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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Schadelhirntrauma

1.1.1 Definition

Das Schadelhirntrauma (SHT) ist definiert als ,Folge einer Krafteinwirkung auf die als
Einheit anzusehende Korperregion Schadel (Weichteile, Knochen) und Gehirn
(Hirnhaute, Hirnsubstanz, Gefalie). Betroffen sind in unterschiedlichem Malie immer
beide Formationen.“" Die Deutsche Gesellschaft fiir Neurochirurgie definiert das
SHT als ,Folge einer Gewalteinwirkung, die zu einer Funktionsstorung und/oder
Verletzung des Gehirns gefuhrt hat und mit einer Prellung oder Verletzung der
Kopfschwarte, des knéchernen Schadels, der GefalRe und/oder der Dura verbunden

“@ In der Internationalen statistischen Klassifikation der Krankheiten

sein kann.
(ICD10 GM Version 2013) finden sich diese Verletzungen im Kapitel XIX unter den

Punkten SO0 — S09: Verletzungen des Kopfes.

1.1.2 Einteilung

Von einem offenen SHT spricht man, wenn die Dura eroffnet ist und das Gehirn
dadurch eine Verbindung mit dem Schadelduferen hat.”> Wird der Kopf verletzt
ohne Hirnfunktionsstorung oder Verletzung des Gehirns selbst, spricht man von einer
Schadelprellung (Concussio cerebri).?

Die gebrauchlichste Einteilung des SHT in leicht (mild), mittel (moderate), schwer
(severe) und kritisch (critical) basiert auf der Glasgow Coma Scale (GCS) - ein
Bewertungsscore, der den Bewusstseinszustand des Patienten anhand von
allgemeiner Motorik, Sprache und Augenéffnen einschitzt.®) Tabelle 1 zeigt die

einzelnen Beurteilungskriterien.
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Glasgow Coma Funktion GCS-
Scale Wert

Augen o6ffnen Spontan
Auf Ansprache

Auf Schmerzreiz

= N W b

Keine Reaktion

Sprache Orientiert
Desorientiert
Inadaquat

Unverstandlich

= N W A~ O

Keine Antwort

Motorik Befolgt Aufforderungen
Gezielte Schmerzabwehr
Ungezielte Schmerzabwehr
Beugereaktion

Streckreaktion

= N W A~ O o

Keine Reaktion

Bewertung des SHT leicht 15-13
mittel 12-9

schwer 8-3

Tabelle 1: Beurteilungskriterien der Glasgow Coma Scale (GCS)

Die GCS beurteilt den Patienten anhand von Augendéffnen (min. 1 Punkt; max. 4 Punkte), Sprache
(min. 1 Punkt, max. 5 Punkte) und Motorik (min. 1 Punkt, max.6 Punkte). Maximal kénnen 15
Punkte erreicht werden, minimal 3. Das Schadelhirntrauma (SHT) lasst sich damit in leicht (15-13
Punkte), mittel (12-9 Punkte) und schwer (9-3 Punkte) unterteilen. Bei einem Wert von 3-4
Punkten mit gleichzeitigem Verlust der Pupillenreaktion sowie fehlender motorischer Reaktion
und/oder Dezerebrierung kann auch von einem kritischen SHT gesprochen werden.

Modifiziert nach Gleixner et al. 2009

Die GCS wurde fur Erwachsene entwickelt und an diesen evaluiert. Fiur die
posttraumatische Beurteilung von Kindern und Jugendlichen existieren
altersadaptierte Modifikationen.® Als Maximum kénnen 15 Punkte erreicht werden —
das Minimum liegt bei 3 Punkten. Ab einem GCS-Wert von unter 9 gilt der Patient als
vigilanzgemindert. Von einem leichten SHT spricht man bei GCS-Werten von 15-13,
von einem mittleren bei 9-12, von einem schweren bei unter 9 und von einem
kritischen bei einem Wert von 3-4 mit gleichzeitigem Verlust der Pupillenreaktion
sowie fehlender motorischer Reaktion und/oder Dezerebrationszeichen.®) Das
leichte SHT wird umgangssprachlich auch als Gehirnerschitterung (concussion)

2
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bezeichnet.®) Viele Einteilungen differenzieren nicht zwischen schweren und
kritischem SHT, sondern bezeichnen alle Verletzungen, die mit einem GCS-Wert
unter 9 einhergehen, als schwer.”) Es gibt jedoch noch keinen einheitlichen Konsens
darliber, zu welchem exakten Zeitpunkt der GCS initial erhoben werden soll.?) Eine
weitere, in Deutschland gebrauchliche Einteilung des SHT ist die Einteilung nach
Tonnis und Loew, bei der die Beurteilung retrospektiv auf den verbleibenden
Schaden bzw. der Erholungszeit beruht — Grad I: Vollstandig reversibel in vier Tagen;
Grad II: Ruckbildung innerhalb von drei Wochen; Grad Ill: Persistierende Storung

tiber drei Wochen.!”)

1.1.3 Epidemiologie und Atiologie

Die weltweite Inzidenz des SHT steigt kontinuierlich an; somit zahlt es heute zu den
haufigsten neurologischen/neurochirurgischen Krankheitsbildern, was mit enormen
Belastungen, sowohl fur die Familien der Betroffenen als auch fur das

t.® 812 Die Zunahme der

Gesundheitssystem des jeweiligen Landes, verbunden is
Inzidenz beruht zum einen auf der steigenden Anzahl von Verkehrsunfallen, vor
allem in den Entwicklungslandern, zum anderen aber auch auf den immer praziser
werdenden Diagnosemoglichkeiten, wodurch das SHT haufiger als friher und bereits
in minimaler Auspragung diagnostiziert werden kann.® % Eine prospektive Studie aus
dem Raum Hannover und Munster, die von der Deutschen Gesellschaft flur
Neurochirurgie in ihrer Leitlinie zum SHT im Erwachsenenalter angefuhrt wird,
kommt zu dem Ergebnis, dass die Inzidenz fir das Schadelhirntrauma in
Deutschland bei 332 Patienten pro 100.000 Burger liegt, wovon nach dem GCS 91%
als leicht, 4% als mittel und 5% als schwer zu klassifizieren sind. Dies deckt sich mit
den neuesten Daten aus einem der grossten australischen Referenzkrankenhauser
fir padiatrische Traumapatienten.™® Die Angabe der Inzidenz des SHT ist aufgrund
der unterschiedlichen Einschluss- und Diagnosekriterien sowie der Lange der
Rekrutierungszeitraume jedoch nicht einheitlich. So beziffern zum Beispiel
Baethmann et al. auf Basis einer populationsbasierten Untersuchung in Studbayern
die Inzidenz des SHT in Deutschland mit 350/100.00."%. Ein Leitlinien-Artikel aus
dem European Journal of Neurology 2012 dagegen gibt eine Inzidenz-Bandbreite
von 100-300/10.000 an,* ® was durch neuere Daten, die 2014 veréffentlicht wurden,
bestatigt wird.">'") Bei einer Inzidenz von 350/100.000 (Deutschland) entstehen dem
Gesundheitssystem durch Schadelhirntraumata Kosten von etwa 2,8 Milliarden
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Euro/Jahr.® " '8 Eine 2011 verdffentlichte Studie aus Spanien, welche die
finanziellen Auswirkungen von Schlaganfallen und von SHT untersuchte, kam zu
dem Ergebnis, dass jeder Patient mit einer dieser Erkrankungen im Jahr
durchschnittlich 21.040 Euro an Kosten verursacht."” Diese Zahlen wurden in
mehreren Studien bestétigt.'® 2%

Die Mortalitat des SHT hat sich im Gegensatz zur Inzidenz in den letzten 20 Jahren
etwa halbiert. Dies ist hauptsachlich auf eine Verbesserung der Bildgebung, der
Primarpravention (z.B. Helme und Sicherheitsgurte) sowie verbesserter Diagnose-
und Behandlungsméglichkeiten zuriickzufiihren.®

Bei einer Hochrechnung der oben genannten Studie aus dem Raum Hannover und
Munster auf die Bundesrepublik Deutschland ergeben sich bei ca. 248.000 SHT-
Patienten 2.750 Betroffene, die an der Erkrankung versterben.” ' Eine 2001
veroffentlichte Analyse der Daten des Bundesamts fur Statistik aus dem Jahr 1996
ergab fiir Deutschland eine Gesamtmortalitat von 11,5% fiir das SHT.?"

Die Ursache fur das SHT hangt stark vom Alter des Betroffenen ab. Baethman et al.
zeigten, dass in der Altersgruppe von 15 bis 45 Jahren Verkehrsunfalle mit oder
ohne begleitendem Polytrauma dominieren.’* Bei jlingeren (<15 Jahren) oder
alteren Menschen (>65 Jahren) sind dagegen Stiirze die haufigste Ursache. In
den USA zeigen Daten von 1997 bis 2007, dass in der Altersgruppe von 0-24 Jahren
Verkehrsunfalle die Hauptverursacher des SHT mit Todesfolge sind, zwischen 25
und 74 Jahren dominieren Schussverletzungen, die in den USA insgesamt die
Hauptursache fur ein todliches SHT darstellen; ab einem Alter von Uber 75 Jahren
sind auch hier Stiirze Hauptursache fiir ein SHT mit tddlichem Ausgang.®* ?®) Eine
von 2003 bis 2011 in den Niederlanden durchgefuhrte Auswertung von Patienten, die
nach Verkehrsunfall mit schwerem SHT ins Krankenhaus eingeliefert wurden, ergab
zudem ein unterschiedliches Verletzungsmuster fur Fu3ganger, Motorrad-, Auto-,
Roller- und Fahrradfahrer. FuRganger hatten das groRte Risiko, ein SHT zu erleiden
und zeigten die hochste Inzidenz an Subdural- und Subarachnoidalblutungen.
Motorradfahrer zeigten die hochste Rate an Kontusionen, wohingegen Rollerfahrer
die hochste Inzidenz an offenen Schadelfrakturen und/oder Schadelbasisfrakturen
aufwiesen.®¥

Als besondere Risikogruppen mit der hochsten Inzidenz fir leichtes und mittleres
SHT wurden 1991 vom nationalen Institut fur Gesundheitswesen der Vereinigten

Staaten von Amerika (Centers for Disease Control and Prevention) Manner,

4
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Jugendliche bzw. junge Erwachsene und Alleinstehende mit niedrigem

12 Eine aktuelle Studie von Januar 2015, die

soziookonomischen Status identifiziert.
retrospektiv Motocross-Unfalle minderjahrigenr Patienten untersuchte, konnte zudem
zeigen, dass trotz Einhaltung der aktuell vorgeschriebenen Sicherheitsvorkehrungen
und Tragen von Sturzhelmen keine zufriedenstellender Schutz gegen das SHT

gewahrleistet werden kann.®®

1.1.4 Pathophysiologie

Der Hirnschaden nach SHT setzt sich aus zwei zeitlich versetzten Komponenten
zusammen — dem Primarschaden und dem sich danach entwickelnden
Sekundarschaden, der die initiale Gewebeschadigung deutlich verschlimmern

kann.? 26)

1.1.4.1 Primé&rschaden

Als Primarschaden bezeichnet man die direkte Verletzung des Gehirnparenchyms
sowie der umgebenden Weichteil- und Knochenstrukturen, welche durch die
mechanischen Krafte der urspriinglichen Gewalteinwirkung entsteht.* 2"’ Das
Ausmall des Primarschadens wird allein von der Verletzungsursache und dem
Verletzungsmuster determiniert, weshalb sich dieser nicht therapeutisch, sondern nur
durch Priméarpravention beeinflussen bzw. verhindern lasst.® 26 28 29 Neben der
Offentlichkeitsarbeit und Aufklarung Uber die Notwendigkeit und Wichtigkeit von
Pravention besteht die Aufgabe der Medizin deshalb in der frihzeitigen Erkennung

und Behandlung des therapeutisch beeinflussbaren Sekundarschadens.® 26 28 29)

1.1.4.2 Sekundérschaden

Der akute Sekundarschaden nach SHT entsteht durch eine Reihe unterschiedlicher
pathophysiologischer Reaktionen, die sich in den ersten Minuten bis Tagen nach
dem Primarschaden entwickeln und die initiale Hirnschadigung dabei vergrofiern

2 26) Diese Kaskade beinhaltet intrakranielle, biochemische und

konnen.
physikalische Veranderungen, die - je nach Schwere der Verletzung - auch zu einer
Beeinflussung wichtiger systemischer Parameter wie Blutdruck, Herzfrequenz und
Atemantrieb fuhren konnen, was durch die zunehmenden Hirnschadigung verursacht

30, 31

wird und diese in einem Circulus vitiosus weiter verstéirken kann. ) Im Gegensatz

zum Primarschaden ist der Sekundarschaden aufgrund seiner verzogerten
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Entwicklung prinzipiell therapeutisch beeinflussbar und stellt somit das primare Ziel
der medikamentdsen und medizinischen SHT-Therapie dar.®

Die intrakraniellen Veranderungen sind hauptsachlich auf drei miteinander
verbundene Schadigungsmechanismen zuruckzufuhren: 1. die Entstehung eines
Hirnddems, welches Uber den dadurch gesteigerten intrakraniellen Druck
(Intracranial Pressure; ICP) die Blutversorgung des Gehirns weiter verschlechtern
und auf ischamische Werte herabsetzen kann, was zum Zelluntergang fuhrt; 2. dem
Verlust der zerebrovaskularen Autoregulation in Verbindung mit einer defizienten
Bluthirnschranke; 3. die Ausschittung von exzitatorischen Neurotransmittern,
inflammatorischen Zytokinen und reaktiven Sauerstoffradikalen (Reactive Oxygen
Species; ROS).

Um die Primarlasion kommt es — je nach Verletzungsschwere — zu einer lokalen bis
globalen Reduktion der Hirndurchblutung (Cerebral Blood Flow; CBF; Normalwert
des CBF: Durchschnittlich 750mL/min bzw. 50mL/100 g Hirngewebe/min).®**% Dies
beruht hauptsachlich auf einer Storung der Mikrozirkulation; diese resultiert sowohl
aus einer Einengung des Gefallvolumens aufgrund traumatisch bedingter
Zellschwellung von Gliazellen als auch aus einer Einengung des GefalRslumens durch
Erythrozyten- und Leukozytenaggregate.“? Wird dabei ein CBF-Wert von 18 bis 20
mL/100g Hirngewebe/min dauerhaft unterschritten (Ischamie-Schwelle), kommt es
zum ischamischen Zelluntergang.”>*® Tabelle 2 gibt einen Uberblick (iber die

wichtigsten hirnphysiologischen Parameter.

Parameter Normwert

ICP 3-13 mmHg

CPP 60-180 mmHg

CBF 50mL/100g Hirngewebe/min
CPP=MAP-ICP

Tabelle 2: Ubersicht iiber die wichtigsten hirnphysiologischen Parameter
ICP: Intrakranieller Druck (Intracranial Pressure)

CPP: Zerebraler Perfusionsdruck (Cerebral Perfusion Pressure)

CBF: Zerebrale Durchblutung (Cerebral Blood Flow)

MAP: Mittlerer Arteriellen Blutdruck (Mean Arterial Pressure)
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Die Unterversorgung der Zellen mit Sauerstoff und Glukose resultiert in einem
Zusammenbruch der lonengradienten mit konsekutiver Zellschwellung. Dies wird als
zytotoxisches Odem bezeichnet und fiihrt letztendlich zur Ruptur der
Zellmembran.#: 48) (48-50)

Simultan dazu entwickelt sich das sogenannte vasogenes Odem: Durch ischamische
Schadigung der Endothelien sowie durch posttraumatische Ausschattung von
vasoaktiven Substanzen wie Bradykinin kommt es zu einem Zusammenbrechen der
Blut-Hirn-Schranke, was zu einer erhohten extrazellularen Flussigkeitsansammlung
mit Volumenzunahme des Gehirnes und in der Folge zu einer weiteren Steigerung
des ICP fiihrt.“® 457

Eine detaillierte Ubersicht Uber die einzelnen Odemarten sowie deren
Pathomechanismus gibt eine 2004 von Unterberg et al. publizierte

“®) Dort wird das zytotoxische Odem als wichtiger therapeutischer

Ubersichtsarbeit.
Angriffspunkt in der Therapie des Sekundarschadens nach SHT genannt, da sich
dieses sehr frih entwickelt und einen groRen Anteil an der Zunahme des
Hirnvolumens nach SHT hat. “®°2%3) Marmarou et al. berechneten fiir die vaskulare
Komponente der Hirnschwellung nach schwerem SHT einen Anteil von 25%.%%
Abbildung 1 gibt eine schematische Ubersicht iber die zeitliche Entwicklung des
zytotoxischen sowie des vasogenen Odems nach Trauma und deren Anteil an der

Hirnschwellung.“®

—>

Zytotoxisches Odem

Vasogenes Odem
A
T T ve T

1 3 30

Hirnschwellung

Zeitnach Trauma (Tage)

Abbildung 1: Ubersicht iiber die zeitliche Entwicklung des zytotoxischen sowie des vasogenen
Odems nach Trauma und deren Anteil an der Hirnschwellung

Das zytotoxische Odem gilt als Hauptverursacher der posttraumatischen Hirnschwellung. Es
entwickelt sich im Gegensatz zum vasogenen Odem direkt nach erfolgtem SHT.

Modifiziert nach Reilly P. und Bullock R. 2005
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Auch das von uns gewahlte tierexperimentelle SHT-Modell (Controlled Cortical
Impact-Model, CCI-Modell; Beschreibung siehe unten) zeigt ein ausgepragtes
zytotoxisches Hirnddem .8 %0 %%)

Das intrakranielle Gesamtvolumen besteht laut der Monro-Kellie-Doktrin aus Liquor
cerebrospinalis, Hirnparenchym und Blut.®*® °”) Steigt das Volumen einer dieser drei
Komponenten an, zum Beispiel posttraumatisch das Hirnparenchymvolumen durch
o0dematose Zellschwellung, kann diese Volumenzunahme initial durch Verdrangung
der anderen Komponenten (Liquor und/oder Blut) kompensiert werden.®*®) Wird
jedoch diese Kapazitatsreserve aufgebraucht, kommt es innerhalb des Schadels zu
einer exponentiellen Zunahme des ICP (Normwert: 5-18 cmH20 bzw. 3-13 mmHg,
kritischer ICP: 20-25 mmHg),®® *% was letztendlich zur Herniation des Gehirn und
somit zur irreversiblen Hirnschadigung und Tod filhren kann.® ® Besonders die
axiale transtentorielle Herniation, bei der Di- und Mesencephalon durch den
Tentoriumschlitz (Incisura tentorii) hindurch verlagert werden, gilt als akut
lebensbedrohliche Situation.®® Durch den gesteigerten ICP verschlechtert sich die
bereits vorhandene Beeintrachtigung der zerebralen Durchblutung weiter, was zu
einer Verstarkung der Ischamie fuhrt und in einem Circulus vitiosus Uber die
ischamische Zellschadigung das Fortschreiten des zytotoxischen Odems und einen
weiteren Anstieg des intrakraniellen Drucks begiinstigt.“® ¢ °® Apbildung 2 zeigt

diesen Teufelskreis aus Ischamie, Hirnodem und Anstieg des ICPs.
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| Primarschaden |

v
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%

neurologisches Defizit,
Tod

Abbildung 2: Circulus vitiosus aus Ischdamie, Hirnédem und Anstieg des intrakraniellen
Drucks (Intracranial Pressure; ICP)

Durch den Primarschaden kommt es zu einer Reduktion der Hirndurchblutung (Cerebral Blood
Flow; CBF). Dies fuhrt tber ischdmische Zellschadigung zu einer Zellschwellung (zytotoxisches
Odem) und dadurch zu einem Anstieg des ICP. Durch die Erhéhung des ICP wird der CBF weiter
reduziert und dadurch die Ischamie sowie das zytotoxische Hirnédem verstarkt.

Innerhalb von Stunden nach SHT greift so die Zellschadigung von der Primarlasion
ausgehend auf Hirnregionen Uber, die initial nicht vom physikalischen Trauma
geschadigt wurden.“® %)

Posttraumatisch lassen sich in in-vitro an Hirnschnitten erhebliche Neurotransmitter-
und Elektrolytveranderungen nachweisen. Experimentell konnte gezeigt werden,
dass in traumatisch geschadigtem Hirnparenchym eine stark erhdhte Konzentration
neuronaler Mediatoren wie Ca®*, Glutamat, H*, Arachidonséure, Histamin und
Kininen vorliegt, was zur Entstehung sowohl eines zytotoxischen als auch eines

t.50.51.6163) Besondere Bedeutung hat dabei

vasogenen Odems entscheidend beitrag
Glutamat aus prasynaptischen Nervenendigungen. Glutamat gehort unter
physiologischen Bedingungen zu den wichtigsten exzitatorischen Neurotransmittern
und wird fur die Vermittlung von Sinneswahrnehmungen, Motorik und hoheren
Gehirnfunktionen (z. B. Gedachtnis- und Lernfunktionen) bendtigt, weshalb es fast
ubiquitdr im Hirnparenchym zu finden ist.®® Seine Wirkung entfaltet sich Uber
ionotrope (direkte Offnung eines lonenkanals) und metabotrope (Aktivierung von

(49

Second Messangern) Rezeptoren.“?) Eine detaillierte Ubersicht Giber die Glutamat-

9
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Rezeptoren gibt das Buch von Peter L. Reilly und Ross Bullock ,Head Injury —
Pathophysiology and Management“.“*?) Sowohl nach experimenteller als auch nach
klinischer Schadigung des Hirnparenchyms zeigt sich ein exzessiver extrazellularer
Anstieg von Glutamat (Normalwert: 5-15 pymol/l;®* ®% ) Anstieg bis auf 78.2 + 73.9
umol/l bei schwerem SHT®®), welcher zum einen durch eine gesteigerte Exozytose,
zum anderen durch die posttraumatisch beeintrachtigte Elimination (aufgrund
Herabregulation des Glutamattransporters GLT-1) bedingt wird.“® ¢77% Dies fiihrt
durch Aktivierung der oben genannten Rezeptoren zu einem zytotoxischen

(26, 49

postsynaptischen Einstrom von Natrium und Kalzium. ) Der so entstandenen

lonen-Umverteilung folgt passiv ein Wasser- und Chlorid-Einstrom, was

9 Des Weiteren sorgen die

Zellschwellung, Nekrose und Apoptose bewirkt.
Stoffwechselvorgange, die durch Glutamat ausgelost werden, sowie die Generierung
von Glutamat selbst zu einer massiven Depletion der Energiereserven des Gehirns in
Form von Adenosintriphosphat (ATP)."" Abbildung 3 zeigt eine vereinfachte
Darstellung der Kalzium-Glutamat-Kalzium-Kaskade nach neuronaler Schadigung

wie z.B. dem SHT.

10
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Abbildung 3: Kalzium-Glutamat-Kalzium Kaskade im gesunden Gehirn sowie nach SHT
Durch ein Aktionspotenzial wird der spannungsabhangige CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanal aktiviert.
Der Einstrom von Kalzium (Ca2+) in die Prasynapse l6st die Exozytose von Glutamat in den
synaptischen Spalt aus. Im durch Trauma geschadigten Gehirn wird der CaV2.1(P/Q)-
Kalziumkanal verstarkt aktiviert, was in einer exzessiv gesteigerten Glutamatausschittung
resultiert. Uber postsynaptische ionotrope Glutamat-Rezeptoren kommt es proportional zur
Glutamatmenge im synaptischen Spalt zu einem Ca®*-Einstrom in die Zellen. Im durch SHT
geschadigten Gehirn fuhrt der verstarkte Einstrom von Ca®* zum einen zu einem erhdten passiven
Einstrom von Wasser, was eine Zellschwellung (zytotoxisches Odem) bedingt, zum anderen zu
einer massiven Aktivierung von zellschadigenden Enyzmen wie Lipasen und Proteasen, was zum
Untergang der Zelle fiihrt. Der Uberschuss an Kaliumionen im synaptischen Spalt wird von
Gliazellen aufgenommen, wodurch diese anschwellen und den ICP sowie die Hirndurchblutung
negativ beeinflussen. Alpha-Eudesmol, ein Inhibitor des CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanals, greift am
Beginn dieser Kalzium-Glutamat-Kalzium Kaskade ein.

Modifiziert nach Aktories et al. 2009

Durch den progredienten Gewebeuntergang steigt die Kaliumionenkonzentration

2 7 Gliazellen, welche die Neurone umgeben, nehmen das

extrazellular an.!
Uberschussige Kalium auf, was zum Anschwellen fuhrt und somit den ICP weiter
steigert und die Durchblutungssituation durch externe Kompression der Blutgefalle

weiter verschlechtert. % 49)
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Das Schadelhirntrauma |0st eine inflammatorische Reaktion aus und bedingt so die
Produktion von zytotoxischen ROS und fuhrt dadurch, Uber Lipidperoxidation, zu
direkten Zellschadigung bzw. zu einer Schadigung der Phospholipidmembran,
wodurch ein weiterer Einstrom von Wasser und damit die Entstehung des
zytotoxischen Odems begiinstigt wird. - 7478)

Stickstoffmonoxid spielt eine wichtige und vielféltige Rolle nach SHT."® Uberschuss
von NO fuhrt Uber Gefal3-Weitstellung sowie Prodution freier Radikale letztlich zu
einem Zusammenbrechen der Blut-Hirnschranke (vaskuldres Odem) und direkter
Zellschadigung (zytotoxisches Odem); bei NO-Mangel kommt es zu einer weiteren
Reduktion des CBF und Verschlechterung des ischamischen Zellschadens.®%) zy
oben genannten intrakraniellen Vorgangen lassen sich bei SHT-Patienten haufig
auch systemische Reaktionen feststellen. Der Cushing-Reflex ist eine sympatho-
adrenale systemische Reaktion auf hohe ICP-Werte, welche zu Hypertension,

rt (30, 31

Tachykardie und Apnoe fuh ) Des Weiteren lasst sich in einigen Fallen eine

Hyperthermie beobachten.®" 8

Die pathophysiologischen Veranderungen des
Sekundarschadens nach SHT sind demnach nicht nur auf das Gehirn beschrankt,

sondern beeinflussen wichtige Funktionen des Gesamtorganismus.

1.1.5 Therapie

Das Management des SHT muss in praklinische, d. h. direkt am Unfallort
stattfindende und in klinische MaRnahmen unterteilt werden. Die Zeit zwischen
Notfall- und endgultiger Versorgung in einem Krankenhaus muss so gering wie
moglich gehalten werden. Schwerverletzte und bewusstlose Patienten mit SHT
sollten innerhalb von 90 Minuten einer Therapie zugefiihrt werden.® Von SHT-
Patienten sollte zusatzlich innerhalb von 60 Minuten eine Computertomographie des
Kopfes (Cranial Computed Tomography; CCT) angefertigt werden.®® Da das
Hirnparenchym die geringste Sauerstoffmangeltoleranz aller Organe hat, ist die
rechtzeitige Behandlung entscheidend fiir das Uberleben bzw. das Ausmal der
bleibenden Behinderung des Verletzten.” Die groRte Auswirkung auf das Uberleben
und die Folgeschaden nach SHT hat heutzutage die Aufrechterhaltung bzw.
Wiederherstellung lebenswichtiger physiologischer Basisparameter, insbesondere
die Oxygenierung des Blutes sowie ein ausreichender Blutdruck.?) Von Park et al.
wird jedoch ein Wandel vorhergesagt, weg von der reinen Stabilisierung der

12
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Kreislauf- und Beatmungssituation und hin zur zielgerichteten medikamentdsen,
molekularen und genetischen Therapie.?®

Die zentrale Aufgabe im praklinischen Management des SHT besteht in der
Aufrechterhaltung eines ausreichenden mittleren arteriellen Blutdrucks (Mean Arterial
Pressure; MAP) bzw. einer arteriellen Normotonie sowie einer Normoxamie, um eine
ausreichende Sauerstoff- und Blutversorgung des Gehirns zu gewihrleisten.? 9 Als
Therapie bei Hypotension werden Volumenersatzmittel wie Kristalloide oder Kolloide
und Vasopressoren wie Noradrenalin empfohlen.? %" 92 | etztere werden jedoch
kritisch beurteilt und sollen deshalb nur kurz und zurtckhaltend verabreicht
werden.®® Um eine ausreichende Oxygenierung des Patienten am Unfallort zu
gewahrleisten gilt generell ein GCS-Wert unter 9 als Indikation fur eine

%) Diese Indikationsstellung muss jedoch individuell an

Notfallnarkose und Intubation.
die Traumasituation angepasst werden.®> %) Besteht Verdacht auf ein
Mittelhirnsyndrom durch transtentorielle Herniation ist eine milde Hyperventilation
sowie die Gabe von Mannitol ohne vorherige ICP-Messung gerechtfertigt. ° Eine
antikonvulsive Prophylaxe® %% %) sowie die Gabe von Barbituraten® °") in der
prahospitalen Phase gilt als umstritten und muss als Einzelfallentscheidung
individuell getroffen werden. Eine Oberkorperhochlagerung auf 30 Grad sollte
erfolgen, soweit es die Behandlungssituation zulaRt.”) Die frilher gebrauchliche
Gabe von Glukokortikoiden zur Pravention bzw. Reduktion eines gesteigerten

t.3 98 Fiir weitere Medikamente, wie Kalzium-

intrakraniellen Drucks gilt als obsole
und Glutamat-Rezeptor-Antagonisten, die experimentell eine hirnprotektive Wirkung
zeigten, besteht noch unzureichende Evidenz, weshalb sie in aktuellen Leitlinien
nicht empfohlen werden.®

Im Krankenhaus zahlt das CCT zum Goldstandard der bildgebenden Diagnostik beim
SHT und sollte bei allen Patienten durchgefuhrt werden, bei welchen Verdacht auf
eine Verletzung des Gehirns besteht.””) Wie oben erwahnt, dient die Therapie dazu,
die Ausbreitung des Sekundarschadens zu verhindern. Dies schliel3t auch ein, dass
nicht zerstortem, aber bereits funktionsgeschadigtem Hirngewebe optimale
Bedingungen zur funktionellen Regeneration gegeben werden muss.?) Deshalb
stellen alle raumfordernden, intrakraniellen Verletzungen (traumatische intrakranielle
Blutungen oder raumfordernde Impressionsfaktoren) eine absolute und dringliche

2)

Operationsindikation dar.?  Auch wenn keine pauschale Empfehlung zur

entlastenden Hemikraniektomie gegeben werden kann,® %% 1% zeigen neuere Daten

13
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bei ischamischem Schlaganfall deren positive Auswirkung auf Mortalitat und
Morbiditit sogar bei &lteren Patienten mit Hirnschwellung.""®) Die Ubertragbarkeit
dieser Ergebnisse auf das SHT ist jedoch umstritten, da die Hemikraniektomie in
einer Studie sogar ein schlechteres neurologisches Outcome ohne Effekt auf die

Mortalitat gezeigt hat.('%?

Eine groRangelegte Multicenter-Studie (RESCUEicp-
Trial)"® wird weitere Erkenntnisse zur Bedeutung der Kraniektomie in der Therapie
des SHT bringen. Die Entscheidung zur operativen Therapie wird sowohl anhand des
CCT- als auch anhand des klinischen Befundes getroffen.?) Die invasive Messung
des ICP ist generell bei bewusstlosen Patienten mit Verdacht auf erhohten
Intrakraniellen Druck indiziert und dient der Uberwachung und Therapiesteuerung,
muss jedoch an die individuelle Situation angepasst werden.? @ Durch das ICP-
Monitoring konnen gerade bei sedierten und bewusstlosen Patienten, bei denen die
Uberwachung zerebraler Funktionen nicht oder nur eingeschrankt mdglich ist,
frhzeitig GegenmalRnahmen gegen eine drohende Mittelhirneinklemmung ergriffen
werden.””) Zur Behandlung eines intrakraniellen Druckes iiber 20 mmHg wird die
Gabe von Osmodiuretika (Mannitol) oder hypertoner Natriumchlorid-Losung
empfohlen, wobei der zerebrale Perfusionsdruck (Cerebral Perfusion Pressure; CPP
— Normwert: 60-180 mmHg)"'® "% dabei in den Grenzen von 50 bis 70 mmHg
gehalten werden soll.? % 1919 Fiyr den Gebrauch von Barbituraten, Antikonvulsiva,
Glukokortikoiden und Volumenersatzmittel in der klinischen Versorgung gelten
dieselben Empfehlungen wie fiir das praklinische Management von SHT-Patienten.®
MalRnahmen wie der Gebrauch einer hyperbaren Sauerstofftherapie, Osmodiuretika
zur ICP-Senkung, (Analgo-)Sedierung, die Induktion einer Hypothermie sowie
Hyperventilation des Patienten mussen aufgrund der Nebenwirkungen an die
jeweilige Situation individuell angepasst werden.? °® In Tabelle 3 sind alle aktuellen
Therapieempfehlungen der Deutschen Gesellschaft fur Neurochirurgie nach deren

Empfehlungsgrad alphabetisch aufgefiihrt.® ©°)
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A * Keine Glukokortikoide
* Operation mit absoluter Dringlichkeit bei raumfordernden, intrakraniellen
Verletzungen
B * Antikonvulsive Therapie

* Operation mit aufgeschobener Dringlichkeit bei Impressionsfrakturen ohne
Mittellinienverlagerung, penetrierende Verletzungen sowie basale Frakturen mit

Liquorrhoe

0 * (Analgo)sedierung

+ Antibiotikaprophylaxe bei frontobasalen Frakturen mit Liquorrhoe

« Barbiturate bei therapierefraktaren Hirndruckkrisen

« Entlastungskraniektomie bei erhdhtem intrakraniellen Druck

+ Gabe von Mannitol bei erhétem ICP, bei Verdacht auf transtentorielle Herniation
auch ohne vorherige ICP-Messung

* Hyperbare Sauerstofftherapie

* Hypertone Kochsalzlésung

* Hyperventilaton bei V.a transtentprielle Herniation sowie Zeichen des
Mittelhirnsxndroms

* Hypothermie

+ Konservative Therapie bei nicht raumfordernden intrakraniellen Blutungen

+  Oberkdrperhochlagerung auf 30 Grad

Tabelle 3: Therapieempfehlungen fiir das Schédel-Hirn-Trauma nach den Leitlinien der
Deutschen Gesellschaft fiir Neurochirurgie aufgeteilt in Empfehlungsgrade

Empfehlungsgrad A: starke Empfehlung (Evidenzgrad nach dem Oxford Center of Evidence based
Medicine 2001:1a-1b); Empfehlungsgrad B: Empfehlung (Evidenzgrad 2a-3b); Empfehlungsgrad O:
Empfehlung offen (Evidenzgrad 4-5). ICP (Intracranial Pressure)

Modifiziert nach den Leitlinien fiir Schadel-Hirn-Trauma im Erwachsenenalter der Dt. Ges. f.
Neurochirurgie 2010

An die praklinische und klinische Akutbehandlung schliel3t sich fur die Mehrzahl der
Patienten je nach neurologischer Beeintrachtigung eine
neurologisch/neurochirurgische (Friih-)Rehabilitationsbehandlung an.®

1.1.6 Prognoseparameter

Trotz der Tatsache, dass es sich bei dem SHT um ein Krankheitsbild mit hoher
Pravalenz und steigender Inzidenz handelt, ist eine prazise Prognoseabschatzung
bisher nicht sicher méglich.'® Ein Patientenalter iber 60, reduzierte
Pupillenmotorik, niedrige GCS-Werte bei Eintreffen des Notarztes (vor allem fur die
Motorik), die Grofle und Lokalisation der Lasionen im CT sowie ein erhohter
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intrakranieller Druck wurden als wichtige prognostische Faktoren identifiziert.('%® 19
Jedoch bleibt die Wichtung der einzelnen Aspekte sowie ihr genauer Vorhersagewert
unklar.""®® Wie oben beschrieben nimmt das zytotoxische Hirnddem eine zentrale
Rolle in der Entstehung und der Schwere des Sekundarschadens ein. Durch die
dadurch ausgeloste Erhohung des ICP und das Fortschreiten der Primarlasion
bedingt dieses zwei von funf wichtigen Prognosefaktoren direkt sowie die
Pupillenmotorik und den GCS-Wert indirekt. Ein valider Pradiktor fur Auspragung und
Verlauf des zytotoxischen Hirnodems nach SHT existiert jedoch nicht.

Neuere Studien versuchen gezielt, genetische Pradispositionsfaktoren fur ein
Schadens-Outcome zu identifizieren."'® """ So wurden das Apolipoprotein E Epsilon
4 (APOE4)-Allel,"#29) der Arg/Arg - Genotyp des Arg72Pro-Polymorphismus von
p53,'?" das Dopamin D2-Rezeptor (DRD2) — T - Allel’?® und der Catechol-O-
methyltransferase (COMT)Val158Met - Genotyp''*® (dieser gilt jedoch als
umstritten)'**) als Pradiktoren fiir ein schlechtes, die mitochondrialen Haplogruppen
T und K'"'® als Pradiktoren fiir ein besseres Outcome nach SHT identifiziert.

Einige Patienten mit Familiarer Hemiplegischer Migrane Typ1 (FHM1) — einer
seltenen autosomal-dominant vererbten besonders schweren Form der Migrane!'?®) —
zeigten als Zufallsbefund bereits nach Bagatelltrauma des Schadels ein massiv

ausgepragtes Hirnddem.(126-128)

Die maximale klinische Auspragung dieser
Erkrankung kann auf eine Missense-Mutation, die S218L-Mutation (TCA-Triplet auf
Codon 218 > TTA; Leucin>Serin; Genbanknummer AF004883)'?® im CACNA1A-
Gen zuriickgefiihrt werden.('?> 3% 13" Djeses Gen kodiert die a1A-Untereinheit (a1A
pore-forming subunit) des spannungsabhangigen CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanals (s. u.,
Kapitel 1.1.2) und beeinflusst somit die Bildung der transmembrandsen

lonenpore.'%)

Durch diese Mutation kommt es zu einer Herabsetzung der
Aktivierungsschwelle, einer Verzogerung der Inaktivierung bei langer Depolarisation
sowie zu einer schnelleren Erhohlung nach Inaktivierung. Dies fuhrt insgesamt zu
einer erhohten Offnungswahrscheinlichkeit dieses Kanals und somit zu einer
gesteigerten Exozytose von Glutamat aus den prasynaptischen Nervenendigungen
in den synaptischen Spalt.(?® 139 (130 13D Bbie FHM1 wird nicht nur durch die
beschriebene S218L-Mutation versursacht, sondern kann durch aktuell 17 bekannte

unterschiedliche Missensemutationen im CACNA1A-Gen hervorgerufen werden.'?*

1321%) Diese weiteren Mutationen fiinren jedoch zu einem weitaus milderen

Phanotyp, was auf eine geringere Steigerung der Offnungswahrscheinlichkeit des
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CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanals im Vergleich zur S218L-Mutation zuriickgefiihrt wird.('%%

130, 13%)pje Rolle dieser Mutationen fiir die Prognoseabschatzung sowie die

Bedeutung fiir den Sekundarschaden nach SHT ist jedoch noch unklar.("" 13®)

1.2 Zerebrale Kalziumkanale

1.2.1 Allgemeines

An der synaptischen Endplatte flihrt ein eintreffendes Aktionspotenzial zur Offnung
spannungsabhangiger Kalziumkanale, was eine Exozytose von Neurotransmittern
zur Folge hat; dieser Vorgang wird elektrosekretorische Koppelung genannt.('*®
Dabei mussen gleichartige Aktionspotenziale nicht immer die gleiche Menge an
Neurotransmittern freisetzen, da deren Ausschuttung auch von prasynaptischen
Rezeptoren (wie z.B. dem CB1-Rezeptor) moduliert werden kann.*® ™9 |n der
Regel lasst sich Uber diese Modulatoren der prasynaptische Kalziumeinstrom
verandern, was die Wahrscheinlichkeit der Neurotransmitter-Exozytose erhoht bzw.
verringert.*® Glutamat, welches eine entscheidende Rolle in der Entstehung des
posttraumatischen Sekundarschadens spielt, unterliegt diesem Ausschuttungs-
Mechanismus: Durch spannungsabhangige Kalziumkanale, die CaV2.1(P/Q)-
Kalziumkanale, gelangt Kalzium in die Prasynapse und I0st dort die Exozytose aus.
Das so ausgeschuttete Glutamat aktiviert zum einen postsynaptisch ionotrope
(AMPA-, NMDA- und Kainat-) und metabotrope (mGIluR) Glutamatrezeptoren (siehe
Abbildung 4), zum anderen hemmt sein Stoffwechselprodukt durch die Aktivierung
prasynaptischer CB1 Rezeptoren seine weitere Exozytose.®® ™9  Durch
Glutamatbindung an ionotrope Rezeptoren kommt es in der Postsynapse zum
Kalziumeinstrom. Dieses aktiviert dort das Enzym Diacylglycerol-Lipase (DAGL) und
katalysiert somit die Bildung von 2-Arachidonoylglycerol (2-AG). Dieses wirkt auf den
CB1-Rezeptor in der Prasynapse und hemmt hierdruch den weiteren
prasynaptischen Kalzium-Einstrom, der fur die Exozytose von Glutamat bendtigt

49 Der Exozytoseapparat besteht aus den I6slichen (soluble) N-Ethylmaleimide

wird.¢
— Sensitive — Factor — Attachment - Receptor(SNARE) - Proteinen: Synaptosomal-
Associated Protein(SNAP)-25 und Syntaxin in der Zellmembran, sowie
Synaptobrevin und Synaptotagmin - welches fur den Kalziumsensor gehalten wird -
in der Vesikelmembran.(®*® Diese Proteine filhren bei prasynaptischem Einstrom von

Kalziumionen zur Verschmelzung von Axoplasma- und Vesikelmembran, der Bildung
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einer Pore und somit letztendlich zur Auswartsdiffusion des Neurotransmitters aus

dem Vesikel."** '*" Eine Ubersicht dieser Vorgénge zeigt Abbildung 4.

Aktionspotenzial cav2.1(P/Q)-

Prasynapse Kalziumkanal

Synaptotagmin

Synaptobrevin

N DA oA
Syntaxin o o

Glutamat
SNAP25

Postsynapse | / \ /

Abbildung 4: Exozytose von Glutamat

Durch den Kalzium(Ca2+)—Einstrom in die Prasynapse verbinden sich die N-Ethylmaleimide-
Sensitive-Factor Attachment Receptor(SNARE)-Proteine: Synaptosomal-Associated
Protein(SNAP)-25 und Syntaxin in der Zellmembran, sowie Synaptobrevin und Synaptotagmin der
Vesikelmembran. Dies fuhrt zur Verschmelzung von Axoplasma- und Vesikelmembran, der
Bildung einer Pore sowie letztendlich zur Auswartsdiffusion von Glutamat aus dem Vesikel in den
synaptischen Spalt.

Modifiziert nach Gundelfinger et al. 2003

Jeder Kalziumkanal besteht aus vier bis funf Untereinheiten. Die Alpha1-Untereinheit
mit  ihren  vier homologen Domanen, welche wiederum je sechs
Transmembransegmente besitzen, bildet die Pore, durch die Kalzium in die Zelle
einstromen kann.(*% 143 (144) ynterschiede in den Alpha1-Untereinheiten bestimmen
die Eigenschaften das lonenkanals; die anderen Untereinheiten sind fur die

Beeinflussung (Downstreaming) intrazellularer Vorgénge zustandig.('*% 4%

1.2.2 Der spannungsabhangige CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanal

Bei dem CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanal handelt es sich um einen transmembrandsen,
spannungsabhangigen lonenkanal, welcher zur CaV2-Superfamilie gehért.'*? Diese
Superfamilie unterscheidet sich von den anderen spannungsabhangigen
Kalziumkanalen durch das Vorhandensein der Alpha1A-Untereinheit (a1A pore-
forming subunit), welche fur die Bildung der lonenpore verantwortlich ist. Er Iasst sich
experimentell durch das Spinnengift w-Agatoxin selektiv blockieren.!'?> 42 145) |m
zentralen Nervensystem sind diese fast ubiquitar im Gehirn vorkommenden Kanale
fur die synaptische Transmission zwischen Neuronen mit Glutamat und Y-Amino-

Buttersaure (GABA) verantwortlich."*? %148 Knockout-Mause fiir das Alpha1A
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kodierende Gen zeigen dysfuktionale CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanaleund haben eine
deutlich reduzierte Lebenszeit sowie Ataxie und Dystonie."*> 9 Eine Uberfunktion
dieses Kanals wird als Ursache bzw. als entscheidender Faktor bei der
Pathophysiologie  unterschiedlicher  neurologischer  Krankheitsbilder  sowie
bestimmten Formen der Epilepsie!’*®"*? oder der Migrane!'?5128: 139 gesehen, ohne

jedoch den genauen Mechanismus zu kennen.

Wie bereits beschrieben wurde bei Patienten mit FHM Typ 1 eine Uberfunktion, engl.
Gain-Of-Function, des CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanals nachgewiesen. Die maximale
phanotypische Auspragung dieser Erkrankung mit einer massiv gesteigerten
Hirnodementwicklung nach bereits leichtem SHT findet sich in Patienten mit der
S218L-Missensemutation (TCA-Triplet auf Codon 218 > TTA; Leucin>Serin)"* im
CACNA1A-Gen (auf Chromosom 19), welche im Vergleich zu den anderen
CACNA1A-Mutationen die héchste Offnungswahrscheinlichkeit dieses Kalziumkanals
bedingt.'?> 3% 1) Dje R192Q-Mutation (CGG-Triplet auf Codon 192 > CAG;
Arginin>Glutamin)"® des CACNA1A-Gens zeigte eine deutlich geringer
ausgepragte Offnungswahrscheinlichkeit des CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanals als die
S281L-Mutation!"® "% und fiihrt beim Menschen nur zu einer leichten Ausprégung
der FHM,®® wohingegen die S218L-Mutation sowohl bei Miusen als auch bei
Menschen neben den typischen Symptomen der FHM eine exzessiven
Odementstehung nach Bagatelltraumen sowie weitere neurologische Stérungen wie
Ataxie und Epilepsie verursacht.'?62% 3V |y tierexperimentellen Studien konnte
gezeigt werden, dass in S218L-Mutanten der CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanal bereits bei
einem Membranpotenzial nahe dem Ruhepotenzial der Neurone aktiviert wird und
eine signifikant hohere Offnungswahrscheinlichkeit besitzt als in Wildtyp-Tieren, was
einem erhdhten prasynaptischen Kalziumeinstrom zur Folge hat.('2%: 193 154,156, 157)
Diese Mutation verursacht nicht nur eine deutliche Verringerung der
Aktivierungsschwelle, sie verhindert zudem eine schnelle Inaktivierung des Kanals

und fihrt nach erfolgter Inaktivierung zu einer deutlich verkiirzen Refraktarzeit.('?*

130)

Die Bedeutung dieser S218L-Mutation und daraus resultierenden Funktionserh6hung
des CaV2.1-Kalziumkanls fur den Sekundarschaden nach SHT ist jedoch noch nicht

untersucht.(137: 138
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1.3 Die kortikale Streudepolarisation (Cortical Spreading Depolarization)

1.3.1 Definition

Unter dem 1944 erstmals beschriebnen Phanomen der CSD versteht man eine
,Simultane Depolarisationswelle, die sich Uber den Kortex mit einer Geschwindigkeit
von 2 bis 3mm/min ausbreitet und von einer Depolarisation der neuronalen Aktivitat
gefolgt wird, die bis zu einigen Minuten andauern kann“.("*® 1% Dje CSD ist dabei
eine neuronale Reaktion auf einen schadigenden Stimulus — mechanischer
(Trauma), chemischer (Kaliumchlorid; KCI) oder elektrischer Natur.'%® 158161
Neurophysiologisch zeigt sich bei einer CSD eine Reduktion der Amplitude des
Elektroenzephalogramms (EEG) bis hin zum kompletten Amplitudenverlust
(Silencing), eine darauf folgende, transiente Negativierung des Direktstrom (Direct-
Current;DC)-Potentials um 5-30mv; hierauf folgt eine Reduktion des CBF mit

(138

anschlielender transienter Hyperperfusion. ) Abbildung 5 zeigt ein vereinfachtes

Schema dieser Veranderungen.

CsD

\/ min DC
% des

Ausgangs- \ /
wertes

mn  CBF

Abbildung 5: Schematische Darstellung einer kortikalen Streudepolarisation (Cortical
Spreading Depolarisation; CSD)

Eine CSD zeichnet sich durch drei Merkmale aus: 1. Ein Amplitudenverlust im
Elektroenzephalogramm (EEG); 2. Eine Negativierung des Direktsroms (Direct Current; DC); 3.
Ein Abfall der Hirndurchblutung (Cerebral Blood Flow; CBF) mit darauffolgender kurzer Pase der
Durchblutungssteigerung.

Abbildung Modifiziert nach Von Baumgarten et al. 2008 sowie Leao et al. 1944

Van den Maagdenberg et al. konnte bei S218L transgenen Mausen eine Gen-Dosis
abhangige Anfalligkeit fur multiple kortikale Streudepolarisationn (Cortical Spreading
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Depolarization, CSD) nach einem einzelnen elektrischen Stimulus festgestellt

werden.(1%°

) Nach einem Stimulus — mechanisch, chemisch oder elektrisch — auf den
Cortex kommt es ublicherweise zu einer einzelnen, selten bzw. bei intensivem
Stimulus zu mehreren Streudepolarisation (siehe unten). Die S218L Tiere zeigten
eine ungewohnlich hohe Frequenz multipler CSDs nach nur einem Stimulus. Tiere
mit R192Q-Mutation, welche zu einer geringeren Offnungswahrscheinlichkeit des
CaV2.1-Kalziumkanls fuhrt als die S218L-Mutation, zeigten zwar eine deutlich
verringerte Ausloseschwelle (threshold) fur CSDs, in diesem Genotyp traten jedoch
kaum bzw. nicht haufiger als in Wildtyp-Kontrolltieren multiple CSDs durch einen
einzelnen Stimulus auf."®® Eine Uberfunktion des CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanals fiihrt
somit zu einer verringerten,"®” eine Unterfunktion zu einer erhdhten!'®?
Ausloseschwelle fur CSDs. Die Tatsache, dass S218L-mutante Tiere sowohl eine
enorm gesteigerte Anfalligkeit fur CSD als auch fur die Entstehung eines Hirnddems
zeigten, 1aRt auf einen moglichen kausalen Zusammenhang zwischen CSDs und der
Hirnddemenstehung nach SHT schliel3en.

Das Phanomen der CSD konnte sowohl in Tiermodellen als auch bei Menschen nach
SHT nachgewiesen werden("®® 63189 ynd hat nach Mayevsky et al. dieselbe
pathophysiologische Genese wie nach anderen zerebralen Insulten.!'®® CSDs
kommen neben dem Schadelhirntrauma auch bei anderen neurologischen

Krankheitsbildern (Migrane!"®®"%®  Hirnblutung'®® %% 179)  zerebraler Ischamie!'®" 17"

'73) vor. Jedoch ist das Auftreten der Streudepolarisationn bei oben aufgefiihrten
Erkrankungen nicht obligat und kann in der Klinik nicht bei allen Patienten detektiert
werden.!"®% 17 Aych zeigen die CSD-Wellen eine groRe Variabilitdt sowohl inter- als

auch intraindividuell.!'"®

1.3.2 Pathomechanismus

Durch einen der oben beschriebenen Stimuli kommt es zu einer Veranderung der
intra- und extrazellularen lonenzusammensetzung (neuronale Depolarisation) —
Einstrom von Natrium, Kalzium und Chlorid, Ausstrom von Kalium. (139 163.167.176)

Es wird angenommen, dass der prasynaptische Kalziumeinstrom und die daraus
resultierende Glutamatexozytose der entscheidende Mechanismus fur die
Entstehung und Aufrechterhaltung der CSD ist.""”" '® Um die lonenhomdostase
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wieder herzustellen erhoht sich die Aktivitat membranstandiger lonenpumpen, wie
der Na'/K*-ATPase. Da diese fiir inre Funktion Energie in Form von ATP bendtigen,
kommt es zu einem erhdhten Sauerstoff-Verbrauch im Hirngewebe, zu einer
Ausschopfung der ATP-Reserven und zu einem Abfall der lokalen Glukose-

Konzentration um fast 50%.7" 6 169)

Zur Regeneration der verbrauchten
Energiereserven reagiert das Hirnparenchym mit einer Zunahme des oxidativen
Stoffwechsels.®® Ist das betroffene Parenchym jedoch von versorgenden
Blutgefallen weiter entfernt oder sind die Sauerstoffreserven aufgrund eines
schadigenden Stimulus (Trauma, Infarkt, Blutung) reduziert, kommt es zur
Entstehung einer Gewebshypoxie.'™ Die Annahme, dass es sofort nach
Depolarisation zu einer Kompression der Blutgefalle und damit zu einer Oligamie
kommt, die aufgrund von Astrozytenschwellung als Reaktion auf den extrazellularen
Anstieg von Kalium entsteht,'® 7% 189 konnte nicht bestatigt werden. Vielmehr zeigt
sich wahrend und kurz nach CSD eine geringe Vasodilatation, sowohl bei Arterien,
als auch bei Venen, und damit verbunden eine Zunahme des CBF.('®" 163 16%) pje
oben erwahnte Vasokonstriktion tritt erst kurz nach dieser Vasodilatation auf.('®®
Zwar erhoht sich durch den initialen Anstieg des CBF die Menge des verfugbaren
Sauerstoffs, dieser reicht jedoch in vorgeschadigtem Hirnparenchym teilweise nicht
aus, um genug Energie uber den oxidativen Stoffwechselweg zu erzeugen und um
die lonenhomdostase vollstindig wiederherzustellen.!'®® Die beschriebenen
Veranderungen sind unter physiologischen Bedingungen ein komplett reversibles
Phanomen. Obwohl also die CSD-Wellen nicht primar zu irreversiblem
Gewebeschaden im Gehirn fuhren, konnen sie in einem bereits vorgeschadigtes
Hirnparenchym uber die Depletion der Energiereserven sowie die Entstehung einer
Gewebshypoxie den sekundaren Hirnschaden verstarken.(®*® %179 Es wurde von
Nedergaard et al. nachgewiesen, dass die CSD im gesunden, ausreichend
perfundierten und oxygenierten Hirn harmlos sind und zu keinem Gewebeuntergang

fuhren.1%

Ist jedoch das Parenchym bereits durch Hypoxie und Ischamie
vorgeschadigt — wie dies beim Schadelhirntrauma der Fall ist, wird angenommen,
dass die Auswirkungen der CSD (Depletion von Energiereserven, veranderte
lonenhomoostase) nicht ausreichend kompensiert werden konnen und das
betroffene Gewebe somit weiter geschadigt wird. (16> 179) (181-183)

Wabhrscheinlich spielt die CSD eine wichtige Rolle bei der sekundaren Schadigung

184, 185

bereits beeintrachtigten Gehirnparenchyms nach SHT,! ) die genaue Bedeutung
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fur den sekundaren Hirnschaden und fur die Prognose nach SHT sowie die genauen

Schadigungsmechanismen sind jedoch noch unklar."74 184
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Ziel der vorliegenden Doktorarbeit

2 Ziel der vorliegenden Doktorarbeit

Die vorliegende Doktorarbeit hat das Ziel, die Bedeutung des CaV2.1(P/Q)-
Kalziumkanals fur die Pathophysiologie, Therapie und Prognostik des
Sekundarschadens nach Schadelhirntrauma zu untersuchen.

Es soll zunachst an Knock-In Mausen, welche einen Funktionsgewinn (Gain of
Function) im CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanal haben, die Bedeutung dieser Mutation fur
den Sekundarschaden nach SHT untersucht werden. Durch spezifische
pharmakologische Blockade des Kanals in gesunden Tieren soll hiernach untersucht
werden, ob der Sekundarschaden verringert bzw. verhindert werden kann. Des
Weiteren soll die Rolle des CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanals bei der Entstehung von
posttraumatisch auftretenden kortikalen Streudepolarisationn und deren Bedeutung

fur den Sekundarschaden nach SHT eruiert werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Allgemeine Versuchsdurchfuhrung

Die vorliegende tierexperimentelle Arbeit erfullt die ,Animal Research: Reporting of In
Vivo Experiments® (ARRIVE) Kriterien und wurde am Institut fur Chirurgische
Forschung von November 2009 bis November 2012 durchgefiihrt.!'®® Die
beschriebenen Prozeduren und Protokolle wurden von der Regierung von
Oberbayern genehmigt (Protokoll-Nummer: AZ 55.2-1-54-2531-118-05; AZ 55.2-1-
54-2532-132-11) und im Einklang mit den aktuellen Richtlinien fur Tierversuche
durchgefuhrt.

Alle Versuche wurden randomisiert und verblindet durchgefuhrt, sowohl im Bezug auf
die verwendeten Mause, als auch im Bezug auf die verwendeten Substanzen. Die
Auswahl der Versuchstiere sowie der verwendeten Substanzen erfolgte durch ein
Losverfahren. Die Verblindung erfolgte durch Laborpersonal, das weder an der
Versuchsdurchfuhrung noch an der Auswertung beteiligt war. Die Auflosung der
Verblindung wurde erst nach kompletter Auswertung der gewonnenen Daten
durchgefuhrt.

3.1.1 Versuchstiere und Tierhaltung

Als Versuchstiere wurden mannliche C57bl/6 Mause (Charles River, Kisslegg) sowie
mannliche und weibliche S218L-CACNA1A transgene Mause (hetero-, homozygot
und Wildtyp) von unserem Kollaborationspartner Van den Maagdenberg aus den
Niederlanden verwendet. Die genaue Vorgehensweise zur Indduktion der
Genmutation wird ausfiihrlich von dessen Arbeitsgruppe beschrieben™®® und wird
deshalb im Folgenden nur in kurzer Ubersicht dargestellt. Ein Zielvektor, der neben
der beim Menschen bekannten S218L-Mutation (Austausch des Codon 218 TCA-
Triplets gegen TTA) in Exon 5 noch eine von zwei LoxP (Locus of X-over P)-DNA-
Sequenzen flankierte Neomycin-Kassete enthalt, wird in embryonale Stammzellen
der Maus via Elektroporation eingebracht. Durch Southern-Blot Analyse wurde eine
erfolgreiche Einbringung des Zielvektors in die DNA, durch PCR-Amplifikation von
Exon 5 das Vorhandensein der S218L-Mutation bestatigt. Die so als erfolgreich
gezuchtet bestatigten Zellen wurden in C57bl/6J Maus-Blastozysten implantiert (1.
Generation). Der heterozygote Nachwuchs (2. Generation) dieser so entstandenen
chimaren Tiere wurde mit EllIA-Cre deleter Mausen, in denen die Cre(Causes
Recombination)-Recombinase exprimiert wird, gekreuzt. Die Cre-Recombinase greift

25



Material und Methoden

an den beiden gleichsinnig ausgerichteten LoxP-Sequenzen an und entfernt somit
die Neomycin-Kassette. Mause, bei diesen der Vorgang erfolgreich war wurden
gekreuzt. Die so entstehende 3. Generation bestand aus fur die S218L-Mutation
heterozygoten, homozygoten sowie wildtyp-Mausen."*® Abbildung 6 gibt einen

schematischen Uberblick iiber Herstellung der S28L-mutanten Zellen.!"*%

Exon 4 Exon 5
Wildtyp-Allel 55 ,‘ ,k ‘\ ,‘
Neomycin-
Kassette mit
zwei LoxP- Exon 5 mit
Sequenzen S218L-Mutation
OB _P-@-——
Homologe Rekombination des Zielvektors
mit der DNA der embryonalen Stammzelle
S218L-Allel mit
Neomycin- _|_ _O. _____ ZE_ _'. - |_
Kassette
Entfernung der Neomycin-Kassete an den
LoxP-Stellen durch die Cre-Rekombinase
S218L-Allel _I_ .O_ ______ .‘ _____ I_

Abbildung 6: Herstellung der S218L-Mutanten

Ein Zielvektor mit der S218L-Mutation (Codon 218: TCA zu TTA) in Exon 5 sowie mit einer von
zwei LoxP-Sequenzen flankierten Neomycin-Kassete wird in embryonale Stammzellen der Maus
via Elektroporation eingebracht. Die durch PCR und Southern-Blot als erfolgreich infiziert
bestatigten Zellen werden in C57bl/6J Maus-Blastozysten implantiert. Der heterozygote
Nachwuchs dieser chimaren Tiere wird mit EIIA-Cre deleter Mausen, in denen die Cre-
Recombinase exprimiert wird, gekreuzt. Die Cre-Recombinase entfernt die Neomycin-Kassette an
den LoxP-Loci. Mause, bei welchen dieser Vorgang erfolgreich war, wurden mit C57 bl/6 Tieren
gekreuzt. Cre-Rekombinase: Causes Recombination-Rekombinase; LoxP-Sequenz: Locus of X-
over P-(DNS) Sequence.

Modifiziert nach Van den Maagdenberg et al. 2010

Die Tiere hatten ein Gewicht von 18-26g und ein Alter von 10-16 Wochen (S218L
transgene Tiere) bzw. 8-10 Wochen (C57 bl/6). Die Haltung der Tiere erfolgte im
Walter-Brendel-Zentrum entsprechend den erforderlichen speziellen
Hygienebedingungen (FELASA erweitert) in daflr eingerichteten Raumen. Die
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Mause wurden gewichtsabhangig in Standard Makrolon Kafigen (35x15x15cm;
Korpus aus Plexiglas, Deckel aus Metallgitter, Gruppenhaltung bei Tieren mit > 20 g
KGW = 5 Tiere / Kafig Typ Il long) mit freiem Zugang zu Wasser und Futter bei
einem Tag-Nachtrhythmus von 12 Stunden bei einer Temperatur von 22°C und einer
Luftfeuchtigkeit von 55% gehalten. Als Einstreu wurde zertifizierte, staubarme
Weichholzfaser verwendet. Die Fuitterung erfolgte ad libitum mit einem
standardisierten, pelletierten Alleinfuttermittel fur Mause. In der Zucht erfolgte die
Fatterung mit speziellem Alleinfuttermittel fur Zuchttiere. Die Zucht der S218L
transgenen Tiere erfolgte heterozygot. Eine Stunde vor Versuchsbeginn wurden die
Tiere in Einzelkafige gesetzt, die Futterpellets wurden =zur Einhaltung der
praoperativen Nuchternheit temporar entfernt. Zur Vermeidung einer Hypothermie
wurden alle Mause der chronischen Versuche nach erfolgter Operation eine Stunde
bei 34-36 Grad Celsius in einem Inkubator bei einer Luftfeuchtigkeit von 50%
gehalten. Nach Versuchende wurden die Mause mittels Isofluran tief betaubt und
durch zervikale Dislokation euthanasiert.

3.1.2 Genotypisierung der S218L-Mause

Zur Untersuchung des Genotyps erfolgte nach bei allen Tieren eine Genotypisierung
anhand von DNA, welche aus einer Schwanzspitzen-Biopsie in der 2.-3.
Lebenswoche gewonnen wurde. Vor Beenden des Versuchs wurde allen Tieren eine
weitere Gewebeprobe entnommen, die asserviert wurde. Zur Uberpriifung des
Genotyps wurde aus diesem Material stichprobenhaft eine erneute Genotypisierung
durchgefuhrt.

Es wurde fur jede Probe ein Eppendorf-Gefald angelegt. Dieses wurde initial mit
100ul TDB-Puffer - bestehend aus 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI mit pH 9 und 0,1%
Triton X-100 — 5 pl Proteinase K (Proteinkinase K recombinant PCR Grade; Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) und einem 5mm grol3en Schwanzstuck
geflllt und 12 Stunden bei 56°C in einem Thermomixer (Eppendorf Thermomixer®
compact; Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH, Wesseling-Berzdorf) bei 1000
Rounds per minute (rpm) inkubiert. Danach wurden die Eppendorf-Gefale fur 5 min
auf 90°C erhitzt um anschlielend bei 4°C fur 2-3 min bei 13000 rpm zentrifugiert
(Labofuge 400R; Hareus Instruments GmbH, Hanau). Der dadurch entstandene
Uberstand wurde abpipettiert und auf Trockeneis gefroren.
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Nach vorsichtigem Auftauen wurde 1 pl der so entstandenen DNA enthaltenden
Losung mit je 20,5ul PCR-Losung gemischt. Die PCR-L6sung bestand aus 0,2 pl
Taqg-Polymerase (GoTag®, DNA-Polymerase, Konzentration 5u/ul; Promega,
Madison/WI, USA), 0,4 yl dNTPs (-Deoxynucleotide Mix — 10mM, 200 pl; 5 PRIME
GmbH, Hamburg), 0,5 ul Primer 271 (Primer 271, Sequenz: 5°-CTC CAT GGG AGG
CAC TTG-3; MWG-Biotech AG, Ebersberg), 0,5 pl Primer 272 (Primer 272,
Sequenz: 5°-ACC TGT CCC CTC TTC AAA GC-3; MWG-Biotech AG, Ebersberg), 4
pl Puffer (5X Green GoTag® Reaction Buffer; Promega, Madison/WI, USA) und 14,9
pMl Wasser (Aqua ad iniectabilia DeltaSelect; Delta Select GmbH, Dreieich). Als
Negativkontrolle wurde Wasser (Aqua ad iniectabilia DeltaSelect; Delta Select
GmbH, Dreieich) verwendet. Die so entstandenen Gemische wurden im Cycler
(Eppendorf Mastercycler® gradient; Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,
Wesseling-Berzdorf) nach folgendem Programm erhitzt: Schritt 1: 3 min 95°C, Schritt
2: 30 sek 95°C, Schritt 3: 30s ek 54°C, Schritt 4: 30 sek 72°C, Schritt 5: 5 min 72°C —
Schritt 2 bis 4 wurden 35 mal wiederholt, nach Schritt 5 wurde die Losung auf 5°C
gekuhlt. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Proben danach bei -20°C
tiefgefroren.

Von der so entstandenen Losung wurden 10 pl mit 20 yl Andau-Lésung vermengt
und 18 Stunden bei 37°C im Warmeblockschattler inkubiert. Die Andau-LOsung
bestand aus 0,3 pl Vspl (VSPL(Asel) ER0912, Konzentration 10 u/ul; Fermentas
GmbH, St. Leon-Rot), 3,0 ul Puffer (- 10X Buffer O with BSA; Fermentas GmbH, St.
Leon-Rot) und 16,7 pl Wasser (Aqua ad iniectabilia DeltaSelect; Delta Select GmbH,
Dreieich). Zur Elektrophorese wurde die Flussigkeit auf 2% Agarose-Gel gegeben
und mit 7ul eines Fluoreszenzfarbstoffs (Gel Red Nucleic Acid Stain; Biotium Inc,
Hayward/CA, USA) unter 100 Volt elekrophorisiert. Das Agarose-Gel bestand aus
100ml Agarose (Biozym LE Agarose; Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, und Puffer
(TAE 50x5; PRIME GmbH, Hamburg). Die Proben wurden jeweils mit einer
Laufkontrolle verglichen, die sich auf demselben Agarose-Gel befand. Die
Auswertung erfolgte in der Gelkammer (Gel Doc 1000; Bio-Rad Laboratories GmbH,

139 Die PCR-Produktlange betrug fiir wildtyp-Mause

Miinchen) unter UV-Belichtung.!
216 Basenpaare, fur homozygote (S218L/S218L) 81+135 und fur heterozygote
(S218L/Wildtyp) 216+81+135. Auf Abbildung 6 zeigt das Ergebnis einer so

durchgefuhrten Gelelektrophorese.
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Wildtyp Heterozygot Homozygot

s 216bp | | 216bp .
— T 135bp| | WM | = 1350p

Abbildung 7: Ergebnis der Gelelektrophorese zur Genotypisierung

Wildtyp (wt): eine Bande mit 216 Basenpaaren (bp); Heterozygot (S218L/wt): drei
Banden mit 216, 135 und 81 bp; Homozygot (S218L/S218L): zwei Banden mit 135
und 81 bp.

3.2 Alpha-Eudesmol

3.2.1 Historische Verwendung und Herstellung

Eudesmol war bereits Anfang des 20. Jahrhunderts Gegenstand wissenschaftlicher
Untersuchungen. Es wird dort bei der Aufschlisselung der Bestandteile von
Riechstoffen und atherischen Olen genannt.'®) Seit 1932 ist bekannt, dass der
vorwiegend in Eukalyptusdlen naturlich vorkommende Alkohol Eudesmol ein
Gemisch aus verschiedenen Isomeren (alpha, beta und gamma) ist."® '®) jedoch
gelang es erst 1956, diese auch einzeln zu isolieren und deren chemische
Eigenschaften zu bestimmen."®” Alpha-Eudesmol lasst sich heutzutage synthetisch
aus Triene 1 oder Carvon, einem leicht verfugbaren Bestandteil von atherischen

(191,

Olen, herstellen. 92) Fir die natiirliche Gewinnung dient zum Beispiel der

Eukalyptusbaum Eucalyptus marcathurii oder der Wachholder Juniperus

virginiana.(19% 193

3.2.2 Wirkungsweise und Struktur von Alpha-Eudesmol

Das alkoholische Sesquiterpen Alpha-Eudesmol'®% '®¥ (siehe Abbildung 8) hemmt in
Tierversuchen mit Ratten irreversibel und konzentrationsabhangig den
prasynaptischen omega-Agatoxin-IVA-sensitiven CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanal, ohne

dabei die unspezifische basale Kalziumaufnahme zu verandern.!'9% 19
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CH

CH

CH CH

Abbildung 8: Struktur von Alpha-Eudesmol C15H260
Modifiziert nach der Darstellung des Kyoto University Bioinformatics Center (GenomeNet
Database Resources)

Dabei unterscheiden sich die beiden Enantiomere (-)-Alpha-Eudesmol und (+)-Alpha-

1) Die Wirkung des non-peptidergen

Eudesmol in ihrer Wirkung nur geringfiigig."
Alpha-Eudesmols auf nicht omega-Agatoxin-IVA-sensitive Kalziumkanale vom N-
oder L-Typ wird bis zu einer bestimmten Dosis als vergleichsweise gering
angegeben, so dass man von einer relativen, dosisabhangigen Selektivitat der
Inhibition von omega-Agatoxin-IVA-sensitive Kalziumkanalen sprechen kann.('®?)
Durch die Hemmung der prasynaptischen Kalziumaufnahme wird die Ausschuttung
des exzitatorischen Neurotransmitters Glutamat ebenfalls inhibiert, ohne jedoch die
basale Glutamat-Ausschiittung zu beeinflussen."*® Alpha-Eudesmol ist demnach ein
potenter Inhibitor der kalziumanhangigen Glutamatausschittung der zerebralen

Nervenendigungen (siehe Abbildung 4).(1%®)

3.3 Narkose und Beatmung

Es wurden zwei verschiedene Narkoseverfahren angewendet, die sich nach der
Lange der jeweiligen Operationen richteten - eine Gasnarkose fur Eingriffe, die nicht
langer als 30 Minuten bendtigten und eine intraperitoneal durchgefuhrte Narkose fur
alle langeren Versuchsserien.

Fir die Gasnarkose wurden die Tiere initial fur 30 Sekunden in einer luftdichten
Plexiglaskammer mit Isofluran betaubt (4%, Baxter Healthcare Corporation,
llinois/lUSA; Vernebler: Isofluran Vapor 19.3, Drager, Lubeck). Danach wurden die
Mause in eine stereotaktische Halterung (David Kopf Instruments, Tujunga,
California) mit Gaumenplatte eingespannt und bei Spontanatmung Uber eine
Gesichtsmaske mit einem Gasgemisch aus 1,2% Isofluran, 30% Sauerstoff und 69%
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Lachgas in Narkose gehalten.

Fur die intraperitoneale Narkose wurde den Mausen eine Dreifachkombination aus
Medetomdin (0,5mg/kg Korpergewicht; Dormitor©, Pfizer, Karlsruhe), Fentanyl
(0,05mg/kg Korpergewicht, Jannsen - Cilag, Neuss) und Midazolam (5mg/kg
Korpergewicht, Ratiopharm, Ulm) unter Aspiration gespritzt (Nadel: 30G 1/2, 0,3*13
mm, BD Microlance®© 3, BD Drogheda, Irland).

Fur alle Versuche mit einer Dauer Uber 30 Minuten wurden die Tiere intraperitoneal
narkotisiert und mechanisch ventiliert. Dazu wurden sie orotracheal mit einem
Mikrokatheter intubiert und mit einem Beatmungsgerat kontrolliert beatmet (Minivent
845, Hugo Sachs Elektronik, March - Hungstetten). Die Sauerstoff- Konzentration
wurde kontinuierlich mittels Oxymetrie (Oxydig, Drager-Werke, Unterhaching) im
inspiratorischen Schenkel gemessen; die Kohlenstoffdioxidwerte wurden durch
Mikrokapnometrie im expiratorischen Schenkel des Beatmungssystems (Micro
Capnograph Cl240, Columbus Instruments, Columbus, OH, USA) wahrend der
gesamten Versuchsdauer uberwacht und durch Anpassen der Beatmungsparameter
in physiologischen Bereich gehalten. Aus Vorversuchen war bekannt, dass eine
endtidale Kohlenstoffdioxidkonzentration von 30 bis 42 mmHg dem physiologischen
Kohlenstoffdioxidpartialdruck von 35-45 mmHg entspricht.(*”) Dies lieR sich durch
eine Atemfrequenz von 140 bis 160 pro Minute und einem Atemzugvolumen von 200
bis 240 Mikrolitern erreichen.

Mit einer beheizbaren Platte (FHC, Bowdoinham, ME, USA), welche uber einen
rektalen Temperatursensor ruckgekoppelt war, wurde Uber die gesamte Dauer der
Narkose die Korperkerntemperatur der Maus konstant zwischen 36,5 und 37°C
gehalten.

3.4 Chirurgische Priparation und Uberwachung

3.4.1 Bestimmung des Intrakraniellen Drucks (ICP)

Der Intrakranielle Druck wurde mittels einer intraparenchymalen Mikrosonde
gemessen. Der Druckmesskatheter (Mammendorfer Institut fur Physik und Medizin,
Mammendorf; Durchmesser 0,9 mm) wurde rechts neben dem Bregma durch eine
Bohrlochkraniotomie, anterior zum Trauma-Areal, in das Hirnparenchym eingefuhrt
(siehe Abbildung 11).

31



Material und Methoden

Injektion

Abbildung 9: Lage der Messsonden

CE: Calomel-Elektroden zur Ableitung des EEG

CBF: Laser-Doppler-Sonden Position zur Messerung der zerebralen Durchblutung (Cerebral
Blood Flow)

Die dabei erhaltenen Daten wurden Uber einen Transducer mit dem Programm
Dasylab (Version 5.02.20, Datalog GmbH, Monchengladbach) digital aufgezeichnet.
Vor jeder Messung wurde die Sonde zur Nullpunktbestimmung in destilliertem
Wasser geeicht. Bei Einmalmessung wurde in den entsprechenden Versuchsserien
der ICP jeweils Uber funf Minuten gemittelt, bevor die Maus euthanasiert wurde.

3.4.2 Bestimmung des mittleren arteriellen Blutdrucks (MAP)

Zur Bestimmung des MAP wurde die rechte Femoralarterie freiprapariert und mit
einem  heparinisierten  Kunststoffkatheter ~ (Innendurchmesser 0,28 mm,
AuRendurchmesser 0,61 mm; Portex, Hythe, England) kanuliert. Dieser wurde
anschlieBend mit einer Ligatur (Dicke 5/0, Pearsall Ltd, Taunton, England) und
Gewebekleber (vetbond, 3TM Animal care products, St. Paul, MN, USA) fixiert. Der
Katheter wurde mit physiologischer Kochsalzlésung geflullt und Uber einen
piezoelektronischen Druckabnehmer (Gabarith PMSET 1DT-XX, Becton Dickinson,
Sandy, USA) mit einem Computer verbunden. Die Messung wurde vor jeder
Operation mit einem Blutdruck-Manometer geeicht. Die Messwerte wurden mit dem

Programm Dasylab (Version 5.02.20, Datalog GmbH, Mdnchengladbach) gemittelt,
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aufgezeichnet und gespeichert. Zur Auswertung wurde das Programm FlexPro
(Version 6.0.25, Weisang GmbH & Co KG, Kassel) verwendet.

3.4.3 Bestimmung der zerebralen Durchblutung (CBF)

Die zerebrale Durchblutung wurde mittels Laser-Doppler-Fluxmetrie bestimmt. Dazu
wurden zwei Glasfaser-Kabel (MT B500-0, Perimed, Stockholm, Schweden) an der
Schadelkalotte der Maus temporal Uber dem Stromgebiet der A. cerebri media mit
einem Zweikomponentenkleber (Cyanoacrylate “Maxi - Cure”, Plastruct, City of
Industry, CA, USA; Harter: Accelerator “Insta - Set”, City of Industry, CA, USA) fixiert
(siehe Abbildung 9). Bevor die Sonden befestigt werden konnten, mussten die
Ansatzstellen der Temporalmuskeln teilweise von der Kalotte abgetrennt und
koaguliert werden. Die Glasfaser-Kabel wurden jeweils mit einer Laser-Doppler-
Messsonde (Probe 418/1, Perimed, Stockholm, Schweden) verbunden welche an
einem Laser-Doppler-Gerat (Periflux 4001 Master, Perimed, Stockholm, Schweden)
angeschlossen war. Die Durchblutungswerte wurden als Prozent des
Ausgangswertes angegeben; dieser Baseline-Wert wurde vor Beginn jeder Operation
uber mindestens 5 Minuten aufgezeichnet.

3.4.4 Bestimmung des Gewichts
Bei allen Versuchen mit 24 Stunden Versuchsdauer wurde als Parameter fur das
Allgemeinbefinden vor Beginn des Versuchs und nach 24 Stunden das Gewicht

bestimmt (Mettler Toledo, Giessen).

3.4.5 Blutgasanalyse (BGA)

Zur Blutgasanalyse (BGA) wurde den Mausen kurz vor und 60 Minuten nach
Injektion von Alpha-Eudesmol Uber den zuvor beschriebenen Femoraliskatheter Blut
mit Hilfe einer Glaskapillare (Mikro-Hamatokrit-Rohrchen, Lange 75mm,
Innendurchmesser 1,1-1,2mm, Aul3endurchmesser 1,5-1,6mm; Brand GmbH & Co
KG, Wertheim) abgenommen. Die Auswertung erfolgte mittels Blutgasanalysegerat
(Analysegerat Nr. 860, Chiron Diagnostics Corporation, East Walpole, MA, USA).
Der Femoraliskatheter wurde nach jeder Blutenthnahme mit physiologischer
Kochsalzlésung gespult. Wahrend der Blutabnahme musste die MAP-Messung, die

auch Uber den Katheter ermittelt wurde, kurzzeitig gestoppt werden.
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3.4.6 Neurophysiologische Messung

Zur nichtinvasiven transkraniellen EEG- und DC-Messung wurden zwei Calomel-
Elektroden (Quecksilberchlorid; Hg2Cly; siehe Abbildung 10) verwendet.

Zur Herstellung der Calomel-Elektroden wurde eine Glaskapillare (Mikro-Hamatokrit-
Rohrchen, Lange 75mm, Innendurchmesser 1,1-1,2mm, Auflendurchmesser 1,5-
1,6mm; Brand GmbH & Co KG, Wertheim) am oberen Ende durch einen
handelsublichen Zweikomponentenkleber mit einem Metallstecker, an welchen sich
ein Kabel anschliel3en liel3, verbunden. In das untere (offene) Ende der Glaskapillare
wurde, wie Abbildung 10 zeigt, Quecksilberchlorid, flissiges Quecksilber und
schlieBBlich mit physiologischer Kochsalzlosung getrankte Baumwollwatte gefullt. Die
Watte ragte dabei ca. 0,5mm aus der Glaskapillare hervor. Diese Herstellungsweise
entspricht dabei der bereits durch unsere Laborgruppe in der Literatur
beschriebenen. (138 171 198)

Eine Elektrode wurde auf die rechte (ipsilateral zum Trauma), die andere auf die
linke Hemisphare platziert (siehe Abbildung 14). Der Kontakt zwischen Schadel und
den Elektroden wurde durch die mit physiologischer Kochsalzlosung angefeuchtete
Watte hergestellt. Die Erdung erfolgte Uber eine silbergefullte Stahl-Nadel, welche im
Nackenmuskel platziert wurde.

Kabel

Metallstecker

Quecksilber (1)
Quecksilberchlorid (s)

Watte

Abbildung 10: Calomel-Elektrode
I: flissig (liquid)
s: fest (solid)
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Die Elektroden selbst wurden an den stereotaktischen Haltearmen des OP-Tisches
fixiert, an einen EEG-Umwandler mit DC-Verstarker (Low-Noise-Power-Supply
LNPS30 und P&W MasterBox basic, medres-medical research GmbH, Koln)
angeschlossen und mit einer Rate von 200 Hz aufgezeichnet, die Messwerte mit
dem Programm Dasylab (Version 5.02.20, Datalog GmbH, Modnchengladbach)
gemittelt. Zur Auswertung wurde das Programm FlexPro (Version 6.0.25, Weisang
GmbH & Co KG, Kassel) verwendet. Die intrazerebroventrikulare (icv.) Injektion
wurde erst begonnen, wenn uber mindestens funf Minuten ein konstantes Baseline-
EEG und DC Signal aufgezeichnet worden war.

Die CSDs wurden chemisch durch 2 yl 0,1 M bzw. 1 M KCI-Lésung ausgelost,
welche rechtshemispharisch auf die Dura appliziert wurde. Wahrend des Versuchs
wurden zudem manuell die sichtbaren CSD-Wellen notiert. Die Auswertung erfolgte

digital.

3.4.7 Induktion des Schadelhirntraumas — Controlled Cortical Impact

Das Schadelhirntrauma wurde nach dem bereits in der Literatur bekannten und
validierten CCIl-Modell"®?°) erzeugt. Da bei Mausen mit einer CACNA1A-
Missensemutation eine gesteigerte Hirnschadigung sowie eine erhohte Mortalitat
erwartet wurde, wurde bei diesen eine geringere Geschwindigkeit und Eindringtiefe,
also ein mildes SHT, verwendet als bei C57bl/6-Tieren. Die Trauma-Maschine
(MouseKatjuscha 2000, L. Kopacz, Johannes - Gutenberg - Universitat Mainz)
besitzt einen pressluftgetriebenen Bolzen, dessen Eindringtiefe, 1mm in C57bl/6-
bzw. 0,5mm in S218L-Mausen, Uber eine Millimeterschraube eingestellt wurde. Die
Geschwindigkeit, mit welcher der Bolzen auf die Dura trifft, wurde von einem
Messsensor, der sich uber der Mikrometerschraube befindet, bestimmt; bei C57bl/6-
Mausen betrug diese 8 mm/s, bei S218L-Mausen 6 mm/s. Die Kontaktzeit wurde von
ebenfalls registriert und betrug 150 ms. Abbildung 11 zeigt das CCI-Gerat.
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Bolzen

Messsensor

\ / Mikrometerschraube

Abbildung 11: Traumagerat zur Induktion einer kontrollierten zerebralen Druckschéddigung
(Controlled Cortical Impact; CCl)

Links ist das CCl-Traumagerat zu sehen, rechts die schematische Darstellung. Uber eine
Mikrometerschraube (gold) wird die Eindringtiefe des Bolzens eingestellt. Ein Messsensor im
Gehause Uber der Mikrometerschraube misst die Geschwindigkeit und die Kontaktzeit.

Zur Induktion des Traumas wurde die Maus zuerst rechts parietal kraniotomiert
(siehe Abbildung 14). Ohne die Dura zu verletzen wurde der Schadelknochen dabei
mit einem Diamantbohrer (Rewatronic Products, Wald - Michelbach; Bohrkopf
GD890R, Durchmesser 0,6mm, Aesculap, Tuttlingen) an drei Seiten aufgebohrt. Die
Knochenplatte wurde an der Mittellinie belassen und zu dieser hin nach medial
hochgeklappt. Wahrend des gesamten Bohrvorgangs wurde mit physiologischer
Kochsalzl6sung gespult, um die entstehende Hitzeentwicklung so gering wie moglich
zu halten und um entstehendes Knochenmehl sofort aus dem Bohrbereich zu
beseitigen.

Nach erfolgter Kraniotomie wurde der Bolzen der Trauma-Maschine mittig und
senkrecht auf der durch Trepanation freigelegten Dura platziert und das Trauma
ausgelost. Sofort danach wurde die Kraniotomie mit Gewebekleber (Vetbond, 3TM
Animal care products, St. Paul, MN, USA) verschlossen. Bei den 24 Stunden-
Versuchen wurde die Hautwunde mit jeweils vier Einzelknopfnahten adaptiert
(Ethibond Excel 5/0, Ethicon, Brussel, Belgien).

Die Sham-Operationen in den Versuchen mit den S218L-Mausen bestanden aus der
Eroffnung der Schadelkalotte sowie dem Aufsetzen des CCI-Stempels.
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3.4.8 Applikation der verwendeten Substanzen

Alpha-Eudesmol wurde in einem Phosphat-Puffer (Sigma-Aldrich, St.Louis/USA) mit
0,1% Dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich, St.Louis/USA) aufgeldst und stereotaktisch
mit einer Hamilton-Spritze (Hamilton Gastight 1701, Hamilton Bonaduz AG,
Bonaduz, Schweiz) 3,2 mm tief 3 mm links und 0,5 mm posterior des Bregmas uber
ein zuvor gesetztes Bohrloch (Diamantbohrer, Rewatronic Products, Wald -
Michelbach; Bohrkopf GD890R, Durchmesser 0,6 mm, Aesculap, Tuttlingen) in den
linken Seitenventrikel injiziert (siehe Abbildung 9). Das Injektionsvolumen betrug 2
pumol. Die Spritze wurde nach dem Injizieren zwei bis drei Sekunden am Injektionsort
belassen und dann vorsichtig entfernt. Als Verabreichungsart wurde die icv. Injektion
gewahlt, da aufgrund der Molekulgrole und —beschaffenheit ein Passieren der
Bluthirnschranke als unwahrscheinlich anzusehen ist.?%?

Fur die Applikation von Kaliumchlorid wurde ein zusatzliches Bohrloch 1 mm vor der
oben beschriebenen Injektionsstelle fur Alpha-Eudesmol geschaffen. Durch dieses
wurde die KCI-Losung auf die Dura pipettiert.

3.5 Versuchsaufbau

3.5.1 Uberblick
Die vorliegende Doktorarbeit besteht aus funf tierexperimentellen Versuchsserien
Uber die Tabelle 4 einen Uberblick gibt.
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Gemessene Parameter | Applikation von Verwendeter
Alpha-Eudesmol | Mausstamm
Einfluss der S218L-Mutation auf den Hirnschaden nach SHT
Versuchsserie 1: e Mortalitat Keine S218L-
Einfluss der S218L-Mutation aufden [ ¢ CSD transgene Tiere:
Hirnschaden nach SHT e Hirnwassergehalt homozygot,
e Parenchymschaden heterozygot,
e ICP wildtyp
e Gewichtsverlust
Medikamentose Beeinflussung des CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanals
Versuchsserie 2: e BGA Ohne Trauma C57bl/6
Physiologische Auswirkungen von e MAP
Alpha-Eudesmol e CBF
Versuchsserie 3: e EEG Ohne Trauma C57bl/6
Auswirkungen von Alpha-Eudesmol e DC
auf die kortikalen e CBF
Streudepolarisationn
Versuchsserie 4: e Hirnwassergehalt 10min C57bl/6
Auswirkungen von Alpha-Eudesmol e ICP vor Trauma
auf den Sekundarschaden nach e Parenchymschaden
SHT bei pratraumatischer Injektion e Gewichtsverlust
Versuchsserie 5: e Hirnwassergehalt 10min C57bl/6
Auswirkungen von Alpha-Eudesmol | ¢ ICP nach Trauma
auf den Sekundarschaden nach e Gewichtsverlust
SHT bei posttraumatischer Injektion

Tabelle 4: Versuchsiibersicht

In der 1. Versuchsserie wurden die bereits in der Literatur vermuteten Effekte der

S218L-CACNA1A-Mutation,

welche eine erhdhte Funktion des CaV2.1(P/Q)-

Kalziumkanals zur Folge hat, zum ersten Mal den

Sekundarschaden nach SHT mit dem CCI-Modell untersucht.

Die darauffolgenden Versuchsserien dienten dazu die Rolle dieses Kanals in der

systematisch  auf

Entstehung des Sekundarschadens nach SHT in gesunden (nicht genetisch
veranderten) Tieren zu bestimmen. Dazu wurde der CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanal
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selektiv durch Alpha-Eudesmol geblockt, nachdem diese Substanz in Versuchsserie
2 auf physiologische Nebenwirkungen untersucht wurde. Der in der Literatur
vermutete kausale Zusammenhang zwischen CSD-Wellen und posttraumatischer

Hirnodementstehung wurde in Versuchsserie 3 ebenfalls an gesunden Tieren eruiert.
3.5.2 Detaillierte Beschreibung

3.5.2.1 Versuchsserie 1: Einfluss der S218L-Mutation auf den Hirnschaden
nach SHT

Diese Versuchsserie bestand aus akuten (90 Minuten Dauer) und chronischen

Versuchen (24 Stunden Dauer).

3.5.2.1.1 Akute Versuche

In der akuten Versuchsreihe wurde die Haufigkeit der CSD nach SHT untersucht. Mit
einer Gruppenstarke von je n=7 wurde bei homozygoten, heterozygoten und wildtyp-
Tieren fur die S218L-Mutation ein SHT ausgelost. Zur Erkennung der CSD wurde
das EEG- und DC-Potenzial sowie der CBF gemessen. Die entsprechenden
Sensoren wurden an der Maus fixiert und der Versuch gestartet, sobald alle
Zielparameter fur mindestens funf Minuten einen konstanten Wert aufzeigten
(Baseline). Der Beobachtungszeitraum erstreckte sich dabei auf 90 Minuten nach
erfolgtem SHT. Ein Ereignis wurde nur dann als CSD gewertet, wenn alle drei
Komponenten (Amplitudenverlust im EEG, Negativierung des DC, Abfall des CBF)
simultan bzw. leicht versetzt zueinander zu beobachten und auch in der digitalen

Auswertung nachweisbar waren.

3.5.2.1.2 Chronische Versuche

In der ersten Versuchsgruppe wurde der Hirnwassergehalt 24 h nach CCI bestimmit.
Dazu erfolgte die Aufteilung der S218L-Mutanten in drei Gruppen: Gruppe 1 (n=10-
18 pro Genotyp) wurde nach dem CCI-Modell traumatisiert; Gruppe 2 (n=>5 fur jeweils
homo-/heterozygot und wildtyp) erhielt nur eine voribergehende Offnung der
Schadelkalotte ohne Traumatisierung (Sham-Operation); Gruppe 3 (n=5 pro
Genotyp) wurde weder traumatisiert noch an der Kalotte operiert (gesund/nativ). Alle
Tiere wurden 24 Stunden nach CCI euthanasiert und es erfolgte die Bestimmung des
Hirnwassergehalts. Bei Tieren, die vor Erreichen des Versuchsendes verstarben
wurde direkt nach Todesfeststellung das Gehirn zur Odembestimmung entnommen.

Finf Minuten vor Euthanasierung wurde zur Ermittlung des ICP eine
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intraparenchymale Hirndrucksonde in die rechte Hemisphare eingebracht (n=4-15
pro Genotyp).

Zur Bestimmung des Parenchymschadens erhielt eine weitere Versuchsgruppe
unterteilt in homozygote, heterozygote und wildtyp-Tiere (n=5-15) wie oben
beschrieben ein SHT. Nach 24 Stunden erfolgte die Hirnentnahme und nach
Kryokonservierung der Gehirne die Bestimmung des Lasionsvolumens.

Zusatzlich wurde in den chronischen Versuchen das Gewicht der Mause vor
Versuchsbeginn und nach 24 Stunden gemessen, als allgemeiner Parameter fur das
Wohlbefinden.

Die Mortalitat wurde fur alle oben genannten Versuchsgruppen zusammengefasst.

3.5.2.2 Versuchsserie 2: Physiologische Parameter nach Eudesmol-Injektion

Diese Versuchsserie hatte zum Ziel, mogliche Nebenwirkungen der P/Q-
Kanalblockade durch Alpha-Eudesmol Injektion auf wichtige physiologische
Parameter zu untersuchen. Dazu wurden 2 pl des Wirkstoffs in einer Konzentration
von 100 nmol gesunden Versuchstieren in den linken Seitenventrikel injiziert, wobei
15 Minuten vor und 60 Minuten nach Injektion eine Blutgasanalyse durchgefuhrt
wurde. Der Maus musste dazu ein arterieller Femoraliskatheter gelegt werden, Uber
welche nicht nur die Blutentnahme erfolgte, sondern auch die Messung des MAP.
Alpha-Eudesmol wurde erst verabreicht, wenn nach der ersten Blutabnahme zur
Blutgasanalyse (BGA) der MAP sowie der CBF, welcher ipsilateral zur Injektion Uber
eine Laser-Doppler-Sonde bestimmt wurde, fur mindestens 15 Minuten einen
konstanten Wert zeigte (Baseline). Abbildung 12 gibt diesen Versuchsaufbau

schematisch wieder.

1 H .
1. BGA-Blutentnahme 5 min > Injektion m 2. BGA-Blutentnahme

Start: MAP- und CBF- Stopp: MAP- und CBF-Messung

Abbildung 12: Ubersicht iiber den Versuchsaufbau der Versuchsserie 2

Die Gruppenstarke betrug n=6-10 fur die Eudesmol-Gruppe und n=5-6 fur die
Kontrollgruppe. Letzterer wurde nach gleichem Protokoll Vehikel ohne Wirksubstanz

in den linken Seitenventrikel injiziert.
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3.5.2.3 Versuchsserie 3: Auswirkungen von Alpha-Eudesmol auf die kortikalen
Streudepolarisationen
Zunachst wurde dem Versuchstier 2 yl Vehikel in den linken Seitenventrikel injiziert.
Zehn Minuten danach wurden 2 pl einer 0,1 M KCI-Losung Uber ein neues Bohrloch
(auf der rechten Schadelseite Uber der Injektionsstelle) auf die Dura appliziert um
eine CSD auszulosen. Ein Ereignis wurde nur dann als CSD gewertet, wenn alle drei
Komponenten (Amplitudenverlust im EEG, Negativierung des DC, Abfall des CBF) zu
beobachten waren. Nach weiteren zehn Minuten wurden dem Versuchstier 2 pl einer
100 nmol Alpha-Eudesmol-LOsung, uber denselben Zugang intraventrikular injiziert.
Es folgte die Applikation von 2 pl 0,1 M KCI-Lésung nach 10 Minuten, sowie von 2 pl
1M KCI-Losung nach 20 Minuten. Die Auswertung des Versuchs wurde 10 Minuten
nach Gabe der 1 M KCI-Losung beendet. Die Gruppenstarke betrug n=6. Abbildung

13 gibt einen Uberblick tber die zeitliche Abfolge der Injektionen.

Start: EEG, DC 5. Vehikel 10 Iﬁa 10 Eudesmol 10a 10 10| Stop: EEG,DC
und CBF-Messung m'na min min®  100nmol min min rmna und CBF-Messung

Abbildung 13: Ubersicht iiber den Versuchsaufbau der Versuchsserie 3

3.5.2.4 Versuchsserie 4: Auswirkungen von Alpha-Eudesmol auf den
Sekundérschaden nach SHT bei pratraumatischer Injektion

In der ersten Versuchsgruppe wurde Alpha-Eudesmol bei einer Gruppenstarke von je
n=7-9 in aufsteigender Konzentration (50 pmol, 500 pmol, 1 nmol, 100 nmol, 500
nmol sowie 1 ymol) verabreicht. Bei der Kontrollgruppe mit n=8 erfolgte die repetitive
Applikation des Vehikels in gleicher Weise. Die Substanzen wurden zehn Minuten
vor Induktion des SHT in den linken Seitenventrikel injiziert. Die Versuchstiere
wurden 24 Stunden nach Traumatisierung euthanasiert und der Hirnwassergehalt
der einzelnen Hemispharen bestimmt. Abbildung 14 gibt diesen Versuchsaufbau
schematisch wieder.

10 min 24 h
Injektion =——p Trauma == =—=——-— > Hirnentnahme

Abbildung 14: Ubersicht iiber den Versuchsaufbau der Versuchsserie 4
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In einer weiteren Versuchsgruppe mit gleichartigem Versuchsaufbau wurde bei
C57bl/6 Mausen (je n=8) nach 24 Stunden das Nekrosevolumen bestimmt. Die
verabreichten Dosierungen von Alpha-Eudesmol wurden, gemal® der Wirksamkeit
auf die Entstehung des posttraumatischen Hirnodems, angepasst (100 nmol als
niedrigste und 1 pmol als hochste wirksamste Dosierung in den Odemversuchen).
Auch hier erfolgte eine Kontrollgruppe mit Vehikel (n=8).

Als zusatzlicher Parameter wurde der ICP 24 Stunden nach Trauma analaog zur
Versuchsserie 1 gemessen (n=10-15).

Als allgemeiner Parameter fur das Wohlbefinden der Tiere wurde zudem der
Gewichtsverlust innerhalb von 24 Stunden ermittelt.

3.5.2.5 Versuchsserie 5: Auswirkungen von Alpha-Eudesmol auf den
Sekundérschaden nach SHT bei posttraumatischer Injektion

In dieser Versuchsserie sollte die mogliche Eignung von Eudesmol als

therapeutische Strategie untersucht werden. Die Eudesmol-Konzentration, die sich in

den vorangegangenen Versuchsserien als effektiv erwiesen hatte (100nmol) sowie

drei hohere Dosierungen (1umol, 100pmol, 1mmol) bzw. das Vehikel wurden zehn

Minuten nach Schadelhirntrauma injiziert, der Hirnwasser-Gehalt und der ICP nach

24 Stunden bestimmt Abbildung 15 gibt diesen Versuchsaufbau schematisch wieder.

10 min 24 h
Trauma =3 |njektion ==—=—===- » Hirnentnahme

Abbildung 15: Ubersicht iiber den Versuchsaufbau der Versuchsserie 4

Zudem erfolgte auch hier die Gewichtsbestimmung der Mause vor und 24 Stunden
nach Operationsbeginn.

3.6 Auswertung

3.6.1 Herstellung der Praparate

Die Mause wurden 24 Stunden nach Trauma in tiefer Isofluran-Narkose euthanasiert.
Direkt im Anschluss wurde der Schadel entlang der Mittellinie an der Sutura sagitalis
eroffnet, beide Ossa parietales wurden vorsichtig zur Seite geklappt, das Gehirn mit
einem Dissektor vom Ruckenmark und der Schadelbasis abgetrennt, die Gehirne
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entnommen und in pulverisiertem Trockeneis tiefgefroren und bei -20°C bis zur
Anfertigung der Kryoschnitte aufbewahrt.

Die Gehirne wurden nach Einbettung (Tissue - Tek®, Sakura Finetek Europe,
Zoeterwoude, Niederlande) mit einem Kryostat (Cryostar MH 560, Microm, Walldorf)
in 14 koronare Ebenen mit je 10um Dicke im Abstand von 500um geschnitten, um

das ganze Nekrosevolumen abzubilden (siehe Abbildung 16).

Cerebellum

Abbildung 16: Foto des Gehirns direkt nach Entnahme

Links sieht man das Gehirn mit Beschriftung der wichtigsten anatomischen Strukturen. Der
Parenchymschaden (Trauma) lasst sich makroskopisch gut erkennen. Rechts sind die 14
Schnittebenen fiur die sequenziellen Kryoschnitte dargestellt.

Der erste Schnitt wurde 1000 um distal des Bulbus olfactorii angesetzt. Zur Farbung
wurden die Schnitte zehn Minuten mit Kresylechtviolett angefarbt (Nissl-Farbung;
siehe Appendix 7.2) und sofort danach fixiert und eingedeckelt (Eukitt®, O. Kindler
GmbH & Co, Freiburg); siehe Protokoll im Appendix (Kapitel 8.2).

3.6.2 Auswertung durch Histomorphometrie

Zur Auswertung des Nekrosevolumens wurden die Schnitte unter dem Mikroskop
(Olympus BX 41, Olympus, Hamburg) mit 12,5 facher Vergrollerung mit einer
Digitalkamera (Olympus Camedia C5050, Olympus, Hamburg) abgelichtet und
gespeichert. Mit einer Auswertungssofware (Olympus DP-Soft, analySIS, Version
3.2., Olympus, Hamburg) wurde anschlie3end digital das Volumen der Hemispharen
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und der Nekrose auf jeder Schnittebene bestimmt; das gesamte Nekrosevolumen
wurde mit nachfolgender Formel berechnet:
A1x05 + A2x0,5...+ A14 x 0,5. Abbildung 17 zeigt einen koronaren Hirnschnitt

mit und ohne markiertem Nekrosevolumen.

linke Hemisphare rechte Hemisphare

.

Seitenventrikel ‘

Abbildung 17: Hirnschnitt

Das linke Bild zeigt einen koronaren Hirnschnitt nach Einfarbung mit Kresylechtviolett (Nissl-
Farbung). Der Parenchymschaden wird fir jeden Schnitt markiert (rote Linie im rechten Bild) und
seine Flache bestimmt.

3.6.3 Bestimmung des Hirnwassergehalts

Die Gehirne wurden zur Bestimmung des Hirnwassergehaltes 24 Stunden nach CCI
entnommen. Die Entnahme erfolgte wie bereits zuvor beschrieben. Das Hirn wurde
in eine gekuhlte Hirn-Matrix (David Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA) gelegt. Der
Bulbus olfactorii und das Cerebellum wurden mit einer Rasierklinge entfernt und die
Hemispharen entlang der Fissura longitudinalis cerebri getrennt. Jede Hemisphare
wurde separat in ein Wageglas (35 x 30mm, Schott AG, Jena) mit bekanntem
Leergewicht gelegt und das Feuchtgewicht (wet weight; ww) wurde gemessen
(Mettler Toledo, Giessen). Nach Trocknung (120°C fur 24 Stunden) in einem
Trockenschrank (Memmert, Schwabach) wurde das Trockengewichtes (dry weight;
dw) bestimmt. Der Hirnwassergehalt als Parameter fur die posttraumatische
Hirnodementwicklung wurde durch die Differenz beider Werte in Bezug zum
Ausgangsgewicht in  Prozent angegeben und wie folgt berechnet:

Hirnwassergehalt in% = [(ww —dw/ww) x 100)]
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3.6.4 Statistische und graphische Auswertung

Die statistische und graphische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm
SigmaPlot (Version 12.0, Systat Software Inc, Erkrath).

Die Versuchsgruppen wurden durch den Rank-Sum-Test (Mann-Whitney-Test)
miteinander verglichen. Signifikanz wurde bei einem p-Wert von unter 0,05
angenommen.

Alle Graphen und Diagramme sind entweder als Line-and-Scatter Plot oder als
Balkendiagramm mit Mittelwert + Standardabweichung (Mean +/- SD) dargestellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Einfluss der S218L-Mutation auf den Hirnschaden nach SHT

4.1.1 Mortalitat nach SHT

Nach SHT zeigte sich innerhalb von 24 Stunden bei den homozygoten S218L-
Mutanten eine deutlich erhdhte Mortalitéat von 60,7% im Vergleich zu 0% bei den
Wildtyp-Tieren. Heterozygote S218L-Mutanten wiesen eine Gesamtmortalitat von
3,6% auf (Siehe Abbildung 18).

100 1
Homozygot (hom.)
Heterozygot (het.)
80 A Wildtyp (wt.)
£ 60 1
-
©
g 40
=
20 -1
0
0% 3,6% 60,7%

Abbildung 18: Mortalitit 24 Stunden nach Schadelhirntrauma (SHT)

Hetero- sowie homozygote S218L transgene Mause zeigten 24 Stunden nach erfolgtem SHT eine
deutlich gesteigerte Mortalitat (3,6% bei Heterozygoten: 60,7% bei Homozygoten) im Vergleich zu
Wildtyp-Tieren (0%). Homozygote Mé&use, welche die hochste Offnungswahrscheinlichkeit des
CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanal besitzen, hatten die hdchste Mortalitat.

4.1.2 Neurophysiologische Veranderungen

Bereits vor Trauma kam es bei S218L-Mutanten-Mausen zu einer haufigeren
Spontanfrequenz von kortikalen Streudepolarisationen. Dieser Effekt zeigte eine
Gen-Dosis-Abhangigkeit. Homozygote Tiere wiesen dabei die hochste Frequenz an
spontanen CSDs auf, wohingegen sich diese in gesunden Tieren (Wild-Typ) kaum
nachwiesen lie3en (siehe Abbildung 19): homozygot 2,6 £ 2,1 CSD pro 90min vs.
heterozygot 0,4 £ 0,5 (p=0,014); homozygot 2,6 £ 2,1 vs. wildtyp 0,1 + 0,4 (p=0,001).
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Abbildung 19: Haufigkeit der kortikalen Streudepolarisationen vor Schéadelhirntrauma (SHT)
Hetero- sowie homozygot S218L transgene Mause zeigten Uber 30 Minuten eine gesteigerte
Haufigkeit an kortikalen Streudepolarisationen. Bei Heterozygoten war dies nur als Trend ersichtlich,
Homozygote dagegen zeigten einen statistisch signifikanten Haufigkeitsanstieg, sowohl gegeniiber
den Wildtyp-Tieren (p<0,001), als auch gegeniiber den Heterozygoten (p<0,014).

4.1.3 Hirnwassergehalt nach SHT

Der Hirnwassergehalt zeigte sich in allen Tieren (homozygot, heterozygot und
wildtyp), die kein SHT erhielten (gesund), normal und vergleichbar mit Werten aus
Vorstudien®" (77,2 + 0,8% fiir homozygot, 77,6 + 0,7% fiir heterozygot und 76,7 +
0,4% far wildtyp). Nach Sham-Operation (temporares Eroffnen der Schadelkalotte,
Aufsetzen des Stempels, ohne Auslosung des CCI) zeigte sich zwischen den
einzelnen Gruppen (homozygot, heterozygot und wildtyp) kein Unterschied im
Hirnwassergehalt (rechte Hemisphare: Homozygot Sham 77,3%, heterozygot Sham
78,3 = 1,0%, wildtyp Sham 78,1 + 0,8%; linke Hemisphare: Homozygot Sham 77,6%,
heterozygot Sham 77,8 + 0,7%, wildtyp Sham 77,7 + 0,5%). Homozygot transgene
Tiere zeigten im Vergleich zu ihren heterozygoten und wildtyp-Geschwistertieren
einen signifikant erhohten posttraumatischen Hirnwassergehalt, sowohl in der zum
Trauma ipsilateral als auch der kontralateral gelegenen Hemisphare. Rechte
Hemisphare: Homozygot 81,7 + 2,2% des Ausgangsgewichts vs. heterozygot 80,1 +
1,2% (p=0,028), homozygot 81,7 + 2,2% vs. wildtyp 80,1 = 1,0% (p=0,019),
heterozygot 80,1 + 1,2% vs. wildtyp 80,1 + 1,0 (p=0,806); linke Hemisphare:
Homozygot 80,1 + 2,3% vs. heterozygot 78,6 £+ 1,0% (p=0,026), homozygot 80,1 +
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2,3% vs. wildtyp 78,8 £ 1,1% (p=0,023), heterozygot 78,6 + 1,0% vs. wildtyp 78,8 +
1,1% (p=0,418).) Alle S218L transgenen Tiere zeigten zudem posttraumatisch einen
erhohten Hirnwassergehalt in der rechten (traumatisierten) Hemisphare im Vergleich
zur linken (nicht traumatisierten) Hemisphare: Homozygot p=0,011, heterozygot
p<0,001 sowie wildtyp p<0,001.
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Abbildung 20: Hirnwassergehalt 24 Stunden nach erfolgtem Schadelhirntrauma (SHT)

Der Hirnwasserghalt ist in den homozygoten Tieren 24 Stunden nach Trauma signifikant erhoht,
sowohl im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren (p<0,003), als auch zu den Heterozygoten (p<0,002). Die
zum Trauma ipsilaterale (rechte) Hemisphare wies dabei in Bezug auf die kontralaterale (linke)
Hemisphare, in allen Tieren statistisch signifikant ein héheres Hirnédem auf (p<0,011). Zum
Vergleich ist in dieser Graphik zusatzlich der Hirnwassergehalt von nicht-traumatisierten nicht-
operierten Tieren (gesund) sowie von nicht-traumatisierten Tieren, die jedoch die Operation der
Schéadelkalotte erhielten (Sham-Oparation) dargestelit.

4.1.4 Parenchymschaden nach SHT

In der Homozygoten-Gruppe liel® sich posttraumatisch nicht nur ein signifikanter
Anstieg der Gesamtmortalitat und des Hirnwassergehalts nachweisen, sondern auch
ein statistisch signifikant erhohtes Nekrosevolumen, wie Abbildung 21 zeigt
(Homozygot 24,5 + 4,7mm?® vs. heterozygot 17,9 + 3,7mm?> (p=0,006), homozygot
24,5 + 4, 7mm?® vs. wildtyp 18,7 + 3,9mm? (p=0,030), heterozygot 17,9 + 3,7mm?® vs.
wildtyp 18,7 + 3,9mm? (p=0,629)).
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Abbildung 21: Parenchymschaden 24 Stunden nach erfolgtem Schéadelhirntrauma
Homozygote Tiere =zeigten 24 Stunden nach Schadelhirntrauma ein signifikant erhdhtes
Lasionsvolumen im Vergleich zur wildtyp (p<0,03) sowie im Vergleich zur heterozygoten Gruppe
(p=0,006).

4.1.5 Intrakranieller Druck (ICP) nach SHT

Der intrakranielle Druck ist bei Kontrolltieren 24 Stunden nach SHT signifikant erhoht
im Vergleich zu physiologischen Werten. Bei den homozygoten S218L-Mutanten-
Mausen zeigt sich eine deutliche und signifikante Steigerung (homozygot 24,4 + 5,8
mmHg vs. heterozygot 18,3 + 4,7 mmHg (p=0,015), homozygot 24,4 + 5,8 mmHg vs.
wildtyp 18,6 + 2,5 mmHg (p=0,011), heterozygot 18,3 + 4,7 mmHg vs. wildtyp 18,6
2,5 mmHg (p=0,337)).
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Abbildung 22: intrakranieller Druck (Intracranial Pressure; ICP) 24 Stunden nach erfolgtem

Schédelhirntrauma
Homozygote Tiere zeigten 24 Stunden nach Schadelhirntrauma einen signifikant erhéhten ICP im

Vergleich zur wildtyp (p<0,011) sowie im Vergleich zur heterozygoten Gruppe (p=0,015).

4.1.6 Gewichtsabnahme nach SHT

Homozygote S218L-Mutanten-Tiere zeigten 24 Stunden nach Trauma einen
signifikanten Unterschied im Gewicht (-11 £ 7,4% des Ausgangsgewichts, p<0,001)
im Vergleich zur Wildtyp-Kontrollgruppe (-1,0 £ 5,3%). Auch bei den heterozygoten
Mausen liel3 sich ein signifikanter Gewichtsverlust (-7,1 = 5,7%; p<0,048) im
Vergleich zur Kontrollgruppe, welche ein nahezu konstantes Gewicht zeigten,

feststellen (siehe Abbildung 23).
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Abbildung 23: Gewichtsverlust 24 Stunden nach CCI
Homozygote Tiere zeigten 24 Stunden nach erfolgtem Schadelhirntrauma einen signifikanten
Gewichtsverlust im Vergleich zur Wildtyp- (p<0,001) sowie zur Heterozygoten-Gruppe (p<0,048).

4.1.7 Zusammenfassung der Versuchsserie 1

Die transgenen Tiere zeigten passend zum Ausmal} der CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanal-
Uberaktivierung posttraumatisch eine erhdhte Mortalitdt, einen erhohten
Hirnwassergehalt, ein groReres Nekrosevolumen sowie einen starkeren
Gewichtsverlust. Dieser Gen-Dosis-Effekt lie3 sich auch im Bezug auf die kortikalen
Streudepolarisationen feststellen: bereits pratraumatsch zeigten homozygote S218L-
Mause die hochste Frequenz an CSDs.

4.2 Medikamentose Beeinflussung des CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanals
4.2.1 Versuchsserie 2: Physiologische Auswirkungen von Alpha-Eudesmol

4.2.1.1 Blutgasanalyse (BGA)

Nach intrazerebroventrikularer Injektion von zwei Mikrolitern Alpha-Eudesmol in der
Dosierung 100 nmol zeigte die BGA 60 Minuten nach Injektion keinen Unterschied im
Vergleich zur Vehikel-Kontrollgruppe. In Tabelle 5 sind die Werte fur pH, pCO, sowie
pO2 15 Minuten vor sowie 60 Minuten nach Injektion von Alpha-Eudesmol mit den

zugehorigen p-Werten aufgelistet.
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unphysiologischen pCO, und pO,-Werten aus der Wertung herausgenommen (a. E.
bei Fehlinjektion der Anasthetika).

pH PCO, (mmHg) PO, (mmHg)
-15min +60min -15min +60min -15min +60min
Vehikel 7,4+0,1 7,3+0,1 355+14,7 463+119 | 101,0+299 792+31,0
Eudesmol 7,3+0,1 7,3+0,1 440+64 461+25 99,3+296 81,8+213
P-Wert 0,70 0,93 0,49 0,94 0,82

Tabelle 5: Physiologische Parameter
Die intrazerebroventrikulare Injektion von Alpha-Eudesmol zeigte keine Auswirkungen auf die
arterielle Blutgasanalyse im Vergleich zur Vehikel-Kontrollgruppe, hinsichtlich pH, pCO2 und pOZ,
bei Blutentnahme 15 min vor und 60 min nach Injektion.

4.2.1.2 Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP)

Der mittlere arterielle Blutdruck, der 10 Minuten vor bis 60 Minuten nach Injektion

aufgezeichnet wurde, unterschied sich nicht zwischen der Alpha-Eudesmol und der
Vehikel-Gruppe (siehe Abbildung 24).
Vor Injektion betrug der mittlere arterielle Blutdruck bei den Kontrolltieren 63 + 6,9

mmHg vs. 72,6 + 17,0 mmHg in der Alpha-Eudesmol-Gruppe (p = 0,14). Uber die

Zeit kam es narkosebedingt in beiden Gruppen zu einem nicht signifikanten, leichten

Abfall des systemischen Blutdrucks.
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Abbildung 24: Auswirkungen von Alpha-Eudesmol auf den mittleren arteriellen Blutdruck

(Mean Arterial Pressure; MAP)

Die intrazerebroventrikuldre Injektion von Alpha-Eudesmol zeigte keine Auswirkungen auf den MAP

im Vergleich zur Vehikel-Kontrollgruppe.

4.2.1.3 Zerebrale Durchblutung (CBF)

Die Hirndurchblutung zeigte in dem Beobachtungszeitraum von 60 Minuten nach
Injektion von Alpha-Eudesmol keinen Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Nach icv. Injektion kam es in beiden Gruppen zu einem leichten Abfall des CBF,

welcher nicht signifikant war.
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Abbildung 25: Auswirkungen von Alpha-Eudesmol auf die zerebrale Durchblutung
(Cerebral Blood Flow; CBF)
Die intrazerebroventrikulare Injektion von Alpha-Eudesmol zeigte keine Auswirkungen auf den
CBF im Vergleich zur Vehikel-Kontrollgruppe.
4.2.1.4 Zusammenfassung der Versuchsserie 2
Die icv. Injektion von Alpha-Eudesmol zeigte keine unerwinschten Nebenwirkungen:
Die Blutgasanalyse, der mittlere arterielle Blutdruck sowie die Hirndurchblutung

unterschieden sich in den Eudesmol-Tieren nicht von den Kontrolltieren.

4.2.2 Versuchsserie 3: Effekt von Alpha-Eusemol auf die kortikalen
Streudepolarisationen nach Trauma

Nach icv. Injektion des Vehikels konnte zuverlassig in allen Versuchstieren durch
epidurale Applikation von 0,1 M Kaliumchlorid eine CSD ausgelost werden. Nach
Applikation von 100 nmol Alpha-Eudesmol konnten keine CSDs evoziert werden,
weder mit 0,1 M noch mit 1 M KCI-Lésung. Abbildung 26 zeigt die Ergebnisse der
CSD-Messungen in der Ubersicht. Abbildung 27 zeigt exemplarisch die EEG und DC
Veranderungen einer der mit 0,1 M KCI-L6sung provozierten CSD-Wellen.
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Abbildung 26: Auswirkungen von Alpha-Eudesmol auf die zerebralen Streudepolarisationn
(Cortical Spreading Depolarisation, CSD)

Bei nativen Tieren konnte nach intrazerebroventrikularer Injektion des Vehikels durch epidurale
Applikation einer 0,1 M Kaliumchlorid(KCI)-Lésung zuverlassig eine CSD ausgelést werden. Wurde
denselben Tieren jedoch 100 nmol Alpha-Eudesmol intrazerebroventrikuldr verabreicht, konnte
weder mit 0,1 M KCI-Lésung noch mit 1 M KCI-Lésung eine CSD generiert werden.
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Abbildung 27: Beispiel der EEG- und DC-Veranderungen einer kortikalen Streudepolarisation
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4.2.3 Versuchsserie 4: Auswirkungen von Alpha-Eudesmol auf den

Sekundarschaden nach SHT bei pratraumatischer Injektion

4.2.3.1 Hirnwassergehalt nach SHT

Tiere der Vehikelgruppe (i.c.v. Injektion von 2 yl Vehikel 10 Minuten vor SHT) wiesen
24 Stunden nach CCI einen Hirnwassergehalt von 81,1 £ 0,4% ipsilateral bzw. 79,4
0,6 kontralateral auf. In beiden Hemispharen zeigte sich im Vergleich zu dieser
Vehikel-Gruppe eine signifikante Verringerung des Hirnwassergehalts nach 24
Stunden bei pratraumatischer Applikation von Alpha-Eudesmol in den Dosierungen
100 nmol (ipsilateral: 80,3 + 0,7%, p=0,04; kontralateral: 78,3 + 0,3%, p=0,001;
gesamt: 79,3 + 1,1%, p=0,029), 500 nmol (ipsilateral: 80,2 + 0,3%, p<0,001;
kontralateral: 78,1 + 0,4%, p<0,001; gesamt: 79,2 + 1,1%, p=0,012) sowie 1 ymol
(ipsilateral: 80,2 + 0,8, p=0,009; kontralateral: 78,5 + 0,8 %, p=0,021; gesamt: 79,3
1,2%, p=0,023). Niedrigere Dosierungen hatten keinen Effekt: 50 pmol (ipsilateral:
81,3 £ 0,9%, p=0,336; kontralateral: 79,4 + 1,3 %, p=0,694; gesamt: 80,4 + 1,4%,
p=0,724), 500 pmol (ipsilateral: 81,6 £ 0,6%, p=0,121; kontralateral: 79,9 + 0,6%,
p=0,902; gesamt: 80,7 £ 1,1%, p=0,467) sowie 1 nmol (ipsilateral: 81,0 + 0,7%,
p=0,883; kontralateral: 79,4 + 0,6%, p=1,000; gesamt: 80,2 + 1,1%, p=0,909).
Abbildung 28 zeigt den Hirnwassergehalt 24 Stunden nach SHT, Abbildung 29 fur die
beiden effektiven Dosierungen 100 nmol sowie 1 pmol den Gesamt-
Hirnwassergehailt.
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Abbildung 28: Auswirkung von Alpha-Eudesmol auf den Hirnwassergehalt nach
Schadelhirntrauma (SHT) bei pratraumatischer Injektion — Hirnwassergehalt der einzelnen
Hemisphéren

Bei intrazerebroventrikularer Injektion von Alpha-Eudesmol (in den Dosierungen 100 nmol, 500
nmol und 1 pmol) 10min vor CCI zeigte sich nach 24 Stunden ein signifikant verringerter
Hirnwassergehalt, sowohl in der dem Trauma ipsilateralen (p=0,040 fir 100nmol; p<0,001 fir
500nmol; p=0,009 fir 1 ymol) als auch kontralateralen Hemisphare (p=0,001 fir 100 nmol; p<
0,001 fur 500 nmol; p=0,021 fir 1 pmol).
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Abbildung 29: Auswirkung von Alpha-Eudesmol auf den Hirnwassergehalt nach
Schéadelhirntrauma (SHT) bei pratraumatischer Injektion — Hirnwassergehalt des gesamten
Gehirns

4.2.3.2 Léasionsvolumen24 Stunden nach SHT

Der Primarschaden in dem verwendeten CCI-Modell belauft sich auf 13,6 + 0,9mm?.
Bei pratraumatischer icv. Applikation von Alpha-Eudesmol (in den Dosierung 100
nmol und 1 pmol als niedrigste bzw. hochste Dosis, welche im v orhergehenden
Versuch zu einer Reduktion des Hirnwassergehaltes nach SHT gefuhrt hat) konnte
keine Verringerung des Parenchymschadens im Vergleich zur Vehikel-
Kontrollgruppe nachgewiesen werden: 19,6 £ 3,3 mm? (p=0,65) fur 100 nmol bzw. 22
+ 3,3 mm? (p= 0,65) fiir 1 ymol vs. 20,9 + 4,7 mm?®des Vehikels (siehe Abbildung 30).
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Abbildung 30: Auswirkung von Alpha-Eudesmol auf den Parenchymschaden nach
Schédelhirntrauma (SHT) bei pratraumatischer Injektion

Bei intrazerebroventrikularer Injektion von Alpha-Eudesmol 10 min vor Traumatisierung zeigte sich
nach 24 Stunden kein Effekt auf den Parenchymschaden.

4.2.3.3 Intrakranieller Druck (ICP) nach SHT

Durch i.c.v. Injektion von 100nmol Alpha-Eudesmol 10 min vor CCI konnte die
posttraumatische intrakranielle Hypertension signifikant verringert werden (Abbildung
31): 19,2 £ 0,72 mmHg fur Eudesmol- vs. 23,0 + 2,04 mmHg fur die Vehikel-Gruppe
(p=0,002). Bei einer Dosissteigerung von Alpha-Eudesmol auf 1 ymol konnte dieser
positive Effekt auf den posttraumatisch gesteigerten ICP nicht mehr beobachtet
werden: 22,2 + 1,6 mmHg fur Eudesmol vs. 23,0 + 2,04 mmHg fur die Vehikel-
Gruppe (p=0,589).
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Abbildung 31: Auswirkung von Alpha-Eudesmol auf den intrakraniellen Druck (Intracranial
Pressure; ICP) bei pratraumatischer Injektion

Bei intrazerebroventrikularer Injektion von Alpha-Eudesmol, in der Dosierung 100nmol 10min vor
Traumatisierung zeigte sich nach 24 Stunden ein signifikant verringerter ICP (p=0,002).

4.2.3.4 Gewichtsverlust nach SHT

Der Gewichtsverlust 24 Stunden nach Trauma als Parameter fur das generelle
Wohlbefinden zeigte keinen Unterschied zwischen der Alpha-Eudesmol- und der
Vehikel-Gruppe (siehe Abbildung 32); Vehikel: -5 + 2% des Ausgangsgewichtes,
100nmol: -8 + 3% (p=0,065), 1 ymol 5% * 5% (p=1,000).
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Abbildung 32: Auswirkung von Alpha-Eudesmol auf das Korpergewicht nach
Schéadelhirntrauma (SHT) bei pratraumatischer Injektion

Bei intrazerebroventrikularer Injektion von Alpha-Eudesmol 10 min vor CCI zeigte sich nach 24
Stunden kein Effekt auf das Kérpergewicht im Vergleich zur Vehikel-Kontrollgruppe.

4.2.3.5 Zusammenfassung der Versuchsserie 4

Die icv. Injektion von Alpha-Eudesmol in der Dosierung 100 nmol zehn Minuten vor
Trauma fuhrte sowohl zu einer statistisch signifikanten Reduktion der
posttraumatischen Odementstehung als auch des posttraumatisch gesteigerten
ICPs, jedoch ohne das Nekrosevolumen zu beeinflussen.

4.2.4 Versuchsserie 5: Effekt von Alpha-Eudesmol auf den Sekundarschaden

nach SHT bei posttraumatischer Injektion

4.2.4.1 Hirnwassergehalt nach SHT

Im Gegensatz zur pratraumatischen Injektion von Alpha-Eudesmol in den
Dosierungen 100 nmol, 500 nmol und 1 pmol, zeigte sich bei deren Applikation 10
min nach CCI kein positiver Effekt auf den Hirnwassergehalt im Vergleich zur
Vehikel-Gruppe. Auch hohere Dosierungen von Alpha-Eudesmol (100 pmol sowie 1
mmol) fuhrten nicht zu einer signifikanten Verringerung des posttraumatischen
Hirnwassergehalts. Nach Gabe von 100nmol und 100umol zeigte sich im Vergleich
zur jeweiligen Vehikel-Gruppe sogar eine Erhéhung (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Auswirkung von Alpha-Eudesmol auf den Hirnwassergehalt nach
Schéadelhirntrauma (SHT) bei posttraumatischer Injektion — Hirnwassergehalt des gesamten
Gehirns

Nach intrazerebroventrikularer Injektion von Alpha-Eudesmol 10min nach Trauma zeigte sich nach
24 Stunden keine Reduktion des Hirnwassergehalts, in der Gruppe 100 nmol war dieser sogar
gesteigert.

Unter der Hypothese, dass durch die veranderte Stoffwechsel- und
Durchblutungssituation nach Trauma eine sehr viel hdhere Konzentration an Alpha-
Eudesmol bendtigt wird, erganzten wir eine Versuchsreihe, in der Alpha-Eudesmol in
einer Dosierung von 1 mmol icv. verabreicht wurde. Auch hierdurch konnte keine
Reduktion des Hirnwassergehaltes erzeilt werden, der Wassergehalt war tendenziell
sogar erhoht: 1 mmol 80,6 £ 2,9% vs. Vehikel 79,1 £ 1,5% (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Auswirkung von Alpha-Eudesmol auf den Hirnwassergehalt nach
Schéadelhirntrauma (SHT) bei posttraumatischer Injektion — Hirnwassergehalt des gesamten
Gehirns

Bei intrazerebroventrikularer Injektion von Alpha-Eudesmol 10 min nach Trauma zeigte sich nach 24
Stunden keine Reduktion des Hirnwassergehalts, sondern ein tendenzieller Anstieg.

4.2.4.2 Intrakranieller Druck (ICP) nach SHT

Analog zur fehlenden Senkung des Hirnwassergehalts zeigte sich in den Gruppen
mit posttraumatische Injektion von Alpha-Eudesmol keine Reduktion des
gesteigerten Intrakraniellen Drucks, der ICP zeigte sich teilweise in den Eudesmol-
Gruppen sogar erhoht im Vergleich zur Kontrollgruppe (siehe Abbildung 35 und 36).
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Abbildung 35: Effekt der posttraumatischen Alpha-Eudesmol Injektion auf den intrakraniellen

Druck (Intracranial Pressure; ICP)

Die intrazerebroventrikularer Injektion von Alpha-Eudesmol 10 min nach CCI zeigte zum Zeitpunkt 24
Stunden nach Trauma eine Zunahme des ICP (p=0,009 fiir 100 nmol, p=0,002 fir 1 pymol, p=0,002
fir 100 pymol).

35
Eudesmol
Vehikel
30 A
n=38je Gruppe
25 4
Mean +/- SD
a Eudesmol vs Vehikel
I .
£ 20 ;— *p = 0,002 fur 1Immol
E
o -
O 15 -
10 -
5 4
Tmmol

Abbildung 36: Auswirkung der posttraumatischen Alpha-Eudesmol Injektion (1mmol) auf den
intrakraniellen Druck (Intracranial Pressure; ICP)

Nach intrazerebroventrikularer Injektion von Alpha-Eudesmol (10min nach CCI) zeigte sich zum
Zeitpunkt 24 Stunden eine Zunahme des ICP (p=0,002).
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4.2.4.3 Gewichtssverlust nach SHT

Der Gewichtsverlust 24 Stunden nach Trauma zeigte keinen Unterschied zwischen
den Alpha-Eudesmol- und der Vehikel-Gruppe (siehe Abbildung 37; -9 £ 9% des
Ausgangsgewichtes (p=0,283) fur 100 nmol, -5 + 2% (p=0,561) fur 500 nmol, -5 £ 4%
(p=0,878) fur 1umol, -8 £ 4% (p=0,133) fur 100 pmol sowie -6 + 2% fur die Vehikel-
Gruppe).
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Abbildung 37: Effekt von Alpha-Eudesmol auf das Korpergewicht nach Schadelhirntrauma
(SHT) bei posttraumatischer Injektion

Bei intrazerebroventrikularer Injektion von Alpha-Eudesmol 10min nach Traumatisierung zeigte sich
nach 24 Stunden kein Effekt auf das Kérpergewicht im Vergleich zur Vehikel-Kontrollgruppe.

4.2.4.4 Zusammenfassung Versuchsserie 5

Die Gabe von Alpha-Eudesmol 10 Minuten nach Trauma konnte weder die
Entstehung des Hirnddems noch des posttraumatischen Anstiegs des intrakraniellen
Ducks positiv beeinflussen, sie fuhrte sogar dosisabhangig zu einer (tendenziellen)
Vergrollerung des Hirnschadens.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methoden

5.1.1 Auswahl des Trauma-Modells

Die Anforderung an ein experimentelles Modell ist die moglichst exakte Reproduktion
eines klinischen Geschehens bzw. einer Krankheit an Versuchstieren.?®® Da es sich
beim SHT um eine komplexe Erkrankung mit unterschiedlichen Atiologien und einer
noch nicht vollstandig erforschten Pathophysiologie handelt, wird es deshalb nicht
gelingen, diese exakt und mit allen beim Menschen relevanten Aspekten in einem
tierexperimentellen Modell abzubilden. Es wurden deshalb unterschiedliche Trauma-
Modelle entwickelt, die - je nach zu untersuchendem Hauptaspekt - ihre Vor- und
Nachteile aufweisen. Die am haufigsten in der Literatur verwendeten
tierexperimentellen Modelle sind das von uns verwendete Controlled Cortical Impact-
Modell, das Fluid Percussion-Modell und das Weight Drop-Modell.?%*)

Das CCI-Modell, welches in unserer Arbeitsgruppe vor Jahren fur die Maus etabliert
und validiert wurde,®® 2" 2%) wurde 1988 initial fiir Frettchen entwickelt®® 2" und
spater auch fiir andere Versuchstiere wie Ratten®® und Mause®® validiert. Mit
diesem Modell lassen sich akute und chronische Schaden der neurologischen

Funktion nach erfolgtem Schadelhirntrauma realititsnah im Labor erzeugen,!'%® 2°%

219 wobei Kontusion von zerebralem Parenchym und das zytotoxische Hirnédem in
diesem Versuchsmodell die Hauptaspekte der Verletzung darstellen, da sie sich in
diesem Modell — verglichen mit den anderen beiden — am besten reproduzieren
lassen. 8 %0:5%:208.211) Eine Kontusion kommt beim schweren Schadelhirntrauma des
Menschen in zwei Drittel der Falle vor;?'® das zytotoxische Hirnédem gilt als
wichtiger therapeutischer Angriffspunkt in der Therapie des Sekundarschadens nach
SHT, da sich dieses sehr frih entwickelt und auch nach Erholung der Blut-Hirn-
Schrankenfunktion bestehen bleibt*®). Zudem steht vermutlich der hier untersuchte
CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanal, wie bereits oben beschrieben, am Beginn der
auslésenden Kaskade fiir diese Odemart. Postiraumatisch auftretende akute und
chronische neurologische Defizite konnen mit dem CCI-Modell abgebildet werden

und korrelieren gut mit dem AusmaR der Verletzung.('%% 2°% 219 Ein weiterer Vorteil
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dieses Modells ist die genaue Kontrolle des schadigenden Stimulus bezuglich
Kontaktzeit, Aufprallgeschwindigkeit und Eindringtiefe.?'?

Das Schadelhirntrauma beim Fluid Percussion-Modell wird durch das schnelle
Auftreffen eines Flussigkeits-Bolus auf die intakte Dura ausgelost, die vorher durch
eine mediale oder laterale Kraniotomie freigelegt wurde.?'" 2" Die Starke des
Traumas kann dabei durch ein Pendel eingestellt werden, welches seine

t.211: 213 Der Hauptnachteil dieser

Schwingkraft direkt auf die Flussigkeit Ubertrag
Methode ist, dass der Impuls, der durch das Pendel auf die Flussigkeit ubertragen
wird, nicht direkt mit der resultierenden mechanischen Schadigung des
Hirnparenchyms korreliert.?'" Auch lassen sich Aufprallzeit, Aufprallgeschwindigkeit
und Eindringtiefe weniger exakt kontrollieren als beim CCI-Modell, da diese
Parameter im Fluid Percussion-Modell von der Geometrie des Gehirnes und der
verwendeten Spezies abhangen.?'"

Beim Weight Drop-Modell wird ein Gewicht aus definierter Hohe senkrecht auf die
Kalotte oder direkt auf die Dura des Versuchstiers fallen gelassen.?'?') Das
Gewicht befindet sich dabei in einer Fiihrungsrohre.?'* #'% Nachteile bei diesem
Modell bestehen in der nicht exakt kontrollierbaren Aufprallgeschwindigkeit und in

211

dem Risiko einer Rebound-Schadigung.?'" Das Weight-Drop-Modell, in welchem es

nebenbefundlich haufig zu Kalottenfrakturen kommt, fihrt hauptsachlich zu diffusen

218, 219 Dieses

Verdnderungen im Sinne eines diffusen Axonschadens.?'
Schadigungsmuster spielt zwar eine wesentliche Rolle fur die Langzeitprognose
nach SHT, ist jedoch fur die Untersuchung des sekundaren Hirnschadens weniger
geeignet als das CCl-Modell.???

Die Maus als Versuchstier fur das CCIl-Modell zur Untersuchung des Schadens nach
Schadelhirntrauma ist seit Jahren in unserem Labor etabliert und es lassen sich CBF
und MAP, aber auch die Ausbreitung des Hirnddems, Nekrosevolumen und Anstieg
des ICP nach Trauma reproduzierbar erzeugen und evaluieren, wobei die dabei
gewonnenen Daten vergleichbar mit den Werten sind, die in der Klinik bei
Traumapatienten erhoben wurden.®% 209 221. 222) Einer der wichtigen Vorteile der
Maus als Versuchstier ist, dass man mit transgenen Tiermodellen arbeiten kann (wie
auch im Falle dieser Arbeit).

Das CCI-Modell und die Maus als Versuchstier erscheinen deswegen angemessen,
um die pathophysiologischen Vorgange nach Schadelhirntrauma und die icv.

Injektion von Alpha-Eudesmol als mogliche Therapie zu untersuchen.

67



Diskussion

5.1.2 Durchblutungsmessung

Die Messung der zerebralen Durchblutung solle fur den Versuchsaufbau der
vorliegenden Arbeit Uber einen langeren Zeitraum (70-90 min) erfolgen und durfte
nicht invasiv sein, um die pathophysiologischen Vorgadnge nach erfolgtem
Schadelhirntrauma nicht zu beeinflussen.

223-225)

Verfahren wie die C'*-Autoradiographie! — der Goldstandard fiir die quantitative

Messung der Hirndurchblutung — und Durchblutungsmessung mit radioaktiv oder

(226) konnten nicht verwendet werden, da sie

fluoreszierend markierten Mikrospharen
die Totung des Versuchstieres erfordern und somit keine Verlaufsbeobachtung
moglich ist.

Indikatorverfahren, die eine Messsonde im Hirnparenchym noétig machen, um den
Konzentrationsabfall eines Markers wie zum Beispiel Wasserstoff an einer definierten
Stelle zu detektieren,®?” sind fiir die vorliegende Fragestellung ebenfalls ungiinstig,
da sie eine weitere Lasion des Hirngewebes zur Folge haben und deshalb besonders
bei Verlaufsbeobachtungen Uber einen langeren Zeitraum bzw. in den gegenuber
minimaler Traumata sehr empfindlichen S218L-transgenen Tieren einen Storfaktor
darstellen konnen.

Verfahren wie die MRT#?#2%. ynd PET-Messung®" der Hirndurchblutung haben
den Vorteil, dass sie nicht invasiv sind und eine sehr gute Gewebsdarstellung
ermoglichen, jedoch ware die Verwendung der metallischen Sonden fur die
Intrakranielle Druck--, die EEG- und die DC-Messung, die ein elementarer
Bestandteil der vorliegenden Arbeit sind, im MRT nicht mdglich gewesen, da dies zu
Artefaktbildung und Erwarmung gefuhrt hatte; bei der PET-Messung hatte der Bedarf
an Kontrastmittelapplikation eine kontinuierliche Verlaufsbeobachtung der
Hirndurchblutung limitiert.

Wir haben uns deshalb fur die Laser-Doppler-Fluxmetrie entschieden, da mit dieser
Methode eine nichtinvasive Verlaufsbeobachtung des CBF moglich ist, ohne die
Messung der Hirndrucksonde oder des EEG- bzw. DC-Potenzials zu
beeinflussen.®*>?*)  Die Laser-Doppler Sonde wird temporal auf den
Schadelknochen geklebt, wodurch sich Bewegungsartefakte auf ein Minimum
reduzieren lassen. Das Hauptproblem dieser Methode besteht darin, dass die
Durchblutung nur im Kortex (A. cerebri media-Stromgebiet) bestimmt werden kann,
da die Eindringtiefe des Laser-Dopplers auf ca. 1,5 mm limitiert ist. Es konnte jedoch

in vorangegangenen Arbeiten gezeigt werden, dass die Messergebnisse der LDF-

68



Diskussion

236, 237

Messung mit denen der C'*-Autoradiographie gut korrelieren. ) Zudem konnte

von unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass sich der Sekundarschaden nach
Schadelhirntrauma hauptsachlich im Bereich der Arteria cerebri media entwickelt.?*®
Somit misst die LDF die Durchblutung in exakt dem Gebiet, das fur die Fragestellung
der vorliegenden Arbeit die grof3te Bedeutung hat.

Ein weiterer Kritikpunkt an der verwendeten Methode ist, dass sie nur relative, keine
absoluten Werte der Hirndurchblutung misst. Da die vorliegende Studie jedoch die
Veranderung des CBF vor und nach Trauma bzw. vor und nach icv. Injektion einer
Substanz untersucht, sind Relativwerte fur die vorliegende Fragestellung

ausreichend.

5.1.3 EEG-und DC-Messung

Die Messung des EEG und des DC musste Uber einen Versuchszeitraum bis 90 min
kontinuierlich durchgefuhrt werden und durfte weder die Injektion der Substanzen,
noch die Applikation der KCI-Losung beeintrachtigen. Die in der vorliegenden Arbeit
verwendete Methodik der EEG- und DC-Messung mittels Calome-Elektroden zeigte
sich in der Literatur bereits als effektive Methode zur Detektion der CSDs."*% 38 Der
wichtigste Vorteil dieser Methode war die nicht-invasive Messung, die gerade bei den
sehr empfindlichen S218L-Mausen fur die Lange der Versuche am geeignetsten
erschien. Ein zusatzliches Gewebetrauma durch eine invasive Messung wurde so
vermieden; aullerdem kann die Implantation von Parenchymsonden bereits
ausreichen, um bei den Tieren mit CACNA1a mutation CSDs auszuldsen; somit
hatte die Messung selbst das Ergebnis verfalschen konnen. Der Nachteil der
Calomel-Elektroden besteht in ihrer Storanfalligkeit gegenuber elektromagnetischen
Impulsen. Wahrend der Messung wurde deshalb der Versuchsbereich
elektromagnetisch weitgehend abgeschirmt. Zudem konnten weiterhin bestehende
Storsignale direkt am Gerat herausgefiltert werden (50 Hz - Filter). Dies Art der
neurophysiologischen Messung wurde in unserer Arbeitsgruppe bereits etabliert und
validiert.'*®

Ein Kritikpunkt der verwendeten Methode ist die Notwendigkeit der permanenten
Befeuchtung der Elektrodenenden mit physiologischer Kochsalzlosung. Dies fuhrte
zu Artefakten sowohl in der DC- als auch in der EEG-Aufzeichnung. Es wurde jedoch
der genaue Zeitpunkt der Befeuchtung, sowie jedes Artefakt durch manuelle
Manipulation (bei Injektion von Eudesmol und Vehikel) der Elektroden zeitgenau
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festgehalten, so dass diese Artefakte auch in der postinterventionellen Auswertung
zu identifizieren und manuell auszuschneiden waren.

CSDs waren in allen gesunden, unbehandelten Mausen durch KCI-Losung auslosbar
und eindeutig anhand der aus der Literatur bzw. aus Vorversuchen bekannten
Merkmale (Verringerung der EEG-Amplitude, DC-Negativierung, reaktiver CBF-
Anstieg) zu identifizieren, so dass das verwendete Verfahren als angemessen
erscheint.

5.1.4 ICP-Messung

Die ICP-Messung erfolgt in der vorliegenden Arbeit Uber eine in die rechte
Hemisphare eingebrachte intraparenchymale Drucksonde. Diese Methode entspricht
der klinisch verwendeten Art der ICP-Messung bei SHT-Patienten,®® eine
nichtinvasive Methode der ICP-Bestimmung konnte sich bisher weder experimentell
noch klinisch durchsetzten.®® 2*® Ein Nachteil dieser Messung besteht darin, dass
das Volumen der Sonde auf den Mausschadel berechnet prozentual deutlich groRer
ist als beim Menschen und damit potenziell den intrakraniellen Druck steigern kann.
Um diesen Faktor so gering wie moglich zu halten wurde die kleinste erhaltliche ICP-
Sonde verwendet und erst zehn Minuten vor Totung des Versuchstieres in das
Hirnparenchym eingebracht, um auch den Sekundarschaden nach SHT so wenig wie
moglich zu beinflussen. Das Volumen des Parenchymschadens 24 Stunden nach
Trauma zeigte sich im Vergleich zu Versuchsreihen vorangegangener Projekte
gleich, sodass eine relevante Verstarkung der intrakraniellen Hypertension und mit
des sekundaren Hirnschadens unwahrscheinlich scheint. Die invasive ICP-Messung
durch eine intraparenchymatose Drucksonde erscheint demnach als ein geeignetes

Verfahren zur Bestimmung des Intrakraniellen Druckses.

5.1.5 Applikation von Alpha-Eudesmol

Aufgrund der chemischen Beschaffenheit (alkoholisches  Sesquiterpen;
C15H260)?°? sowie des hohen Molekulargewichts von 2224 g/mol von Alpha-
Eudesmol ist ein Passieren der Blut-Hirnschranke als unwahrscheinlich zu
erachten,®® so dass eine intrazerebrovenitrkuldre Applikation notwendig ist, um
eine ausreichende Konzentration des Wirkstoffs im Hirngewebe zu gewahrleisten.
Bei Versuchen zur fokalen Ischamie in Ratten zeigte sich die intrazerebroventrikulare

(196

Injektion von Alpa-Eudesmol als effektiv und sicher durchzufiihren.'*® Asakura et al.

konnten zwar bei Versuchen zur Reduktion einer neurogenen Entzindung des
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Ganglion trigeminale im Rahmen der Migrane-Forschung durch iv. Gabe dieses
Wirkstoffs eine Reduktion der oben genannten Entziindung erreichen,®® dieses
Ganglion wird jedoch nicht von der Blut-Hirn-Schranke geschiitzt.**"

Die Injektion wurde zunachst durch eine mit Tusche-gefullte Spritze gelbt. Das
Gehirn wurde zehn Minuten nach Injektion der Tusche in den linken Seitenventrikel
entnommen und die Hemispharen durch eine Rasierklinge getrennt. Die korrekte
Injektion konnte durch das angefarbte Ventrikelsystem bestatigt werden. Es liel3 sich
unter stereotaktisch gefuhrter Injektion nach vorab im Anatomie-Atlas der Maus
bestimmten Koordinaten auf Anhieb eine Trefferquote von 100% erzielen. Alpha-
Eudesmol und die Vehikelsubstanz wurden mit separaten, aber baugleichen

Hamilton-Spritzen appliziert, die Spritzen nach jeder Applikation gereinigt.
5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Bedeutung des CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanals fur das SHT

Derzeit besteht die Therapie des SHT bzw. des traumatischen Hirnschadens
hauptsachlich in der Aufrechterhaltung bzw. Wiederherstellung einer maoglichst
optimalen Durchblutungs- und Oxygenierungssituation, um dem Hirnparenchym die
bestmoglichsten Voraussetzungen zur Regeneration zu bieten. Sind diese
Voraussetzungen geschaffen, wird versucht, den pathologisch gesteigerten
intrakraniellen Druck so weit wie mdoglich auf Normalwerte zu senken. Diese
Senkung kann zum einen operativ durch Entlastungskraniektomie, zum anderen
durch Hyperventilation als auch medikamentdos durch Mannitol-Infusionstherapie
sowie durch Sedativa wie Barbiturate und Propofol erreicht werden. Die
Sedativatherapie gilt jedoch aufgrund der Nebenwirkungen als nur beschrankt
einsetzbar.? %8929 5o empfiehlt die Internationale Schadelhirntrauma-Gesellschaft
(Brain Trauma Foundation) in ihrer aktuellen Leitlinie (Guidelines for the

©2) die Induktion eines

Management of Severe Traumatic Brain Injury, 3rd edition)
Barbituratkomas nur bei hamodynamisch stabilen Patienten, die nicht auf die
maximale Standardtherapie sowie operative Therapie ansprechen. Hohe
Dosierungen von Propofol erhdhen sogar die Morbiditdt (Propofol Infusions
Syndrom), so dass eine sorgfiltige Risiko-Nutzen Abwagung erfolgen muss.®? Bis
zum heutigen Tag existiert keine krankheitsspezifische medikamentose Therapie des

SHT.®?® Trotz guter Ergebnisse in experimentellen Versuchsserien konnte sich keine
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dieser vielversprechenden neuen Therapieansatze, wie zum Beispiel Kalzium- oder
Glutamat-Antagonisten in klinischen Studien behaupten.® 242 243)

Eine veranderte Kalzium-Homoostase gilt als ein entscheidender Faktor fur das
Fortschreiten des Sekundarschadens, sowohl in der weil3en, als auch in der grauen
Hirnsubstanz.®® Wenige Minuten nach Trauma zeigt sich intrazelluldr bereits eine
massiv erhdhte Konzentration freier Kalziumionen.?** 2%} Dabei gelangt Ca*
hauptsachlich  dber zwei Wege in die Zellen: Prasynaptisch durch
spannungsabhangige lonenkanale sowie postsynaptisch durch lonenkanale, welche
durch Glutamat aktiviert werden.“?) Ein erhohter prasynaptischer Ca**-Influx mit
konsekutiver Exozytose von Glutamat fuhrt zu Zellschwellung (zytotoxisches

Hirnddem), Apoptose, und Nekrose.?® #°)

Traumatisch bedingt werden
spannungsabhangige Kalziumkanale aktiviert, die einen Einstrom von Kalziumionen
in die Prasynapse auslésen.® 4% 3% Dies fiihrt Giber die Aktivierung von SNARE-
Proteine zur Exozytose von Glutamat in den synaptischen Spalt.*" Der
exzitatorische Neurotransmitter bindet postynaptisch an ionotrope und metabotrope
Glutamat-Rezeptoren und aktiviert Uber einen postsynaptischen Einstrom von
Kalziumionen Enzyme (Lipasen, Proteasen, NO-Synthasen), die zum Zelluntergang
fuhren. Dies resultiert in einem passiven Einstrom von extrazellularem Wasser in den

47-49, 51, 74, 84-86) Diese

Intrazellularraum und in einer zytotoxischen Zellschwellung.‘
Zellschwellung (zytotoxisches Hirnddem) erhoht den ICP und fuhrt im ungunstigsten
Fall zu einer letalen Herniation.“® ®® Bei starker intrazelluldrer Kalzium-Akkumulation
kommt es zudem zum Untergang der Mitochondrien und damit zum kompletten
Verlust ihrer Kalzium-Pufferfunktion, was den intrazellularen Kalziumanstieg weiter

(246-248) Das vermehrt im Extrazelluldrraum anfallende Kalium wird wie

vorantreibt.
Glutamat von Astrozyten Uber Natrium-getriebene Kotransporter aufgenommen.

Diese Kalzium-Glutamat-Kalzium-Kaskade, welche eine entscheidende Rolle in der
Entstehung und dem Vorantreiben des Sekundarschadens nach SHT besitzt, zeigt
zwei potentielle Angriffspunkte fiir eine zielgerichtete Therapie:“®) 1.) prasynaptisch
durch Blockierung der Kalziumkanale bzw. anderweitige Blockade /Reduktion der
Exozytose von Glutamat; 2.) postsynaptisch durch Blockierung der Glutamat-
Rezeptoren bzw. Beschleunigung der Glutamat-Elimination. Nimodipin und
Nicardipin (Blockade von L-Typ-Kalziumkanalen) sowie Ziconotid (Blockade von N-
Typ-Kalziumkanalen) zeigten in Phase IlI-Studien entweder keinen Vortell,

widerspruchliche Ergebnisse zwischen den einzelnen Studien oder sogar, wie im Fall
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von Ziconotid, einen Anstieg der Mortalitdt, was durch die systemischen
Nebenwirkungen (v. a. systemische Hypotension) bedingt war.“® 24925 Die
spezifische Blockade des CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanals durch Alpha-Eudesmol zeigte
bei Ratten nach fokaler zerebraler Ischamie, die — ahnlich wie ein SHT — zu einer

252,253 aine deutliche Reduktion des

massiv erhdhten Glutamat-Ausschittung fiihrt,"
Hirnddems sowie des Infarktareals.!"®® Der EinfluR einer CaV2.1(P/Q)-Blockade auf
den Sekundarschaden nach SHT wurde jedoch bisher nicht untersucht. Riluzol, ein
Inhibitor der prasynaptischen Glutamatausschuttung zeigte - jedoch nur bei Ratten -
nach SHT eine Reduktion des Hirnwassergehaltes sowie der oxidativen
Zellschadigung.®®* Trotz anfanglich guter Ergebnisse zeigte sich die Blockade von
Glutamatrezeptoren in vivo am Menschen nicht als wirkungsvoll.“® #° |n einer
tierexperimentellen Studie aus dem Jahr 2011 zeigte sich, wiederum bei
ischamischem Hirninfarkt, ein Reduktion des Zellschadens sowie der funktionellen
Folgeschaden durch Steigerung der Glutamatelimination mittels Heraufregulierung
der Expression von des Glutamattransporters GLT-1.2°®

Die selektive pharmakologische Blockade des CaV2.1-Kalziumkanals, der am
Anfang der  Kalzium-Glutamat-Kalzium  Kaskade  steht, stellt  einen
vielversprechenden neuen Ansatzpunkt in der SHT-Therapie dar.

Als Zufallsbefund zeigte sich in der Migrane-Forschung bei Patienten mit der S218L-
Mutation, welche einen gesteigerten Kalziumeinstrom durch den CaV2.1-
Kalziumkanals besitzen, eine deutlich erhohte Pradisposition zur Entwicklung eines
uberproportional gesteigerten Hirnddems nach Bagatell-Schadelhirntrauma. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung dieser Mutation zum erstenmal
systematisch auf ihre Bedeutung fur den Sekundarsachaden nach SHT untersucht.
Es konnte gezeigt werden, dass ein abnorm erhohter Kalziumeintrom uber den
CaV2.1-Kalziumkanal posttraumatisch ein deutlich erhdhtes Hirnédem, ein gro3eres
Lasionsvolumen sowie eine massiv gesteigerte Mortalitat bedingt. Das Ausmal}
dieser Effekte war direkt abhangig vom Grad der Offnungswahrscheinlichkeit dieses
Kanals, d.h. vom Genotyp der Versuchstiere. Die pharmakologische Blockade des
Kanals vor Trauma fiirrt zur Reduktion der Odementstehung und zu einer deutlich
geringer ausgepragten intrakraniellen Hypertension. Bei posttraumatischer Gabe
konnte der Sekundarschaden nach SHT nicht positiv beeinflusst werden. Eine
mogliche Erklarung fur diese Diskrepanz bitete die Arbeit von Hinzman et. Al aus

dem Jahr 2012: An Ratten konnte im Fluid Percussion Modell gezeigt werden, dass
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nach Trauma die fehlerhafte Elimination des bereits ausgeschutteten Glutamats der
entscheidender Faktor der Aufrechterhaltung dieser zellschadigenden Kaskade
darstellt und weniger eine erneute Exozytose.®” Des Weiteren ist bekannt, dass icv.
injizierte hydrophile Wirkstoffe nur sehr langsam in das Hirnparenchym
diffundieren,®® 2°) so dass ein posttraumatisch icv. verabreichter Inhibitor des
CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanals ggf. erst an seinem Wirkort ankommt, wenn bereits
Glutamat ausgeschuttet wurde. Eine weitere mdogliche Erklarung fur die fehlende
positive Wirksamkeit der posttraumatischen Verabreichung des spezifischen CaV2.1-
Kaziumkanalblockers konnte die Tatsache sein, dass Glutamat neben seiner Rolle in
der Entstehung der sekundaren Hirnschadigung®® auch fiir die Aufrechterhaltung
einer normalen Hirnfunktion bendtigt wird.®® Zwar konnte gezeigt werden, dass
Alpha-Eudesmol den CaVZ2.1-Kalziumkanal selektiv blockiert ohne den basalen
Kalziumeinstrom und damit die basale Glutamatausschiittung zu beinflussen, "% 1%°)
inwieweit jedoch eine Steigerung dieses Kalziumeinstroms posttraumatisch zur
Aufrechterhaltung wichtiger Stoffwechselvorgange bendtigt wird ist unklar. Die
Vorstellung, dass eine in gewissem Malle erhohte Aktivitat des beschriebenen
Kalziumkanals posttraumatisch benétigt wird, konnte auch erklaren warum eine
posttraumatische Blockade des CaV2.1-Kalziumkanals eher zu einer Verstarkung
des Sekundarschadens nach SHT fuhrte. Ziel weiterer Studien muss es deshalb
sein, eine Substanz zu entwickeln, welche den CaV2.1-Kaziumkanal in geringerem
Male oder reversibel inhibiert. Alpha-Eudesmol wurde fur die vorliegenden Arbeit
aufgrund der spezifischen und kompletten Blockierung des oben genannten
Kalziumkanals!'®* '** sowie seinem Erfolg in Ischdmieversuchen an Ratten (siehe

)1%) ausgewahlt, um dessen generelle Bedeutung fiir den Sekundarschaden

unten
nach SHT im Sinne einer ,proof of priciple® Studie zu untersuchen. Zwar konnte in
der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden, dass Alpha-Eudesmol keine
Nebenwirkungen auf wichtige physiologische Parameter (arterieller Blutdruck,
Serum-Elektrolyte und Hirndurchblutung) besitzt, eine Beeinflussung weiterer
intrazerebraler Reaktionen kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Auch konnte

das veranderte Millieu des Hirnparenchyms (verringerte Durchblutung,('®® 179 180)

') sowie Elektrolytdysbalance!'® 163 167 176)y nach enstandener

Gewebshypoxie!
Primarlasion eine viel hohere oder niedrigere Dosierungen erfordern als sie in der
durchgefuhrten Arbeit verwendet wurden. Zur Beantwortung dieser Fragestellungen

mussen weitere Studien durchgefuhrt werden.
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Die vorliegende Arbeit konnte erstmals die Bedeutung des CaV2.1(P/Q)-
Kalziumkanals fur die Entstehung des (zytotoxischen) Hirnddems mit der daraus
resultierenden Steigerung des ICP im Rahmen des Sekundarschadens nach SHT
nachweisen und tragt somit dazu bei, die komplexen pathophysiologischen

Mechanismen des Sekundarschdens nach SHT besser zu verstehen.

5.2.2 Bedeutung der kortikalen Streudepolarisation fur des SHT
Die CSD gilt im gesunden Hirngewebe als reversibles, nicht schadigendes Ereignis.

Sie filhrt zu einer voriibergehenden Hypoxie sowie Zellschwellung der Neurone.'**

165, 298, 2%9) Treten CSDs jedoch wahrend einer unzureichenden Durchblutungs- und
Oxygenierungssituation auf, wie dies potenziell nach SHT oder fokaler Ischamie der
Fall ist, kann dies zu einer irreversiblen Zellschadigung mit konsekutiver Verstarkung
des Hirnddems und somit des ICPs fiihren (159 165, 179, 258-260)

Wie bereits beschrieben 16st das SHT einen prasynaptischen Einstrom von
Kalziumionen dber den CaV2.1-Kalziumkanal aus, der in einer massiven
Glutamatausschuttung and somit in einer Veranderung der postsynaptischen
lonengradienten resultiert."** ") Dies wird als Trigger fiir die Entstehung einer bzw.
mehrerer aufeinanderfolgender kortikaler Streudepolarisationen angesehen.'¢! 261
Ausgelost durch die intiale physikalische Schadigung beim SHT breitet sich die CSD
hemispharenubergreifend und konzentrisch auf andere, bis dahin noch nicht
betroffene Hirnareale aus.!"*® 2@ Die fortschreitende Depolarisation der Neurone 16st
eine  unphysiologische  Veranderung der intra- und  extrazellularen
lonenkonzentrationen aus. Zur Wiederherstellung der physiologischen Verteilung der
lonen missen membranstandige lonenpumpen wie die Na*/K*-ATPase durch hohen

161,165  Gesundes

Energieverbrauch in Form von ATP aktiviert weden."
Hirnparenchym kann diesen Mehrbedarf an Energie durch eine Steigerung des
oxidativen Stoffwechsels decken, ist das Hirngewebe jedoch geschadigt, wie dies
nach SHT der Fall ist, kann die unzureichende Verfugbarkeit von Sauerstoff zu einer
Gewebshypoxie und zu einem fortschreitenden Gewebeuntergang losgelost vom
Primarschaden des SHT fiihren (,Spreading Ischemia®).(1%% 165 179, 258-260)

Die grof3e Bedeutung von Kalzium im Pathomechanismus der CSD wurde schon
1977 von Steinberg et al. beschrieben: Wahrend einer Streudepolarisation sinkt das

263)

interstitielle Kalzium um bis zu 90% des Ursprungswertes.( Spater konnte

nachgewiesen werden, dass Kalzium Sekunden vor der nachweisbaren elektrischen
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264-266)

Veranderung einer CSD massiv intrazelluldr ansteigt.’ Trotz des starken

Kalziumeinstroms ist der intrazellulare Kalziumanstieg geringer als der extrazellulare

266) Nach einem

Abfall dieses lons, weshalb ein intrazellularer Puffer vermutet wird.(
CSD-auslosenden Stimulus wird ein dreiphasiger Anstieg des intrazellularen
Kalziums in Neuronen beobachtet, welcher in zeitlicher Korrelation zu den oben

beschriebenen Anderungen des DC-Potentials steht.®*®

Der prasynaptische
Kalziumeinstrom 10st eine Glutamat-Ausschuttung und damit einen postsynaptischen
Kalziuminflux aus.®® ") Die Ausschiittung von Glutamat gilt als entscheidender
Faktor bei der Entstehung und Aufrechterhaltung der gestorten lonen-Homoostase,

die fir die CSD verantwortich gemacht wird.("®" 207

In  hippokampalen
organotypischen Kulturen konnte in vitro nachgewiesen werden, dass bei Gabe eines
NMDA-(Glutamat)-Rezeptor Antagonisten die Entstehung der Streudepolarisationn
um 83% verhindert werden konnte, bei Gabe eines selektiven P/Q-Kalziumkanal

%) Es wurde nachgewiesen, dass auch nicht spezifische

Blockers sogar um 92%.
Kalziumkanalblocker Auswirkungen sowohl auf die Anzahl als auch auf die
Ausbreitung der CSD-Wellen haben.?®® %) Da sie aber aufgrund ihrer fehlenden
Rezeptorspezifitat wahrscheinlich auch andere Mechanismen im Gehirn
beeinflussen, die wiederum Auswirkungen auf die CSD haben kdnnen, waren die
Ergebnisse — auch abhangig davon ob sie in vivo oder in vitro durchgefuhrt wurden —
sehr unterschiedlich und zum Teil widerspriichlich.?***#?’® Die Untersuchungen auf
diesem Gebiet beweisen, dass durch Blockade der Kalzium-Glutamat-Kalzium
Kaskade eine quantitative Reduktion der CSD-Wellen erreicht werden kann. Die
genaue Bedeutung der CSD-Wellen fur den Sekundarschaden nach SHT ist jedoch
noch weiterhin unklar.

CSDs sind, wie bereits oben erwahnt, nicht exklusiv im Rahmen des
Sekundarschadens nach SHT zu beobachten, sondern zeigten sich auch wahrend
der Aura einer Migrane.®”"?"3 Auch wenn einige Daten aus der Literatur vermuten
lassen, dass es sich bei diesen Streudepolarisationen um den ursachlichen
Mechanismus hinter diesen Auren handelt, ist deren Rolle weiterhin unklar.?”* Durch
die spezifische Blockade des CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanals durch Alpha-Eudesmol

273 'in der hier vorliegenden

lieR sich, konform mit der bereits vorhandenen Literatur'
Arbeit das Auftreten der Kalium-getriggerten CSD-Wellen vollstandig verhindern. In
zukunftigen Studien muss evaluiert werden, ob sich Alpha-Eudesmol auch in klinisch

anwendbareren Verabreichungsformen (per os, per injektionem) als wirkungsvoll
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gegen die CSDs zeigt und inwieweit dies einen Effekt auf die Aura und die
Schmerzsymptomatik der Migrane zeigt.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine erhohte
Offnungswahrscheinlichkeit des CaV2.1-Kalziumkanals, wie sie beim S218L homo-
und heterozygoten Tier vorliegt, neben der bereits von Van den Magdenbeerg
gezeigten erhdhten Anzahl an CSDs!"*® auch ein erhéhtes Nekrosevolumen nach
SHT bedingt. Diese S218L-Mutantenmause, die sich von normalen Mausen nur
durch eine Uberfunktion des oben genannten Kalziumkanals unterscheiden, zeigten
neben dem groReren Traumavolumen zudem noch ein deutlich gesteigertes
Hirnodem sowie eine massiv erhohte Mortalitat, wobei der Grad dieser beobachteten
Parameter direkt mit dem Ausmal} der KanalUberfunktion korreliert (Gen-Dosis-
Effekt). In nativen Tieren liel3 sich durch prainterventionelle spezifische Blockade des
CaV2.1-Kalziumkanals (Alpha-Eudesmol; icv.) nicht nur nur die Entstehung der
kortikalen Streudepolarisationn selbst bei maximaler Stimulation mit KCI-Losung
vollstandig verhindern, es konnte zudem auch eine signifikante Reduktion des
Hirnwassergehaltes sowie des erhohten ICPs erreicht werden. Es ist dehalb
anzunehmen, dass eine direkte Korrelation zwischen CSD und posttraumatischer
Hirnddemformation, sowie ICP-Steigerung besteht. Rogatsky et al. zeigten zuvor in
Ratten nach Fluid-Percussion-Trauma, dass die Frequenz von CSDs nur nach
schwerem SHT mit dem ICP korreliert (ICP>19 mmHg); eine Korrelation der beiden
Parameter konnte in leichtem bzw. mittlerem Trauma nicht gefunden werden, was

138.278) \/on Baumgarten et al.

durch von Baumgarten et al. bestatigt werden konnte.
I6sten jedoch die Streudepolarisationen durch epidurale KCI-Applikation aus.
Inwieweit traumatisch bedingte CSDs kompensiert werden konnen ist nicht bekannt.
In weiteren Studien muss deswegen die Relevanz der CSD-Wellen fur die
posttraumatische Hirnddembildung sowie an der Steigerung des ICP untersucht
werden. Zudem muss eruiert werden inwieweit es sich dabei um einen kausalen
Zusammenhang handelt oder um simultan ablaufende Phanomene. In der
vorliegenden Arbeit wurde der Effekt von Alpha-Eudesmol auf die CSDs in gesunden
Tieren nach einem Kalium-Stimulus untersucht, um eine generelle Bedeutung des
CaV2.1-Kalziumkanals auf die Entstehung der CSDs sowie dem Sekundarschadens
nach SHT nachzuweisen. In Folgestudien muss zum einen die Auswirkung der

kompletten selektiven Blockade des CaV2.1-Kalziumkanals auf die CSDs in den
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S218L-transgenen Tieren, zum anderen auf die Frequenz der CSDs nach SHT in

gesunden Mausen untersucht werden.

Die pratraumatische Injektion von Alpha-Eudesmol hatte keinen Einfluss auf das
Nekrosevolumen. Von Baumgarten et. al konnten bereits nachweisen, dass eine
Induktion zusatzlicher CSDs nach CCI keinen Einfluss auf den posttraumatischen
Parenchymschaden (Nekrosevolumen) hat.®® Dies unterscheidet sich von bei
fokaler zerebraler Ischamie gewonnenen Daten, die einen direkten Zusammenhang
zwischen CSD-Wellen und InfarktgroRe feststellen konnten."’" ') |n weiteren
Studien muss die Frage geklart werden, weshalb die CSD-Wellen, trotz der grof3en
pathophysiologischen Ahnlichkeiten beider Krankheitsbilder,?’”® bei der fokalen
zerebralen Ischamie zu einer Vergrof3erung des Nekrosevolumens fuhren, nach SHT
jedoch keinen sicheren Effekt besitzen. Zwar wird nach SHT eine deutlich geringere
Frequenz an CSDs beobachtet als nach Ischamie, dies erklart jedoch nicht die
Tatsache, dass eine kunstliche Steigerung dieser Streudepolarisationen auf eine, der
Ischamie vergleichbaren Frequenz das Nekrosevolumen nicht verandert.(®)
Zusammenfassend lasst sich aus den hier gewonnenen Ergebnissen unter
Berucksichtigung der oben genannten Literatur schlieBen, dass die kortikalen
Streudepolarisationen mit der posttraumatischen Hirnédementstehung und der ICP-
Steigerung wahrscheinlich in Zusammenhang stehen, jedoch bezogen auf den
erzielten Effekt keine Bedeutung fur die Grolle des Nekroseareals besitzen. Eine
selektive pharmakologische Blockade des CaV2.1-Kalziumkanals fuhrte zu einer
kompletten Hemmung der kortikalen Streudepolarisationen sowie zu einer Reduktion
des Hirnddems und des ICPs ohne das Nekrosevolumen zu beinflussen.

5.2.3 Bedeutung der S218L-Mutation fur die Prognose des SHT

Die Brain Trauma Foundation beschreibt in lhren Leitlinien im Kapitel Uber
Prognosefaktoren des SHT (,Early Indicators Of Prognosis In Severe Traumatic
Brain Injury®), dass eine genaue prognostische Abschatzung des Krankheitsverlaufs
nach erfolgtem SHT auch heutzutage noch nicht in auflreichendem Malz moglich

98) Ein im Marz 2014 veroffentlichter Artikel der International Collaboration on

ist.(
Mild Traumatic Brain Injury (MTBI), in dem Literatur von 2001 bis 2012 uber die
Prognose des (leichten) SHT bewertet wurde, kommt wie die Brain Trauma

Foundation zu dem Ergebnis, dass die Datenlage zur Prognoseabschatzung aktuell
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insuffizient ist und weitere Studien bendtigt werden, um eine adaquate
Praventionsarbeit und Behandlung von SHT-Patienten zu gewahrleisten.?”® Die
Prognoseabschatzung basiert heutzutage, wie oben beschrieben, mit Ausnahme des
Lebensalters des Patienten auf Faktoren, die erst posttraumatisch entstehen — wie
reduzierte GCS-Werte oder eingeschrankte Pupillenmotorik.

In neueren Studien wird zunehmend nach bereits pratraumatisch nachweisbaren
Prognosemakern fur das SHT gesucht, um Risikogruppen fur einen schweren
Verlauf so frih wie moglich zu identifizieren. So wurde in einer im Marz 2014
veroffentlichten Metaanalyse das Apolipoprotein E Epsilon 4 (APOE4)-Allel als
potenzieller Biomarker fiir ein schlechtes Outcome nach SHT identifiziert.(""®
Patienten mit diesem genetischen Merkmal zeigten in Vorstudien eine groRere

"2) In der Metaanalyse

Anzahl an Amyloid Beta-Protein Ablagerungen im Gehirn.‘
wurden 662 Patienten mit vs. 1614 ohne dieses genetische Merkmal verglichen. Das
APOE4-Allel war jedoch nur in Patienten mit asiatischer Ethnie sowie nur bei
schwerem SHT statistisch signifikant mit einer schlechten Prognose assoziiert. Eine
generelle Anwendbarkeit zur Prognoseabschatzung der SHT-Patienten lasst dies
somit nicht zu. Als weiterer genetischer Marker fur eine schlechte Prognose wurde
der Arg/Arg-Genotyp des Arg72Pro-Polymorphismus von p53 identifiziert.('?"
Glutamat sowie oxidativer Stress, bedingt durch das SHT, erhéhen in Neuronen die
Konzentration von p53, einem proapoptotischen Protein, welches fur Zelluntergang
und eine Verschlechterung der neurologischen Funktion v.a. bei leichtem SHT
verantwortlich ist.?*> %' Die oben genannte Mutation fiihrt zu einem erhdhten
posttraumatischen Vorkommen von p53 und war in der vorliegenden Studie, die 90
Kaukasier mit schwerem SHT umfasste, mit einer schlechteren Prognose
assoziiert.'?") Die Catechol-O-Methyltransferase (COMT), welche Dopamin zu 3-
Metoxytyramin abbaut, unterliegt einem Polymorphismus, der entweder eine hohe
oder eine geringe Enzymaktivitdit bedingt.'®® Patienten mit einer hohen
Enzymaktivitat, d.h. mit einem niedrigen kortikalen Dopaminspiegel zeigten nach
SHT eine schlechtere kognitive Funktion.'>® Eine neuere Studie aus dem Jahr 2014
konnte dies jedoch nicht bestatigen und zeigte, dass die kognitive Leistung nach
SHT in der Fruhrehabilitation von der Verletzungsschwere bedingt wird, unabhangig
von der Enzymaktivitat der COMT.('**) Patienten mit dem Dopamin D2-Rezeptor
(DRD2) T-Allel zeigten nach leichtem SHT eine schlechtere Leistung im California

Verbal Learning Test (ein neuropsychologischer Test fiir das verbale Gedachtnis)?%?
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sowie im Continuous Performance Test (ein computergestutzter Test zur Erfassung

122.283) Durch diese genetischen Marker des Dopamin-Systems

der Aufmerksamkeit)!
lasst sich jedoch bestenfalls eine Prognose der kognitiven Funktion treffen, es konnte
dadurch jedoch weder das Ausmal} des Sekundarschadens noch die Mortalitat nach
SHT abgeschatzt werden. Einen positiven Effekt auf die Prognose nach SHT zeigten
die Haplogruppen T und K der mitochondrialen DNA, wobei sich besonders die
Haplogruppe K auch in Patienten mit APOE4-Allel als giinstig erwies.!"'® Diese an
1094 Patienten mit SHT durchgefuhrte Studie zeigte, dass Menschen mit den oben
genannten Haplogruppen einen besseren Wert im Glasgow Outcome Score (ein
Score um die Erholung nach Hirnschadigung standardisiert und objektiv festzuhalten)
hatten, was durch eine geringere Anfalligkeit fir neuronale Degeneration erklart
wurde."""® Der genaue Einfluss auf den Sekundarschaden oder die generelle
Ubertragbarkeit, dieser Erkenntnis auf die Allgemeinbevélkerung ist jedoch noch
unklar.

Patienten mit der S218L-Mutation im CACNA1A-Gen zeigen bereits nach leichtem
SHT eine uberproportionale Hirnodementwicklung sowie eine deutlich gesteigerte
Anfalligkeit fir posttraumatische Epilepsien.(?5'2% 284 Djese Punktmutation fiihrt zu
einer erhohten Offnungswahrscheinlichkeit des prasynaptischen CaV2.1(P/Q)-
Kalziumkanals und steht somit am Beginn einer Kaskade aus Exozytose des
exzitatorischen Neurotransmitters Glutamat mit konsekutiver Zellschadigung und

48, 130, 139, 141, 144, 285) Das Ausmal des

Entwicklung des zytotoxischen Odems.'
Hirnddems, die Anzahl der posttraumatischen CSDs sowie die Mortalitat unterliegt
dabei einem Gen-Dosis-Effekt: Homozygote Trager der S218L-Mutation, die eine
Aktivierungsschwelle des CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanals nahe dem Ruhepotenzial der
Neurone besitzen, zeigten die starkste Auspragung des Hirnédems, die hochste
Mortalitat sowie die meisten CSDs nach SHT.* Dies konnte im ersten Teil der
vorliegenden Arbeit bestatigt werden. Heterozygote Mutanten besitzen eine
geringere Aktivitat des CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanals als homozygote, diese liegt
jedoch Uber der von Wildtyp-Tieren.®® Heterozygote Mause zeigten in der
vorherigen Studie Werte, die im Bezug auf Mortalitat, CSDs, ICP und
Hirnddementwicklung zwischen homozygoten und Wildtyp-Mausen liegen. Bei van
den Maagdenberg et al. zeigten heterozygote und wildtyp Tieren dieselbe
Mortalitét.("*
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen, dass die S218L-Mutation im
CACNA1A-Gen mit konsekutiver Funktionssteigerung des CaV2.1(P/Q)-
Kalziumkanals einen genetischen Pradiktor fir den Sekundarschaden nach SHT
darstellt: Hirnddem, ICP sowie Mortalitat zeigen sich, je nach Auspragung der
Mutation, massiv erhoht. Transgene Tiere mit der S218L-Mutation haben einen
ahnlichen Phanotyp wie Patienten mit dieser Mutation,"®” so dass eine
Ubertragbarkeit der hier gewonnenen tierexperimentellen Ergebnisse auf die
klinische Situation angemessen erscheint. Die genaue Pravalenz der S218L-
Genmutation in der Allgemeinbevodlkerung ist jedoch unbekannt. Patienten mit dem
S218L-Genotyp kdnnen einen Phanotyp aufweisen, der neben dem vollen klinischen
Spektrum der FMH auch vollig asymptomatisch sein kann, bis ein Erstereignis eines

131 _ zu einer

leichten SHTs — wie in dem von Kors et al. verdffentlichten Fallbericht'
massiven Hirnddementstehung fiihrt.'?”) In weiteren Studien muss deshalb die
Pravalenz der S218L-Mutation im CACNA1A-Gen in der Allgemeinbevdlkerung
untersucht werden, um diese als sinnvollen klinischen Prognoseparameter weiter
beurteilen zu kdnnen.

Diese S218L-Mutation im CACNA1A-Gen ist fur die klinische Maximalform der FHM1
verantwortlich: Neben den fur diese Krankheit typischen hemiplegischen
Migraneattacken weisen betroffene Patienten zusatzlich schwere Epilepsien, Ataxien
sowie die oben beschriebene Uuberproportionale Hirnddementstehung nach
Bagatelltrauma auf.(?6'?% 284 Dje R192Q-Mutation im selben Gen bewirkt eine
deutliche geringere Offnungswahrscheinlichkeit des CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanals und
ist bei Patienten nur mit einer klassischen FHM1 ohne zusatzlich neurologische
Pathologien verantwortlich. (13- 155 286. 287)

Neben den oben beschriebenen S218L- und R192Q-Mutatuionen gibt es jedoch
noch zahlreiche andere Punktmutationen im CACNA1A-Gen, die auch in Patienten
mit klassischer/typischer Migrane sowie in Kklinisch unauffalligen Menschen
nachgewiesen werden konnten.!"** 2%) Selbst wenn diese Genveranderungen nicht
zu einer derart massiven Aktivitatssteigerung des CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanals fuhren
wie dies bei der S218L-Mutation der Fall ist, kann jedoch auf der Basis des hier
bestatigten Gen-Dosis-Effektes angenommen werden, dass selbst leichte
Genveranderungen in dem CACNA1A-Gen einen verstarkten Hirnschaden nach SHT
bewirken konnen. Bei einer Migrane-Pravalenz von ca. 21 Millionen Menschen in

Deutschland®®® ist die Pravalenz der CACNA1A-Genmutationstrager bisher noch
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unbekannt. Patienten mit FHM neigen neben den oben beschriebenen Anfallen mit
Hemiplegie haufig auch zu typischen/klassischen Migrane-Anfallen. Dabei
unterscheiden diese sich in Bezug auf Schmerzcharakteristik, Lokalisation und Aura
nicht von den Migraine-Attacken in Nicht-FHM-Patienten. Des Weiteren haben
Verwandte ersten Grades dieser FMH-Patienten eine Pravalez von 75% fur eine
klassische Migraneerkrankung.!"*® '*® Es miissen weitere Studien erfolgen, um die
Epidemiologie dieser Mutationen zu klaren und um herauszufinden, inwieweit
,hormale“ Migrane-Patienten ein Risiko eines gesteigerten Sekundarschadens nach
SHT aufweisen. Auch ist der Ruckschluss zulassig, dass der durch Mutationen im
CACNA1A-Gen verstarkt aktivierte CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanal kausal an der
Entstehung nicht nur der FHM, sondern auch der klassischen/typischen Migrane
beteiligt sein kénnte.?*°)

In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal systematisch in einem experiementellen
Schadelhirntraumamodell gezeigt werden, dass die Odementstehung und der ICP
nach SHT am ausgepragtesten sind, je ausgepragter die S218L-Mutation ist, d.h. je
hoher die Offnungswahrscheinlichkeit des CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanals ist. Der
Schluss scheint deshalb zulassig, dass nicht nur die S218L-Mutation, sondern auch
die Auspragung der Offnungswahrscheinlichkeit dieses Kalziumkanals selbst einen
pradiktiven Wert fur die Prognose des SHT besitzt. Es wird die Aufgabe von
zukunftigen Studien sein, weitere genetische Marker zu untersuchen, mit welchen
sich der Funktionszustand des CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanals vorhersagen lasst, um

dadurch eine prazisere Prognose fur das SHT erstellen zu kdnnen.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Das Schadelhirntrauma (SHT) ist ein haufiges Krankheitsbild mit zunehmender
Inzidenz, einerhohen Mortalitat und haufig gravierenden Langzeitschaden bei
Uberlebenden.

Nach der primaren, durch das Trauma bedingten physikalischen Hirnschadigung
(Primarschaden) kommt es zur potenziell therapeutisch beeinflussbaren
Sekundarschadigung. Diese besteht aus einer Reihe unterschiedlicher
pathophysiologischer Vorgange, die zu einer Hirnddementstehung, einer Steigerung
des intrakraniellen Drucks sowie letztendlich zu einer signifikanten VergroRerung der
Primarlasion fuhren. Trotz der grollen Bedeutung des Sekundarschadens als
potenziellen therapeutischen Angriffspunkt sind dessen Pathomechanismen noch
nicht ausreichend bekannt. Eine prazise Vorhersage uber den Verlauf und damit
Uber Morbiditat und Mortalitédt des SHT, sowie eine spezifische Therapie ist somit
nicht moglich. Die Behandlung des SHT ist aktuell rein symptomatisch.

Patienten mit Familiarer Hemiplegischer Migrane (FMH), welche eine Punktmutation
(S218L) im CACNA1A-Gen aufweisen, die zu einer Uberfunktion im
spannungsabhangigen CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanal fuhrt, zeigen bereits nach einem
leichten SHT eine Uberproportionale Hirnddementwicklung. Dieser prasynaptische
Kalziumkanal I6st Uber den Einstrom von Kalzium die Exozytose des exzitatorischen
Neurotransmitters Glutamat aus, welches durch die Aktivierung postsynaptischer
Rezeptoren eine wichtige Rolle in der Entstehung des Sekundarschadens einnimmit.

Die Bedeutung dieses spezifischen Kanals fur die Entstehung des
Sekundarschadens nach Schadelhirntrauma wird erstmals in dieser Arbeit
untersucht. Dazu wurde das gut validierte Controlled-Cortical-Impact (CCl) Modell
verwendet.

Transgene Mause mit der oben beschriebenen S218L-Mutation im CACNA1A-Gen
zeigen einen deutlich vergroRerten sekundaren Hirnschaden nach SHT sowie eine
erhohte Mortalitat. Zudem weisen sie eine hohere Frequenz an Kkortikalen
Streudepolarisationen auf, ein elektrophysiologisches Phanomen, welches im
Verdacht steht zum Sekundarschaden nach SHT beizutragen. Dieser Effekt zeigte
sich Gen-Dosis-abhangig (homozygot > heterozygot > wildtyp).

Wurde in gesunden Tieren der CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanal vor CCIl durch Alpha-
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Eudesmol selektiv blockiert, konnte die traumatisch bedingte Hirndrucksteigerung
sowie Hinddementstehung signifikant verringert werden. Die Blockade des CaV2.1-
Kalziumkanals nach stattgehabtem SHT hatte keinen positiven Effekt auf den
posttraumatischen Hirnachaden.

Die vorliegende experimentelle Studie tragt zum Verstandnis der Mechanismen des
Sekundarschadens nach SHT bei: Der CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanal wurde als
wichtiger Ausgangspunkt fur die Entstehung des posttraumatischen Hirnodems
sowie der Steigerung des intrakraniellen Drucks nachgewiesen, sowohl in
Hirngewebe, welches eine Uberfunktion in diesem Kanal besitzt (S218L-Mutation des
CACNA1A-Gens) als auch in gesunden Gehirnen.

Es wird gezeigt, dass die pratraumatische Blockade des CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanals
einen signifikanten protektiven Effekt hinsichtlich Odementstehung und
Hirndrucksteigerung auffweist. Zudem wird die S218L Mutation des CACNA1A-Gens
als moglicher genetischen Pradiktor fur eine schlechte Prognose nach SHT
identifiziert.

Angesichts der Tatsache, dass CACNA1A-Mutationen auch in Patienten mit
klassischer Migrane ohne additionale Symptomatik vorhanden sein konnen, konnte
dieses bei 21 Mio. Migrane-Patienten allein in Deutschland ein wichtiger Schritt zur
Identifizierung einer neuen Risikogruppe sein.

Die hier erstmals nachgewiesene Bedeutung des CaV2.1(P/Q)-Kalziumkanals fur die
Entstehung des Sekundarschadens konnte zudem einen wichtigen Ansatzpunkt far
zukunftige gezielte Therapien darstellen. Es muss eruiert werden, ob der protektive
Effekt, der bis jetzt nur bei pratraumatischer icv. Injektion von Alpha-Eudesmol
nachgewiesen wurde, durch Dosisanderung oder Substanzadaptation auch bei
posttraumatischer Gabe erzielt werden kann.
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8 Appendix

8.1 Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung | Englisch Deutsch

ATP Adenosine Triphosphate Adenosintriphosphat

BGA Blood gas analysis Blutgasanalyse

Bp Base pair Basenpaar

CBF Cerebral blood flow Zerebrale Durchblutung

CCl Controlled cortical impact Kontrollierte zerebrale

Druckschadigung

CCT Cranial computed Kraniale Computertomographie
Tomography

CE Calomel electrode Calomel-Elektrode

CPP Cerebral perfusion pressure Zerebraler Perfusionsdruck

CSD Cortical spreading Kortikale Streudepolarisation
Depolarisation

DC Direct Current Direktstrom

EEG Electroencephalogramm Elektroenzephalogramm

FMH1 Familial Hemiplegic Migraine Familare Hemiplegische Migrane
Typ 1 Typ 1

GCS Glasgow Coma Scale Glasgow Koma Skala

ICP Intracranial pressure Intrakranieller Druck

icv. Intarcerebroventricular Intrazerebroventrikular

KCI Potassium chloride Kaliumchlorid

L Liquid Flussig

MAP Mean arterieal pressure Mittlerer arterieller Blutdruck

MEAN Mean Value Mittelwert

NO Nitric oxide Stickstoffmonoxid

ROS Reactive Oxygen Species Reaktive Saurestoffradikale

S Solid Fest
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SD Standard Deviation Standardabweichung

SHT Traumatic Brain Injury Schadelhirntrauma

8.2 Nissl-Farbung

70% Ethanol 2min
Kresylechtviolett 10min

Aqua dest. 3 x spulen
Aufsteigende Alkoholreihe je 2 x eintauchen  70%, 96%, 100%
Isopropanol 2min

Xylol | Smin

Xylol 1l Smin

Eindeckeln mit Eukitt® (O. Kindler GmbH & Co, Freiburg, Deutschland)
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