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1. Einleitung

1.1 Das Schadel-Hirn-Trauma

1.1.1 Definition

Die Deutsche Gesellschaft fur Neurochirurgie definiert das Schadel-Hirn-Trauma als
"Folge einer Gewalteinwirkung, die zu einer Funktionsstorung und/oder Verletzung des
Gehirns gefuhrt hat und mit einer Prellung oder Verletzung der Kopfschwarte, des
knochernen Schadels, der Gefalle und/oder der Dura mater verbunden sein kann" [1].
Es werden geschlossene Schadel-Hirn-Traumata, welche sich durch die
Unversehrtheit der Dura mater auszeichnen, und offene Schadel-Hirn-Traumata, bei

denen die Dura mater zerrissen ist, unterschieden [1].

1.1.2 Epidemiologie und Atiologie

Auf Basis der Datenerhebungen des Statistischen Bundesamtes lassen sich die
Sterbefalle in Folge eines Schadel-Hirn-Traumas in Deutschland sehr genau angeben.
So starben in Deutschland im Jahr 2014 7.573 Menschen an den Folgen von
Verletzungen des Kopfes (ICD-Code S00 - S09, [2]) [3]. Betrachtet man nur die
Todesfalle als Folge von intrakraniellen Verletzungen (ICD-Code S06.0 - S06.9, [2]),
so ergibt sich fur das Jahr 2014 eine Zahl von 5.995 Verstorbenen, was einem Anteil
von etwa 0,7% der insgesamt im Jahre 2014 in Deutschland verstorbenen Personen
entspricht (siehe Abb. 1) [3]. Der Anteil mannlicher Verstorbener ist dabei deutlich
hodher als der weiblicher Verstorbener (60,25% vs. 39,75%) [3]. Im Gegensatz zu den
Sterbefallen schwanken die Angaben zur Inzidenz des Schadel-Hirn-Traumas
aufgrund des Fehlens flachendeckend erhobener Daten, unterschiedlicher
Einschlusskriterien klinischer Studien und der Tatsache, dass ein bedeutender Teil der
Patienten mit Schadel-Hirn-Trauma sich nicht in arztliche Behandlung begibt,
betrachtlich [4, 5]. Rickels et al. publizierten 2011 eine gro® angelegte Studie, die die
Epidemiologie des Schadel-Hirn-Traumas in zwei Regionen Deutschlands beurteilte
[4]. Demnach betragt die Inzidenz des Schadel-Hirn-Traumas in Deutschland 332
Falle/ 100.000 Einwohner. Rechnet man dies auf die Gesamtbevolkerung
Deutschlands hoch, so ergeben sich absolut etwa 270.000 Schadel-Hirn-Traumata pro
Jahr.



Insgesamt| Mannlich | Weiblich
S06.0 Gehirnerschitterung 67 31 36
S06.1 Traumatisches Hirnédem 46 29 17
$06.2 Diffuse Hirnverletzung 128 86 42
S06.3 Umschriebene Hirnverletzung 554 296 258
$06.4 Epidurale Blutung 50 26 24
S06.5 Traumatische subdurale Blutung 1415 756 659
S06.6 Traumatische subarachnoidale Blutung 529 296 233
S06.7 Intrakranielle Verletzung mit verlangertem Koma (Coma prolonge 15 8 7
S06.8 Sonstige intrakranielle Verletzungen 473 259 214
S06.9 Intrakranielle Verletzung, n. n. bez. 2718 1825 893
Summe 5995 3612 2383
Anteil in % 100 60,25 39,75

Abb. 1: Todesfalle in Folge intrakranieller Verletzungen
(ICD-Code S06.0 - S0.6.9), modifiziert nach [3]

In einem Ubersichtsartikel tiber die Inzidenz des Schéadel-Hirn-Traumas in Europa
berichteten Tagliaferri et al. im Jahre 2006 Uber Inzidenzen zwischen 91 Fallen/
100.000 Einwohner in einer Region Spaniens und 546 Fallen/ 100.000 Einwohner in
Schweden [6]. Insgesamt errechneten die Autoren dieser Studie eine Inzidenz von 235
Fallen/ 100.000 Einwohner fir Gesamteuropa [6]. In den USA liegt die Inzidenz laut
einer Studie des Centers for Disease Control and Prevention (CDC) aus dem Jahre
2010 mit 577 Fallen/ 100.000 Einwohnern deutlich héher als in Europa [7]. Die World
Health Organisation schatzt die Inzidenz des Schadel-Hirn--Traumas sogar noch
deutlich héher ein als sie bisher in der Literatur beschrieben wurde. So geht sie von
einer Inzidenz allein der leichten Schadel-Hirn-Traumata von etwa 600 Fallen/ 100.000
Einwohnern aus [8]. Weltweit sind Manner deutlich haufiger von Schadel-Hirn-
Traumata betroffen als Frauen (ca. 60% zu 40%) [4]. Besonders haufig betroffen sind
junge Manner im Alter von 20-25 Jahren und altere Frauen im Alter von Uber 80
Jahren. Insgesamt sind Stirze mit Uber der Halfte aller Falle die haufigste Ursache von
Schadel-Hirn-Traumata, jedoch dominieren je nach Altersgruppe verschiedene
Unfallmechanismen. Im Kindesalter stellen Stlirze den haufigsten Trauma-
Mechanismus dar, wahrend im jungen Erwachsenenalter Verkehrsunfalle fur die
Mehrheit der Schadel-Hirn-Traumata ursachlich sind. Mit steigenden Alter nimmt dann
der Anteil der sturzbedingten Schadel-Hirn-Traumata wieder kontinuierlich zu, bis
dieser Trauma-Mechanismus im hohen Erwachsenenalter erneut die Hauptursache
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von Schadel-Hirn-Traumata darstellt [9]. Die meisten Schadel-Hirn-Traumata sind
entsprechend der Einteilung des klinischen Schweregrades anhand der Glascow
Coma Scale (GCS, siehe unten) als leicht und nur ein geringer Anteil als mittelschwer
oder schwer einzustufen (90,9%; 3,9% bzw. 5,2%) [4]. Die Letalitat des Schadel-Hirn-
Traumas steigt mit zunehmendem Lebensalter und hat sich in der Gruppe der Uber
75-Jahrigen im Vergleich zur Gruppe der 36-45-Jahrigen mehr als verdreifacht (3,1%
vs. 1,0%) [4]. Trotz der verhaltnismaRig geringen Letalitdt im Kindesalter ist das
Schadel-Hirn-Trauma in dieser Altersgruppe die zweithaufigste Todesursache (siehe
Abb. 2). Etwa einem Viertel aller Schadel-Hirn-Traumata geht ein Verkehrsunfall

voraus; bei schweren Schadel-Hirn-Traumata steigt dieser Anteil auf Uber 50%.

Die 10 haufigsten Todesursachen bei Kindern

Sterbefille 2014 nach der ICD-10

ICD-10 Von 1 Jahr bis unter 15 Jahren
|l Teies e

Positionsnummer Gestorbene Anteil in %
CT71 Bdsartige Neubildung des Gehirns (Hirntumor) 95 9.8
506 Intrakranielle Verletzung 51 53
R99 Sonstige ungenau oder nicht naher bezeichnete Todesursachen 40 41
G40 Epilepsie 37 3,8
T71 Erstickung 37 3,8
T75 Schaden durch sonstige dultere Ursachen 27 2,8
C91 Lymphatische Leukamie 26 27
TO7 Nicht naher bezeichnete multiple Verletzungen 23 2.4
C74 Bdésartige Neubildung der Nebenniere 20 2.1
G31 Sonstige degenerative Krankheiten des Nervensystems, anderenorts nicht klassifiziert 16 1,6

Abb. 2: Die haufigsten Todesursachen im Kindesalter [10]

1.1.3 Einteilung

Die Einteilung des Schadel-Hirn-Traumas erfolgt nach verschiedenen
Gesichtspunkten wie klinischem Schweregrad, dem Verletzungsmechanismus, der
Hauptpathologie in der Bildgebung oder der Pathophysiologie [11]. Die in der Klinik am
haufigsten angewendete Einteilung beruht auf dem Bewusstseinszustand des

Patienten und orientiert sich in der Regel an der erstmals 1974 von Teasdale und
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Jennett beschriebenen Glasgow Coma Scale (GCS) [12]. Die Glasgow Coma Scale
ist ein leicht durchfihrbares, gut reproduzierbares Instrument zur schnellen
Beurteilung des Bewusstseinsgrades. Es werden drei verschiedene Aspekte bewertet:
motorische Antwort, verbale Antwort und Augenoffnen. Wache und allseits orientierte
Patienten erhalten die Maximalpunktzahl von 15 Punkten, tief komatdse Patienten
ohne jegliche Reaktion auf aulere Reize die Minimalpunktzahl von drei Punkten (siehe
Abb. 3). Die Beurteilung intubierter Patienten stellt allerdings ein Problem dar, da die
verbale Antwort aufgrund von Intubation und Sedierung nicht beurteilbar ist [13, 14].
Die GCS erlaubt in eingeschranktem Male eine Abschatzung der Prognose des
klinischen Verlaufes. Wahrend nur etwa 20% der Patienten mit einem initialen GCS
von drei Uberleben und nur 8-10% langfristig in ihrem Alltag unabhangig von
personeller Hilfe bleiben, liegt die Mortalitat bei einem initialen GCS-Score von acht
oder hoher bei nur etwa 15% und etwa 80% dieser Patienten haben ein gutes

neurologisches Outcome [15].

Priifung Reaktion Punkte

Augendffnen Spontan
Auf Ansprache
Auf Schmerzreiz
Keine Reaktion

= N Wk

Motorik Befolgen von Aufforderungen
Gezielte Abwehr auf Schmerzreiz
Fluchtreaktion auf Schmerzreiz
Beugesynergismus auf Schmerzreiz
Strecksynergismus auf Schmerzreiz
Keine Reaktion

= NWkOO®

Sprache Orientierte Antwort
Desorientierte Antwort
Sinnlose Worte
Einzelne Laute
Keine Reaktion

= NWhkO

w
i

—
(4 ]

Abb. 3: Glasgow Coma Scale, modifiziert nach [16]
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Bei 13-15 Punkten spricht man von einem leichten Schadel-Hirn-Trauma. Es findet
sich keine oder lediglich eine kurz andauernde Bewusstseinsstorung, jedoch keine
fokal-neurologischen Defizite oder strukturellen Schaden des Hirnparenchyms [17]. In
der Regel kommt es nach einem leichten Schadel-Hirn-Trauma zu einer vollstandigen
Remission, jedoch werden auch persistierende Kopfschmerzen sowie lang anhaltende
Stérungen des Kurzzeitgedachtnisses und der Konzentration beobachtet [18, 19]. Ein
mittelschweres Schadel-Hirn-Trauma liegt bei einem GCS von 9-13 Punkten vor; ab
einem Punktewert von acht Punkten oder weniger spricht man von einem schweren
Schadel-Hirn-Trauma. In der Gruppe der schweren Schadel-Hirn-Traumata finden sich
in nahezu allen Fallen strukturelle Hirnschaden wie Kontusionen, Blutungen (epidural,
subdural, subarachnoidal, intraparenchymatos), Odem, ischdmische Nekrosen und
Shearing Injuries [20, 21]. Etwa ein Drittel der Patienten mit schwerem Schadel-Hirn-
Trauma bendtigt eine neurochirurgische Intervention, etwa 60% der Patienten weisen
ernsthafte Verletzungen weiterer Organsysteme auf und die Mortalitat ist mit etwa 40%
sehr hoch [21, 22]. Im Verlauf koénnen Epilepsie, Hydrozephalus und
Hypophysenfunktionsstorungen auftreten [23-25]. Eine weitere auf dem klinischen
Schweregrad beruhende Einteilung des Schadel-Hirn-Traumas, welche im Gegensatz
zur Glascow Coma Scale eine verbesserte Beurteilung intubierter Patienten zulasst,
ist der Full Outline of UnResponsiveness Score (FOUR-Score), der leicht und gut
reproduzierbar zu erheben ist und eine Einschatzung der Prognose zulasst [26]. Er
bewertet wie die Glascow Coma Scale die Reaktion der Augen sowie die motorische
Antwort/ Funktion. Zusatzlich werden Hirnstammreflexe und das Atemmuster evaluiert,
was im Gegensatz zur Beurteilung der verbalen Antwort auch bei intubierten Patienten
moglich ist [26]. Weiterhin existiert eine Vielzahl weiterer auf dem klinischen
Schweregrad basierender Einteilungssysteme, welche jedoch im klinischen Alltag

kaum verwendet werden [21, 27-29].

Eine weitere Moglichkeit, das Schadel-Hirn-Trauma einzuteilen, beruht auf dem
Verletzungsmechanismus. Es werden direkte stumpfe, penetrierende sowie
Akzelerations-/ Dezelerationstraumata unterschieden [11, 21]. Direkte stumpfe und
Akzelerations-/ Dezelerationstraumata fuhren eher zu diffusen Verletzungen wie z.B.
dem diffus axonalem Schaden (diffuse axonal injury, DAI) als Folge von
Scherverletzungen der Nervenzellfortsatze, wahrend penetrierende Traumata eher zu
Gefalverletzungen fuhren [11]. Zusatzlich kann zwischen offenem und

geschlossenem Schadel-Hirn-Trauma unterschieden werden, was vor allem im
13



Hinblick auf die deutlich erhohte Infektionsgefahr bei offenen Verletzungen von
Bedeutung ist [30]. In der Literatur wird zudem der Verletzungsmechanismus des
Explosionstraumas (blast induced traumatic brain injury/ blast injury) beschrieben, der
vor allem im militarischen Bereich wichtig ist, da er mit Schuss- oder
Bombenverletzungen assoziiert ist und zunehmend im Fokus wissenschaftlicher
Untersuchungen steht [11, 31]. Das Explosionstrauma zeichnet sich durch ein
Zusammenspiel dreier pathophysiologischer Prozesse aus: Der durch die Explosion
entstehende Uberdruck flihrt zur Ausbildung eines Hirnédems, freigesetzte
Metallfragmente verursachen penetrierende Verletzungen des Schadels sowie des
Hirngewebes und starke Hitzeentwicklung resultiert in Verbrennungen von Haut und
Schleimhauten [32]. Zusatzlich kann das Wegschleudern durch die entstehende
Druckwelle eine aullere physische Gewalteinwirkung auf den Schadel und andere

Korperteile verursachen und so zu Verletzungen fuhren.

Eine bildmorphologische Klassifikation stellt der 1992 erstbeschriebene und in der
Folge modifizierte Marshall-Score dar, welcher auf der computertomographischen
Bildgebung basiert [33, 34]. Er unterscheidet sechs Kategorien, wobei unter anderem
die Abgrenzbarkeit der basalen Zisternen, das Vorhandensein einer
Mittellinienverlagerung oder einer intrakraniellen Blutung bewertet werden. Insgesamt
stellt er eine verhaltnismafig komplizierte, jedoch prognostisch prazise Einteilung des
Schadel-Hirn-Traumas dar [34].

SchlieBlich ist auch eine Klassifikation beruhend auf der Pathophysiologie in primaren

und sekundaren Hirnschaden maoglich [11].

1.1.4 Pathophysiologie

Die Schadigung des Gehirngewebes lauft nach dem Schadel-Hirn-Trauma in zwei
Phasen ab. Es wird der sofort entstehende Primarschaden, der durch direkte
Gewalteinwirkung auf den Schadel und das Gehirn entsteht, vom so genannten
sekundaren Hirnschaden unterschieden, welcher sich mit Verzogerung von bis zu
mehreren Tagen durch eine Vielzahl von durch die primare Schadigung ausgeldste
Prozesse entwickelt [11]. Da primare Hirnschadigungen im Moment des Traumas
entstehen und von Art und Schwere der Verletzung abhangig sind, sind sie lediglich

durch praventive Malinahmen zu verhindern, wahrend sekundare Prozesse durch die
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zeitliche Verzogerung ihres Auftretens potentielle Angriffspunkte fur therapeutische
Ansatze darstellen [35, 36].

1.1.4.1 Primarer Hirnschaden

Der primare Hirnschaden entsteht im Moment der direkten, aulderen Gewalteinwirkung
auf Schadel und Gehirngewebe [37]. Dabei kann es zu fokalen und diffusen
Verletzungen kommen. Die nach einem Schadel-Hirn-Trauma am haufigsten
beobachteten fokalen Verletzungen sind vor allem frontal und temporal auftretende
Kontusionen, Epidural- und Subduralhamatome, traumatische
Subarachnoidalblutungen, intrazerebrale und intraventrikulare Blutungen sowie
Frakturen des Schadeldaches, der Schadelbasis und der Orbita [37-40]. Frakturen
konnen dabei imprimiert, disloziert oder nicht disloziert sowie offen oder geschlossen
vorliegen. Das vor allem nach indirektem Schadel-Hirn-Trauma am haufigsten
beobachtete diffuse Verletzungsmuster ist der diffuse axonale Schaden als Folge von
auf die Nervenzellfortsatze (Axone, daher axonaler Schaden) einwirkenden
Scherkraften [37-39, 41]. Hierbei kommt es zu einer durch Unterbrechung des
axonalen Transportes bedingten Schwellung und einer unter anderem durch
Kalziumeinstrom verursachten Schadigung des Zytoskeletts der Axone vor allem im
Corpus callosum und in Fasertrakten, die Grol3- und Kleinhirn verbinden [41-44].
Letztendlich kdnnen diese Prozesse zum Absterben der Axone fuhren.

1.1.4.2 Sekundarer Hirnschaden

Direkt nach einem Schadel-Hirn-Trauma kommt es um den Bereich der primaren
Schadigung zu einem deutlichen Abfall der Hindurchblutung (cerebral blood flow, CBF)
vom physiologischen Normwert von etwa 50 ml/ 100 g/ min [45-49]. Als Mechanismus
dieses Abfalls der =zerebralen Durchblutung werden sowohl Vasospasmen,
Thrombosen als auch ein NO-Mangel diskutiert [50-52]. Die Zellen werden in der Folge
nicht mehr in ausreichendem MalRe mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgt; es
resultieren Gewebshypoxie und Energiesubstratmangel [53, 54]. Ab einem
Durchblutungsabfall unter 10 ml/100 g/ min kommt es zu einem Versagen der
lonenpumpen der Zellmembran und damit zum Zusammenbruch der

Elektrolythomdostase [53-56]. Es kommt in der Folge zur Depolarisation der Zellen mit
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konsekutiver Freisetzung von Glutamat in den Extrazellularraum [57, 58]. Das
freigesetzte Glutamat wird entlang des extra-intrazellularen Na*-Gradienten
gemeinsam mit Na*-lonen von Astrozyten in den Intrazellularraum aufgenommen, was
zum Anstieg der intrazellularen Osmolaritat und somit schlieRlich zum Einstrom von
Wasser nach intrazellular fiihrt — das so genannte zytotoxische Odem entsteht [59,
60]. Weitere Faktoren, die die Entstehung des zytotoxischen Hirnédems begulnstigen,
sind die aufgrund von anaeroben Stoffwechselprozessen entstehende Laktatazidose
[59, 61-63] und die durch Kalziumeinstrom bedingte Entstehung von
Sauerstoffradikalen und oxidativem Stress [53]. Die modifizierte Monroe-Kellie-Doktrin
besagt, dass im starren und geschlossenen System der Schadelkalotte der
intrakranielle Druck durch die Summe der drei Kompartimente Hirnparenchym,
intrakranielles Blutvolumen und Liquorvolumen bestimmt wird [64-66]. VergroRert sich
das Volumen eines der drei Kompartimente, wie im Falle des zytotoxischen
Hirnddems, so kann diese Volumenzunahme in bestimmtem Malle durch eine
Reduktion des Volumens eines oder beider anderen Kompartimente, also
Verdrangung von Blutvolumen oder Liquor nach extrakraniell, kompensiert werden.
Ubersteigt die  Volumenzunahme des  Hirnparenchyms jedoch  die
Kompensationskapazitat, kommt es aufgrund der fehlenden Compliance des starren
Schadels zu einer exponentiellen Zunahme des intrakraniellen Drucks (intracranial
pressure, ICP). Der intrakranielle Druck hat Einfluss auf den zerebralen
Perfusionsdruck (cerebral perfusion pressure, CPP), welcher wiederum die zerebrale

Durchblutung determiniert [39].

zerebraler Perfusionsdruck mittlerer arterieller Blutdruck - intrakranieller Druck

CPP = MAP - ICP

Abb. 4: Zusammenhang zwischen zerebralem Perfusionsdruck, mittlerem arteriellem

Blutdruck und intrakraniellem Druck, modifiziert nach [39]
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Steigt nun der intrakranielle Druck aufgrund des zytotoxischen Odems, sinkt die
ohnehin schon kritisch eingeschrankte zerebrale Durchblutung insbesondere um den
Primarschaden herum weiter. Dies ist besonders problematisch, da das an die primare
Lasion angrenzende, noch vitale Gewebe, die sogenannte Penumbra, deutlich
vulnerabler gegenuber Ischamie als intaktes Hirngewebe ist [67, 68]. Das Penumbra-
Konzept beschreibt um die primare Lasion gelegene Gewebeareale, welche nicht wie
die primare Lasion irreversibel, sondern reversibel geschadigt sind. In diesen
Gewebearealen kommt es unter anderem aufgrund eines Durchblutungsabfalls auf
etwa 50% des Normalwertes zur Minderversorgung mit Sauerstoff und zur
Gewebshypoxie, welche wiederum dazu flhrt, dass hauptsachlich anaerobe
Stoffwechselprozesse, wie z.B. die anaerobe Glykolyse, ablaufen [69, 70]. Weiterhin
kommt es zur Einwanderung und Aktivierung von inflammatorischen Zellen, was den
Energiebedarf steigert [71]. Dieser gesteigerte Bedarf kann durch anaerobe
Stoffwechselprozesse nur fur eine bestimmte Zeit sichergestellt werden, danach
kommt es zum irreversiblen Absterben des Gewebes. Eine therapeutische
Beeinflussung der pathophysiologischen Prozesse in der traumatischen Penumbra,
wie z.B. eine Verbesserung der Gewebeischamie, kann eine irreversible Schadigung
verhindern und somit den sekundaren Hirnschaden verringern [72]. Sinkt die zerebrale
Durchblutung allerdings unter die kritische Schwelle von 10 ml/ 100 g/ min, kommt es
sowohl im Bereich der primaren Schadigung als auch in der traumatischen Penumbra
zu irreversiblen Nekrosen [46-48]. Durch den Zelluntergang kommt es zum
Zusammenbruch der zunachst noch intakten Blut-Hirn-Schranke und in der Folge zum
Einstrom osmotisch wirksamer Moleklle, wie z.B. intrazellularer Proteine, in das
Interstitium; das so genannte vasogene Odem entsteht [53, 54, 73]. Neben dem
Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke spielen in der klassischen Definition vor allem
auch eine durch die Ischamie bedingte Vasoparalyse und eine Erhéhung der
GefaRpermeabilitat als Ursache des vasogenen Odems eine groRe Rolle [73-75].
Diese pathophysiologischen Prozesse konnen bereits direkt nach dem Trauma und
damit deutlich vor dem Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke oder auch zeitgleich
auftreten, sodass die eine Form des Hirnddems nicht zwingend als Ursache der
anderen angesehen werden kann. Letztendlich ist die zeitliche Abfolge der dem
posttraumatischen Hirnédem zugrundeliegenden pathophysiologischen Prozesse

nicht vollends aufgeklart und bleibt Grundlage kontroverser Diskussionen [76-78].
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Die Zunahme des Hirnparenchymvolumens fuhrt im Sinne eines Circulus vitiosus zu
einem fortschreitenden Anstieg des ICP, welcher wiederum in einer Reduktion des
zerebralen Perfusionsdrucks und damit der zerebralen Durchblutung resultiert. Als
Folge der Schwellung des Hirnparenchyms kommt es je nach Lokalisation der Lasion
zur Verdrangung von Hirngewebe in unterschiedliche Bereiche des Schadels. Dabei
kann es an anatomischen Engstellen innerhalb der Kalotte zur Druckschadigung des
Hirnparenchyms kommen, der sogenannten Herniation (,Einklemmung®, siehe Abb. 5).
Man unterscheidet je nach Lokalisation transtentorielle, subfalcine, aufsteigende
zerebellare, tonsillare und die seltenen transalaren (Herniation durch den grofien
Keilbeinfligel) und transkraniellen (Herniation durch einen Kalottenfrakturspalt)
Herniationen [37, 79]. Klinisch sind dabei verschiedene Einklemmungssyndrome zu
beobachten, welche durch progressive Beeintrachtigung von Pupillo-, Okulo- und
Willkirmotorik sowie von Atmung und Hirnstammreflexen imponieren [29, 79]. Es
lassen sich dienzephale, mesenzephale, pontine und medullare Syndrome

unterscheiden [79].

Abb. 5: Schematische Darstellung der haufigsten Herniationstypen:
1: subfalcine Herniation, 2: transtentorielle Herniation, 3: tonsillare Herniation,

4:aufsteigende cerebellare Herniation; modifiziert nach [80]
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Zusatzlich zur Herniation des Hirnparenchyms mit den resultierenden klinischen
Symptomen wird durch Einengung des Foramen magnum auch der vendse Abstrom
und der Liquorabfluss in den Spinalkanal behindert, was zu einem Anstieg des
intrakraniellen Flussigkeitsvolumens und somit ebenfalls zur Erhohung des
intrakraniellen Drucks fuhrt, wodurch die zerebrale Mangeldurchblutung und somit das

Fortschreiten des sekundaren Hirnschadens weiter beglnstigt wird [39].

Uber die genannten Faktoren hinaus gibt es eine Vielzahl von weiteren
Pathomechanismen, die zur Entstehung des sekundaren Hirnschadens nach Schadel-
Hirn-Trauma beitragen. So konnte gezeigt werden, dass das Kallikrein-Kinin-System
nach Schadel-Hirn-Trauma aktiviert wird und durch Erhohung der Gefalipermeabilitat
und Bildung von Sauerstoffradikalen die Entstehung des posttraumatischen
Hirnddems begunstigt [51, 53, 74, 81-84]. Ein weiterer Faktor, der das sekundare
Nekrosewachstum beeinflusst, ist die gestorte Wasserhomdostase uber Aquaporine.
Mehrere Studien geben Hinweise darauf, dass es nach einem Schadel-Hirn-Trauma
zu einer vermehrten Expression von Aquaporin-4 kommt und dieses Uber eine
Verstarkung der Schwellung der Astrozytenfortsatze eine ursachliche Rolle in der
Entstehung des Hirnddems spielt [85-87]. Ferner scheint auch eine Beeintrachtigung
der Funktion der Mitochondrien eine Rolle in der Entstehung des sekundaren
Hirnschadens zu spielen [53, 88]. So konnte gezeigt werden, dass es nach Schadel-
Hirn-Trauma zur Translokation des Apoptose-Induzierenden-Faktors (AIF), eines
mitochondrialen, pro-apoptotischen Molekulls, in den Zellkern kommt, was zur
Caspase-unabhangigen Apoptoseinduktion fuhrt. Die Inhibition von AlF fuhrt zu einer
Reduktion des Zelluntergangs. SchlieRlich kommt es direkt nach dem Trauma zu einer
erhdhten Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) [52, 89-93]. Dieser Anstieg dauert
jedoch nur sehr kurz an, anschliel}end kommt es zu einer lang anhaltenden Hemmung
von nNOS und eNOS sowie einem Anstieg von iNOS [52, 89-91, 94]. Es resultiert
insgesamt ein NO-Mangel, welcher durch inhalative Applikation von NO, welche
selektiv Arteriolen in der traumatischen Penumbra dilatiert, therapeutisch beeinflusst
werden kann und den sekundaren Schaden deutlich reduziert [95, 96]. Des Weiteren
scheint der Anstieg von iNOS die Ausbildung des Sekundarschadens zu unterstutzen,
da die Inhibition von INOS das sekundare Nekrosewachstum reduziert [97]. Als
mdgliche Mechanismen dieser NO-bedingten Schadigung gelten eine Induktion von

oxidativem Stress Uber die Bildung von Peroxynitrit, ein Versagen der
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Energieproduktion durch Hemmung von glykolytischen und mitochondrialen Enzymen
sowie eine DNA-Schadigung und Hemmung der DNA-Replikation [98].

1.1.4.3 Rolle der Inflammation nach Schadel-Hirn-Trauma

Einen weiteren wichtigen pathophysiologischen Aspekt der Entstehung des
sekundaren Hirnschadens stellen durch das Schadel-Hirn-Trauma angestolRene
inflammatorische Prozesse dar. Dabei kommt es zunachst innerhalb von Minuten nach
dem Trauma durch Freiliegen von negativ geladenen Oberflachen, wie z.B.
Basalmembranen und Freisetzung von intrazellularen Molekulen, wie DNA, RNA und
ATP, zur Aktivierung des Kontaktsystems [51]. Dieses besteht aus den
Gerinnungsfaktoren XI und XII, Prekallikrein sowie dem nicht-enzymatischen Kofaktor
Kininogen und fuhrt nach Aktivierung zur enzymatischen Freisetzung von Bradykinin
aus Kininogen [99]. Bradykinin wiederum bedingt eine verstarkte Freisetzung von NO,
was zur Vasodilatation, Erhéhung der GefalRpermeabilitat und somit schliellich zur
Odementstehung fiihrt [74, 81, 83, 84]. Stunden bis Tage nach Trauma kommt es zur
Einwanderung von Leukozyten, wobei nicht eindeutig geklart ist, ob diese einen
direkten Einfluss auf die Entstehung des sekundaren Hirnschadens haben. So konnte
z.B. in Mausen, in denen das Adhasionsmolekil ICAM-1 (intracellular adhesion
molecule-1) ausgeknockt worden war, eine deutliche Reduktion des Hirnddems nach
experimentellem Schadel-Hirn-Trauma nachgewiesen werden, wahrend die
Leukozyten-Akkumulation unbeeinflusst war, was eher flr eine untergeordnete Rolle
der Leukozyten-Einwanderung in der Entstehung des akuten sekundaren
Hirnschadens spricht [100, 101]. Wahrend die Rolle der zellularen Immunantwort in
der Entstehung des akuten Sekundarschadens eine eher geringere Bedeutung zu
haben scheint, koénnte sie in der Entstehung von chronischen
Funktionseinschrankungen nach Schadel-Hirn-Trauma umso wichtiger sein. So
konnte Tage bis Monate und sogar Jahre nach Schadel-Hirn-Trauma eine Aktivierung
von Mikroglia und Einwanderung von Monozyten nachgewiesen werden [102, 103].
Insgesamt wird der akute sekundare Schaden nach Schadel-Hirn-Trauma vor allem
durch die Aktivierung des Kontaktsystems beeinflusst, wahrend die zellulare
Immunantwort hauptsachlich in der Entstehung chronischer Pathologien nach
Hirnschadigung beteiligt zu sein scheint [50, 51, 101, 104].

20



1.1.4.4 Extrakranielle Faktoren des posttraumatischen Hirnschadens

Neben lokalen Mechanismen gibt es auch systemische Faktoren, die die Entstehung
des sekundaren Hirnschadens begunstigen. Viele Studien konnten eindeutig zeigen,
dass bereits eine einzige Episode systemischer arterieller Hypotonie die Prognose
nach Schadel-Hirn-Trauma negativ beeinflusst, unabhangig davon, ob sie sich in der
Prahospitalphase oder im klinischen Setting ereignet [105-108]. Der untere Grenzwert
scheint dabei bei einem mittleren arteriellen Blutdruck (mean arterial pressure, MAP)
von 80-90 mmHg zu liegen [106, 107]. Des Weiteren stellt auch eine systemische
Hypoxie mit einer Blutsauerstoffsattigung unter 90% einen unabhangigen Risikofaktor
fur ein schlechtes Outcome nach Schadel-Hirn-Trauma dar [108-111]. Ferner haben
Patienten, die ein Schadel-Hirn-Trauma erlitten haben, ein deutlich erhdhtes Risiko fur
die Entstehung einer tiefen Venenthrombose, welche in der Folge zur Lungenembolie
und damit zur vitalen Bedrohung fuhren kann [112]. Nach einem Schadel-Hirn-Trauma
steigt der tagliche Kalorienbedarf deutlich an, sodass insbesondere bei intubierten
Patienten auf ausreichende Kalorienzufuhr geachtet werden muss, da eine
Hypoglykamie mit einer schlechteren Prognose vergesellschaftet ist [113, 114]. Dabei
gilt es jedoch zu beachten, dass auch Hyperglykamie einen unabhangigen Risikofaktor
fur ein schlechtes Outcome darstellt und der Blutzuckerwert somit engmaschig
Uberwacht und gegebenenfalls korrigiert werden muss [115, 116]. Die
pathophysiologischen Prozesse, die in Folge eines Schadel-Hirn-Traumas in Gang
gesetzt werden, konnen zudem eine systemische Entzindungsreaktion auslosen,
welche den sekundaren Hirnschaden wiederum aufgrund der mit der Entzindung
vergesellschafteten systemischen Hypotonie, Hypoxie sowie Fieber negativ
beeinflussen kann [50, 51, 117-119]. Auch eingebrachtes Fremdmaterial, wie externe
Ventrikeldrainagen oder Messsonden zur Bestimmung des intrakraniellen Drucks, und
insbesondere eine Beatmung mittels orotrachealer Intubation kénnen zur Entstehung

von Infektionen beitragen und somit die Prognose negativ beeinflussen [120, 121].

1.1.5 Therapie

Obwohl die Pathophysiologie des Schadel-Hirn-Traumas in den letzten Jahrzehnten
Gegenstand intensiver Forschungsbemuhungen war und so vielfaltige Angriffspunkte
fur spezifische Therapien identifiziert werden konnten, ist es bisher nicht gelungen, in
klinischen Studien einen Nutzen einer spezifischen Therapie des Schadel-Hirn-
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Traumas zu belegen [1, 36, 40, 122, 123]. Daher ist die aktuelle Standardtherapie
weiterhin auf die Beeinflussung der Symptome der Erkrankung und nicht deren

kausaler pathophysiologischer Prozesse fokussiert.

1.1.5.1 Klinische Standardtherapie in Anlehnung an die Guidelines der Brain
Trauma Foundation

Das Hauptaugenmerk der im klinischen Alltag durchgefuhrten Therapie des Schadel-
Hirn-Traumas liegt auf der therapeutischen Beeinflussung von intrakraniellem Druck
und zerebralem Perfusionsdruck. Systemische Hypotonie unter einem systolischen
Wert von 90 mmHg und Hypoxie unter einer Sauerstoffsattigung im Blut von unter 90%
haben einen negativen Einfluss auf die Prognose nach Schadel-Hirn-Trauma und
mussen daher in allen Stadien der Therapie intensiv uberwacht und umgehend
korrigiert werden [109]. Dies geschieht Ublicherweise mittels intravendser Infusion von
iso- oder hypertonen kristalloiden Lésungen, bei Therapieresistenz auch durch den
Einsatz von Bluttransfusionen und Katecholamintherapie und im Falle der Hypoxie
mittels Sauerstofftherapie per Nasenbrille oder Sauerstoffmaske bzw. bei komatdsem
Patienten mittels orotrachealer Intubation und kontrollierter Ventilation [1, 109].
Weiterhin sollte zunachst eine Oberkdrperhochlagerung auf 30° sowie gegebenenfalls
eine Sedierung des Patienten zur Vermeidung von mit Spitzen des intrakraniellen
Drucks einhergehenden Unruhezustanden erfolgen [1, 35, 39]. Ist der intrakranielle
Druck durch diese MalRnahmen nicht adaquat zu kontrollieren, kann die Gabe von
Osmodiuretika wie Mannitol oder hyperosmolaren Ldsungen (z. B. 7,5%ige
Kochsalzlésung) erfolgen [1, 35, 39]. Bei komatdsen Patienten, deren Vigilanzniveau
nicht durch serielle klinische Untersuchungen zu Uberwachen ist, wird eine invasive
Messung des intrakraniellen Drucks, z.B. mittels einer an einen Drucksensor
gekoppelten externen Ventrikeldrainage (EVD), empfohlen [1, 35, 39]. Dieses
Vorgehen bringt zudem die Moglichkeit mit sich, kontinuierlich oder in Fallen von
Spitzen des intrakraniellen Drucks auch intermittierend Uber die EVD Liquor zu
drainieren und so den ICP zu senken [1, 35, 36, 39]. Eine weitere Therapieoption stellt
die moderate Hyperventilation (Kohlendioxidpartialdruck im Blut (PaCO2) 30 - 33
mmHg, Normwert 35-45 mmHg) dar [1, 35, 39]. Diese fuhrt zur Hypokapnie
(angestrebter PaCO2 30 - 33 mmHg) und induziert in der Folge eine Vasokonstriktion

der Hirngefalle, was wiederum zur Reduktion des zerebralen Blutvolumens flhrt und

22



somit den intrakraniellen Druck senkt [1, 35, 39]. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass
die ohnehin posttraumatisch meist eingeschrankte zerebrale Durchblutung durch die
Vasokonstriktion kompromittiert und die ischamische Komponente des sekundaren
Hirnschadens somit negativ beeinflusst werden kann. Schlie3lich werden bei weiterer
Therapieresistenz Barbiturate eingesetzt, welche eine Reduktion des zerebralen
Sauerstoffbedarfs und eine Umverteilung des Blutes zugunsten ischamischer Areale
bewirken [35, 36, 39]. Hierbei sind jedoch haufig die Tonusverminderung des
sympathischen Nervensystems mit resultierender arterieller Hypotonie und die
kardiodepressive Wirkung der Barbiturate therapielimitierend [39].
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Abb. 6: Schematische Darstellung der dekomressiven Hemikraniektomie, aus [124]

Konnten in der Bildgebung, z.B mittels Computertomographie oder
Magnetresonanztomographie, raumfordernde intrakranielle Verletzungen
nachgewiesen werden, sollten diese umgehend chirurgisch entlastet werden [1, 35,
36]. Absolute und dringliche Operationsindikationen sind hierbei das (raumfordernde)
akut subdurale sowie das epidurale Hamatom oder Uber Kalottenbreite dislozierte
Kalottenfrakturen. Eine wirksame operative Therapiemoglichkeit zur Senkung des

intrakraniellen Drucks stellt je nach Lokalisation des Traumas die dekompressive uni-
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oder bilaterale Hemikraniektomie bzw. die bifrontale Kraniektomie dar [1, 35, 36, 39].
Bei dieser sogenannten Entlastungskraniektomie wird ein groer Teil des
Schadeldachs operativ entfernt und die Dura mater eréffnet bzw. mittels Duraplastik
erweitert, um dem traumatisierten Hirngewebe die Expansion zu ermoglichen und so
den intrakraniellen Druck zu senken (siehe Abb. 6) [124, 125]. Nachdem in der
DECRA-Studie, der ersten gro3en prospektiven, randomisiertern, kontrollierten,
multizentrischen Studie zur Evaluation des Effekts der dekompressiven Kraniektomie,
kein positiver Effekt auf die Mortalitat und das funktionelle Outcome beobachtet
werden konnte, zeigen Hutchinson et al. in der aktuell publizierten RESCUEicp-Studie,
dass die Durchfihrung einer dekompressiven Kraniektomie bei unzureichendem
Therapieerfolg unter konservativen TherapiemalRnahmen die Mortalitat nach zwdlf
Monaten signifikant von 52% auf 30% senkt, wobei sich der Anteil der Patienten mit
gutem neurologischen Outcome nach zwolf Monaten auch in dieser Studie nicht
signifikant von dem der Kontrollgruppe unterscheidet [126, 127]. Weitere Studien
mussen in Zukunft klaren, welche Patienten nicht nur im Hinblick auf die Mortalitat,
sondern auch auf das funktionelle Outcome von einer dekompressiven Kraniektomie

profitieren, um eine optimale Patientenselektion zu ermoglichen.

Die Standardtherapieoptionen zur Therapie des Schadel-Hirn-Traumas werden in
Abbildung 7 zusammengefasst.

Euvolamie MAP CPP Liguordrainage PaCO2 Mannitol Sedierung

(zVvD 5-10 (=90 (=70

mmHg) mmHg) mmHg)
ICP <25 mmHg | + + + + 35 - -
ICP >25 mmHg | + + + + 30-35 |+ +
Herniation + + + + 25-30 | + +

Abb. 7: Ubersicht liber die routinemaRig in der Klinik eingesetzten Therapieoptionen
des Schadel-Hirn-Traumas, modifiziert nach [35].

In allen Therapiestufen sind chirurgisch erreichbare Raumforderungen von
signifikanter GrolRe zu evakuieren. Weitere Therapieoptionen der Stufe zwei und drei
umfassen die dekompressive Hemikraniektomie und den Einsatz von Anasthetika.
Z\V/D: zentralvenoser Druck
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1.1.5.2 Experimentelle Therapieansatze

Zusatzlich zu den standardmallig im klinischen Alltag eingesetzten Therapien des
Schadel-Hirn-Traumas existieren weitere Therapieoptionen, deren Wirksamkeit
jedoch bisher in klinischen Studien nicht sicher nachgewiesen werden konnte [1, 40,
122, 123]. So besteht in Deutschland aktuell keine klare Empfehlung fir den Einsatz
von therapeutischer Hypothermie, hyperbarer Sauerstofftherapie, hamostatischen
Medikamenten, wie z.B. Tranexamsaure, Antibiotika bei offenen Schadel-Hirn-

Verletzungen und den routinemafigen Einsatz von Antikonvulsiva [1].

Neben symptomatischen Therapieansatzen wurde am Tiermodell und in vitro eine
Vielzahl an Mdglichkeiten, in die pathophysiologischen Mechanismen des Schadel-
Hirn-Traumas einzugreifen und auf diese Weise einen neuroprotektiven Effekt zu
erzielen, beschriecben. Dazu zahlen Dbeispielsweise die Inhibition des
Transkriptionsfaktors NFkB, der Lipidperoxidase, der Cyclooxygenase 2, von NMDA-
und Kalziumrezeptoren, des Tumornekrosefaktors a und des Kallikrein/Kinin-Systems
sowie die Gabe von Torasemid, Progesteron und inhalativem NO [40, 83, 95, 123, 128,
129]. Allerdings konnte bisher fur keinen dieser Ansatze im Rahmen einer klinischen
Studie ein eindeutiger Nutzen fur den Patienten nachgewiesen werden. So zeigen zum
Beispiel zwei aktuelle, gro® angelegte Studien mit insgesamt Uber 2.000 Patienten,
dass Progesteron, eines der aufgrund von experimentell gewonnenen Daten sowie
positiven Ergebnissen in Phase Il Studien vielversprechendsten Pharmaka, letztlich
keinen positiven Effekt auf das klinische Outcome nach schwerem Schadel-Hirn-
Trauma hat [130, 131].

1.2 Ziel der Arbeit

Trotz jahrzehntelanger Anstrengungen, neue Therapiekonzepte zu entwickeln, ist die
Therapie des Schadel-Hirn-Traumas weiterhin rein symptomatisch [1]. In Tier- und In-
Vitro-Modellen wurde eine Vielzahl an neuen pharmakologischen Therapieansatzen,
welche die pathophysiologischen Vorgange des sekundaren Hirnschadens
beeinflussen sollen, beschrieben [40, 122, 123]. Um die Effekte neuer Wirkstoffe im
Tiermodell beurteilen zu kénnen, mussen diese haufig vor Applikation durch eine
Tragersubstanz in Losung gebracht werden. Damit die Wirkung dieser Pharmaka
exakt beurteilt werden kann, darf die Tragersubstanz selbst keinen Effekt auf die zu
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untersuchenden Parameter haben, da die beobachtete Wirkung sonst nicht eindeutig
einer bestimmten Substanz zuzuordnen ist. Als Tragersubstanzen in der Erforschung
neuer neuroprotektiver Wirkstoffe, aber auch im klinischen Alltag kommen sehr haufig
organische Losungsmittel zum Einsatz [132-137]. Bisher ist es jedoch weitestgehend
unklar, ob diese selbst neuroprotektives Potential besitzen und somit Einfluss auf die
Beobachtungen klinischer und experimenteller Studien nehmen kénnen. Daher war es
Ziel der vorliegenden Studie, den Effekt verschiedener, haufig verwendeter
Losungsmittel auf den sekundaren Hirnschaden nach experimentellem Schadel-Hirn-
Trauma zu evaluieren und dadurch die geeignetsten Substanzen zur Verwendung als
Tragerstoff in der Erforschung neuer neuroprotektiver Therapien zu identifizieren. Die
im Rahmen der Arbeit untersuchten Substanzen werden im folgenden Abschnitt
ausfuhrlich beschrieben. Bei Nachweis einer Beeinflussung sollte der Effekt auf

unterschiedliche Parameter des sekundaren Hirnschadens untersucht werden.

2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Die Experimente wurden an mannlichen C57BI/ 6 Mausen (Charles River, Killegg,
Deutschland) mit einem Korpergewicht von 20-25 g durchgefiihrt. Die Versuchstiere
wurden unter einem Zyklus von 12 Stunden Helligkeit gefolgt von 12 Stunden
Dunkelheit gehalten und hatten freien Zugang zu Nahrung und Flussigkeit. Samtliche
Versuche erfolgten in Einklang mit den Tierschutzbestimmungen und nach dem von
der Regierung von Oberbayern genehmigten Protokoll Az. 55.2-1-54-2531-132-11.

2.2 Randomisierung und Verblindung

Die Versuchstiere wurden den Experimenten zufallig zugeteilt; vor Beginn des
Experiments wurden sie durch Losziehung in die verschiedenen Versuchsgruppen
randomisiert. Die die zu injizierenden Substanzen beinhaltenden Spritzen wurden fur
alle Versuchsreihen von einer nicht in die Durchfuhrung oder Auswertung der
Versuche einbezogenen Person prapariert, die Zuordnung einer Versuchsgruppe zu

einer Substanz war bis zur Entblindung nicht moglich. Die an der Durchfiihrung und
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Auswertung der Daten beteiligten Personen wurden erst nach abgeschlossener

Datenauswertung entblindet.

2.2 Narkose

Die Narkoseeinleitung erfolgte in einer speziell angefertigten Narkosekammer mit
5%igem Isofluran (Forene®©, Abbot GmbH, Wiesbaden, Deutschland) per inhalationem
uber 45 Sekunden. Wahrend der CCI-Operation wurde die Narkose uber eine
Beatmungsmaske mit einer Erhaltungsdosis von 1%igem Isofluran in einem Luft-
/Sauerstoffgemisch  (69%/30%) aufrechterhalten. Die Korpertemperatur der
Versuchstiere wurde intraoperativ mit Hilfe einer Uber eine rektale Temperatursonde
rickgekoppelten Heizplatte (FHC, Bowdoinham, Maine, USA) konstant bei 37°C

gehalten.

2.3 Analgesie

Die Analgesie der Mause wurde durch intraperitoneale Injektion von Buprenorphin
(Temgesic©, RB Pharmaceuticals Ltd., Berkshire, Vereinigtes Konigreich) in einer
Dosierung von 0,1 mg/Kg Koérpergewicht 15 Minuten vor Versuchsbeginn und alle acht

Stunden nach erstmaliger Applikation sichergestellt.

2.4 Controlled-Cortical-impact-Modell (CCl)

Zur Traumainduktion wurde das in der Literatur erstmalig 1988 von James W. Lighthall
an Frettchen beschriebene und von unserer Arbeitsgruppe vor 15 Jahren etablierte
Controlled-Cortical-Impact-Modell verwendet [138]. Die Operation erfolgte in
Bauchlagerung. Der Kopf der Maus wurde in einer stereotaktischen Halterung (Kopf
Instruments®, Tujunga, Kalifornien, USA) fixiert und die Augen der Maus fur die Dauer
der Operation durch Applikation einer Dexpanthenol-Creme (Bepanthen®, Bayer,
Leverkusen, Deutschland) vor dem Austrocknen geschutzt. Nach Anlegen eines etwa
zwei Zentimeter messenden Hautschnittes Uber der Sagittalnaht wurde die Galea
aponeurotica mittels zweier Pinzetten nach lateral abprapariert. Anschliel3end erfolgte

mit Hilfe einer Diamantfrase (Rewatronic Products, Wald - Michelbach, Deutschland;
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Bohrkopf GD890R, Durchmesser 0,6 mm, Aesculap, Tuttlingen, Deutschland) unter
dem OP-Mikroskop (Zeiss OPMI® 1, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) eine
Kraniotomie von etwa 1 x 1 Zentimetern, wobei penibel auf die Schonung der Dura
mater geachtet wurde. Die Begrenzungen der Kraniotomie stellten nach rostral die
Koronarnaht und nach medial die Sagittalnaht mit dem darunter liegenden Sinus
sagittalis superior dar (siehe Abb. 8). Der praparierte Knochendeckel wurde im
Rahmen der Kraniotomie nach medial hin an der Sagittalnaht fixiert belassen, sodass

er vor dem Aufsetzen des Stempels nach medial aufgeklappt werden konnte.

Abb. 8: Position der Kraniotomie und des Traumas. Rotes Rechteck: Kraniotomie;

blauer Kreis: Position der Traumainduktion

Die Traumainduktion erfolgte mit Hilfe eines pressluftbetriebenen Stempels
(Spezialanfertigung, L. Kopacz, Universitat zu Mainz, Deutschland, siehe Abb. 9). Das
Gerat ermoglicht, die Eindringtiefe und die Kontaktzeit des Stempels mit der Dura
mater sowie dessen Aufprallgeschwindigkeit auf der Dura mater separat zu justieren.
Weiterhin kann die Trajektorie des Stempels in allen drei Raumebenen
millimetergenau definiert werden. In allen Versuchsreihen wurde die Eindringtiefe auf
einen Millimeter, die Kontaktzeit auf 150 Millisekunden und die Aufprallgeschwindigkeit
auf acht Meter pro Sekunde justiert. Vor Traumainduktion erfolgte eine Rotation der
Kopfhalterung des stereotaktischen Rahmens und damit des Schadels des

Versuchstieres um drei Grad nach links, um ein exakt senkrechtes Auftreffen des
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Stempels auf der Dura mater zu gewahrleisten. AnschlieBend wurde der gesamte
Operationstisch so unter der CCl-Maschine platziert, dass der Stempel rechtwinklig
auf die Dura mater auftreffen konnte. Das Auslosen des CCI erfolgte mittels
Knopfdruck. Der Operationstisch wurde anschlieRend schnellstméglich wieder in die
Ausgangsposition unter dem OP-Mikroskop gebracht, sodass die Kraniotomie
umgehend mittels Gewebekleber (Histoacryl®, Braun-Melsungen, Melsungen,
Deutschland) verschlossen werden konnte. Der Hautverschluss erfolgte abschlielend
in Einzelknopftechnik mittels monofilem Nahtmaterial (5-0 Prolene, Ethicon©, Johnson
& Johnson®, Norderstedt, Deutschland).

Abb. 9: Die CCIl-Maschine
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2.5. Arteria-Cerebri-Media-Okklusionsmodell (MCAo) -

Modell des ischamischen Schlaganfalls

Die Versuche zur zerebralen Ischamie wurden am in unserer Arbeitsgruppe bereits
vielfach verwendeten MCAo-Modell durchgefuhrt [96, 139-143]. Hierbei wurden die
Mause zunachst wie bereits beschrieben anasthesiert und in Rickenlage gelagert.
Nach medianer zervikaler Hautinzision erfolgte die Darstellung der linken A. carotis
communis sowie der linken A. carotis externa. Nach Ligieren dieser beiden Gefalie
wurde eine Arteriotomie der A. carotis communis durchgefuhrt und ein
silikonbeschichtetes Monofilament der Starke 8-0 bis in die linke A. cerebri media
vorgeschoben. Bei korrekter Filamentlage konnte mittels transkranieller Laser-
Doppler-Messung (Perimed 4001 Master, Perimed, Jarfalla, Schweden) im
Versorgungsgebiet der A. cerebri media ein signifikanter Abfall des CBF
nachgewiesen werden. Die Ischamiedauer betrug in allen Versuchen 60 Minuten.
SchlielBlich wurden sowohl das Filament als auch die Laser-Doppler-Messsonde
entfernt, die Ischamie somit beendet und die Haut in Einzelknopftechnik mittels
monofilem Faden (5-0 Prolene, Ethicon©, Johnson & Johnson©, Norderstedt,
Deutschland) verschlossen. Nach 24 Stunden erfolgte die Hirnentnahme und die

Bestimmung des Infarktvolumens (siehe unten).
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ACA MCA

ACI

D ACC

Abb. 10: Schematische Darstellung des A. cerebri media- Okklusions-Modell der
zerebralen Ischamie. ACC: A. carotis communis, ACE: A. carotis externa, ACI: A.
carotis interna, ACA: A. cerebri anterior, MCA: A: cerebri media, Blau:

silikonbeschichtetes Filament

2.6 Korpergewicht

Das Korpergewicht als Parameter flr das Allgemeinbefinden der Versuchstiere wurde
jeweils direkt vor Versuchsbeginn und 24 Stunden nach Traumainduktion mit einer
Prazisionswaage (Mettler-Toledo GmbH, Giel3en, Deutschland) bestimmt. Der

Gewichtsverlust wird absolut (in Gramm) und als Prozent des Ausgangsgewichts
angegeben.
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2.7 Bestimmung des Nekrosevolumens

2.7.1 Histologische Aufarbeitung

Zur histologischen Bestimmung des Nekrosevolumens wurden coronare
Gefrierschnitte der Gehirne angefertigt. Die Hirnentnahme erfolgte je nach
Versuchsgruppe 15 Minuten bzw. 24 Stunden nach Traumainduktion. Hierzu wurden
die Versuchstiere mittels hochdosierter Isofluraninhalation (5% Uuber eine Minute,
Forene®©, Abbot GmbH, Wiesbaden, Deutschland) in tiefe Narkose versetzt und per
zervikaler Dislokation getdtet. Der Kopf wurde abgetrennt und das Gehirn unter
Verwendung von Mikrodissektoren sorgfaltig aus dem Schadel prapariert. Nach
Abtrennen der Bulbi olfactorii und des Hirnstammes wurde das Gehirn in
Trockeneispulver eingebettet und in pulverisiertem Trockeneis gefroren. Bis zur
weiteren Verarbeitung erfolgte die Lagerung bei -20°C. Die Anfertigung der
Gefrierschnitte erfolgte mit Hilfe eines Kryostaten (Cryostar MH 560, Microm, Walldorf,
Deutschland). Nach Einbettung (Tissue - Tek®, Sakura Finetek Europe, Zoeterwoude,
NL) wurden 1000 Mikrometer hinter dem Bulbus olfactorius beginnend alle 500
Mikrometer insgesamt 14 koronare Schnitte von jeweils zehn Mikrometern Dicke
angefertigt und auf Objekttrager aufgebracht. Die Gewebeschnitte wurden
anschlieBend nach Nissl (siehe Abb. 11) zehn Minuten in Kresylechtviolett gefarbt,
fixiert und eingedeckelt (Eukitt®, O. Kindler GmbH & Co, Freiburg, Deutschland).

1. 70% Ethanol 2 min eintauchen
2. Kresylechtviolett 10 min eintauchen
3. Destilliertes Wasser in drei Becken jeweils zweimaliges Eintauchen

4. Aufsteigende Alkoholreihe

- 70% Ethanol zweimaliges Eintauchen
- 96% Ethanol zweimaliges Eintauchen
- 100% Ethanol zweimaliges Eintauchen
- Xylol 1 5 min eintauchen
- Xylol 2 5 min eintauchen

Abb. 11: Farbeprotokoll modifiziert nach Nissl

32



2.7.2 Histomorphometrie

Die histomorphometrische Auswertung der Gefrierschnitte erfolgte mit Hilfe eines
Lichtmikroskops (Olympus BX 41, Olympus, Hamburg, Deutschland) bei 12,5-facher
VergroRerung. Mittels einer auf das Mikroskop montierten, mit einem Computer
verbundenen Kamera (Olympus Camedia C5050, Olympus, Hamburg, Deutschland),
wurden digitale Aufnahmen der Schnitte angefertigt. Mit Hilfe einer
Auswertungssoftware (Olympus DP-Soft, analySIS, Version 3.2., Olympus, Hamburg,
Deutschland) wurden flr jede Schnittebene die Flachen der beiden
GroBhirnhemispharen sowie des jeweiligen Nekroseareals vermessen und das
Nekrosevolumen schliellich anhand der Formel Vn= A1 x 0,5 + A2x 0,5...+ A14x 0,5
errechnet (siehe Abb. 12).

Abb. 12: Histomorphometrische Bestimmung des Nekrosevolumens
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2.8 Bestimmung des Hirn-Wassergehaltes

Die Bestimmung des Hirn-Wassergehaltes als Parameter fur die Hirnodementwicklung
erfolgte mit der Feucht-Trocken-Methode. Hierfir wurden die Gehirne wie oben
beschrieben aus dem Schadel prapariert und im Anschluss an die Entfernung des
Hirnstamms in eine gekuhlte Schnittmatrix gegeben. Danach wurden die beiden
Hemispharen mit einer Rasierklinge exakt median voneinander getrennt und jeweils in
ein vorher abgewogenes Wageglas (35 x 30mm, Schott AG, Jena, Deutschland)
gegeben. Auf die Bestimmung des Feuchtgewichtes (Mettler-Toledo, Gielen,
Deutschland) folgte die Trocknung der Proben in einem Warmeschrank (Memmert,
Schwabach, Deutschland) bei einer Temperatur von 100°C far 24 Stunden.
Anschliel3end erfolgte die Bestimmung des Trockengewichtes. Der Hirn-Wassergehalt

wurde gemaf Abb. 13 errechnet.

, Feuchtgewicht (g) — Trockengewicht (g)
Hirnwassergehalt (%) = - Feucf_ltqewicht (q)_ — x 100

Abb. 13: Formel zur Berechnung des Hirnwassergehaltes

2.9 Neurological Severity Score (NSS) zur Bewertung der

neurologischen Funktion

Zur Evaluation der neurologischen Funktion der Versuchstiere wurde eine modifizierte
Form des in der Literatur vorbeschriebenen Neurological Severity Scores erhoben [95,
144]. Diese neurologische Testbatterie besteht aus zehn Teilbereichen und bewertet
Motorik, Orientierung, Reflexe, Koordination und Gleichgewicht. Es kénnen minimal
null Punkte und maximal 20 Punkte erreicht werden, wobei hdhere Punktewerte fur ein
schlechteres neurologisches Outcome sprechen. Die genaue Punkteverteilung ist in
Abb. 14 dargestellt. Der Neurological Severity Score wurde jeweils direkt vor Beginn
des Experiments und 24 Stunden nach Traumainduktion erhoben. Tiere, die bereits
praoperativ _einen Score von Uuber zwei Punkten erreichten, wurden von der

Randomisierung ausgeschlossen.

34



Open Field Versuch

1) Maus verlasst den Versuchsbereich binnen einer Minute 0 Punkte
2) Maus betritt den Ring mit den Vorderpfoten 1 Punkt
3) Weder 1) noch 2) 2 Punkte

Suchverhalten

1) Physiologisches Suchverhalten 0 Punkte
2) Verlangsamtes Suchverhalten 1 Punkt
3) Keine Bewegung 2 Punkte

Geradeauslaufen

1) Mdglich 0 Punkte

2) Nicht méglich 1 Punkt

3) Keine Bewegung 2 Punkte
Schreckreflex

1) Maus springt nach dem Klatschen reflexartig hoch 0 Punkte

2) Maus springt nach dem Klatschen nicht hoch 2 Punkte

Beam Walk (dreimalige Durchfiihrung, 1cm, 2cm und 3cm Kantenldnge)

1) Zigiges Laufen, keine Fehltritte 0 Punkte
2) Verlangsamtes Laufen, Fehltritte 0,5 Punkte
3) Herabfallen nach einigen Schritten 1 Punkt

4) Sofortiges Herabfallen 2 Punkte

Hemiparese

1) Volle Kraft 0 Punkte
2) Verringerte Kraft 1 Punkt

3) Keine Bewegung moglich 2 Punkte

Klettern am Holzstab (zweimalige Durchfiihrung, runder und eckiger Holzstab)

1) Kein Herabfallen auch unter Schitteln 0 Punkte

2) Festhalten mit zwei Pfoten nach Schiitteln 0,5 Punkte

3) Herabfallen nach Schiitteln 1 Punkt

4) Herabfallen ohne Schitteln 2 Punkte
Maximalwert 20 Punkte

Abb. 14: Bewertung der neurologischen Funktion anhand des Neurological Severity
Scores (NSS)
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2.10 Testsubstanzen

2.10.1 Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dimethylsulfoxid ist ein amphiphatisches Molekil mit der Summenformel (CH3)2SO.
Es besteht aus einer polaren und zwei apolaren Gruppen (s. Abb. 15), was seine
Loslichkeit sowohl in wassrigen als auch in organischen Medien erklart [145]. Bei
Raumtemperatur ist es flissig sowie farb- und geruchlos [146].

O

1
S

7”7\
H,C” “CH,

Abb. 15: Strukturformel des DMSO

Aufgrund seiner physikalischen Eigenschaften ist DMSO ein sowohl klinisch als auch
experimentell sehr haufig eingesetztes Losungsmittel [129, 132-135, 145, 147-160]. In
der vorliegenden Studie kam eine 1%ige DMSO-L6sung zum Einsatz. Diese relativ
niedrige Konzentration wurde gewahlt, weil fur hohere Dosierungen vielfaltige Effekte
von DMSO auf die im Gehirn nach Schadigung ablaufende Prozesse beschrieben
wurden, welche die Versuchsbeobachtungen verfalschen kénnten, und ein Einsatz als
Lésungsmittel auch in deutlich geringeren Dosierungen maoglich ist. Bereits seit den
1960er-dJahren wurden die pharmakologischen Eigenschaften von DMSO von
mehreren Arbeitsgruppen genauer untersucht [161-163]. Fur die Maus wurden dabei
abhangig vom jeweiligen Applikationsweg LDso-Werte von 3,1-9,2 g/kg KG bei

intravendser Applikation bis 21,4-28,3 g/kg KG bei peroraler Applikation ermittelt [146,
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161, 163]. Der LDso-Wert beschreibt hierbei jene Dosierung, bei der 50% der
Versuchstiere gestorben sind. Beim Menschen sind bei Dosierungen bis 8 g/kg KG pro
Tag keine Nebenwirkungen zu erwarten, jedoch wird eine Tagesgesamtdosis von
maximal 1 g/kg KG empfohlen [159, 164, 165]. Die maximale Konzentration im
Gewebe ist beim Menschen etwa vier bis sechs Stunden nach Aufnahme erreicht [146,
159]. Die Halbwertszeit t12 betragt abhangig von der Applikationsart zwischen 12
Stunden bei transdermaler und 96 Stunden bei intravendser Applikation. Die
Ausscheidung erfolgt hauptsachlich renal, jedoch in geringem Malde auch in Form des
Abbauproduktes Dimethylsulfid pulmonal [146, 159]. DMSO wird gut Uber die Haut
aufgenommen und ermdglicht so die transdermale Applikation von Wirkstoffen [166].
Weiterhin hat es einen anti-inflammatorischen und bakteriostatischen Effekt [154, 166,
167], ist ein freier Radikalfanger [154, 157, 166-170], wirkt analgetisch [145, 166, 171],
steigert die Diurese [146, 166, 167] und kann die Wirksamkeit einiger Arzneimittel
verstarken [166]. Dartber hinaus inhibiert DMSO die Cholinesterase [166], unterdrickt
die NMDA- und AMPA-Rezeptoraktivitat, die Na*-Kanalaktivitdt sowie den
Kalziumeinstrom in die Zelle [145, 154, 167], setzt Histamin frei [146, 166] und
verhindert die Plattchenaggregation [154, 166, 167]. Aullerdem wird die
Zellproliferation und -funktion durch DMSO beeinflusst [166, 167, 172, 173] und die
Nervenleitgeschwindigkeit peripherer Nerven verringert [149]. DMSO wurde 1978 von
der amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) zur Behandlung der
interstitiellen Zystitis zugelassen und wird auch zur Behandlung vieler weiterer
Krankheitsbilder therapeutisch eingesetzt [145, 167, 174-176]. Zu den mit DMSO
therapierten Krankheitsbildern gehdéren gastrointestinale Erkrankungen, wie z.B.
Colitis ulcerosa [177-182], chronische Prostatitis [175], dermatologische
Erkrankungen, wie z.B. Keloide [145, 152, 153, 176, 183], rheumatologische
Erkrankungen [184], verschiedene Formen der Amyloidose [176, 185-188], pulmonale
Adenokarzinome [172], Schizophrenie [189] und das traumatische Hirnddem [168,
176]. Daruber hinaus wird DMSO auch als topisches Analgetikum eingesetzt [171].
DMSO-assoziierte Nebenwirkungen treten in der Regel erst in hohen Konzentrationen,
welche die in der vorliegenden Studie verwendeten Konzentrationen deutlich
Ubersteigen, und bei schneller, v.a. intraarterieller Applikation auf [150, 161]. In der
Literatur beschriebene Nebenwirkungen umfassen bei topischer Anwendung Juckreiz,
Brennen und Hautausschlag [145, 146, 176], bei intravenéser Anwendung Ubelkeit,
Erbrechen, Hamolyse, einen durch die pulmonale Eliminierung des Abbauproduktes
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Dimethylsulfid bedingten Knoblauchgeruch der Ausatemluft, anaphylaktische
Reaktionen, Bronchospasmus, Mastzelldegranulation, Leukozytose, Hypertonie,
Bradykardie, Sauerstoffentsattigung des Blutes, Sulfhdmoglobinamie, je nach
applizierter Konzentration Hypo- oder Hyperosmolaritdt, Lungenddem und
Herzstillstand [132, 145, 146, 159, 164, 167, 176]. Des Weiteren kann DMSO
bestimmte Applikationskatheter angreifen und zersetzen [132, 150]. Im
Zusammenhang mit dem Einsatz von DMSO zur Kryokonservierung von Stammzellen
sind mehrere Falle epileptischer Anfalle und reversibler Enzephalopathie nach
Stammzelltransplantation beschrieben [165, 190-193]. Im Mausmodell wurden
aulRerdem bei Applikation hoher Dosen zunachst eine reversible neuromuskulare
Ubererregbarkeit gefolgt von einer chronischen Verringerung der motorischen
Aktivitat, Allodynie, Myasthenie, Ataxie, Polyurie, Polydipsie und Hamoglobinurie
beobachtet [146, 148, 161, 162, 194, 195].

2.10.1.1 Effekt von DMSO auf das Gehirn

DMSO kommt sehr haufig als Vehikel in Studien zur Untersuchung (patho-)
physiologischer Prozesse im Gehirn zum Einsatz [129, 133, 135, 156, 158, 167, 170].
Des Weiteren ist DMSO Bestandteil von Onyx®, einem weit verbreiteten Agens zur
Embolisation zerebraler Anerysmata und arterioser Malformationen, und wurde auch
als Losungsmittel in der Entwicklung neuer embolisierender Agenzien eingesetzt [132,
134, 150, 164, 169, 196-198]. Aufgrund dieser sehr haufigen Verwendung in
experimentellen und klinischen Studien sind fur DMSO vielfaltige Effekte auf das
Gehirn und dort ablaufende (patho-)physiologische Prozesse beschrieben. Diese
umfassen einerseits ein reversibles Offnen der Blut-Hirn-Schranke, eine Reduktion
des intrakraniellen Drucks, des Hirnddems sowie des neuronalen Zelltodes nach
Schadel-Hirn-Trauma, ein positiver Einfluss auf ischamische Gewebeareale, eine
Funktion als Radikalfanger sowie eine Unterdrickung der Glutamat-Toxizitat [135,
151, 154, 166, 167, 170]. Andererseits fuhrt vor allem die intraarterielle Injektion von
DMSO zu Vasospasmen, Inflammation der Gefallwand, Thrombosen,
Mikroaneurysmen, Nekrosen des benachbarten Hirngewebes und
Subarachnoidalblutungen und die intraperitoneale Injektion verschlechtert die
neurologische Funktion nach CCI [133, 134, 150, 158, 169, 197, 199].
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2.10.2 Polyethylenglykol-40 (PEG-40)

Polyethylenglykol ist ein Polymer bestehend aus einer verschiedenen Anzahl an
Ethylenglykol-Molekulen (Strukturformel siehe Abb. 16). Die Summenformel des
Monomers Ethylenglykol lautet C2HsO2, die der Polyethylenglykole dementsprechend
C2nH4n+20n+1  [200-203]. Die Nomenklatur richtet sich nach dem jeweiligen
Molekulargewicht. So wird ein Polyethylenglykol-Molekul mit einem Molekulargewicht
von 40 g/mol als PEG-40, ein Polyethylenglykol-Molekul mit einem Molekulargewicht
von 400 g/mol als PEG-400 usw. bezeichnet [204]. Bei Zimmertemperatur sind
Polyethylenglykolpolymere bis zu einem Molekulargewicht von etwa 400 g/mol
viskose, farb- und geruchlose Flussigkeiten; bei hoherem Molekulargewicht sind sie
wachserne Feststoffe [200, 201].

H _

Abb. 16: Strukturformel PEG

PEG wird weit verbreitet zur Stabilisierung und damit Wirkungsverlangerung,
Verbesserung der Bioverfugbarkeit und Penetration der Blut-Hirn-Schranke von
Arzneimitteln sowie als Losungsmittel in pharmakologischen Studien eingesetzt [40,
154, 160, 205-211]. Zusatzliche Einsatzgebiete sind die Kosmetikindustrie, die
praprozedurale Darmreinigung vor Koloskopien sowie die Therapie der Obstipation
[201, 212-216]. Weitere in der Literatur beschriebene Wirkungen von PEG sind eine
Reduktion von oxidativem Stress sowie des Kalziuminfluxes in geschadigte Zellen
[217-219], ein zytoprotektiver Einfluss auf Mitochondrien [217, 220] sowie eine
Reduktion der Darmpassagezeit [221]. Bei Einsatz von PEG als Lésungsmittel wurden
stets 100%ige Losungen verwendet, daher kam auch in der vorliegenden Studie eine
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100%ige PEG-L6sung zum Einsatz. Insgesamt ist PEG sehr gut vertraglich [202, 203].
Nebenwirkungen sind erst ab sehr hohen Dosierungen weit Uber der in der
vorliegenden Studie verwendeten Dosierung zu erwarten. Zu den beschriebenen
Nebenwirkungen im Tiermodell gehoren reduzierte Gewichtszunahme, Nieren- und
Leberschwellung mit Erhohung der Leberenzyme im Blut, leichte Peritonitis sowie eine
Erhéhung des Stickstoffs im Blut [222-225]. Die LDso-Werte fur die Maus liegen je nach
Applikationsart und Molekulargewicht des PEG-Polymers zwischen 2000 mg/kg
Korpergewicht bei intraperitonealer und etwa 10000 mg/kg Korpergewicht bei dermaler
Applikation [201, 202, 226]. Insgesamt wird PEG schlecht Uber die Haut und die
Schleimhaut des Gastrointestinaltraktes aufgenommen, wobei kleinere Molekile
tendenziell besser resorbiert werden als solche mit einem héheren Molekulargewicht
[201, 227]. Wird PEG jedoch auf geschadigte Haut appliziert, kann es im Menschen in
Einzelfallen zu Nierenschaden und im schlimmsten Fall zu einer Ethylenglykol-
Vergiftung, welche mit neurologischen, kardiovaskularen und pulmonalen Symptomen
einhergehen kann, kommen [200, 228-230]. In der Regel wird PEG jedoch nicht in
klinisch relevanten Mengen zu Ethylenglykol metabolisiert und eine Ethylenglykol-
Vergiftung als Folge einer vorhergehenden PEG-Applikation ist daher sehr selten
[201]. Die Ausscheidung von PEG erfolgt hauptsachlich unverandert renal und tber
den Stuhl [201].

2.10.2.1 Effekt von PEG auf das Gehirn

PEG wird haufig als Losungsmittel oder Bestandteil von Arzneimittelformulierungen in
Studien zur Pathophysiologie nach Hirnschadigungen eingesetzt [160, 205-208, 210,
211, 231]. Des Weiteren kommt PEG aufgrund seiner seit Langem bekannten
Eigenschaft, Membranen zu fusionieren, als Therapeutikum sowohl in Modellen des
Ruckenmarks- als auch des Schadel-Hirn-Traumas zum Einsatz [205, 217, 219, 232-
246]. Dabei konnte gezeigt werden, dass PEG in beiden Modellen geschadigte
Zellmembranen wiederherstellen, den oxidativen Stress und auch den Zelluntergang
nach traumatischer Schadigung von Neuronen reduzieren und die Funktion der
Neurone verbessern kann [217-220, 233-237, 242].
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2.10.3 N-Methyl-2-pyrrolidon (NMP)
N-Methyl-2-pyrrolidon ist ein amphiphiles Molekul mit der Summenformel CsHgNO
[247]. Aufgrund seiner Molekulstruktur wird es zu den y-Lactamen gezahlt (s. Abb. 17).

Bei Zimmertemperatur ist NMP flissig und hat eine hellgelbe Farbe sowie einen
leichten Amingeruch [247, 248].

CH,

Abb. 17: Strukturformel NMP

Es wird weit verbreitet als Losungsmittel in verschiedenen Arzneimittelzubereitungen
und -applikationssystemen eingesetzt [137, 247-254]. Weitere Anwendungsgebiete
umfassen die Petrochemie, die Mikroelektronik, den Einsatz als Lack- und
Graffitientferner, die Herstellung von Insektiziden, Herbiziden und Fungiziden sowie
die Textil- und Kosmetikindustrie [247, 248, 255, 256]. Aufgrund seines weit
verbreiteten Einsatzes sind die pharmakologischen Eigenschaften von NMP
umfangreich untersucht. Es wird sehr gut Uber die Haut sowie Uber Schleimhaute und
den Gastrointestinaltrakt aufgenommen und unterliegt einem sehr geringen First-Pass-
Effekt [247, 248, 257-259]. Die Halbwertszeit betragt je nach Applikationsroute
zwischen drei Stunden bei dermaler und 12 Stunden bei oraler Applikation [247, 248,
255, 260]. Der Abbau erfolgt Uber die Zwischenprodukte 5-Hydroxy-N-Methyl-2-
Pyrrolidon (5-HNMP), N-Methysuccinimid (MSI) und 2-Hydroxy-N-Methysucinimid (2-
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HMSI) unter Beteiligung des Enzyms CYP2E1 [247, 261-263]. Die Elimination erfolgt
hauptsachlich renal [257, 258, 261, 264]. Der fur die Maus ermittelte LDso-Wert liegt
bei 3,5 ml/kg KG bei intraperitonealer, 4,3 ml/kg KG bei oraler und 7,5 ml/kg KG bei
topischer Anwendung [265]. In der Literatur beschriebene Nebenwirkungen im
Tiermodell umfassen trockene Haut, hellen Urin, geringere Nahrungsaufnahme,
reduzierte Gewichtszunahme, Thrombozytose, Reduktion des Gesamtcholesterins im
Blut, pulmonale Inflammation, Veranderungen des Atemmusters, reduzierte
Gerauschempfindlichkeit, Lethargie, Atrophie von Ilymphatischem Gewebe,
Knochenmarkshypoplasie, Nephropathie und Hepatopathie [247, 248, 256, 266-274].
Fir den Menschen sind lokale Uberwarmung, Juckreiz und Schwellung bei topischer
Applikation sowie Leukozytose und eine Erhdhung des Hamoglobingehaltes, der
Alanin- und Aspartat-Aminotransferase beschrieben [247, 255], wobei auch
Untersuchungen existieren, die keinerlei Beeintrachtigung des Menschen durch NMP
nachweisen konnten [275, 276]. Des Weiteren ist NMP trotz Studien mit gegenteiliger
Aussage [256, 271, 272, 277, 278] in hohen Dosen, welche die in der vorliegenden
Studie verwendeten Dosen deutlich Ubersteigen, gering mutagen und
reproduktionstoxisch [266, 267, 274, 279-284]. Dabei haben nicht seine Metaboliten,
sondern NMP selbst den hochsten reproduktionstoxischen Effekt [285]. Aktuell
beschreiben Ghayor et al., dass NMP Uber eine Unterdriickung der Aktivierung von
NFkB und der Expression von iNOS und COX-2 anti-inflammatorische Aktivitat
entfalten kann [286]. Weiterhin aktiviert NMP das Bone Morphogenic Protein (BMP)
und hat daher einen positiven Effekt auf die Knochenregenration [287-289]. Aulzerdem
hat NMP laut Shortt et al. einen immunmodulierenden und anti-myelomatdsen Effekt
[290].

2.10.3.1 Effekt von NMP auf das Gehirn

Dudeck et al. evaluierten 2006 den Einsatz verschiedener Substanzen als
Losungsmittel in Arzneimittelzubereitungen zur Embolisation zerebraler Aneurysmata
und konnten zeigen, dass NMP sehr gering vasospasmogen wirkt und keinen
schadigenden Einfluss auf die GefalRwand hat [134, 137]. Trotz seiner weit
verbreiteten Anwendung als Losungsmittel und Bestandteil von
Arzneimittelzubereitungen liegen fir NMP dariber hinaus keine weiteren Daten zum
Effekt auf das Gehirn vor.
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2.10.4 Miglyol® 812

Miglyol® 812 ist ein Gemisch aus mehreren mittelkettigen gesattigten Fettsauren. Es
besteht zu 50-65% aus Octansaure, zu 30-45% aus Decansaure, zu maximal 5% aus
Dodecansaure und zu maximal 3% aus Hexansaure (Strukturformeln siehe Abb. 18-
21) [291]. Bei Zimmertemperatur ist Miglyol® 812 eine 0lige, geruchlose Flissigkeit
von blass gelber Farbe [291].

OH

Abb. 18: Strukturformel Hexansaure

OH

Abb. 19: Strukturformel Octansaure

OH

Abb. 20: Strukturformel Decansaure
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OH

Abb. 21: Strukturformel Dodecansaure

Es wird weit verbreitet als Bestandteil von Mikroemulsionen zur Applikation von
hydrophilen Substanzen verwendet [249, 292-298]. Aullerdem kommt es auch als
Losungsmittel in Studien zur Evaluation neuroprotektiver Eigenschaften lipophiler
Wirkstoffe zum Einsatz [136, 140]. Es wurde dabei stets eine 100%ige LOsung
verwendet; daher kam auch in der vorliegenden Studie eine 100%ige Miglyol® 812-
Lésung zum Einsatz. Weitere Einsatzgebiete von mittelkettigen Fettsauren sind die
Behandlung von Fettabsorptionsstorungen und die Nahrungsmittel- sowie die
Kosmetikindustrie [291]. Obwohl Miglyol® 812 seit langer Zeit weitverbreiteten Einsatz
findet, existieren bisher wenige Daten zu Nebenwirkungen und toxikologischen
Eigenschaften. Zu den beschriebenen Nebenwirkungen im Tiermodell gehoéren
weicher, farbveranderter Stuhl, eine verringerte Nahrungsaufnahme, ein transienter
Tremor, eine Reduktion des harnstoffgebundenen Stickstoffs im Blut, des
Gesamtproteins und des Gesamtglobulins im Blut, eine Erhdhung des Cholesterins
sowie der Triglyzeride im Blut und eine interstitielle pulmonale Inflammation, wobei
letztere wahrscheinlich auf Aspirationen im Rahmen des Applikationsweges per
Magensonde zurtckzufuhren ist [295, 299]. Sehr hohe Dosen von uber 25 ml/kg KG
fUhrten in der Maus zu Lethargie, motorischem Aktivitatsverlust, Ataxie, Dyspnoe und
einer gesteigerten Diurese, wobei alle beschriebenen Nebenwirkungen nach Sistieren
der Applikation voll reversibel waren [291, 299]. Ein LDso-Wert konnte im Mausmodell
aufgrund der insgesamt sehr guten Vertraglichkeit von Miglyol® 812 nicht ermittelt
werden, jedoch wurden ab Dosen von 2160 mg/kg KG Bewusstseinseintribung und
Koma beobachtet [291]. Fur den Menschen sind mittelkettige Fettsduren insgesamt
sehr gut vertraglich. Beschriebene Nebenwirkungen bei hoher Dosierung umfassen
abdominelle Krampfe, Diarrhoe, eine Verringerung der Darmpassagezeit, eine
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Erhohung der Triglyzeride sowie eine Erniedrigung von LDL und HDL im Blut [300-
302]. Der Abbau von mittelkettigen Fettsduren erfolgt bei oraler Aufnahme durch
Lipasen in Mund und Darm mit anschlieRendem Transport in die Leber. Bei dermaler
Applikation erfolgt der Transport direkt Uber das Blut zur Leber, wo die weitere
Metabolisierung stattfindet [291].

2.10.4.1 Effekt von Miglyol® 812 auf das Gehirn
Trotz seiner Anwendung in verschiedensten Arzneimittelzubereitungen und als
Lésungsmittel in Studien zur (Patho-)Physiologie nach Hirnschadigung liegen bisher

keinerlei Daten zum Effekt von Miglyol® 812 auf das Gehirn vor.

2.11 Experimentelle Gruppen

In der vorliegenden Studie wurde der Effekt der organischen Lésungsmittel DMSO
(1%ige Losung), PEG-40 (100%ige Losung), NMP (1%ige Losung) und Miglyol® 812
(100%ige Losung) auf das Nekrosevolumen 24 Stunden nach Traumainduktion
untersucht. Als Kontrollsubstanz diente phosphatgepufferte Kochsalzlésung
(phosphate buffered saline, PBS). Die Versuchsgruppen bestanden aus jeweils sechs
Versuchstieren. Den Versuchstieren wurden zehn Minuten vor Traumainduktion
jeweils 100 Mikroliter der entsprechenden Testsubstanz kontralateral zur Narkose
intraperitoneal injiziert. Die Hirnentnahme erfolgte 24 Stunden nach Traumainduktion.

2.12 Statistische Auswertung

Die GruppengrofRe der jeweiligen Versuchsreihen wurde unter der Annahme, dass die
HauptzielgréRen ahnliche statistische Verteilungen haben, berechnet. Diese Annahme
hat sich in zahlreichen vorhergehenden Studien der Arbeitsgruppe bestatigt. Um eine
Veranderung von mindestens 30% zu detektieren, ergibt sich bei einer
Standardabweichung von 15-20% vom Mittelwert, einer Power von 0,8 und einem
Fehler erster Art von 0,05 eine Gruppengrolie von sechs bis zehn Tieren. Der Fehler
erster Art ist 0,05, der Fehler zweiter Art 0,2. Die statistische Auswertung der

gewonnenen Daten erfolgte computergestitzt mit Hilfe einer Statistiksoftware (Sigma
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Stat 3.0, Jandel Scientific, Erkrath, Deutschland). Die Messwerte sind, soweit nicht
anders vermerkt, als Mittelwerte + Standardfehler angegeben. Fir den Vergleich
zweier Versuchsgruppen wurde der Wilcoxon-Rank-Sum-Test (Whitney-Mann-Test),
fur den Vergleich mehrerer Versuchsgruppen der ANOVA-on-Ranks Test verwendet.
Statistische Signifikanz wurde bei p < 0,05 angenommen.

3. Ergebnisse

3.1 Einfluss verschiedener Losungsmittel auf den

sekundaren Hirnschaden

Die Mause der einzelnen Versuchsgruppen unterschieden sich nicht bezuglich ihres
praoperativen Gewichtes (22,0 £ 0,57 g fur Kontrolle, 21,3 + 0,42 g fur DMSO 1%, 22,0
+ 0,45 g fur NMP 1%, 22,4 + 0,52 g fur PEG 40, 21,3 £ 0,25 g fur Miglyol).

Mittelwert +/- SEM
n=6
*p=0.002 vs. Kontrolle
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Kontrolle DMSO 1% NMP 1% PEG 40 Miglyol

Abb. 22: Lasionsvolumen 24 Stunden nach Traumainduktion und i.p. Applikation

verschiedener Losungsmittel oder PBS (Kontrolle) zehn Minuten vor CCI
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Das Nekrosevolumen 24 Stunden nach Traumainduktion betrug in der Kontrollgruppe
27,1 + 1,8 mm3. Die Nekrosevolumina der DMSO- (24,1 + 2,3 mm?3), PEG- (24,3 + 2,1
mm?) und Miglyol-Versuchsgruppe (23,4 + 3,3 mm?3) unterschieden sich nicht von dem
der Kontrollgruppe. Die praoperative Gabe von NMP hingegen reduzierte das
Nekrosevolumen statistisch signifikant um 8,9 mm? auf 18,2 + 1,1 mm? (p=0,002), was

einer Reduktion um etwa ein Drittel entsprach.

3.2 Einfluss von NMP bei Gabe vor Traumainduktion

3.2.1 Einfluss verschiedener NMP-Konzentrationen auf den

sekundaren Hirnschaden nach Trauma

Nachdem sich in der ersten Versuchsreihe ein signifikanter Unterschied zwischen der
NMP-Versuchsgruppe und der Kontrollgruppe gezeigt hatte, war das Ziel der weiteren
Versuchsreihen, die Effekte dieser Substanz auf den sekundaren Hirnschaden
genauer zu untersuchen. Zunachst wurde der Effekt verschiedener NMP-
Konzentrationen (0,5%, 1%, 3%, jeweils n=8) auf das Nekrosevolumen, die
neurologische Funktion und die Gewichtsabnahme 24 Stunden nach Traumainduktion
untersucht. Die intraperitoneale Injektion von jeweils 100 Mikroliter der
entsprechenden NMP-LOsung erfolgte zehn Minuten vor Traumainduktion. Die
Hirnenthahme sowie die Bestimmung des NSS und des postoperativen
Korpergewichtes erfolgten 24 Stunden nach Traumainduktion. Die Kontrollgruppe
(n=8) erhielt 100 Mikroliter PBS. Um den primaren Hirnschaden quantifizieren zu
konnen, wurden weitere acht Tiere behandelt und operiert, deren Hirne 15 Minuten

nach Traumainduktion enthommen wurden.

3.2.1.1 Nekrosevolumen

Das Nekrosevolumen 15 Minuten nach Traumainduktion, also der primare
Hirnschaden, betrug 8,7 + 0,7 mm? und wuchs 24 Stunden nach Traumainduktion
statistisch signifikant auf 24,4 £ 1,6 mm?® an (p < 0,001). Somit errechnet sich ein
sekundares Nekrosewachstum von 15,7 mm?, was einem Anteil von etwa 65% des
Gesamtnekrosevolumens entspricht. In der 0,5%-NMP-Versuchsgruppe betrug das

Nekrosevolumen 24 Stunden nach Traumainduktion mit 18,0 + 1,6 mm? etwa 26% und
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damit statistisch signifikant weniger als jenes der Kontrollgruppe (p = 0,01). In Bezug
auf das sekundare Nekrosewachstum betrug die Reduktion 41%. In der 1%-NMP-
Versuchsgruppe zeigte sich das Nekrosevolumen 24 Stunden nach Traumainduktion
mit 20,0 + 1,7 mm? ebenfalls geringer als in der Kontrollgruppe, jedoch erreichte diese
Reduktion um etwa 18% knapp keine statistische Signifikanz. Das Nekrosevolumen in
der 3%-NMP-Versuchsgruppe betrug 25,4 + 3,3 mm? und war somit mit jenem der

Kontrollgruppe vergleichbar.

Mittelwert +/- SEM
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Abb. 23: Lasionsvolumen 15 Minuten bzw. 24 Stunden nach Traumainduktion und

Applikation verschiedener NMP-Konzentrationen zehn Minuten vor CCI

48



3.2.1.2 Hirnwassergehalt

Abbildung 24 ist zu entnehmen, dass der Hirnwassergehalt der vom Trauma
betroffenen rechten Grol3hirnhemisphare 24 Stunden nach Traumainduktion und
NMP-Applikation 10 Minuten vor CCI in allen Versuchsgruppen signifikant hoher war
als jener der nicht traumatisierten linken Grol3hirnhemisphare (ipsilateral 81,1 + 0,2%,
kontralateral 78,6 + 0,2% in der Kontrollgruppe; ipsilateral 80,6 + 0,2%, kontralateral
78,9 £ 0,1% in der 0,5%-NMP-Versuchsgruppe; ipsilateral 81,1 + 0,1%, kontralateral
78,9 £ 0,1% in der 1%-NMP-Versuchsgruppe; jeweils p<0,001).
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Abb. 24: Hirnwassergehalt der GroBhirnhemispharen 24 Stunden nach
Traumainduktion und Applikation verschiedener NMP-Konzentrationen zehn Minuten
vor CCl

Die Gabe von 1%igem NMP reduzierte den Hirnwassergehalt der ipsilateralen
Hemisphare im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht, wohingegen die Applikation von

0,5%igem NMP den Hirnwassergehalt der ipsilateralen, traumatisierten Hemisphare
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im Vergleich zu Kontrollgruppe absolut um 0,4% verringerte. Diese Reduktion erreichte

jedoch keine statistische Signifikanz.

Weiterhin wurde auch der Anstieg des Hirnwassergehaltes der ipsilateralen gegenuber

der kontralateralen GroBhirnhemisphare derselben Versuchsgruppe betrachtet.

Mittelwert +/- SEM
n=8
3 - *p=0,01 vs. Kontrolle

Kontrolle NMP 0,5% NMP 1%

Absoluter Anstieg des Hirnwassergehaltes (%)

Abb. 25: Anstieg des Hirnwassergehaltes der ipsilateralen Hemisphare gegenuber
der kontralalteralen Hemisphare 24 Stunden nach Traumainduktion und Applikation

verschiedener NMP-Konzentrationen zehn Minuten vor CCI

Der Anstieg des Hirnwassergehaltes der ipsilateralen gegenuber der kontralateralen
Hemisphare betrug in der Kontrollgruppe 2,4 + 0,2%, in der 0,5%-NMP-
Versuchsgruppe 1,8 £ 0,1% und in der 1%-NMP-Kontrollgruppe 2,2 £ 0,1%. Somit

reduzierte die Applikation von 0,5%igem NMP den Anstieg des Hirnwassergehaltes
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statistisch signifikant (p = 0,01), wahrend die Gabe von 1%igem NMP den Anstieg des
Hirnwassergehaltes zwar ebenfalls verringerte, dieser Effekt aber keine statistische

Signifikanz erreichte.

3.2.1.3 Neurological Severity Score

Sowohl in der Nekrose- als auch in der Odem-Versuchsreihe wurde 24 Stunden nach
CCI die neurologische Funktion der Versuchstiere mit der NSS Testbatterie bestimmit.
Abbildung 26 stellt die Ergebnisse der Nekrose-Versuchsreihe, Abbildung 27 die der

Odem-Versuchsreihe dar.

In der Nekrose-Versuchsreihe unterschieden sich die Mause der verschiedenen
Versuchsgruppen vor Beginn der Experimente nicht bezuglich inres NSS (0 Punkte flr
alle Gruppen mit Ausnahme der 1%-NMP-Versuchsgruppe, hier 0,1 + 0,1 Punkte). 24
Stunden nach Traumainduktion hatten sich die Versuchstiere aller Versuchsgruppen
signifikant gegenltber ihrem praoperativen Ergebnis verschlechtert: In der
Kontrollgruppe um 4,6 £ 1,0 Punkte, in der 0,5%-NMP-Versuchsgruppe um 4,4 + 0,6
Punkte, in der 1%-NMP-Versuchsgruppe um 3,4 + 0,4 Punkte und in der 3%-NMP-
Versuchsgruppe um 4,1 + 0,6 Punkte (jeweils p < 0,001). Die Mause der 1%-NMP-
Versuchsgruppe verschlechterten sich demnach deutlich, jedoch knapp nicht
statistisch signifikant weniger als die Versuchstiere der Kontrollgruppe, wahrend sich
die Ergebnisse der 0,5%-NMP-Versuchsgruppe und der 3 %-NMP-Versuchsgruppe
nicht von dem der Kontrollgruppe unterschieden.
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Abb. 26: Veranderung des Neuroscores 24 Stunden nach Traumainduktion
gegenuber dem praoperativen Ergebnis nach Applikation verschiedener NMP-

Konzentrationen zehn Minuten vor CCI in der Nekrose-Versuchsgruppe

Auch in der Odem-Versuchsreihe unterschieden sich die Versuchstiere praoperativ
nicht bezuglich ihres NSS (0 Punkte in der Kontrollgruppe, 0,1 £ 0,1 Punkte in der
0,5%-NMP-Versuchsgruppe, 0,3 + 0,2 Punkte in der 1%-NMP-Versuchsgruppe) und
verschlechterten sich in allen Versuchsgruppen 24 Stunden nach Traumainduktion
statistisch signifikant gegenlber ihrem praoperativen Ergebnis (4,1 + 0,5 Punkte in der
Kontrollgruppe, 2,9 £ 0,4 Punkte in der 0,5%-NMP-Versuchsgruppe, 3,6 + 0,6 Punkte
in der 1%-NMP-Versuchsgruppe, jeweils p<0,001). Im Gegensatz zur Nekrose-
Versuchsreihe erzielten in der Odem-Versuchsreihe somit die Versuchstiere der 0,5%-
NMP-Versuchsgruppe ein deutlich besseres Ergebnis als die Tiere der Kontrollgruppe,

wobei auch dieser Unterschied knapp nicht statistisch signifikant war. Das Ergebnis in
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der 1%-NMP-Kontrollgruppe unterschied sich nicht signifikant von dem der

Kontrollgruppe.
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Abb. 27: Veranderung des Neuroscores 24 Stunden nach Traumainduktion
gegenuber dem praoperativen Ergebnis nach Applikation verschiedener NMP-

Konzentrationen zehn Minuten vor CCI in der Odem-Versuchsgruppe

3.2.1.4 Korpergewicht
Neben dem NSS wurde sowohl in der Nekrose- als auch in der Odem-Versuchsreihe
das Korpergewicht der Versuchstiere praoperativ sowie 24 Stunden nach

Traumainduktion bestimmit.

In der Nekrose-Versuchsreihe unterschieden sich die Mause der verschiedenen

Versuchsgruppen vor Beginn der Experimente nicht statistisch signifikant bezlglich
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ihres Gewichtes (23,5 + 0,9 g fur die Kontrollgruppe, 23,4 £ 0,6 g fur die 0,5%-NMP-
Versuchsgruppe, 21,9 + 0,8 g fur die 1%-NMP-Versuchsgruppe, 24,0 + 0,4 g fur die
3%-NMP-Versuchsgruppe). Wahrend die Versuchstiere nach Applikation von 1%igem
NMP zehn Minuten vor CCI gegenuber der Kontrollgruppe innerhalb von 24 Stunden
statistisch signifikant weniger Korpergewicht verloren (5,1 £ 0,8 % vs. 7,4 £ 0,6 %, p =
0,04), zeigte die Gabe von 0,5%igem (6,8 + 1,2%) und 3%igem NMP (6,4 £ 1,2%)

keinen statistisch signifikanten Effekt auf den postoperativen Gewichtsverlust.
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Abb. 28: Relativer Gewichtsverlust 24 Stunden nach Traumainduktion gegenuber
dem praoperativen Korpergewicht nach Applikation verschiedener NMP-

Konzentrationen zehn Minuten vor CCI in der Nekrose-Versuchsgruppe

In der Odem-Versuchsreihe unterschieden sich die Mause der verschiedenen
Versuchsgruppen vor Beginn der Experimente ebenfalls nicht statistisch signifikant
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bezuglich ihres Korpergewichtes (24,8 + 0,6g fur die Kontrollgruppe, 24,5 + 0,5¢g fur
die 0,5%-NMP-Versuchsgruppe, 25,3 £ 0,59 fur die 1%-NMP-Versuchsgruppe). Die
Versuchstiere der 0,5%-NMP-Versuchsgruppe (7,1 £ 1,1%) verloren geringflgig,
jedoch nicht statistisch signifikant weniger Gewicht im Vergleich zur Kontrollgruppe
(8,9 £ 0,9%), wahrend die Applikation von 1%igem NMP keinen Einfluss auf den

postoperativen Gewichtsverlust hatte (8,9 + 0,8%).
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Abb. 29: Relativer Gewichtsverlust 24 Stunden nach Traumainduktion gegentber
dem praoperativen Korpergewicht nach Applikation verschiedener NMP-

Konzentrationen zehn Minuten vor CClI in der Odem-Versuchsgruppe

3.2.2 Wirkung von NMP auf das Infarktvolumen nach

experimentellem ischamischem Schlaganfall

Wie in der Einleitung geschildert, spielt die zerebrale Ischamie eine wichtige Rolle bei
der Entstehung des sekundaren posttraumatischen Hirnschadens. Zur genaueren
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Untersuchung des Effektes von NMP auf eine transiente zerebrale Ischamie wurden
in einer separaten Versuchsreihe untersucht, inwieweit NMP das Infarktvolumen in ein
einem Modell der transienten zerebralen Ischamie, dem MCA-Okklusions--Modell,
beeinflusst. Dabei wurde 0,5%iges NMP zehn Minuten vor Induktion der Ischamie
intraperitoneal injiziert, eine Filament-Okklusion fur 60 Minuten induziert und der Effekt
auf das Infarktvolumen 24 Stunden nach Ischamieinduktion (23 Stunden nach

Reperfusion) untersucht.

3.2.2.1 Infarktvolumen

In der 0,5%-NMP-Versuchsgruppe starb ein Tier intraoperativ, sodass diese Gruppe
nur neun Versuchstiere umfasste. Das Infarktvolumen betrug in der NMP-
Versuchsgruppe 24 Stunden nach Ischamieinduktion 127,68 + 10,73 mm? und damit
statistisch signifikant mehr als das der Kontrollgruppe (98,66 + 7,70 mm? in der

Kontrollgruppe, p=0,04).
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Abb. 30: Infarktvolumen 24 Stunden nach 60-minutiger Okklusion der A. cerebri

media nach Applikation von 0,5%-igem NMP zehn Minuten vor Ischamieinduktion
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3.3 Einfluss von NMP bei Gabe nach Traumainduktion

3.3.1 Verschiedene Applikationszeitpunkte von NMP 1%

Nachdem sich in der vorhergehenden Versuchsreihe gezeigt hatte, dass NMP bei
Applikation vor Traumainduktion einen neuroprotektiven Effekt entfaltet, war es ein
weiteres Ziel der vorliegenden Studie, zu untersuchen, ob NMP auch bei Applikation
nach CCIl den Hirnschaden verkleinern kann. Dazu wurde eine 1%ige NMP LOosung 15
Minuten sowie eine und drei Stunden nach CCI appliziert. NMP wurde in einer
Konzentration von 1% gegeben, da diese Konzentration sowohl das sekundare
Nekrosewachstum und den postoperativen Gewichtsverlust reduzieren als auch
tendenziell das Ergebnis der neurologischen Funktionstestung verbessern konnte und
in Zusammenschau der erhobenen Daten das grote neuroprotektive Potential zu
besitzen schien. In der 1-Stunden- und der 3-Stunden-NMP-Versuchsgruppe starb
jeweils ein Versuchstier wahrend der Operation, sodass in diesen Versuchsgruppen
nur jeweils sieben Versuchstiere fur die Auswertung berucksichtigt werden konnten.

3.3.1.1 Nekrosevolumen

Fir alle getesteten Applikationszeitpunkte (15 Minuten, 1h, 3h nach CCI) zeigte die
NMP-Gabe keine signifikante Reduktion des 24 Stunden nach Traumainduktion
bestimmte Nekrosevolumens gegenuber der jeweiligen Kontrollgruppe (18,45 + 2,88
mm?® in der 15-Minuten-Kontrolle, 18,92 + 1,90 mm?® in der 15-Minuten-NMP-
Versuchsgruppe; 23,74 + 3,01 mm? in der 1-Stunden-Kontrolle, 21,85 £ 1,45 mm? in
der 1-Stunden-NMP-Versuchsgruppe; 21,80 + 2,28 mm? in der 3-Stunden-Kontrolle,
21,92 + 2,99 mm? in der 3-Stunden-NMP-Versuchsgruppe).
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Abb. 31: Nekrosevolumen 24 Stunden nach Traumainduktion nach Applikation von

1%igem NMP zu verschiedenen Zeitpunkten nach CCI

3.3.1.2 Neurological Severity Score

Die Versuchsgruppen unterschieden sich vor Beginn der Experimente nicht statistisch
signifikant bezuglich des NSS (0 Punkte in allen Versuchsgruppen auler der 3-
Stunden-NMP-Versuchsgruppe, hier 0,1 £ 0,1 Punkte). In allen Versuchsgruppen
verschlechterten sich die Versuchstiere 24 Stunden nach CCI statistisch signifikant im
Vergleich zu ihrem praoperativen Ergebnis (jeweils p < 0,001 gegenlber Baseline-
Wert). Die Versuchstiere der 15-Minuten-NMP-Gruppe hatten sich 24 Stunden nach
Traumainduktion um 3,1 + 0,5 Punkte und damit etwas weniger als die Tiere der
zugehdrigen Kontrollgruppe (3,6 + 0,4 Punkte) gegenutber ihrem praoperativen
Ergebnis verschlechtert. Dies entsprach jedoch keiner statistisch signifikanten
Verbesserung. Die Ergebnisse der Versuchstiere der weiteren Versuchsgruppen
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unterschieden sich nicht von denen der jeweiligen Kontrollgruppen (3,4 + 0,7 Punkte
in der 1-Stunden-NMP-Versuchsgruppe, 3,7 = 0,5 Punkte in der 1-Stunden-
Kontrollgruppe; 4,1 £ 0,6 Punkte in der 3-Stunden-Kontrollgruppe, 3,9 + 0,6 Punkte in
der 3-Stunden-NMP-Versuchsgruppe).
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Abb. 32: Veranderung des Neuroscores 24 Stunden nach Traumainduktion
gegenuber dem praoperativen Ergebnis nach Applikation von 1%igem NMP zu

verschiedenen Zeitpunkten nach CCI

3.3.1.3 Korpergewicht
Das Koarpergewicht der Versuchstiere der verschiedenen Versuchsgruppen
unterschied sich vor Beginn der Experimente nicht statistisch signifikant von jenem der

Tiere der jeweiligen Kontrollgruppen (21,6 + 0,5g fur die 15-Minuten-Kontrollgruppe,
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22,7 £ 0,5 g fur die 15-Minuten-NMP-Kontrollgruppe; 22,5 + 0,6 g fur die 1-Stunden-
Kontrollgruppe, 22,8 £ 0,4 g fur die 1-Stunden-NMP-Versuchsgruppe; 23,9 + 0,4 g fur
die 3-Stunden-Kontrollgruppe, 24,1 £ 0,4 g fur die 3-Stunden-NMP-Versuchsgruppe).
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Abb. 33: Relativer Gewichtsverlust 24 Stunden nach Traumainduktion gegenuber
dem praoperativen Korpergewicht nach Applikation von 1%igem NMP zu
verschiedenen Zeitpunkten nach CCI

Fur keinen Applikationszeitpunkt konnte eine statistisch signifikante Reduktion des
Gewichtsverlustes gegenuber der jeweiligen Kontrollgruppe durch Gabe von NMP
beobachtet werden (5,2 £ 0,7% in der 15-Minuten-Kontrollgruppe, 4,9 + 1,0% in der
15-Minuten-NMP-Versuchsgruppe; 5,5 + 1,3% in der 1-Stunden-Kontrollgruppe, 5,8 +
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1,1% in der 1-Stunden-NMP-Versuchsgruppe; 6,6 + 1,4% in der 3-Stunden-
Kontrollgruppe, 7,1 £ 0,7% in der 3-Stunden-NMP-Versuchsgruppe).

3.3.2 Applikation verschiedener NMP-Konzentrationen eine Stunde
nach CCI

Nachdem die Applikation von 1%igem NMP zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Traumainduktion keinen Effekt auf die untersuchten Parameter hatte, wurden weitere
NMP-Konzentrationen untersucht. Die Applikation von 0,5%igem NMP hatte bereits
bei Applikation zeitlich vor CCI einen neuroprotektiven Effekt gezeigt und geringere
Konzentrationen hatten tendenziell einen groReren Einfluss auf die untersuchten
Parameter als hOhere, sodass zusatzlich die Applikation von 0,25%igem NMP getestet

wurde.

3.3.2.1 Nekrosevolumen

Zur Quantifizierung des Primarschadens wurde in einer Versuchsgruppe das
Nekrosevolumen bereits 15 Minuten nach CCI bestimmt. Es betrug 23,36 £ 2,71 mm?
und war statistisch signifikant geringer als 24 Stunden nach CCI (40,20 + 3,90 mm?in
der 24-Stunden-Kontrollgruppe, p = 0,01). Der Sekundarschaden betrug mit 16,84
mm? etwa 42% des Gesamtnekrosevolumens. Die Applikation von 0,5%igem NMP
reduzierte das Gesamtnekrosevolumen gegenuber der Kontrollgruppe um etwa 23%
auf 32,10 + 2,40 mm?, was jedoch keiner statistisch signifikanten Reduktion entsprach.
Bezogen auf den Sekundarschaden, also den Schaden, den man therapeutisch
beeinflussen kann, betrug die Reduktion jedoch knapp 50%. Weder die Applikation
von 0,25%igem NMP noch von 1%igem NMP fuhrte zu einer Verringerung des
Nekrosevolumens gegenuber der Kontrollgruppe (41,64 + 3,53 mm? in der 0,25%-
NMP-Versuchsgruppe; 42,99mm?3 £ 1,93mm? in der 1%-NMP-Versuchsgruppe). Das
Nekrosevolumen der NMP-Versuchsgruppen war jeweils statistisch signifikant hoher
als das der 15-Minuten-Versuchsgruppe (p = 0,003 in der 0,25%-NMP-
Versuchsgruppe, p = 0,044 in der 0,5%-NMP-Versuchsgruppe, p < 0,001 in der 1%-
NMP-Versuchsgruppe).
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Abb. 34: Nekrosevolumen 24 Stunden nach Traumainduktion und Applikation

verschiedener NMP-Konzentrationen jeweils eine Stunde nach CCI

3.3.2.2 Neurological Severity Score

Vor Beginn der Experimente unterschieden sich die Mause der verschiedenen
Versuchsgruppen nicht statistisch signifikant bezuglich ihres NSS-Punktwertes (0
Punkte in allen Versuchsgruppen aulder der 1%-NMP-Versuchsgruppe, hier 0,1 £ 0,1
Punkte). Die Ergebnisse der Versuchstiere aller Versuchsgruppen waren 24 Stunden
nach CCI statistisch signifikant schlechter als vor Beginn der Experimente (jeweils p <
0,001 gegenuber dem praoperativen Baseline-Wert). Weder in der 0,25%-NMP-
Versuchsgruppe (3,8 £ 0,5 Punkte) noch in der 1%-NMP-Versuchsgruppe (4,1 + 0,8
Punkte) erreichten die Versuchstiere statistisch signifikant bessere Ergebnisse als die
Tiere der Kontrollgruppe (3,7 £ 0,5 Punkte). Die Gabe von 0,5%igem NMP flhrte zwar

zu einer geringeren Verschlechterung der Versuchstiere im Vergleich zur
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Kontrollgruppe, jedoch war dieser Effekt nicht statistisch signifikant (2,8 £ 0,2 Punkte
in der 0,5%-NMP-Versuchsgruppe).
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Abb. 35: Veranderung des Neuroscores 24 Stunden nach Traumainduktion
gegenuber dem praoperativen Ergebnis nach Applikation von verschiedenen NMP-

Konzentrationen jeweils eine Stunde nach CCI

3.3.2.3 Korpergewicht

Die Mause der verschiedenen Versuchsgruppen unterschieden sich vor Beginn der
Experimente nicht statistisch signifikant bezuglich ihres Korpergewichtes (22,1 £ 0,4 g
fur die 15-Minuten-Kontrollgruppe; 22,5 + 0,4 g flr die 24-Stunden-Kontrollgruppe;
23,0 £ 20,5 g fur die 0,25%-NMP-Versuchsgruppe; 22,4 + 0,3 g fur die 0,5%-NMP-
Kontrollgruppe; 22,8 + 0,1 g fur die 1%-NMP-Kontrollgruppe). Weder die Applikation
von 0,25%igem NMP (10,8 + 1,4%) noch von 1%igem NMP (10,5 + 1,1%) fUhrte zu
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einer statistisch signifikanten Reduktion des Gewichtsverlustes im Vergleich zur
Kontrollgruppe (11,7 £ 1,8%). Die Applikation von 0,5%igem NMP reduzierte zwar den
Gewichtsverlust gegenlber der Kontrollgruppe, allerdings war diese Reduktion nicht
statistisch signifikant (7,6 £ 1,2%).

Mittelwert +/- SEM
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Relativer Gewichtsverlust (%)

M\
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Kontrolle NMP 0,25% NMP 0,5% NMP 1%

Abb. 36: Gewichtsverlust 24 Stunden nach Traumainduktion gegentuber dem
praoperativen Korpergewicht nach Applikation von verschiedenen NMP-

Konzentrationen jeweils eine Stunde nach Traumainduktion

3.4. Zusammenfassung der Ergebnisse

Zusammenfassend konnte beobachtet werden, dass die intraperitoneale Applikation
von 1%igem DMSO, 100%igem PEG-40 und 100%igem Miglyol keinen Einfluss auf
das sekundare Nekrosewachstum nach CCI hat, wahrend die Applikation von NMP
das sekundare Nekrosewachstum deutlich reduziert. Dieser Effekt ist sowohl bei
Applikation vor als auch nach CCI zu beobachten. Dabei scheint eine Konzentration
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zwischen 0,5% und 1% am wirksamsten zu sein. Weiterhin hat die NMP-Applikation
auch einen positiven Effekt auf die neurologische Funktion und den postoperativen
Gewichtsverlust der Versuchstiere, wobei dieser Effekt im Gegensatz zum sekundaren

Nekrosewachstum nicht signifikant ist.

4. Diskussion

4.1 Diskussion der Methode

4.1.1 Auswahl der Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden fur die vorliegende Studie mannliche C57BI/6 Mause
gewahlt. Mause sind neben Ratten die am haufigsten fur Tiermodelle des Schadel-
Hirn-Traumas verwendeten Versuchstiere, da sie eine Reihe von Vorteilen aufweisen.
So kénnen sie aufgrund von kurzen Reproduktionszyklen schnell und kostenglnstig
gezuchtet werden, sind einfach unterzubringen und bieten die Moglichkeit der Zucht
von genetisch veranderten Stammen. Zusatzlich besitzt unsere Arbeitsgruppe grofde
Erfahrung in der Durchfihrung von Versuchen an Mausmodellen [70, 95, 101, 144,
303-309]. Der Vorteil von mannlichen Mausen gegenuber weiblichen Artgenossen liegt
in der deutlich geringeren endogenen Produktion von Ostrogenen und Progesteron,
welche neuroprotektiven Einfluss im Tiermodell haben und so die Beobachtungen
beeinflussen kénnten [40, 129, 310]. Nachteile der Maus als Versuchstier liegen vor
allem in der geringen Korpergrolle, die zu Schwierigkeiten bei der Praparation fuhren
kann. Dies kann jedoch durch Verwendung von Operationsmikroskopen,
mikrochirurgischen Techniken und Erfahrung des Operateurs ausgeglichen werden.
Weiterhin ist es schwierig, neuropsychologische Testungen an Mausen vorzunehmen,
und der Metabolismus von Pharmaka kann von dem des Menschen zum Teil erheblich
abweichen [311-313].

4.1.2 Auswahl des experimentellen Traumamodells

Es existieren verschiedene Modelle, um die pathophysiologischen Prozesse des

Schadel-Hirn-Traumas in Versuchstieren zu simulieren [314-316]. In der vorliegenden
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Studie wurde das Controlled Cortical Impact Modell verwendet. Das Modell wird seit
vielen Jahren routinemaRig in unserer Arbeitsgruppe durchgefuhrt, was zur
Optimierung der einzelnen Arbeitsschritte und so weiter zur Standardisierung
beigetragen hat [50, 70, 84, 95, 101, 144, 303-309, 317-319]. Weiterhin wurden vor
Durchfuhrung der Versuchsreihen der vorliegenden Studie Validierungsexperimente
durchgefuhrt um sicherzustellen, dass der Operateur die einzelnen Arbeitsschritte des

Modells sicher beherrscht und standardisiert durchfiihren kann.

Beim CCI wird kurz zusammengefasst mit Hilfe eines pneumatisch getriebenen
Stempels, d.h. mechanisch, eine genau definierte Kontusion induziert. Da sowohl die
Eindringtiefe als auch die Aufprallgeschwindigkeit und die Kontaktzeit des Bolzens mit
der Dura mater separat bestimmt und genau festgelegt werden kénnen und die
Kontaktflache des Bolzens mit der Dura mater immer gleich ist (3 mm?), ermdoglicht das
CCI eine sehr gute Reproduzierbarkeit und Standardisierbarkeit der Kontusion. In der
vorliegenden Studie wurden eine Eindringtiefe von einem mm, eine
Aufprallgeschwindigkeit von 8 m/s und eine Kontaktzeit vom 150 ms gewahlt. Die
Durchfuhrung des CCI mit diesen Parametern flhrt zur Induktion einer gut
quantifizierbaren Kontusion entsprechend eines mittelschweren Schadel-Hirn-
Traumas; die Versuchstiere zeigen nach Trauma deutliche neurologische
Einschrankungen, sind jedoch nach Aufwachen aus der Narkose nicht komatds. Ein
weiterer Vorteil des CCI ist die gut standardisierbare und genaue Quantifizierbarkeit

des sekundaren Hirnschadens (siehe Abb.37).

Hypothermie wirkt im Tierexperiment neuroprotektiv [320-323]. Um ein Auskuhlen der
Versuchstiere und somit einen potentiellen Einfluss von Hypothermie auf die
Beobachtungen auszuschlie3en, wurden die Mause wahrend der gesamten Dauer der
Operation auf einer mit einer rektalen Temperatursonde rickgekoppelten Warmematte
gelagert und die Korpertemperatur konstant bei 37°C gehalten. Zusatzlich erfolgte die

postoperative Aufwachphase in einem auf 37°C erwarmten Inkubator.
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Abb. 37: Quantifizierung des sekundaren Hirnschadens

Im Gegensatz zu anderen experimentellen Schadel-Hirn-Trauma-Modellen liegt der
pathophysiologische Fokus beim CCl auf der Kontusion, was gut mit dem
Verletzungsmuster nach Schadel-Hirn-Trauma beim Menschen Ubereinstimmt [20]. Im
Gegensatz dazu verursacht das von Marmarou entwickelte Weight Drop Modell vor
allem einen diffusen axonalen Schaden und hippocampalen Zelltod [324, 325]. Bei
diesem Modell wird das Schadel-Hirn-Trauma durch den Aufprall eines aus einer
definierten Hohe fallen gelassenen Gewichtes, welches durch eine Plexiglasrohre
gefuhrt wird, auf den Schadel des Versuchstiers induziert. Dabei ist der Schadel zur
Vermeidung von Schadelfrakturen und einem somit resultierendem offenen Schadel-
Hirn-Trauma durch einen Metallkegel, welcher auf der Kalotte angebracht wird,

geschitzt und das Versuchstier auf einer Schaummatte gelagert. Auch beim haufig
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verwendeten Fluid Percussion Injury Modell, bei dem das Trauma durch Injektion einer
Fllssigkeit in den geschlossenen Schadel des Versuchstieres verursacht wird, stehen
nicht die beim Menschen am haufigsten beobachteten Kontusionen, sondern
subarachnoidale und intraparenchymatése Blutungen sowie hippocampale
Zellschadigungen im Vordergrund. Insgesamt stimmt somit die durch das CCI
verursachte Lasion im Vergleich zu anderen Traumamodellen am besten mit dem am
haufigsten im Menschen nach Schadel-Hirn-Trauma beobachteten Verletzungsmuster
Uberein und ist daher sehr gut zur experimentellen Untersuchung
pathophysiologischer Prozesse nach Schadel-Hirn-Trauma geeignet. Dies gilt auch im
Hinblick auf die posttraumatische Odementstehung. Marmarou et al. bestimmten in
Jahre 2000 magnetresonanztomografisch den Hirnwassergehalt gesunder, freiwilliger
Versuchspersonen und von Patienten, die ein schweres Schadel-Hirn-Trauma erlitten
hatten [326]. Sie ermittelten einen Hirn-Wasseranteil von 77,34 % in der Gruppe der
gesunden Probanden und 78,74 % in der Gruppe der Schadel-Hirn-Trauma-Patienten.
Marmarou et al. bestimmten den Wert bezogen auf das gesamte Gehirn. Errechnet
man den Hirnwassergehalt bezogen auf das gesamte Gehirn fur die Kontrollgruppe
der vorliegenden Studie, so ergibt sich ein Wert von 79,83 %, welcher sehr nahe an
dem von Marmarou et al. in Menschen bestimmten Wert liegt. Geht man davon aus,
dass der Anstieg des Hirnwassergehaltes im Modell der fokalen Schadigung wie beim
CCI nur auf der dem Trauma ipsilateralen Hemisphare stattfindet, kann man die dem
Trauma kontralaterale Hemisphare als Kontrolle betrachten. Der Mittelwert des
Hirnwassergehaltes der dem Trauma kontralateralen Hemisphare betrug in der
vorliegenden Studie 78,61% und lag damit ebenfalls sehr nahe an dem von Marmarou
et al. ermittelten Wert fur gesunde Probanden. Auch der Anstieg des
Hirnwassergehaltes um 1,22% in der vorliegenden Studie entspricht relativ gut dem
von Marmarou et al. im Menschen beschriebenen Anstieg von 1,40% nach schwerem
Schadel-Hirn-Trauma. Der Vergleich mit dieser an Menschen durchgefuhrten Studie
zeigt, dass das CCI-Modell eine posttraumatische Hirnddementwicklung induziert, die
der im Menschen sehr ahnlich ist, und daher sehr gut geeignet ist, um potentielle
pharmakologische Einflisse auf die Hirnodementstehung nach einem Schadel-Hirn-
Trauma zu untersuchen. SchlieRlich wird der posttraumatische ICP-Anstieg, welcher
als einer der entscheidenden Mechanismen zur Entstehung des sekundaren
Hirnschadens beitragt, durch den Verschluss der knochernen Schadeldecke

unmittelbar nach der Traumainduktion gewahrleistet, was einen entscheidenden
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Vorteil gegenuber Modellen ohne Verschluss des knochernen Schadels darstellt [35,
53].

Neben vielen Vorteilen existieren auch einige Nachteile des CCI, welche eine
Translation der experimentell gewonnenen Erkenntnisse in den klinischen Alltag
erschweren konnten. Wird das CCl mit den in der vorliegenden Studie gewahlten
Parametern durchgefuhrt, resultiert eine Gewebeverletzung entsprechend eines
mittelschweren Schadel-Hirn-Traumas. Viele klinische Studien werden jedoch an
Patienten mit schweren Schadel-Hirn-Traumata durchgeflihrt, da sich in dieser Gruppe
die Wahl und letztendlich die Messung des primaren Endpunktes, meistens der
Mortalitat, einfacher gestaltet als in anderen Patientenkollektiven und diese
Patientengruppe potentiell am meisten von neuartigen Therapien profitieren kdnnte
[40]. Man geht davon aus, dass die pathophysiologischen Prozesse in der Gruppe der
mittelschwer traumatisierten Patienten mit denen mit schweren Schadel-Hirn-
Traumata Ubereinstimmen; letztlich kann aber nicht sicher ausgeschlossen werden,
dass bestimmte Prozesse beim schweren Trauma in anderem Ausmal oder anderer
Geschwindigkeit ablaufen oder gar weitere Prozesse beteiligt sind. Um dieses Problem
zu l6sen, konnten beispielsweise die Parameter des CCI so angepasst werden, dass
eine einem schweren Schadel-Hirn-Trauma entsprechende Kontusion entsteht, was
aber wiederum aufgrund der dann resultierenden postoperativen Vigilanzminderung
bis zur Beatmungspflichtigkeit der Versuchstiere weitreichende infrastrukturelle
Konsequenzen fur die Versuchsdurchfihrung hatte. Weiterhin wirden sich aufgrund
einer zu erwartenden hoheren Mortalitat auch tierschutzrechtliche Bedenken ergeben,
wahrend in Studien unserer Arbeitsgruppe mehrfach gezeigt werden konnte, dass die
Traumainduktion mit den in der vorliegenden Studie gewahlten Parametern bei sehr
guter Reproduzierbarkeit einer definierten Kontusion mit gut quantifizierbarem
sekundaren Nekrosewachstum und neurologischen Ausfallen mit einer sehr geringen
Mortalitéat der Versuchstiere einhergeht [303, 305]. Eine weitere Einschrankung des
CCI-Modells stellt die Tatsache dar, dass viele Patienten mit Schadel-Hirn-Trauma
einerseits mehr als eine intrakranielle Pathologie, andererseits aber auch haufig
zusatzlich Verletzungen weiterer Organsysteme aufweisen [22, 39]. Das CCIl-Modell
induziert jedoch nur eine definierte fokale Lasion; weitere zerebrale und periphere
Verletzungsmuster, wie z.B. diffus axonale Schaden oder Thoraxverletzungen, welche
bei Patienten haufig in Kombination mit fokalen zerebralen Verletzungen auftreten und

einen entscheidenden Einfluss auf das klinische Outcome haben konnen, bleiben
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durch dieses Modell allerdings weitestgehend unberucksichtigt. Weiterhin haben
sowohl arterielle Hypotonie als auch systemische Hypoxie einen negativen Einfluss
auf die Prognose nach Schadel-Hirn-Trauma und es konnte auch in
tierexperimentellen Studien gezeigt werden, dass systemische Hypotonie die
Hirndurchblutung senkt, perifokale Depolarisationen auslost und somit schlief3lich den
Sekundarschaden vergrofRert [109, 327, 328]. In verschiedenen Studien, in denen das
CCI-Modell verwendet wurde, zeigte sich jedoch, dass allein die Traumainduktion
zumindest in der Akutphase keine hohergradige arterielle Hypotonie oder systemische
Hypoxie auslost [95, 319, 329]. Die Losung des Problems konnte in der Etablierung
von kombinierten Modellen liegen, welche verschiedene Verletzungsmuster und
systemische Faktoren, die die pathophysiologischen Prozesse des sekundaren
Hirnschadens nach Schadel-Hirn-Trauma beeinflussen, berucksichtigen. Vor
Etablierung solcher kombinierter Traumamodelle sollten zunachst jedoch die im
Bereich des Gehirns ablaufenden pathophysiologischen Prozesse abschlieRend
aufgeklart werden. Hierfur ist das CCI-Modell sehr gut geeignet, da es eine Vielzahl
der auch im Menschen ablaufenden Prozesse abbildet und so deren Untersuchung
ermoglicht.

4.1.3 Bestimmung des Nekrosevolumens

Es existieren verschiedene Methoden zur Bestimmung des Nekrosevolumens nach
experimentellem Schadel-Hirn-Trauma. Diese erfolgt vor allem in den letzten Jahren
zunehmend mittels CT- oder MRT-Bildgebung, was den Vorteil mit sich bringt, dass
nicht nur das Nekrosevolumen, sondern auch andere Parameter wie z.B. die zerebrale
Durchblutung oder das Odem in der gleichen Untersuchung ermittelt werden kénnen
[330, 331]. Allerdings unterliegt die Auswertung der MRT-Daten, wie bei den meisten
Auswertungsverfahren, einer gewissen interindividuellen Schwankung und es sind
bisher keine standardisierten Untersuchungsbedingungen z.B. zur Bestimmung des
Nekrosevolumens definiert worden, sodass Ergebnisse verschiedener Studien schwer
miteinander vergleichbar sind [332]. In der MRT-Bildgebung kommt auf3erdem nicht
die Nekrose allein, sondern auch begleitende Lasionen, wie z.B. ein begleitendes
Odem, zur Darstellung und eine Differenzierung zwischen den verschiendenartigen
Lasionen und somit eine Bestimmung des exakten Nekrosevolumens ist allein
aufgrund des Signalverhaltens nicht eindeutig moglich. Daher entspricht die Ermittlung
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des Nekrosevolumens mittels MRT lediglich einer Annaherung an das tatsachliche
Nekrosevolumen, was einen entscheidenden Nachteil zu der in der vorliegenden
Studie verwendeten histologischen Bestimmungsmethode darstellt. Zudem ist fur die
MRT-Bildgebung in Mausen eine sehr hohe Auflosungsleistung der MRT-Gerate
notwendig und Untersuchungen mit Geraten mit einer zu geringen Auflosung liefern
ungenaue Daten, was die Prazision der Bestimmung des Nekrosevolumens weiter
reduziert. Zusatzlich mussen die Versuchstiere fir die Untersuchung erneut
narkotisiert werden, was die untersuchten Parameter verfalschen kann [333].
Histomorphometrische Verfahren, wie sie z.B. in der vorliegenden Studie verwendet
wurden, sind ohne groRen infrastrukturellen Aufwand und kostengunstig
durchzufihren. Auch diese Verfahren unterliegen interindividuellen Schwankungen in
der Auswertung und die artefaktfreie Erstellung der Gewebeschnitte erfordert
Erfahrung im Umgang mit den verwendeten Geraten und Substanzen. Unsere
Arbeitsgruppe arbeitet seit vielen Jahren mit der Nissl-Farbung und erreicht daher
einen sehr hohen qualitativen Standard in der Herstellung der Gewebeschnitte [95,
303, 305, 319, 329]. Der entscheidende Vorteil der Farbung von Gefrierschnitten nach
Nissl gegenuber der TTC-Farbung liegt in der Mdglichkeit, geschadigte Neurone
eindeutig identifizieren und somit das Nekrosevolumen aufierst exakt bestimmen zu
kénnen, was nach TTC-Farbung u.a. auch aufgrund der héheren Schichtdicke nicht
der Fall ist.

Die Nekrosevolumina der jeweiligen 15-Minuten-Kontrollgruppen in den
Versuchsreihen zur Evaluation der Applikation verschiedener NMP-Konzentrationen
vor bzw. nach Traumainduktion unterscheiden sich deutlich voneinander. Dies ist vor
allem damit zu begriinden, dass die Versuche in einem gewissen zeitlichen Abstand
voneinander durchgefuhrt wurden. Zwischen der Durchfiihrung der Versuche der
beiden Versuchsreihen wurde eine Wartung der Traumamaschine notwendig, in deren
Rahmen eine Neukalibrierung erfolgte. Dies kann auch bei Einstellung der exakt
gleichen Parameter an der Traumamaschine zu in einer minimal abweichendenen
Traumainduktion mit daraus resultierenden Veranderungen des induzierten
Nekrosevolumens nach 24 Stunden gefuhrt haben. Allerdings wurden alle
Experimente innerhalb der einzelnen Versuchsreihen zum gleichen Zeitpunkt vor bzw.
nach der Wartung der Traumamaschine, d.h. unter den exakt gleichen
Versuchsbedingungen durchgefihrt und es wurde flr die beiden Versuchsreihen

jeweils eine eigene Kontrollgruppe installiert. Daher resultierten innerhalb der
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einzelnen Versuchsreihen nur sehr geringe Abweichungen, sodass die Daten
innerhalb der Versuchsreihen sehr gut miteinander vergleichbar und die Aussagen

daher insgesamt valide sind.

4.1.4 Bestimmung des neurologischen Schadigungsmusters

Insgesamt ist es schwierig, das neurologische Schadigungsmuster in Nagetieren exakt
zu untersuchen. Zwar existieren viele verschiedene Testverfahren zur Evaluation des
neurologischen Outcomes von Versuchstieren, jedoch stellt die genaue Beurteilung
der Beobachtungen ein Problem dar [95, 144, 334-336]. So gibt es beispielsweise viele
verschiedene Tests, um das Lernvermdgen und das Gedachtnis der Versuchstiere zu
untersuchen. Beispiele sind der Object-Recognition-Test, mit dem anhand der Zeit, die

sich das Versuchstier mit einem Gegenstand beschaftigt, bewertet wird, ob das Objekt

wiedererkannt wird oder "neu" ist, oder der Water-Maze-Test, bei dem die
Versuchstiere eine Plattform in einem Wasserbecken wiederfinden mussen. Das
Problem aller dieser Tests besteht darin, dass der beobachtete Endpunkt von einer
Vielzahl von Parametern beeinflusst wird und somit allein anhand der Beobachtung
des Endpunktes nicht exakt darauf zu schlie3en ist, welche Funktion hauptsachlich
beeintrachtigt ist. So kann ein schlechteres Ergebnis im Water-Maze beispielsweise
durch ein beeintrachtigtes Gedachtnis, aber auch durch eine Parese bedingt sein.
Weiterhin sind Verhaltensanderungen haufig nur durch sehr genaue Beobachtung zu
detektieren, was bei mangelnder Erfahrung des Untersuchers zu einem signifikanten
Untersucher-Bias fuhren kann. Diesem Problem kann durch computergestutzte
Auswertung der Verhaltenstests, z.B. durch Aufzeichnung von Zeit und zurtickgelegter
Wegstrecke in einem Open-Field-Versuch mittels einer Kamera, begegnet werden.
Zusatzlich werden Verhaltenstests zumeist unter Laborbedingungen durchgefihrt,
welche nicht der naturlichen Umgebung der Versuchstiere entsprechen und somit das
Verhalten beeinflussen konnen [337]. Schliellich reagieren verschiedene Spezies
unterschiedlich auf den gleichen Test, was dazu flhrt, dass z.B. das Ergebnis einer
Ratte im Object-Recognition-Test nicht unbedingt mit dem einer Maus zu vergleichen

ist [337].

In der vorliegenden Studie wurde ein zehnteiliger Score direkt vor und 24 Stunden
nach CCIl erhoben. Dies diente dem Ziel, moglichst eine Vielzahl verschiedener
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Bereiche der Hirnfunktion zu testen (Aktivitat, Orientierung, Koordination, Motorik).
Gleichzeitig ist die Erhebung leicht zu erlernen und gut reproduzierbar. Alle Tiere
zeigten 24 Stunden nach Traumainduktion neurologische Auffalligkeiten, welche vor
Beginn der Experimente noch nicht bestanden hatten, was belegt, dass das induzierte
Trauma auch funktionelle Schaden verursacht hatte. Die Bestimmung des
postoperativen Neuroscores erfolgte einmalig 24 Stunden nach Traumainduktion. Es
ist jedoch madglich, dass Therapieeffekte sich erst nach mehreren Tagen in einer
Verbesserung des neurologischen Outcomes niederschlagen, sodass der gewahlte
Beobachtungszeitraum mdoglicherweise zu kurz war [95]. AuRerdem wurden die
verschiedenen Merkmale nur qualitativ bewertet. Eine quantitative Bewertung, z.B. der
Motorik durch Zahlen der Fehltritte im Beam Walk oder der Orientierung durch Messen
der Zeit bis zum Verlassen des Reifens im Open Field Versuch, konnten
moglicherweise aussagekraftiger sein und Unterschiede sensitiver detektieren.
Andererseits ist eine qualitative Auswertung eindeutiger zu bewerten und fuhrt daher
zu einer besseren Reproduzierbarkeit der Untersuchungsergebnisse. Ein weiterer
Nachteil der verwendeten Methode liegt darin, dass keine automatisierte Auswertung
erfolgte, was einerseits zeitintensiv ist und andererseits einen moglichen Untersucher-
Bias begunstigt. Letzteres wurde allerdings durch die randomisierte und verblindete
Versuchsdurchfihrung ausgeschlossen. Insgesamt ist der verwendete Neurological
Severity Score ein valider Test zur Bewertung der neurologischen Funktion der
Versuchstiere, da er mehrere Funktionsbereiche bewertet und zudem mehrfach
gezeigt werden konnte, dass er in der Lage ist, Unterschiede in der neurologischen
Funktion der Versuchstiere sensitiv zu detektieren [95, 96, 305, 334, 335].

4.1.5 Bestimmung des Hirnwassergehaltes

Das Hirnbdem, das als pathologische Zunahme des Hirnwassergehalts definiert ist,
erfolgte mit der seit langem etablierten und in unserer Arbeitsgruppe routinemafdig
durchgefuhrten Feucht-Trocken-Methode [84, 95, 303]. Die Methode ist nach Erlernen
sehr  einfach  durchzufihren und unterliegt  einer  sehr  geringen
Untersucherabhangigkeit. Allerdings muss die Aufbereitung des Probenmaterials sehr
exakt und grundlich erfolgen, da bereits bei kleinen Ungenauigkeiten sehr hohe
Schwankungen resultieren. Wird die Methode jedoch exakt durchgefuhrt, liefert sie

sehr gut reproduzierbare Ergebnisse mit sehr geringem Fehler. Eine weitere Methode
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zur Odembestimmung ist die MRT-Untersuchung, die im Gegensatz zur Feucht-
Trocken-Methode eine serielle Messung auch mehrerer Parameter gleichzeitig
ermdglicht und so ein intraindividueller Verlauf beobachtet werden kann. Dabei gelten
wiederum die bereits genannten Limitationen der hohen infrastrukturellen und
finanziellen Anforderungen sowie des Untersucher-Bias bei der Auswertung und die
Notwendigkeit einer erneuten Narkose, welche Einfluss auf die bestimmten Parameter
nehmen kann. Eine weitere neue Madglichkeit zur Bestimmung des Hirn-Wasser-
Gehaltes stellt die Quantifizierung der Fluoreszenzintensitat nach Gabe von
Tetramethylrhodamin-Dextran (TMRM) mittels Intravitalmikroskopie dar [308]. Der
grolke Vorteil dieser Methode liegt darin, dass der zeitliche Ablauf und die genaue
Lokalisation der Odementstehung visualisiert und quantifiziert werden kénnen.
Allerdings ist die Anwendung der Methode sehr aufwandig und es ist nur eine
Beobachtung Uber mehrere Stunden moglich; eine Beobachtung des zeitlichen

Verlaufs der Odementstehung und des Verlaufs (iber Tage ist nicht moglich.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Einfluss verschiedener Losungsmittel auf den strukturellen

Hirnschaden nach Schadel-Hirn-Trauma
Die Therapie des Schadel-Hirn-Traumas ist trotz intensiver Forschung weiterhin vor
allem auf die Kontrolle des intrakraniellen Drucks und die Optimierung der zerebralen
Durchblutung fokussiert. Zielgerichtete bzw. kausale Therapien, die direkt in die
pathophysiologischen Prozesse des Gewebeschadens nach einem Schadel-Hirn-
Trauma eingreifen, existieren bisher nicht. Um dies zu andern, werden viele
verschiedene Pharmaka in tierexperimentellen Studien auf eine mdgliche
neuroprotektive Wirkung untersucht. Die meisten dieser Pharmaka mussen mit Hilfe
einer Tragersubstanz vor der Injektion zunachst in Losung gebracht werden.
Moglicherweise haben diese Tragersubstanzen jedoch selbst einen Effekt auf die
pathophysiologischen Prozesse, was jedoch nicht immer im Studiendesign
berlcksichtigt wird. Daher wurden in der vorliegenden Studie haufig verwendete
Lésungsmittel auf einen modglichen Effekt auf den sekundaren Hirnschaden nach

Schéadel-Hirn-Trauma untersucht.
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Verschiedene Studien an Nagetiermodellen suggerieren einen neuroprotektiven Effekt
von DMSO. De la Torre et al. zeigten 1995 am Mausmodell, dass der Zelluntergang,
gemessen drei Stunden nach Traumainduktion durch Weight Drop Modell, durch
intravenose Injektion von 0,07 ml 100%igem DMSO drei Minuten nach
Traumainduktion signifikant reduziert werden kann [338]. Die verwendete Menge
DMSO entsprach dabei in etwa einer Dosis von 2,8 ml/kg KG. Dieser Effekt konnte
durch zusatzliche Applikation von Fruktose 1,6- bisphosphat (FDP) sogar noch weiter
gesteigert werden, was die Autoren darauf zurickfuhren, dass die Gabe von FDP zur
vermehrten aeroben Glykolyse und ATP-Produktion fahrt und somit den
Energiemangel mindert. Di Giorgio et al. beobachteten 2008 an Sprague-Dawley-
Ratten, dass 100%iges DMSO nach dreimaliger intraperitonealer Injektion in einer
Dosis von 1 ml/kg KG 30 Minuten vor sowie 30 und 90 Minuten nach Fluid Percussion
Injury den hippokampalen Zelluntergang 24 Stunden nach Traumainduktion statistisch
signifikant reduziert [135]. Die Studie war eigentlich darauf ausgelegt, den Effekt des
Antioxidans Curcumin mit DMSO als Vehikel auf den sekundaren Hirnschaden zu
evaluieren. Es zeigte sich jedoch, dass das als Losungsmittel verwendete DMSO allein
schon einen neuroprotektiven Effekt hat. Bardutzky et al. zeigten 2005 an Wistar-
Ratten, dass 33%iges DMSO nach intravendser Infusion in einer Dosis von 1,5 g/kg
KG Uber drei Stunden das Infarktareal 24 Stunden sowie drei Tage nach Verschluss
der A. cerebri media signifikant verringert, solange die Infusion innerhalb einer Stunde
nach Beginn der Ischamie gestartet wird [339]. Die Arbeitsgruppe um de la Torre
konnte in den 1970er-Jahren auch in einem Ballon-Kompressions-Modell, bei dem ein
Ballon Uber ein Bohrloch in den Epiduralraum eingebracht und anschlieRend mit einer
definierten Menge NaCl-Losung gefullt wurde, in Affen einen neuroprotektiven Effekt
von DMSO nach Schadel-Hirn-Trauma zeigen [340]. In dieser Versuchsreihe wurde
50%iges DMSO in einer Dosierung von 2 g/kg KG und einer Injektionsgeschwindigkeit
von 8 ml/min intravends injiziert. Die Injektion wurde jeweils ab der ersten spontanen
respiratorischen Aktivitat des Versuchstieres nach posttraumatischer Apnoephase
gestartet. Die Mortalitat konnte durch DMSO-Injektion von 100% in der Kontrollgruppe
auf 7% in der DMSO-Gruppe gesenkt werden. Dem gegenuber stehen Berichte der
Arbeitsgruppe um Little et al., die in Ischamiemodellen weder in Katzen noch in
Pavianen nach intravendser Applikation von 30-50%igem DMSO in einer Dosis 2,5
g/kg KG direkt nach Ischamiebeginn bzw. achtstindiger intravendser Infusion einer
Dosis von 1 g/kg KG beginnend 30 Minuten oder zwei Stunden nach Ischamieinduktion
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einen neuroprotektiven Effekt von DMSO belegen konnten [341, 342]. In der
vorliegenden Studie konnte ebenfalls kein neuroprotektiver Effekt einer DMSO-
Applikation beobachtet werden. Dies koénnte vor allem daran liegen, dass in allen
Studien, die einen neuroprotektiven Effekt von DMSO beschreiben, weitaus hohere
Dosen als in der vorliegenden Studie verwendet wurden. Die kleinste Dosis, fur welche
ein neuroprotektiver Effekt von DMSO belegt werden konnte, war jene von de la Torre
et al. 1995 verwendete. Sie betrug insgesamt etwa 2,8 ml/kg KG und war damit 56 mal
so hoch wie die in der vorliegenden Studie verwendete Dosis von 0,05 ml/kg KG (es
wurde 1%-iges DMSO verwendet und 5 ml/kg KG appliziert; 5 ml/kg * 0,01 = 0,05
mi/kg). Dies erklart jedoch nicht hinreichend, warum Little et al., die ahnliche Dosen
wie de la Torre et al. und di Giorgio et al. verwendeten, keinen neuroprotektiven Effekt
beobachten konnten. Es sei jedoch darauf verwiesen, dass Little et al. ihre
Untersuchungen an einem Ischamiemodell durchfluhrten, wahrend die Arbeitsgruppen
um de la Torre und di Giorgio Schadel-Hirn-Trauma-Modelle verwendeten, sodass
unterschiedliche pathophysiologische Grundlagen der verwendeten Modelle die
gegensatzlichen Ergebnisse erklaren konnten. So hat zwar auch die Ischamie einen
Effekt auf die Entstehung des sekundaren Hirnschadens, jedoch spielen im Kontext
eines Schadel-Hirn-Traumas auch eine Vielzahl anderer Prozesse eine Rolle, sodass
die Beeinflussung der ischamischen Komponente allein nicht unbedingt einen
signifikanten Effekt auf den Gesamtschaden haben muss. Weiterhin ist es denkbar,
dass die ischamische Komponente in dem von De la Torre verwendeten Weight Drop
Modell und in dem von DiGiorgio verwendeten Fluid-Percussion-Modell eine groRere
Rolle spielt als in dem in der vorliegenden Studie verwendeten CCl Modell, sodass
eine Beeinflussung der Ischamie durch DMSO einen groReren Effekt auf den
Gesamtschaden haben konnte. Zusammenfassend ist festzustellen, dass DMSO in
der in der vorliegenden Studie getesteten Dosis von 0,5 mllkg KG und sehr
wahrscheinlich auch in hoéheren Dosen als Losungsmittel far Studien zur
Pathophysiologie des Schadel-Hirn-Traumas verwendet werden kann, da ein die
Beobachtungen beeinflussender neuroprotektiver Effekt des Losungsmittels selbst
erst ab deutlich hoheren Dosen von etwa 1ml/kg KG zu erwarten ist.

Auch nach Applikation von PEG wurden in einigen Studien neuroprotektive Effekte
beobachtet. So zeigten Koob et al. 2005 an Ratten unter Verwendung des 1994 von
Marmarou et al. beschriebenen Impact Acceleration Injury Modells, dass es nach

intravenoser Injektion von einem Milliliter 30%igem PEG-2000 direkt nach
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Traumainduktion zu einer signifikanten Reduktion des strukturellen Hirnschadens im
Bereich des Traumas acht Stunden nach Traumainduktion kommt [235, 324]. Dies
wurde als Nachweis des Membran reparierenden Effektes von PEG-2000, welcher
zuvor bereits mehrfach von Borgens et al. an einem Traumamodell des Ruckenmarks
nachgewiesen werden konnte, gewertet [217, 219, 237, 239, 240, 242]. In weiteren
Studien konnte die gleiche Arbeitsgruppe zudem zeigen, dass es nach intravendser
Injektion von 30%igem PEG-2000 direkt nach Trauma zu geringeren Amyloid-
Precursor-Protein-Ablagerungen als Zeichen eines verringerten axonalen Schadens
kommt, und dass die dreimalige subkutane Anwendung der gleichen Substanz zwei,
vier und sechs Stunden nach Traumainduktion zu einem verbesserten neurologischen
Outcome der Versuchstiere flhrt [233, 234]. Auch die Arbeitsgruppe um Ping konnte
im Jahr 2014 einen neuroprotektiven Effekt von PEG beobachten [208]. Sie
untersuchte den Effekt einer intravendsen Injektion von Monomethoxy -
Poly(Ethylenglykol) - Poly(D, L-Laktat) Di-Block Copolymer Mizellen (mPEG-PDLLA)
in einer Dosis von 10mg/kg KG zum Zeitpunkt der Traumainduktion durch CCI in
Mausen sowie vier Stunden danach auf post mortem in vitro abgeleitete
Aktionspotentiale. Es konnte gezeigt werden, dass es unabhangig vom
Applikationszeitpunkt nach Applikation der Mizellen zu einer signifikanten Steigerung
der Amplitude der 48 Stunden nach Traumainduktion abgeleiteten Aktionspotentiale
kommt, was die Arbeitsgruppe als Nachweis eines Membran-reparierenden Effektes
der applizierten Substanz wertete. Cheney et al. verwendeten 2%iges DMSO in PEG
gelost als Vehikel in einer Studie zum Effekt eines Kalium-Kanal-Offners auf die
posttraumatische Hirnddementstehung nach Fluid-Percussion-Injury in Ratten [160].
Als Kontrolle wurde eine nicht genannte Menge der Vehikelpraparation zehn Minuten
nach Traumainduktion intravends injiziert. Die intravendse Administration des Kalium-
Kanal-Offners BMS-204352 zehn Minuten nach Traumainduktion reduzierte in dieser
Studie den Hirnwassergehalt 48 Stunden nach Trauma und verbesserte die Motorik
der Versuchstiere bis zu zwei Wochen nach Trauma jeweils signifikant gegenuber der
Vehikelgruppe. Es gab allerdings keine weitere Kontrollgruppe, welche einen Effekt
des Vehikels selbst hatte ausschliefen konnen, sodass anhand dieser Studie keine
Aussage uber den Effekt von 2%-igem DMSO in PEG gemacht werden kann.
Allerdings deuten die ermittelten Werte flr den Hirnwassergehalt darauf hin, dass PEG
zumindest die Entstehung des posttraumatischen Hirnddems nicht beeinflusst, da sie
gut mit den in Kontrollgruppen anderer Studien ermittelten Werten fir den
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Hirnwassergehalt nach experimentellem Schadel-Hirn-Trauma in  Ratten
Ubereinstimmen [128, 343, 344]. Turkoglu et al. verwendeten PEG ebenfalls als
Vehikel fir ihre Studie zum Effekt von Atorvastatin auf die posttraumatische
Hirnddementstehung nach Traumainduktion in Ratten [211, 345]. Das Trauma wurde
nach modifizierter Feeney-Methode, bei der nach parietaler Kraniotomie ein definiertes
Gewicht aus einer bestimmten Hohe durch eine Flhrungsrohre aus Teflon auf die
durch ein Stahlplattchen geschitzte Dura mater fallen gelassen wird, induziert [345].
In dieser Studie wurden 0,5 ml PEG direkt nach Traumainduktion intraperitoneal
appliziert und es zeigte sich, dass PEG keinen Effekt auf die Entstehung des
posttraumatischen Hirnddems hat. Keiner der Autoren der beiden zuvor
beschriebenen Studien gab das Molekulargewicht des verwendeten PEG an. Da das
Molekulargewicht von PEG aber einen Einfluss auf dessen biologische Aktivitat hat,
bleibt unklar, in wieweit die Ergebnisse dieser Studien mit denen der vorliegenden
Studie vergleichbar sind. Die vorliegende Studie konnte keinen Effekt von PEG-40 auf
die sekundare Nekroseentwicklung nach Schadel-Hirn-Trauma nachweisen. In allen
Studien, die einen neuroprotektiven Effekt von PEG nachweisen konnten, kamen
PEGs mit deutlich hdheren Molekulargewichten als das des in der vorliegenden Studie
verwendeten PEG-40 zum Einsatz [233-235, 324]. Die MolekullgroRe und das
Molekulargewicht des PEG haben einen Einfluss auf dessen biologische Aktivitat. So
werden kleinere Molekule deutlich schneller resorbiert als jene mit einem hdheren
Molekulargewicht [201, 227]. Daher ist nicht auszuschlie3en, dass eine Ursache der
unterschiedlichen  Beobachtungen im  Molekulargewicht der verwendeten
Testsubstanzen liegt. Weiterhin wurde in den meisten Studien, welche einen
neuroprotektiven Effekt von PEG nachweisen konnten, das Impact Acceleration Modell
verwendet [233-235, 324]. Dieses Modell verursacht primar einen diffusen axonalen
Schaden, wahrend der Fokus des in der vorliegenden Studie verwendeten CCI-
Modells auf der Kontusion liegt. Moglicherweise hat der von Koob. et al. postulierte
Wirkungsmechanismus von PEG, Membranen zu reparieren, einen groReren Einfluss
auf die pathophysiologischen Vorgange nach diffusem axonalen Schaden als auf jene
der Kontusion, was die unterschiedlichen Ergebnisse erklaren konnte. Ping et al.
beobachteten in Mausen auch nach Traumainduktion mittels CCI einen
neuroprotektiven Effekt von PEG [208]. Allerdings wurde PEG in dieser Studie in
Mizellenform in Kombination mit dem hydrophoben PDLLA appliziert, sodass

insgesamt ein amphiphiles Molekul verwendet wurde. Es ist mdglich, dass der
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beobachtete Effekt durch die amphiphile Molekulstruktur bedingt und daher nicht allein
auf den PEG-Anteil zurickzufuhren ist. Dann ware bei alleiniger Applikation von PEG
kein neuroprotektiver Effekt zu erwarten, was wiederum gut mit den Ergebnissen der
vorliegenden Studie Ubereinstimmt. Insgesamt scheint eine Verwendung von PEG-40
als Losungsmittel in Studien zur Pathophysiologie des Schadel-Hirn-Traumas maoglich,
da ein die Versuchsbeobachtungen beeinflussender Effekt nur bei PEGs mit hdheren
Molekulargewichten ab etwa 2 kD oder in Kombination mit hydrophoben Substanzen

zu erwarten ist.

Obwohl Miglyol ® 812 als Bestandteil verschiedenster Arzneimittelzubereitungen weit
verbreiteten Einsatz in der pharmakologischen Industrie findet, liegen bisher keine
Daten zum Einfluss von Miglyol® 812 auf die pathophysiologischen Vorgange nach
experimenteller Hirnschadigung vor. Groger und Plesnila verwendeten Miglyol® 812
als Vehikel in einer Studie zum neuroprotektiven Effekt von 17B-Estradiol nach
experimentellem Schlaganfall [140]. Die Testsubstanz wurde 48 h und 24 h vor
OkKklusion der A. cerebri media sowie zum Zeitpunkt der Reperfusion und 3h danach
in einer Gesamtdosis von 1,4 mg/kg KG intraperitoneal injiziert. Es konnte gezeigt
werden, dass der neuroprotektive Effekt von 17p-Estradiol nicht auf dessen
antioxidative Wirkung zuruckzufuhren ist. Allerdings gab es in der Studie keine
Versuchsgruppe, der lediglich Miglyol® 812 appliziert wurde, sodass keine sichere
Aussage zum Effekt von Miglyol® 812 auf die untersuchten Parameter Infarktvolumen,
Gewichtsverlust und neurologische Funktion gemacht werden kann. Nuglisch et al.
verwendeten Miglyol® 812 im Jahre 1990 als Vehikel zur oralen Applikation von
Nimodipin, um dessen Einfluss auf den neuronalen Zelltod und die zerebrale
Durchblutung nach bilateralem Abklemmen der Aa. carotides communes in Ratten zu
evaluieren [136]. Den Versuchstieren der Kontrollgruppe wurde eine Stunde vor
bilateraler Okklusion der A. carotis communis eine nicht genannte Dosis Miglyol® 812
p.o. verabreicht. Die Studie beinhaltete keine weitere Kontrollgruppe, um einen Effekt
der Vehikelsubstanz auf die zu bestimmenden Zielparameter auszuschlie3en.
Allerdings zeigte die Applikation von Miglyol® 812 keinen negativen Einfluss auf den
mittleren arteriellen Blutdruck sowie den Sauerstoffgehalt im Blut, welcher die
Entstehung von Sekundarschaden nach Hirnverletzung hatte begunstigen konnen. In
der vorliegenden Studie konnte erstmalig gezeigt werden, dass die intraperitoneale
Applikation von Miglyol® 812 keinen Einfluss auf die sekundare Nekroseentwicklung

nach experimentellem Schadel-Hirn-Trauma hat. Aufgrund der erhobenen Daten
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erscheint es daher unproblematisch, Miglyol® 812 als Losungsmittel in Studien zur

Pathophysiologie des Schadel-Hirn-Traumas einzusetzen.

Zusammenfassend hat sich im ersten Teil der vorliegenden Studie gezeigt, dass
sowohl der Einsatz von DMSO in Dosen unter 1 ml/kg KG als auch von PEG-40 und
Miglyol® 812 als Losungsmittel in pharmakologischen Studien zum Schadel-Hirn-
Trauma unbedenklich erscheint, da keine der genannten Substanzen bei Applikation
vor der Traumainduktion selbst einen Effekt auf den sekundaren Schaden nach

experimentellem Schadel-Hirn-Trauma hat.

4.2.2 Einfluss von NMP auf den sekundaren Hirnschaden
Ahnlich wie fiir Miglyol® 812 liegen auch fiir NMP trotz weit verbreiteter Anwendung

als Ldsungsmittel verschiedenster Arzneimittelzubereitungen keinerlei Daten
bezlglich eines moglichen Einflusses auf sekundare Prozesse nach einer
Hirnschadigung vor. Dudeck et al. evaluierten im Jahre 2006 NMP als moglichen
Bestandteil eines Agens zur interventionellen transarteriellen Embolisation von
zerebralen Aneurysmata [134, 137]. Zunachst wurden 0,8 ml verschiedener
Losungsmittel, u.a. auch NMP, tUber 60 Sekunden intraarteriell in das Rete mirabile,
ein arterielles Gefallnetz im Bereich der A. carotis, von Schweinen injiziert.
Anschlielend erfolgte eine angiografische Evaluation der Vasospasmogenitat der
Versuchssubstanzen. Schliel3lich wurden die Gehirne der Versuchstiere und speziell
die Gefalle des Rete mirabile makroskopisch und mikroskopisch auf Auffalligkeiten
untersucht. Es zeigte sich, dass NMP im Vergleich zu den anderen Testsubstanzen
wie z.B. DMSO, Ethyllaktat oder Dimethylisosorbit, am wenigsten vasospasmogen
wirkt und keinerlei makroskopische oder mikroskopische Schaden am Gehirn und
speziell an den Gefallen des Rete mirabile verursacht. In einer weiteren Studie
evaluierte die Arbeitsgruppe um Dudeck den Einsatz von jodhaltigem Polyvinylalkohol
(I-PVA) zur Embolisation von artifiziell induzierten zerebralen Aneurysmata in
Schweinen. Es zeigte sich, dass in NMP geldstes I-PVA die Aneurysmata sehr gut
embolisiert. Weiterhin fuhrte die Anwendung von NMP als Losungsmittel weder zu
Herzrhythmusstorungen im EKG noch zu Hamolyse. Die zwei Studien von Dudeck et
al. belegen zwar keinen direkten neuroprotektiven Effekt von NMP, zeigen jedoch,

dass NMP nur auferst gering vasospasmogen wirkt und keine EKG-Veranderungen
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hervorruft. Dies ist erwahnenswert, weil Vasospasmen eine Rolle in der Entstehung
des sekundaren Hirnschadens nach Schadel-Hirn-Trauma, insbesondere beim
Auftreten einer traumatischen Subarachnoidalblutung, spielen und ebenso wie neu
aufgetretene EKG-Veranderungen mit einem schlechten Outcome verbunden sind
[346-349]. Im ersten Abschnitt der vorliegenden Studie wurde erstmalig
nachgewiesen, dass NMP neuroprotektives Potential besitzt. Die intraperitoneale
Applikation von 1%igem NMP in einer Dosis von 5 ml/kg KG zehn Minuten vor
Traumainduktion reduziert das Nekrosevolumen 24 Stunden nach CCI statistisch
signifikant um etwa ein Drittel gegenuber der Kontrollgruppe. Dies bedeutet, dass NMP
unter den o.g. Bedingungen die sekundare Nekroseexpansion, welche in der
vorliegenden Studie etwa 65% des Primarschadens betragt (vgl. Abb. 25), um etwa
40% reduziert, was einem deutlichen therapeutischen Effekt entspricht. Aufgrund
dieser Ergebnisse eignet sich NMP in den getesteten Konzentrationen nicht als
Lésungsmittel in pharmakologischen Studien, da es aufgrund seiner protektiven
Wirkung auf den sekundaren Hirnschaden die Beobachtungen verfalschen kann;
alternativ sollte bei Verwendung neben der Vehikel-Kontrollgruppe mit NMP zusatzlich
eine weitere Kontrollgruppe mit Applikation von Tragersubstanz (PBS) geplant werden.

In der weiteren Untersuchung dieses unerwarteten neuroprotektiven Effektes zeigte
sich, dass mittlere NMP-Konzentrationen zwischen 0,5% und 1% die grof3te Reduktion
des Nekrosevolumens bewirken. Auch nach i.p.-Injektion von 0,5%igem NMP eine
Stunde nach Traumainduktion war der Trend einer Reduktion des Nekrosevolumens
im Vergleich zur Kontrollgruppe zu beobachten. Die NMP-Injektion zeigt auch einen
positiven Effekt auf die neurologische Funktion und reduziert den Gewichtsverlust der
Versuchstiere sowie die posttraumatische Hirnddementstehung. Dass die mittlere
Konzentration, d.h. 0,5%, den besten Effekt hatte, stimmt gut mit der Tatsache Uberein,
dass in vielen pharmakologischen Experimenten zur Dosis-Wirkungs-Beziehung
umgekehrte U-Kurven beobachtet wurden [122, 350-352]. Dies kann dadurch erklart
werden, dass geringere Dosen zu niedrig sind, um einen therapeutischen Effekt zu
entfalten, wahrend zu hohe Dosen bereits toxisch wirken, was den therapeutischen
Effekt schmalern oder gar Schaden verursachen kann. Insgesamt ist festzuhalten,
dass NMP auch bei Applikation nach Traumainduktion neuroprotektive Wirkung

entfalten kann. Dadurch hat die Substanz theoretisch klinisches Potential.
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In der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass NMP intrazellulare, pro-inflammatorische
Signalwege inhibiert. Ghayor et al. konnten 2015 an einem Makrophagen-Modell in
vitro zeigen, dass NMP die Genexpression von pro-inflammatorischen Zielgenen
unterdruckt. Zu diesen Zielgenen gehort unter anderem auch Interleukin-1. Tehranian
et al. wiesen 2002 in einer Studie zum Effekt eines Interleukin-1-Rezeptor-
Antagonisten auf die Expression von proinflammatorischen Zytokinen nach
Traumainduktion durch ein modifiziertes Weight Drop Modell in Mausen nach, dass es
bereits eine Stunde nach Traumainduktion zu deutlich erhohter Expression von
Interleukin-1 kommt [353]. Die Expression von Interleukin-1 fuhrt zu einer Aktivierung

vielfaltiger Signalwege, u.a. auch zur Expression von iNOS (siehe Abb. 38) [353, 354].

Hirnschadigung
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Abb. 38: Effekte von Interleukin-1 nach Schadel-Hirn-Trauma. Modifiziert nach [354]
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Es wurde bereits mehrfach belegt, dass es nach einem Schadel-Hirn-Trauma zum
Anstieg von INOS kommt und dass dessen Inhibition den sekundaren Schaden nach
Schadel-Hirn-Trauma reduziert [89, 93, 94, 97]. Daher ist der akute neuroprotektive
Effekt von NMP mdoglicherweise durch eine Inhibition der Interleukin-1- und schliel3lich
der iINOS-Expression zu erklaren. Es fallt auf, dass der Effekt von NMP auf das
Nekrosewachstum deutlich gréf3er ist als der auf den NSS. Dies kdnnte damit zu
erklaren sein, dass der Beobachtungszeitpunkt 24 Stunden nach Traumainduktion
deutlich zu frih gewabhlt ist, um Unterschiede der Versuchsgruppen bezlglich ihres
NSS zu detektieren. Viele Versuchsgruppen, die einen Effekt einer bestimmten
Therapie auf die neurologische Funktion der Versuchstiere untersucht haben, wahlten
daher deutlich langere Beobachtungszeitraume. So beobachteten zum Beispiel
Zweckberger et al. 2003 die Versuchstiere in einer Studie zum Effekt der
dekompressiven Hemikraniektomie auf das Nekrosevolumen und die neurologische
Funktion in Mausen nach CCI Uber einen Zeitraum von acht Tagen [305]. Dabei
unterschieden sich die Versuchsgruppen am ersten Tag nach Traumainduktion nicht
bezlglich der Hinterpfotenfunktion; nach acht Tagen bestand jedoch ein signifikanter
Unterschied. Zhao et al. beobachteten die Versuchstiere in einer Studie zum Effekt
von Geranylgeranylaceton auf Zelltod, Aktivierung der Mikroglia sowie funktionelles
Outcome in Mausen nach CCI sogar 28 Tage nach Traumainduktion [355]. Es konnte
in den ersten drei Tagen nach Trauma kein Unterschied bezuglich der
Gedachtnisfunktion zwischen den Versuchsgruppen beobachtet werden. Erst ab dem
vierten Tag nach Traumainduktion unterschieden sich die Ergebnisse der
Versuchsgruppen signifikant voneinander. Es zeigt sich also, dass es durchaus
moglich ist, dass sich Unterschiede in der neurologischen Funktion, welche durch eine
bestimmte therapeutische Intervention beeinflusst werden, erst einige Tage nach
Traumainduktion manifestieren. Daher ist es denkbar, dass auch NMP einen gro3eren
Effekt auf die neurologische Funktion der Versuchstiere hat als aufgrund der in der
vorliegenden Studie erhobenen Daten anzunehmen ist. Diese Annahme wird dadurch
unterstutzt, dass Ghayor et al. zeigen konnten, dass NMP in vitro die Expression von
Interleukin-1 unterdricken kann [286]. Es gibt Hinweise, dass die Expression von
Interleukin-1  und Monozyten-Aktivierung einen negativen Einfluss auf die
neurologische Funktion von Versuchstieren mehrere Tage und Wochen nach

Traumainduktion hat [356, 357]. Daher ist ein moglicher Wirkungsmechanismus von
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NMP auf die neurologische Funktion Tage und Wochen nach Schadel-Hirn-Trauma

die Unterdrickung der Expression von Interleukin-1.

Ein weiterer moglicher Wirkungsmechanismus von NMP liegt in seiner Molekulstruktur
begrundet. Die Entstehung von freien Radikalen nach Schadel-Hirn-Trauma flhrt zu
einem verstarkten sekundaren Hirnschaden [53, 74, 358]. Daher ist eine Mdglichkeit
der Reduktion des Sekundarschadens der Einsatz von Radikalfangern. Die meisten
im Kontext des experimentellen Schadel-Hirn-Traumas getesteten freien
Radikalfanger, wie z.B. U-83836E, Edaravon oder Neuroglobin, beinhalten eine
Ringstruktur [359-361]. Auch das NMP-Molekul beinhaltet eine Ringstruktur, sodass
aufgrund der Molekulstruktur eine Wirkung als Radikalfanger moglich ist.

Einen weiteren wichtigen Pathomechanismus in der Entstehung des sekundaren
Hirnschadens nach Schadel-Hirn-Trauma stellt die Ischamie im direkten
Kontusionsbereich, aber auch in umliegenden Arealen, der sog. traumatischen
Penumbra, dar [47, 53, 68]. Eine Beeinflussung dieser ischamischen Komponente als
Wirkungsmechanismus von NMP erschient jedoch eher unwahrscheinlich, da in der
vorliegenden Studie gezeigt werden konnte, dass die intraperitoneale Applikation von
NMP zehn Minuten vor Ischamieinduktion durch Okklusion der A. cerebri media in
Mausen keinerlei positiven Einfluss auf das Nekrosevolumen 24 Stunden nach
Ischamieinduktion hat (s. Abb. 30).

Letztendlich konnte der Einfluss von NMP auf einen spezifischen
pathophysiologischen Prozess, welcher zur Entstehung des sekundaren
Hirnschadens nach einem Schadel-Hirn-Trauma beitragt, bisher noch in keiner Studie
direkt in vivo nachgewiesen werden, sodass Aussagen zum Wirkungsmechanismus
sehr spekulativ erscheinen. Daher ist es umso wichtiger, in Zukunft weitere Studien
unter anderem mit einem langeren Beobachtungszeitraum durchzufuhren, die den

genauen Wirkungsmechanismus von NMP aufklaren.

4.2.3 Potentielle klinische Einsatzgebiete von NMP

In der vorliegenden Studie konnte zum ersten Mal das neuroprotektive Potential des
organischen Losungsmittels NMP nachgewiesen werden. Diese Wirkung konnte

sowohl bei NMP-Applikation zeitlich vor als auch nach einer Hirnschadigung belegt
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werden. Diese Eigenschaften eroffnen eine Vielzahl an  klinischen
Anwendungsmaoglichkeiten. Nachdem die Effekte in der vorliegenden Studie an einem
Modell des Schadel-Hirn-Traumas nachgewiesen wurden, liegt ein Einsatz als
Therapeutikum im Rahmen der Behandlung dieser Erkrankung nahe. So konnte NMP
aufgrund der vielzahligen moglichen Applikationswege und der nachgewiesenen guten
Vertraglichkeit fur den Menschen bereits im Rahmen der notarztlichen Versorgung
verabreicht werden. Weiterhin kdnnten potentiell ebenfalls neuroprotektiv wirkende
Pharmaka zukunftig in NMP gelost werden, um einen synergistischen Effekt zu
erzielen. Neben dem Einsatz in der Schadel-Hirn-Trauma-Versorgung kommen jedoch
auch weitere Einsatzgebiete in Frage. So wurde der Einsatz als Losungsmittel von
Agenzien zur Embolisation von zerebralen Aneurysmata oder vaskularem
Malformationen bereits von Dudeck et al. evaluiert und es zeigte sich, dass NMP
gunstigere Eigenschaften als das bisher verwendete DMSO besitzt, sodass ein
routinemaRniger Einsatz auf diesem Gebiet naheliegend erscheint [134, 137]. Weiterhin
wirkt NMP mdglicherweise nicht nur im Rahmen von Schadel-Hirn-Traumata, sondern
auch von anderen, pathophysiologisch verwandten Krankheitsbildern, wie z.B.
subarachnoidalen oder intrazerebralen Blutungen, neuroprotektiv. Sollte sich eine
solche Wirkung bestatigen, kdnnte NMP beispielsweise als synergistisch wirkendes
Lésungsmittel im Rahmen der kathetergestitzten intraarteriellen Lyse zum Einsatz

kommen.

5. Zusammenfassung und Ausblick

Das primare Ziel der vorliegenden Studie war es, den Effekt verschiedener, haufig
verwendeter, organischer Ldsungsmittel auf den sekundaren Hirnschaden nach
experimentellem Schadel-Hirn-Trauma zu untersuchen, um deren Eignung fur den
Einsatz als Losungsmittel in Studien zur Neuroprotektion zu evaluieren. Es zeigte sich,
dass sowohl DMSO als auch PEG-40 und Miglyol® 812 zumindest in den getesteten
Dosen und bei Applikation vor der Traumainduktion keinen Einfluss auf den
Sekundarschaden nehmen und daher unproblematisch als Losungsmittel in
experimentellen Studien zur Neuroprotektion eingesetzt werden konnen.
Uberraschenderweise konnte erstmalig in einer experimentellen Studie das

neuroprotektive Potential des Losungsmittels NMP belegt werden, sodass weitere
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Untersuchungen zur Charakterisierung des von NMP hervorgerufenen Effektes
durchgefuhrt wurden. Dabei konnte gezeigt werden, dass NMP das grofte
neuroprotektive Potential in einer Konzentration von 0,5% entfaltet und sowohl bei
Applikation zeitlich vor als auch nach Traumainduktion Wirkung zeigte. NMP verringert
die sekundare Nekroseentwicklung, verbessert das neurologische Outcome der
Versuchstiere und reduziert die posttraumatische Odementwicklung. Trotz der neu
gewonnenen Erkenntnisse bestehen weiterhin viele offene Fragen, welche in
zukunftigen Untersuchungen adressiert werden mussen. So konnte zwar ein Einfluss
von NMP auf die posttraumatische Hirnddementwicklung bei Applikation zehn Minuten
vor Traumainduktion nachgewiesen werden; allerdings bleibt unklar, ob dieser Effekt
auch bei Applikation zeitlich nach der Traumainduktion zu beobachten ist. Weiterhin
ist zu untersuchen, ob zusatzlich zur intraperitonealen Injektion auch andere
Applikationswege als Alternative in Frage kommen, was eine klinische Anwendung
potentiell erleichtern kdnnte. Au’erdem bleibt der Wirkungsmechanismus von NMP
trotz einiger Hinweise weitestgehend unklar. Die Aufklarung des Wirkunsmechanismus
ist ein vorrangiges Ziel zukunftiger Studien, um potentielle synergistische Effekte mit
weiteren neuroprotektiven Pharmaka abschatzen zu koénnen. Schliel3lich bleibt
abzuwarten, ob NMP sein neuroprotektives Potential auch im Kontext anderer
Schadigungen des Gehirns, wie z.B. subarachnoidalen oder intrazerebralen
Blutungen, entfalten kann und ob die Wirkung im Tiermodell auch auf den Menschen
Ubertragbar ist. Im Falle positiver Ergebnisse wirden diese einen Fortschritt zur aktuell
rein symptomatischen Therapie des Schadel-Hirn-Traumas darstellen; NMP kdnnte
sowohl als (Mono-) Therapeutikum als auch als Ldsungsmittel/Zusatz zu
anderweitigen Medikamentenzubereitungen bei der Entwicklung einer kausalen,

neuroprotektiven Therapie nach einem Schadel-Hirn-Trauma zum Einsatz kommen.
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7. Abkurzungsverzeichnis

2-HMSI 2-Hydroxy-N-Methysucinimid

5-HNMP 5-Hydroxy-N-Methyl-2-Pyrrolidon

Abb. Abbildung

AlF Apoptosis Inducing Factor, Apoptose induzierender Faktor
al. altera

BMP Bone Morphogenic Protein

bzw. beziehungsweise

CBF Cerebral Blood Flow, Hirndurchblutung

CCl Controlled Cortical Impact

COX-2 Cyclooxigenase 2

CPP Cerebral Perfusion Pressure, zerebraler Perfusionsdruck
DMSO Dimetylsulfoxid

eNOS endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase

EVD externe Ventrikeldrainage

FDA U.S. Food and Drug Administration

FDP Fruktose 1,6-bisphosphat

GCS Glasgow Coma Scale

ICP Intracranial Pressure, intrakranieller Druck

I-PVA iodhaltiger Polyvinylalkohol

iINOS induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase

KG Korpergewicht

LDso Letale Dosis, bei der 50% der Versuchstiere versterben
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MAP Mean Arterial Pressure, mittlerer arterieller Blutdruck

mPEG-PDLLA Monomethoxy - Poly(Ethylenglykol) - Poly(D, L-Laktat)

MSI N-Methysuccinimid

NFkB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

NMP N-Methyl-2-pyrrolidon

nNOS neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase

NO Stickstoffmonoxid

NSS Neurological Severity Score

PBS Phosphate Buffered Saline, phosphatgepufferte
Kochsalzlésung

PEG Polyethylenglykol

t12 Halbwertszeit

val. vergleiche

104



8. Bereits veroffentlichte Aspekte der Arbeit

8.1 Vortrage
11/2015

9. Lebenslauf

Personliche Daten
Name:
Geburtsdatum:
Nationalitat:

Email:

Sprachen:

Berufstatigkeit

seit 04/2016

“1-N-2-Methyl-Pyrrolidon (NMP), ein klinisch verwendetes
organisches Lésungsmittel, senkt den sekundéren

Hirnschaden nach experimentellem Schéadel-Hirn-Trauma”

41. Jahrestagung der Sektion Intrakranieller Druck,
Hirndurchblutung und Hydrozephalus der Deutschen
Gesellschaft fur Neurochirurgie (Giel3en, 6. November
2015)

Johannes Walter

22.01.1990

Deutsch
johannes.walter@med.uni-heidelberg.de
Deutsch (Muttersprache)

Englisch (verhandlungssicher)

Latein (Latinum)

Assistenzarzt der Neurochirurgischen Klinik des
Universitatsklinikums Heidelberg

105



Ausbildung
2015
2014
2011

2009 - 2015

2008 - 2009

2008
2006 - 2008

2005 - 2006

1999 - 2005

1998 - 1999

1996 - 1998

Praktika

06/2015 - 10/2015

03/2015 - 06/2015

11/2014 - 03/2015

3. Abschnitt der arztlichen Prifung (Note ,gut”)
2. Abschnitt der arztlichen Prufung (Note ,sehr gut®)
1. Abschnitt der arztlichen Prufung (Note ,gut")

Studium der Humanmedizin an der Ludwig-Maximilians-

Universitat Minchen

Zivildienstleistender in der chirurgischen Abteilung des St.
Joseph Krankenhauses Haan

Abitur (Note 1,1)
Gymnasium Hochdahl, Erkrath

Schuleraustausch an der Selkirk Secondary School,
Kimberley, British Columbia, Kanada

Gymnasium Hochdahl, Erkrath

Stadtische  Gemeinschaftsgrundschule  Unterfeldhaus,
Erkrath

Grundschule Stormstralde, Magdeburg

PJ-Tertial ,Chirurgie” in der Klinik fur Allgemeine,
Viszeral-, Transplantations-, Gefal3- und Thoraxchirurgie

am Klinikum der Universitat Minchen

PJ-Wahltertial in der Neurochirurgischen KIlinik des

Universitatsspitals Zlrich

PJ-Tertial ,Innere Medizin“ im Sana Hanse Klinikum

Wismar

106



09/2013 - 10/2013

02/2013 - 03/2013

08/2012 - 09/2012

02/2012 - 03/2012

Sonstige Tatigkeiten

10/2013 - 07/2014

10/2012 - 02/2013

seit 10/2012

11/2009 - 10/2014

Famulatur in der Neurochirurgischen Klinik des

Kantonsspitals St. Gallen

Famulatur in der Nothilfe der Berufsgenossenschaftlichen

Unfallklinik Murnau

Famulatur in der Neurochirurgischen Klinik des

Universitatsklinikums Grof3hadern, Minchen

Famulatur in der Abteilung fur Radiologie und

Nuklearmedizin des Klinikums Dritter Orden, Minchen

Mitglied des Studentenvertreterteams von ,Arzt und
Zukunft", einem Projekt, in dessen Rahmen ein
Businessplan zur Eroffnung einer eigenen Praxis erstellt

wird
Teamleader beim Projekt ,Arzt und Zukunft"

Doktorand in der Arbeitsgruppe fur
vaskulare/traumatologische Neurochirurgie im Walter-

Brendel-Zentrum flr Experimentelle Medizin, Minchen

OP-Assistent in der Abteilung fur Orthopadische Chirurgie
und Unfall-/Wiederherstellungschirurgie des Klinikums
Dritter Orden

107



10.Danksagung

Mein herzlicher Dank gilt folgenden Personen, ohne die diese Arbeit nicht mdglich

gewesen ware:
Prof. Dr. med. M. Dichgans fur die freundliche Aufnahme in sein Institut.
Prof. Dr. med. U. Pohl fur die freundliche Aufnahme in sein Institut.

Prof. Dr. med. Nikolaus Plesnila fiir die Uberlassung des Themas und die exzellente
Betreuung; ich denke, besser kann man die Rolle als Doktorvater wissenschaftlich,

aber vor allem auch menschlich nicht ausfiillen.

Dr. med. N. Terpolilli fir ihre grenzenlose Geduld und ihren unermudlichen Einsatz.
Was fur Nick als Doktorvater gilt fur dich als Betreuerin: es geht nicht besser. Ich bin

stolz und dankbar, Teil dieser Arbeitsgruppe zu sein.
Uta Mamrak und Nicole Heumos fir ihre Unterstltzung in labortechnischen Fragen.

Dr. rer. biol. hum. Dipl. Phys. Jiirgen Peters fur die eine oder andere Rettungsaktion

am Computer.

Ari Dienel, dem frisch gebackenen Herrn Doktor, flr viele Diskussionen Uber den Sinn

des Lebens.

Meiner Familie, die mir das Medizinstudium ermdglicht hat und in allen Lagen

bedingungslos hinter mir steht.
Sabine und Bernd Kuhlin, die mir eine stete Motivationsquelle sind.
Meinem Bruder im Herzen, Manuel Kuhlin, fur die geduldige Hilfe beim Layout.

SchlieB3lich der wichtigsten Person in meinem Leben: meiner Partnerin, Beatrice

Kuhlin, ohne die ich nicht der Mensch ware, der ich bin.

108



Eidesstattliche Versicherung

Walter, Johannes

Name, Vorname

Ich erklare hiermit an Eides statt,

dass ich die vorliegende Dissertation mit dem Thema

Effekt organischer Lésungsmittel auf den sekundéren Hirnschaden nach
experimentellem Schadel-Hirn-Trauma

selbstandig verfasst, mich auBer der angegebenen keiner weiteren Hilfsmittel bedient und
alle Erkenntnisse, die aus dem Schrifttum ganz oder annahernd tibernommen sind, als
solche kenntlich gemacht und nach ihrer Herkunft unter Bezeichnung der Fundstelle
einzeln nachgewiesen habe.

Ich erklare des Weiteren, dass die hier vorgelegte Dissertation nicht in gleicher oder in

ahnlicher Form bei einer anderen Stelle zur Erlangung eines akademischen Grades
eingereicht wurde.

, nooL . -
LAanphCrr A/ Rad

Ort, Datum 4

Eidesstattliche Versicherung Stand: 31.01.2013





