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Das Gehirn ist das Organ, mit dem wir denken, dasswir denken.

Ambrose Bierce (18421914
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1 Einletung

Das Schadel-Hirntrauma ist die haufigste Todesursache junger Erwadhsener unter 45 Jahre
(Statistisches Bundesamt, 1993. Bei einer Analyse zur Todesursache von tiber 49.000Patienten in
95 amerikanischen Traumazentren konrte festgestellt werden, dass Kopfverletzungen am
haufigsten, ramlich bel 60%, fur den todli chen Verlauf nach Unfélen aler Art verantwortlich sind,
obwohl sie nur bel etwa 33% der Patienten vorlagen (Gennarelli et al., 1989. Dies wiegt umso
schwerer, als sch der Haufigkeitsgipfel des sshweren Schadel-Hirntraumas, also ein Trauma mit
einem initial erhobenen bzw. bis 24 Stunden nach Unfall auf unter 8 gefal enem Glasgow Coma
Score, im Alter von 15-25 Jahren findet. Allein im Jahr 1999 starben in Deutschland 7.705
Patienten an den Folgen dieser schweren Verletzung, so dassvon einer Gesamtzahl von 12.630
Unfallopfern mit schwerem Schédel-Hirntrauma in diesem Jahr ausgegangen werden kann
(Baghmannet a., 2003.

Neben der hohen Mortalitét des schweren Schadel-Hirntraumas, die nach Ergebnissen der in den
Vereinigten Staden gefihrten Traumatic Coma Data Bank bei etwa 33% liegt, ist auch der
Prozentsatz der Patienten mit schwerwiegendem Residual schaden bis zum vegetativen Zustand sehr
hoch - 42%. Weitere 18% der verunfallten Menschen bleiben nach der Glasgow Outcome Scale
maldig behindert, nur 7% der Patienten erhden sich funktionell zufriedenstellend (Marshall et al.,
1983. Der damit verbuncdene volkswirtschaftliche Schaden ist immens, die hohe psychosoziale
Belastung der Uberlebenden Patienten sowie deren Angehdriger lasg sich nicht quantifizieren.

Die Primérlasionen des Gehirns sofort nach Trauma sind irreversibel. Sie lassen sich nur durch
Pravention verhindern bzw. bednflussen. Sie bestehen aus Kontusionen, dt verbunden mit
hamorrhagischen Nekrosen (Adams, 1989, dem diffusen Axonschaden, i.e. Zerreisaung von
Nervenfasern in der weil3en Substanz (Adams et a., 1977), und Gefal3schaden (Baghmann und
Kempski, 1992. Ursadchen hierfir sind abrupte Akzeleratiorn/Dezeleration des Schadels oder
direkte Gewalteinwirkung mit oder ohre Schédelfraktur mit Massenbewegungen des Gehirns
relativ zum knéchernen Schédel. Diese konrnen zu Kontusionen an der Stell e der Gewalteinwirkung
flhren sowie zu einem “contre coup’ auf der gegenuberliegenden Seite. Entlanggeiten des
bewegten Gehirns an der Schédelbasis kann zu schwersten Verletzungen v.a im Bereich der
Temporallappen fuhren (gliding contusions). Rotationsbeschleunigungen sowie Scher- und
Zugkréafte fuhren zu Gefél3zerreisaungen, oft verbunden mit einer subarachnadalen Blutung, und



dem diff usen Axonschaden (stretch injury). Neben nadhfolgender Blutung und Ischémie markiert
vor adlem die Eréffnung der Blut-Hirnschranke den Beginn der Entwicklung von sekundiren
Vorgangen, urter anderem die Ausbildung des vasogenen Hirnddems, die Steigerung des
intrakraniellen Drucks, Stérungen der Mikrozirkulation undggdf. die mesenzephal e Einklemmung
im Tentoriumspalt oder des Hirnstammes im Foramen magnum. Diese Vorgange fasd man unter

dem Begriff des skundéren Hirnschadens zusammen (Baghmannet al., 1983.

Klinische und experimentelle Befunde belegen, dass die Prognose der Patienten nach Schédel-
Hirntrauma entscheidend von den sekundéren Medhanismen mitbestimmt wird (Graham et al.,
1978 Marshall et al., 1983 Mill er, 1986 Baghmannet a., 1988 Stathamet al., 1989 Steinet al.,
1993 Lynch und Dawson, 1994 Bazan et d., 1995 Gale et al., 1995 Luchter und Walz, 1995
Mclntosh et al., 1998. Dies erscheint umso bedeutsamer, als diese Vorgange prinzipiell einer
therapeutischen Intervention zuganglich sind. Sie entwickeln sich in einem zeitli chen Fenster, in
dem die Patienten in der Regel bereits medizinisch versorgt werden - Stunden bis Tage nach
Trauma. Die bestmdgli che Therapie begrenzt somit den Schaden auf den Nervenzell verlust durch
das primére Trauma, wadhrend der zusétzliche Untergang von Gewebe und Funktion duch

Moduation cer sekunddren Mecdhanismen verhindert werden konrie.

Eine Vielzahl der Arbeiten zu diesem Thema beschéftigt sich mit der Pathophysiologie und
Therapie des Hirnddems, der Hirndurchblutung und anderen Manifestationen des sekundiren
Hirnschadens. Dabei bleibt der Nekrosevorgang selbst oft auf¥er Acht. Die entscheidende Frage
hierbel u.a ist, ob die bisher bekanntenMedanismen an der Entstehung und Ausbreitung der
Parenchymnekrose beteili gt sind (Abb. 1.1). Unsere Arbeitsgruppe hat sich schon friih mit dieser
Fragestellung befasgs und kontie zeigen, dass s$ch eine eperimentelle, hochstandardisiert
indwzierte fokale Nekrose der Hirnrinde des Kaninchens innerhalb von 6 Stunden in der
Ausdehnurg nahezu verdoppelt und rach 24 Stunden auf 300% ihrer Ausgangsgrole zunimmt
(Wyrwich, 1994. Auch im Rattenmodell konnte dieses Phdnomen des skundiren
Nekrosewadhstums beobacdhtet werden, de Zunahme betrug 45% in 24Stunden. Dabel konrte auch
gezeigt werden, dass die primér im Randbereich der Nekrose Uberlebenden Nervenzellen eine
masgv gesteigerte Proteinbiosynthese zeigen, bevor sie dannim weiteren Verlauf zugrunde gehen
(Vonhd, 1997). Es war jedoch lange unkar, ob dieses Nekrosewadhstum nach Trauma ein
verzogert ablaufender, primérer, irreversibler Prozess ist, oder as Sekundérvorgang durch
Hemmung zugrundeliegender Pathomedhanismen verhindert werden kann. Die therapeutische

Hemmbarkeit des sekundéren Nekrosewadstums konrte erstmals mit Hil fe enesiNOS-Inhibitors



Abb. 1.1: Computertomographische Verlaufsuntersuchung eines 61-jahrigen Patienten mit
frontaler Kontusion nach Treppensturz. Das linke Bild wurde bei Klinikaufnahme (ca. 3 Std.
nach Unfall), das rechte 24 Stunden danach aufgenommen. Auffallend ist die deutliche
VergroRRerung der Kontusion innerhalb dieses Zeitraums. Weiterhin kann man auch Zeichen
eines gesteigerten intrakraniellen Drucks erkennen. Die Ventrikel und Zisternen sind
verkleinert, die Gyri und Sulci verstrichen.

gezeigt werden (Stoffel et al., 2007).

Durch den Fortschritt in der molekularbiologischen Forschung mit hochsensitiven
Nadweisverfahren, aber auch durch dezunehmende Kenntnisder Gene, diefur einzelne Faktoren
kodieren, |asd sich nunseit kurzer Zeit die Funktion einzelner Molekile bei den verschiedensten
pathophysiologischen Fragestellungen mit bislang unerreichter Prézision urtersuchen. Als
Versuchstiere werden hierbel Méuse verwendet, bei denen das Gen flr einen entsprechenden Faktor
funktionsunttichtig gemadit wurde, sog. knock-out Méuse (Bernstein undBreitman, 1989 Roemer
et a., 1991). Durch die vollige Abwesenheit des Faktors im Versuchstier kann seine Rolle im
Vergleich zum Wildtyp studiert werden. Mittlerwell e sind eine ganze Reihe von Stdmmen mit
Deletionen fur verschiedenste Faktoren charakterisiert undverfigbar. Diese M 6gli chkeiten sollten
in Zukurft far Projekte zur Untersuchung der zugrundeliegenden Mechanismen des skundiren
Nekrosewadstums in der Arbeitsgruppe zur Verfligung stehen. Ein Themenbereich, der dabeli
ndher beleuchtet werden soll, ist die Frage, inwiefern das hirneigene Immunsystem, v.a. die Astro-
und Mikroglia an sekunddren Nekrosewadstum beteili gt ist. Ein erster Schritt wurde mit der

Untersuchung zur Expresson eines die Mikroglia &tivierenden Zytokins unternommen.

Ziel dieser Arbeit war, ein Modell zur Applikation einer fokalen Hirnparenchymnekrose bel der

Maus zu etabli eren unddas Verhalten dieser Nekrose im Zeitverlauf zu beobadhten. Dazu gehdrte



die Etablierung einer geagneten Anasthesie bei der Maus, die Ermittlung geegneter Parameter zur
Induktion einer reprodwzierbaren, standardisierten Nekrose sowie die quantitative Erfassung des
Parenchymschadens. Das u.U. auftretende Nekrosewadhstum sollte dabei in seiner Dynamik
charakterisiert werden. In einer weiteren Studie sollt e dieses Nekrosewadistum mit der Expresson

des Zytokins und Mikrogli a&tivators Macrophage Colony Stimulating Factor korreliert werden.



2 Material und Methoden

Die Versuchewurden im Institut fir Chirurgische Forschung der Ludwig-Maximili ans-Universitét
in der Zeit von September 1999 bis Oktober 2000 mit Unterstiitzung duch den Forderverbund
“Neurotraumatologie und Neuropsychologische Rehabilitation” des Bundesministeriums fur
Bildung und Forschung (FKZ 9030911} durchgefiihrt.

2.1 Versuchstiere

Fir die Versuche wurden méannliche C57/BL6 Méause (Charles River, Sulzfeld) mit einem
K orpergewicht von 20-25g verwendet. Die Mause hatten freien Zugang zu Futter und Wasser und
waren einem 12 Stunden Licht/Dunkel Zyklus ausgesetzt.

2.2 Versuchsanordnung

2.2.1 Anasthesie

Bislang wurde in der Arbeitsgruppe nicht mit Mausen geabeitet, so dass zuerst das
Anésthesieverfahren etabli ert werden musde. Die Narkose der Tiere wurde in einem geschl ossenen
Geféald duch Zuleitung eines Gasgemisches aus 4% Hal othan (Eurim-Pharm, Piding), 70% Ladgas
(Fluss 2 I/min) und 30% Sauerstoff (Fluss 0,6 I/min) eingeleitet. Die Halothankorzentration
konrte mit Hilfe anesVerdampfers (Halothan Vapor 19.3,Drégerwerk, Liibed) stufenlos geregelt
werden. Zwel Minuten spéter wurde die Halothankoreentrationauf 1,5% verringert und de sportan
atmenden Tiere nun mittels einer dichtsitzenden Maske Uber die Schnauze mit dem Narkosegas
versorgt. Die Maske verfiigte Uber einen abfihrenden Schenkel, tiber den die Ausatemluft unddas
Gasgemisch wieder abgesaugt wurden (Fluss 2,6 I/min). Nadch weiteren drel Minuten wiederum
wurde die Konzentration des Hal othans auf die Erhaltungsdosis von 0,%% fir die restliche Zeit des
Versuchs verringert. Die Narkosetiefe wurde regelmaldig durch Setzen eines Schmerzreizes am
Hinterlauf Gberprift und de Hal othankoreentration gegebenenfall skurzfristigum 0,2% erh6ht. Bel
Beendigung desV ersuchs wurden Hal othan- undLadhgaszufuhr abgestellt undden Tieren biszum
Erwaden reiner Sauerstoff angeboten (2 I/min). Die Korpertemperatur wurde wahrend des
gesamten Zeitraums auf 37-38°C konstant gehalten. Dafir wurde eine Heizplatte verwendet
(Effenberger, Miinchen), die tiber eine rektale Temperatursonde riickgekoppelt war.



2.2.2 Blutdruckmonitoring - Arteria carotis communis

Zur kortinuierlichen Uberwachung des arteriellen Blutdrucks in der Anésthesie-Versuchsgruppe
(siehe 2.6.1) wurde ein arterieller Zugang Uber die Arteria carotis communis geschaffen. Hierzu
wurde ein Polyéthylenkatheter (Portex Polythene Tubing, SIMS Portex Ltd., Hythe, England;
Innendurchmesser 0,28mm, Aulfendurchmesser 0,61 mm) Uber die Spitze aner Injektionskaniie
der Starke Gr. 20 (Sterikan, Braun Melsungen, Melsungen) geschoben. An den Konnektor der
Kanile wurde tiber einen Dreiwegehahn eine Mikroliter-Spritze mit isotoner KochsalzIGsung zur
Spuilung, sowie der Druckaufnehmer (Gould P23 1D, Statham, USA) angeschlossen. Uber einen
paramedianen Hautschnitt am Hals wurde die linke Arteria carotis communis dargestellt, doppelt
angeschlungen, distal ligiert, proximal abgeklemmtundmit einer Mikrogefal3schere erdff net. Das
freie Katheterende wurde eingefiihrt, nadh Entfernen der Klemme 5 mmweiter in das Gefallumen
nadch proxima vorgeschoben und mit dem proximaen Faden fixiert. Das vom Druckwand er
aufgenommene arterielle Drucksignal wurde nach entsprechender Verstarkung (Sireaust 304D,
Siemens, Mtinchen) alle 5 Minuten aufgezeichnet. Der arterielle Mitteldruck (MAP) wurde aus
systoli schem (P, und dastoli schem Druck (Py,) nach Formel 2.1 kerechnet (Witzleb, 1987%:

Psys - I:)dia
MAP =P, L (2.3

2.2.3 Blutdruckmonitoring - Schwanzarterie

Fir etwaige spétere Versuchsrethen solltein Zukunft ein weniger invasiver Zugang fur dieMesaung
des MAP zur Verfugung stehen, der auch ein Wiederaufwacdhen der Versuchstiere nac
Versuchsende erlaubt. Deshalb wurde bei den Tieren in der Anésthesie-Versuchsgruppe (siehe
2.6.]) anschlief?end auch ein arterieller Zugang lber die Schwanzarterie geschaffen, un die
entsprechenden Messverte mit denen aus der Arteria caotis communis zu korelieren urd
validieren. Hierzu wurde das Ende enes PE-Katheters (Portex Polythene Tubing, s.0.) unter
Hitzeanwirkung ausgezogen, um den Aussendumesser auf 0,350,4mmzu verringern. Dieswurde
unter Beibehaltung des Innendurchmessers erreicht. Anschli effendwurde das andere Endewie beim
Karotiszugang Uber eine Injektionskantle (Sterikan, Gr. 20) geschoben und Uler einen
Dreiwegehahn an Spuleinrichtung und Druckaufnehmer mit entsprechendem Verstarker
angeschlosen. Die Schwanzarterie wurde nadh ventromedianer Hautinzision pé&pariert und
dargestellt, doppelt angeschlungen und distal ligiert. Nach Eroffnung der Arterie wurde das
ausgezogene Katheterende in das Lumen eingefiihrt, bis 10 mm nach proximal vorgeschoben und
mit dem proximalen Faden fixiert. Aufzeichnurg undBerechnurg der Messwerte wurden ebenfalls
entsprechend der 0.g. Vorgehensweise durchgefiihrt.
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2.2.4 Blutgasanalyse

Zur Erfasaung der Blutgaswerte in der Anésthesie-Versuchsgruppe wurden jedem Versuchstier
viermal arteriell e Blutproben aus der Arteria caotis communis enthommen (siehe 2.6.1). Mehr
Entnahmen hétten zu einer starken Hamodilution mit Veranderungen der Homoéostase gefuihrt
(Dakaraet a., 1995. Uber den arteriell en Zugang wurde eine heparinisierte Glaskapill are (60 pl,
Bayer Diagnostics, Fernwald) beflllt unddie Proben mit Hilfe e@nes Blutgasanal ysegerétes (Chiron
Diagnostics Serie 860, Ciba Corning, Fernwald) untersucht. Das Blutvolumen wurde nach der
jewelli gen Entnahme durch Kochsalzl 6sung ersetzt.

Abb. 2.1: Kéltesonde zur Applikation der Kortexlasion. Sie
bestand aus einem Kupferhohlzylinder, der konisch auf die
eigentliche Kontaktspitze zulief. Diese (1,5 mmo) wurde,
nach Beflillen des Zylinders mit Trockeneis und Azeton und
Abkuhlung, mit dem Kortex in Beriihrung gebracht.
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2.25 Fokale Kaltelasion der Hirnrinde

Zur Indukion der kortikalen Nekrose wurde ene fokale Kalteldsion erzeugt (Clasen et al., 1953
Klatzo et a., 1958. Nach Fixierung des Kopfes des Versuchstiers in einer stereotaktischen
Halterung (David Kopf Instruments, Tujunga, USA) wurden die Kopfhaut unddas Periost median
inzidiert, dann stumpf zur Seite prapariert und mit Nahten aulRerhalb des Prdparationsbereiches
fixiert. Die Trepanationsdell e konrnte dann mit einem Mikromanipulator (David Kopf Instruments)
2mmredtslatera und2 mmkaudal des Bregmas am rechten Os parietale markiert werden. Unter
mikroskopischer Kontrolle (OPMI 1, Carl Zeiss Oberkochen) wurde mit Hilfe a@nes
feinmedanischen Bohrgerétes (Paggen, Starnberg) unter standiger Kiihlung mit physiol ogischer
Kochsalzl6sung ein rundes Knochenfenster von 2,5 mm Durchmesser ausgefrést. Dabel wurde die
Dura mater nicht verletzt. Nach vorsichtiger Entfernung des Knochendedkelchens wurde die
freigelegte Duramit korperwarmer physiologischer Kochsal zl 6sung sténdig feucht gehalten.

Die Kétesonde (Eff enberger, Miinchen, Abb. 2.1) wurde zunadhst ungektihlt zur Probe mit Hilfe
des Mikromanipulators unter Mikroskopsicht der Dura mater plan aufgesetzt. Die Position der
Sonce zur Induktion der Lasion wurde durch deses Verfahren in ihren Koordinaten festgelegt.
Nadh Entfernung vom Kortex wurde die Sonde durch Befullen des Hohlzylinders mit einem
Gemisch aus Azeton und Trockenels abgekihit. Die Mischung hat eine Temperatur von -80°C.
Fruhere Mesaungen haben gezeigt, dasshierdurch eine Temperatur von-68°C an der Sondenspitze
erreicht wird (Maier-Hauff et a., 1984). Nadch Abwarten vonfunf Minuten, enem Zeitraum, in dem
die Kdtemischung und de Sonde e@ne konstante Temperatur erreichen, wurde die Sonde
entsprechend der jewelligen Versuchsgruppe fur einen definierten Zeitraum (vier und sedhs

Kéltesonde —» Trockeneis
+
Azeton
Trepanation -68°C
; /— Knochen
i Dura
Kortex

Abb.2.2: Mausschadel in der Aufsicht (Schema links). Mit einem Bohrgerat wurde eine
Trepanation Uber dem rechten Os parietale angelegt, 2 mm lateral und kaudal vom Bregma.
Uber diese konnte die abgekiihlte Kaltesonde durch die intakte Dura auf den Kortex zur
Applizierung der Lasion aufgesetzt werden, unter Verdrdngung des subarachnoidalen
Liguorkissens (Schema rechts).
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Sekunden, siehe 2.6.2 auf die Duraaufgesetzt. Zur Verdrangung der Liquarschicht zwischen Dura
mater und Kortexoberflache wurde die Sonde enen halben Millim eter unter die zuvor festgelegte
Koordinatenpasition abgesenkt (Abb. 2.2). Die Kontaktflade der Sonde mit der Kortexoberfladche
hatte @nen Durchmesser von 1,5mm.

Zur bessren Standardisierung der L&sion wurde @n computergesteuerter Mikromanipulator
verwendet. Mit Hilfe e@nes eingebauten Schrittmotors konnte, nadh Voreinstell ung der Position, der
Kontaktzeit der Sonde mit der Kortexoberflache sowie der zuséizlichen Absenkung zur
Verdrangung des Liquakisens, die Applikation der Kételasion exakt durchgefuhrt werden
(Eriskat, 2000Q.

2.2.6 Posttraumatische Phase

Im Anschlussan die Kalteldsionwurde bel all en Versuchstieren, sofern sie nicht einer Akutgruppe
angehorten, die Kopfhaut mit Einzelknopfndhten verschlossen. Nach Erwacdhen aus der Narkose,
wurden die Tierein Einzelkafige verbradht undfir eine Stunde bel 32°C Umgebungstemperatur -
bis zum sicheren Einsetzen der kdrpereigenen Thermoregulation - gehalten. Die verbleibende
posttraumati sche Uberlebenszeit verbradchten de Tiere bei normalen Raumtemperaturen (20°C) und
freilem Zugang zu Futter und Wasser.

2.3 Histologie

2.3.1 Fixation und Gewebeentnahme

Die Versuchstiere wurden funf Minuten, beziehurgsweise 4,12,24,48,96 oder 168 Stunden nach
Trauma durch transaortale Perfusionsfixation getotet. Fir diesen Zwedk wurden sie eneut durch
Zuleitung eines Gasgemisches aus Halothan, Ladhgas und Sauerstoff anasthesiert; die Tiere der
Akutgruppe hingegen Wi eben in Narkose. Uber einen Oberbauchguerschnitt wurde das Diaphragma
dargestellt undentlang des Rippenbogens er6ff net. Das perikardial e Fettgewebe wurde entfernt und
die Wand des linken Ventrikels mit einer Mikroschere inzidiert, ohre die Kammer dabei zu
perforieren. Eine rundgeschli ffene, stumpfe Stahlkantle (Sterikan, Gr. 20) wurde durch dielnzision
in den linken Ventrikel und weiter in die Aorta ascendens vorgeschoben undmit einer Klemme
fixiert. Bereits vorher wurde die Perfusion mit 0,9% K ochsal zI 6sung gestartet, um Embali en durch
Luftblasen aus der Kanlle au vermeiden und eine gleichméllige Perfusion des Gewebes zu
gewdhrleisten. Unmittelbar nach Punktion deslinken Ventrikelswurde das rechte Herzohr er6ff net.
Sobald die austretende Flissgkeit Uberwiegend klar erschien - 30 s 40 Sekunden spéter - wurde
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die Infusion Uber einen Dreiwegehahn auf gepufferte Paraformaldehydldsung (4%, pH 7.,4)
umgeschaltet. Die Perfusionsflaschen hingen in 120 cm H6he Uber dem Praparationstisch.
Vorversuche mit einem Druckwandler ergaben einen Perfusionsdruck von 90-100mmHg (Eriskat,
2000. Das Fixativ wurde Uber den aortalen Katheter tber einen Zeitraum von 30 Minuten
infundert. Die hypoxische Phase zwischen Eréffnung des Diaphragmas und Start der Perfusion
dauerte maximal 20 Sekunden.

Anschlief?end wurde zur Entnahme des Gehirns die Schadelkalotte entfernt. Durch Einschnitte
unmittelbar vor den Frontalhirnpden und kaudal vom Cerebellum konnte das Gehirn varsichtig
mobilisiert und de Hirnnerven an der Schadelbasis mit einem Spatel durchtrennt werden. Das
Gehirn wurde entnommen undfir mindestens 24 Stunden in Paraformaldehyd fixiert.

2.3.2 Histologische Gewebeaufbereitung

Die fixierten Prdparate wurden in einer aufsteigenden Alkohdreihe (Schema als Tab. 7.1im
Anhang) entwéassert, anschlieffend im Warmeschrank bei 60°C fur 24 Stunden in Paraplast
eingelegt; das Paraffin wurde nach 12 Stunden einmal gewedhselt. Das Gehirn wurde daraufhin
luftblasenfrei mit Paraffin in einer Metall form elngebettet und Hartete Gber Nadit bel 4°C aus.

2.3.3 Anfertigung von Serienschnitten

Die Nekroseausdehnurg wurde in Serienschnitten ermittelt, diein koronarer Schnittrichtung nach
einem festen Schema angefertigt waren. Ausgehend vom Okzipitalpa wurden 5pum Schnitte mit
einem Rotationsmikrotom (Reichert-Jung Typ 2030, Cambridge Instruments, Nufdoch) bis zum
Frontalpad angefertigt. Jewell s vier aufeinander folgende Schnitte wurden auf einen Objekttrager
aufgebradit und 46 Schnitte verworfen. Damit wurde ereicht, dassdie Oberflachen der jeweils
ersten Schnitte der aufeinander fol genden Objekttrager genau (4 + 46) x 5 um also 250um Abstand
voneinander hatten. Sobald die Schnittebene den Beginn der Nekrose ereicht hatte, wurde die
Anzahl der verworfenen Schnitte auf 16 verringert, so dassnunder Abstand der ersten Schnitte auf
den aufeinander folgenden Objekttragern (4 + 16) x 5 um also 100 um betrug. Dies erlaubte ane
hohere Anzahl an Schnitten duch de Nekrose und damit eine hohere Auflosung bel der
anschlieffenden Beredhnurg. Sobald die Schnittebene die Nekrose verlasen hatte, wurde der
Abstand wieder auf 250 um vergroliert, indem wiederum 46 Schnitte verworfen wurden.
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2.3.4 Nisd-Farbung

Fir die Nisd-Farbung wurde Kresylviolett als 1%ige Losung wie folgt zubereitet: Ein Gramm
Kresylviolett (Merck, Darmstadt) wird in 20 ml Ethanol (100%, Nr. 932,Merck, Darmstadt) gel 6,
mit Aquadestill ataauf 100ml verdiinrt, die Flissgkeit nadch vorsichtigem Erhitzen abfiltriert und
vor Gebrauch mindestens 24 Stunden kihl und dunkel gelagert. Mit dieser klasgschen Farbung
(Schemaas Tab 7.2im Anhang) fur Nervengewebe (Nisd et al., 1926 erscheint der Zellkern zart
blau mit kré&ftig gefarbtem Nucleolus, Nisd-Schallen, i.e. das endofdasmatische Retikulum dunkel,
und das Zell plasma sowie Markscheiden hell blau.

2.4 Morphometrie

2.4.1 Mesaung der Nekroseflache

In den histologischen Préparaten (Abb. 3.1) ist das Nekroseaed gegeniiber dem normalen
Gewebe gut abgrenzbar. Dies ist sofort nach Trauma as auch zu den spédteren Zeitpunken
zweifelsfrei zu erkennen. Das Trauma wurde so gewahlt, dass die Nekrose - auch bei ihrer
Maximalausdehnurg zum spéteren Zeitpunkt - auf den Kortex beschrénkt blieb, um die Bildung
eines vasogenen Hirnddems bei Einbeziehung der wei3en Substanz weitgehend zu verhindern. Eine
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Abb. 2.3: Messung der Nekroseflache. Sie wurde durch Umfahren des
Nekroseareals auf dem digital aufgenommenen histologischen Schnitt mit dem
Mauszeiger markiert und mit Hilfe der Software nach Eichung errechnet.
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korrekte morphol ogische Erfasaung wére dann urmégli ch geworden. Das sch im histologischen
Befund pésentierende Nekroseaed wurde mit der folgenden Methode planimetriert.

Die histologischen Schnitte wurden im Durchli chtverfahren mit einer hochaufl 6senden digitalen
Farbkamera aufgenommen (Fuji Digital Camera HC-30QZ, Fuji, Tokio, Japan) und auf einen
Computer Uberspielt (IBM AT 686 kompatibel, F&P, Minchen). Mit Hilfe einer Bil danalyse-
Software (Optimate 6.51, Media Cybernetics Inc., Silver Spring, USA) konnte nun die
Nekrosekontur auf dem Bildschirm mit dem Mauszeiger umfahren werden (Abb. 2.3). Die
Nekrosegrenze wurde mikroskopisch mit Hil fe der morphd ogischen Nekrosekriterien fir Neuronen
kontrolliert (siehe 3.2.2: Neuronen mit Chromatinverklumpung und Kernpyknose wurden
innerhalb des Nekroseareds durch de Linienfiihrung eingeschlossen. Allevitale Neuronen, dekein
solchesKriterium erfillt en, wurden ausgeschlossen (siehe Abb. 310). DiesesVorgehen verhinderte
eine falsche Abgrenzung aufgrund von zeitweilig auftretenden Férbeatefakten bei rein
makroskopischer Planimetrie (sSiehe Abb 3.12). Die Nekrosegrenze an der Kortexoberflache wurde
einer Geraden angendhert, um das Ergebnis nicht durch eventuell vorhandene Substanzverluste im
Nekrosekern oder einen Schwell ungsartefakt zu verfé schen, die sich entweder durch Fehlen einer
Oberflachenbegrenzung im Nekrosebereich oder Protrusion tber die Oberfladhenbegrenzung der
Ubrigen Hirnrinde hinaus bemerkbar gemadt hétten. Aus den Konturkoordinaten errechnete das
Programm die Nekrosefladhe. Um die ermittelte Fladhe in Quadratmillim etern quantifizieren zu
konren, wurde das System vor jeder Sitzung mit einem Mikromal3stab (Imm-Gitter, Zeiss
Oberkochen) geecht.

2.4.2 Bestimmung des Nekrosevolumens

Das Nekrosewadstum wurde nicht nur zweidimensiona als maximale Nekroseausdehnung erfasg,
sondern - mittels des Nekrosevolumens - auch dreidimensional. Hierzu gibt es verschiedene
morphometrische Verfahren, un das Nekrosevolumen urter Verwendurg der in den
Serienschnitten ermittelten Nekrosefladhen zu berechnen (Abb. 2.4). Nadh ausfiihrlicher Testung
dieser Verfahren (Eriskat, 2000 wird der Basic Volume Estimator (Cavalieri-Prinzip, Formel 2.2)
in urserer Arbeitsgruppe zur Volumenberednurg eingesetzt:

V=dYA, 2.2

Mit Hilfe dieser Formel wird das Volumen V aus den Nekrosefladen A, und dem Abstand d
zwischen diesen Fladhen berechnet. Das konstante Intervall d betrug bei den Serienschnitten mit
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Abb. 2.4: Schema zur Berechnung des Nekrosevolumens aus den Nekroseflachen A, und

dem Abstand d.
einer Nekrosefl &che 100pum.

nec

2.5 Semiquantitative Reverse Transkriptase - Polymerase K ettenreaktion
(RT-PCR)

Diese Methode wurde gewéhlt, um das Ausmald der zum jeweiligen Zeitpunkt in der Zelle
aktivierten - “in Produktion befindlichen” - Zytokine zu bestimmen; in der vorliegenden
Untersuchung des Zytokins Macrophage Colony Simulating Factor (MCSF).

Bei der Bildung von Proteinen in eukaryotischen Zellen spielen sich vereinfacht fd gende Schritte
ab:

Nach Aktivierung bestimmter Gene durch Transkriptionsfaktoren werden zunéchst im Zellkern
Kopien des entsprechenden Gens in Form von RNA erstellt (= Transkription). Diese messenger
RNA (mRNA) wird ins Zytosol der Zelle transportiert, um dort als Matrize fur die eigentliche
Protei nproduktion zu dienen (= Trandation). Die Anzahl der gebildeten mMRNA Mol ekle bestimmt
hierbei direkt die spétere Menge des kodierten Proteins. Die semiquantitative RT-PCR detektiert
die Menge der zu einem bestimmten Zeitpunkt in der Zelle kursierenden mRNA-Molekdle fir
dieses Protein und | &sst damit eine Aussage Uber das Ausmal? der Bildung desProteinsin Relation
Zu einem sogenannten housekeeping gene (siehe 2.5.11) zu.
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2.5.1 MalRnahmen im Umgang mit RNA

DaRNA den ubiquitér vorhandenen RNA"sen, die deses Mol ekl sofort abbauen, ausgesezt und
zusétzlich im Vergleich zu DNA instabiler ist, war besondere Sorgfalt im Umgang mit dem
Gewebe und den daraus gewonnenen molekularbiol ogischen Proben notwendig. Alle Téatigkeiten
wurden an einem eigens eingerichteten Arbeitsplatz verichtet, der regelmé&3ig vor und nach
Benutzung mit einer RNA " se abbauenden L ésung dekontaminiert wurde (RNAse Free!, Continentd
Laboratory Products, Upland, USA). Im weiteren wurden gesondert gdagerte, eigens fur den
Umgang mit RNA bestimmte Verbrauchsmaterialien und gesondert gereinigtes Arbeitsgerét zur
Gewebeentnahme und L aborarbeit verwendet. Eswurden jederzeit Einmal handschuhe getragen, die
zusétzlich regelméaldig gewechselt wurden.

Neben den RNA’se-abbauenden Substanzen in den verwendeten Reagenzien, wurde das
verwendeteWasser mit Dimethyl-Dicarbonat versetzt (DMDC-H,0), um RNA"sen zu inaktivieren.

2.5.2 Gewebeentnahme

Entsprechend der Versuchsgruppe (siehe 2.6.4) wurden die Tiere 8, 24, 96 oder 168 Stunden nach

__ Kontral. _
Entfernt{" ..., Ipsi.

Rostral

Kaudal
Abb. 2.5: Schematische Darstellung der Gewebeentnahme fiir die RT-PCR. Aus den drei
aufeinander folgenden Schnitten (2 mm Dicke) wurden Kortexproben aus den ipsilateralen und
korrespondierenden kontralateralen Hemispharen entnommen. Dabei wurden die Schnitte so
angelegt, dass jeweils Nekrose, Penumbra und gesundes Gewebe in definiertem Abstand vom
Zentrum der Nekrose reprasentiert sind.
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Trauma durch Zuleitung von Halothan, Ladchgas und Sauerstoff erneut narkotisiert und rach
Oberbauchquerschnitt und Eréffnung des Diaphragmas durch Abschneiden der Herzspitze
entblutet.

Unmittelbar nach Entbluten wurde das Gehirn, wie bereits unter 2.3.1 heschrieben, in toto
entnommen. Das Zerebellum und der Hirnstamm wurden anschlief3end duch einen transversalen
Schnitt in Hohe des Vorderrandes der Pons entfernt. Das Grof3hHrn wurde in eine Metallform
eingebracht (HSE-Harvard, March-Hugstetten), in dem mittig das Relief der basalen Anteile des
Gehirns ausgespart war und 2 mm dicke Koronarschnitte mit Hilfe von Rasierklingen duch
entsprechend vorhandene Fuhrungs<chlit ze angefertigt (Abb. 2.5). Dabei wurde beaditet, dassder
erste Schnitt das Zentrum der aul¥erlich sichtbaren Nekrose mittig beinhaltete. Der rostral
benadhbarte Schnitt verflgte Giber den Randbereich der Nekrose unddie Penumbra, der wiederum
daran rostral anschli ef3ende Schnitt gesundes Gewebe in exakt definierter Entfernung vom Zentrum
der Nekrose, i.e. 4-5 mm. In einem weiteren Schritt wurde eine transversale Schnittebene oberhalb
des Corpus Calosum durch den Kortex gelegt und nun de insgesamt sedhs abgetrennten
Kortexarede von traumatisierter (ipsilateraler) und ncht-traumatisierter (kontralateraler)
Hemisphére einzeln in Aufbewahrungsréhrchen in flissgem Stickstoff tiefgefroren. Bis zur
Welterverarbeitung wurden dese Gewebeproben bei -80°C gelagert.

2.5.3 Gewebehomogenisierung

Zum Lysieren wurde ein elektrischer Gewebehomogenisator verwendet (OMNI 2000, Omni
International, Waterbury, USA), der medhanisch de Zellen des Gewebes zerreil3t und de
Zellbestandteil e freisetzt. Er wurde vor jedem neuen Arbeitsgang fir jewell s 20 Sekunden in drei
verschiedenen, mit 500ml sterilem Aqua a iniedibili agefiillten, RNA"se-freien Glasgeféaen durch
Einschalten gereinigt. Dabei war wichtig, dassdie drei Gefél3e immer in der gleichen Reithenfolge
verwendet wurden, um eine asteigende Konzentrationan Verunreinigung zu erreichen. Zusétzlich
wurde der Apparat vor und nach jeder Sitzung chemisch von RNA"sen dekontaminiert (RNAse
Fred). Zujeder tiefgefrorenen Gewebeprobe wurden 60Qul RLT-Puffer (Lysis-Puffer, Rneasy Mini
Kit 250, Qiagen, Hil den), vermischt mit 6l 3-Mercgptoethanad, hinzu pipettiert undfir 20 bis 40
Sekunden hanogenisiert. Die so hergestellt en Gewebslysate konrnten nunweliterverarbeitet oder bei
-80°C zwischengel agert werden.

2.5.4 Isolierung der Gesamt-RNA

Fir die Isolierung der Gesamt-RNA wurde ein kommerziell erhdltli cher Kit verwendet, der RNA
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nadh einem patentierten Verfahren an eine Membran bindet, wahrend andere Molekile durch
verschiedene chemische Verfahren gelost und abzentrifugiert werden (Rnessy Mini Kit 250,
Qiagen, Hilden). Anschlief3end kann de reine Gesamt-RNA wieder von der Membran in Losung
gebradt werden (Schema unter 7.2im Anhang).

2.5.5 Bestimmung der RNA-Menge tber die optische Dichte

Dadie isoli erte Gesamt-RNA-Menge abhéngig von der urspriinglichen Zell zahl in der Probe und
der Sorgfalt der RNA-Isolierung variiert, muf@e fir jede Probe individuell der RNA-Gehalt
bestimmt werden, um in den weiteren Schritten identische RNA-Mengen verwenden zu konren.
RNA kann bal 260 rm phaometrisch quantifiziert werden. Eine OD,4-Einheit (optical density)
entspricht dabel einer Konzentration von 4Qug/ml Einzelstrang-RNA. Zusétzlich kann Uler das
Verhdltnis aus den Absorptionswerten bei 260 nm und 280 m (absorbarceratio) eine Aussage
Uber die Reinheit und somit Uber die Qualitét der isoli erten Gesamt-RNA getroff en werden. RNA
absorbiert bei 260 rm, DNA bel 280 rm Wellenlénge. Lag das Verhdltnis dieser Werte Uber 2,0
oder unter 1,8 konrte von ener Verunreinigung durch DNA bzw. andere Stoffe ausgegangen
werden und de Probe wurde ausgeschlossen.

Fur die Mesaung wurde eine Mikrolit er-Quarzkuvette (QS-10mm, Hellma, Mull heim) verwendet.
Das Photometer (DU 7500,Bedkman Coulter, Full erton, USA) wurde zunadst mittels der mit 100
pl reinem DM DC-H,0O gefiillten Kuvette auf einen Null wert kali briert. Fur die Messung wurde ene
Verdunnurg der Gesamt-RNA-Probein DMDC-H,O von 150 verwendet (2 pl Proben-Aliqua auf
98 ul DMDC-H,0). Der RNA-Gehalt C der Probe rechnete sich wie folgt aus der Anzahl der
Dichteanheiten x (Formel 2.4):

C =Xqp,, [30 140 g / ml (2.9
Jede Probe wurde dreimal gemessen und dr Mittelwert berechnet, um in den folgenden

Arbeitschritten, abhangig von der Konzentration der Proben, nun 0,5 bw. 1 ug Gesamt-RNA
einzusetzen. Nacd jedem Mess/organg wurde die Quarzkiivette mit DM DC-H,O mehrfac gesplilt.

2.5.6 RNA - Elektrophorese

Neben der absorbanceratio gibt die RNA-Elektrophaese Auskunft Gber die Integritét der Gesamt-
RNA-Probe. 0,5 pg jeder Probe wurden zusammen mit einem Farbstoff auf ein Agarose-Gel
aufgetragen undmittels angelegter Spannurg elektropharetisch aufgetrennt.
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Uber 80% der Gesamt-RNA besteht aus ribosomaler RNA (rRNA). Diese wiederum hat in
eukaryotischen Zellen vier charakteristische Untereinheiten, 5s, 5,85, 18 und 2&. Zwei von cen
vier Untereinheiten der rRNA, die 28sunddie 18s Untereinheit, konren als zwel charakteristische
Banden in der Gelelektrophaese beurteilt werden. Sind diese Untereinheiten nicht intakt, also z.B.
schonteill weise fragmentiert, kommtes zu einer unscharfen Abgrenzung mit Verschleierung biszu
einem volligen Fehlen dieser Banden. Vom Zustand dieser Untereinheiten wird dann auf den
Zustand der gesamten RNA rickgeschlossen, da die mRNA selber, aufgrund ihrer
unterschiedlichen Lange und der kleinen Menge, nicht direkt beurteilt werden kann.

Zur Herstell ung des Gels wurden 500mg Agarose mit 50 ml TAE-Puffer (2M Tris-Azetat + 0,05
EDTA, pH 8,3) unter Rihren zum Kochen gebradt, bisdie Lésung klar wurde. Nach AbkUHen auf
etwa 60°C wurden 2,5ul Ethidiumbromid-L6sung hinzu pipettiert und vermischt. Das Gel wurde
in die passende Elektrophaesekammer (Blue Marine/Blue Power System, Serva, Heidelberg)
gegosen undPlastikformen zur Schaffung der Schlitze fur die Aufnahme der Proben angebradht.
Nad Aushartung wurden 0,5ug RNA-Probe mit 2 pl Farbstoff (Loading Dye, MBI Fermentas, St.
Leon-Rot) in die jewelli gen Gelschlitze eingebradt, die Kammer mit TAE-Puffer aufgefillt, bis
das Gel mit einem FUssgkeitsfilm bededkt war, undfir 30 Minuten elner Gleichstromspannurg
von 70 mV ausgesetzt. Anschlief3end wurden die Banden im Gel durch die Bindurg von RNA mit
dem Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid unter UV-Licht (FluoLink, Badofer, Reutlingen)
sichtbar, mit Hilfe einer CCD-Kamera (Sony, Tokyo, Japan) digital abfotografiert und auf einen
Computer (IBM AT 586) tiberspielt.

2.5.7 Reverse Transkription

Durch die Reverse Transkription wird von sdmtlichen mRNA-Strangen der Probe mit Hilfe des
Enzyms Revease Transkriptaseeine DNA-Kopie (Template) erstellt. Erst diese copy DNA (cDNA)
kannin der Polymerase Kettenregktion von ar DNA-Polymerase vervielfalti gt werden. Dartiber
hinaus ist die MNA as Molekll weitaus gabiler als RNA und kann somit sicherer und langer
gelagert werden. Durch ihr spezifisches Ende aus vielen Adenin-Basen (Poly-A-Sequenz) |&sd sich
die mMRNA im Gegensatz zu anderen RNA-Formen selektiv durch Verwendurg eines
OligonuKleotids (Primer) aus Thymidin-Basen (Oligo-dT) vermehren. Dieser lagert sich aufgrund
der spezifischen Basenpaaungen an dese Poly-A-Sequenz an. Hier kann de Reverse Transkriptase
ansetzen, um den DNA-Strang komplementér zu vervoll standigen. Zur Synthese von 30 pl cDNA
aus mRNA wurde folgendermal3en vargegangen:

Daserrechnete Volumen der Probefir 1 pg Gesamt-RNA wurde entsprechend mit DM DC-H,O auf
15,7 ul in einem Reé&ktionsgefald verdinrt und anschlief3end fur 3 Minuten bal 75°C inkuhert.
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Anschlieffendwurde diein Tab. 2.1aufgeflihrte Mischung an Reagenzien hinzu pipettiert.

Diese Gesamtmischung von nun30 pl wurde in einem Thermocycler (DNA Thermal Cycler 480,
Perkin-Elmer, Norwalk, USA) fur 60 Minuten bei 37°C zur cDNA-Synthese inkubiert,
anschliefiend fur 10 Minuten bei 95°C zur Inaktivierung der Reversen Transkriptase. Die
vorliegende dMNA konrte wiederum bel -80°C gelagert werden.

Tab. 2.1: Reagenzien zur cDNA-Synthese

Reagenz Hersteller Menge
45 pM Oligo p(dT),s-Primer Roche, Mannheim 1,0 ul
5 x First-strand-buffer Invitrogen, Karlsruhe 6,0 ul
0,1 MDTT Invitrogen, Karlsruhe 3,0 ul
dNTP-Mix (jew. 10mM) Eppendorf, KdIn 1,5 pl
RNA"se Inhibitor (40 U/ul) Roche, Mannheim 0,8 ul
M-MLV-Reverse Transkriptase (200 U/ul) Roche, Mannheim 20u
14,3 pl

2.5.8 Entwicklung der Primer

Fir diefolgende Vermehrung degenigen cDNA-Abschnittesin der Polymerase K ettenreaktion, cer
vorher als mRNA die Information fur das gesuchte Protein kodert hat, Macrophag Colony
Simulating Factor (MCSF), mufden eigens zwei Primer entworfen werden, desichwieunter 2.5.7
beschrieben an einen spezifischen Abschnitt der fir MCSF kodierenden DNA anlagern konren.
Wahrend der eine Primer sich an die spezifische komplementére Basensequenz des einen DNA-
Stranges anlagert, heftet sich der andere in 5'- 3'-Richtung weiter stromabwérts an die des
Komplementérstranges.

Die mRNA-Sequenz von M CSF bel der Maus wurde bereits 1988 keschrieben (Ladner et a., 1989.
Es handelt sich um einen Abschnitt von 3922 Basenpaaen (bp). Diese Basenabfolge ds
komplementare DNA wurde in ein Internet-basiertes Computerprogramm (Primer3, Whitehead
Institute for Biomedical Reseach-Massadchusetts Institute of Techndogy, Cambridge, USA;
http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi) zur Analyse und Ermittlungder
am besten gedagneten Primersequenzen eingegeben. Sie sind in Tab. 2.2 aufgefuhrt. Die
Produktléange, die sich aus der Entfernung der Primerregionen zueinander ergibt, betrug 236 bp.
0,01 uM der jewelli gen Primersequenzen wurden in gréf@mogli cher Reinheit hergestellt (MWG-
Biotedh, Ebersberg).
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Zusétzlich wurde ds interner Standard die Aktivitdt von B-Actin untersucht (s.u.). Die
entsprechenden Primer (Alonso et a., 1986 sindin Tab. 2.3 charakterisiert. Die gesamte mRNA
hat eine L&nge von 1109 bp, & Produkt eine Lange von 366 bp.

Tab. 2.2: Charakteristik der ermittelten MCSF-Primer

MCSF Primersequenz Position Lénge T(CC)
Vorwérts 5-GACCCTCGAGTCAACAGAGC-3’ 936-955 20 bp 59,99
Rickwarts 5 -TGTCAGTCTCTGCCTGGATG-3’ 1171-1152 20 bp 59,98

Tab. 2.3: Charakteristik der 3-Actin-Primer

3-Actin Primersequenz Position Léange T (°C)
Vorwarts 5 GGACTCCTATGTGGGTGACGAGG-3’ 72-94 23 bp 74
Rickwarts 5 -GGGAGAGCATAGCCCTCGTAGAT-3’ 437-425 23 bp 72

2.5.9 Polymerase K ettenreaktion (PCR)

Durch Verwendung der spezifischen Primer als Anlagerungspunk des Enzyms Polymerase kann
nunin der Polymerase K ettenreaktion der ausgesuchte Abschnitt von 236 law. 366 bpexporentiell
vervielfatigt (amplifiziert) werden, um dann duch Farbmarkierung undGelelektrophaese sichtbar

Zu werden.

Pro PCR-Zyklus erstellt die Polymerase eine Kopie vonjedem markierten DNA-Strang, so dassbei
anfanglich n cDNA Strangen nach z.B. 25 Zyklen theoretisch n?* Kopien vorliegen. In einem
Reé&ktionsgefald auf Eis wurden diein Tab. 2.4 aufgefiihrten Reagenzien als Mischung von 47l
vorgelegt.

Tab. 2.4 Verwendete Reagenzien fur die PCR

Reagenz Hersteller Menge

10 x Puffer Roche, Mannheim 5,0 ul
Vorwarts-Primer MW G-Biotech, Ebersberg 1,0 ul
Ruckwarts-Primer MW G-Biotech, Ebersberg 1,0 ul
dNTP-Mix (jew. 10mM) Eppendorf, Kdin 1,0 pl
Tag DNA-Polymerase (5U/ul) Roche, Mannheim 0,2 ul
DMDC-H,0 38,8 ul
47,0 ul
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Die Gesamtmenge von 50 pl wurde, nach Pipettierung von 3 pl ¢cDNA zur Mischung und
Uberschichten mit 1-2 Tropfen Mineral 6l zur Verhinderung von EvaporationundK ondensationim
Redaktionsgefal3, in einen Thermocycler (Robacycler Gradient 40, Stratagene, Heidelberg) gegeben
und nach Tab 2.5 amplifiziert. Nach Beenden der Amplifizierung wurde das Produkt bei 4°C

gelagert.

Tab. 2.5: PCR-Temperaturprofile und Anzahl der PCR-Zyklen

Zyklusabschnitt  Zeitdauer T(C) Anzahl der Zyklen
Denaturierung 60 s 94
Denaturierung 45 s 94 25/30
Annealing 45s 59,0 (MCSF) 30

64,0 (R-Actin) 25
Elongation 60 s 72 25/30
Ende 10 min 72
Konservierung 4

25.10 Gelelektrophorese der PCR-Produkte

Die PCR-Produkte wurden, wie unter 2.5.6beschrieben, mittels Elektrophaese asfgetrennt. 5ul
Prodult wurden mit 2ul Farbstoff (MBI-Fermentas) in de Gelschlitze gegeben. Zusétzli ch wurde
an den Anfang jeder Gelzelle 1 pl eines Molekulargewichts-Standards (GeneRuler, MBI-
Fermentas), der alle 100 bp zwischen 100 und 1000 bp eine Bande ergibt, zur Ermittlung der
Produkgroffen mit aufgetragen. Fur die semiquantitative Auswertung wurden de Produlte von
MCSF und 3-Actin einer jeden Probe gleichzeitig auf dem Gel ausgewertet. Visualisierung und
Archivierung erfolgte eoenfallswie unter 2.5.6erlautert.

2511 Ausghlussvon potentiellen Fehlerquellen

Entspredhend der grof¥en Anzahl der Schritte vom Tierexperiment zum eigentli chen Ergebnis der
RT-PCR bietet diese Methode eine Viel zahl von Fehlermdgli chkeiten. Durch sorgféltiges Arbeiten
lasen sich die meisten minimieren, jedoch nie ganz aus<chlief3en. Es wurden daher mehrere
Kontrollen zu verschiedenen Zeitpunkien des Arbeitsablaufes eingefihrt.
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R-Actin ds Kontrolle

Ein geringerer Reinheitsgrad der isolierten RNA oder eine geringere Zell zahl der Gewebeprobe
fahrt zur Verringerung der eingesetzten RNA-Menge, was sich in einer geringeren Intensitét der
PCR-Produk-Banden &ufert. Daher wurde neben der Amplifikation vonM CSF auch eine PCRvon
-Actin durchgefuihrt. [>-Actin ist in eukaryotischen Zellen ein Protein des Zytoskeletts, desen
konstitutive Exprimierung durch externe Einflisse nicht verandert wird (houseke@ing gene). Eine
schwache Zytokin-Bande mussrel ativiert werden, wenn deren zugehérige 3-Actin-Bande ebenfalls
schwad ist - oder umgekehrt.

Negativkontrolle

Pro Versuch wurde bei der PCR ein Reaktionsgefald randamisiert - anstatt mit cDNA - mit RNA
beflllt. Bei Verunreinigungen mit DNA in den isolierten RNA-Proben konrte die PCR u.U. ein
unspezifisches Produkt ergeben. Diese Probe durfte kein MCSF- oder [3-Actin-Prodult als Bande
im Gel zeigen.

Positivkontroll e

Als Positivkontroll e fir die Funktion des entwickelten MCSF-Primers diente Mil zgewebe zweier
mit Lipopdysacdarid (LPS Endaoxin) behandelter mannlicher C57/BL6 Mause. 2 Stunden nach
intraperitoneder Injektionvon 5 pg LPSin 0,2 ml Kochsal zI 6sung wurden die Tiere mit Hal othan,
Lachgas und Sauerstoff narkotisiert und de Milz nach Oberbauchquerschnitt, Eréffnen des
Diaphragmas undEntbluten durch Abschneiden der Herzspitze, entnommen. Aus dem Mil zgewebe
dieser behandelten Mause, sowie dem einer unbehandelten C57/BL6 Maus wurde wie bereits
beschrieben de RNA gewonnen, daraus cDNA hergestellt undmit dem M CSF-Primer amplifiziert.

Mehrfachversuche

Eswurden jeweil s 6 Experimente pro Versuchsgruppe durchgeftihrt, um die Produke der einzelnen
Proben mitteln undAbweichungen erkennen zu kénren.

2512 Semiquantitative RT-PCR

Um die Banden der unterschiedlichen Proben quantitativ miteinander vergleichen zu konren,
wurden die digitalen Bilder der einzelnen Gele im Computer mit Hilfe ener Software weiter
anaysiert (BioCapt 7.0, Vilber-Lourmet, Marne, Frankreich). Dabel konrte den einzelnen Banden
unter Berticksichtigung der Belichtung ein Dichtewert zugeordnet werden (Densitometrie, Abb.
2.6). Um Werte (V) unabhangig von der schwankenden Gite der RNA-Prdparation und cDNA-
Synthese zu erhaten, wurde das Verhdltnis des Dichtewerts der MCSF-Bande (V) ZUM
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Dichtewert der entsprechenden ZActin-Bande (V; a4in) 9€bil det (Formel 2.5). Proben mit schledhter
RNA-Ausbeute oder verminderter cDNA-Synthese und entspredhend schwaden MCSF-Banden,
aber auch schwaden 3-Actin-Banden, Hieben somit einerseits vergleichbar mit Proben besserer
Ausbeute, andererseits konrten nun auch Proben miteinander verglichen werden, de nicht auf
demselben Gel visudisiert wurden.

VMCSF
V = 2.
VG-Actin ( 5)
Gel > Densitometer
Nekrose Penumbra Entfernt
- ERmEr3c 3 — [B-Actin —| 45637 35885 32529
-~ £ T &%  \|CSF | 38194 40884 37825
| | | | 0,837 1,139 1,163
A
%f) RO ’b% D 96h Statistik
‘7%

Abb. 2.6: Verfahren der Densitometrie am Beispiel dreier Proben (Nekrose, Penumbra,
Entfernt) 96 Std. nach Trauma. Den einzelnen Banden auf dem Gel werden Dichtewerte
zugeordnet. Aus dem Verhaltnis der Dichtewerte von MCSF-Produkt und dem internen
Standard 3-Actin konnte eine semiquantitative Erfassung und Statistik erfolgen.

2.6 Versuchsgruppen
2.6.1 Anasthesie

Um festzustell en, ob unter der gewahlten Anésthesie physiologische Kreislaufverhétnisse bel den
Versuchstieren vorliegen, wurde eine eigene Versuchsgruppe von 8 Tieren gebil det, bel der Uber
einen Zeitraum von 3 Stunden der mittlere arteriell e Blutdruck (MAP) unddie arteriell en Blutgase
kontrolli ert wurden. Der MAP wurde bereits nach Prgparation des Karotiskatheters 30 Minuten
nad Einleitung aufgezeichnet. 60 Minuten nadh Einleitung konnte der Blutdruck sowohl in der
Arteriacarotis als auch in der Schwanzarterie gemessen werden. Hierbei sollten die Mesaungenin
der Schwanzarterie mit den “ Goldstandard” -Werten des Karotiszugangs korreli ert werden, um diese
Maoglichkeit der Blutdruckmessung zu validieren. Ebenfalls ab 60 Minuten wurden bis 180
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Minuten nach Einleitung 4 Blutgasproben pro Versuchstier zu den orientierenden Zeitpunkten 75,
105,135und165Minuten entnommen, wobel die jewelli gen Einzelmesaungen bis zu 15 Minuten
von desen abweichen duften. Analysiert wurden der Sauerstoffpartialdruck (pO,), der
Kohlendioxidpartialdruck (pCO,), sowie der pH. Um den Einflu3 vonManipulationen auf diese
Parameter zu untersuchen, wurden die Tiere nach 130Minuten im stereotaktischen Rahmen fixiert
und nach 160 Minuten - nach Trepanation - mittels fokaler Kdtelasion traumatisiert. Jeweils 5
Minuten spater standen die festgelegten Blutgasabnahmen an (Abb. 2.7). In alen weiteren
Versuchsgruppen wurde auf die Anlage von Kathetern verzichtet undnacd Einleitung der Narkose
und Fixation im stereotaktischen Rahmen drekt mit der Prgparation und Applikation der
Kdtelasion fortgefahren (Abb. 2.8.

. Temperatur .
! L i
" MAP '

Fixierung Trauma

Bf Ef le ff

Einleitung Praparation Beobachtungszeitraum

| | | |

0 5 30 75 105 135 165 180
Zeit [min]

Abb. 2.7: Versuchsablauf in der Anasthesie-Versuchsgruppe. Nach Einleitung der Narkose und
Préaparation der arteriellen Zugdnge wurde ab 30 Minuten der mittlere arterielle Blutdruck
(MAP) in der Arteria carotis communis gemessen. Zu den Zeitpunkten 75, 105, 135 und 165
Minuten wurden arterielle Blutgasproben (BG) entnommen. Jeweils 5 Minuten vor den beiden
letzten Entnahmen wurden die Tiere stereotaktisch fixiert sowie das Trauma appliziert.

. Temperatur

Einleitung | Fixierung | Trepanation / Sondenkoordination | Naht

0 min 5 min 7 min 25 min 30 min

Abb. 2.8: Versuchsablauf in allen anderen Versuchsgruppen. Nach Einleitung der Narkose
wurde sofort mit der stereotaktischen Fixierung des Kopfes sowie der Préaparation in
Vorbereitung zur Applikation der Nekrose fortgefahren. Nach Koordination der Kéltesonde
wurde diese abgekiihlt und das Trauma anschlieend induziert. Nach Naht der Kopfhaut
konnte die Narkose 30 Minuten nach Einleitung beendet werden.
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2.6.2 Traumaparameter

Grundsétzlich lasg sich das Ausmald der Primérldsion duch zwel Parameter steuern: Den
Durchmessersder Sonde, die mit dem Kortex in Bertihrung kommtunddie Zeitdauer, fir die diese
Sonce auf den Kortex aufgesetzt wird. Der Durchmesser wurde, aufgrund der Erfahrungen im
Rattenmodell Gibertragen auf die Grofe des Mausgehirns, mit 1,5mmfestgelegt. Fir die Ermittlung
der optimalen Zeitdauer wurden zwel Versuchsgruppen mit 4 Sekunden (n=6) und 6 Sekunden
(n=7) Kontaktdauer gebil det.

2.6.2 Nekrosawachstum Akut bis 24 Stunden

Zur Quantifizierung des Nekrosewadstums durch Auswertung der maximalen Nekroseflade und
des Nekrosevolumens nach 24 Stunden, wurden eine Versuchsgruppe &ut (i.e. 5 min, n=8) und
eine mit 24 Stunden (n=9) Uberlebenszeit nach fokaler K&teldsion miteinander verglichen. Die
Versuchstierewurden nach Applikation der Lasion den Versuchsgruppen randamisiert zugeteilt und
die entsprechende Histologie bli nd ausgewertet.

2.6.3 Nekrosewachstum Akut bis 168 Stunden

Zur weiteren Charakterisierung der Dynamik der Nekroseexpansion auch Uber diesen Zeitraum
hinaus, wurden weitere Gruppen gebil det. Hier wurden von Akut nach Trauma (n=11) tiber 4 (n=7),
12 (n=8), 24 (n=8), 48 (n=9), 96 (n=11) bis zu 168 Stunden (n=14) nach Trauma maximae
Nekrosefladhe und Nekrosevolumen untersucht. Randomisierung und Auswertung erfolgten wie
unter 2.6.2.

2.6.4 MCSF - RT-PCR

Fur die Ermittlung der MCSF-Expressgon im zeitli chen Verlauf nach Trauma, wurden zu vier
Zeitpunkten nad fokaler Kaltel&sion Gewebeproben entnommen. Die Tierewurden nach Tab. 2.6
den verschiedenen Versuchsgruppen nach Trepanation randamisiert zugeteilt. Zusétzlich wurde
zum jeweili gen Zeitpunkt auch eine Sham-operierte Gruppe angelegt.
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Tab. 2.6 Versuchsgruppen fur MCSF - RT-PCR

Uberlebenszeit  Gruppe Anzahl

8 Stunden Versuch n=6
Sham n=3
24 Stunden Versuch n=6
Sham n=3
96 Stunden Versuch n=6
Sham n=3
168 Stunden Versuch n=6
Sham n=3

2.7 Statistik

Fir die statistische Prifung der Ergebnisse wurde é@n Varianzanalyse fur unverbuncene
Stichproben durchgefiihrt. Die Nullhypothese wurde mit einer Wahrscheinlichkeit unter 5%
verworfen. Der Vergleich mehrerer unabhéngiger Stichproben bei angenommener Nichtnormalit &t
der Stichprobenvertellung erfolgte nadh Kruskal-Wallis (Theodarson, 1986, anschlief?end
erfolgte die Anwendurg des U-Tests nacdh Mann-Whitney. Fur die Korrelationwurde der Test nach
Peason verwendet. Sowelt nicht abweichend vermerkt, sind in Text und Abbildungen stets der
Mittelwert + Standardfehler des arithmetischen Mittels (SEM) der Stichproben dargestellt. Die
Durchfuihrung der statistischen Tests erfolgte mit Hilfe @nes Computerprogramms (Sigma Stat 2.0,
SPSS 8ience, Chicago, USA) auf einem IBM AT kompatiblem Rechner.
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3 Ergebnisse

3.1 Kreidaufverhaltnisseder Versuchstiere unter Anasthesie

3.1.1 Blutdruck

Abb. 3.1 zeigt bel der Anasthesie-Versuchsgruppe den in der Arteria caotis ale 5 Minuten
gemessnen MAP im Verlauf der Zeit. Er befand sich vom Beginn der Mesaungen, 30Minuten
nach Einleitung, bis zum Ende des Beobadtungszeitraums nach 180 Minuten im Bereich von 79
+ 10,6 mmHg, ohre signifikante Abweichurngen. Eine statistisch signifikante Beanflusaung des
MAP durch Einbringung des Kopfes in den stereotaktischen Rahmen nach 130 Minuten oder die
Induktion des Traumas nach 160Minuten ergab sich ebenfall s nicht.

Dieab 60 Minuten nadh Einleitung gemessenen MAP-Wertein der Schwanzarterie wurden mit den
zeitgleich gemessenen Werten in der Arteria carotis verglichen. Abb. 3.2 zeigt eine Einzel punk-
Korrelation deser Werte bei 4 Tieren. Die statistische Auswertung ergab einen
Korrelationskoeffizienten von unter 0,5 (r=0,443 und Signifikanz (p<0,00]). Auffallig ist eine
systematische Verschiebung der gemessnen Blutdruckwerte in der Schwanzarterie. Die
Regresgonsgerade wurde mit y=0,658& + 15,935 angegeben. Dies bedeutet, dass die in der
Schwanzarterie gemesenen Werte durchschnittlich um 15,9 mmHg niedriger lagen als die
entsprechenden Wertein der Arteriacarotis. Dietatsadli che Schwankurngsbreite im Einzelti er aber
reichte von-40 ds+15 mmHg gegentiber dem in der Karotis gemessenen Wert.

MAP Arteria carotis communis
120

N

o

o
L

MAP Art. carotis [mmHg]
» o
o o

|

Fixierung  Trauma

0 T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Zeit [min]
Abb. 3.1: Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP)ZirS Verlauf der Zeit




Blutdruckkorrelation
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Abb. 3.2: Einzelpunktkorrelation der gemessenen Blutdruckwerte von Arteria carotis communis
und Schwanzarterie. Der Korrelationskoeffizient lag bei 0,443. Die in der Schwanzarterie
gemessenen Werte lagen im Schnitt 15,9 mmHg unter den Standardwerten der Arteria carotis.

3.1.2 Blutgase

Der arterielle Sauerstoff partialdruck (pO,) ist in Abb. 3.3 im Verlauf der Zeit aufgetragen. 75
Minuten nach Einleitung der Narkose mit dem Gasgemisch lag er bei 157+ 3,6 mmHg undfiel
dannim Laufe der Zeit tber 143+ 9,6 mmHg nach 105Minuten auf 127+ 9,3 mmHg nach 135
Minuten ab. Zum Zeitpunk 165Minuten befand er sich bei 136+ 7,2 mmHg.

Der Kohlendioxidpartialdruck (pCO,) lag zu denselben Zeitpunkten bel 44,0+ 1,8mmHg, 43,0+
1,6 mmHg, 48,7+ 2,3 mmHg und 48,1+ 3,3 mmHg (Abb. 3.4. Dieser Anstieg des pCO, im
Verlauf der Zeit war nicht signifikant.

Dementsprechend befand sich der pH bei 7,25+ 0,02 nach 75 Minuten, 7,24+ 0,02 nach 105
Minuten, 7,20+ 0,03 rach 135Minuten und 7,20t 0,02 rach 165Minuten (Abb. 3.5, erklarbar
durch die zunehmende respiratorische Azidose bei Hypoventilation der spontan atmenden
Versuchstiere. Die Atemfrequenz betrug 160-180'min. Auch dieser Abfall des pH im Verlauf der
Zeit erreichte kein Signifikanzniveau. Weder die Fixierung im stereotaktischen Rahmen nach die
Induktion des Traumas fuhrten damit zu einer signifikanten Veranderung der Werte.
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Arterielle Blutgaswerte - pO,
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Abb. 3.3: Im arteriellen Blut gemessener Sauerstoffpartialdruck (pO,, Art. carotis) der
Anasthesie-Versuchsgruppe im Verlauf der Zeit.
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Abb. 3.4: Im arteriellen Blut gemessener Kohlendioxidpartialdruck (pCO,, Art. carotis) der
Anasthesie-Versuchsgruppe im Verlauf der Zeit.

31



Arterielle Blutgaswerte - pH
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Abb. 3.5: Im arteriellen Blut gemessener pH (Art. carotis) im Verlauf der Zeit.

3.2 Auswirkungen der fokalen Kéltelasion

In diesen Untersuchungen wurde eine fokale Kélteldsion der Hirnrinde mit einer Metall sonde (1,5
mm @) und verschiedenen Kontaktzeiten ( 4 und 6Sekunden) erzeugt, wobei im Verlauf ein
Standard (1,5mm @, 4s) entwickelt wurde, der fur die Untersuchungen zum Nekrosewadstum und
zur MCSF-Expressonverwendet wurde. Die Tiere hatten bereits 30 Minuten nach Aufwadhen aus
der Narkose und Lagerung in warmer Umgebung wieder ein namales Schlaf-, Such- und
Fref3verhalten ohre ekennbare neurol ogische Defizite.

3.2.1 Makroskopische Veranderungen des Gehirns

Die Standardlasion fuhrte zu folgenden Veranderungen:

Es kam 5 Minuten nach Trauma zu einer diskreten runden Nekrose der Hirnrinde, ohre dass
nennenswerte Hamorrhagien makroskopisch erkennbar waren. Das Nekroseaed hatte @nen
Durchmesser von etwa 2,0 mm.

3.2.2 Histologische Befunde

Kontralaterale, urverletzte Hemisphére

Die Neuronen der Kontroll hemisphére zeigen eine fur die NISS.-Farbung typische Morphdogie:
einen runden, mittelsténdigen, zart geféarbten Kern mit dunkdem, zentralen Nucleol us umgeben von
einem schmalen, dunken Zytoplasmasaum mitkréaftig gefarbten NISS_-Schallen. Das Neuropil i st
hell und hanogen. Die Gefaldlumina sind leer, Erythrozyten oder Leukozyten sind ncht
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nachzuweisen (Abb. 3.9.

Traumahemisphare
Diehier gefundenen histopathadl ogischen V erénderungen im traumatisi erten Parenchym entspredhen
friheren Beobadhtungen (Clasen et al., 1953 Balthasar, 1957 Klatzo et d., 1958. DieKdtelasion
resultiert in einer scharf umschriebenen Gewebsnekrose mit Chromatinverklumpungen in den
Neuronen, Kernpyknosen der Gliazellen und diskreter Extravasation von Erythrozyten. Das
Neuropil im nekrotischen Fokus erscheint spongids aufgel ockert, im perifokalen Gewebe dagegen
unverandert (Abb.3.7). Haufig kdnnen im Bereich des nekrotischen Fokus durch de Préparation
und histologische Verarbeitung ausgepragte Substanzdefekte festgestellt werden. Bereits vier
Stunden nach Trauma kommt es zu Karyorrhexis der Neurone im primér nekrotischen Ared. Um
BlutgefaRe erkennt man Exsudationvon Odemfliisdgkeit undneutrophile Granulozyten (Abb. 3.9.
Die Exsudation nimmt zu und erreicht 24 Stunden nadch Trauma die grofde Ausdehnurg. Viele
Zellen im Nekroserandbereich haben einen perinukle&en Hof. Nadh 12 Stunden ist die Zell dichte
im Fokus bereits deutli ch reduziert, as Residuen, deren Zell kerne sich nicht mehr anférben lassen
werden Ghost cdls erkennbar (Abb. 3.9. Die Gefél3e sind dlatiert. Diese pathologischen
Verdnderungen setzen sich im Zeitverlauf fort. 24 Stunden nach La&sion ist nur noch im
Randbereich des fokalen Nekroseaeds Zelldebris zu erkennen. Das perifokale Parenchym
insbesondere zwischen Lasion und Balken ist etwas ddemat6s veradndert, das Neuropil sporngios
(Abb.3.10. 168 Stunden nach Lasion lassen sich im nun zusammengezogenen und \erdichteten
Nekroseaed deutli che Leukozytenansammlungen feststellen (Abb 3.11.
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Abb. 3.6: Histologisches Praparat der Kontrollhemisphare eines Akuttiers

mit Normalbefund (400 x).
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Abb. 3.7: Histologisches Préparat des Nekrose
Trauma (400 Xx).

areals 5 Minuten nach

4 T ad )

Abb. 3.8: Histologie eines Nekroseareals von einem Versu
Uberlebenszeit (400 x). Weitere Erlauterungen im Text.

- 4

chstier mit 4 Std.
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Abb. 3.9: Histologie des Nekroseareals von einem Versuchstier mit 12 Std.
Uberlebenszeit nach Trauma (400 x). Die Reduktion der Nervenzellzahl ist

deutlich erkennbar, “Ghost cells” sind zu sehen ().
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Abb. 3.10: Nekroserandbereich des selben Praparats (siehe Abb.3.9). Hier
ist das perifokale Parenchym 6dematds verandert, das Neuropil ist

spongids. Die Linie markiert die Grenze zwischen nekrotischen und vitalen

Neuronen (siehe 2.4.1).
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Abb. 3.11: Histologisches Préaparat des Nekroseareals 168 Stunden nach
Trauma (160 x). Eine deutliche Verdichtung des Gewebes mit ausgepragter
Leukozytose ist erkennbar. Die Abgrenzung zum erhaltenen, darunter

« 8
angrenzenden Nervengewebe ist ersichtlich.
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Abb. 3.12: Koronarer histologischer Schnitt durch die maximale Ausdehnung der Nekrose
eines Versuchstieres, 5 Minuten nach Lasion mit 4 Sekunden Kontaktdauer von Sonde und
Kortex. Der Rand der Nekrose sowie die Grenze von Kortex zu weil3er Substanz (Corpus
Callosum) sind als gepunktete Linien markiert. Substanzdefekte im Nekrosekern sind zu
erkennen (siehe 2.4.1).

3.2.3 Abhangigkeit der Primérlasionsgrof3e von der Dauer der Kélte
exposition

Zur Ermittlung der ideden Primérlasionsgrole im Kortex wurden in einer Gruppe 4 (n=6), in einer

anderen 6 Sekunden (n=7) as Kontaktdauer der Sonde mit der Hirnoberflache verwendet. Die
Primérl&sion sollt e histol ogisch fol gendermal3en charakterisiert sein: gut abgrenzbar gegeniiber dem

Ubrigen Gewebe, auf den Kortex beschrankt, mit ausreichend Raum fir die sekundére Expansion

innerhalb des Kortex, sowohl vertikal (ein Drittel der Kortextiefe) as auch haizonta. Die
Nekrosegrenze wurde mikroskopisch kontrolli ert (siehe 2.4.7). Abb. 3.12zeigt im histologischen

Ausghnitt die Hirnrindennekrose eines Tieres 5 Minuten nach Lasion mit 4 Sekunden, Abb. 3.13
mit 6 Sekunden Kontaktdauer. Wie ersichtlich, erfllte die 4-Sekunden-L&sion de geforderten

Kriterien mit einer Tiefe der Nekrose von etwa 0,7 mm (bei 1 mm Kortexdicke), wahrend de 6-

Sekunden-Lasion primér schon so grof3 ausfiel, dassder Rand der Nekrose bereits an die weil3e
Substanz des Corpus Calosum heranreichte. Der geforderte Abstand von einem Drittel der

K ortexdicke zwischen Nekrose- undKortexrand konrie nicht eingehalten werden. Eine Begrenzung

auf den Kortex bel zusétzlichem sekundérem Nekrosewadistum erschien hier unwahrscheinlich.

Diese Ergebniss konnten bel Vergleich der Gibrigen Versuche der beiden Gruppen (siehe 2.6.2

bestétigt werden. Aus diesem Grundwurde @ne Zeit von 4 Sekunden als idede Kontaktdauer der

Sonde mit dem Kortex zur Indultion der Primérlasion als Standard definiert.
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Abb. 3.13: Koronarer histologischer Schnitt durch die maximale Ausdehnung der Nekrose
eines Versuchstieres 5 Minuten nach Lasion mit 6 Sekunden Kontaktdauer. Auch hier sind
Nekroserand und Kortexgrenze markiert. Die Linie zur Abgrenzung der Nekrose wurde
mikroskopisch kontrolliert, um Fehler durch Farbeartefakte zu vermeiden. Auch hier sind
Substanzdefekte im Fokus der Nekrose erkennbar (siehe 2.4.1).

3.3 Wachstumskinetik der Hirnparenchymnekr ose nach Lasion

3.3.1 Akut bis24 Stunden nach Lasion

Abb.3.14zeigt einen histologischen Serienschnitt voneinem Versuchstier 5 Minuten nach Trauma.
Auch hier ist noch einmal deutlich zu erkennen, dassdie Standardl&sion zu einer gut abgrenzbaren,
kompakten Nekrose fihrt, die ungehindert innerhalb des Kortex expandieren kann. Das ubrige
Hirnparenchym erscheint unauff ali g.

Auch im weiteren Verlauf war die Nekrose - bei Beschrankung auf die graue Substanz - deutlich
vom intakten kortikalen Parenchym abgrenzbar, in der Ausdehnurg all erdings nun \ergrofiert. Dies
zeigt ein Serienschnitt eines Tiers mit 24 Stunden Uberlebenszeit (Abb. 3.15. Die perifokale
Substanz unterhalb der Lé&sion erscheint etwas blassr als das entsprechende Ared der
kontralateralen Hemisphére, alerdings nicht vergroflert oder 6dematds. Auch der Balken wirkt
nicht verbreitert, was fir ein nu gering vorhandenes Hirnddem in der weil3en Substanz spricht.

Abb.3.16z€igt die Nekrosefladhen der Tiere mit 5 Minuten und24 Stunden Uberlebenszeit nach
Lasion. Dieim Diagramm gezeigten Koordinaten arientieren sich an der geometrischen Mitte des
Nekroseaeds. Auf der Absziseist die Lage des histologischen Serienschnitts auf die Nekrosemitte
bezogen angegeben. Bel -0,7 mmist dieser Darstell ung zufolge die am weltesten rostral gelegene
Flache wiedergegeben, bei +0,9 mm die am weitesten kaudal gelegene.
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Abb. 3.14: Koronarschnitt durch die maximale Nekroseausdehnung 5 Minuten nach
Standardlasion.

Abb. 3.15: Koronarschnitt durch die maximale Nekroseausdehnung 24 Stunden nach
Standardlasion. Makroskopisch ist hier fast der gesamte Nekrosefokus durch die Praparation
verloren gegangen. Bei mikroskopisch hoéherer Auflésung konnte jedoch ein umfassender
Nekroserandbereich ohne Unterbrechung vorgefunden werden, so dass eine zuverlassige
Planimetrie moglich war (siehe 2.4.1 und 4.3)
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Die Flache mit dem Nekrosemaximum ist bei 0,0 eingezeichnet. Auf der Ordinate ist die mittlere
Nekroseflache in mn? aufgetragen. Die untere Kurve zeigt die Gruppe mit 5 Minuten
Uberlebenszeit nach Trauma (n=8), die obere mit 24 Stunden (n=9). Die Nekrosefladchen der 24-
Stunden-Gruppe sindin alen Abschnitten grof3er alsdie der Akutgruppe. Diese Art der Darstellung
lasg auch erkennen, dasssich dasim zeitli chen Verlauf auftretende Nekrosewadhstum nicht nur in
jedem betroffenen Schnitt, sondern auch in rostrokaudaler Richtung gleichformig nacd laterd
ausbreitete. Nad 24 Stunden weisen nunauch Serienschnitte 0,7 mm rostral und 0,9mm kaudal
der Nekrosemitte @ne Nekroseflade aif.

In Abb. 3.17ist diese Expansion im zeitli chen Verlauf nach Trauma am Beispiel der maximalen
Nekroseflachen dargestellt. Die maximale Nekroseflache von 1,47+ 0,13 mm? 5 Minuten nach
TraumavergroRerte sichim Verlauf von 24Stunden signifikant auf 1,95+ 0,20mn? (p<0,01). Dies
entsprach einer Zunahme um 33%.

Die as den Nekroseflachen errechneten Nekrosevolumina (Abb. 3.18§ vergrofRerten sich
signifikant, von 1,30+ 0,12 mm® nach 5 Minuten auf 2,01+ 0,23 mn?® (p<0,01). Dies entsprach
einer Zunahme um 55%.

Nekroseflache [ mm? |
= = N
o (&) (@)

©
a1
T

rostral -0.5 0.0 0.5 kaudal

Abstand der Schnittebene von der
Nekrosemitte [mm]

Abb. 3.16: Vergleich der Nekroseflachen von Akutgruppe (Rauten) und 24h-Gruppe (Kreise)
in den Serienschnitten von rostral nach kaudal.
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Abb. 3.17: Maximale Nekroseausdehnung Abb. 3.18: Nekrosevolumen akut und 24h
akut und 24h nach Lé&sion nach Lasion

3.3.2 Akut bis 168 Stunden nach Lasion

Abb. 3.19 zeigt wiederum die maximalen Nekroseflachen der einzelnen Versuchsgruppen.
Ausgehend von 1,53+ 0,11 mn? 5 Minuten nach Lasion tber 1,64+ 0,14 mn¥ nach 4 Stunden,
dehnte sie sich auf 1,67+ 0,15mn¥ nach 12 Stunden aus, bis se mit 1,87+ 0,12mn¥ nac 24
Stunden ihr Maximum fand. All diese Werte areichten aufgrund der Streuung der Daten kein
Signifikanzniveau. Die Zunahmeim Verlauf betrug 7% in den ersten 4 Stunden undweitere 2%in
den folgenden 8 Stunden, insgesamt also 9% nach 12 Stunden. In den anschlieffenden 12 Stunden
nahm die Fladhe um weitere 13% auf nuninsgesamt 22% zum Zeitpunk 24 Stunden nach Trauma
zu. Danach nahm die maximale Nekroseflache im Verlauf der Zeit wieder ab. Nach 48 Stunden
betrug sie 1,52+ 0,14mn¥, weitere 48 Stunden spater nur noch 1,36+ 0,12mnv und 168 Stunden
nach Trauma 0,83+ 0,04 mn?. Die Verdnderungen nach 96 Stunden (p<0,01) und 168 Stunden
(p<0,00)) erreichten Signifikanz gegentiber der Maximalausdehnurg nach 24 Stunden. Prozentua
erreichte die Nekroseihre urspriingli che Ausdehnurg wieder nach 48Stunden (0%) undschrumpfte
daraufhin um weitere 11% (96 Stunden) auf 46% (168 Stunden). Die Nekrosevolumina (Abb. 3.20
errechneten sich wie folgt: 1,44+ 0,16 mm® nach 5 Minuten, 1,75+ 0,09 mm? (+ 21%) nach 4
Stunden, 1,88+ 0,22mm? (+ 31%) nach 12Stunden, 1,99+0,15mm?® (+ 38%) nach 24
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Abb. 3.19: Maximale Nekroseflache im Verlauf bis 168 h (7 d) nach Standardlasion.
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Abb. 3.20: Nekrosevolumen im Verlauf bis 168h (7 d) nach Standardlasion.
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Stuncen, 1,54+ 0,19mn? (+ 7%) nach 48 Stunden, 1,14:0,10mn? (-21%) nach 96 Stunden und
0,60+ 0,04mm? (- 58%) nach 168Stunden. Mit dieser Berechnury erreichte die Nekrose bei ihrem
Maximum nadh 24 Stunden Signifikanz (p<0,05 gegenuber der Akutnekrose. Auch de
Schrumpfung nadh 96 bzw. 168 Stunden war gegentiber der Maximalausdehnurg nach 24 Stunden
signifikant (p<0,007).

3.4 Expresson von Macrophage Colony Stimulating Factor nach Lasion

Keine der verwendeten Proben zeigte in der RNA-Gelelektrophaese eine Fragmentierung der
RNA. In dlen Versuchsréhrchen, die zum Aus<hluss von Verunreinigung durch DNA in den
RNA-Proben bei der PCR mit RNA befllt wurden, konrte kein Produkt von (3-Actin oder MCSF
und camit keine Verunreinigung durch DNA nacdhgewiesen werden.

3.4.1 Positivkontrolleder M CSF-Primer

Zur Uberpriifung der Funktion der neuentwickelten M CSF-Primer wurde eine Amplifizierung mit
einer Positivkontrolle durchgeftihrt. Hierflr diente mit Endaoxin varbehandeltes Mil zgewebe
(siehe 2.6.11). Abb. 321 zeigt (oben) neben dem Molekulargewichtsgandard und cbr
Negativkontroll e links die Bande des Prodults aus einer behandelten Mil z nach Amplifizierung mit
den (FActin-Primern, rechts davon de Bande des Produks einer unbehandelten Milz. Sie
entspredchen der Zielgrofe des 3-Actin-Produkts (366 bp. Ebenfalls zu sehen sind (unten) die
entsprechenden Banden nach Amplifizierung mit den neuentwickelten MCSF-Primern. Auch dese
zwei Banden entspredhen der errechneten Zielgrole des MCSF-Produlds (236 bp). Die Bande des
vorbehandelten Gewebesist von deutlich holerer Intensitét als die Bande aus dem unbehandelten
Gewebe. Bel etwaglecher Intensitét der [3-Actin-Banden li ef3 sich also eine deutli ch hdhere Anzahl
von mRNA-Kopien im vorbehandelten Milzgewebe feststellen, damit konrte auch eine hdhere
Synthese von M CSF-Protein angenommen werden.

3.4.2 Nekroseareal

In Abb. 3.22ist die Expresson von MCSF im ipsilateralen Nekroseaed und dem zugehérigen
kontralateralen Ared der Versuchsgruppe (n=6), sowie im entsprechenden ipsil ateralen Ared der
Sham-operierten Gruppe (n=3) im Verlauf der Zeit aufgetragen. 8 Stunden nach Traumaliefd sich
eine diskrete Erhohurg der Expresson im Nekroseaed gegeniber der Kontrollhemisphére
beobachten, de aer nach 24 Stunden sowie im weiteren Verlauf nicht mehr festgestellt werden
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Abb. 3.21: Positivkontrolle der entwickelten MCSF-Primer. Wahrend R-Actin konstant
exprimiert wird (obere Reihe), kann eine diskrete Erhtéhung der MCSF-Antwort im
Lipopolysaccharid-behandelten Milzgewebe gegentber der Kontrolle (untere Reihe)
festgestellt werden.
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Abb. 3.22: MCSF-Expression im Nekroseareal verglichen mit dem korrespondierenden
kontralateralen Areal und einer Sham-operierten Gruppe (ipsilateral) in Abhangigkeit von der
Zeit nach Trauma.
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MCSF-Expression - Penumbra
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Abb. 3.23: MCSF-Expession in der Penumbra verglichen mit dem korrespondierenden
kontralateralen Areal und einer Sham-operierten Gruppe (ipsilateral) in Abh&ngigkeit von der
Zeit nach Trauma.

konrte. In der Shamgruppe war die ehohte MCSF-Expresson rach 8 Stunden deutlicher
ausgepragt, auch hier ging sieim weiteren Verlauf auf das Niveau der Kontroll hemisphére zurtick,
bis 168 Stunden nach Sham-Operation (Trepanation) wiederum eine vermehrte Expresson
gemessen wurde. All diese Verdnderungen waren all erdings nicht signifikant.

3.4.3 Penumbra

In den Gewebeproben, de die Penumbra beinhalteten, lief3en sich folgende Veranderungen
beobadhten. Abb. 3.23 zeigt die MCSF-Expresson in der ipsilateraen Penumbra und dem
zugehdrigen kontral ateralen Gewebe, sowie das entsprechende ipsil aterale Ared der Shamgruppe.
Analog zum Nekroseaed war die Expresson von MCSF in der Penumbra nach 8 Stunden
verglichen zur Kontroll hemisphére ebenfall serhott, im weiteren Verlauf aber nicht. Eine Erh6hurg
in der Sham-Gruppe konrte zu desem Zeitpunk nicht nadhgewiesen werden. Lediglich nach 168
Stunden war wieder eine vermehrte Expresgon auffélig. Auch hier erreichten dese diskreten

Veranderungen kein Signifikanzniveau.
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3.4.4 Entfernt liegendes Gewebe

Auch in dem Gewebe, das vom Zentrum der Lasion 45 mm entfernt lag, konrten keine
signifikanten Veranderungen in der MCSF-Expresson nadhgewiesen werden. Abb. 3.24zeigt die
Werte dieses ipsilateralen Areds gegeniber der entsprechenden Kontrollseite und denen des
ipsilateralen Areds aus der Sham-Gruppe. Auch hier kam es im gesamten Zeitverlauf zu keiner
Zunahme. Wie bel den anderen Areden konrnte bel der 168 Stunden-Shamgruppe @ne nicht
signifikante Vermehrung der MCSF-mRNA beobadtet werden.

MCSF-Expression - Entfernt liegendes Gewebe
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Abb. 3.24: MCSF-Expression im gesunden Gewebe (4-5 mm Entfernung vom Zentrum der
Nekrose) verglichen mit dem korrespondierenden kontralateralen Areal und einer Sham-
operierten Gruppe (ipsilateral).
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4 Diskusson

4.1 Versuchsanordnung

4.1.1 Versuchstiere

Bislang wurden in urserer Arbeitsgruppe Kaninchen und Ratten fir Untersuchungen zu
M edanismen des sekundéren Hirnschadens verwendet. Nacd der Erstetabli erung des Modell s der
fokalen Kéaltelasion am Kaninchen sollte im weiteren dieses Phdnomen des sekundéren
Nekrosewadhstums auch in der Ratte bestétigt und untersucht werden. Neben einer anderen
Wadstumskinetik der fokalen Nekrose in der Ratte (siehe 1 und 4.9, die Vergleichsgudien zur
Bedeutung verschiedener Medhanismen mit den zwei Tiermodellen ermoglicht, hat sich ihre
Verwendurg auch duch eine Reihe von Vorteilen bewahrt. So gestaltet sich de Narkosefiihrung
bel Ratten erfahrungsgemald einfacher und Therapiestudien sind, gerade bei intravendser
Applikation, mit weniger Aufwand verbunden. Eswurde auch festgestellt, dasssich bei Kaninchen
die Lasion zu einer hdmorrhagischen Kolli quationsnekrose umwandelt (Wyrwich, 1994, was mit
erhebli chen Schwierigkeiten bel der histologischen Erfassung der Nekroseausdehnurg verbunden
ist. Bei Ratten besteht dieses Problem nicht. Sie sind auch weitaus resistenter gegen Stressals
Kaninchen, was natlrlich neben der geringeren Gré e und emotionalen Bindurg an diese Tierart
zur Minimierung ethischen Konfliktpatentials beitragt.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine neue Spezies eingefuhrt, um wiederum das Ph&nomen des
sekunddren Nekrosewadstums nachzuweisen und neben den bereits genannten Vorteilen in der
Zukurft einen wichtigen weiteren nuzen zu konren. Bel Mausen lasen sich einerseits slektiv
genetische Deletionen fir bestimmte Faktoren erzeugen, andererseits snd auch eine Reihe von
natUrli chen Deletionen charakterisiert. Mittl erweil eist eine Viel zahl an solchen knock-out Stammen
verfugbar, an ihnen kann de Rolle von einzelnen Faktoren bei verschiedensten
pathophysiologischen Situationen in Ergénzung zu den etablierten molekularbiologischen
Methoden gezielter untersucht werden.

Aus diesem Grundwurde dasin unserer Arbeitsgruppe bereits seit langem verwendete Modell der
fokalen Kaltelasion des Gehirns zur Untersuchung des sskundiren Nekrosewadhstums nunerstmals
bei Mausen angewendet.
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4.1.2 Anasthesie

Bei der Erarbeitung des Anasthesieverfahrens wurde @nerseits auf die Erfahrungen mit
Inhalationsnarkosen bei Ratten in der eigenen Arbeitsgruppe, andererseits auf etablierte
Narkoseprotokall e aus der Literatur, zuriickgegriffen.

Grundsétzlich mussbel einer generell en Analgesie mit Ausschaltung des Bewusdseinsimmer von
einer Bedanflusaung der physiologischen Homodostase aisgegangen werden. Dabei muss
sichergestellt sein, dass es durch die gewdahlten Narkosemittel zu keiner signifikanten
Beantradtigung der physiologischen Schltissel parameter wie arterieller Blutdruck undarterielle
Blutgaswerte kommt

Neben einer Inhalations- oder Intubationsnarkose mit volatilen Anésthetika kann auch de
intraperitonede (i.p.) Injektion von lkeispielsweise Chloralhydrat (Stoffel, 1997 nach
entsprechender Pramedikationzu einer gut vertragli chen Anasthesie fiihren. Auch eineintravense
(i.v.) oder subkuane (s.c.) Applikationist denkbar. Die Entscheidurg fir die Inhalationsnarkose
mit Halothan beruhte auf mehreren Uberlegungen. Einma wurde die Narkosedauer fiir die
geplanten Versuche mit 30 Minuten relativ kurz angelegt (siehe Abb. 2.§. Daraus ergab sich de
Notwendigkeit fir eine gut steuerbare Narkose mit moglichst kurzer Einleitungs- und
Aufwadphese. Hier ergibt sich ein eindeutiger Vorteil fur die Inhalationsnarkose gegentiber der
i.p- und s.c.-Applikation. Zusétzlich sollte die Thermoregulation kel den Versuchstieren nach
Aufwaden mdglichst schnell wieder funktionieren. Auch hier kommt es nach den Erfahrungen
unserer Arbeitsgruppe zu einer schnelleren Erholung nach Inhalationsnarkose. Einzig die i.v.-
Applikation gewéhrleistet eine dhnli ch flexible Steuerung der Narkose, kannaber erst nach Anlage
eines ventsen Zugangs begonren werden, was wiederum kurzfristig eine Inhalations- oder i.p--
Narkose aforderlich machen wirde. Sie besdss sonst keine Vorteile gegeniber der
Inhal ationsnarkose undwiirde die Narkosezeit wegen der notwendigen Katheteranlage nur unndig
verlangern. Nicht zuletzt aus diesen Griinden hat sich die Inhal ationsnarkose bei Mausen fir kurze
Eingriffe ds Standard duchgesetzt (Tang et a., 1997 Hata ¢ al., 1998 Clark et al., 1999.

Die bekanntesten vadatilen Anésthetika sind Ladhgas, Halothan, Isofluran undSevofluran. In der
eigenen Arbeitsgruppe wurde festgestellt, dasses bel der Verwendurg sowohl von Halothan as
auch bei Isofluran und Sevofluran zu einer maldigen zerebralen Vasodil atation kanmt Dieser
Eff ekt tritt langsam und tber 1-2 Stunden auf. Angesichts der erheblich kiirzeren Narkosedauer in
diesen Versuchen, as auch der Tatsache, dassder Effekt gleichmaiig in allen Versuchsgruppen
auftreten wirde, relativiert sich al erdings desseen Bedeutung. Der Einflussvon Halothan auf den
restlichen Organismuswurdevielfadch, var alem in Langzeitstudien zur Zellt oxizitét, urtersucht. So
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liefRen sich bei Versuchstieren nadh chronischer Inhalation von Halothan im subanastheti schen
Bereich im Gegensatz zu Isofluran und Sevofluran vermehrt Leberzellnekrosen nachweisen
(Stevens et a., 1975 Chang, 1977). Auch in der Klinik ist die “Halothanhepatitis’ beschrieben
(Neuberger, 1998. Allerdings wurden dese Beobadtungen aus<chliefdlich bei Applikation Gler
mehrere Stunden bis Tage gemadt. Dies konnte aufgrund der kurzen Narkosedauer in desem
Modell ausgeschlossen werden, so dassHalothan verwendet wurde. In Kombination mit Ladhgas
werden de eforderliche Narkose undAnalgesie ereicht, ohre durch ausgepragte Muskel rel axation
die Sportanatmung der Versuchstiere zu gefahrden.

Die Parameter zur Validierung der Narkose waren im vorliegenden Falle der MAP, sowie der pCO.,.
Der MAP mule, zum Ausschlussvon sekundiren ischdmischen Ereignissen bel der Untersuchung
des Verhaltens der Hirnparenchymnekrose, im physiologischen Bereich liegen. Der pCO, war der
wichtigste Parameter, um die Suffizienz der Spontanatmung der Mause zu beurteilen. Die Tiefe der
Narkose wurde durch Setzen eines Schmerzreizes regelmaldig kontrolli ert (siehe 2.2.1).

Die ermittelten Daten in der Anasthesie-V ersuchsgruppe korreli eren teil weise mit Ergebnissen von
anderen Arbeitsgruppen. Der MAP lag bei diesen Experimenten de ganze Beobadhtungszeit tber
bei 79+ 10,6 mmHg. Dieser Bereich wird bei der Maus as physiologisch betrachtet (Bernstein,
1966 Sarin et al., 1990 Barbee ¢ a., 1992 Dakara & a., 1995.

Diein der Schwanzarterie gemesenen MAP-Werte korreli erten zwar schwad (r=0,443 mit den
in der A. carotis gemessnen “Goldstandard”-Werten, so dass man annehmen konrte, durch
Verwendurg eines Korrekturfaktors verwendbare Werte zu erhalten. Die zum Teil j edoch extremen
Schwankungen bel den Mesaungen erlaubten all erdings keine vali den Aussagen Uber die aktuellen
Druckverhétnisse im Einzelversuch, es kann damit von keiner sicheren Uberwachung des MAP
Uber diesen Zugang ausgegangen werden. Sekundirischémische Ereignisse durch Hypotonie sind
also nicht ausgeschlossen, so dass von der invasiven Uberwachung des MAP uber die
Schwanzarterie in der Maus Abstand genommen werden sollte.

Die Auswertung der Blutgasanalysen zeigte, beginnend 75 Minuten nach Einleitung der Narkose,
zunehmend eine respiratorische Azidose, gekennzeichnet durch einen hohen
Kohlendioxidpartialdruck bei fallendem pH und einem Sauerstoff partialdruck zwischen 125und
160 mmHg. Der base excesswar bel der ersten Mesaung nach 75 Minuten unauffalli g, danach
zunehmend negativ. Dabel erscheint all erdings schwierig, das Ausmal3 der Azidose zu bestimmen,
da keine Einigkeit Glber den Normalwert des arteriellen pH bei der Maus besteht. Wahrend einige
Autoren von einem pH-Wert nahe oder gleich 7,4 ausgehen (Bernstein, 1966 Weaver und Scott,
Jr., 1984 Rosenblum, 1990 Rosenblum et al., 1992, setzen andere den Wert tiefer an, bel 7,2bis
7,3(Lahiri, 1975 SiemannundHill, 1983 Baroneet a., 1993. Dabei scheinen zwei Faktoren fur
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die grole Varianz verantwortlich zu sein, genetische Unterschiede awvischen den einzelnen
Stammen und Umwelteinfllisse wie Erndhrung und Umgebungstemperatur - bei gleichbleibender
Korpertemperatur (Weir, 1949.

Obgleich bei den ermittelten Blutgasen in diesem Zusammenhang nur bedingt von plysiologischen
Werten ausgegangen werden kann, ist die Verwendung dieses Anésthesieverfahrens auch urter den
folgenden Gesichtspunkten zuléssg. Die Kreislaufparameter wahrend des Narkosezeitraums von
biszu 30 Minuten bei den spéter durchgefiihrten Versuchen (Abb.2.8) konrtenin der Anéasthesie-
Versuchsreihe aus technischen Grinden (K atheteranlage) nicht erfass werden (Abb. 2.7). Dienach
Katheteranlage gemessnen MAP-Werte waren im physiologischen Bereich. Die asten
Blutgasuntersuchungen konrten erst nach 60 Minuten erfolgen, de spéateren eigentlichen
Traumaversuche dauerten insgesamt maximal 30 Minuten. Insofern erschienen stabile
physiologische Parameter wahrend der Narkosedauer als sicher gegeben, auch eingedenk der
Tatsadhe, dassdie normal erwei se langsam auftretende respiratorische Azidose zu desem Zeitpunkt
nicht oder nicht ausgepragt bestehen konnte. Spater durchgefuhrte Versuche in der eigenen
Arbeitsgruppe, bei denen in derselben Narkose bereits nadch 15 Minuten Blutgasproben untersucht
wurden, bestdtigen dese Annahme (M. Groger, pers. Mittellung).

Bel exzell enter Steuerbarkeit mit kurzen Einleitungs- und Ausleitungsphasen, grof3er Sicherheit und
einfacher Handhaburg, ist die Inhalationsandsthesie mit Halothan, Ladhgas und Sauerstoff bei
gportan atmenden Tieren fur Kurznarkosen bis zu 75 Minuten Dauer sicher und vorztglich
gedgnet. Fir experimentelle Anforderungen Uler diesen Zeitraum hinaus erscheint das Verfahren
aber unsicher und sollte dann mit Intubation und kontrolli erter Beamung kombiniert werden, um
eine hohergradige respiratorische Azidose zu vermeiden.

4.1.3 Fokale Kaltelasion als M odell

Diefokale Kéltelasion des Gehirns, d.h.die Vereisung des zerebralen Kortex zur Erzeugung eines
nekrotischen Gewebsareds, wurde erstmalsvonClasen et d. (Clasen et al., 1953 undKlatzo et al.
(Klatzo et al., 1958 systematisch beschrieben. Sie gilt als klasssches Modell zur Erzeugung einer
kortikalen Nekrose mit Bildung eines vasogenen Hirnddems. Das <hnelle Gefrieren des
Hirngewebes mit einer Metall sonde fuhrt zu einer sofortigen Parenchymschadigung (Jensen et al .,
1981). Dem Gewebe wird durch Bildung von Eiskristallen Wasser entzogen, was zu einer
Schéadigung durch die nunerhdhte Solutkonzentration mit Denaturierung der Zellmembran fihrt.
Bel Wiedererwdrmung kommt es zur Nekrose von Nerven-, Glia- und Endathelzellen (Meryman,
1956). Im Randbereich der fokalen Nekrose entwickelt sich urnter Mitwirkung von
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M ediatorsubstanzen eine Stérung der Blut-Hirnschrankenfunktion (Baghmann et al., 1988. Es
kommt zur Extravasation eines eiweil3reichen Plasmaexsudats in das Interstitium des
Hirnparenchyms, damit zu einem vasogenen Hirndem mit Erweiterung des Extrazell ul&rraums.
Durch die damit einhergehende Stérung der Homoostase entwickelt sich auch ein zytotoxisches
Hirn6dem - die Schwellung von Glia und Nervenzellfortsdtzen, de bei jedem primér vasogenen
Hirnddem beobadtet werden kann (Bag¢hmann, 1979. Die Ausbreitungdes vasogenen Hirnddems
durch bulk flow erfolgt vor alem in der weif3en Substanz. Hierunter wird de Ausbreitung der
Odemfliisdgkeit entlang des hydrostatischen Druckgradienten im Interstitium, vom Ort der
Schédigung in das periphere Parenchym, verstanden (Reulen, 1976 Reulen et a., 1977 Reulen et
a.,1978. Der erthbhte Wassergehalt bzw. die Zell schwell ung bewirken eine VV olumenzunahme des
Hirnparenchyms, nach Erschépfung der intrakraniell en Kompensationsmedianismen kannesdann
zum Anstieg des intrakraniellen Drucks kommen. Eine Folge ist die Verschlechterung der
Durchblutung. Dartiber hinaus fuhrt die fokale Kélteldsion zu einer Vielzahl lokaler und
al gemeiner pathdogischer Verénderungen im Gehirn undintrakraniellen Raum. Hierzu zahlen
elektrophysiologische und metabadli sch-biochemische Stérungen (Badghmann et a., 1980 Go,
1986 Schirer, 1987 Baghmannet al., 1988 Hanstock et a., 1988 Cohadonet al., 1989 Pappius,
1991, Husz et al., 1992 sowie strukturelle Veranderungen auf licht- und
elektronenmikroskopischer Ebene (Klatzo et a., 1958 Lossnsky et a., 1983 Moore et a., 1987
Hammersen et al., 1988.

Diefokale Kalteldsionist, vor allem durch die hohe Reproduzierbarkeit und Standardisierung der
Gewebslasion in den bestehenden Tiermodell en, vorzigli ch dazu geegnet, die Medanismen des
vasogenen Hirnddems oder die pathophysi ol ogi sch-biochemischen Vorgange der Ausdehnurg einer
traumatischen Kontusionsnekrose zu untersuchen. Dabel kann as Vorteil betradhtet werden, dass
weitere beim Schadel-Hirntrauma vorkommende Manifestationen des primaren oder sekundéren
Hirnschadens nicht im Vordergrundstehen oder indwziert werden. Bel diskreter Lésiontreten keine
intrakraniell en Blutungen auf, auch keine ausgepragten Erhdhurgen desintrakraniell en Drucks oder
diffuse Axonschadigungen. Hierfir gibt es andere Modelle (siehe 4.1.4).

4.1.4 Alternative Modedlle

Das Ziel experimenteller Modelle des Schadel-Hirntraumas ist, die verschiedenen Aspekte der
Pathoplysiologie der Hirnverletzung beim Menschen zu reproduzieren. Hierzu missen
Vereinfachungen akzeptiert werden, einzelne Mecdhanismen von kesonderer klinischer Bedeutung
werden isoli ert untersucht. Die eingesetzten Modell e konrnen sich hierbei erheblich unterscheiden
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hinsichtlich Versuchstierspezies, Verletzungsmedanismus oder Applikationsregion.

Vonden Modell en mit thermischer Einwirkung ist dievon Clasen undKlatzo etabli erte Kételasion
dasam haufigsten verwendete (Clasen et al., 1953 Klatzo et a., 1959. Bel einem weiteren Modell
wird eine auf 70° C erhitzte Sonde der Dura aufgesetzt zur Induktion einer fokalen Nekrose des
exponerten Hirnareds (Pappius, 1991). Diese Variante einer thermischen Lasion hat jedoch keine
breite Anwendurg gefunden, da sich vorzugsweise eine Kolli quationsnekrose ausbildet, die
morphdogisch schwer zu quantifizieren ist.

Medhanische Traumen urterscheiden sich var alem durch urterschiedliche Lokalisationen der
Induktion: Gehirn, Dura, Schadel. Bei einem von Kingman et al. beschriebenen Modell
(Intracerebral Masg simuliert ein stereotaktisch in das Hirnparenchym eingebrachter Ballon eine
intrazerebrale Raumforderung, z.B. nach Blutung (Kingman et al., 1988. Beim Fluid-Percusson-
Modell wird das exponierte Gehirn bel intakter Dura enem standardisierten Stol3 ausgesetzt
(Lindgren undRinder, 1966; Dixonet al., 1987 Suttonet a., 1993 Hicks et al., 1996 Carborell
et al., 1998. Die Versuchsapparatur ist ein fliissgkeitsgefillter Zylinder, dessen eine Off nung mit
einem Korken verschlosen und die andere mit dem Trepanationsloch as geschlossenes System
verbunden ist. Durch Herabschwingen eines shweren Metall pendels auf den Korken aus definierter
Ho6he wird ein im Zylinder generierter Druckpuls Uber die Trepanation auf die Dura Ubertragen.
Neben al gemeinen systemischen und reurol ogisch-funktionellen Veranderungen kann das Trauma
in Abhéngigkeit vom dosierbaren Schweregrad zu subarachnadaen und intraparenchymalen
Blutungen, zu einem diff usen Axonschaden oder e nem vornehmlich vasogenen Hirnddem fihren.
Der Nadhtell dieses Modellsliegt in einer hohen akuten Mortalit&t durch Hirnstammverletzungen
bei Applikation héhergradiger Druckpulstraumen. Das Ausmal’ des Parenchymschadens ist nicht
zuletzt wegen der subarachnadalen undintrazerebralen Blutungen weniger gut reproduwzier- und
quantifizierbar als bei der Kaltelasion.

Beim Controlled Cortical Impact-Modell verursacit ein durch Druckluft beschleunigter Bolzen
einefokale Lasion. Vorteil dieser Methodeist eine hohe Reprodwzierbarkeit und Standardisierung
durch Kontrolle dler wichtigen biomedchanischen Parameter wie Kraft, Geschwindigkeit,
Eindringtiefe und Verweil dauer (Anderson, 1982 Lighthall, 1988 Dixon et a., 199). Bislang
konnte jedoch keine Apparatur entwickelt werden, de das Nachpendeln des Bolzens und camit
weitere kleine Traumatanach der eigentli chen Traumagopli kation verhindert. Ein weiterer Nadteil
gegeniber der Kdtelasion sind fehlende Studien zur Nekroseexpansion.

Beim Weight Drop-Modell fuhrt ein auf die freigelegte Dura herabfallendes Gewicht zu
kontusionsartigen L&sionen. Der Kopf des Versuchstiers ist dabei in einem stereotaktischen
Rahmen fixiert (Feeney et a., 1981). Am Ort der Gewalteinwirkung entsteht eine auf Hirnrinde und
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darunter liegende weil3e Substanz begrenzte hdmorrhagische Nekrose, die sich im Verlauf vonbis
zu 14 Tagen vergrofRert. Bei Lasionierung des Motorkortex lassen sich gut mess und
reprodwzierbare funktionelle Defizite azeugen, aufgrund cer Odembildung aber keine
quantifizierbare fokale Nekrose.

An diesen Versuchsaufbau angelehnt ist ein Modell zur Erzeugung eines diffusen Hirnschadens
(FodaundMarmarou,1994 Marmarouet a., 1994). Hier fallt ein Gewicht auf ein auf der intakten
Kalotte angebradtes Stahlplattchen, un eine Fraktur zu vermeiden. Der Kopf des Versuchstieres
liegt auf einer Schaumstoff unterlage mit definierten medani schen Eigenschaften. Dadurch gelingt
es, sowohl die durch direkte Gewalteinwirkung als auch durch rotatorische
Akzeleration/Dezeleration hervorgerufenen pathophysiologischen Verénderungen zu simulieren.
Mit diesem Model ist es moglich, die vielféltigen Merkmale eines geschlossenen Schadel-
Hirntraumas unterschiedli chen Schweregrads gut zu reproduzieren, M edani smen des sekundéren
Nekrosewadhstum lasen sich aufgrund des eher diffusen Schadensmusters aber nur schwer
untersuchen.

Bei dem Beschleunigungs-Modell von Ommaya und Gennarelli wird eine Linea- und
Rotationsbeschleunigung tiber einen festsitzenden Helm auf das Versuchstier Gbertragen (Ommaya
undGennarelli, 1974. Auf diese Weisefal en die Kontaktphdnhomene des Aufprall sweg, wodurch
der isoli erte Einflussdieser Krafte in Abhéngigkeit vom Ausmald untersucht werden kann. Fir die
vorliegende Fragestell ung wiirde daher das morphdogische Korrelat in Form einer fokalen Nekrose
fehlen.

Es gibt demnach kein Modell fur die Reproduktion aller vorhandenen Pathomedanismen beim
Schédel-Hirntrauma, sondern allenfalls Modelle, die a@nzelne Mechanismen in diesem
multim odal en Geschehen isoli ert hervorheben. Es mussfir jede spezifische Fragestellung also das
am besten geagnete Modell gewahit werden. Die fokale Kéltel&sion hat fur die Untersuchurng des
sekundéren Nekrosewadstums besondere Vorzige:

. Die durch Lasion erzeugte Parenchymnekrose ist wegen einer schmalen Ubergangszone
vom umgebenden intakten Gewebe besonders gut abgrenzbar.

. Die Primérlasion ketrifft all e Zell el emente.

. Das Traumaist durch die Geometrie der Kiihisonde, die Kontaktdauer zwischen Sonde und
Kortex und de verwendete Temperatur sehr genau dcsierbar. Man kann duch
entsprechende Anpassungen der Parameter Parenchyml&sionen jeden gewtnschten
Schweregrades erzeugen.
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. Durch Verwendurg eines gereotakti schen Mikromanipulators mit automatischer Steuerung
zur Fihrung der Kaltesonde kann hichste Prézision bei der Induktion des Traumas erreicht
werden.

. Regulationszentren des Gehirns, vor allem der Hirnstamm, werden nicht geschédigt. Es
kommt nur sehr selten zu einer Beanflussung von systemischen Parametern urd
extrakraniell en Komplikationen.

4.2 Histologe

4.2.1 Fixation

Die Qualitd des histologischen Befundes hangt u.a. entscheidend von der Gewebefixationab. Um
sekundire, post mortem entstehende morphdogische Verénderungen zu vermeiden, wurde das
Gehirn in Anlehnurg an ein von Brown undBrierley beschriebenes Verfahren perfusionsfixiert
(Brown und Brierley, 1968. Die Perfusion erfolgte orthograd tler die Aorta ascendens. Da bel
Verwendurg von Glutaraldehyd in Verbindurg mit Formaldehyd tber Farbeatefakte berichtet
wordenist (Allenet a., 1983, wurde auf Glutaraldehyd verzichtet.

Wahrend Einigkeit dartiber besteht, dass die Perfusionsfixation die Qualitét des histologischen
Préparats verbessert (Brown undBrierley, 1968 McGeeRus<=ll et al., 1970 Kaimo et a., 1977
Garman, 1990, ist die Diskusson tiber dadurch bedingte Fixationsartefakte nicht abgeschlossen.
Cammermeyer, Brierley undGarman interpretieren das Auftreten vongeschrumpften Nervenzellen
(dark neurons) astypischen Artefakt eines schledt fixierten Hirngewebes (McGee Rus<ll et al.,
197Q Brierley et a., 1973 Cammermeyer, 1978 Garman, 1990, wahrend autoradiographische
Studien darauf hindeuten, dass sch dese Zelen in einer Art Ruhezustand mit reduziertem
Stoffwedhsel befinden (Frohlich et a., 1983.

Garcia und Eke et al. beschreiben solche Zellen as “Typ IV Neuronen”, die sich in einem
Endstadium der ischdmischen Strukturverénderung, entsprechend einer irreversiblen Schadigung,
befinden. (Garciaet a., 1978 Ekeet a., 1990. Ingvar undMitarbeiter haben solche Neuronen im
Hippacampus, Thalamus und Neokortex beim experimentellen Status epil epticus bei Ratten
gefunden. Sie berichten dabel, dassim weiteren Verlauf nur noch wenige dark neurons vorhanden
waren, der grof¥e Teil der Zellen habe sich erhdt (Ingvar et al., 1989. Dain der Arbeit keine
Angaben lker die Zahl intakter Neuronen gemadit wurden, kann richt ausgeschlossen werden, dass
es sich bei dark neurons um apoptotische Zellen handelt (siehe 4.7.3. In den Untersuchungen mit
Elektronenmikroskopie fehlen jedoch elndeutige Ze chen wie Chromatinmargination oder apogotic
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bodes(Brierleyetal., 1973 Garciaet al., 1979, so dassesinsgesamt unwahrscheinlichist, dasses
sich bei dark neurons um apoptotische Zellen handelt.

In den vorli egenden Untersuchungen war die kontralateral e, unverletzte Hemisphére das “interne”
Referenzgewebe. Hier kam es nicht zur Bil dung von dark neurons, sondern nur in der exponierten
Hemisphére. Deshalb deuten wir das Auftreten deser Zellen als Folge der Lasion.

DieBildung vonVakuden wird hinsichtlich ihrer pathol ogischen Bedeutung ebenfall s kontrovers
diskutiert. Obgleich eine Schwellung von Dendriten, Astrozytenfortsétzen, Axonlamellen und
Zellorganellen im histologischen Préparat als Vakuole imponieren kann, interpretiert Garman
Vakuden als Fixationsartefakt, nicht aber als Zeichen einer Zellschadigung (Garman, 1990.
Andere Autoren sehen de Bildung von Vakualen als typische Folge @ner anoxisch-ischéamischen
Zellschadigung an (Brown und Brierley, 1968 McGeeRus<=ll et a., 197Q Brierley et a., 1973
Kalimo et al., 1977 Pulsinelli et a., 1982 Garcia & a., 1983 Kaimo et a., 1997.
Ultrastrukturell e Untersuchungen des Gehirns von Rindern haben ergeben, dassdie Vakuadli sierung
eine 6dematdse Schwellung darstellt (Bestetti, 1978, die u.a. auch durch Intoxikation induziert
werden kann (Lampert et a., 1973 Graham et a., 1976 Maxwell und Le Quesne, 1979.
Elektronenmikroskopische Befunde bei anoxisch-ischamischen Strukturverdnderungen des Gehirns
ergaben, dassMikrovakuaolen vor all em das morphdogische Korrelat geschwoll ener Zell elemente
bzw. Zellfortsdtze darstellen, aber keinen Fixationsartefakt (Brierley et a., 1973 Garcia « al.,
1983.

4.2.2 Farbung

Fir den histopathologischen Befund ist die Farbung des Prgparats ebenso wichtig, wie die
Fixierung des Organs. Wir haben bel den vorliegenden Untersuchungen de Farbung mit
Kresylviolett nach Nisd asklasssche Methode zur Beurteil ung von Nervenzell en verwendet (Nisd
et a., 1926. Erfahrungen mit Experimenten tber die Entwicklung der Hirngewebsnekrose nach
Kéaltelasion bel Kaninchen (Wyrwich, 1999, sprachen dafiir, dass Vitalitdtsmarker wie
Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) oder Sdurefuchsin keine reproduzierbare und spezifische
Anfarbung von vitalen bzw. avitalen Zellen gewahrleisten. Mit TTC konrte erst 24 Stunden nach
Lasion eine Nekrose zuverlassg dargestellt werden (Isayama & a., 199). Diese Farburng ist
deshalb zur Untersuchung der Wadhstumskinetik der Nekrose nicht geggnet. Die Verwendurg der
Saurefuchsin-Farbung fir das Rattengehirn bei Kainat-L&sion ergab erst sechs Stunden nach
Trauma eine zuverlassge Anfarbung (Lees, 1989. Zusammengenommen erschien de Farburng
nach Nisd fur die Abgrenzung des Nekroseaeds und de Beurteilung der Zdlvitaité anhand
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morphdogischer Kriterien am besten geagnet.

4.3 Planimetrie und Volumenbestimmung

Die Planimetrie hat bel der Quantifizierung von Strukturen in histologischen Préparaten schon
lange enen festen Platz (Haug, 1989. Zur Erfasung von Strukturen bzw. Fladchen von
makroskopischen oder mikroskopischen Schnitten wurden friiher Quadrate mit Millim eterpapier
ausgezahlt, oder es wurden histologische Konturen auf Papier Gbertragen undausgemessen. In
moderneren Verfahren wurden hierfir Videokamera, Computer undDigitali sierbrett eingesetzt (Oja
und Collan, 1983 Curcio und Sloan, Jr., 1986. Mit den hier ziti erten Methoden wurde auch de
Ausdehnurg von Nekroseaeden nach einer fokalen Lasionermittelt (Laurent et al., 1982 Gibson,
1983 Wyrwich, 1994). Eine weitere wichtige Verwendurg stellt die Infarktmorphametrie in
experimentell en therapeutischen Studien dar (Bose et al., 1984 Osborne et a., 1987 Avendano et
al., 1995. Diein der vorli egendenUntersuchung angewandte Fladhenmesaung entspricht im Prinzip
dem o.g. Verfahren mit Millim eterpapier, ist mindestens ebenso prazise, jedoch komfortabler und
zeitsparender. Durch die Verwendurg einer hochauflésenden d gitalen Farbbil dkamerakonrten de
histol ogischen Schnitte nach Digitali sierung mit herausragender Auflésung und Detail scharfe auf
dem Computerbil dschirm dargestellt werden. Die Verwendurg einer speziell zur Ausmessaung von
Fladhen in digitalisierten Bildern entwickelte Software trug neben der hohen Bildqualitéat zur
Genauigkeit bei. Die Méglichkeit der Verfalschung durch Verénderungen der Bil dgeometrie bei
Aufnahmeund dgitaler Weiterverarbeitung konrte durch gleichzeitige Aufnahme enes Millim eter-
Standardgitters und nachfolgende Eichung der Software auf die entsprechenden Langen deses
Gitters ausgeschaltet werden. Die statistische Fehlergrofe war in deser Studie bel wiederhdlten
Mesaungen kieiner als 5%. Alle Schnitte wurden von demselben Untersucher verblindet
ausgewertet.

Nacdh histologischer Aufarbeitung zeigten gross Teile der untersuchten Serienschnitte
Substanzverluste im Nekrosebereich. Bemerkenswert ist, dassin der Uberwiegenden Mehrheit der
Falle zwar Telle des fragilen Nekrosekerns verloren gegangen sind, jedoch ein breiter
Nekroserandbereich mit den daran angrenzenden Parenchymzonen in Ganze zur Darstell ung kam.
Préparate, die selten Substanzdefekte auch im fur die Untersuchungen wichtigen
Nekroserandbereich aufwiesen, wurden ausgeschlossen. Dadurch, dassin jeder Schnittebene vier
Préparate gewonren wurden, konrie in allen Félen ein gedgnetes unter den verliebenen drel
Préparaten gefunden werden (siehe 2.3.3. Ebenso entscheidend fir die exakte morphametrische
Auswertung war ein exakt aufgezogenes Praparat ohne Faltenbildung oder Verziehungen. Dieswar
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in alen Félen ebenfalls gewdahrleistet. Der Substanzverlust wurde bel der Berechnurg der
Nekrosefladhe wiein 2.4.1beschrieben nadch gangiger Praxis durch Anndherung einer Geraden an
die Kortexoberflache sowie die volle Berechnurg der Fladhe innerhalb des beschriebenen
Linienverlaufs der Nekrosegrenze sowie der Geraden ausgeglichen (Abb. 2.3.

DieKriterien zur Auswahl desVerfahrensfir die V olumenberechnurg aus histol ogischen Schnitten
sind in unserer Arbeitsgruppe bereits eingehend definiert worden (Eriskat, 200Q. Beim Basic
Volume Estimator handelt essich um einin der Literatur schonlange bekanntes Standardverfahren,
das immer welter verfeinert wurde (Wennerstrand et al., 1967 Cruz-Orive und Myking, 1981
Uylings et a., 1986 Garciaet a., 1995. Das zugrundeliegende mathematische Konzept stammt
von dem itali enischen Mathematiker BONAVENTURA CAVALIERI (15981647 (Gundersen et dl.,
1988. Er konnte zeigen, dassdas Volumen eines beli ebigen Korpers abgeschétzt werden kann,
indem man de Summe von paralelen Schnittflachen des Korpers Y a mit ihrem konstanten
Abstand t multipliziert. Um das Nekrosevolumen damit beredhnen zu konren, muf@en de
Serienschnitte zwel Bedingungen erfill en:

. die Serienschnitte muf3en gleiche Dicke und Abstand voreinander haben, und

. muf3en de Nekrosein ihrer Ausdehnurg voll stdndig erfassen.

Beide Forderungen waren erfillt. Es konnte auch gezeigt werden, dass20 Schnitte ausreichen, um
das Volumen einer irregulér begrenzten anatomischen Struktur zuverldssg zu ermitteln (Zill es et
al., 1983.

In friheren Studien unserer Arbeitsgruppe konrte in der Genauigkeit bel der Ermittlung des
Nekrosezuwadses nadch fokaler Kéltelasion alerdings kein Vortell durch Verwendurg der
Volumenberechnurg anstell e der einfachen Nekrosefladhenanal yse festgestellt werden. Bei dieser
einfacheren Variante wird einfach die jeweils maximale Flachenausdehnurg auf dem
entsprechenden Serienschnitt im Zentrum der Nekrose mit denen der anderen Versuchstiere
verglichen. Die Erklarung hierflr war eine bei Ratten sekundére Zunahme der Nekrose vor alem
im Bereich der maximalen Nekroseausdehnurg an der Polkappe vertikal in die Tiefe, wahrendim
Randbereich wenig Wadhstum zu verzeichnen war. Somit konrnte e@ne Einbeziehung dieser
Serienschnittein de Analyse nicht zur Erhohurg der Empfindli chkeit beitragen (Eriskat, 2000Q. In
der vorliegenden Studie kamen beide V erfahren zur Anwendurg, um einen mogli chen Unterschied
zur Wadhstumskinetik im Rattenmodell zu erfassen.
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4.4 Reverse Transkriptase - Polymerase K ettenreaktion

Grundsétzlich kann der Nachweis bel der Suche nadch einem Faktor auf verschiedenen Ebenen
seiner Synthese ebradt werden:

. durch Nadhweis des entsprechenden Gensim Erbgut der Zell e,
. durch Nadhweis siner Exprimierung mit dem Transkriptionsprodukt mRNA,

. oder durch Nachwels des eigentli chen Proteins.

Hierbei zeichnet sich die zweitgenannte Methode durch Verwendurg des Verfahrens der RT-PCR
(siehe 2.5) durch einige Vorteile aus. Wahrend der Nachweis des Gens ledigli ch die Fahigkeit der
Zéelle zur Bildung des Proteins bestétigt, kann duch Nadhweis der mRNA oder des eigentlichen
Proteins eine Aussage Uber die Synthese des Faktors in dem untersuchten Gewebe zu desem
Zeitpunk gemadt werden. Neben einer qualit ativen Antwort erhélt man al so auch eine quantitative
Aussage, wobei dasVerfahren der PCR nur einerelative, semiquantitative Erfasaung bietet. Jedoch
waren zum Zeitpunkt der Untersuchungen keine funktionierenden Antikorper fir Maus-M CSF und
andere in desem Zusammenhang interessante Faktoren fir einen drekten Nadwels im Western
Blot erhdltli ch. Zusétzlich bietet die RT-PCR einen ausschlaggebenden Vortell gegentiber dem
direkten Proteinnachweis, ndmlich de Moglichkeit, die Expresson von velen anderen Faktoren
ebenfall s zu urtersuchen - wenn erst einmal die dNA gebil det wurde.

Die durchgefuhrten Kontroll en zum Ausschlussvon paotentiell en Fehlerquell en wahrend der vielen
Arbeitsschritte wurden bereits ausfihrlich beschrieben (siehe 2.5.17). Die Methodk an sich ist
weitgehend Standard. Ein kritischer Punkt aber ist die Entwicklung und Funktionsprifung des
entsprechenden Primers. Die anzigen zwei Parameter, die sicherstellen, dass das im Gel
aufgetrennte Produk wirklich aus den MCSF-Abschnitten der cDNA amplifiziert wurde, sind
einerseits der Nadhweis, dass der Primer eine bekannte Menge an MCSF-Templates in der
Positivkontroll e zuverldssg detektiert, andererseits die Grole des Produkts, die der errechneten
ProdukigrofRe entsprechen muss In der vorliegenden Studie wurden die Primer fir die
Amplifizierung von MCSF neu entwickelt, da in der Literatur bis zu diesem Zeitpunk keine
veroffentlicht worden waren. Zur Uberpriifung der Funktion musde also als Positivkontrolle
Gewebe dienen, dass ausreichend MCSF zum Zeitpunk der Entnahme exprimierte. Roth et al.
konnten zeigen, dass die MCSF-Expresson in der Milz bei Mausen nach Behandung mit
Lipopdysacdarid (Endaoxin) 8 Stunden nach i.p.-Appli kation etwa doppelt so hach war, als bei
unkehandelten, normalen Tieren. Dabel war die Steigerung in der Mil z gegentiber der in anderen
Organen, z.B. der Nieren oder der Leber, relativ diskret (Roth et al., 1997). Diese diskrete
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Verénderung der Expresson konre in urseren Versuchen mit den neuen Primern korrekt
nachvall zogen werden (siehe 3.4.7), auch de Produkgrole stimmte mit den Berechnurgen Uberein,
so dassan der Eignung der neuentwickelten Primer undder Validitét der Ergebnisse kein Zweifel
besteht.

45 Sekundares Nekrosewachstum nach Kaltelasion

Experimentelle Studien bestadtigen, dass sch eine primare Hirnparenchymnekrose im
posttraumatischen Verlauf ausdehnt. Solche Beobadhtungen wurden bei er zerebralen Ischémie,
dem Laser-indwzierten Trauma oder nach Fluid-Percussgon-Verletzung gemadit (Eggert et al.,
1985 Dietrich et a., 1986 Grome et a., 1988 Frerichset a., 1990 Toumondet a., 1998). Mit
der fokalen K&ltelasion ist dieses Phéanomen ebenfall s ndher untersucht worden (Wyrwich, 1994
Vonhd, 1997). Eriskat konnte nad diesen ersten Untersuchungen durch Vonhd bestétigen, dass
die Zunahme des Nekrosevolumens nach 24 Stunden bei der Ratte bei 45% ihres Primérvolumens
liegt (Eriskat et al., 1994 Eriskat, 2000. Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde erwartet, dass
die Volumenzunahme bei der Maus mit angepassen Traumaparametern in dhnlicher Weise
ausfallen wirde, so dassdie Primarnekrose nicht mehr als zwei Drittel der Kortextiefe betreffen
sollte, um auf den Kortex beschrankt zu bleiben. Da das Volumen mit der dritten Potenz bei
Zunahme eines Langenparameters wadst, beinhaltete diese Festlegung genigend Spielraum fir
Abweichurgen. Ebenso sollte das Nekrosawadhstum Uber einen langeren Zeitraum beobachtet
werden, so dassauch von einer Zunahme des Volumens nach 24 Stunden ausgegangen werden
musge. Diese Forderungen konrten mit der Festlegung der Sondengrof¥e (1,5mm Durchmesser)
und der Kontaktdauer der Sonde mit dem Kortex (4 Sekunden) erfillt werden.

Die vorliegenden Ergebnisse zur Wadstumskinetik nach dieser Standardlasion bestétigen zum
ersten Mal das Phanomen des sekundéren Nekrosewadstums nach fokalem Traumabel der Maus.
Demnach erreicht die Ausdehnurg der Nekrose nach 24 Stunden mit einer Volumenzunahme um
38% bzw. 55% ihr Maximum. Danad schrumpft die Nekrose sukzessve zusammen. Was - bereits
48 Stunden nach Trauma beginnend— durch reine Betrachtung der ermittelten Nekrosefladhen bzw.
—volumina als Ruckbildung der Nekrose oder vidleicht Erhoung des geschadigten Gewebes
gedeutet werden kann, stellt sich bel histologischer Begutachtung anders dar.

Vielmehr konren bereits friih rach Abschlussdes Nekrosewadstums Veranderungen im Bereich
der Nekrose festgestellt werden, de im weiteren duch de Organisation der Nekrose, Abbau des
Zelldebris und Glianarbenbildung die flacdige Représentation des zugefugten und sekundér
vergrosserten Schadens beantraditigen (siehe Abb. 3.1). Diesist eine Beobadtung, die unsere
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Arbeitsgruppe schonvor vielen Jahren gemadt hat. Verdff entli chte Daten, die diesen Sadhverhalt
genauer beschreiben, gibt es nicht. Die Planimetrie als Messverfahren fir das Ausmass dieses
Schadensist nunungedgnet. Insofern ist das verwendete Verfahren lediglich in der Akutphase der
ersten 24 bis 48 Stunden nadh Trauma nutzbar, dem Zeitraum, in dem hier das sekundére
Nekrosewadhstum stattfindet. Bestétigt werden auch frihere Ergebnisse in anderen Spezies,
wonad die Nekrose besondersin den ersten Stunden nach Trauma schubhaft zunimmt (Eriskat et
a., 1999. In deser Studielag der Volumenzuwads alein in den ersten vier Stunden bei 21%.

Die Diskrepanz zwischen den beiden Versuchsreihen hinsichtli ch der Volumenzunahme (38% vs.
55% nach 24 Stunden) ist folgendermal3en erklérbar. Jede der beiden Versuchsreihen wurde in
kurzem Zeitraum begonren und abgeschlosen, alerdings in urterschiedlichen Jahreszeiten.
Wahrend de kleine Reihe mit den zwei Gruppen “ Akut” und* 24 Stunden Uberlebenszeit” im April
2000durchgefihrt wurde, lag der Zeitraum fir die grole Reihe mit den sieben Versuchsgruppen
“Akut” bis “168 Stunden Uberlebenszeit” im Spatsommer und Herbst (August bis September
2000. Vorangegangene Untersuchungen aus der Arbeitsgruppe von Kempski (unveroff entli cht)
sprachen dafur, dass das Ausmal3 eines Hirnddems nadh fokaler Kéltelasion jahreszeitlichen
Schwankurgen urterliegt. Befundevon v. Andrian zeigten, dassauch der Wassergehalt des Gehirns
von Kontrolltieren desen Schwankurngen urterliegt. Der Wassergehalt des normalen (nicht-
traumatisierten) Rattengehirns war zwischen Ma und August signifikant héher, asin den tbrigen
Monaten (Andrian, 1992). Auch wenndiese Befunde nicht als Beweis dieser Abhangigkeit bei der
Maus gewertet werden konren, geben sie Anlasszu der Vermutung, dassVersuche, die nicht zur
gleichen Jahreszeit durchgefuihrt werden, nur bedingt vergleichbar sind. Auch aus diesem Grund
war und ist die Durchfihrung von Kontrollversuchen randomisiert zu den jeweiligen
Versuchsgruppen wichtig. Weiterhin muf¥e die Spitze der Katesonde zwischen den beiden
Versuchsreihen wegen Beschadigung ausgetauscht werden, so dass - mdglicherweise durch
geé&nderte thermophysikali sche Eigenschaften der Sonde - eine Verénderung des Ausmalies der
Primé&rlasion beobadtet werden konrte (1,30t0,12mme in der kleinen Reihe vor Austausch vs.
1,44+0,16mm? in der grofRen Reihe nach Austausch der Spitze).

Bel Vergleich der zwei Verfahren zur Berechnurg des Nekrosewadstums ergab sich ebenfall sein
Unterschied. Wéahrend die einfache Beredhnurg mit Hilfe der maximalen Nekroseflache im
Rattenmodell vergleichbare Ergebnisse ergibt wie die genauere undaufwandigere Berechnurg des
Volumens, so liegen die Zuwadhsraten hier deutlich urterhalb derer aus der VVolumenberechnurg.
Dieser Unterschied liegt an einer anderen Verteilung des Nekrosezuwadises bel der Maus im
Vergleich zur Ratte. Wéhrend die Nekrosezunahme bel der Ratte fast auschliefdlich an der
Polkappe vertikal in die Tiefe stattfindet (siehe auch 4.3; Eriskat, 2000, kommtesim Mausmodell
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zu einer gleichmédigen Zunahmein al en Bereichen der Nekrose, also auch nad horizontal in den
Randbereich (Abb. 3.16. Diese Charakteristik der Zunahme bei der Maus verhindert eine alaquate
Erfasaung des Nekrosewadhstums mit der einfacheren Methocke.

Die vorliegenden Ergebnisse basieren auf planimetrischen Messungen und Berechnungen von
histologischen Préparaten mit Fixierung, Entwésserung, Einbettung, die geschnitten undgefarbt
wurden und daher einer Schrumpfung unterliegen kénren. Solche Einfllisse wéren besonders
relevant, wenn rekrotisches oder ddemattses Gewebe sich andersverhielte, asintaktes Parenchym.
Bei einem einheitlichen Schrumpfungsprozess, wurden die Ergebnisse die rede
Nekroseausdehnurg relativ, aber quantitativ genau wiederspiegeln. Barone et a. konrten zeigen,
dass konventionelle Histologie mit Hamatoxili n-Eosin-Farbung (HE) bei der Bestimmung der
Infarktausdehnurg mit magnetresonanztomographischen Auswertungen eng (r=0,95) korreliert
(Barore et a., 1997). Auch Untersuchungen aus der eigenen Arbeitsgruppe konnten keine
signifikanten Unterschiede in der Schrumpfung zwischen kortralateralem “ Referenzgewebe” und
Traumagewebe durch Mesaung vor und nadh Fixierung feststellen (Eriskat, 2000. Insofern kann
kein Zweifel an der Richtigkeit der quantitativen histologischen Auswertung als Spiegel der
Veranderungen in vivo bestehen.

4.6 Einflussder Gewebeschwellung

Ein bel der planimetrischen Analyse zu berlicksichtigender wichtiger Aspekt ist die Schwellung
durch das vasogene Hirnddem. Es geht dabei um die Frage, in welchem Ausmal} de
Nekroseausdehnurg durch die Schwellung des Hirngewebes beanflusg wird. Ein wesentli cher
Beitrag des Phanomens auf die Ausdehnurg der Nekrose kann duch folgende Uberlegung
ausgeschlossen werden. Eine Manifestation der Schwellung, die Protrusion der Nekrose tiber das
Niveau der Hirnoberfladhe, wurdein den varliegenden Untersuchungen bei der Flachenbestimmung
durch Festlegung der Hirnoberflache als Gerade diminiert. Bei den Mausen kam es nicht zu einer
stéarkeren Einblutung in die Nekrose - im Gegensatz zu Kaninchen. Gegen einen bevorzugt
schwell ungsbedingten Medhanismus der Nekroseausdehnurg sprechen auch de Ergebnisse von
Zahlungen klar kategorisierter vitaler bzw. avitaer Zellen zu verschiedenen Zeitpunken nac
fokaler Kélteldsionin den einzelnen Kortexschichten. Hier konrte klar ein zusétzli cher Untergang
von Neuronen in den der Nekrose angrenzenden Bezirken im Verlauf der Zeit nadhgewiesen
werden, was ein edhtes “Wadstum” der Nekrose bedeutet (Eriskat, 2000.
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4.7 Mechanismen des Nekrosewachstums

Die dem Nekrosewadstum zugrundeliegenden Medhanismen sind kdsher nicht bekannt. Es snd
vermutlich verschiedene Vorgange daran beteili gt, sowohl initial einsetzende Abléufe, die den
Hirnparenchymuntergang in den ersten vier Stunden nadh Trauma bewirken, a's auch verzogert
einsetzende Prozese ds Ursade des weiteren Nekrosewadstums nach dieser Akutphase.

Wahrscheinlich sind Stérungen der Mikrozirkulation in der Nachbarschaft der Nekrose durch
Schéadigung der hier verlaufenden, de Randzone versorgenden Gefale betelli gt (sehe4.7.7), sowie
die Aktivierung von nekrobiotischen Prozessen durch die Freisetzung und Akkumulation toxischer
Mediatorsubstanzen wie Glutamat in der Nekrose undihr Transport in die perifokale Randzone
(Bagthmann et al., 1989 siehe 4.7.2. Auch die Aktivierung von Mechanismen zum
programmierten Zelltod (Apoptose) wird diskutiert (siehe 4.7.3). Zusétzlich konrten aktivierte
Makrophagen, Mikroglia (siehe 4.8-4.11) und Astrozyten durch ihr zytotoxisches Potential zum
Sekundarschaden beitragen. Es werden somit Durchblutungs- und Mediatorabhangige
Medanismen sowie zellvermittelte Vorgange ds am Nekrosewadstum beteili gte Faktoren
postuliert.

4.7.1 Regionale Durchblutung

Fur das Auftreten von sekunddren Durchblutungsddrungen as Ursadhe des Untergangs von
perifokalem Parenchym sprechen folgende Befunde. In zahlreichen experimentellen
Untersuchungen wurde ane insbesondere perifokal ausgepragte Minderdurchblutung nacdh
Hirnladsion beobadtet (Frel et al., 1973 Lindsberg et a., 1991 Yamakami und McIntosh, 1991
Vinas et a., 1995. Die Blutversorgung der Hirnrinde afolgt durch piale Arteriolen der
Hirnoberflache (Go, 1991). Durch die Lasion kommt es zur Schadigung dieser Blutgefalie und
damit zur Mangelperfusion darunterliegender Kortexarede. Dabel ist anzunehmen, dess die
regionale Durchblutung unter einen kriti schen Schwellenwert absinkt (“ Infarktschwelle”), deren
Unterschreiten zum Parenchymuntergang fuhrt (Jones et a., 1981 Garcia € a., 1983 Symon,
1986. Bel der fokalen zerebralen Ischdmie der Ratte korreliert das Infarktvolumen mit der
perifokalen Durchblutungsverminderung (Soriano et a., 1997. Eine Thrombosierung der das
perifokale Gewebe versorgenden Gefél3e kdnrte an der Mangelperfusion betelligt sein. Beide
Phanomene, die Durchblutungsabnahme durch Schadigung von Gefal3en im Nekroseaed as auch
die Gefathrombosierung kdnnten gegebenenfalls therapeutisch gehemmt werden. Erste
Untersuchungen konrten eine vorubergehende Verbesserung der perifokalen Durchblutung durch
i.v.-Applikation von hypertonen/hyperonkatischen Losungen nadh fokaler Katelasionzeigen. Das
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sekundire Nekrosewadhstum wurde dadurch aber nicht beanflusg (Friedrich et al., 200Q.

4.7.2 Mediator-Medanismen

Die Befunde tGiber Mediatoren, die nach einem priméaren traumatischen ocer ischamischen Insult
sekunddre Mechanismen in Gang setzen oder verstarken, haben zum Verstdndnis der
zugrundeliegenden Pathophysiologie wesentlich beigetragen. Sekundarvorgange kénren z.B.
Stérungen der Mikrozirkulation sein (Mchedlishvili, 1986 oder die Er6ffnung der Blut-
Hirnschranke mit Einstrom von vasogener Odemfliissgkeit in das Interstitium (Baghmannet al.,
1982, die zytotoxische Schwellung von Glia- und Nervenzellen und schliefdlich der weitere
progressve Untergang von Hirnparenchym (Baghmann et a., 1988. Diese Sekundérvorgange
bestimmen das Ausmal? des Sekundirschadens unddamit entscheidend de Uberlebenschancen und
funktionell e Erholungsfahigkeit der betroff enen Patienten (Graham et a., 1978 Badhmannet al.,
1988 Statham et al., 1989 Andrewset al., 1990 Lobato et al., 1991, Steinet al., 1993 Galeet d.,
1995. Es snd dabel Molekilewie z.B. Glutamat, Kinine oder Arachidorsdurederivate beteili gt, die
als Mediatoren entweder im priméaren Nekroseherd freigesetzt werden, oder mit der vasogenen
Odemfliissgkeit aus dem Intravasalraum in das Hirnparenchym tibertreten (Baghmannet al., 1988
Lynch und Dawson, 1994 Bazan et al., 1995 MclIntosh et al., 199§. Dabel erscheint eine
Schrankenstérung all eine fir die Entwicklung eines Hirnédems nicht ausreichend. Durch Infusion
hyperosmolarer Ldsungen in die Arteria carotis interna kommt es zwar zu einer reversiblen
Er6ffnung der Blut-Hirnschranke, aber nicht zu einer Zunahme des zerebralen Wasser- und Na'-
Gehalts unddamit zu keinem Hirnédem (Nagy et a., 1979 Rapopat undRobinson, 1986. Hierfir
musswohl die Kombination aus Schrankenschaden und rekrotischem Gewebsfokus vorhanden
sein.

Durch de Aktivierung proteolytischer Enzyme wie saure Phosphatase oder Glukasaminidase
(Clendenon et al., 1978 oder die Wirkung neurotoxischer Substanzen wie Glutamat, die in der
Nekrose freigesetzt werden, konnte vitales Gewebe in der Umgebung der Nekrose geschédigt
werden (Mchedlishvili, 1986 Baghmann et al., 198§. Im Nekroseherd ist die Blut-Hirnschranke
eroffnet. Auch dadurch konnten mit der Odemfliissgkeit diese toxischen Mediatoren in das
Parenchym eindringen, die unter Normal bedingungen die Schranke nicht passeren. Im vitalen, das
Nekroseaed umgebenden Gewebe (Penumbra) kdonnten sie die bereits durch Stérung der
Mikrozirkulation vorgeschéadigten Nervenzell en endguilti g abtten (Astrupet a., 1981 Memezawa
et a., 1992. Dadurch wirde der Zelluntergang fortschreiten mit Ausbreitung des Nekroseaeds
undweliterer Freisetzung von Mediatoren (Maier-Hauff et al., 1984 Bag¢hmann, 1985.
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Folgende Bedingungen missen erfillt sein, damit eine Substanz als Mediator des zerebralen
Sekundirschadens wirksam ist (Baghmannet al., 1989:

. Die Substanz mussHirngewebe schadigen.

. Die Substanz muss nach Trauma in pathologischen Konzentrationen oder in
Kompartimenten vorhanden sein, in denen sie unter Normalbedingungen nicht
nachgewiesen werden kann.

. Die Hemmung der Freisetzung oder Aktivierung dieser Substanz bzw. die Antagonisierung
ihrer Wirkung musszur Hemmung oder Verringerung des Sekunddrschadens fhren.

Das Kalli krein-Kinin-System

Viele Substanzen und Metabdlite werden als Mediatoren des zerebralen Sekundarschadens
diskutiert. Ein Nachweisist bislang u.a. fur das Kalli krein-Kinin-System gelungen (Unterberg und
Baghmann, 1984 Unterberg et al., 1986 Wahl et al., 1996 Rodell, 199§.

Kinine werden durch das Enzym Kalli krein aus Kininogenen freigesetzt. Die Aktivierung von
Kdlikrein erfolgt unter physiologischen Bedingungen u.a in der Gerinnurgskaskade durch
Hageman-Faktor, in pathophysiologischen Situationen dartiber hinaus bei der Verletzung von
Gewebe, entziindichen Prozessn etc. Kinine rufen eine Vasodil atation mit folgender arteriell er
Hypotension hervor, gleichzeitig aber auch eine Kontraktion der glatten Muskulatur im
Bronchia system, eine Erhdhurg der Kapill arpermeabilit & undder Nozizeption durch Stimulation
von Schmerzrezeptoren. Die Inaktivierung von Kininen erfolgt durch Kininasen. Frith wurde die
Bedeutung des Kalli krein-Kinin-Systems als Mediator beim vasogenen Hirnédem untersucht. So
konnte durch ventrikulo-cisternale Perfusion des Gehirns der Ratte mit homologem Plasma an
Hirnodem induziert werden, wobei es wahrend der V entrikel passage des Perfusats zum Verbrauch
von Plasmakininogenen und damit zur Bildung von Kininen gekommen war (Oettinger et a.,
1976. Diese pathophysiologische Rolle der Kininzunahme konrte in weiteren Untersuchungen
auch beim Hund bestétigt werden. In der gleichen Studie wurde zusétzli ch gezeigt, dassauch de
Perfusion mit isoli ertem Bradykinin mit der Entwicklung eines vasogenen Hirnddems verbunden
war, andere Plasmafaktoren konrnten als Ursadche damit ausgeschlossen werden (Unterberg und
Baghmann, 1984). Fluoreszenzmikroskopische Untersuchurgen der Kortexoberfladche in vivo
ergaben, dass durch Superfusion mit Bradykinin eine Gefal3dlatation mit Eroffnung der Blut-
Hirnschranke hervorgerufen wird (Baghmann et al., 1983 Unterberg et a., 1984. Mittlerweile
konnte eine Erhdhurg der interstiti ell en Bradykininkorzentration kel verschiedenen pathol ogischen
Bedingungen nachgewiesen werden, ua. nach fokaler Kételdsion. Auch de posttraumatische
Schwellung nach K8ltelasion oder Ischdmie konrte durch Kalli krein-Inhibitoren undBradykinin B2
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Rezeptor-Antagonisten verringert werden (Wahl et al., 1996 Schulz et al., 2000.
Glutamat

Die Aminosdure Glutamat erfillt ebenfalls die o.g. Bedingungen als Mediator (Choi, 1987
Badhmannet a., 198§.

Glutamat ist er wichtigste exzitatorische Neurotransmitter des Gehirns (CurtisundWatkins, 1963
Mayer undWestbrook, 1987. Die Aminosdure ist streng intrazell ul&r kompartimentiert, bei einer
Konzentrationvon 10 mmol/ kg Hirngewebe (Feuchtgewicht) betragt der extrazell uldre Antell unter
10-20 pM (Faden et al., 1989. Der stelle Konzentrationsgradient wird v.a duch aktive
Transportmedhanismen von Gli azell en aufrechterhaten. Dabel wird Glutamat zusammen mit zwei
Natriumionen in dese Zellen aufgenommen (Hennet a., 1979.

Die extrazelluldre Freisetzung von Glutamat z.B. im synaptischen Spalt bewirkt durch
Rezeptormedanismen eine Erhohurg der Membranpermeabilit & der Neuronen fir Natriumionen
als Grundage der physiologischen Transmitterwirkung. Dieser Vorgang kann kei pathologisch
masgver extrazellulérer Freisetzung von Glutamat, in Ergénzung zu den schon erwdhnten
Transportmechanismen, aufgrund der dabel erfolgenden Fliss gkeitsverschiebung Ursachefir eine
generell e Zell schwellung werden (Ames, il et a., 1967 Harvey undMcllwain, 196§. Perfusion
des Ventrikels mit Glutamat - zur Umgehungder Blut-Hirnschranke - flihrt zu einem zytotoxischen
(intrazelulé&ren) Hirnbdem, bei Anstieg des Natriumgehalts und gleichzeitigem Kaliumverlust
(Baghmann, 1979 Badghmann et a., 1982. Drei Rezeptorklassen fir Glutamat sind bislang
bekannt, benannt nad ihren potentesten Agonisten: N-methyl-d-aspartat (NMDA), Kainat und
AMPA/Quisqual at (WatkinsundOlverman, 1987 HollmannundHeinemann, 1994 Dingledine et
al., 1999. Die Bindurg von Glutamat an diese Rezeptoren dffnet fir Na® und K* durchléssge
Kanéle. Die von NM DA -Rezeptoren gesteuerten Kand e haben zusétzli ch eine hohe Permeabilit &t
fir Ca™-lonen (MadDermott et al., 1986.

Die akute Zell schwell ung durch Aktivierung der rezeptorgesteuerten Kanéle der Neuronen unddie
damit verbundene Flissgkeitsverschiebung - wie oben beschrieben - ist ein
Schéadigungsmedhanismus, der zum sekundéren Untergang von Hirnparenchym beitragt. Dieser
kann auch durch depolarisierende Substanzen nachgeehmt werden (Olney, 1986 Olney et al.,
1986. Ein weiterer Schadigungsmedanismus ist durch verzégerten Untergang von Neuronen
gekennzeichnet. Dabei spielt der vom NMDA-Rezeptor gesteuerte Ca™-Influx wohl die
entscheidende Rolle (Chaoi, 1987. Wahrscheinlich daminiert dieser zweitgenannte Vorgang; er
wird bereits durch wesentlich niedrigere Glutamatkonzentrationen aktiviert (Chol et al., 1983

Bei pathad ogischen Glutamatkonzentrationen im Extrazell ulérraum werden durch Aktivierung von
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Membranrezeptoren neben Na“ und Ca™ auch Inasitol-1,4,5triphasphat (1P, und Diazylglyzerol
(DAG) intrazellular akkumuliert (Sladeczek et al., 1985 Nicoletti et al., 198) (Sugiyama 4 al.,
1987. Durch Akkumulation al dieser Metabadlite kommt es zu betradtlichen Verénderungen
intrazellulérer Regulationsprozesse (Chang et al., 1997 Ringel et a., 199%. Unter anderem
konnten einige Autoren duch die gestorte Kalziumhomdostase a@ne Fehlfunktion der
Mitochondien (Kristian und Siego, 1998 Siegjo et a., 1999 und ds endagolasmatischen
Retikulums (Paschen und Douthell, 1999 beobadten. Diese Fehlfunktion kann zum Untergang
von Nervenzell en beitragen.

Pathal ogische Glutamatkonzentrationen im Extrazell ulérraum konrnten bei der fokalen Ké&ltel&sion
mit Hilfe der Mikrodialyse-Tedhnik festgestellt werden (Baghmann et a., 1989 Stoffel et al.,
2002. In anderen Modellen des Schadel-Hirntraumas (fluid percussoninjury, controll ed cortical
impact) wurde ebenfall seine erhbhteinterstitiell e Glutamatkonzentration (Mikrodialyse) gefunden
(Butcher et a., 1990 Katayamaet al., 199Q Bullock et al., 1991, Palmer et a., 1993 Globuset al.,
1995.

Durch Antagonisierung des NM DA -Rezeptors konrnte nadch Schédel-Hirntraumaim Tierexperiment
eine Verbesserung des neurologischen Status erreicht werden (Faden et al., 1989. Eine
Reduzierung des sekunddren Nekrosewadhstums durch Antagonisierung des AMPA-Rezeptors
gelang jedoch nicht (Eriskat, 2000. Auch in Klinischen Versuchsreithen konrte bislang kein
paositiver Effekt durch Glutamatantagonisten beobadtet werden (Bullock und Fujisawa, 1992
Bullock, 1995. Das therapeutische Potential ist somit unkar (Clausen undBull ock, 2007).

Andere Mediatoren

Auch die hochungeséttigte Arachidorsaure undihre M etabadlit e spiel en héchstwahrscheinlich eine
Rolle als Mediatoren des zerebralen Sekundérschadens (Unterberg et al., 1987 Staubet a., 1994
Wahl et a., 1995 Dhillon et a., 1997. Es ist anzunehmen, dass eine Vielzahl an weiteren
Substanzen als Mediatoren pathophysiologisch wirksam sind, wie z.B. lysosomae Enzyme,
biogene Amine wie Serotonin oder Histamin, andere Aminosauren oder Zytokine (Lipton, 1993
Lynch undDawson, 1994 Baghmannet al., 1996 Mcintosh et a., 1998.

Eine spezifische Antagonisierung der Freisetzung und'oder Aktivierung solcher Mediatoren sollte
eine eff ektive Therapie durch Begrenzung des sekundiren posttraumati schen Schadens darstell en.
Dieserscheint all erdings bislang schwierig, wahrscheinlich durch Interaktion undPotenzierung von
Wirkungen der einzelnen Mediatorensysteme.
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4.7.3 Nekrosevs. Apoptose

Apoptose ist eine Form des Zelltodes, bel dem die Zelle selbst aktiv ihren Untergang mit
herbeiftihrt (Kerr et a., 1973. DiesesPhdnomen ist einintegraler und ndwendiger VVorgang bei der
Entwicklung des Zentralnervensystems. Das Interess an den zugrundeliegenden Medanismen
dieses “programmierten” Zelltodes mit Aktivierung von Genen undindultion vonFaktoren het
stark zugenommen, da Apoptose auch urter pathophysiologischen Bedingungen beobadtet wird,
u.a bel der fokalen zerebralen Ischdmie und Exzitotoxizitét (Kerr et al., 1972 Bredesen, 1995.
Eine Hemmung dieses Prozesses kdnrte den zusétzli chen Zell untergang verhindern.

Apoptose wird anhand von morphdogischen Kriterien von der Zell nekrose unterschieden (Kerr et
al., 1972. Dieersten Verénderungen werden im Zellkern beobaditet - Chromatin kondensiert und
wandert an den Kernrand (Chromatinmargination). Der Zellkern fragmentiert. Die
Zellkernmembran entwickelt Ausdilpungen, sogenannte Blebs, die dann - mit oder ohne
Zellkernbestandteilen - as apopotic bodes abgeschnirt werden. Die Zellmembran und de
Organellen sind zu desem Zeitpunk noch intakt. Im Gegensatz zur Nekrose kommt es nicht zum
Austreten von Zytoplasmain den Extrazell ulérraum undwohl deshalb nicht zu elner ausgepragten
Entziindurgsre&ktion.

Auf molekularbiologischer Ebene ist die DNA-Fragmentierung in den internukleosomalen
Regionen ein wichtiges Merkmal der Apoptose (Wyllie & al., 198Q. Diese Strangbrtiche kdnren
mit Hilfe der TUNEL-Farbung (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated Uridine 5 -
triphosphae-biotin Nick End Labeli ng) nadhgewiesen werden. So konrten TUNEL -pasitive Zellen
bei Ratten nach fokaler zerebraler Ischamie beobaditet werden (Li et a., 1995 Chopp undLi,
1996 Li et d., 1998. In Therapieversuchen mit Antikorpern gegen Adhésionsmolekile konrtein
diesem Modell eine Verringerung der TUNEL-positiven Zell en festgestellt werden (Choppet al.,
1996). Eine Schlisslfunktion bel der Apoptose haben bestimmte Enzyme, die &tiviert werden -
Caspasen (Namuraet al., 1998. Durch spezifische Hemmung dieser Enzyme kann eine Hemmung
der Infarktausdehnurg nach fokaler zerebraler Ischdmie ereicht werden (Hara & al., 1997%. Es
lasen sich auch synergistische Effekte von Caspaseninhibitoren und NMDA-Antagonisten
feststellen (Ma @ a., 1999.

Nad fokaler Kéltelasion wurden ebenfalls TUNEL-positive Zell en beobadtet (Tominaga € al.,
19@; Murakami et a., 1998. Bidangist jedoch nicht bekannt, ob dis sskundére Nekrosewadstum
nach fokaler Lasion duch Hemmung der Apoposemedanismen reduziert werden kann.
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4.8 DieRolleder Mikroglia

Die Bedeutung der Mikrogliaundihrer Aktivierung ist fir das anschli ef3ende pathophysiol ogische
Geschehen nadh Schédel-Hirntrauma bislang vadllig ungeklért, obgleich ihre Existenz und
Morphdogie schonseit Anfang des letzten Jahrhunderts bekannt ist.

Sie zahlt neben Nervenzell en, Astrozyten, Oli godendrozyten und Ependymzell en zum hirneigenen
Gewebe, dabel stellt sie 10-20% der glialen Zellpopuation. PIo DEL RIO-HORTEGA benannte
erstmals die Mikroglia und keschrieb de darakteristische morphdogische Veranderung dieser
Zéellen von der ruhenden (ramifizierten) Zelle zu einem aktivierten andbaden Monazyten als
Antwort auf pathdogische Ereignisse (Del Rio-Hortega, 1932. Uber die Herkunft dieser Zelli nie
bestand lange Zeit Uneinigkeit. Die Mehrheit der Meinungen geht allerdings von einer
ontogenetischen Verwandtschaft mit den Zellen des mononuke&en Phagozytensystems aus, was
sie von den anderen Zellinien des Zentralnervensystems unterscheidet und reben der
morphdogischen Ahnlichkeit zu peripheren Monozyten nach Aktivierung auch ihre
immundogische Funktion erklért (Hickey et al., 1992 Ling undWong, 1993 Prill er et al., 2001).
Vonenigen Autoren wird auch eine Herkunft aus dem Neuroektoderm diskutiert (Berezovskaya &
a., 1995.

Die Aktivierung der Mikroglia, bei der die Zellen diesen charakteristischen Prozess der
Veranderung ihres Aussehens durchlaufen (siehe 4.9), erfolgt zu einem sehr frihen Zeitpunkt als
Antwort auf ein pathol ogisches Geschehen, oft friiher als bei al en anderen Zellfamilien im Gehirn
(McGega etal., 1988 Perry et a., 1993 Gehrmannet al., 1995. Dabei scheint die Mikrogliaschon
auf sehr diskrete Verénderungen der Homoostase mit Aktivierung zu reagieren, bevor Schaden auch
histol ogisch nachweisbar sind (Gehrmannet a., 1993. Es gibt kaum einen Pathomedanismusim
Gehirn, der nicht mit einer Aktivierung der Glia, v.a. der Mikroglia verbuncen ist (Perry et a.,
1993. Diese schnell e Re&tion auf verschiedenste Einfllisse 1&sd daher vermuten, dassdie ruhende,
weit verzweigte Mikrogliazelle einen Zustand der Wadhsamkeit auf Veranderungen im
extrazell uldren Mili eu widerspiegelt (Kreutzberg, 1996.

Mikroglia spielt eine wichtige Rolle bei Reparationsvorgdngen nach Verletzung, dhnlich wie
Makrophagen im peripheren Gewebe. Synergistische Effekte von Mikroglia und Astroglia sind
vonnden, um entspredhende Aufgaben erfullen zu kdnren, wie z.B. Wiedererlangung der Funktion
der Blut-Hirnschranke oder die Kontrolle der Invasion von Fmatogenen Zellen. Als zur
Phagozytose beféhigte Zellen kann sie Mikroorganismen zerstoren, Zell debris abbauen, und zur
Ruckkehr zur Homdoostase durch Sezernierung von Faktoren zur Wundreilung beitragen
(Kreutzberg, 19969.
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Gerade ihre Fahigkeit zur Bildung zytotoxischer Substanzen lase aber die Frage nach
moglicherweise schadigenden Einflisen auf verletzte, aber Uberlebensféahige Neuronen im
Anschluss an komplizierte pathologische Ereignis® zu. So ist die Mikroglia in der Lage, nach
Aktivierung neben einer Reihe von Proteasen auch freie Sauerstoffradikale,
Aradiidorsaurederivate, exzitatorische Aminasauren, Interleukin 1, Tumor Nekrose Faktor alpha
(TNFe) undAmyloid Preaursor Protein (APP) zu sezernieren, deren neurotoxische Eigenschaften
in verschiedenen Modell en nachgewiesen wurden (Relton und Rothwell, 1992 Thery et al., 1993
Banati et al., 1993h Banati et al., 1995 Toumond und Rothwell, 19%; Bruce & al., 1996
Kreutzberg, 1996 Uno et a., 1997 Panegyres und Hughes, 1998 Yang et a., 1998 Morita-
Fujimura @ al., 1999.

Andererseits gibt es auch Anhaltspunkte fr neuroprotektive Eigenschaften, duch Sezernierung
von Faktoren mit vermutlich neuroprotektiver Funktion, wie z.B. Nerve Growth Factor (NGF),
Interleukin (IL)-6 oder Neurotrophin (NT)-3 (Mallat et al., 1989 Elkabes et al., 199§.
Antii nflammatorische Molekile wie Transforming Growth Factor Beta-1 (TGF31) kénren den
Gewebeschaden verringern (Kiefer et a., 1999. In vivo-Studien konrten ebenfall s neuroprotektive
Eigenschaften nachweisen. So verbessert Implantation von aktivierter Mikroglia das
Axonwadstum im verletzten Riickenmark (Prewitt et al., 1997 Rabchevsky undStreit, 1997 und
bei Blockierung der Aktivierung vonMikrogliain MCSF knock-out M&usen (siehe 4.10) kommtes
zum vermehrten Neuronenurntergang nach Ischdmie (Berezovskaya d al., 1995.

Raivich et al. postulieren as Erklarung fur diese widerspriichlichen Erkenntnisse und dbs aulierst
stereotype Verhaltensmuster der Mikroglia bei der Regtion auf all diese verschiedenen
Pathomedianismen, dass die hirneigene Immunantwort durch die Glia und Mikroglia
entwicklungsgeschichtlich letztlich auf die Bek&mpfung von Infektionen opimiert ist. Die
urspriinglich noch in Amphibien vorhandene hohe Neuroplastizitdt und Fahigkeit zur nervalen
Regeneration nach Trauma, die mit anderen “Programmen” in der Zell-Zell Interaktion verbunden
ist, ist bei Vertebraten undanderen hoteren Lebensformen, auch duch verbesserten Schutz des
Zentralnervensystemsin der Wirbelsdule undim Schéadel bedingt, verloren gegangen. Somit ist das
gliale Zell system mit seiner Re&ktion eher auf die andere grole Gefahr - Infektionen - ausgerichtet,
was gerade die Fahigkeit zur Sezernierung dieser Vielzahl an toxischen Substanzen begrindet
(Raivicheta., 1999.

4.9 Mikrogliaaktivierung unter pathologischen Bedingungen

Wie bereits erwéhnt, durchlduft die Mikroglia bei ihrer Aktivierung mehrere Stadien, die durch
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spezifische morphdogische Charakteristika definiert sind. Die ruhende Zelle ist durch lange,
weitverzweigte (ramifizierte) Auslaufer gekennzeichnet, diein der weil3en Substanz paralel zu den
Neuriten, in der grauen Substanz stell ar, ausgerichtet sind. Dabei kanneine @nzige Zelle en Gebiet
von 3640 um Durchmesser abdedken, ein Hinweis auf dieimmund ogische Uberwadhungsfunktion
(Raivicheta., 1999.

Als erster Schritt in der Aktivierungskaskade zeigt die Zelle @ne Verringerung der Ramifizierung
durch “Zurlickziehen” ihrer verzweigten Ausléufer und VergrofRerung des Zellsomas mit
Verdickung der proximalen Auslaufer. Neben dieser ersten morphdogischen Verénderung kommt
es zur Expresson von spezifischen Oberflachenmarkern, wie dem Komplementrezeptor oM [32-
Integrin oder ICAM 1, ein Adhésionsmol ekl fir verschiedene Leukozytenzelli nien (Werner et d.,
1998 Klosset a., 1999. Zu diesem Zeitpunk kann bereits die Expressonvon APPnadgewiesen
werden (Banati et al., 1993 Banati et a., 1995.

In einem zweiten Schritt bewegt sich die nunmobil e Mikrogli azell e zur mutmaldli ch beschadigten
Struktur, dem Neuron oder seinem Neuriten, und adhériert. Dabei kommt es morphdogisch zu
einer weiteren Verringerung der Ramifizierung. Dieiniti al vermehrt exprimierten Molekule M [32-
Integrin und ICAM 1 werden nunwieder herunter reguliert, dafir kommtesin der Maus zu einer
Hochregulation anderer Integrine wie «5pf1 oder «6P1 (Kloss et al., 1999 und
Zytoskelettproteinen wie Vimentin, als Ausdruck der starken morphdogischen Verdnderungen
(Graéber et a., 1988a). Mit Adh&sionan das beschéadigte Neuron werden synaptischeV erbindurgen
unterbrochen, das sogenannte Synagtic stripping, und de Zelle dadurch isoliert (Blinzinger und
Kreutzberg, 1968. Anschlief3end werden jetzt Rezeptoren fiir die potenten Mitogene Macrophage
Colony Simulating Factor (MCSF) und Granuocyte-M CSF (GMCSF) gebil det (Raivich et al.,
1997, Raivich et al., 1998, die Z€ellen beginnen zu proliferieren (Sjostrand, 1966 Graeber et al.,
1988h. Bei peripherer Axotomie des Fazialisnervs der Maus konrte im Anschluss eine
Versedhsfachung der Mikrogli azell en im entsprechenden K erngebiet beobadtet werden, de an de
Zellsomata der axotomierten Neuronen adhérierten (Raivich et a., 1994l). Gleichzeitig konrte
auch MHC1 nadhgewiesen werden (Streit und Kreutzberg, 1988 Raivich et a., 1993. Diese
“Versiegelung” und Isolierung der verletzten Neuronen duch de proliferierende &tivierte
Mikroglia, bel gleichzeitiger Expressonder genannten immundogischen Marker, konrte auf eine
wichtige Funktion hinweisen, namlich die Abdichtung von Membranleds - eine haufige
Manifestation bei beschédigten Zellen - und gleichzeitige Présentierung der so aufgenommenen
Moleklle an infiltrierende Lymphazyten (Raivich et al., 1999.

Kommt es nunzum Tod der beschadigten Nervenzell e, transformiert die umgebende Mikroglia
umgehend zu phegozytotischen Zellen und laut den Debrisab (Streit et al., 1989. DiesesVerhalten
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wird auch beim Abraumen von diskonnektierten Axonen wahrend der Wall er” schen Degeneration
undMyelin bel demyelinisierenden Erkrankungen wie Enzephal omyeliti s disseminata beobadtet
(Trapp et al., 1998. Dabel wird eine massve Hochregulation vieler verschiedenster Marker
beobadtet (Kloss et al., 1999 sowie eine zusdtzliche weltraumige Aktivierung der bislang
ruhenden Mikroglia, die die phagozytierenden Foci umgibt.

Nach Abschlussder Phagozytose bzw. bei Uberleben des Neurons verringert sich de Anzahl der
Mikrogliazellen wieder, die Aktivierungsmarker werden herunter reguliert und de verbleibenden
Zellen kehren wieder in den morphdogischen Ruhezustand zurtick.

4.10 MCSF als Aktivator der Mikroglia

Uber die Einzelheiten der Zell-Zell -Interaktionen wahrend der Aktivierungsphasen ist noch nicht
viel bekannt. Gerade die Signalwege an Anfang der Aktivierungskaskade sind momentan
Gegenstand intensiver Forschung. Immer mehr hat sich in letzter Zeit aber die Bedeutung vonein
paa Faktoren fur die Koordination der Mikrogli agktivierung herauskristalli siert. Neben TNFe:, 1L-6
und TGF31 scheint gerade M CSF eine Schliissroll e zuzukommen (Raivich et al., 1999.

MCSF ist ein homodimeres Glykoprotein (45-90 kDa), das als potentes Mitogen fir Monozyten-
Vorlauferzellen im peripheren Gewebe und ramifizierte Mikroglia dient (Suzumura € al., 199Q
Roth undStanley, 1992 Klosset a., 1997). Eswird wahrend der Entwicklung undauch im adulten
Gehirn konstitutiv exprimiert (Thery et a., 199Q Chang et a., 1994. Wahrend der zugehdrige
M CSF-Rezeptor (MCSFR, CD 115) urspriinglich nur auf Mikrogliavermutet wurde (Raivich et al.,
1991, Raivich et a., 1999, konrte seine Existenz kirzlich auch auf Neuronen nadhgewiesen
werden (Wang et al., 1999. Obwohl die Aussagen uber vermehrte Expression vonMCSF nach
verschiedenen pathologischen Stimuli etwas differieren (Hulkower et a., 1993 Du et a., 1997
Fedoroff et al., 1997 Streit et al., 1998 Raivich et al., 1998 Takeuchi et al., 2001), kommtes bel
alen bislang studierten Pathomedanismen zu einer starken und selektiven Indukion des MCSF-
Rezeptors (Raivich et al., 1991, Hulkower et a., 1993 Akiyamaet al., 1994 Raivich et a., 1998.

Durch die Verwendurg osteopetrotischer Mause, die @ne natirliche Frameshift-Mutation in dem
fir MCSF kodierenden Gen tragen, kannten weitere Erkenntnisse iber die Rollevon M CSF bei der
Aktivierung von Mikrogliagewonren werden (Y oshidaet a., 1990. Diese Mutationfhrt zu einer
volli gen Abwesenheit des Faktors in hamozygoten Tieren (Wiktor-Jedrzejczak et al., 1990. Man
kann eine Verringerung der Proliferation der Mikroglia um 70-80%, eine stark beantraditigte
Expresson von Oberflachenmarkern der frithen Aktivierungsdadien (oM 2-Integrin, MCSFR,
siehe 4.9) sowie ultrastrukturell e Veranderungen beobaditen, was einen schweren Defekt in der
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allgemeinen Aktivierungskaskade bedeutet (Raivich et a., 1994, Raivich et al., 1996 Sasaki et dl.,
2000. Diesfuhrt bei Ischamie zu einer Vergroferung des Infarktvolumens. Nadh Applikationvon
rekombinantem MCSF aber kommt es zur Aktivierung der Mikroglia und einer Aufhebung der
Zunahme des Infarktvolumens (Berezovskaya & al., 1995.

4.11 MCSF-Expresson bei der fokalen Kaltelasion

In dieser Studie konrnte keine Erhohurg der MCSF-Expresson zu den urtersuchten Zeitpunkten
nad fokaler Kdtelasion des Kortex nadhgewiesen werden, weder im Nekrosegewebe noch in der
angrenzenden Penumbra. Die Expresson im entfernten gesunden Gewebe blieb korstant. Dies
erscheint Gberraschend, mussdoch bei dem Ausmal3 der zugefiigten Lasion undder tbli cherweise
hohen Sensitivitét dieser Zellen voneiner Aktivierung der Mikrogliamit Expresson des Faktorsim
perifokalen Bereich ausgegangen werden. Angesichts der Verdnderungen der Nekrose und
Penumbra 8 Stunden nach Trauma, die all erdings nicht signifikant sind, kann es aber durchaus vor
diesem ersten Meszeitpunkt zu einer Erhdhurg der Expresson vonM CSF gekommen sein. Als
patentestes Mitogen der Mikrogli a erscheint eine akute Erhéhurg wahrscheinlich, al erdings auch
eine langerfristige Erh6hurg des Expressonsniveaus. Takeuchi et al. konrten zeigen, dassdie
MCSF-Expresson im umgebenden Gewebe nach stereotaktischer Injektion vonEthand in das
Corpus Striatum biphasisch erhoht ist, mit einer akuten Spitze in der ersten Stunde und einer
zweiten breiten von 6 bis 72 Stunden nach Injektion (Takeuchi et al., 2009). Uber die Expresson
in der Akutphase kann auf Grund der vorliegenden Daten keine Aussage getroffen werden, ein
Anstieg im weiteren Verlauf wurde nicht beobachtet. Raivich et al. konrten bel peripherer
Axotomie des Fazialisnervs erst im Bereich von Tagen eine ehthte Expresson von MCSFR
beobadhten, wobei MCSF selber in seiner konstitutiven Menge normal weiter exprimiert wurde
(Raivich et d., 1999. Die Regulierung des Rezeptors wurde hier nicht untersucht.

Auffallend bel den vorliegenden Ergebnissen ist eine gemessene Erhdohurg der MCSF-Expresson
in der Sham-operierten Popuation 168 Stunden nach Trauma, die dlerdings nicht signifikant
ausfiel. Bei diesen drei Tieren wurde sowohl ipsi- als auch kontralateral in allen drei
Gewebsareden eine Erh6hurg festgestellt. Die Tatsadhe, dass diese auch im kontralateralen
Gewebe gemessen wurde, as auch die kleine Gruppenzahl liefd urs von einem Artefakt ausgehen.
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5 Zusammenfasaing

Die beim Schadel-Hirntrauma auftretenden pathophysiologischen Prozesse, das Hirnodem,
Blutungen, Storungen der Mikrozirkulation und @s Hirnstoffwedisels zusammen mit der
Freisetzung und Akkumulation von reurotoxischen Mediatoren im Gewebe fihren im
posttraumatischen Verlauf zum weiteren Untergang von zunadist vitalem Hirnparenchym im
perifokalen Bereich. Von experimentellen Befunden ausgehend, dass eine traumatische
Hirnparenchymnekrose sich innerhalb von 24 Stunden bel Kaninchen um 300%, bei Ratten um
45% ausdehnt, wurden die vorliegenden Untersuchungen durchgeftihrt, um das Phanomen dieses
Wadhstums auch bel der Maus zu bestétigen urd dann dessen Dynamik im zeitli chen Verlauf zu
charakterisieren. Nadh Etablierung des Anasthesieverfahrens wurde zur Induktion einer
reprodwzierbaren Nekrose das Modell der fokalen Kdtelasion auf die Maus Ubertragen und de
geagneten Parameter zur Applikation der Priméarl&sion ermittelt. Das Gehirn der Versuchstiere
wurde zu definierten Uberlebenszeitpunkien perfusionsfixiert und fiir die histomorphametrische
Analyse prapariert.

In einer weiteren Studie wurde, duch Entnahme frischer Gewebeproben aus definierten
Kortexareden (Nekrose, Penumbra, entferntes gesundes Gewebe) zu verschiedenen Zeitpunken
nach Lasion, Isolierung der RNA und macdhfolgende Reverse Trankriptase-Polymerase
Kettenreaktion, de Expresson des Zytokins Macrophage Colony Simulating Factor untersucht.

Folgende Ergebnisse wurden erzielt:

1. Das Anésthesieverfahren mit einer Maskeninhal ationsnarkose aus Hal othan, 70% Ladhgas
und 30% Sauerstoff, wie unter 2.2.1 beschrieben, gewahrleistet stabile physiologische
Parameter fur den erforderlichen Zeitraum von 30Minuten- sogar bis zu 75Minuten lang
(sehe3.1und 4.1.2

2. Die optimale Grofe der kortikalen Primérlasion, definiert mit einer Tiefenausdehnurg von
zwel Dritteln der Kortextiefe, 1&sg sich mit einer Sonde von 1,5 Millim eter Durchmesser
undeiner Applikationsdauer von4 Sekunden erreichen. Das Priméarvolumen betrégt 1,30+
0,12mn? bzw. 1,44+ 0,16mn? (siehe 3.2.3, 3.3.1, 3.3.2 und 4.5

3. Diese Standardlasion fuhrt nach 24 Stunden zu einer maximalen Ausdehnurg der
Parenchymnekrose auf 140-160% ihresinitialen Volumens (siehe 3.3.1, 3.3.2 und 4)5
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Die Nekrose breitet sich gleichmal3ig in all e Richtungen aus, sowohl in de Tiefe ds auch
horizontal im Randbereich.

Ein Grof¥eil des Nekrosewadistums erfolgt in den ersten 4 Stunden. Diesem schnellen
anfanglichen Waadstum und cer anschliefend kortinuierlichen Expansion kémen
unterschiedli che Medhanismen zugrunce liegen (siehe 4.7, 4.10 und 4.11

Nadh 24 Stunden schrumpft die Nekrose kontinuierlich Uber den weiteren
Beobadhtungszeitraum bis 168 Stunden nach Lasion zusammen (siehe 4.5).

Weder im Nekroseaed, noch im perinekrotischen Bereich undgesunden Gewebeldsg sich
zu den vier untersuchten Zeitpunken nach Trauma statistisch signifikant eine vermehrte
Expresson vonM CSF nachweisen.

Eine Tendenz bezuglich vermehrter Expresson vonMCSF kann 8 Stunden nach Trauma
festgestellt werden.

Durch die hochgradige Standardisierung und Reproduwzierbarkeit ist das experimentelle
Modell - auch bei Verwendurg von knock-out-Stammen - bevorzugt geeagnet fir
Untersuchungen vonam Nekrosewadstum beteili gten Pathomedhanismen.
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6 KIlinischer Bezug - Ausblick

Die Aufklarung der zum sekundiren Nekrosewadstum fihrenden Prozesse hat grole klinische
Bedeutung. Experimentelle wie klinische Absicht ist, das Wadstum der traumatischen Nekrose
therapeutisch zu verhindern. Grundsétzlich sollte in Zukurft die Prognose von Patienten mit
Schédel-Hirntraumanur noch von Art und Ausmal3 des Primérschadens abhéngen, nicht mehr vom
sekundéren Hirnschaden. Wie bereits diskutiert, sprechen experimentell e Untersuchungen fir eine
Vielzahl von Mechanismen beim sekundiren Hirnschaden, de zerebrale Ischamie, der
intrakranielle Druck und Freisetzung/Bildung neurotoxischer Mediatoren stehen jedoch
wahrscheinlich im Vordergrund. Hochaufl 6sende Mesaungen der zerebralen Durchblutung (PET,
SFECT, Xenon-CT) zeigen besonders haufig eine ausgeprégte perifokale Durchblutungsabnahme
bei Patienten mit Kontusionen (Bullock et al., 1992k Schroder et al., 195). Die Zonen der
Minderdurchblutung dehnen sich dabei Uber die morphdogisch sichtbare Lasion aus als Indiz fur
die Einbeziehung des perifokalen Hirngewebes. Untersuchungen mit Mikrodialyse von Patienten
mit Subarachnadalblutung (Persson et al., 1999 oder Schadel-Hirntrauma (Bull ock et al., 1995
zeigten einen Anstieg von exzitotoxischen Aminosduren und Laktat im Extrazellularraum des
Hirngewebes. Die Verdnderungen waren bel Patienten mit Kontusionen und Episoden mit
sekundérer Ischdmie besonders ausgepragt.

In den letzten Jahren erzielte experimentell e Ergebnisse und klinische Beobadhtungen haben zu
Therapieansétzen gefiihrt, die in umfangreichen multizentrischen Klinischen Studien geprift
werden. Dazu gehdren Glutamatantagonisten (Bullock et al., 1992), Inhibitoren der
Lipidperoxidation wie Tirilazad (Marshall et a., 1998 sowie Hypothermie (Cliftonet a., 1993.
Eine Verbeserung der Prognose nadh Schédel-Hirntrauma bzw. Hemmung des zerebralen
Sekundirschadens ist jedoch damit bisher nicht erreicht worden. Um diesem Ziel néher zu
kommen, mussen all e wichtigen am sekundiéren Hirnschaden beteili gten Medhanismen identifiziert
werden. Tierexperimentelle Untersuchurngen sind dafur unwverzichtbar, insbesondere fir die
Aufkléarung sofort einsetzender pathophysiologischer Prozesse, die der klinischen Untersuchurng
nicht zugangli ch sind. Mit Hilfe gut reprodwzierbarer Modell e kénren wichtige Manifestationen des
priméren Hirnschadens imiti ert werden.

In den vorliegenden Untersuchungen wurde das bereits lange verwendete und anerkannte Modell
der fokalen K&lteldsion ke einer neuen Tierspeziesetabliert - der Maus. Mit ihm ist esmaglich, das
sekundére Wadstum einer Hirnparenchymnekrose prézise zu quantifizieren. Die Lasion entspricht
einer Nekrose des Kortex mit Blut-Hirnschrankenstérung. Das Modell zeichnet sich durch gute
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Reprodwzierbarkeit und Fehlen von systemischen Nebenwirkungen aus. Es ist daher besonders
geagnet, mit geagneten Monitoringverfahren die Erfasaung von Verénderungen verschiedenster
Parameter mit dem Verhaten des Parenchymschadens in vivo zu korrelieren, sowie die
Wirksamkeit therapeutischer Interventionen zu tkerprifen.

Durch die nunertff nete M égli chkeit der Verwendurg von knock-out M&usen, kannin Zukurit die
Roll e einzelner Faktoren in diesem komplexen Geschehen préaziser erforscht werden, in Ergénzung
zu den etabli erten molekularbiol ogischen Methoden.

Ein erster Schritt zur Beleuchtung der Rolle von aktivierter Mikroglia beim sekundéren
Nekrosewadstum wurde mit der Untersuchung zur Expresson des Zytokins Macrophage Colony
Simulating Factor unternommen. Dabei konrte keine Erhéhurg der Expressonim Verlauf der Zeit
nach Traumain den verschiedenen Kortexared en nachgewiesen werden. Weitere Untersuchungen
sind vonnden, um die Charakteristik der Mikrogliagtivierung im vorliegenden Modell zu
beschreiben. Dabel sind neben einer zusétzli chen Erfassung der MCSF-Expressonin den ersten 8
Stunden nach Trauma und etwaig der Expresson des zugehdrigen Rezeptors auch
immunhistologische Studien im zeitli chen Verlauf zum Nadchweis aktivierter Mikroglianotwendig,
um dannin einem weiteren Schritt die Dynamik der Nekroseexpansion bei verminderter/fehlender
Mikrogliagktivierung im Knock-out Modell untersuchen zu kénren. Auch andere Faktoren sollten
in diesem Geschehen naher betradhtet werden, sowie die Funktion anderer Zelli nien, vor allem der
Astroglia.
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8 Anhang

8.1 Arbeitsanleitungen fir die histologische Gewebeaufar beitung

Tab. 7.1 Entwasserung d er Praparate zum Einbetten in Paraplast

Ethanol 50% | + I jew. 2 Stunden
Ethanol 60% | + I jew. 2 Stunden
Ethanol 70% | 2 Stunden
Ethanol 70% I 14 Stunden
Ethanol 80% 2 Stunden
Ethanol 95% 2 Stunden
Ethanol absolut 4 Stunden
Methylsalicylat | + II jew. 24 Stunden
Rotihistol | + 11 + 1l jew. 15 Minuten

Tab. 7.2 Arbeitssc hritte fur die NISSL-Farbung

Entparaffinieren

Rotihistol | 10 Minuten

Rotihistol Il 10 Minuten

Absteigende Alkoholreihe

Ethanol absolut 2 Minuten
Ethanol 95% 2 Minuten
Ethanol 70% 2 Minuten
Ethanol 50% 2 Minuten
Farbung
Kresylviolett 10 Minuten
Aqua destillata kurz spilen
Rotihistol Il 5 Minuten
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8.2

Differenzieren, aufsteigende Alkoholreihe

Ethanol 70% + 0,2 ml Eisessig kurz spulen
Ethanol 70% kurz spilen
Ethanol 90% kurz spulen
Ethanol 95% kurz spilen
Ethanol 100% kurz spulen
Isopropanol 100% 2 Minuten
Rotihistol | 2 Minuten

Einbettung mit Eukitt

Arbeitsanleitung fir die Isolierung von Gesamt-RNA mit Qiagen
Rneasy Mini Kit

Zentrifugieren des Zellysates bei 14000 U/min fir 3 Minuten

Abpipettieren des Uberstandes und Ubertrag in neues Réhrchen, gefiillt mit 600 pl Ethanol 70%.
Umgehendes Mischen durch Pipettieren.

Ubertragen von max. 700 pl der Mischung auf eine Rneasy-Minisdule (RNA-Filter) mit 2 ml
Auffangréhrchen. Verschliel3en der Saule und Zentrifugieren bei 14000 U/min fur 15 Sekunden.
Das Filtrat wird verworfen. Dieser Schritt kann wiederholt werden, bis die gesamte Mischung durch
dieselbe Saule zentrifugiert wurde.

Hinzufgen von 700 pul RW1-Puffer auf die Minisdule und Zentrifugation bei 14000U/min fir 15
Sekunden. AnschlieRend wird das Filtrat mit dem Auffangréhrchen verworfen und die Saule in ein
Neues gesetzt.

Pipettierung von 500 pl RPE-Lésung auf die Saule und Zentrifugation bei 14000 U/min fur 15
Sekunden. Das Filtrat wird verworfen.

Erneut Pipettierung von 500 pl RPE-L6sung auf die Saule und Zentrifugation bei 14000 U/min fur
2 Minuten, um die Membran zu trocknen. Filtrat und Auffangréhrchen werden anschliel3end
verworfen. Wichtig ist hierbei, dass die Saule beim Entfernen nicht mit dem Filtrat in Beriihrung
kommt. Falls doch, erneute Zentrifugation.

Platzieren der Saule in einem 1,5 ml Eppendorff-R6hrchen (Eppendorff, K&In).

Losen der membrangebundenen RNA durch direktes Pipettieren von 30 pl Rna’se-freien Wassers
auf die Membran und Zentrifugation bei 14000U/min fir 1 Minute.

Lagerung der geldésten Gesamt-RNA bei -80° C bis zur Weiterverarbeitung.
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