Aceton  3 Std. 

3 Std. 

Xylol  0,5 Std. 

Paraplast  3 Std. 

4 Std. 

  ------------ 
22,5 Std. 

Ausgießen   
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8.5 Paraffinschnitt-Protokoll 

Schnittmuster entsprechend dem Mausatlas, Beginn 1,8 mm nach dem Bregma: 

110 Schnitte in 11 Ebenen mit 10 Kopien, Schnittdicke 4 µm 

Schnitt Mausatlas Bregma (in mm) 
2,8 mm dann 1000 µm wegschneiden 
Schnitte im Abstand von 500 µm anfertigen 

1a 1,8 

2a 1,3 

3a 0,8 

4a 0,3 

5a 0,2 

6a 0,7 

7a -1,2 

8a -1,7 

9a -2,2 

10a -2,7 

11a -3,2 
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